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Bevezetés

Az enzimek a szervezetben el6forduld olyan fehérjemolekuldk, amelyek élettani
feladatok biokatalizatorai [1,2,3]. Szerkezetik ¢és funkciojuk 0Osszefiigg — mikodésiik
értelmezéséhez szerkezetiik meghatarozésa jelentdsen hozzéjarulhat. A fehérjekrisztallografia
pontos informaciot szolgaltat a fehérjemolekuldk térszerkezetérdl. A meghatarozott
szerkezetek a reakciomechanizmusok megismerését, értelmezését, mutaciok hatasanak
tanulmanyozasat segitik eld, ami orvostani és tudomanyos szempontbdl is elengedhetetlen.
Munkam soran az acilaminoacil-peptidaz (AAP) fehérjecsalad egy tagjaval foglalkoztam.
Ezek protedzok: oligopeptidek hidrolizisét katalizaljak. A kozelmultban kimutattak, hogy ez
az enzimcsalad kapcsolatba hozhato alapvetd fontossagu élettani folyamatokkal, amelyek
rendellenességei betegségekhez vezethetnek, mint pl. a kissejtes tiidé— és veserak [4,5]
valamint az Alzheimer kor [6]. Az AAP enzimek képesek amiloidképzésre hajlamos béta
peptideket hasitani. A hasitast kovetOen Iétrejovo peptidrészletek tun. szabad p-éllel
rendelkeznek és ennek kovetkeztében konnyebben formalnak aggregatumokat [7], un. amiloid
plakkokat. Neurobiologiai kutatasok azt is kimutattak, hogy az AAP fehérjének szubsztratjai
egyes foszfat-észter tipusu ingeriiletatvivd anyagok az emberi idegrendszerben [8]. Ezek
alapjan feltételezhet6, hogy az enzim az acetilkolin-észterazéhoz hasonld, fontos szerepet tolt

be az emberi agy kémiai folyamataiban is [9].

Tudomanyos didkkéri munkam soran a Pyrococcus horikoshii AAP-t (PhAAP) vizsgaltam,
amely modellje az emberi enzimnek. Kovalens inhibitorral képzett komplexét
kristalyositottam, szerkezetét meghataroztam, 6sszevetettem a csaladon beliili mas fehérjékkel

¢és molekuladinamikai szamitasokkal egészitettem ki a rontgen diffrakcios adatokat.

Eredményeink — reményeink szerint — elmélyithetik az oligopeptidazokra illetve a
szerin-proteazokra vonatkozo ismereteinket, masrészt lehetéséget nytjthatnak egy potencialis

gyogyszer-célpont fehérje specificitasanak ¢és szabalyozasdnak megértéséhez.



1. Torténeti attekintés, el6zmények
1.1. Az enzimek és a szerin-proteazok

A szerin-proteaz enzimcsalad tagjai fehérjéket (peptideket) hasitanak (peptidkotés
hidrolizisét katalizaljak), egy legtobbszor a molekula felszinén talalhat6 arokban elhelyezkedd
aktiv hely segitségével. A szerin-proteaz tipusu enzimek aktiv helyén egy katalitikus triad
talalhato, amelyet hadrom, térben egymashoz kozel elhelyezkeddé aminosav, a szubsztrattal
kémiai reakcioba 1ép6 — névado — szerin, egy hisztidin és egy aszpraginsav alkot. A csalad
talan legtobbet tanulmanyozott képviseldje a kimotripszin, amelynek milkddési

mechanizmusat és az altala katalizalt kémiai reakcio kinetikajat részletesen vizsgaltak [10].

1.1.2. Megkotddés és a katalitikus hasitas mechanizmusa

A hasitas elsd Iépéseként a hasitand6 fehérjemolekulanak (peptid, szubsztrat) meg kell
kozelitenie az aktiv helyet, és azon beliil az aktiv szerint [11]. A bekotés utan a szerin
hidroxil-oxigénje nukleofil tamadast intéz a peptidkotés karbonil csoportja ellen és az aktiv
szerin észtere keletkezik (acilezés) (1. dbra). A szerin protonjat atveszi a katalitikus hisztidin
¢és a keletkezett pozitiv toltést a Kkatalitikus aszparaginsav negativ toltése semlegesiti. Az
acilezési lépés soran egy negativ toltésli, a megtamadott karbonil szén koriil tetraéderes
konfiguraci6ju Gn. oxianion kozti termék alakul ki, majd alakul tovabb acilenzimmé (kovalens
kotéssel 0sszekotott enzim-szubsztrat). A hasonld nevii oxianion zseb stabilizalja a negativ
toltést, két f6lancbeli amid-hidrogén segitségével. A hisztidinen ,.tarolt” protont megkapja a
szubsztrat tdvozo N-terminusa €s amino-csoport keletkezik, szétesik az intermedier.

Az aktiv hely felszabadulasa egy vizmolekula segitségével megy végbe, ami el6idézi az
acilenzim hidrolizisét. Ennek kovetkeztében ujra tetraéderes intermedieren keresztiil megy
végbe a reakcid: a vizmolekula deprotondlodik a hisztidin javéara és nukleofil tdmadast intéz
az enzimhez ko6tott szénatom ellen, elhasad az enzim-szubsztrat észter kotés is (dezacilezés), a
hisztidin protondlja a szerin ,,csupasz” oxigénjét igy az aktiv hely regeneralodik ¢€s 0j hasitasra

képes (1. abra).
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1. abra A szerin-proteaz enzimcsalad altalanos katalitikus mechanizmusa

A szerin-proteaz enzimek a bioszintézis soran un. eléenzim formaban jonnek Iétre.
Ezeknek megfelelden aktivalodniuk kell (pl. szelektiv hasitas hatadsara bekovetkezo
konformaci6 valtozas), hogy el tudjak végezni a kijelolt feladatukat. Ez az eld és aktiv forma

biztositja a megfeleld enzimaktivitas egyensulyat.
1.2. A prolil-oligopeptidaz csalad

A szerin-proteaz csaladok koziil a prolil-oligopeptidaz (POP) csaladot fedezték fel
legkésébb [12]. Elettani és gyogyaszati szempontbol is érdekes fehérjék tartoznak a csaladba:
a névado prolil-oligopeptidaz (POP, kognitiv folyamatok), dipeptidil-peptidaz IV (DPP-1V, Il
tipust cukorbetegség), oligopeptidaz B (dlomkor), és az altalunk is vizsgélt acilaminoacil-
hidrolaz. K6z6s tulajdonsaguk a szubsztratok méret szerinti szelektalasa: csak maximum Kb.
30 aminosavas oligopeptideket tudnak elhasitani, nagyobb fehérjéket nem.

A szerin-peptidazok tipikus 25-30 kDa-os tomegéhez képest a prolil-oligopeptidazok
80-120 kDa tomegtiek. Tipikusan két szerkezeti egységbol allnak: o/p-hidrolaz domén és egy
7 ,lapatbol” felépiild S-propeller domén (2. dbra). A méretszelekcid hatterében az all, hogy az
aktiv hely a két domén kozotti iiregben helyezkedik el.
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2. abra A Pyrococcus horikoshii gsbaktérium eredetii aciaminoacil-peptidaz enzim
Az aktiv helynél kék szinnel van kiemelve a katalitikus triad (Ser466, His578, Asp546), zold szinnel az inhibitor

Mas szerin-peptidazokkal ellentétben bioszintézisiikkor azonnal aktiv alak keletkezik,
mivel a két doménes szerkezet meggatolja, hogy kontrollalatlanul elhasitsanak nem a

szubsztratjaik kozé tartozo fehérjéket.
1.3. Az acilaminoacil-peptidazok

Az acilaminoacil-peptidazok (rov. AAP) mas néven az acilpeptid-hidrolazok a szerin-
protedazokon beliil, a prolil-oligopeptidaz enzimcsaladba tartoznak [13]. Ahogy a neviik is
mutatja a hasitanddé peptid N-terminusardl acilezett aminosavakat hasitanak le [14]. A
lehasitott acilez6é csoport lehet acetil-, kloracetil-, formil-, esetleg foszfatcsoport.

Szamos emlds szervezetében (eukariota sejtek) kimutattdk az AAP-k jelenlétét, és
meghataroztak a patkanybol, sertésb6l és emberbdl kinyert enzimek teljes aminosav
sorrendjét [15,16,17]. A harom enzimet egyenként 723 aminosav épiti fel, amelyek sorrendje
kozel kilencven szézalékban azonos, valamint a katalitikus triad elhelyezkedése is megegyezd
[12,18].

A legtobb szerkezet-funkcid Osszefliggés vizsgalat eddig az Aeropyrum pernix
hdékedveld Osbaktérium acilaminoacil-peptiddz enzimét célozta (ApAAP). Az ApAAP-ra a
nyitott-csukott forma dinamikus egyenstulya jellemz6, amikor a nyitott allapotban
inaktivalodik az katalitikus hely [19]. A dolgozatomban vizsgélt acilaminoacil-peptiddz, a
Pyrococcus horikoshii szintén termofil Gsbaktériumbol szarmazik (PhAAP). A fehérjét
(PhAAP) E. coli baktériumban fejezték ki (MTA Enzimologiai Intézet, Polgar Laszlo
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professzor kutatocsoportja), és tisztitottdk, ezutdn hasznaltuk fel az egyetem

fehérjekrisztallografiai laboratoriumaban.

Kiilonbozo fajokbol szdrmazd AAP-k kiillonbozé multimereket alkotnak: az ApAAP
dimer [19,20,21], az eml6s enzimek tetramer [15,16,17], a PhnAAP hexamer felépitésti [22]. A

vizsgalatok egyik fontos célja a multimerizacio funkciondlis szerepének megértése.

1.4. A klormetil-keton inhibitorok

A klormetil-keton szarmazékokat (CMK) nagyon régota hasznaljak a szerin-proteazok
kovalens inhibitoraként [8,23].
A mi esetiinkben azért volt ra sziikség, mert az enzim szubsztratk6td mechanizmusat is
vizsgalni akartuk. Ehhez sziikség volt egy szubsztrat-szerii viszonylag kicsi molekulara, ami
ugyanakkor kovalensen hozzakotédik az aktiv helyhez [9,24]. Az inhibitor tgy mikodik,
hogy beko6tédik az aktiv szerinhez, de a masodik 1épés (aktiv hely regeneralasa) mar nem tud
lejatszodni, igy a tetraéderes allapot kovalensen régzitve marad. Ugyanis az inhibitor epoxid-
intermedieren keresztiil a hisztidinhez is kovalensen hozzakotddik.
A PhAAP-hez adott inhibitor Z-Gly-Gly-Phe-CMK szekvenciaja, ahol Z benziloxi-karbonil
csoportot, a Gly két glicint, a Phe egy fenilalanint és a CMK a klormetil-ketont jeloli (3.
abra).

Cl

3. abra Az alkalmazott inhibitor szerkezeti képlete
(CMK-Phe-Gly-Gyl-2)

A fehérje az ELTE Fehérjekrisztallografiai laboratériumdba — az inhibitort is tartalmazo —
oldat formajaban keriilt, az inhibitor az enzimhez képest haromszoros feleslegben volt. Ebbdl

az oldatbol dolgoztunk a kristalyositas soran (1d. lent).



Célkitiizések

A rontgenkrisztallografiai  vizsgalat elsddleges célja annak a kérdésnek
megvalaszolasa volt, hogy a korabban meghatarozott PhAAP szerkezethez képest [22],
okoz-e valtozast az aktiv helyen egy kovalens szubsztrat-szeri inhibitor kotédése, illetve hogy
hatassal van-e ez a kotodés a fehérje teljes térszerkezetére. Mivel az enzim iirege viszonylag
kicsi, egy harminc aminosavas oligopeptid nehezen tudna megfordulni benne. Ez felveti azt a
kérdést, hogy az enzim irdnyitja-e valamilyen médon az lireg bejaratanal az oligopeptid
szubsztratot.

A korabban meghatarozott inhibitor nélkiili szerkezet [22] valdjaban tartalmaz egy az
aktiv helyhez koordinalodott 1,6-hexandiol molekulat, igy érdemben nem tekinthetd
,ires”’-nek. Molekuladinamikai szimulacidval ezt a teljesen ,iires” allapotot kivantuk
modellezni, és megallapitani, hogy milyen konformécioban taldlhat6 a katalitikus triad,
amikor nem kényszeriil kdlcsonhatasra sem szubsztrat-, vagy szubsztrat jellegii molekulaval,
sem a kristalyositd oldatbol szarmazo hexandiollal. A dinamikai modellezés soran a PhAAP
molekuldt 6nalld6 monomerként vizsgaltuk, azzal a céllal, hogy tovabbi informaciot
szerezziink a két domén egymashoz valo térbeli viszonyardl.

Az altalunk vizsgalt &sbaktérium eredetti  acilaminoacil-peptidazok  szoros
kapcsolatban allnak az emlés eredetii AAP fehérjékkel, amelyek szerkezet meghatarozasa
eddig nem jart sikerrel. Ha megértjiikk ezeknek a rokonfehérjéknek a szerkezetét és miikodési
mechanizmusat, kozvetett informaciot szerezhetiink az orvosbioldgiai és gyodgyszerészeti

szempontbdl fontosabb eukaridta enzimfehérjérol.



2. Fehérjekrisztallografiai modszerek és alkalmazasuk

2.1. Bevezetés a fehérjekrisztallografiaba

A fehérjekrisztallografia olyan szerkezetvizsgalé modszer, ahol atomok pontos térbeli
helyzetér6l — a molekuldk térszerkezetér6l — rontgendiffrakcids modszerrel informaciot
nyerhetiink. Ennek a modszernek (diffrakci6) alapja a sugarzas anyaggal vald rugalmas
kolcsonhatasa, amelynek eredménye a diffrakcids kép. Az ,,egyszeri” optikai mikroszkdpos
vizsgalattal ellentétben a kristdlyokon szoérodott sugarakat nem lehet egyszerli fizikai
eszkozokkel refokuszalni, ezért diffrakcios képet detektalunk, amelybdl (a szort sugarak
fazisainak kozelit6 modszerekkel valdé meghatdrozasa utdn) a targy képét matematikai
modszerekkel  (Fourier-transzformacid), szamitogép  segitségével szamoljuk. A
rontgensugarzas a toltéssel rendelkezd részecskék elektromos terével 1ép kolcsonhatasba, de
az atommagok hozzijaruldsa elhanyagolhatd, ezért a diffrakcids mintdzatbol a molekula
elektronsiiriségi fliiggvénye szamithatd ki. Ez egy ,térkép”, aminek értelmezésével atomi
koordinatakka forditjuk le azt. A kristalyszerkezetek a tapasztalat szerint altalaban a fehérje

bioldgiailag aktiv konformaciojat tiikrozik [25].
2.1.1. Kristalyositas

Ahhoz, hogy a méréshez eljussunk, végre kell hajtanunk a talan legiddigényesebb
feladatrészt: a fehérje kristalyositasat, igy készitjiik eld a mintat a mérésre. A mérés alapvetd
feltétele, hogy nagyméretii, minél kevesebb kristalyhibat tartalmazo6 egykristalyt allitsunk eld
ezt a fehérje-koncentracié valtoztatasaval, a gocképzddés és —novekedés folyamatainak
befolydsolasaval érhetjiik el, valamint kiilonbozé kristalyositd adalékokkal (pl. so,
lecsaposzer, puffer) lehet gyorsitani a kristalyok kialakulasat, illetve megakadalyozni a nem
kivanatos mellékfolyamatokat (pl. detergens adagolas a nem specifikus aggregacio
elkertilésére). A kristalyképzddési folyamatot befolydsold paramétereket (pl. pH, hdmérséklet,
koncentraci6 stb.) is optimalizélni kell. Itt egy kis kreativitasra és tiirelemre van sziikség. Az
elsé széleskorli (tag pH, koncentracid, hdmérséklet tartomanyok) keresés utdn az igéretes
koriilmények optimalizalasat kell elvégezni, amig végiil megtalaljuk az idealis koriilményt —
ez probalgatasos modszer, ezen kiviil segitségiinkre lehet néhany jol bevalt, masok altal mar
alkalmazott krisztallografus fogas [26]. Elengedhetetlen a fehérje tisztasaga (~99%).
Kristalyosito oldatot adunk a fehérjéhez (tartalmaz tobbek kozott kicsapd szert, ami csokkenti

a fehérje oldhatosagat), pufferrel szabalyozzuk a pH-t, és hasznalatosak viszkozitas ndveld



adalékok (pl. glicerin). A kristalyok eldallitasahoz un. fliggbcsepp modszert alkalmaztam (4.
abra), ami a go6zdiffuzio elvén alapszik. Az iivegfedélre pipettazott csepp (néhany pl) a
kristalyositd oldatra nézve higabb, mint a mélyedés aljan talalhato kristalyositd oldat és
felillete gorbiult, ezért a két oldal feletti géznyomas kozott kiilonbség van, amelyek
kiegyenlitddése soran vizgdz tavozik a cseppbdl, ezzel annak toményedését okozza, igy

megindulhat a gocképzddés, majd a kristalynovekedés.

Vakuum zsir

\

\

Fiiggd csepp (1:1 V/V aranyban
fehérje és kristalyosito oldat)

_/./’/ i 7 iy
Kristalyosito oldat

é/

4. abra A fiiggocsepp modszer

A Pyrococcus horikoshii 6sbaktérium eredetii fehérjét E. coli baktériumbol fejezték ki (a
fehérjeoldat Gsszetétele: [Enzim]=133uM V=200ul, [Inhibitor]= 336,4uM (Z-Gly-Gly-Phe-
CMK), puffer 10mM TRIS/HCI, pH=7,5). A kristalyositast a korabban bevalt koriilmények
alapjan terveztem. Mivel altalanos tapasztalat, hogy a fehérjeminta kis valtozasa is (pl.
mutacid, vagy eltéré komplexalt ligandum) az optimalis koriilmények jelentds megvaltozasat
okozhatjak, a kristalyositd koriilményeket optimaltam. Az elsé probalgatd kérben 33-55 pul
3M MgCly, 50 pl 1M Tris[hidroximetil]Jaminometan]/HCI (pH 7,2-8,5), 250-400 pl 5M 1,6-
hexéandiol keriil 500 pl végtérfogata kristalyositd elegybe. A cseppet pedig a koriilménybdl 2
ul-t 2 ul fehérjeoldattal elegyitve készitettem Cyberlab kristalyositd robot segitségével. Ezek
kozil a korilmények koziil a 250 pl és 300 upl hexandiolt, 33 ul MgCly-ot, 50 ul puffert
(pH=8,5) tartalmaz6 500 pl végtérfogata elegy valt be — hét nap elteltével ebbdl néttek a
legformasabb (legvastagabb, lap alaka) kristalyok. Ezek azonban elég kicsik voltak, ugyhogy
nagyobb cseppet tettem fel, ezt mar manualisan, ahol 3 ul kristalyositd oldathoz 3 pl
fehérjeoldatot valamint 4 pl kristalyosito oldathoz 4 pl fehérjeoldatot adtam.

Az 5. abran lathato csepp egy un. atoltott csepp. Ez olyan tultelitett csepp, amiben nem tud
elindulni a gocképzddési folyamat, mert ahhoz nem elég tomény az oldat. Ekkor egy masik
cseppbd] kristalygocokat juttatunk at a célcseppbe. Altaldban macskabajusszal végigsimitva
egy kristalyt lemorzsolodik rola néhany mikroszkopikus kristalydarab, és feltapad a szalra.

Ezt a szalat keresztiilhtizva a tiszta cseppen belemossuk a kristalygocokat. Abban az esetben,
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ha a kristalynovekedésre alkalmas koncentracidtartomanyban van az oldat, néhany nap mulva

megfigyelhet a jellegzetes ,,vonalmenti” kristalyképzodés (5. abra).

5. 4bra Atoltott csepp és a benne jeliegzeteseﬁ vonal mentén képzodo kristalyok

1. tablazat Az optimalis koriillmény osszetétele (végtérfogat 500 pl)

Adalékanyagok koncentracio
1,6-hexandiol 2,5 mol/dm®
MgCl, 0,2 mol/dm’
Tris[hidroximetilJaminometan/HCI puffer (pH=8,5) | 0,1 mol/dm®

A 6. abran lathato kép egy 4 ul + 4 ul-es csepp fényképe, amely a méréshez felhasznalt
kristalyt is tartalmazza. A klormetil-keton inhibitort tartalmazd fehérje komplex
(PhAAP/CMK) szerkezetmegolddsa mellett feladatom volt egy régebben megmeért kristaly
szerkezetének (PhAAP/12) megoldasa is, ami egy masik kristdlyformaban kristalyosodott

(tizenkét monomer az elemi cellan beliil).

6. abra A PhAAP enzim kristalyai
A jobb fels6 részen a mérhet6 példany, a tobbi szép kristaly, de méreten aluli
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2.1.2. Rontgendiffrakciés mérés és adatfeldolgozas

A fehérjekristalyok mechanikai hatasokra érzékenyek, a molekuldk kozott térrészeket
az olddszer tolti ki, aminek elparolgasaval tonkremehet a kristaly, és rontgensugarzas hatasara
roncsolodhatnak. Ezért célszerti hideg nitrogén aramban kb. 100 K-re hiitve kivitelezni a
mérést. Fontos, hogy a mérés eldtt a kristalyt un. krio-oldatba tegyiik, amelynek Osszetétele
gatolja a kristalyos jég képzOdését a lehiilés rovid ideje alatt, ugyanis a jégkristalyok
szorasukkal akadalyoznak a mérés kiértékelését (100 K-en mar nem képzddnek jégkristalyok,
mert az amorf vizfazis a stabil). A mi esetlinkben mar a kristalyositd koriilmény krio-
oldatként viselkedett viszonylag alacsony viztartalma (33,4 térfogat%) miatt.

Az adatgyiijtést a PhAAP/CMK esetében az ELTE Fehérjekrisztallografiai Laboratoriumban
talalhato diffraktométeren (réz K, sugéarzas, Rigaku RU-H2R forgd anddos generator, Rigaku
R-AXIS IV++ image plate detektor) végeztiik (240 felvétel, 15 perces expozicios id6 és 0,5°
oszcillacio felvételenként), a PhAAP/12 kristalyr6l a European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF, Grenoble, Franciaorszdg) BM14U sugarforrassal gyljtottek diffrakcios
adatokat. Az adatfeldolgozast az XDS és XSCALE programokkal [27] végeztem. Ennek soran
a diffrakcios képek feldolgozasa torténik, eredménye az elemi cella paraméterei, a szimmetria
¢s a reflexiok amplitudoinak adatsora (2. tablazat).

A rontgendiffrakcids mintazatbol a szoért sugaraknak csak az intenzitdsa szdmithato
kozvetleniil, a fazisa nem. Ezért az elektronstliriiségi térkép szamitasdhoz matematikai uton
kell megoldani az un. fazisproblémat.

A fazisproblémat molekularis helyettesitéssel, a CCP4 programcsomag MOLREP
programjanak [28,29] segitségével oldottam meg. A felhasznalt modell molekula egy
korabban meghatarozott, az aktiv helyen hexandiolt tartalmaz6 szerkezet [22] fehérje
(PhAAP/hexandiol) része (a hexandiol- és vizmolekuldkat, és ionokat kivettem, mert ezek
eltéré helyzetben lehetnek a két szerkezetben). Erre a molekulara teljesiil, hogy az aminosav
sorrendjének legalabb 25%-a megegyezik az altalunk vizsgalt molekuldéval, ekkor
feltételezziik, hogy a két fehérje szerkezete alapvetd vondsaiban hasonlit. (Esetiinkben az
egyezés 100%, de globalisan jelentds kiilonbségek lehetnek a két domén relativ helyzetének
akar csak kis kiilonbsége miatt is.) Az ismert szerkezet modelliil szolgal a meghatarozando
molekulanak. A molekularis helyettesités feladata, hogy megtalalja az meghatarozni kivant
molekula helyét és orientaciojat az 01j elemi cellaban. Ebbdl a modellbdl szamithatd fazisok
adjak azt a kiindulasi faziskészletet, amelynek segitségével az elsd elektronsiirliségi térképet

szamitjuk. A PhAAP/CMK esetében azonban izostrukturalis volt a modell és a vizsgalt
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szerkezet, igy az elemi cella is megegyezett, a kiindulasi poziciot csak merevtest finomitassal
igazitottuk, hogy a két domén helyzete kozti kis kiilonbséget figyelembe vegyiik [30]. A H32
kristalyszimmetria miatt a PhAAP/CMK hexamerben taldlhato hat fehérjemolekula pontos
masolata egymasnak, konformaciéjuk nem térhet el (szimmetria-ekvivalens molekulak). A
PhAAP/12 szerkezet esetén viszont az aszimmetrikus egységet tizenkét fliggetlen monomer,
azaz két hexamer alkotja (7. abra), lehetévé téve a hexamerek esetleges torzulasanak

vizsgalatat, pl. kristalykontaktusok hatasara.

2. tablazat A rontgenmérésbdl szarmazo eredmények osszefoglalasa

Név PhAAP/CMK PhAAP/12
Kristalyrendszer trigonalis rombos
Ce”aparaméterek (a’b’c/A, 184,057 184,057 145,529 183,31 183,80 275,74
B,y /°) 90,0 90,0 120,0 90,0 90,0 90,0
Tércsoport H32 P2:2:2;
Rrmeas’ 0,066 8,5
I /o(l) 22,25 17,33
Felbontasi tartomany 19,741 - 1,601 19,980 - 2,700
Osszes/fiiggetlen reflexiok szama | 861050/122438 1059014/241127
Teljesség 99,2 % 94,8%
N
D lz\li(hkl) - I(hkl)‘
a R — hkl N _1 i

e ST S (hki)

hkl i

L
a = b

7. abra A két elemi cella dsszehasonlitasat szemléltet abra
a) PAAAP/CMK trigonélis elemi cellaval b) PhAAP/12 rombos elemi cellaval

13



2.1.3. Modellépités és szerkezetfinomitas

Mivel a fazisprobléma megoldasat molekularis helyettesitéssel végeztem, a szadmitasok
eredményeképpen az elemi celldban elhelyezett és orientdlt modellmolekulat ¢és az
elektronstiriiségi térképet kaptam. [gy a feladatom a modellmolekula térképhez vald
hozzaigazitasa volt gy, hogy a nagy elektronstiriségli régiokba illesztem/igazitom az
atommagokat [31,32]. A modellen végrehajtott, helyi kézi javitasok/igazitasok (COOT
program) [33], valamint a finomitas (REFMAC) [33] kdvetkeztében a modellbd] szamithato
fazisok, és a veliikk szamithatd 10 elektronstiriiségi térkép is javul. Ezt modellépitési és
finomitasi 1épések valtakozasaval érhetjiik el. Ekkor a térkép javulasa a zajszint csokkenését

is eredményezi (8. abra).

8. abra A finomitasi és modellépitési ciklusok hatasa az elektronsiiriiségi térképre
Az abran az Un. differencia-elektronstiriiségi térkép lathatd, ami kozelitéleg a valodi molekula térképének
kétszerese és a modellmolekula térképének kiilonbsége (0,56¢/A%)
(balra a molekularis helyettesités utan, jobbra a finomitas végén)

A finomitasi ciklusokat a PhAAP/CMK esetében REFMACS5 programmal [34] végeztem
(CCP4 szoftver), amely soran a modell modellhibaval korrigalt szorasi fliggvényét
illesztettem a mért szoérasi fiiggvényhez. Ezekben a finomitasi ciklusokban a program
felhasznal fehérjeszerkezetekre vonatkozd 4ltalanos ismereteket is (pl. sztereokémiai
korlatozasok, jellemzé kotéshosszak, kotésszogek, torzids szogek stb.), ezekhez az
,obszervaciokhoz” is illeszti a szerkezetet. Ezeken kiviil még alkalmaztam tn. TLS-
finomitast (translation, libration, screw-rotation) is [35], amikor a modellmolekula

crer

fehérjemodell két doménje (hidrolaz, propeller) volt a két kijelolt régio.
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A PhAAP/12 szerkezet esetében nehézséget okozott, hogy 12 db molekula (t6bb mint 7000
aminosav) alkotta a legkisebb vizsgalt egységet. A gyenge felbontas kdvetkeztében pedig sok
esetben nem volt olyan egyértelmiien meghatarozhaté aminosav oldallancok konforméacioja,
vizmolekuldk helyzete, illetve a mozgékonyabb régiokban a folanc konformacidja sem. A
finomitashoz a PHENIX [36] programot hasznaltam. Ennek a programnak elénye (tobbek
kozott a REFMACS-tel szemben), hogy a minimalizald célfliggvény kiilonbdzo tagjainak
(amplitadok illesztése, idedlis geometrianak vald megfelelés, nem-krisztallografiai
szimmetridk, hdmozgads modellezése) hatékonyabb a stlyozdsa. A finomitds soran nem-
krisztallografiai szimmetriakat (NCS) is alkalmaztam. Ez olyan esetekben sziikséges, amikor
rossz felbontdsu a szerkezet (ilyenkor rosszabb az adat/atomi koordindta arany). A NCS
csoportokat azok a régiok alkottak, amelyek a monomerek egymasra illesztésekor hasonldéak
voltak (4-48, 55-78, 85-340 aminosavak a propeller doménen és 353-356, 358-373, 377-456,
458-522, 524-618 aminosavak a hidrolaz doménen).

A szerkezetek validalasat (,,josag vizsgalat”) a CCP4 programmal végeztem (3. tablazat).
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Atlagos négyzetes eltérés az idealis geometriatél

3. tablazat A finomitasok eredménye Név PhAAP/CMK | PhAAP/12
Tércsoport H32 P 212123
Finomitas
Név PhAAP/CMK | PhAAP/12 Kotéshosszak (A) 0,030 0,200
Tércsoport [ H32 P 212123
R-faktor® | 0,1538 0,1889 Kotésszogek (°) 2,253 9,719
Riree © 0,1841 0,2381 Zii(i(%l(zrz?gi)s/éltalénos 0,013 0,074
Atomok szima Atlagos B-faktor (A?) | 17,757 40,71
N o R
Inhibitor 16 - Ramachandran térkép’
(CMK) p
1,6- ' 88 216 o/ v a legkedvezobb | 481 (87,5%) | 5896
hexandiol régidban (90,5%)
Mg2*/CI 51 23/2 ;pgéi\j(f’)sarl?egengedett 63 (11,5%) ?85’15%)
¢ / y a bdvitett 6° (1%) 51+14°
Viz 667 1568 megengedett és tiltott
régidban (0,8%+0,2%)

bR:

Z|Eobs (b)| - k|EcaIc (h)|

D |F s (D)

‘Az adatkészlet 5%-at kiilonitettiik el az Rfee szamitasara (validalas céljabol).

A sztereokémiai paraméterek jellemzésére a PROCHECK [37] programot hasznaltuk.

® Az aktiv hely szerinje, és a mozgékony régiokban taldlhaté aminosavak.

16




3. Molekuladinamikai szamitasok

A molekuladinamikai szamitasok alkalmasak makromolekuldk kedvez6tlen
elrendezddéseinek optimalizalasara, illetve fiziologias, egyensulyi allapotot leiré dinamikus
sokasagok eldallitasara. A rontgendiffrakcids mérés sordn egyfajta merev, korlatoltan
szolvatalt szerkezetet vizsgalunk. Ezzel szemben a dinamikai vizsgalat lehetové teszi, hogy a
molekulat szolvatalt kdzegbe helyezziik, igy engedélyezziik a szabadabb mozgast. Ehhez

sziikséges egy megfelelé modellrendszer alkalmazésa.
3.1. Mozgasegyenlet és erotér

Az elektronok sokkal gyorsabban mozognak, mint az atommagok, és ez a két mozgas
kiilonvalaszthato (Born—Oppenheimer kozelités). Az atommagok helyzetétdl fliggd
potencialis energiafelszint a Schrodinger—egyenlet alapjan lehetne szamitani, ez azonban
lehetetlen egy tobb ezer atommagot tartalmazé fehérjemolekula esetében. Ezért a molekulak
szerkezetét ¢és szerkezeti atalakulasat vizsgalva, a molekulat rugokkal 6sszekotott, toltéssel
rendelkezé tomegpontok Osszességének tekintjiik (klasszikus modell-rendszer), ahol az

atommagok mozgésat kovetjiik, amit az elektronfelhd kiatlagolt hatasa befolyasol.
Az atommagok mozgasanak leirdsara a Newton—féle mozgasegyenletet hasznaljuk,

F — 321"5
e Lae2

(i=1...N) (1)

ahol F az er6, m a redukalt tomeg, r az atom-atom tavolsag és t az ido.
A lokalisan hato eréket pedig egy empirikus potencialfiiggvénybdl szamitjuk,

av
F;=—— V(ry, ra, ..., IN) 2)

drg
Az empirikus energiaegyenlet matematikai alakjat és a benne szereplé allandokat tUn.
erotérként (forcefield) definialjuk. Fehérjékre vonatkozd szamitasokhoz alkalmazott
legismertebb erdterek: AMBER, GROMOS, ECEPP, CVFF ¢és az altalunk is alkalmazott
CHARMM27 [38].

17



Az energiafiiggvény alakja:

V= Z ky (b — by)? + Z k(6 — 6,)% + Z ko[l + cos(nd — 5)]

bonds angles dihedrals
+ Z k,(0—w,)*+ Z k, (u—uy)?
impropers Urev—EBradley
Rm 12 R &
n Z Y T O T I L
154 154 &y
nonbonded (3)

ahol a tagok a kotéshosszak (1. tag), a kotésszogek valtozasahoz kapcsolodo (2. tag), a torzios
szogek valtozasabol eredd (3. tag), a nem-kotd kdlesonhatasok leird, atomok sik csoportbol
valo kitéréséhez illetve a kiralitas-kényszerek megsértéséhez kotheté (4. tag), illetve a
szomszédos kotésen at hato Urey—Bradley erdk (5. tag) valamint a sztérikus effektusokat leird
Van der Waals (6. tag) és a toltések kozti Coulomb kolcsdonhatasbol (7. tag) ered6 erdk.

A képletekben szerepld paraméterek (eréallandok k;), az idealis elrendezdést leird geometriai
paraméterek (bo, &, do, an Uo, Rmin) és egyéb allandok (&) rontgendiffrakcids mérésekbdl (a
paraméterek atlagos értékei €s szorasai egy adott vegyiiletcsaladon beliil), spektroszkopiai

analizisekbdl és kvantumkémiai szamitasokbdl szarmaztatott adatok.
3.2 Energiaminimalizacio

Az energiaminimalizacid célja, a potencidlfeliillet legkozelebb esé lokalis
minimumainak megkeresése, ahol a molekulank szamara energetikailag kedvez6 és
feltételezhetben jellemzO térszerkezetet vesz fel. Szamitasaink soran két algoritmust
alkalmaztunk, ezek koziill az egyik a legmeredekebb esés modszere, ahol a kovetkezd
potencidlis energia-felszinen valé elmozdulds az energiafeliilet derivaltjanak (gradiens)
iranyaba torténik egy vonalmenti keresés minimumpontjaba (hatranya, hogy a minimum
kozelében rosszul konvergal). A maésik modszer a konjugalt gradiensek modszere, ahol a
1épés iranyahoz szamitott gradienst az el6z6 1épések derivalasi eredményeivel korrigaljuk. Mi
a Polak-Ribiere konjugalt gradiens modszert hasznaltuk a minimum-koézeli optimalasi 1épések

soran [39].
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3.3. Molekuladinamika (MD)

Korabban mar emlitettem, hogy célunk a fehérjemolekula dinamikus viselkedésének
vizsgalata. Ennek kivitelezéséhez hasznaltuk (1) és (2) egyenleteket — a rendszer mozgasat
newtoni mechanika alapjan szimulaltuk, a rendszerben fellépd erdhatasokat pedig az
energiafliggvénybdl szamitottuk. FElsé Ilépésben az altalunk valasztott hémérsékletnek
megfeleld atomi sebességeket, valamint ot integralashoz sziikséges ,,lépésintervallumot”
hataroztuk meg (tipikusan néhany femtoszekundum). Az id61épés hosszat ugy valasztottuk,
hogy Iényegesen kisebb legyen, mint a vizsgalni kivant leggyorsabb mozgas frekvenciajanak
reciproka.

A molekulankat egy oldoszert tartalmazd dobozba foglaltuk, amelynek méretét ugy
valasztottuk meg, hogy ha az azonos dobozokkal lenne koriilvéve, akkor se érzékelje
kozvetleniil a szomszédos dobozban elhelyezkedd fehérje molekulat. Rendszeriinket az ilyen
modon létrehozott dobozzal azonos dobozokbdl felépitett végtelen rendszernek tekintettiik (9.
abra), igy a szabad mozgas mellett az alland6 anyagmennyiséget is biztositani tudtuk (ha egy
molekula ,kiiszott” a dobozbdl, annak masolata az azonos szomszédos dobozbol az ellenkezo
iranybol ,,betszott”), valamint a tdvolhatdo kolcsonhatasok (leginkabb a toltések kozotti
Coulomb kolcsonhatas) egyértelmiien meghatarozott Osszegzését a Particle-Mesh Ewald

modszerrel végezhettiik [40,41].

9. abra A periodikus hatarfeltételek szemléltetése

3.3.1. A dinamikai szimuldcié globalis algoritmusa

1. Kiindulasi feltételek megadasa

A lehetséges kdlcsonhatasok és az atomi pozicidk megadéasa: 6sszes lehetséges atom pozicidja
(r) és kiindulasi sebessége (V). Ez utobbi a kezdeti 1épésben egy véletlenszeriien generalt
sebesség-eloszlas, amely megfelel a kivant szimulacids hdmérsékletnek (esetiinkben 300 K), a

tobbi 1épésben az el6zd 1épésben keletkezett adatok ,,0roklédnek™.
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2. Az erdk szamitasa

Egyetlen atomra hat6 erd szdmolasa az
-

képlet alapjan a kot és az egymassal nem kozvetleniil kotott atomparok kozott, valamint a

(4)

nemkdtd-kolesonhatasbol szarmazd erdk szamitdsa, majd ennek felhasznaldsaval az atomi
sebességek hozzarendelése. A potencialis, a kinetikus energidk €s a nyomas tenzor szamitasa
a sebességek szlikség szerinti korrekcidja a definidlt kényszerfeltételek, illetve a kivant

hémérséklet és nyomads értékeknek megfelelden.
3. Szerkezet médositas

Az atomok elléptetése a valasztott 1d6lépés figyelembevételével a Newton-féle
mozgasegyenlet alapjan numerikusan szamitva. Esetiinkben ez a velocity-Verlet algoritmust

[42] hasznalva tortént.
4. Végso 1épés

Atomi pozicidk, sebességek, energidk, hdmérséklet, nyomas 6sszegzése ¢s dokumentalasa. A
2., 3. és 4. Iépés addig keriil ismétlésre, amig az elére megszabott szimulacids id6 végére nem

értiink.
3.4. A Pyrococcus horikoshii acilaminoacil-peptidaz rendszer vizsgalata

A rendszer energidjat tobb lépésben minimalizaltuk 0Ggy, hogy csdkkend erdsségli
kényszereket alkalmaztunk a fehérje atomjaira. A minimalizacié elsé 1épése soran rogzitett
fehérje szerkezet mellett a vizmolekuldk helyzetét optimaltuk, majd fokozatosan
kiegészitettiik a fehérje-atomok helyzetének lokalis optimalasaval. Ezutan kezd6dott a
dinamikai szimulacio. A PhAAP rendszer tanulmanyozasahoz 2 fs-os idé1épést valasztottunk.
Elokészitésként, ismét alkalmazva a fehérje atomokra a csokkend erdsségli rogzito-
kényszerek rendszerét, rovid (3 x 200 ps) ,restrained”-dinamikai szimulacidokat majd a rogzitd
kényszerek kikapcsolasa utdn egy nyomads-stabilizaldo szimulaciot végeztiink (200 ps)

kanonikus sokasag alkalmazasaval (rogzitett anyagmennyiség, térfogat és homérséklet).

A szolvatalt fehérje-rendszeriink egyenstlyba juttatdsa és az adatgylijtés nagykanonikus

sokasag alkalmazasaval tortént, ezért az anyagmennyiség mellett a rendszer hdmérsékletét és
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nyomasat is allando értéken tartottuk, Nose-Hoover termosztat [43,44] és Berendsen barosztat
[45] alkalmazasaval. A ligandummentes illetve az 1,6-hexandiolt tartalmazé monomer

szerkezeteken végzett szimulaciok 60 ns-ig tartottak.
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4. Eredmények értékelése és kovetkeztetések
4.1. Kezdeti feltevés

Vizsgalatunk célja az volt, hogy megallapitsuk, hogy a korabban meghatarozott
oldészeres PhAAP/hexandiol szerkezethez képest, okoz-e valtozast az aktiv helyen egy
kovalens szubsztrat-szert inhibitor kotddése, illetve hogy ez hatassal van-e a fehérje globalis
térszerkezetére. Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy hogyan valosul meg a méretszelekcio
¢s hasitasi mechanizmus.

A kutatas adott pillanatdban valdszintsitették, hogy a fehérje felszini polaritasa befolyasolja a
szubsztrat szelekciot. Mivel a fehérje iiregében elég sziik a hely, a behatolt szubsztrat mar
nem tud orientaciot valtoztatni a molekula belsejében. Ezért kiemelt szerepet kap a molekula

oldalan talalhato ,,belépd kapu” polaritasa.

4.2. A meghatarozott kristalyszerkezetek

Az 4ltalam meghatarozott PRAAP/CMK szerkezet jobb felbontéssal rendelkezik (1,6 A)
mint az eddigi mérések. A jobb felbontds elonye, hogy pontosabban megfigyelhetok a
korabban kevésbé egyértelmiien meghatarozott pl. mozgékonyabb régiok. Ennek
kovetkeztében beépitettem tizenegy tovabbi aminosavat (Glu51, Asp52, Gly53, GIu80,
Glu8l, Lys82, Lys83, Aspl28, Lys373, Glu374, Gly375, Lys618), igy mar csak négy
aminosav hidnyzik a fehérjelancban az N- és két aminosav a C-terminusrol. Ezek azonban
olyan mozgékony régiok, amelyek rendezetlenek a kristalyban, és ezért az elektronstiriiségi

térképen (ami a kristalybeli molekulak elektronsiiriiségének atlaga) nem azonosithatok.

A PhAAP/CMK komplex a bioldgiailag aktiv hexamer formajaban kristalyosodik (10. abra).

10. abra A PhAAP/CMK hexamer alakja
(az egyes monomereket szam jeloli)
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A hexamerizacioban a propeller régidban az 1-es ¢€s a 2-es szdmu propeller lapat vesz rész
(11. abra, a), mig a hidrolaz domén szabad f-éle Iép kapcsolatba a szomszéd monomer 3.

propeller lapatjaban talalhat6 inzercioval (11. abra, b).

11. abra A hexamerizacioban résztvevé monomer régiok [22]
a) hexamerizaci6 a propelleren, b) a hidrolaz és a propeller domén kapcsolata két monomer esetében

A megoldott szerkezetbél megallapitottam, hogy a kovalens inhibitort tartalmazé szerkezet
globalis konformaci6ja nem tér el — néhany kivétellel — az 1,6-hexandiolt tartalmazo
szerkezettdl. A kristalyban megfigyelt aktivhely-konformacié is nagyon hasonld, annak
ellenére, hogy a létrejott tetraéderes elrendezédésti komplexben az inhibitor az aktiv hely

szerin és hisztidin oldallancaval is kovalens kotést alkot (12. abra).

12. abra A kovalensen kotott klormetil-keton inhibitor (CMK) tetraéderes konformaciéja az aktiv hellyel
A klormetil-keton (CMK-Phe-Gly-Gly-Z, szerkezeti képlet 1d. 3. abra) inhibitorbol a CMK-
csoport és az utana kovetkezd két aminosav latszik csak, a Z-véddcsoport egyaltalan nem, a
masodik glicin pedig csak kevéssé volt lathatd az elektronstiriiségi térképen (12. abra). Ennek
a Z-Gly rész rendezetlensége lehet az oka, de az is lehetséges, hogy az inhibici6 eldtt

lehasitotta az enzim.
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A szubsztrat analdég kotddésekor kisebb, indukalt atrendezédést tapasztaltam a Phe507

oldallanc konformacidjaban, ami elmozdult az inhibitorban talalhato fenil-alanin gytri

taszitasa miatt (13. abra).

13. abra Konformacié valtozas az aktiv helyen
Sarga szinnel abrazolva a hexandiolt (HEZ) tartalmazo6, z6ld szinnel dbrazolva a kovalens inhibitort tartalmazo
szerkezet

A két hexamert tartalmazd szerkezetben (PhAAP/12) a katalitikus szerin helyett alanin
szerepel a monomerekben (katalitikusan inaktiv mutans forma), ezért értelemszeriien nem
szolgaltatott 1) informéaciot az aktiv hely konformaciéjarol.

Az PhAAP/CMK ¢és a PhAAP/hexandiol szerkezet ilyen nagymértékii hasonlosaga arra utal,

hogy az enzim egy elére formalt aktiv helyet tartalmaz (14. abra).

14. abra A PhAAP-oldészer komplex és a PhAAP inhibitorral képezett szerkezetének dsszehasonlitasa
Sarga szinnel abrazolva a 1,6-hexandiol molekulat és z6ld szinnel abrazolva a CMK kovalens inhibitort
tartalmazo6 szerkezet
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A szubsztrat kotés korai fazisanak jobb megértéséhez vizsgaltam a molekulafelszin
toltéseloszlasat is. A 15. abran lathaté a belépdnyilas kozvetlen kdrnyezetét meghatirozo
kékkel jelolt pozitiv polaritdsu felszin az iireg belsejében folytatddik. Ez valoszintileg a
negativ toltésti C-terminalist vonzza maga felé, igy megvalosulhat a szubsztrat megfeleld

o

orientalédasa mar az enzimhez vald kotédést megelézden.

CMK
b

15. abra A PhAAP molekularis felszine elektrosztatikus potencial szerint szinezve (kék:negativ,
piros:pozitiv)
a) a belépdkapu kornyéke b) bekarikazva pirossal az inhibitor elhelyezkedése az enzim "iiregében" (metszeti
kép)

Azonositottam a PhAAP/CMK szerkezetben 6t (a PhAAP/12 szerkezetben huszonharom)
magnézium iont, amik oktaéderes elrendezédésben koordinalnak karboxil oldallanca
aminosavat (pl. két aszparaginsavat) és négy vizmolekulat (16. abra). Ez elébbieknek
fiziologias jelentOségiik is lehet — az emberi szervezetben eléfordulnak an. Mg2+ altal aktivalt
enzimek. Ezeknél az enzimeknél a Mg2+ hozzakapcsolodik az enzimhez, igy részt vesz a
szerkezet stabilizalasaban, ezaltal az enzim aktivitasat befolyasolja [46]. A PhAAP-ra
vonatkozdan eddig nem meriilt fel, hogy ilyen enzimrdl lenne szd, mindazonaltal érdekes,
hogy képes arra, hogy az oldészerben jelenlévé Mg®*-ionokkal ilyen jellegi komplexet

alkosson.

o e L4
0‘2" ;O,i.)-ro
'
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16. 4bra Mg”* ion oktaéderes koordinacié kialakitasa a Asp244 (bal), a Glu263 (jobb) és négy vizmolekula
segitségével
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Meghataroztam tiz (2 PhAAP/12 szerkezetben huszonhét), az olddszerb6l a fehérje felszinen
masodlagos kotésekkel stabilizalodott hexandiol molekula helyzetét is. A PhAAP/12
szerkezetben megfigyelt hexandiol molekuldk helyzete megegyezett a PhAAP/CMK
szerkezeteben talalhatokéval. Hét a molekula kiils6 felszinén, ketté a hidroldz domén

zsebében, egy pedig a propeller doménben a lapatok kozott kotédott meg (17., 18. abra).

18. abra Az enzim belsejében talalhato 1,6-hexandiol molekulak (sarga szinnel abrazolva, zold szinnel a
kovalens inhibitor)

A PhAAP/12 szerkezetbdl megallapitottam, hogy a tizenkét monomert egymashoz képest
hasonlo (4. tablazat). A domének nyilasszoge gyakorlatilag megegyezik a két hexamer
negyedleges szerkezete is igen hasonld egymdshoz és a masik kristalyformdban latott
hexamerhez is. A monomerek kozotti eltéréseket a hexamerek kiilsd, intermolekularis
kontaktusokban részt nem vevé felszinén talalhatd oldallancok, a propeller domén csticsan
talalhatd aminosavak és a mozgékony (magas hdmozgékonysagi faktorral jellemezhetd)

régiokban (I, J, K és L monomerek) tapasztaltam (19. abra).
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19. abra A tizenkét monomert tartalmazo szerkezet
(az egyes monomerek A, B, ... stb. jel6léssel)

4. tablazat A tizenkét monomer (A,B,...sth. jeloléssel) egymasra illesztésébdl kapott alfa szénatomok
atlagos négyzetes eltérése

B—A

C—A

D—A

E—A

F—A

G—A

H—A

I—-A

J—-A

K—A

L—A

rms/A

0,313

0,310

0,313

0,311

0,312

0,343

0,341

0,697

0,711

0,682

0,695

Az alfa szénatomok atlagos négyzetes eltérésére kapott értékekbdl latszik, hogy az egyes

monomereken beliil a két domén helyzete adott. A hexamer téralkata szimmetrikus ebben a

szerkezetben is. Az, hogy a hexamerek nagyon hasonl6 szerkezetiiek az eltéré molekularis

kornyezet ellenére is, arra utal, hogy a hexamer merev szerkezetli, nincs nyildé/csuk6do

mozgasa.
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4.3. A molekuladinamikai szimulaciok eredményei

A szamitas alapjat az a kérdésfeltevés adta, hogy vajon a rontgenszerkezetben az aktiv
helynél megfigyelt oldoszer molekula [22] rendelkezik-e szerkezetformald hatassal, vagy az

elére formalt, merev szerkezetli kdtohelyre kotott be.

A PhAAP enzim ligandummentes (PhAAP/iires) allapotara és az 1,6-hexandiollal képzett
komplexére (PhAAP/hexandiol) végeztem molekuladinamikai szimulaciokat. A PhAAP a
természetben és kristalyszerkezeteiben is hexamer. Kivancsiak voltunk arra is, hogy a
PhAAP-t a hexamerb6l kivéve és oldatbeli dinamikajat monomerként vizsgalva milyen

torzulasok kovetkeznek be a szerkezetben, példaul valtozik-e az aktiv hely konformécioja.

4.3.1. A ligandummentes és a komplexalt allapotra vonatkozo eredmények dsszevetése

A szamitott trajektoriakbol (a szimulacid iddbeli lefutdsat jellemzd fliggvénybdl) az
egyensulyi szakaszon atlagszerkezetet képeztem, és ezen a modellen vizsgaltam a
fehérjemolekulan beliili egyes kisebb régiok mozgékonysagat (20. abra, 5. tablazat). Mindkét
esetben tapasztaltam, hogy azok a régiok rendelkeztek a legnagyobb hémozgasi tényezokkel,
amelyek a kristalyszerkezetben is kevésbé jol definialt, mozgékony régiokat alkottak (20.
abran rendre 1,2,3 szamokkal jelolve a Glu51-Gly53, Glu80-Lys83, Lys373-Gly375). A két
szerkezet kozotti eltéréseket is tapasztaltam, ezek olyan régiok, amelyek hexamer szerkezet
kialakulasaért felelés kontaktusokban résztvevd aminosavak, valamint a 4. propeller lapat
fels6 régidja (ami a propeller késébbi elmozdulasara utal) alkotnak (20. abran rendre A-val,
B-vel, C-vel, D-vel jelolve az Aspl28-Phel33, 11359, Asn207, Pro516-Asn519). A mért és
szamitott atomi mozgastényezok hasonldsaga €s a kiillonbozdségek kézenfekvd magyarazata
igazolja, hogy a szimulaciok kielégitden leirjak a vizsgalt rendszer alapvetd adottsagait, igy
megfelelé modellt biztositanak a molekuldris kdlcsonhatisok részletesebb elemzéséhez.

5. Tablazat Az atlagos hdmozgastényezok eltérésének és hasonlosaganak értelmezése a
kristalyszerkezetben és a dinamikai modellen

A molekuladinamika sordn legmozgékonyabb régidk

PhAAP/CMK kristalyban mozgékony | PRAAP/CMK Kristalyban merev

1 Glu51-Gly53 A Asp128-Phel33
2 GIluB80-Lys83 B Asp207
3 Lys373-Gly375 C I1e359

D Pro516-Asn519

28



(o]

=< 1g 80
—

I

URELE - 60
5 [ ]

: 1 I”4U
\ﬁ i % A :
N SR R ' 2
2 WTWPRLY kﬁfb’g'vﬁwf‘ . [
S s b g amAW ial RV UL T P | 0
3

>

©

=

1

80 | .

|\

|

40 f
|14 1]

e 1'? : ‘%3‘ !
: b 'y 1% R 1 r vt
e A WSy Dl e, i

0 - - -
0 300 \‘ 600

1 2 C

aminosavak sorszama

20. abra Az egyes aminosavak h6mozgasi tényezdje (300K)

Kékkel abrazolva a rontgenszerkezetek, vilagoskékkel a hexandiolt (PhAAP/hexandiol), s6tétkékkel az inhibitort
(PhAAP/CMK) tartalmazé szerkezet, eltolva 100 A*mel a dinamikai modellekhez képest, sajat y értékét 1d. jobb
oldali fiiggbleges tengelyen. Rozsaszinnel abrazolva az ,,iires” (PhAAP/iires), sargaval abrazolva a hexandiolt
(PhAAP/hexandiol) tartalmazé szerkezet molekuladinamikai modellje.

Fontos megfigyelni, hogy a PhAAP ligandummentes és az 1,6-hexandiollal képzett
komplexének szimulacidja jellegében igen hasonld atomi mozgastényezd-eloszlashoz
vezetett. A dinamikus sajatsagokon tul a két atlagszerkezet szerkezetileg is igen hasonlo, a
fehérjegerinc jol illeszthetd egymashoz: az illesztés utdn a gerincatomok helyzetének atlagos
négyzetes eltérése az Osszes aminosavra 1,0 A, a propeller doménre 1,1 A, mig a

konzervaltabb hidrolaz doménre 0,9 A (21. abra).

21. abra A molekuladinamikai szimulacioval kapott atlagszerkezetek Gsszehasonlitasa
1,6-hexandiol-enzim komplex (sarga szinnel dbrazolva) és a ligandummentes szerkezet (kék szinnel abrazolva)
Osszehasonlitasa
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Mig a katalitikus reakcio lejatszodasanak eldfeltétele a katalitikus triad aminosavai kozotti két
hidrogénkotés (Ser-His és His-Asp), mindkét szimulacidban azt tapasztaltam, hogy a szerin
hidroxil-oxigénje (OG) ¢és a hisztidin oldallanc nem protonalt nitrogénje (NE2) H-hid kotd
tavolsagon kiviilre keriilnek egymastol (6. tablazat), a hisztidin oldallanc protonalt nitrogénje
(ND1) azonban szinte végig kapcsolatban marad a tridd harmadik tagjaval, az aszparaginsav
OD2 oxigénjével.

6. tablazat A katalitikus triad karakterisztikus tavolsagai a PhAAP ligandummentes illetve az 1,6-
hexandiollal képzett komplexének molekuladinamikai szimulacidja alapjan
A oszlop a tavolsagot (A-ben), B oszlop azon szerkezetek aranyat mutatja, melyekben az adott két atom kozt H-
hid formalodik. Pirossal jelolve a H-hid tavolsagon kiviil, zolddel a H-hid tavolsagon beliil és feketével a koztes
tavolsagban talalhat6 atomok

PhAAP/iires | PhAAP/hexandiol
A B A B
Ser466 OG — His578 NE2 |46 A | 02% | 40A 0,0 %
His578 ND1 — Asp546 OD1 | 3,4 A [209% | 34A | 12,7%
His578 ND1 — Asp546 OD2 | 2,9 A [ 96,1% | 2,9A | 94,8%

Ser466 OG - HEZ O1 - - 4,5 A 0,6 %
Serd97 OG - HEZ O6 - - 29A | 94,6 %
Arg548 O - HEZ O6 - - 4,9 A 0%

Gly387 O -HEZ O1 - - 29A | 831%

Az atlagszerkezetben azt is megfigyeltem, hogy az aktiv szerin, bar nincs H-hidas
kapcsolatban a hisztidinnel, olyan konformacioban taldlhato, amely a triad-beli aktiv
konformacionak természetes rotamere, igy egy C-C kotés menti 120°-0s fordulattal megfeleld

kozelségébe keriilhet (2,5 A) a His578 gyliriijéhez (22. 4bra).
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22. abra Az "iires" atlagszerkezet aktiv hely konformacioja a Ser466 két megkiilonboztetett rotamerével
és az atomtavolsagok (His NE2-Ser OG) feltiintetésével

A szerin oldallanc elmozdulasat mindkét esetben a Kkiterjedtebb szolvatacioval lehet
magyarazni. A katalitikus Ser466 és a His578 k6zé mindkét szimulacidban beférkézik egy
vizmolekula, ugy, mint az 1,6-hexandiollal képzett komplex szerkezetének vizsgalatakor a Ser
oldallanc és a hexandiol molekula kozé. A két domén kozti liregben kozel 100 vizmolekula
talalhato a szimulacio soran (7. tablazat).

7. tablazat Az alacsony h6mozgas-tényezdji vizmolekulak eléfordulasi valésziniisége hidrogénkotésben a
katalitikus Ser és His aminosav oldallincokkal (utolsé 2 ns)

van vizmolekula van vizmolekula mindkét aminosavval
PhAAP/iires

hidrogénkotésben hidrogénkotésben
Ser466 91,6 %

22,4 %
His578 98,8 %
1,6-hexandiol
komplex
0,

Ser466 100 % 226 %
His578 81,9 %

Megallapitottam, hogy a szimulacidé soran a szerkezet végig ,,nyitott” konformaciéban van,
vagyis a szubsztrat a két domén kozti nyilason keresztiil szabadon hozzaférhetne az aktiv
helyhez. Ezzel szemben az ApAAP esetében a nyitott szerkezetekben a katalitikus triad
inaktiv, hasitdsra képtelen &llapotban van, az enzim emiatt nem tud nagyobb méretii
fehérjéket elhasitani, amelyek csak az enzim nyitott allapotaban férnének az aktiv helyhez
[19]. A PhAAP esetében a katalitikus aszparaginsav és hisztidin k6zotti kapcsolat nem sziinik

meg, és a Serd66 is olyan konformaciot vesz fel, ami lehetévé teszi, hogy be tudjon
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kapcsolodni a triadba, tehat konnyen Ossze tud ,.szerelddni” az aktiv hely. A szubsztrat
kotddése kényszeriti az aktiv szerint egy magasabb energiaji allapotba (feszitett

konformacioba), ez biztosithatja a szubsztrat hasitasahoz sziikséges tobbletenergiat is [47].

A PhAAP esetében tehdt a nem szubsztrat fehérjék és peptidek védelmét mas
mechanizmusnak kell biztositania. Eredményeink szerint ez a hexamerizacio, amely két egyre

szUkiil6 belépd nyilason kényszeriti at a szubsztratot (23. abra).

»,belépo kapu” a
643, Monomer oldalan

6 o
0 L Z R\

,belépd kapu” a
hexamer oldalan

,belépd kapu”
a monomerbe

,belépd kapu” a
hexamerbe

23. abra A PhAAP-CMK rendszerben a hexamerizacié altal kialakitott csatornarendszer
a) a hexamer oldal4n talalhaté nyilds (mérete 10x30 A)
b) a monomerek oldalén talalhaté nyilasok (mérete 10x20 A) a hexamer belsejébdl tekintve
c) a csatornarendszer szemléltetése, a kétféle belépd nyilas elhelyezkedése egymashoz képest (metszeti kép)

4.3.2. A szimulacioval kapott oldatbeli szerkezetek Gsszevetése a kristalyszerkezetekkel

Az Osszehasonlitashoz rendelkezniink kellett egy megfeleléen hosszabb szimulacidval
(60 ns). A modellen a meghosszabbitott szimulacié utolsé szakaszaban a szolvatacié okozta
altalanos relaxacio mellett, egyfajta nyilasi folyamatot figyeltem meg a propeller doménen
(24. abra). A hidrolaz domén kristalyszerkezetére valodi illesztése utan a gerincatomok
atlagos négyzetes eltérése a hidrolaz és propeller doménre rendre 0,8 A és 3,6 A. Ez
feltehetdleg azzal hozhatd Gsszefliggésbe, hogy a molekuladinamika soran monomer alakban

vizsgaltam a fehérje molekulat, a kristalyos és biologiailag aktiv formaja azonban a hexamer.
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24. abra A domének kozotti elmozdulis
Z61d szinnel a kristalyszerkezet, voros szinnel a molekuladinamikai szimulaciobol szamitott atlagszerkezet

A monomer ¢és a hexamer szerkezetek globalis konformacidja kozti kiilonbségeket ugy
foglalhatjuk Ossze, hogy a szimulacio soran érvényesiilo teljesebb szolvatacié kovetkeztében
fellazul a monomer szerkezete, a partnermolekulak tavolléte pedig azt eredményezi, hogy a
két domén kozti lireg képessé valik egyfajta mérsékelt felnyildsra, azonban még igy is elég
szlik ahhoz, hogy a szubsztrat méretszelekciot biztositsa. A hexamerizacio tehat nem pusztan
a monomer oldali belépdnyilas ,,ledrnyékolasaért”, hanem a hidrolaz doménen talalhatd

szabad f-él (a kozponti f-redd szélsé f-szala, ,ragadods” széle) védelméért is felelds.

Az enzimcsalad tobbi tagjaval 6sszehasonlitva azt tapasztaltam, hogy a csalad szabad f-¢llel
rendelkez6 tagjainal (dipeptidil-peptidaz 1V, acilaminoacil-peptidazok (PhAAP, ApAAP))

fenn all az aggregaci6 veszélye [7].

A molekuladinamikai szimulaciok kimutattak, hogy ezek monomer formajaban viszonylag
stabilak, a szabad p-él védelmét pedig multimerizacioval biztositjdk (PhAAP hexamer,
DPP-IV és ApAAP dimer). A csalad tobbi tagjanal szerkezetileg ,,fedett” ez a Katalitikus

hisztidin szerkezeti stabilizaldsdban fontos f-szal, igy monomer forméaban fordulnak eld.

Megallapitathatjuk tehat, hogy a korabbi megfigyelésekkel [7] dsszhangban a PhAAP és az
ApAAP multimerizicioja feltehetéleg nem a monomer stabilitdsanak novekedését szolgalja,

hanem a nem specifikus aggregécio elleni védekezés.
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Osszefoglalas és kitekintés

A jelenleg foly6é kutatasok (ApAAP, PhAAP) arra a kérdésre keresik a valaszt, hogy
milyen paraméterek befolyasoljak az acilaminoacil-peptidaz enzimek szelektivitasat. A
domén szerkezetbdl adoddan (hidrolaz és propeller domén, kdzottiik viszonylag mozgékony
Osszekoto szakasz) azt feltételeztiik, hogy a sejtben az enzim el6fordulhat ,nyitott” illetve
,csukott” formaban is. De vajon mitdl fligg, hogy az egyik, vagy a masik, esetleg mindkét

forma fordul-e elg?

A munkam soran meghatarozott PhAAP-inhibitor komplex térszerkezete jo
kozelitéssel megegyezett az aktiv helyen 1,6-hexandiolt tartalmazd szerkezettel. Kivételt
képezett egy az aktiv helyhez kozeli fenil-alanin (Phe507), amelynek gytrije elbillent, mert
az inhibitor fenil-alaninjanak nagyobb a térigénye a karcsti hexandiol molekulaéhoz képest.
A molekuladinamikai szimulaciokkal igazoltam, hogy az 1,6-hexandiol jelenléte nem okoz
jelentds valtozast a ligandummentes allapothoz képest, igy a két kristalyszerkezet, az ,,iires”
€s a szubsztrat kotott allapot 6sszehasonlitdsdhoz alkalmazhato. A két szerkezet nagyfokt
hasonlosaga arra utal, hogy az enzim eldre formalt aktiv helyet tartalmaz, és az ApAAP enzim
esetében tapasztaltakkal ellentétben nem mutat ,nyitott-csukott” &talakulast szubsztrat
kotédéskor. Ezek alapjan valdsziniisithetd, hogy a méretszelektivitasrol az enzim oldalan

talalhato ,,belépdkapu”, illetve a hexamerizacidé gondoskodik.

Az oldatfazisu szimulacioink kimutattak, hogy a katalitikus triad hidrogénkotés
rendszere szubsztratmentes allapotban altaldban nem teljes, de a szerin oldallanc
elfordulasaval konnyen helyreallithatd. Lehetséges, hogy a szubsztrat megkotddésekor tolodik
el ebbe az irdanyba a konformacids egyensuly. Ennek a hipotézisnek a vizsgalatara
molekuladinamikai  szimulaciot tervezink az enzim-szubsztrat komplexszel. A
molekuladinamikai szimulaciobol kapott modelleken megmutattam, hogy a fehérje monomer
alakban, nagymértéki szolvatacio hatasara mérsékelt felnyilasra képes (erre hexamer alakban
nincs lehet6sége a szoros kapcsolat miatt). Azonban ebben a globalisan fellazult allapotban is

konnyen aktivalhaté marad a katalitikus tridd.

Osszefoglalva, a Pyrococcus horikoshii acilaminoacil-peptiddz monomerének sajatos
,Hhyitott” szerkezete az ApAAP-val szemben egy meglehetésen merev, a nyitott és a csukott
szerkezet kozotti &tmeneti allapotban talalhato. Mig az ApAAP dimerek a nyitott (inaktivalt)
és a csukott (aktiv) formak dinamikus egyensulyaként varjak a szubsztrat érkezését a PNAAP

merev hexamer szerkezete komplex kettds ,,belépteté rendszert” hoz Iétre. Egy tagasabb
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nyilas taldlhato a monomer egységek kozott, amelyen athaladva a szubsztratnak még a
monomer oldalan nyil6 annak belsejébe vezetd sziikebb csatornan is at kell haladnia.
Eddig még nem sikeriilt rontgenkrisztallografiaval eukaridta eredetii AAP-t vizsgalni, ezért a
kozeljovoben tervezziik a sertés eredetti acilaminoacil-peptidaz enzim kristalyositasat és

szerkezetének meghatarozasat.
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Abstract

During my work | studied the structure and function of Pyrococcus horikoshii
acylaminoacyl peptidase (PhAAP). This protein is a target of biological research because it
has a catalytic activity in cleavage of certain acylated N-terminal amino acids of
oligopeptides, and is indirectly involved in the regulation of neuropeptide levels as well.

| crystallized its complex with a covalent inhibitor, determined the structure, compared
it with those of other members of the oligopeptidase protein family, and carried out molecular
dynamics calculations to amend the X-ray diffraction data. The most important question of
the ongoing studies of different AAPs is which parameters affect the selectivity of enzymes.
Due to the common domain structure of oligopeptidases (hydrolase and propeller domains,
between them a relatively mobile connecting section), we assumed that the enzyme in the cell
may be in an "open” or in a "closed" form as well. Further aims of the present study were to
determine whether there is a structural effect of a 1,6-hexanediol molecule being coordinated
to the active site of the previously solved crystal structure and whether it can cause global
changes in protein structure if an inhibitor binds covalently to the active site.

The crystal structure of PNAAP determined by us is a hexamer formed of monomers of
the “open® conformation. The monomer PhAAP we subjected to molecular dynamics
simulations so that we can model the truly "empty" structure, in which neither the ligand nor
substrate is present near the active site, and to detect any structure destabilization effect of the
removal of the oligomeric mates. The molecular dynamics simulation models showed that the
high level of solvation of monomeric form of protein causes only a slight opening, the overall
structure remains intact. However, in this relaxed condition the catalytic triad can be easily

activated.

Based on the above, we concluded that the monomer structure is not the effect of
hexamerization, but the hexamer is formed by “stable” monomers as a protection against the
edge-to-edge aggregation. We compared the crystal structure and the model structures derived
from dynamics, and formed a model structure of the unligated state of PhAAP. The
determined particularly "opened” structure of the Pyrococcus horikoshii acilaminoacil
peptidase creates a narrow entrance door on the side of the molecule, and through
hexamerization it creates a channel system that carries out substrate size selection in a novel

way.
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Roviditések

AAP: acilaminoacil-peptidaz

APH: acilpeptid-hidrolaz, az acilaminoacil-peptidaz szinonimaja

AAP: acilaminoacil-peptidaz

ApAAP: Aeropyrum pernix AAP

DPP-1V: dipeptidil-peptidaz IV

NCS: nem-krisztallografiai szimmetria

PhAAP: Pyrococcus horikoshii AAP

PhAAP/CMK: klormetil-keton inhibitort tartalmazo fehérje komplex (1. kristaly, 1. szerkezet)
PhAAP/12: a tizenkét monomert tartalmazo elemi cellaja szerkezet (2. kristaly, 2. szerkezet)
PhAAP/hexandiol: az aktiv helyen 1,6-hexandiol molekulat tartalmazo (3. szerkezet)
PhAAP/ires: a ligandummentes aktiv hellyel rendelkezd (dinamikai szimulacidhoz készitett)
szerkezet

POP: prolil-oligopeptidaz
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