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Zarogjelentés
Fémek szerepe a fehérjeszerkezetben és -miitkédésben
TS044730 OTKA Iskola palyéazat

Célok

Pélyazatunkban kiilonb6z6 fémeket — elsésorban magnéziumot, kalciumot és vasat —
koto fehérjék és peptidek szerkezetét és mitkodését kivantuk tanulmanyozni. Célunk egyrészt
a térszerkezet meghatdrozésa volt fehérjekrisztallografiai és magneses magrezonancia-
spektroszkopiai modszerekkel, masrészt — megfeleld modellekbdl kiindulva — molekulapalya
¢s molekuladinamikai szamitasok valamint spektroszkopiai mérések kivitelezése a
ligandumok kotddésének, illetve az enzimmiikddés részleteinek tisztazdsa céljabol.
Vizsgalatainkat hem fehérjékre, a kalmodulinra (CaM) és a dUTP-4azra dsszpontositottuk. A
kozelmultban a mikrotubularis rendszerrel és a CaM-nal 0sszefiiggd fehérje-fehérje
kolesonhatdsok molekularis szinti vizsgélata soran egy 0j agy-specifikus fehérjét izolaltunk,
melyet az in vitro funkcidja ¢és molekulatomege alapjan TPPP/p25-nek (Tubulin
Polymerization Promoting Protein) neveztiink el. A fehérje nem rendelkezik meghatarozott
szerkezettel, mikodésének megértése kiilonleges kihivast jelent, ezért a palydzatunkban
eredetileg kitlizott célokat a TPPP/p25 vizsgalataval is kiegészitettiik. Eredményeinket az
alabbiakban foglaljuk Ossze, A témaban megjelent kozleményeinkre a jelentéshez csatolt
jegyzékben feltiintetett szammal hivatkozunk.

Kvantummechanikai modszerek és szamitasok

Az enzimreakciok modellezésének megkonnyitése érdekében javaslatot tettiink a
korabban kidolgozott, és a széles korben elterjedt, kombinalt kvantummechanikai-
molekulamechanikai (QM/MM) modszerek egyik elofutardnak tekintheté Fragmens SCF
molekulapdlya moédszeriink ab inicid szintli tovabbfejlesztésére [16]. Maig megoldatlan
feladat az MM régidban 1évo atomok toltésének megbizhatd becslése, e nélkiil nem varhat6 az
enzim elektrosztatikajanak pontos leirdsa. Javasoltunk egy 11 toltéskiosztasi modszert, mellyel
a valosagos kémiai viszonyokhoz jobban illeszkedé atomi toltéseket lehet meghatarozni
viszonylag egyszeriien [26]. Miutan az enzimreakcidk potencidlfeliilete rendkiviil bonyolult, a
kismolekulas rendszerekhez képest komoly problémat jelent az optimdlis reakciout
meghatarozasa. Javasoltuk egy mar ismert modszer tovabbfejlesztését, mellyel a szamitasok
lényegesen leegyszertisodnek ¢€s bonyolult reakcid wutak is meghatdrozhatok [27].
Kvantummechanikai szadmitasokkal hataroztuk meg a kimotripszin altal katalizalt hidrolizis
részletes reakcioutjat [28], szamitasokat végeztiink a hisztidin protonmegkdtd képességének
konformacio-fiiggésére [9] és NMR kémiai eltolodasara vonatkozdan [18]. Kvantum-
mechanikai médszerrel vizsgaltuk az N-formil-L-metionin-amid konformacidit [19] és a -
peptidek parallel elrendezddése révén kialakuld nanocsoveket [25].

Modell peptidek vizsgalata

A kationokat tartalmazod vendég-gazda kolcsonhatdsok jobb megértése érdekében
vizsgaltuk kiralis koronaéterek kiilonbozé fémionokkal képezett komplexének szerkezeti
tulajdonsagait [23]. A spektroszkopiai mérésekhez modellvegyiileteket allitunk eld.
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Fémionok katalitikus és szerkezeti szerepe a dUTPaz miikodésében

Kimutattuk, hogy a dUTPaz katalitikusan aktiv, zart formajanak Iétrej6ttéhez
sziikséges alapvetd konformacio-valtozas eukaridta és prokaridta enzimekben eltérd
1dozitéssel megy végbe [11]. Munkahipotézisiink szerint az eltéré mechanizmus okat az
alegységek eltérd kolcsonhatdsai okozhatjdk: a homotrimer enzim kozponti csatorndja
prokaridta enzimeknél hidrofob, mig eukariota enzimeknél polaris, és valoszinii, hogy Mg
iont tartalmaz. Azonositottuk azt az aminosav oldallancot (Glu-131), amely részt vesz a
fémion koordinalasédban. Vizsgaltuk a dUTPaz szabalyozasat a Drosophila melanogaster-ben
[7].

A miikddés szempontjabol optimalis fehérjeszerkezet stabilizalasa mellett a Mg*-ion
az enzimreakcioban katalitikus kofaktorként is szolgal. Elektron paramégneses rezonancia- ¢és
kettds elektron-mag rezonancia-spektroszkopiai  vizsgalatokkal sikeriilt részletesen
feltérképezni a katalitikus Mg” -iont az aktiv centrumban helyettesité VO**-ion koordinacios
szférajat [3]. Ezeket az adatokat molekuldris grafikai modellezéssel kombindlva,
munkahipotézisként megadtunk egy lehetséges fémion kotdhelyet az aktiv centrumban és
feltételeztiik, hogy a katalitikus kofaktorként szereplé Mg -ion is koordinalja azt a
vizmolekuldt, amely meghatdrozo szerepet jatszik a katalitikus mechanizmusban. Ezt a
hipotézisiinket fehérjekrisztallografiai vizsgalatokkal sikeriilt igazolni [1,8].

Az enzimreakcié mechanizmusat egyedi és ujszerli modon a reakcidkoordindta mentén
rogzitett szerkezeti pillanatfelvételekkel vizsgaltuk [6]. A pillanatfelvételek elkészitésére az
adott lehetdséget, hogy az alkalmazott szubsztrat (o,pB-imino-dUTP, PNP) bomlésa lassan
jatszodik le, mivel ebben a hasaddo C—O kotést a lassabban reagalo C—N kotés helyettesiti. A
szinkrotron-sugarzas segitségével igen rovid idokozokben detektalhatd diffrakcids mintazatok
egyike elvileg megfelelhet a rovid életidejii enzim-intermedier komplex szerkezetének.
Szisztematikus mérésekkel meghataroztuk az apoenzim térszerkezetét, az enzim-szubsztrat és
a hipotetikus enzim-intermedier, valamint az enzim-termék komplexek térszerkezetét és
azonositottuk a nukleofil tamadasért felelés vizmolekulat. A kapott szerkezetek alapjan
valoszintsitettiik az enzimreakci6 mechanizmusat (1. 1. abra) [8,11,12,15,].

A szakirodalomban ¢lénk vita folyik a foszfatészter-hidrolizis részleteirdl. Egyesek
szerint az un. disszociativ mechanizmus dominal, vagyis az észterkotés el0szor elhasad, majd
ezt koveti a hidrolizisért felelés vizmolekula tdmaddsa. Mdésok szerint azonban 0tos
koordinacidju, trigonalis bipiramisos szerkezetli, rovid életli intermedier alakul ki, melynek
bomlasa vezet a hidrolizis termékeihez. A foszfoglukomutdz nevii enzim esetében rontgen-
diffrakcios vizsgalatok ez utobbi mechanizmust tdmasztjak ald (Lahiri et al., Science
299:2067,2003). A mi krisztallografiai vizsgalataink is ezt a mechanizmust valoszintsitik, de
nem zarhaté ki, hogy az atmeneti allapothoz igen hasonld intermedier (1.D. abra)
szerkezetének megfeleld rontgen-diffrakcids mintazat a kiindulasi és a végtermék piramisos
szerkezetének atlagolodasaval jon 1étre. Erre mutatott rd a [6] kozleményiink a Cell c.
folyodiratba kiildott, eredeti kéziratdnak egyik lektora, amikor nem javasolta a kozlést.
Eldzetes vizsgalatokat végeztiink a retroviralis dUTPaz szerkezetének meghatarozasara [24].
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1. abra. A dUTPaz altal katalizalt foszfatészter-hidrolizis valdszinii mechanizmusa. Az asszociativ mechanizmus
érvényesiil, a reakcio soran rovid ideig stabilizalodik egy trigonalis bipiramisos szerkezet (D részlet). Az
enzimkornyezetet szalag-, a szubsztratot palcika-abrazolasban mutatjuk (P: okkersarga, O: piros, N: kék; piros
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gombok: vizmolekuldk, lila gomb: Mg~ -ion).

A mechanizmus részleteinek tisztazasa végett ab inicid6 kvantummechanikai szdmitasokat
végeztiink az aktiv hely tobb modelljére, melyek széznal tobb atomot tartalmaznak. A
szamitasok is alatamasztjdk az intermedier jelenlétét, az elméleti részben fent emlitett,
altalunk kifejlesztett reakciout-kovetd modszer segitségével viszonylag nagy energidjt, de
minddssze 16 kJ/mol mélységii helyi minimumot kaptunk a reakciogdrbén (1. Berente Imre
benytjtas eldtt all6 Ph. D. értekezését). E minimumnak megfeleld szerkezet is trigondlis
bipiramisos ¢€s elég jo atfedésben van a kisérletileg meghatarozott szerkezettel.

A kalmodulin gatloszereinek hatasmechanizmusa

A kozelmultban meghataroztuk a két trifluoperazin (TFP) molekulat tartalmazé CaM
kristalyszerkezetét (Vértessy et al., Biochemistry 37:15300,1998), ami azt a meglepd
eredményt hozta, hogy az elsé TFP molekula kotodése globalis konformacio-valtozast okoz,
¢s az igy kialakulé uj szerkezet fogadja a masodik drogmolekulat. Adataink szerint
valészintisithetd, hogy e molekularis elrendezddés révén valik lehetéveé két kiilonbozo kémiai
szerkezetli drog, a TFP és a potencidlis antimitotikus hatasu, ugyanakkor viszonylag csekély
mellékhatassal rendelkezd KAR-2 [3"-(B-kloroetil)-2",4"-dioxo0-3,5"-spiro-oxazolidino-4-
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deacetoxi-vinblasztin] egyidejii kotédése a Ca -CaM komplexhez.



Kimutattuk, hogy a KAR-2 csak részlegesen képes gatolni a CaM hatéasat és a Ca2+—
fliggd fehérje-fehérje kolcsonhatasokat, ugyanakkor részlegesen megsziinteti a TFP gatld
hatdsat. A KAR-2 tehat nem sziinteti meg a CaM-éaltal modulalt fehérje-fehérje
kolesonhatasokat, nem gatolja a CaM altal szabalyozott enzimatikus folyamatokat.
Fehérjekrisztallografiai és NMR-spektroszkopiai mérésekkel meg tudtuk magyarazni, hogy
mi az oka a KAR-2 kiilonleges fizioldgiai hatasanak (1. 2. abra). A fehérje-ligandum komplex
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2. abra. A KAR-2 javasolt hatdsmechanizmusa kotédési €s funkcionalis vizsgalatok alapjan. PDE:
foszfodiészteraz.

szerkezetének elemzése révén kimutattuk, hogy ez a drog egy Uj, eddig nem azonositott
kotohellyel hat koleson és szerkezetvaltozast indukal a CaM molekuldban. Ennek révén a
célfehérjék (pl. foszfodiészterdz) illetve mds antagonistdk kotddése nem gatolt, igy a CaM
képes kifejteni modulald hatasat a CaM-enzim-KAR-2 terner komplexen beliil, a drog tehat
nem fejt ki anti-CaM aktivitast [17,32]. Az a tény, hogy a KAR-2 nem a CaM C-terminalis
hidrofob zsebébe kotddik arra utal, hogy a biszindol szarmazékok nem kivant toxikus
mellékhatasa azok CaM-antagonista tulajdonsagaval fligghet dssze, azaz a drog kapcsolddasa
egy Uj kotéhelyhez a kalmodulin felszinén Osszefiigg a KAR-2 egyediilalld farmakologiai
viselkedésével. Folyamatban van a KAR-2 egy szarmazékéanak szintézise, mely reményeink
szerint kiindulasi alapul szolgalhat egy szabadalmaztathatd, hatékony, egytttal csekély
toxikus mellékhatédssal bird6 molekula kifejlesztéséhez.

Allosztérikus effektusok a hemoglobinban

Elvégeztiik a hemoglobin hem-csoportjainak normél koordindtdk szerinti analizisét
abbol a célbol, hogy meghatarozzuk, mennyire torzulnak. A meghatarozott deformaciok azt
mutatjak, hogy a hem csoport szerkezete érzékeny a molekula tavoli részében kotddd effektor
jelenlétére, ami az alloszterikus regulacié hatasmechanizmusanak a tercier szerkezettel vald
kapcsolatat timasztja ala [2].

A human hemoglobin (Hb) R (oxi) allapotban effektort kotd komplex szerkezetét
rontgen-diffrakcids modszerekkel nem sikeriilt eddig meghatdrozni, ami azért lenne fontos,
mert az effektorok kotddési modja és szerepilk az R allapotban hossza ideje vitatott.
Egylittmiik6d6 partnereink (NIH-FIRCA, Takashi Yonetani) kordbban kisérletileg igazoltak,
hogy a vizsgalt effektorok kdtddnek a Hb R allapotaban és befolyasoljak az oxigén-affinitast.



Molekuladinamikai szdmitasokkal meghataroztuk az effektort kotd komplex szerkezetét. A
modszer megbizhatosagat egy T dallapotu komplexre végzett szamitds és a rontgen-
krisztallografiaval kapott adatok 6sszehasonlitdsaval teszteltiik, igen jo egyezést kaptunk [20].

Molekuladinamikai szimuldcioval meghataroztuk a Hb pH 7 és 300K hémérséklethez
tartozd szerkezetét oxigén-mentes (T) ionmentes €s oxigént kotd (R) ionmentes allapotban,
valamint ugyanezen formak szerkezetét Cl-ionok és a difoszfoglicerat (DPG) természetes
effektor jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a T allapotban az effektorok kotése a hatarfeliileti
kotések lazulasat eredményezi, mig az R allapotban a hatérfeliiletek asszocidcio-erdssége az
effektorok kotésével erdsodik. A szimuldciés eredmények Osszhangban vannak a
laboratériumban végzett dimér-asszociacios kisérletek eredményeivel [30].

Ismeretes, hogy a hidrosztatikai nyomas novekedése a fehérje-tarsuldsok széteséséhez
vezet. Ezt az effektust haszndltuk fel az R és T allapota Hb effektor-mentes és effektort kotd
allapotainak Osszehasonlitdsara. Kisérleteinkben a hidrosztatikai nyomés ndvelése mellett
mértilk a molekula triptofdn savmaradékainak fluoreszcencia-paramétereit és kimutattuk,
hogy a tapasztalt valtozas a tetramer szerkezet dimérekké valo széteséséhez rendelhetd. Az
egyszerli mérésbdl szarmazd paraméterek érdekes jellemzoi a szerkezetnek, és jo egyezést
mutatnak az irodalomban taldlhaté adatokkal. Az altalunk nyert 0ij adatok egyértelmiien
bizonyitjak, hogy az oxigén asszocidciot modositd alloszterikus effektorok kotddése az
alegységek tercier szerkezetén keresztiil fejti ki hatisat, ami a hatarfeliileteken attevédve
modositja az alegység hem-csoportjanak kdrnyezetét [35].

TPPP/p25, egy uj agy-specifikus feherje [4,5,10,13,14,31,36]

A legtobb intracellularis fehérjének jol meghatarozott mdasod- ¢és harmadlagos
térszerkezete van, azonban a human genom in silico analizise szerint nem elhanyagolhat6
hanyaduk nem rendelkezik ilyen szerkezettel. Ezeket a fehérjéket eredendden szerkezet
nélkili (,intrinsically unstructured’) fehérjéknek nevezziik. Bebizonyosodott, hogy gyakori
neurodegenerativ betegségek, pl. a Parkinson-kér (PD) vagy az Alzheimer-kor (AD)
kialakuldsaban ilyen szerkezet nélkiili fehérjék meghatarozo szerepet jatszanak. Nyilvanvalo,
hogy tovabbi szerkezetnélkiili fehérjék, és a veliikk kolcsonhatd partnerek azonositasa, a
kolcsonhatasok molekularis és sejtszintii jellemzése alapvetd jelentdségli mind az alapkutatés,
mind a hatéanyag-tervezés szempontjabol.

A kozelmultban a mikrotubularis rendszerrel és a CaM-nal 6sszefiiggd fehérje-fehérje
kolcsonhatasok molekularis szintli vizsgalata soran egy 0j agy-specifikus fehérjét izolaltunk,
melyet az in vitro funkcidja ¢és molekulatomege alapjan TPPP/p25-nek (Tubulin
Polymerization Promoting Protein) neveztiink el [5]. Elsédleges szerkezete nagyfoku
homologiat mutat p25-szerti hipotetikus fehérjékkel, a p20-szal és a pl18-cal. A TPPP/p25
szekvencidja ugyanakkor nem mutat homoldgiat egyetlen eddig ismert fehérjeszekvencidval
sem, igy a p25, p20 és p18 fehérjék egy 0j fehérjecsaladot képviselnek. Sejt- és szdvetszintli
vizsgalataink azt mutattak, hogy a TPPP/p25 és a p20 fehérje asszocidcio révén stabilizalja a
mikrotubularis halozatot, ami a fehérje élettani hatasaval fligghet ossze.

A szerkezeteket elektronmikroszkdpidval jellemeztik, in vitro €és in vivo. Kimutattuk,
hogy a harom homolog fehérje eltéré mikrotubularis ultrastrukturak kialakulasat eredményezi.
Ezek a funkciondlis sejt- €s szOvetszintli vizsgalatok azt valdszinisitették, hogy a harom
fehérje a nagyfokti homologia ellenére jelentds szerkezeti kiilonbségeket mutat. Egy 1j
predikcidés modszert alkalmazva azt talaltuk, hogy a TPPP/p25 N-termindlis szakaszaban egy
hosszll és rendezetlen szakasz taldlhatd, mig a C-terminalis részben viszonylag révidebb,
szerkezettel rendelkezé és szerkezet nélkiili szakaszok valtakoznak. A molekula atlagos



rendezetlensége 46-47%, tehat valoban szerkezet nélkiilinek tekinthetd. Megallapitasainkat
kiilonb6z6 spektroszkopiai modszerekkel is aldtdmasztottuk.

Megallapitottuk, hogy a p18 fehérje jol meghatarozott szerkezettel rendelkezik, mig a
p20 fehérje a p25-héz hasonléan, inkdbb szerkezet nélkiili fehérjének tekinthetd. A harom
homolég TPPP fehérje szerkezeti kiilonbozOsége megnyilvanul a tubulinnal vald
kolesonhatasuk affinitdsi 4llanddiban, illetve az altaluk indukalt tubulin-polimerizacid
hatékonysagaban. Adataink arra utalnak, hogy a TPPP/p25 fehérje N-terminalis ,,farka” nem
lehet kizarélagosan felelds a fehérje jellegzetes sajatsagaiért.

A TPPP/p25 élettani és patologids funkcidit megszabhatjak mas fehérjékkel valo
kolesonhatésai. A tubulin illetve a mikrotubulus valdszinilileg a TPPP/p25 legfontosabb cél-
fehérjéje, emellett néhany tovabbi fehérjét is sikeriilt azonositanunk. ELISA teszttel.
Kimutattuk, hogy a centroszomakban akkumulaldédott CaM és a transzfektalt human sejtekben
ugyancsak itt felgylilemlo TPPP/p25 kozotti kolcsOnhatas szerepet jatszhat a sejtciklust
szabalyozd centroszomalis folyamatokban.

Egyeb vizsgalatok

Eléallitottuk az élesztd foszfoglicerat kindz (PGK) Trp mutdns formadit, valamint az
egy-egy Trp-al megjeldlt szeparalt doméneket. A Trp oldalldncok fluoreszcenciajara alapozott
folding kinetika egyértelmiien mutatta, hogy a domének feltekeredése érzékeny a masik
domén jelenlétére. Az effektus aszimmetrikus, az N-domén Onmagaban gyorsabb
feltekeredést mutatott, mint a teljes fehérjében, mig a C-domén esetén a kolcsonhatas
ellentétes hatast valtott ki [22]. A fent leirt PGK formak esetében, pH 2-6n denaturalt
formabal kiindulva kitekeredési folyamatot inditottunk el, amelynek vizsgaltuk a kinetikajat 1
ms-tol 4 napig terjedd idétartamban. A misfolding sordn amyloid fibrillumok alakultak ki,
amelyeket elektron-mikroszkopiaval észleltink. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a
domének kozotti kapcsolat mar hamar megmutatkozik, és mind a misfolding-ot, mind az
amyloid fibrillumok kialakulasat befolyasolja [34]. Elkészitettik az éleszté PGK His-tag
valtozatat, ¢s a vad tipussal egyiitt refolding kinetikai méréseket végeztiink az 1 ms — 1000 s
tartomanyban. Kimutattuk, hogy az eredmények megfelelnek a folding jelenség hierarchikus
energia-landscape modellel valo leirasdnak, amelynek megadtuk a konkrét jellemzo
paramétereit. Ez az elsé eset az irodalomban, hogy konkrét mérésekhez illeszkedd
hierarchikus energia-landscape modellt sikertilt alkotni [33].

Foglalkoztunk még a tridzfoszfat izomerdz egy érdekes mutdnsaval [21] és enolaz
izoformak mikrotubulusokkal valé kolcsonhatasaval a miogenezis sordn [29].
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