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Bevezetés

A fehérjék olyan szerves makromolekulak, amelyek aminosavak linearis polimerjei. Az
¢l6 szervezetekben eléforduld fehérjék igen jelentGs része valamilyen biokémiai folyamat
katalizatoraként segiti eld a sejt életben maradéasat, ezeket a specialis funkcioju fehérjéket
enzimeknek nevezziik. Napjainkra az enzimek felépitése, miikodésiik megértése igen fontos
feladatta valt. Az enzimek miikodésének megértésében sokat segit a szerkezet-meghatarozas,
mely a szerkezet-funkcié Osszefiiggések felderitésére ad lehetéséget, amely szamos

tudomanyteriileten, tobbek kozott az orvoslasban is jelentdséggel birhat.

Jelen dolgozat témaja egy sokat vizsgalt enzimcsalad, a prolil-oligopeptidaz (POP)
csalad egy tagjanak, az acilaminoacil-peptiddznak (AAP) a vizsgalata. A POP csalad tagjai
szerkezeti jellemzdik alapjan a szerin-proteazok SC csoportjaba tartoznak. A SP enzimek
peptidkotés hasitasat végzik egy Un. katalitikus triad segitségével, melyet egy szerin egy
hisztidin és egy aszparaginsav H-hiddal csatolt harmasa alkot. Az AAP fehérjék katalitikus
doménjének vizsgalata sordn felfedezték, hogy a harmadlagos szerkezetét tekintve a csalad
mas fehérjékkel — példaul egyes lipazokkal — egyiitt az o/f hidrolazokhoz tartozik [1, 2, 3].
Az AAP bioldgiai jelentdsége, hogy az N-termindlison acetilezett fehérjék lebontdsat segiti,

emiatt hianya bélgyulladashoz [4], valamint vese-, vagy tiidérak [5] kialakulasahoz vezethet.



1. Irodalmi attekintés

Az enzimeket tobbféleképpen is csoportosithatjuk, az altaluk katalizalt kémiai reakciok
alapjan példaul 6 csoportba sorolhatjuk 6ket. Az elsd a transzferazok csoportja, ezek fontos
kémiai csoportokat széllitanak egyik vegyliletr6l a masikra, az oxidoreduktazok egy
molekulat oxidalnak, mikozben egy masikat redukdlnak, az izomerdzok -eldsegitik a
molekuldk szerkezeti atalakitasat, a ligdzok a nagy energiaju szintéziseket segitik, a liazok
kettds kotést alakitanak ki szubsztratjaikon, a hidrolazok a kotést hidrolizis 1évén bontjak el
[2]. A hidrolazok csoportjaba tartozik az altalunk vizsgélt enzimcsalad is. A hidrolizalt kémiai
kotés tipusa szerint jabb csoportokra bonthatjuk az enzimcsalddokat, eszerint az AAP a

peptidazok (proteazok) kézé sorolhato.

A protedzokat Gjabb 4 csalddra oszthatjuk fel aszerint, hogy mely aminosavak alkotjak a
reaktiv csoportjukat. Eszerint megkiilonboztetiink szerin-protedzokat, cisztein-protedzokat,

metallo- és aszparaginsav-proteazokat [6, 7].

1.1 A szerin-proteazok katalizise

A szerin-proteazok egy igen atfogban tanulmanyozott enzimcsalad. Jol ismert szubsztrat

felismerésiik mechanizmusa, a katalizis- €s aktivitdsuk szabalyozésa [6].

A szerin-proteazok hidrolizise egy észterkotést tartalmazo acil-enzim intermedieren

keresztiil torténik, amit a kovetkezd egyenlettel szemléltethetiink:

K,k Ks
E+S=—ES EA — E
K1 Py P,

1. abra A peptid-hidrolizis kinetikus mechanizmusa a szerin-
proteazoknal: E az enzim, S a szubsztrat, ES az enzim- szubsztrat
komplex, EA az acil-enzim P1 és P2 pedig az S hidrolizisének két

terméke [8, 10].

Az enzim aktiv formajaban kozel keriilnek egymdashoz a katalitikus tridd tagjai, a szerin
a hisztidin és az aszparaginsav. A szubsztrat megkotésekor Michaelis-komplex alakul ki. A
szerin atadja protonjat az OH-csoportjardl, amelyet a hisztidin vesz fel altalanos bazisként. Az
igy kialakult imidazénium-iont az aszparaginsavval kialakuld H-kotés stabilizélja. A szerin
oxigénje megtamadja a peptidkotés szénatomjat, ezzel 1étrehozva egy tetraéderes ,,oxianion”
koztiterméket. Ezt az oxianion-kotdzsebbel kialakitott koztiterméket H-kotések stabilizaljak.

Az imidazol leadja a protont a tdvozo P1’ csoport képzddd aminocsoportjanak, kialakitva az
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EA-t. Ezt kovetden az elsd termék diffuizioval tavozik, helyére egy vizmolekula kapcsolodik,
ami a kovetkezO nukleofil tdmadést végzi egy ujabb tetraé¢deres intermedier képzddésén
keresztiil, az EA elhidrolizal, ek6zben visszaalakitva az aktiv enzimet, amely ezt kdvetden

készen all a kovetkezd szubsztrat megkotésére [8, 10].

A Kkatalitikus mechanizmus soran az S szubsztrat P1 aminosavjanak karbonil szenét
tdmadja az E enzim szerinje (2. abra). A P1 jelzésli aminosav N-termindlisan elhelyezkedd
aminosavat P2-nek, a C-terminalisan elhelyezkedét pedig P1’-nek nevezik. A specialis

iiregek, melyekbe az aminosavak bekdtnek S1, S1°... kotdzseb elnevezést kapjak.

Oxianion zseb

S2 Aktiv hely
S1’
\_/ P1)
o R o, R
- H
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H 'H (L
O R

S3 S1

2. abra Az aktiv hely és a szubsztrat kotohely a szerin-proteazokban. Forras [9]
1.2 A prolil-oligopeptidaz csalad

A Polgar Laszl6 kutatocsoportja altal 1991-ben felfedezett prolil-oligopeptidaz csalad
tagjai a mar jol ismert tripszin- és szubtilizin-csaladtol tobb igen jelentds tulajdonsagban is
eltérnek. A csoport tagjai, melyet S9 csaladnak neveztek, el a szerin-proteazok SC nevii
klanjaba tartoznak. A csalad minden tagja Ser-His-Asp katalitikus triadot tartalmaz, tehat

szerin-proteazok, de o/f hidrolaz feltekeredéstiek [1].

A csalad tagjai a szerin-proteaz csoport mas tagjaitol tobb tulajdonsagban kiilonbéznek
[12]. Csupén révid, maximum 30 aminosavbdl all6 peptid-szubsztratokat képesek hasitani.
Ezen tulajdonsag oka a szerkezetben keresend6. A POP katalitikus alegysége mellett egy 7
lapatbol allo B-propeller domén figyelhetd meg [13], az aktiv hely a két domén kozotti
kozponti iiregben talalhatd. Mivel a nagyméretll, szerkezettel rendelkezd fehérjék a
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viszonylag sziik nyilds miatt nem férnek oda az aktiv helyhez, a csalad tagjai a rovid,
szerkezettel nem rendelkezd aminosav lancokra specifikusak [14]. A csaldd minden tagja

rendelkezik ilyen B-propeller doménnel, ez eredményezi a méretszelektivitast.

A csalad attol fliggben, hogy hol torténik a hasitas az oligopeptiden beliil tartalmaz
amino-, di- és tripeptidazokat [6]. A csaladot négy alcsaladra osztjak: a prolil-oligopeptidaz, a
dipeptil-peptidaz IV (DIP 1V), az acilaminoacil-peptidaz (AAP) és az oligopeptidaz B (OPB)
alcsaladra [6].

A csalad tobb tagja is a gyogyszertervezés célpontja: a POP az agyi
rendellenességekben is szerepet jatszik. Depresszids betegeknél a POP aktivitas kisebb,
skizofrénias, manias betegeknél pedig nagyobb az atlagosnal [15, 16]. Ezen kiviil a POP
aktivitas csokkenése Osszefligg a bulimias és anorexias megbetegedésekkel is [17]. A DIP IV
a kettes tipust cukorbetegség kezelésének egyik célfehérjéje, mig az OPB malariacllenes
gyogyszerkutatasok célpontja [18, 19]. Az AAP bioldgiai jelentdségét az adja, hogy eukariota
¢lélények esetén a fehérjék N-termindlis acetildldsa igen gyakori moddositds, ami tobb
tanulmany szerint a fehérjék lebontasat gatolja [19], ebbdl kovetkezden hasitasukra
specializalodott enzimek sziikségesek. Lebontés sordn eldszor oligopeptidekre bomlanak, ezt
kovetden pedig az AAP lehasitja az acetil-aminosavat, az igy létrejovo peptid mas enzimek
szamara is lebonthatd, az acetil-aminosavat pedig az aminoacilaz 1 bontja le [20]. Az AAP-
nak az emberi emésztéfolyamatokban is fontos szerepe van, nemcsak a fehérjék lebontasaban,

de a baktériumokkal szembeni immunvalasz kialakitasaban is.

1.3 A POP csalad tagjainak szerkezeti vonatkozasai

A POP egy 710 aminosavat tartalmazé fehérje. Tartalmaz egy peptiddz és egy f-
propeller domént (3. dbra).



3. abra A sertés POP szerkezete. A szin N-terminalistol kékbol pirosba megy at a C terminalis felé. A bal
oldali képen feliil lathaté a hidrolaz alul a propeller domén. Jobbra a propeller domén feliilnézeti képe,
melyen jol lathaté az oldallancok csatornasziikité hatasa. Forras [12].

A propeller domén hét, darabonként négy antiparallel B-szalbol felépiild, csavart
lemezbdl all, amelyek egy kdzponti csatorna koriil helyezkednek el, elrendezddésiiket a lemez
felszinek kozotti méasodlagos kolcsonhatasok stabilizaljak. A szerkezet stabilitasaért foként a

hidrofob kolcsonhatasok felelosek [12].

A két domén hataran helyezkedik el a katalitikus triad egy nagy iiregben. A katalitikus
szerin egy éles kanyar csucsan talalhatdo, ami jellemzé az o/p-hidrolaz feltekeredésii
enzimekre, ez az ugynevezett nukleofil konyok elnevezést kapta. Ebbol kovetkezden a szerin
OH-csoportja konnyen hozzaférhetd a szubsztrat ¢s a katalitikus hisztidin szdmara is. A
hisztidin (a katalitikus triad mésodik tagja) egy kanyar kozepén taldlhatd. A triad harmadik
eleme, az aszparaginsav karboxil csoportjanak oxigénjei egyrészt két félanc-NH-csoporthoz,
masrészt pedig a 680-as hisztidin nitrogénjéhez kotddnek, emellett egy stabilizalo

vizmolekuléaval is hidrogénkotést alakitanak ki [12].

A proteazok, amennyiben miikodésiik nem szabalyozott, igen komoly karokat
okozhatnak a szervezetben. Ennek elkeriilése érdekében szdmos mechanizmus alakult ki
olyan peptidek vagy fehérjék lebontasanak elkeriilésére, amikre a sejtnek még sziiksége van.
A POP esetén a kdzponti csatorna nyildsa (a szubsztratbejarat feltételezett helye) csupan 4 A
sz¢€les (3. abra), ami nem elég nagy egy atlagos méretli peptid bejutasahoz. Feltételezték, hogy
a nyilds megnagyobbodhat a propeller kinyilasaval, azaz az elsé és a hetedik propellerlapat
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részleges eltavolodasaval. Igy mar kisebb oligopeptidek bejuthatnak az aktiv helyre, de a
nagy, szerkezettel rendelkez6é fehérjék még igy sem férnek hozza az aktiv helyhez, ezzel
elkeriilve a hidrolizist [11, 13]. Ezt a feltételezést igazolta az a megfigyelés, hogy ha az elso
¢és a hetedik propeller kozott diszulfidhidat hozunk létre, ezzel a felnyilast akadéalyozva, az
enzim elvesziti aktivitasat [13]. Ujabb kutatasok alapjan a szubsztrat bejutasa elsédlegesen a

két domén szétnyilasa soran képz6do oldalbejaraton at torténik [23, 24].

1.3.1. Az acilaminoacil-peptidaz szerkezete

Az eml6s szervezetekben megtalalhatd AAP enzimek szerkezet-meghatarozéasa eddig az
enzim kristalyositasanak nehézségei miatt nem jart sikerrel. Meghataroztak azonban két
6sbaktérium eredetli homologjanak szerkezetét. Az altalam végzett munka is egy ilyen archea
eredetii rendszeren tortént. Az Aeropyrum pernix K1 AAP (ApAAP) szimmetrikus
homodimer, mindkét monomere 582 aminosavbdl all. Az Osbaktérium eredeti AAP-ok
emlds eredetli AAP-0k kozott csak 27%-os homoldgia figyelhetd meg. A POP és az emlds
eredetli AAP-ok esetében az alegységek nagyobbak, mint az ApAAP alegységei. Annak

ellenére, hogy szekvenciaik jelentds eltérést mutatnak, szerkezetiik topologidja igen hasonlo.

A propeller 7 lapatbol all, melyeket egy kivétellel egyenként négy antiparallel B-szél
alkot, csaktgy, mint a sertés eredetli POP esetében. A propeller domén kdzepén az ApAAP
esetén is talalhato egy kdzponti alagut (4. abra). A propeller domént a katalitikus doménnel itt

is két polipeptid lanc, valamint hidrogénkdtések és hidrofob kolesonhatasok kapesoljak ossze.



4. abra Az ApAAP propeller doménje. A bal oldali abran sargaval lathatéak a f-szalak, pirossal az a-
hélixek, zolddel a hurkok. A jobb oldali abran a propellerlapatok (kék, illetve zold szinnel) kozott
talalhaté kozponti jarat lathaté.

A katalitikus domén o/f szerkezetli, a kdzponti hét szal egy kivételével mind parallel

elhelyezkedésti.

A katalitikus triad tagjai a 445-0s szerin, az 524-es aszparaginsav, valamint az 556-0s
hisztidin, melyeknek térbeli elhelyezkedése hasonld, mint a fent emlitett POP esetén. Az
ApAAP esetén is két nyilasrol beszélhetiink, csakagy, mint a POP esetében, igy a nagyméretii
fehérjéket értelemszeriien az ApAAP sem képes hasitani. Az els6, fent emlitett nyilason kiviil
még egy masodik nyilas is van, amely a hidrolaz és a propeller domén talalkozasanal talalhato

a molekula csukott allapotaban.

1.4 Az aktivitas és méretszelekcio egyiittes mechanizmusa

A POP csalad tagjai esetében az aktiv hely az enzim két doménje kozott, egy liregben
talalhato. A DIP IV esetén egyes oligopeptidek hozzaférnek az aktiv helyhez a viszonylag
nagyméretli oldals6 nyilason keresztiil. A hasitand6 szubsztrat bejutdsa a hidroldz és a
propeller domén kozotti tagas, belsd zsebbe és igy az aktiv hely megkozelitésének mikéntje
nem minden esetben donthetd el egyértelmiien. Egyes nézetek szerint POP, AAP, és az OPB
esetén csak a nyitott forma enged hozzaférést a katalitikus helyhez, azonban régebbi
eredmények azt mutatjak, hogy a lapatok kozotti kis poruson is megfeleld bejarat lehet kisebb

crcr

az eredetileg szorosan egymasra illeszkedd propeller és hidroldz domén egymastol



eltavolodik, méghozza ugy, hogy a molekula egyik oldalon, mint egy kagylohéj, felnyilik
(lasd 5. abra). llyen nyitott format eddig a POP és az AAP esetében figyeltek meg. Mind az
AAP, mind a POP esetében az enzim felnyilasa a katalitikus triad felbomlasat eredményezi
[8, 23, 25]. Ez garantalja, hogy a nyitott forma kénnyen hozzaférhetdvé valt aktiv helye ne
hasitson el az enzim szubsztrat-korébe nem tartozod, nagyobb méretli peptideket is. A

szubsztrat-bejutas mikéntjére a mai napig még nem sikeriilt egyértelmi valaszt kapni.

5. 4bra Az ApAAP monomer egysége, bal oldalon zolddel a nyitott, jobb oldalon viligoskékkel a csukott
monomer lathatd, a katalitikus triad tagjai bal oldalon piros, jobb oldalon sotétkék szinnel.

A kozelmultban meghataroztak az Aeromonas punctata POP szerkezetét [25], melybol
azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a nyitott forma a komplexalatlan, nyugalmi allapota
enzim stabil allapota, és az inhibitor vagy a szubsztrat bekotése kezdeményezi a becsukodast.
Kideriilt azonban, hogy ez a mechanizmus nem altalanos a POP csaladra, az ApAAP esetén a
komplexalatlan és a komplex (inhibitort tartalmazd) nyitott és csukott formak létezése
masfajta mechanizmust sejtet [8]. Az ApAAP esetében laboratoriumunkban olyan szerkezetet
is sikeriilt meghatarozni, ahol a kristaly racspontokban talalhato dimer szerkezetben az egyes
monomerek csukott-csukott, nyitott-csukott, nyitott-nyitott szerkezetiiek voltak (6. abra).
Tehat ellentétben a POP-al az ApAAP esetén a komplexalatlan enzim esetén a nyitott és

csukott forma oldatfazisban egyarant eléfordul, valdszintileg a két forma egyensulyban van

egymassal [8].
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6. abra A képen az ApAAP molekulafelszini abrazolasa lathat6. A monomerek kék illetve zold szinnel
vannak megjelolve. A sotétebb szin a hidrolaz domén, a vilagosabb pedig a katalitikus domén. A nyitott
monomerek esetén a felnyilas helye voros nyillal megjelolve. Forras [8].

A szubsztrat vagy az inhibitor bekotése feltételezhetden stabilizalja a csukott allapotot,
mivel ezek a molekuldk mindkét doménnel kialakitanak kolcsonhatasokat [8]. Az ApAAP
esetén a P1 helyen a szubsztrat a hidroldz doménhez kotédik, a P2 és P3 helyen pedig a
propeller doménhez. A két régio, melyekben a kinyilds/becsukddas soran a legjelentdsebb
atrendezddés torténik a 43-46 (propeller doménhez tartozo) valamint a csukott formaban vele
szemben elhelyezked6 és vele kolcsonhato hidrolaz-béli 551-560 hurok, amely tartalmazza a
funkcionalis jelentdségli 556-os hisztidint. Emiatt az atrendezddés soran a katalitikus triad
szétszerelddik, mivel a His-t hordozd 551-560 hurok eltavolodik az aktiv hely tobbi részétdl
(lasd 5. abra). Tehat a felnyilas megndveli a két hurok konformécios szabadsagat anélkiil,

hogy a katalitikus szerin flexibilitdsat megnovelné [8].

A fentiek alapjan megallapithato tehat, hogy az enzim aktivitasa annak szerkezetétdl
fligg, igy nyitott allapotban a POP és az AAP nem aktivak, csak csukott formaban. Az aktiv
hely az enzim mélyén van elrejtve, igy az aktiv helyhez vald korlatozott hozzaférés

szabalyozza azt, hogy mekkora peptidlancokat képes hasitani.

1.5 Klormetil-keton inhibitor

A klormetil-keton szadrmazékokat elterjedten hasznaljak, foként szerin-protedzok
inhibitoraként [11]. Munkdm sorédn alkalmazasa igen hasznosnak bizonyult ahhoz, hogy
jobban megérthessiik az enzim szubsztratk6té mechanizmusat. Természetesen ez az inhibitor
ugy hasznélhatdo, ha megfelelé szekvencidju szubsztrathoz kapcsoljuk, ami a specialis
kotézsebekkel (pl. S1) kedvezd kolcsonhatast alakit ki, ekkor ugyanis a 7. abra szerinti
folyamatban a klormetil-keton inhibitor molekula a vizsgalt enzim aktiv helyén kovalens
kotést alakit ki a katalitikus szerinnel és hisztidinnel Az aktiv hely nem képes regeneralodni,

masképpen a katalitikus hely inaktiv lesz CMK jelenlétében.
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cre

képzett komplex formajaban kaptuk egylittmiikddd partneriinktdl (8. é&bra), ezen kiviil

kiilonallé formaban is rendelkezésilinkre allt az aztatasos vizsgalatok elvégzéséhez.

Cl

o]
H H
O N\)J\ N,
N 0]
Y H/Y
CMK
(o] (o]
F1N AN 4
' g

7 Gly Gly Phe

—

8. abra A kovalens inhibitor szerkezeti képlete Z-Gly-Gly-Phe-CMK, ( Z: Benziloxikarbonil, Gly: glicin,
Phe: fenilalanin, CMK: klormetil-keton).
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2. Célkitizések

A POP csalad egyes tagjai eltér6 modon valogatjak ki a hasitandé molekuldkat. A
laboratoriumunkban szintén vizsgalt Pyrococcus horikoshii AAP (PhAAP) egy kettds
beléptetd rendszert képzd komplex csatorna-rendszerrel és egy merev hexamer szerkezettel
rendelkezik. A névadé POP és az altalam vizsgalt ApAAP esetében a propeller és a hidrolaz
domén kozotti felnyilds, valamint egyes kutatasok szerint a propellerlapatok kozotti nyilés
gondoskodik a méretszelekciorol. Ezen molekulak esetében a felnyilds egyuttal azt is jelenti,
hogy az aktiv hely eltorzul, mivel a katalitikus tridd hisztidinjét tartalmazé hurok tavolabb
keriil a triad masik két tagjatol. A felnyilassal kapcsolatban célunk annak a vizsgalata, hogy a
His-hurok visszarendez6dését a szubsztrat kot6dés kezdeményezi-e, vagy a két domén
Osszezarodasa. Célunk olyan szerkezet vizsgalata volt, amelyben a szubsztrat-kotott allapotot
befagyasztjuk, ¢s szerkezetét megvizsgaljuk a nyitott enzimben. Ezt a vizsgalatot
rontgenkrisztallografiai  ton  kivantuk elvégezni, irreverzibilisen kotddé —inhibitor

segitségével.

A szubsztrat elhelyezkedésérdl, valamint a szubsztrat enzim-kotddésrdl is szerettiink
volna t6bb informaciét megtudni (Michaelis-komplex). Ilyen jellegli kutatdsokat mar
végeztek a POP [27] és a DIP IV [28] esetében, azonban az AAP esetén még nem. A hasitas
utani allapotrol tobb ismerettel rendelkeziink (termékekrdl és termék-analdgokkal képzett
komplex szerkezetébdl), ugyanis ezt példaul rontgenkrisztallografiai iton is vizsgalni tudjuk.
A hasitas el6tti pillanatot viszont csak szamitégépes szimulaciok segitségével tudjuk

részletesebben megismerni.
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3. Moddszerek

3.1. Rontgenkrisztallografiai modszerek

A krisztallografiai mérések elvégzéséhez sziikséges a fehérjék kristalyositdsa, mint
minta-elokészité 1épés. A megfelelé mérési eredményekhez az eldallitott kristalyoknak
viszonylag nagyméretiicknek kell lenniiik (altalaban korilbeldl.: 0,1 mm). A megfeleld
méreti egykristalyok eldallitasdhoz rengeteg kiilonboz6é kristalyositdsi kortilményt kell
tesztelniink: Ki kell valasztanunk a megfelelé lecsaposzert, valamint be kell allitanunk a
megfeleld pH-t, homérsékletet, koncentracidt, stb. Ehhez eldszor tajékoztatd jellegt
koriilményeket teszteliink, majd a legmegfeleldbbeket optimaljuk. Ezt kvetden, ha sziikséges
a kristalyok mindségét egyedi technikdk, mint példaul a csirdztatas alkalmazasaval tudjuk
javitani. Esetemben az ApAAP nyitott/csukott konformécioji dimerjét tartalmazéd

kristalyforma koriilményeit [8] kellett optimalizdlni a CMK-szdrmazékkal képzett komplex

kristalyainak eldallitdsdhoz.

A kristalyok eldallitasa soran a gézdiffuzio elvén alapuld fiiggd csepp modszert
alkalmaztam (9. abra). Ennek 1ényege, hogy az ilivegfedélre helyezett csepp a kristalyosito
oldatra nézve higabb, mint az alatta 1évd talkdban taldlhato kristalyosité oldat, valamint
felillete gorbiilt, ezért géznyomaskiilonbség alakul ki a csepp két oldala kozott, amely a
cseppbdl torténd vizgdz tavozassal egyenlitddik ki. Ez a csepp toményedését okozza, igy

megindul a kristalyosodas folyamata.

Flggd csepp
+

T

[~ Vakuumzsir

Kristalyositd
oldat

9. abra A fiiggécsepp médszer
Az Aeropyrum pernix K1 ésbaktérium eredetii fehérje kifejezése E. coli baktériumbol
tortént. Polgar Laszlo kutatdcsoportjatdl kétféle fehérjeoldatot kaptunk. Az elsd
komplexalatlan fehérjeoldat Cenzim= 158 uM, a masodik, klormetil-ketonnal gatolt enzim
oldata Cenzim= 443 uM, az inhibitor koncentracidja 1,121 mM volt (mindkettd TRIS pufferben
(pH = 7,5)). A kristalyositas soran célunk az volt, hogy a nyitott/csukott szerkezetli

14.



kristalyformat allitsuk eld, amelynek koriilményei mar korabbrol ismertek voltak [8]. Ismert
volt koradbbi tapasztalatokbol, hogy a nyitott/csukott konformacidoban kristalyosodd
enzimkristaly morfologiaja és az elemi cella paraméterei is egészen masok (pillangd formaju
kristalyok), mint a csukott allapotiiaké (hasab alaku kristalyok) (10/a abra). Ezek alapjan még
a szerkezet-meghatarozas eldtt azonositottuk, hogy tartalmaz-e a kristaly nyitott format.
Kezdetben a kordbban nyitott/csukott konformacidt eredményezé [8] koriilményeket
optimalizaltam: 91 ul 2,2 uM EDTA-t, 50 ul 10 w/w%-0s DMSO-t (dimetil szulfoxid) 69 ul
11 w/w%-0s PEG 4000-t (polietilén-glikol), 217 ul acetat puffert (pH: 4,5-5,5)) toltottem a
kristalyositod talcakba, melyek f6l¢ 2 ul + 2 pl-es (2 pul komplexalatlan fehérjeoldat + 2 pl
kristalyositd oldat) cseppeket cseppentettem. Kiilonbozé homérsékleten (20 °C,
szobahdmérséklet) vizsgaltuk a kristdlyok méretét, és alakjat a pH fiiggvényében. 3-féle pH-t
alkalmaztunk: 4,5; 5,0; 5,5. A szobahdmérsékleten tartott talcan szép, viszonylag nagyméretii
kristalyokat kaptunk, mig 20 °C-n aproéak maradtak, vagy kicsapodtak. Ez mellett Cyberlab
kristalyositd robottal megkezdtem a tobbi koriilmény optimalizalasat is: 91-100 ul 2,2 uM
EDTA, 100 ul 33,5 uM DTT (ditiotreitol) vagy 50 pl 10 w/w%-0s DMSO, 91-114 ul 11
w/w%-0s PEG 4000, 100-217 ul acetat puffer (pH: 4,5-5,5), 500 pl kristalyositd oldathoz. A
csepp mérte 2 ul + 2 pl volt. Ezek koziil a 100 pl 2,2 uM EDTA, 100 pl 33,5 uM DTT, 109
ul 11 w/w%-0s PEG 4000, 100 ul Acetat puffer (pH= 4,5) koriilménybdl keletkezett
kristaly). Ugyanebbdl a koriilménybdl kiindulva probaltunk az inhibitoros fehérjeoldatbdl is
ilyen konformécidt elérni, azonban ez tobbszori probalkozas (szamos kiilonb6zd koriilmény)
utan sem sikeriilt: mindig csukott kristdlyformat kaptunk. Ennek ellenére ebbdl is végeztiink
mérést: 91 pl viz, 100 pl pH= 4,5 acetat puffer, 109 pul 11 w/w%-o0s PEG 4000, 100 ul 33,5
uM DTT, 100 pl 2,2 uM EDTA, cseppméret: 3 pl + 3 ul (2. (gatolt) kristaly). Végiil mas
stratégiat valasztottunk: a komplexalatlan fehérjeoldatbdl Aallitottuk elé a nyitott/csukott
allapotu kristalyt, amelyet kés6bb CMK-szarmazek oldatdba aztattunk, igy kaptunk gatolt
enzimkristalyokat. (Az optimalizalt koriilmény: 223 pl viz, 100 ul pH = 5 acetat puffer, 127
ul 11 w/w%-o0s PEG 4000, 100 ul 33,5 uM DTT és 100 ul 2,2 uM EDTA volt, az alkalmazott
cseppméret: 3+ 3 pul) (3. (aztatott) kristaly ). A hadrom kristalytipus krisztallografiai adatai az
1. tdblazatban talalhatdak, a kristalyokrol késziilt képek az alabbi abrakon lathatoak (10/a és
10/b abra).
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10/a. abra Bal oldalon egy pillango alaku jobb oldalon egy hasab alaku kristaly képe lathato.

10/b. abra Egy hasab alaku kristaly a mérés eldtt a kristalyhurkon

A keletkezett kristalyok igen sériilékenyek, részben nagy viztartalmuk miatt, ami a
molekulak kozotti térrészt tolti ki. Habar a mérés 25 °C koriil is elvégezhetd lenne, a
rontgensugarak kristalyt karosito hatdsa alacsonyabb hdmérsékleten kisebb. Sugarzas hatasara
ugyanis a vizbdl oxidativ hatast szabad gyokok keletkeznek, amelyek a kristaly molekulaival
itkdzve Gjabb gyokoket eredményeznek, igy lavinaszerli folyamatot inditanak be, csokkentve
ezzel a kristdly rendezettségét. Alacsony hOmérsékleten a szabad gyokok vandorlasa
lényegesen lelassul, igy a roncsolodds mértéke is csokken, emiatt a mérést kb. 100 K
hémérsékletli nitrogénaramban végezziik. Ennek tovabbi eldnye, hogy a molekuldk felszini
régidinak mozgasa is csdkken, javitva ezzel a felbontast. Ugyelni kell arra, hogy kristalyos
jégtazis ne keletkezzen. A jégkristalyképzés elkeriilésére, ha sziikséges, a fehérjét igynevezett
krio-oldatba aztathatjuk, amely Osszetétele révén (glicerin, polietilén-glikol, stb.) hirtelen
kristadlyokat MDP-t (valamint a kristalyositd koriilményt) is tartalmazo krio-oldatba aztattuk,
a 3. esetben pedig olajba (MiTeGen krio-olaj).
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A tesztelés és az adatgyiijtés sordn az egyiittkristalyositassal kapott kristdlyok esetén
az ELTE Fehérjekrisztallografiai laborjdban talalhat6 diffraktométert (réz K, sugérzas,
Rigaku RU-H2R forgé anddos generator, Rigaku R-AXIS IV++ image plate detektor)
hasznaltuk (ebben én is részt vettem), a kristaly-aztatassal kapott komplex esetén az European
Synchroton Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Franciaorszdg) BM14U sugarforrasat
hasznaltuk fel (ezeket az adatokat témavezetdim gylijtotték). Az igy kapott adatokat XSCALE
¢és XDS programokkal [29] dolgoztuk fel.

A mérést kovetden meg kell oldanunk az ugynevezett fazisproblémat, amely abbol
kovetkezik, hogy a mérés soran nem tudjuk mérni a szort rontgensugarak fazisat, csupan az
intenzitasat. Ennek megolddsdhoz matematikai modszerek segitségével juthatunk el. A
fazisprobléma megoldasanak egyik legelterjedtebb modszere a molekuldris helyettesités,
amelyet az ApAAP esetében is hasznaltunk. Ekkor egy hasonldé molekula helyét és
programjat hasznaltam fel [30]. Esetemben mar ismert ApAAP szerkezettel izostrukturalisak
voltak a kristalyok (azonos kristdlyszimmetria, a molekuldk nagyon hasonlé helyzetben és
konformacidoban vannak az elemi cellaban), ezért a modell két doménje helyzetének
finomitasara volt csak sziikség. Az igy kapott fazisok felhasznéaldsdval mar kiszamithat6 a

sajat molekulank elektronstiriiségi térképe.

A fazisprobléma megoldasat kovetden lathatova valt a kristalyok szerkezete, valamint
az is, hogy milyen molekula van az enzim belsejében. Az inhibitorral kristalyositott fehérjek
esetén mindkét monomer egység belsejében megtalalhatd volt a CMK-szarmazékolt inhibitor
molekula. A komplexalatlan oldatok esetén szerettiink volna olyan csukott szerkezetet
kristalyositani, amiben az enzim belseje iires, azonban ez nem sikeriilt; a csukott formaban az
aktiv hely kézelében minden esetben egy DTT molekula k6tddott, a nyitott monomerekben a
tridd kozelében csupan vizmolekuldk voltak. Az 4ztatott komplexalatlan kristalyoknal a

csukott egységben CMK-inhibitor, a nyitott egységben szintén csak viz volt.
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1. tablazat A rontgendiffrakcios adatgyiijtés eredményei

Cellaparaméterek
Név Kristalyrendszer
élhossz: (a,b,c) /A szdg: (0,pB,y) /°
ApAAP ortorombos 64,395 | 104,944 | 171,247 | 90,0 90,0 90,0
komplexalatlan
ApAAP giatolt ortorombos 63,813 | 104,434 | 170,081 | 90,0 90,0 90,0
ApAAP aztatott triklin 71,580 | 97,300 | 99,160 | 105,15 | 103,96 | 100,22
. , Felbontasi Reflexiok .,
Neév Tércsoport Rimeas— o) tartomany szama Teljesség
Osszes/fliggetlen
ApAAP P 21212 6,8 | 16,41 | 19,82-1,70 | 489448/127139 | 99,2%
komplexalatlan
ApAAP gatolt P 21212 7,1 |13,38 | 19,92-1,85 382062/97754 99,7%
ApAAP aztatott P1 7,1 |13,38 | 19,94-2,55 149085/78753 86,7%

"Rimeas-t a kovetkez6 egyenlettel szamoljuk:

> o (k- TERD
R = ST ST, (hkd)

hkl i

Mivel a modellmolekula elektronstiriisége eltér a sajat molekuldnk elektronstiriiségi
térképétdl, ezért az a feladat, hogy ezt a modellmolekulat manudlisan a térképhez igazitsuk.
Ezt a COOT [31] nevii program segitségével végeztem. Az igy kapott modellbél ujabb
fazisokat kapunk, amelyekbdl ujabb térképet szamolunk. Igy modellépitési és finomitasi

ciklusok sorozataval a térképiink zajszintje is cs6kkenni fog.

A szerkezetfinomitasi 1épésnél a modellszerkezet és a mért adatok kozotti eltéréseket
egy celfiiggvény szélsOértékének keresésével csokkentjiilk. Mivel a mérések sordn sokszor
nem kapunk megfeleld adat-valtozo aranyt, igy sziikséges felhasznalnunk a fehérjeszerkezetre
vonatkozo6 bizonyos ismereteket is, ugy, mint jellemzd kotéshosszak és kotésszogek, torzids
szogek, és bizonyos sztereokémiai megkotések, amelyeket az illesztés soran szintén
figyelembe vesziink. Segitségiinkre lehet még az tgynevezett TLS finomitas, amelyet a

REFMAC [32] program végez. Ennek 1ényege, hogy a molekula bizonyos nagyobb egységeit
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(mint esetlinkben a propeller és a katalitikus domén) kiillonb6z6 anizotrop hémozgasi
tényezokkel modelleziink. Az aztatott kristalybol kapott szerkezet finomitasa soran még nem-
krisztallografiai szimmetridkat (NCS) is figyelembe vettem, szintén a REFMAC program
segitségével. Ez abban az esetben hasznos ha a felbontas nem tal jo, mert ilyenkor az
adat/atomi koordinata ardny nem megfeleld. Az én esetemben a NCS csoportok az azonos
konformacioji monomerparok voltak, (A-C, B-D), melyekben minden aminosavat

figyelembe vettem, amely a molekulaparon is megtalalhat6 volt.

A szerkezetek validalasat (josag vizsgalat) a CCP4 programcsomag segitségével

végeztem melynek eredményeit a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat A szerkezetfinomitasok eredménye

Szerkezetfinomitasi eredmények

Neév ApAAP aztatott
Tércsoport P1

R-faktor 0,2244

Riree 0,2679
Fehérjeatomok szama 18267
Inhibitoratomok szama 24
Vizmolekuldk szdma 1024

Atlagos négyzetes eltérés

az idealis geometriatol

Kotéshosszak (A) 0,077
Kotésszogek (°) 1,1764
Trigonalis sikok (A) 0,22
Atlagos B-faktor (A% 29,126
Atlagos koordinatahiba (A) 0,298

Megjegyzés: a 1. illetve a 2. kristalyositasbol szamolt eredményeket nem tiintettem fel a
tablazatban, mivel ezekben az esetekben a szerkezetfinomitdsi 1épést nem végeztem el teljes

mértékben, 1évén ezek meghatarozasa nem tartozott munkam céljaihoz.
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3.2. Molekulamodellezési szamitasok

A molekuladinamikai szamitasok célja, hogy megjosoljuk egy Osszetett kémiai rendszer
makroszkopikus tulajdonsagait atomi szintli ismeretek alapjan. A rontgenkrisztallografiai
vizsgélatok mellett a szdmitas szamos kiegészitd informacioval is szolgalhat, hiszen az eldbbi
modszer esetén csupan a mért egységrol alkothatunk képet, igy példaul a kristalyt csak
korlatozottan szolvatalt rendszerben vizsgalhatjuk, azonban in silico vizsgalatokkal a
szolvatacio mértéke, a kolcsonhatd paraméterek mibenléte, még akdr a homérséklet is
szabadon valtoztathatd, ezzel a rendszer potencidlis energiafelszinének teljesebb
feltérképezését téve lehetévé. Ehhez azonban koriiltekintéen megalkotott modellrendszer, és
megbizhatd kisérleti eredmények sziikségesek (jO mindségli kiinduldsi modellek és a

szamitasok validdlasanak lehetdsége végett).
Mozgasegyenletek és az erdtér

Ismert, hogy az elektronok mozgasa joval gyorsabb, mint az atommagoké, ennek
megfelelden a Born-Oppenheimer kozelités értelmében a két mozgas egymastdl elvalaszthato.
Az atommagok mozgésa egzakt modon, az id6fliggd Schrodinger-egyenlet segitségével irhato
le, azonban a fehérjemolekuldk esetében az atommagok nagy szdma miatt ez nem
megvalosithatd. Molekulamodellezés soran a molekuldkat alkoté atomokat toltéssel
rendelkez6 tomegpontoknak tekintjiik és a koztiik 1évé kotd €s nem-kotd kolcsonhatasokat
parkdlcsonhatasok Osszegeként allitjuk eld. Az adott magelrendezddéshez (konformécid)
relativ potencialis energia értéket rendeld komplex, empirikus fliggvényt (alakjat és a benne
szerepld allandokat egylittesen) erdtérnek nevezziik. Az 6t leggyakrabban hasznalt erdtér
fehérjék leirasara: AMBER, CHARMM?27, CVFF, ECEPP, GROMOS [33], melyek koziil mi
a CHARMM27-et alkalmaztuk.

Az erOterek altalanos alakja:

V:Eb+E9 +E¢+Ew+EU—B+EVdW+Eel:

- Z k(b — bg)? + Z ko(6 — 6,) + Z ke[1 + cos(ng — 8)] +

kotések szogek torzidk

+ Z k(W — wo)? + Z ky (u—ug)* +

kényszerek Urey—Bradley
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12 6
4 Z . <Rminij> _ <Rminij> + m (l)
rij rij Erij

nemkoto

ahol k;j er6allandok; b, 6o, o, wo, Uo, Rmin paraméterek, ¢ a dielektromos allando, b, 6, ¢,

o, U, Ijj pedig a konformaciot leir6 belsd koordinatak.

Az elsé tag a vizsgalt konformacion belill a kotéshosszaknak, a masodik a
kotésszogeknek, a harmadik a torzids szogeknek az ,,idedlis” (vagy varhatd) értékektdl vald
eltérésébdl eredd ,,biintetd” potencidlis energidja. A negyedik tag a kiralitdsi kényszerek
megsértésébdl és az atomok siktol valo eltérésébdl ered, az 6tddik tag a szomszédos
kotéseken at hato ugynevezett Urey-Bradley tobblet energiakat tartalmazza, a hatodik tag a
Van der Waals kolcsonhatasbol ered, a hetedik tag pedig a Coulomb kolcsonhatasok
figyelembe vételére van [34]. Kedvezd elrendezddések — az idedlis értékektdl csak kicsit
vagy egyaltalan nem eltéré belsd koordinatikkal rendelkezd konformaciok — relativ
potencialis energidja alacsony lesz, ezek a molekulat leird potencidlis energiafelszin

minimumbhelyei.

Az energiaminimalizacidé soran egy fesziilt kiinduldsi konformaciobdl a potenciélis
energiafelszin legkozelebbi lokalis minimumhelyének megfeleld, kedvezébb elrendezddést
allitunk eld. Erre tobbféle modszer ismeretes, mi kezdetben a legmeredekebb esés modszerét
alkalmaztuk, melynek segitségével a potencialis energiafelszinen valdé elmozdulas gradiens
(energiafeliilet derivaltja) iranyba torténik. Mivel azonban ez a modszer a minimum-helyek
kozelében nem megfelelden pontos, ezért kiegészitésként a konjugalt gradiensek, azon beliil
is Polak-Ribiere modszerét alkalmaztuk, ahol nem csak az adott 1épés gradiensét, hanem az
el6z0 1épésbdl szarmazot is figyelembe vessziik, igy a minimum hely pontosabban

meghatarozhato [35].

3.3. Monte Carlo Multiple Minimum moédszer (MCMM)

Az energiaminimalizacié lokalis minimumhelyek felderitésére alkalmas, a globalis
minimumhoz tartozé konformacié (a rendszer legkedvezébb elrendezddése az adott erdtér
mellett) felderitéséhez konformacios analizis modszereket kell alkalmaznunk. Monte Carlo
Multiple Minimum moédszer (MCMM) [36] alkalmazasakor a vizsgalt molekula belsd

koordinatainak (tipikusan torzids szogeinek) egy véletlenszerlien kivalasztott halmazat
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véletlenszerli mértékben megvaltoztatjuk, majd energiaminimalizaciot hajtunk végre. Ezt a
1épést sokszor megismételve egy olyan konformer-sokasaghoz juthatunk, amely teljesebb
képet ad a potencialis energiafelszin alakjarol. Esetiinkben az ApAAP-ben clhelyezkedd
szubsztrat molekula torzidés szogeinek értékeit valtoztattuk meg 0-180° kozt egy
véletlenszeriien valasztott értékkel, valamint a szubsztrat és a fehérje egymashoz képest is
elmozdulhatott (0 — 3 A kozt) és elforoghatott (0-180° kozt) szintén véletlenszer(i mértékben.
Az energiaminimalizacid soran a szubsztrat és fehérje azon aminosavai mozoghattak, amelyek
legalabb egy olyan atomot tartalmaztak, amely szubsztrat atomoktdl nem esett messzebbre,
mint 7 A. Az oldészer (viz) hatdsat GB/SA szolvaticios modell alkalmazasaval vettiik
figyelembe [37]. A szamitasokat a Schrodinger Suite programcsomag [38] felhasznalasaval

hajtottuk végre.

3.4. Molekuladinamikai szimulacio (MD)

Molekuladinamikai szimulaci6é soran a Newton-féle mozgasegyenleteket integraljuk. N

darab kolcsonhat6d atom esetén:

9%, _
Fi=mi?21 i=1..N (2)
melyet felirhatunk:
av
Fl = _a_rl V(Tl,TZ,T'3, TN) (3)

mely egyenletekben F az erd, m a redukalt tomeg, t az id6, r az atomok kozotti tavolsag,
V pedig a potencialfiiggvény. Tehét az alkalmazott er6térbdl szarmazo potencialfiiggvény
felhasznalasaval az egyes atomokhoz a rajuk hatd eredd erd mértéke szerint sebességet
rendelhetiink, amely a molekuldban uralkodé belsé fesziiltségek leképezése lesz. Egy
megszabott, révid intervallumon beliil (id61épés) a szdmitott atlagsebességeket allanddonak
tekintjiik és az atomokat az adott vektorok mentén elléptetjiik. Az igy eldallt ) elrendezddés
esetében az atlagsebességeket ujraszamitjuk, €s Gjabb elmozduldst hozunk Iétre. Ehhez olyan
idolépést kell valasztani, mely kisebb, mint a vizsgalt leggyorsabb mozgés frekvenciajanak

reciproka. A szimulacid6 soran a rendszeriinket (jelen esetben az enzimet) egy cellaba
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helyezziik, amelyet azonos méretli celldkkal vesziink korbe, amelyekben a részecskék
ugyanigy mozognak, mint az eredeti rendszerben. Igy amennyiben a cella egyik felén egy
részecske ,,kiuszik”, igy a masik oldalon azonos részecske 1ép be az allandé anyagmennyiség,
valamint a teljes mozgésszabadsag megvalositasanak érdekében (periodikus hatarfeltételek
alkalmazasa), valamint ez az eljaras a lassan lecsengd elektrosztatikus kdlcsonhatas egzaktabb
kezelésére is lehetdséget ad. A szimulacid soran feltételezziik, hogy a rendszer adott
hoémérsékletii hotartallyal érintkezik (esetiinkben a fehérjemolekuldt és az inhibitort kiilon
héfiirddbe helyeztiikk). A szamitdsokat a GROMACS programcsomag felhasznalasaval
végeztiik [39].

A szamitds elOkészitéseként a MCMM modszerrel meghatarozott, legkedvezobb
energiaju konformaciot szolvataltuk (egy (TIP3P tipust) vizmolekulakat tartalmaz6 dobozba
helyeztiik, melynek méretét Gigy valasztottuk meg, hogy a dodekahedron alaku doboz falai és
a fehérje atomok kozott minimum 8 A legyen a tavolsag, a rendszer semlegességét és a
fiziologias sokoncentraciot Na* és Cl” ionok hozzaadasaval valésitottuk meg), majd az igy
eléallitott rendszer energidjat minimalizaltuk. Az energiaminimalizaciot gy végeztiik, hogy a
vizsgalat elején a fehérje ¢és a szubsztrat atomjait ,megfogtuk” (mozgasukat
megakaddlyoztuk) annak érdekében, hogy a rendszer koré a szdmitogép altal rendezett
vizmolekuldk szdmukra idedlis helyzetbe keriiljenek. A rogzités azért fontos, mert
amennyiben az 0sszes atomot egyszerre elenged;jiik, a rendszer a hirtelen valtozasok hatasara
szétesik. A rogzités mértékét elséként a szubsztrat atomokon csokkentettiik fokozatosan, hogy
a fehérjemolekula belsejében idedlis konformacioba alljon, végiil az enzim molekulait is
fokozatosan elengedtiik. Az energiaminimalizaciot kovetéen hasonld kényszerfeltételeket
alkalmazva 3 db 200 ps hosszusagi MD 1épésben optimaltuk a rendszert, majd egy végsd
elékeészitd NVT 1épés soran (szintén 200 ps) a nyomast stabilizaltuk. A szerkezet-gytijtésre
alkalmas molekuladinamikai szimulaciot 1 bar nyomas mellett (Berendsen barosztat [40]) 300
K-en végezziink (Nose-Hoover termosztat [41, 42]) (NPT sokasag), 2 fs-os id6lépést
hasznalva. A futas soran keletkez6 konformacidkat csoportokba, ugynevezett clusterekbe
rendeztiik, oly mddon, hogy az egyes clustereken beliil a konformaciok kozti (félanc

atomokra szdmitott) rms érték ne legyen nagyobb, mint 1 A.

4. Eredmények és kovetkeztetések

A célkitizésnek megfeleléen olyan szerkezetet kivantunk eldallitani, melyben a

szubsztrat-kotott allapotot befagyasztjuk a nyitott enzimben. Ezen kisérlet célja annak
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meghatdrozasa volt, hogy az enzim felnyildsakor a tridd masik két tagjatol eltdvolodd His-
hurok vajon milyen folyamatok eredményeként keriil vissza: a szubsztrat megkotddésének

hatasara vagy a domének zarddasanak hatasara.

A molekuladinamikai szimulacioval pedig a szubsztrat kotédését, kolcsonhatasait és
dinamik4jat kivantuk részletesebben megismerni az ApAAP két domén kozti iiregében. A
Michaelis-komplexet modellezziik, ugyanis a hasitas utani allapotrol mar sok ismerettel

rendelkeziink, mig a hasitas el6ttrdl viszonylag keveset tudunk.

4.1. Krisztallografiai vizsgalatok: a kovalens inhibitor k6t6désének
vizsgalata az enzim nyitott és csukott formajaban

A kristalyositas soran harom moddszer segitségével allitottam eld a kristalyokat, amiket
rontgenkrisztallografiai uton mértiink. Az 1. fehérjeoldat kristalyositasa soran elsddleges
célunk egy lres szerkezet kristalyositasa volt, ami nem sikerilt, 1évén a DTT oxidalédott
form4ja az enzim belsejébe diffundalt a zart szerkezet elsddleges vagy masodlagos porusan
keresztiil (1d. 1.3.1 fejezet), és az S1 zsebben megkot6dott (11. abra). Ugyan ebben az esetben
egy nyitott/csukott konformaciordl beszéliink, azonban ez szamunkra nem mutatott Uj

eredményeket, igy ezzel a tovabbiakban nem is foglalkoztam.

11. abra A csukott konformacioju komplexalatlan ApAAP katalitikus helye (a katalitikus triad tagjai
sarga szinnel), benne az oxidalt DTT molekulaval (kék). Az elektronsiiriiségi térképet 1,5 o
elektronsiiriiségi szinten vilagoskékkel abrazoltam.
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A masodik esetben CMK-inhibitoros oldatbol készitettem kristalyokat annak
reményében, hogy a szubsztrat-kotott allapotot a kristalybeli intermolekularis kdlcsonhatasok
segitségével Dbelekényszerithetjiik az ennek a kristdlyformédnak megfeleld nyitott
konformacioba is, annak érdekében, hogy megallapithassuk, hogy a szubsztrat kot6édés
onmagaban (becsukodas nélkiil) képes e rendezni a katalitikus triad szerkezetét. A kristalyok
azonban minden esetben hasab alakuak voltak, ami a fent emlitettek értelmében azt jelezte,
hogy csukott/csukott formaban van jelen az enzim. Ennek ellenére végeztink mérést,
melynek eredménye azonos volt a varakozdssal, miszerint mind a két monomer egységben
megkotodott az inhibitor, és mindkét monomer be is zarult. Az inhibitor S1 és S2 helyen
kot6dé Gly-Phe-CMK részlete azonosithatd az elektronstriiségi térképen, az N-terminalis

benziloxikarbonil-Gly részlet nem, arra utalva, hogy az mar rendezetlen, nem alakit ki

specifikus mésodlagos kotéseket az enzimmel. (12. dbra)

12. abra A 2. kristaly aktiv helye a kovalensen kotodott inhibitorral. Az enzim csukott konformacioban
van. A Kkatalitikus hely, citromsarga szinnel a triad tagjai, narancssargaval pedig a CMK-inhibitor.

Az a tény, hogy az ApAAP dimer mindkét monomerje csukott, arra enged
kovetkeztetni, hogy az oldatban tulnyomd tobbségben a csukott forma van jelen, ezért csak
csukott molekulak épiiltek be a kristalyba. Ez azért fontos szdmunkra, mert korabbi kutatasok
eredményeként feltételezik, hogy amennyiben az enzim hasitandé molekulat nem tartalmazo
oldatban van ilyen koriilmények kozott, a nyitott-csukott konformacié egymassal dinamikus
egyensulyban van [8]. Az, hogy az oldatban csukott szerkezet lényegesen nagyobb

mennyiségben fordul el azt mutatja, hogy az inhibitor jelenléte ezt az egyensulyt eltolja a
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zarddas iranyaba. Kisérleteink arra utaltak, hogy az irreverzibilis inhibitorral géatolt enzim

oldatabol az altalunk vizsgélni kivant kristalyforma feltehetéen nem allithato eld.

A fenti eredmények ellenére szerettiink volna olyan szerkezetet elallitani, melyben a
fehérjeoldatbdl a feljebb emlitett koriilményekkel eldallitottunk a fehérjekristalyokat, amelyek
a nyitott/csukott konformdcidban tartalmaztak az AAP dimert, majd kiprobaltuk mi torténik
abban az esetben, ha a kifejlodott kristalyokat inhibitort tartalmazoé oldatban aztatjuk. Egy ora
aztatast kovetden a kristdlyok nem oldodtak fel és nem roncsolddtak el, igy a folyékony
nitrogénben lefagyasztott mintdkat témavezetdim elvitték Franciaorszagba mérésre. A
szerkezet valoban nyitott/csukott konformaciot mutatott, a CMK-inhibitor azonban itt sem
kotodott hozza a nyitott szerkezetli monomer egységhez. Tehat az inhibitor nem, vagy csak
gyengén kotddott a nyitott forma szubsztratk6td helyén, azaz a csak a hidroldz domén altal
alkotott, tehat a nyitott forméban is jelen levd, S1-S2 helyen (a szerkezetmegoldas soran a
kristalybeli molekulak atlagos elektronstirliségi térképét latjuk, a nyitott molekuldk legalabb
30-50%-aban jelen kellett volna lennie az inhibitoroknak, hogy a térképen felismertetd
legyen). Ez egyrészt azt jelzi, hogy nemcsak a reakcidhoz, hanem a szubsztratkotéshez is
sziikség van a His-hurok megfelelé helyzetére. A masik kovetkeztetésiink, hogy a His-hurok
helyreallasdhoz nem elegendd szubsztrat-kotddés, hanem ez a zarddas kovetkezménye, azaz

sziikséges a propeller domén kozelsége is.

13. abra A Kkatalitikus tridd 6sszehasonlitasa a nyitott és csukott monomerben (inhibitorba aztatott
nyitott/csukott kristalyforma). Ciankék szinnel a csukott monomer egység, rajta a triad tagjai sarga
szinnel, zolddel a nyitott konformacioju monomer, a triad tagjai sziirke szinnel.
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egymasra illesztve. Itt lathat6, hogy mig a 445 Ser helyzete szinte egyaltalan nem véltozik,
addig az 524 Asp helyzete mar eltér, azonban ennél is szembetinébb az 556-0s His-t
tartalmazd viszonylag nagy méretii hurok eltavolodasa a tobbi tagtol. (A nyitott forma
esetében a His oldallancat a finomitds soran levagtam, mivel az egész His-hurkon kevéssé jo

az elektronsiiriiség, ami jelzi a mozgékonysagat).

Az aztatott kristalybol nyert tovabbi eredmény, hogy a CMK-inhibitor a csukott
monomer egységbe bediffundalt, amely a katalitikus triad ) hozzaférési lehetoségére mutat
rd, hiszen kristalyos formaban a molekuldnak nincs akkora mozgasszabadsaga, hogy el tudjon

tavolodni egymastdl a propeller és a hidrolaz domén.

4.2 Az aktiv helyhez vezetd csatornak feltérképezése

A hozzéaférés lehetséges Utvonalat a MOLE Online 2.0 program [43] segitségével
kerestem meg. Ennek a programnak a segitségével nem csak megjeleniteni lehet a lehetséges
csatorndkat ¢és iiregeket, hanem az utvonalat, valamint a csatorna atmérdjét és sziikiileteit,

illetve ezek méretviszonyait is meg lehet hatarozni.

A szamitdsok eredménye igen egyértelmii, ugyanis a program egyetlen olyan

rrrrr

atjutasa. Ez a csatorna a propeller doménen talélhato €s bejarata a propellerlapatok kozott van
(14. abra). (Ehhez hasonld eredményt a POP esetében is feljegyeztek korabban, azonban a

késdbbiek soran ezt a hozzaférési modot valdsziniitlennek tartottak.)
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14. abra Az ApAAP csukott monomer egysége, bal oldalon a katalitikus triadhoz vezetd csatorna lathaté
sziirkés szinnel, a katalitikus triad tagjai piros szinnel abrazolva, zélddel a monomer egység. A jobb oldali
képen a monomer feliilnézeti képe lathaté a szinmegjelolések azonosak, narancssarga szinnel az enzim
belépd nyilasat sziikitéo aminosavai lathatéak.

A 15. abran lathat6 a csatorna sugara a katalitikus triadtol valé tavolsag fiiggvényében.

A csatorna profilja

Sugar /A

&
(&)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tavolsag / A

15. abra A csatorna sugara a katalitikus triadtél valé tavolsag fiiggvényében

Ezen az lathatd, hogy a bejarat kozelében két helyen is besziikiil a jarat. Az elsd esetben
(a katalitikus triadtol 39 A tavolsdgban, a csatorna bejaratanal) a csatorndba a program altal

rajzolt kor sugara kb. 2,5 A, vagyis a szemkdzti aminosavak tavolsaga 5 A. A maésodik
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esetben a kor atmérdje 3,6 A koriil van (a katalitikus triadtél 30 A tavolsagban). Ezeket az
eredményeket megfigyelve olyan megallapitasra juthatnank, miszerint a CMK nem képes itt
bejutni, ha azonban figyelembe vessziik a program altal minden atomhoz rendelt 3 A-6s Van
der Waals sugarat, valamint azt, hogy a program beirt korokkel dolgozik, viszont a bejarat
nem feltétlen szabalyos, akkor mar valdsziniibb a bejutds. Megvizsgaltam a szilikiiletekben
elhelyezkedd aminosavakat abbol a célbdl, hogy megallapitsam lehetséges-e a rés tagitasa
valamilyen modon, példaul egy mozgékony oldallanc elmozdulasaval. A 287-es arginin és 69.
aszparaginsav (els6 szikiilet), valamint 160-as arginin, 71-es hisztidin és 72-es tirozin
(masodik sziikiilet) oldallancai nagy mértékben benytlnak a nyilds kozepe felé, amennyiben
mas konformaciot vesznek fel (melyet egyébként a szomszédos lancok kozelsége nem gatol),
akkor ennél nagyobb jaratot kapunk. A molekuladinamikai szimulacié eredményeit megnézve
az lathat6, hogy a 71-es hisztidin oldalldnca igen nagy mozgékonysagu, azaz ez is megerdsiti

a szubsztrat bejutasanak lehetdségét a propellerlapatok kozott.

A program talalt még ,,pérusokat” (szam szerint kettdt), amelyek abban kiilonboznek a
fent emlitett csatornatdl, hogy két kijaratot talalt a program a szamolds soran. Ezeknél az
egyik kijarat a propeller lapatok kozott volt, a masik kijarat pedig a két domént 9sszekotd
hurkok ko6zott volt megtalalhato. Mivel ezek esetében az alagut kb. 90°-ban elfordul (a
hurkokon taldlhaté f8lanc miatt), valamint az alagut sugara helyenként csak 1 A, igy ezeket

nem tekinthetjiik potencialis bejaratnak.

Az eredmények alapjan az lathato, hogy a kis méretli molekuldak a propellerlapatok
kozotti nyilason at bejuthatnak az enzim {tregében 1év6 katalitikus triddhoz, azonban

nyilvanvalo, hogy a nagyobb méretli oligopeptidek itt nem férnek be.

4.3 Heptapeptid szubsztrat ko6tddésének vizsgalata
molekuladinamikai szimulacioval

A szubsztrat-megkdtés mechanizmusanak és a szubsztrat elhelyezkedésének a hasités
pillanata el6tti vizsgalatdhoz molekuladinamikai szamitdsokat végeztiink. Ennek sordn olyan
szubsztrat molekuldkat helyeztiink el az enzim belsejében, amelyet kordbbi vizsgélatok
alapjan [44] képes elhasitani. Els6éként vizsgaltuk a Gly-Phe-Glu-Pro-Phe-Arg-Ala
aminosavsorrendli szubsztratot, mivel ennek szekvencidja részben atfed a kristalyositas soran
alkalmazott Z-Gly-Gly-Phe-CMK &sszetételii szubsztrat szekvenciajaval. Azért valasztottuk
ezt a molekulat a modellezés alapjaul, mert azt kivantuk megvizsgalni, hogy hogyan

helyezkedik el a molekula az enzim belsejében a hasitasi ponttdél C-terminalis irdnyba. Ezt
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kristalyositassal nem tudnank megvalositani, mivel csak a hasitas végtermékét latnank, azaz

csak az N-terminalis részt.

A vizsgalatok elsé 1épéseként Monte Carlo keresést végeztiink. A szimulaciot 10000
1épésen keresztiil, a szubsztrat dsszes belsd torzidjanak lehetséges megvaltozasat, valamint a
szubsztrat és az ApAAP relativ helyzetét vizsgalva végeztik. Ez a vizsgalat egy igen
egyértelmii eredményre vezetett, a globalis energiaminimumot a szdmolds soran 19-szer
talaltuk meg; ezen kiviil kémiailag értelmezhetd (Iétezhet ilyen konformacid) tartomanyban
csak két hasonlo szerkezetet talaltunk, melyeknek az energidja ennél joval nagyobb. A
szubsztrat elhelyezkedését az enzim belsejében a 16. dbra szemlélteti, melyen jol lathato,

hogy a molekula N-terminalis része a propellerlapatok kdzotti csatorna felé mutat.

16. abra Az ApAAP, benne a szubsztrat molekulival. Bal oldalon oldalrél, jobb oldalon feliilnézetbdl
lathaté. Vilagoszolddel a hidrolaz sotétzolddel a propeller domén, benne a szubsztrat molekulaval
melynek C-terminalisa okker szinnel, N-terminalisa pedig ciankék szinnel van jeldlve.

Az MCMM szimulaci6 végeredményébdl elinditottunk egy molekuladinamikai
szimulacidt, amelyet 500 ns idOtartamra terveztiink. Ez a szdmolas a dolgozat irdsakor még
nem ért véget, az elsd 60 ns alapjdn azonban elmondhatd, hogy 6sszhang van a két szamolas
kozott. A MD szimulacié alapjan 3 lehetséges allapot (cluster) van (17. abra), ezek
hasonlitanak az MCMM szamitasbol szarmazd konformaciora, bar a teljesebb szolvatacio €s a

fehérjemolekula szabad relaxacidja kissé modositott a kotddési elrendezddésen.
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17. abra A Molekuladinamikai szimulacio eredménye: a 3 lehetséges allapot. Sotétzolddel a propeller
vilagoszolddel a hidrolaz domén, benne a szubsztrat: N-terminalis ciankék, C-terminalis okkersarga.

A 17. abran lathato, hogy a szubsztrat N-terminalisa tobbé-kevésbé a propeller domén

felé orientalodik.

A POP termékekkel és termék-analogokkal meghatarozott komplexeinek szerkezetével
Osszevetve azt gondoljuk, hogy a propeller-nyilason keresztiil torténé be- és kilépésnek
méretkorlatja van — koriilbeliil 10 aminosav hosszlisagl lehet a szubsztrat, miel6tt a csatorna
tul zsufolttd valna. Ezért egy tovabbi ismert szubsztrat molekula kotddési konformacidjat is
modelleztiink, melynek szekvencidja: Glu-Ala-Leu-Phe-Glu-Gly-Pro-Phe-Ala ennek a
vizsgalata a dolgozat megirasakor szintén folyik, de sajnos még nem all rendelkezésre a
kiértékeléshez elég hosszu trajektoria. Ezt a molekulat azért valasztottuk, mert ez még
hosszabb C-terminalis iranyban, és a Polgar Laszlo kutatocsoportja altal vizsgalt molekulak
koziil ez esetben feltételezhetd, hogy az ApAAP csak egy helyen hasitja el a molekulat [44],
(amely azért fontos, mert amennyiben tobb kisebb részre darabolja a szubsztratot a C-

terminalis rovidebb lesz).
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Osszefoglalas, kiteKkintés

A prolil-oligopeptiddaz  enzimcsalad tagjainak fontos tulajdonsaga, hogy az
elhidrolizalhat6 szubsztratok méretét korlatozza az aktiv helyet tartalmazo iireg mérete, ami
az enzimek két doménje kozott helyezkedik el. A csalad tobb tagjanak ,,csukott”
kristalyszerkezete, amelyben csak a propeller doménen levé sziik porus 1étesit Osszekottetést
az ireg ¢és a kilvilag kozott, tudomanyos vitat indukalt a szubsztrat bejutasanak (és a
termékek tdvozasanak) modjardl, amelynek soran a porus taguldsara vagy a két domén kozti
kapcsolat lazulasara vonatkoz6 hipotéziseket Aallitottak fel, és kisérleti és szamitasi
modszerekkel tdmasztottak ala. A késobb ismertté valt kiilonbozo fajokbol szarmazo nyitott
POP és nyitott ApAAP szerkezetek egy ujfajta lehetdséget mutattak: a két domeén szétnyilasa
altal nagyobb méretli szubsztratok szdmara is hozzaférhetd az aktiv hely, azonban ezekben a
nyitott szerkezetekben az aktiv hely szerkezete torzult (a hisztidint hordozé hurok elmozdul),
igy biztositva, hogy reakcid csak akkor jatszodhasson le, miutdn az enzim ,,racsukodott” a
szubsztratra. Ekképpen a nagy, szerkezettel rendelkezé6 molekuldk védve vannak a
hidrolizistdl. Ennek a ma sem egyértelmiien tisztdzott problémakoérnek a tovabbi vizsgalatat
tiztik ki célul, egyrészt a szubsztratkotés és hisztidin hurok visszarendezodése kozotti
Osszefliggés felderitésével egy kis méretli szubsztrat-analoég inhibitor segitségével, masrészt
egy oligopeptid szubsztratnak az enzim liregében valo elhelyezkedésének, dinamikédjanak és

kotédésének a vizsgalataval.

A Kkisérletek soran ApAAP fehérje kristalyat kovalensen kotd inhibitort tartalmazod
oldatba aztattunk, melynek eredményeként egy olyan dimert sikertilt eléallitanunk, melynek
egyik tagja nyitott ¢és komplexalatlan, masik tagja pedig zart ¢és inhibitor-kotott
konformacioban van jelen. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a szubsztrat
helyreallitdsdhoz, ahhoz a propeller domén kozelsége is sziikséges. A szerkezet
alatdmasztotta, hogy kis szubsztrat-analog inhibitor belépése a csukott monomerbe a propeller
doménen 1évé poruson keresztiil lehetséges. A molekuladinamikai szimuldcidk soran azt
talaltuk, hogy a szubsztrat N-termindlisa a propeller doménen 1évé porus nyilasa felé
orientalodik, vagyis a propellerlapatok kozotti nyilas feltehetden nem csak be-, hanem kilépd
nyilasként is hasznalhato kisebb szubsztratok szamara. Ennek a be- és kijutasi Gtvonalnak
azonban méretkorlatja van. Szamitasok segitségével kivanjuk meghatarozni a jovében, hogy

pontosan hany aminosav a hatéara a propellerlapatokon at torténd bejutasnak.
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A gerinces eredetli AAP-ok kristalyositdsa a mai napig nem jart sikerrel, ezért az archea
eredetli enzimek flexibilitasabol szerzett mélyebb ismereteket a gerinces eredeti AAP-ok
kristalyositasa soran is fel kivanjuk hasznalni. A gerinces eredetii AAP-ok mikodésének
megértése pedig az enzim orvosbidldgiai hatdsa, ezaltal gyogyszertervezés miatt kiilondsen

fontos feladat.
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Fiiggelék

A dolgozatban eléfordulo roviditések és azok magyarazatai:

AAP

ApAAP

ApAAP komplexalatlan

ApAAP aztatott

ApAAP gatolt

DIP-1V
POP
PhAAP
CMK
EDTA
OPB
DMSO
DTT
PEG 4000
MCMM
MD
Asp

Ser

His

Acilaminoacil-peptidaz
Aeropyrum pernix K1 AAP

inhibitor nélkiili oldatbdl kristalyositott kristaly

a komplexalatlan koriilményekbdl eléallitott kristalyforma, amit

kés6bb CMK-inhibitorba dztattunk

ApAAP amit CMK-inhibitorral k6zdsen kristalyositottunk
Dipeptidil-peptidaz IV enzim

Prolil-oligopeptidaz

Pyrococcus horikoshii AAP

klormetil-keton

Etilén-diamin-tetraecetsav

Oligopeptidaz-B

dimetil szulfoxid

ditiotreitol

polietilén-glikol 4000
Monte Carlo Multiple Minimum modszer
molekuladinamika

aszparaginsav

szerin
hisztidin
glicin

fenilalanin

Benziloxikarbonil csoport
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