Specifikus DNS szekvenciak felismerésének molekularis szintii
értelmezese

A specifikus DNS felismerés molekularis tényez6i kozul megvizsgaltam a i)
kétértékii fémionok; i) a fehérje szegmensek (esetleg egyedi oldallancok)
flexibilitasanak; valamint a iii) fehérje alegységek kdzotti kommunikécionak szerepét a s
a specifikus kotédés folyamataban, valamint értelmeztem a kétértékii ionok katalizishez
torténé hozzajarulasat.

Ismeretes, hogy a mikddesikhoz kétértékii fémionokat igényl6 restrikcios
endonukleazok szekvencia-specificitasa Mg®* és Mn®* ionok jelenlétében lényegesen
eltér egymastél: a Mn?* ionok hatésara a szelektivitas éltalaban tobb nagysagrenddel
csokken. Mivel a kétfele fémion elhelyezkedése és koordinacioja a restrikcios enzimek
aktiv helyén nagyon hasonlo, a jelentds szelektivitds kilénbség finomabb
elektronszerkezeti killonbségekre vezethet6 vissza. Magas szintt ab initio szamitasokkal
kimutattuk, hogy mar a fémion-nukleinsav-bazis kolcsonhatasok energetikaja lényegesen
eltér Mg** és Mn?" ionok esetén, még akkor is, ha a két fémion azonos pozicidban
kapcsolodik a heterociklushoz. A Mn?** ionok DNS bézisokkal alkotott komplexei
gyengébben kotottek, nagyobb geometriai valtozékonysagot mutatnak, mint a Mg?* ionok
megfelel6 komplexei, mely akar 0j hidrogénkotések kialakitdsdhoz is vezethet. A
bazisokrél a Mn?* ionokra joval nagyobb a toltésvandorlas, mint Mg?®* ionok esetén, ami
a komplexek képzodése szempontjabol kedvezoétlen. Ehhez hasonloan a polarizacio
mértéke is nagyobb ezekben a komplexekben. Ezek a kilénbségek a szolvatacio
figyelembe vételével noének. Ebben az értelemben a fehérje oldalllancok tovabb névelik a
hidratalt fémionok és DNS bazisok kolcsonhatasai kozotti kulonbsegeket. Mivel ezek
finom elektronszerkezeti okokra vezethetok vissza, a két fémion kozotti szelektivitasbeli
kilonbséget sikerult mér a hidratalt fémion-DNS bazis szinten visszaadni (Solt, 2007).

Annak ellenére, hogy a kétértékii fémionok elengedhetetlen feltételei a restrikcids
endonukledzok katalitikus aktivitdsdnak, szamuk a reakcidban nem egyértelmi.
Biokémiai és szerkezeti adatok alapjan egy, két valamint harom fémiont tartalmazé
katalitikus modell is létezik. Molekuladinamikai (Mones, 2007a) és hibrid
kvantummechanikai/molekulamechanikai szamitasokat (Mones, 2007b) végeztiink annak
eldontésére, hogy a BamHI enzim kristalyszerkezetében megfigyelt két fémion milyen
mértékben jarul hozza az enzim aktivitadsdhoz. Megéllapitottuk, hogy a két fémion sem
szerkezeti, sem pedig energetikai szempontbdl nem egyenértékii. Az A fémion erésebben
kotodik és kevésbé flexibilis, mint a B fémion és a katalizis soran kitlintetett szerepet
jatszik. Ez a fémion stabilizélja a foszfodiészter-hidrolizishez sziikséges nukleofilt, és
koordinalja azt a reakcio atmeneti allapotaig. Ezzel szemben a B fémion az atmeneti
allapot stabilizaciojadhoz jarul hozza és hidnya csak kisebb mértékben csokkenti a
katalitikus hatdst. Ez a megfigyelés 0Osszefuggest teremt a két és az egy fémiont
tartalmazo restrikcios enzimek kozott, hiszen a katalizalt reakcidban csak egy fémion



(mely mindegyikben jelen van) jatszik kitlintetett szerepet. Ezek a szdmolé&sok tehéat a
restrikcios endonukleazok divergens evolucidjanak modelljét timogatjak.

A dUTPA&z fehérje mikddésében, a dUTP szubsztattal kialakitott kdlcsénhatasokban
lényeges szerepe van a C-terminalis résznek; mely flexibilitasa miatt azonban
szerkezetileg nehezen jellemezhet6 rontgenkrisztallografids modszerekkel. Ez indolkolja,
hogy a C-terminalis szegmens miuikddésének ertelmezeéséhez homoldgia-modellezést,
valamint molekuladinamikai szimuldcidkat végeztem (Németh-Pongracz, 2007). Az
MPMV  (Mason-Pfizer monkey virus) dUTPaz trimer szerkezetébdl kiindulva
elééllitottam a 218-228 aminosavak alkotta ,kar” modelljét és megvizsgaltam a
szubsztrat kotesben lényeges szerepet jatszo kolcsonhatasokat. Kiderdlt, hogy ebben a
dUTPaz szerkezetben a kar a sajat monomerre hajlik vissza és nem a szokasos modon a
szomszéd monomerre lapol at. Megallapitottam, hogy annak ellenére, hogy a Kar
nagyfoku flexibilitassal rendelkezik a dUTPaz y foszfatja és az Arg222 guanidinio
csoportja kozott stabil hidrogénkotés alakul ki. A masik szubsztratot rogzit6é kolcsonhatés,
a Phe222 oldallaccal kialakitott van der Waals kontaktus viszont joval variabilisabbnak
mutatkozott. Ezek a megfigyelesek 6sszhangban vannak mutacios Kkisérletek
eredmeényeivel. Kimutattam tovabba, hogy a szubsztrathoz kapcsoldéddé (un. zart) C-
termindlis kar szdmos kontaktust létesit a szomszédos monomer egység flexibilis N-
termindlis végével mely a flexibilis C és N terminalis szakaszok egyiittes feltekeredésére
(Un. ,,co-folding”-jara) utal. A kiemelkedé flexibilitdsi C-terminalis szakasz szerepe tehéat
a szubsztrattal kialakitott kozvetlen kdlcsonhatdsokon kivil a szubsztrat megkdtéséhez
szlikséges szerkezeti elemek kialakitésa és valoszintileg a termék tdvozasanak elésegitéese.

Az EcoRI és az Rsrl restrikcios endonukleazokbdl egy 60 aminosav hosszl szakasz
cseréjével sikerllt egy hibrid, mukddokepes endonukleazt eléallitani, melynek
viselkedését molekuladinamikai szimulaciok segitségével probaltam meg értelmezni
(Chuluunbaatar, 2007). Kimutattam, hogy az enzim tobb specifikus kdlcsénhatast kepes
kialakitani a szubsztrat DNS-el, mint az EcoRl, igy valészinileg erésebben koti azt. A
dimer enzimben a ket monomer egydittes viselkedését 6sszehangold szerkezeti elem az un.
‘cross-talk ring' az EERE-ben megsziinik, igy az EERE két felében a DNS hasitas
val6sziniileg nem egyidejiileg torténik meg.

A rendezetlen fehérje-szegmensek részvételével torténd specifikus felismerés
jelenségét elsésorban bioinformatikai modszerekkel vizsgaltam. Sikerult kimutatni, hogy
a rendezetlen fehérjék nem teljesen szabalytalan szerkezetiiek, hanem rendelkeznek
részlegesen rendezett, tranziens masodlagos szerkezetekkel (,,pre-formed element”),
melyek a felismerésben és kotédésben kitlintetett szerepet jatszanak (Fuxreiter, 2004).
Szémos kisérleti eredmény igazolta ennek az elméleti modellnek a jogossagat. Egy ilyen
tranziens szerkezeti elem mikodését és kotodésre gyakorolt hatasat molekuladinamikai
és szabadenergia-perturbacios madszerekkel részletesen elemeztilk a CREB fehérje KID
domenjének a CBP fehérje KIX doménjéhez tortené kapcsolodasakor (Solt, 2005).

Fehérjék specifikus kotédeséért szamos esetben nagyon rovid, gyengén konzervalt
szakaszok felelések. Megvizsgaltuk, hogy milyen altalanos szerkezeti feltételeknek kell
ilyen felismeréskor teljestilnitik. Kimutattuk, hogy az ilyen linearis motivumok miikddése
gyakran hosszabb rendezetlen szakaszokhoz kapcsolhatd, melyek képlékenysege elésegiti



a kotédést (Fuxreiter, 2007). Irodalmi kereséssel szdmos olyan komplex szerkezetet
sikerult talalni, mely a kotédés utan is tartalmaz rendezetlen régiokat, melyek Kritikus
szerepet jatszanak a felismerés szempontjabol (Tompa, 2008).
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