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KISERLETILEG MEGHATAROZOTT, BELSO DINAMIKAT TUKROZO
FEHERJESZERKEZETT SOKASAGOK: ELOALLITAS, ELEMZES ES
BIOLOGIAI RELEVANCIA

GASPARI ZOLTAN

Az ut6ébbi évtizedekben nyilvdnvaléva valt, hogy a fehérjék térszerkezete
mellett bels6é dinamikajuk is kulcsfontossagu szerepet jatszik biolégiai funkci-
djuk meghatdrozasdban és finomhangolasaban. A bels6é mozgasok atomi szin-
tl reprezentacidjara olyan 4j modellek keriiltek el6térbe, amelyek ugyanan-
nak a molekuldnak nagyszamu kiilonbozo térszerkezeteit tartalmazzék, ame-
lyek kozotti kiilonbségek nem elsésorban bizonytalansaghdl adédnak, hanem
azt biztositjak, hogy a szerkezetek Osszessége megfeleltetheto legyen egyes,
a bels6 dinamikara vonatkozé kisérleti paramétereknek. Aldbb réviden &at-
tekintem az ilyen térszerkezeti sokasagok eldallitasanak f6bb mddszereit és
azok validdlasanak legfontosabb alapelveit. Végiil két, sajat kutatasainkbdl
vett példan bemutatom a koncepcié alkalmazhatésdgét.

1. Bevezetés

A fehérjék az élet alapveté molekulai kozé tartoznak. A molekuldris biolégia
régi alaptétele szerint a fehérjék szekvencidja, azaz az Oket felépité aminosavak
sorrendje meghatarozza térszerkezetiiket, azaz atomjaik egymashoz képesti térbeli
elhelyezkedését. Az utdbbi évtizedekben ez annyival egésziilt ki, hogy a szekvencia
nem csupan a térszerkezetet, hanem annak idébeli atalakuldsait, azaz dinamikajat
is meghatarozza. A jol meghatarozott haromdimenzios szerkezettel biré fehérjék
mellett ez igaz az tn. funkciondlisan rendezetlen fehérjékre is, amelyek bioldgiai
feladatukat gy latjak el, hogy nem rendelkeznek egyetlen jol koriilirhato térszerke-
zettel. Ezek a fehérjék igen dinamikusak, rovid id6 alatt nagyon valtozatos térbeli
elrendezédéseket vehetnek fel, szerkezetiik mégsem teljesen véletlenszerti.

Az utébbi évtizedben minden korabbindl nyilvanvalébba valt, hogy a fehérjék
bels6 dinamikéja, azaz a térszerkezet idObeli megvaltozasa jelentOs szerepet jatszik
a bioldgiai funkci6é betoltésében. A fehérjék bels6 mozgasai kozott vannak, ame-
lyek jellemzoen néhany ezred, vagy akar milliomod masodperc alatt jatszodnak le,
és vannak, amelyek akar 10~Y masodpercnél is jéval gyorsabban. A gyorsabb moz-
gasokat tipikusan a molekuldris folyamatok entrépidjahoz valé hozzajarulasuk, a
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lassabb, milliszekundum-mikroszekundum idéskalaja dtrendezédéseket pedig a ké-
miai reakcidk segitéséhez (katalizis), egyéb molekuldkhoz val6 kotéshez sziikséges
alakvéltozasok miatt tartjuk fontosnak[7], bar a hatdrvonalak természetesen nem
minden esetben élesek. A jelenleg népszerii elmélet, a konformerszelekcié szerint
egy adott partner, pl. gyégyszermolekula a folytonosan valtozd szerkezeti fehérje-
molekuldk koziil azokkal létesit kapcsolatot, amelyeknek alakja (és ezzel egyiitt
fizikai-kémiai tulajdonsdgai, pl. elektromos t6ltéseinek helyzete) éppen megfele-
16 a kolcsonhatéas kialakitdsahoz. Ezaltal a szerkezetvaltozasnak megfelelé kémiai
egyensily eltolédik a fehérje-partner komplex irdnydba, igy végiil a fehérjék nagy
része kotott allapotba kertil.

A fehérjék szerkezetét az Oket alkoté atomok 3D koordinatdival adjuk meg.
A belsé dinamika lefrasdhoz tobb ilyen koordindtakészletet hasznalunk, ez a szer-
kezeti sokasdg, a gyakorlatban ponthalmazok Osszessége. A kiilonb6zé ponthal-
mazokban (szerkezetekben) ugyanazon atom pozicidjat leiré koordindtdk kozotti
kiilonbségek tiikrozik az adott atom mozgékonysagat ugy, hogy kézben minden
teljes ponthalmaz egy-egy kémiailag is redlis molekulaszerkezetet ir le.

” 2

2. Dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok el6allitasa és elemzése

A fehérjék minden egyes szerkezetéhez rendelhetiink egy, az atomok egymads
kozotti helyzetébdl szarmazo potencidlis energiat. Idedlis esetben, ha ismernénk
minden lehetséges szerkezetet és azok energiajat, akkor a Boltzmann-eloszlds alap-
jan meg tudnank hatarozni az egyes szerkezetek gyakorisdgdt, és ezaltal a fehérje
megvaldsuld szerkezeteinek és azok egymashoz viszonyitott gyakorisaganak teljes
leirasat tudnank nyujtani. A gyakorlatban ez tobb okbdl sem megvaldsithats. A
lehetséges szerkezetek szama csillagaszati, egy 100 aminosavbol 4116 fehérje eseté-
ben évatos becslés szerint is nagysigrendben 3190 térszerkezetet kellene eldéllita-
ni és megvizsgalni. Masrészt a potencidlis energia pontos kiszdmitdsa is nagyon
er6forrasigényes. Ezért jelentGsen egyszeriisitett fizikai modellek segitségével, az
ismert fehérjeszerkezetekre jellemzé tulajdonsagokat felhasznalva probaljuk meg a
varhatdan leggyakoribb, legfontosabb szerkezeteket és azok egymads kozotti atme-
neteit lefrni. Ezen leirds pontossagdt noveli, ha megkoveteljitk, hogy a szerkeze-
tek Osszessége feleljen meg a kisérletileg meghatarozott paramétereknek. Ennek
legfontosabb feltétele, hogy ezek a paraméterek a kémiai szerkezet ismeretében
becsiilhetéek, ,visszaszamolhatoak” legyenek, azaz legyen egyértelmii kapcsolat a
térbeli szerkezet és az adott paraméter kozott. A kisérleti paraméterek lehetnek
olyanok, amelyek egyenként, minden szerkezetre kiilon kiszamithatéak és a szer-
kezetek Osszességére vonatkozéan megfeleld6 modon atlagolnunk kell Sket, illetve
olyanok, amelyek csak tobb szerkezet, azaz ponthalmaz egyiittesére értelmezhe-
téek. Az elsore példa az in. nukledris Overhauser-effektusbdl szarmaztathaté, a
hidrogénatomok kozotti tavolsagokra vonatkozd paraméter, mely minden szerke-
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zetre kiszamithaté adott atompar esetére, a sokasagra atlagolni pedig nemlindris
médon sziitkséges (1. egyenlet):

N -1/6
Tavg = (Z ) : (1)

=1

ahol r; az i. szerkezetben mért tavolsdg, N a szerkezetek szdma, rq,g pedig a
kisérleti adattal Osszevetheto, a szerkezetek sokasidgara vonatkozé atlag.

Ezzel szemben az tn. S? rendparaméter csak tobb szerkezeten értelmezhetd,
egyetlen szerkezeten értéke mindig 1 (2. egyenlet, [4]).

3, . .
Sfj:§(< 85>+ < gy >+ <8 >+

o o A 1
2 < TijYij >2 42 < TijZzij >2 492 < YijZij >2) — (2)

ahol ;; az 7 és j atomok mint hdromdimenziés pontok kozotti vektor irdnyaval
megegyezd irdny1 egségvektor x komponense egy szerkezetben, < #;; > pedig ezek
atlaga az Osszes szerkezetben.

A gyakorlatban a dinamikus sokasagok el6allitasara két f6 megkozelités 1étezik
[2]: a kisérleti adatokkal mint megkotésekkel kombinalt, sokasdg alapi, un. mo-
lekuladinamikai szimulécid, illetve a nagy szerkezeti sokasdgbol a paramétereknek
valé megfelelés alapjan valogatd szelekcids eljarasok. El6bbi megkozelitésnél egy-
szerre tObb fehérjeszekezetben modelleziik az atomok elmozduldsat olyan mdédon,
hogy az egyidejiileg megvaldsulé atomi elrendez6dések megfeleljenek a kisérleti
paramétereknek. A szelekcids eljardasok soran nagyszamu, kémiailag realis lehetsé-
ges atomelrendezodést generalunk, és ezek koziil valasztunk ki szerkezeteket ugy,
hogy azok Osszessége minél jobban teljesitse a mért paramétereket. A szelekcids
eljarasok lehetnek determinisztikusak vagy sztochasztikusak.

A kapott sokasdgok mindségének ellenérzése, validaldsa sordan két szempon-
tot kell érvényesiteniink [1], [8]. Egyrészt elvards, hogy a szerkezetcsaldd minden
tagja geometrialiag redlis legyen, azaz az atomok mint pontok kozott definialt ta-
volsagok és szogek fizikailag és kémialiag megfeleloek legyenek, pl. az egymashoz
kémiai kotéssel kapcsolédd atomok ne legyenek egymastdl tal tavol, az egymas-
hoz nem kapcsoléddak til kozel stb. Masrészt természetesen kivanatos, hogy a
szerkezetek Osszessége megfeleljen az adott molekuldra mért kisérleti adatoknak,
azoknak is, amelyeket felhasznaltunk a szerkezetek elGallitdasakor, és azoknak is,
amelyeket nem. Ez utébbi a keresztvalidacié, melynek fontos jelentosége van annak
megitélésében, hogy a kapott szerkezeti sokasdgok ténylegesen mennyire jé modell-
jei a valésagban megvaldsulé molekularis szerkezeteknek és elmozdulasoknak, és
felhasznalhatéak-e biokémiai jelenségek értelmezésére.
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3. Alkalmazasok

3.1. A PAF gombaellenes fehérje

A PAF (Penicillium antifungal protein) egy igéretes gombaellenes fehérje, mely
szelektiven pusztitja az Aspergillus nem fajait. M{ikodési mechanizmuséardl ugyan-
akkor igen keveset tudunk, kétOpartnere nem ismeretes. Errol az 55 aminosavas
fehérjércdl a Debreceni Egyetemen Batta Gyula vezetésével atfogd NMR-vizsgalatok
késziiltek, amelyek arra utalnak, hogy az NMR-spektroszképiaval kozvetleniil ész-
lelhetd forma csupdn a molekuldk mintegy 70%-4t képviseli, a maradék kb. 30% a
mérések szamara ,lathatatlan” ,s6tét anyag”. A molekula szerkezete mind hiités,
mind melegités hatasara megbomlik. Mindemellett sikeriilt egy, a mérhetd for-
maval kémiai egyenstlyban 1év6, kozvetleniil nem észlelheté allapot detektaldsa,
amely azonban 6nmagaban csupan a ,,s6tét anyag” elenyészo részéért lehet felelOs.
Kisérleti adatokbdl szarmazé megkotéseket alkalmazé molekuladinamikai szami-
tasokkal [6] eléllitottuk az észlelhetd allapot gyors, 1072 — 1072 mdsodperces
idéskalaju dinamikajat leird térszerkezeti sokasagot, valamint egy megfeleléen val-
tozatos szerkezethalmazbdl kiindulva sztochasztikus szelekciéval feltérképeztiik a
hideg és meleg kitekeredett allapotra jellemz6 szerkezetek kozotti kiillonbségeket.
Ezen feliil modelleztiink néhany olyan szerkezetet, amelyek egyiittesen, kozelitSleg
leirjak a 6 forméval egyensilyt tarté ,rejtett” allapotot. Elmondhatd, hogy bar
a fehérje nem megy at drasztikus szerkezetvaltozason, egyes jél koriilhatarolhaté
szerkezeti részei jelentsen és jellegzetes médon kiillonboznek az egyes allapotokban.
Ezt az tn. lokdlis RMSD (root mean square deviation), az egyes atomi poziciok
eltéréseit jellemzd mennyiség is j6l mutatja (3. egyenlet, 1. dbra). Osszességében
egy olyan modell allithaté fel, ahol szamos, kozvetleniil nem észlelhet6 forma tart
egyensulyt a kozvetleniil mérhet6 allapottal. Ezek funkcionalis szerepe jelenleg
kérdéses [5] (1. dbra).

ahol d; a vizsgdlt atom tavolsaga az N darab szerkezetre vonatkozo atlagos pozi-

ciojatdl az i. szerkezetben.
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1. dbra. A PAF gombaellenes fehérje dllapotai. A diagramon a lokalis RMSD
lathatd, kékkel a hideg, pirossal a meleg kitekeredett forma és a szobah&mérsék-
leten domindns lathaté allapot kiilonbsége, zolddel a hideg és meleg kiteketredett
formak kozotti eltérés.

3.2. Parvulin tipusi peptidil-prolil izomerazok

Egy 1jabb, sajat kutatdsainkbdl vett példa az in. parvulin tipust peptidil-
prolil izomerdzok (fehérjemolekuldkban adott molekularészletnél lejatszodé szer-
kezeti dtalakuldst segité fehérjék) osszehasonlité vizsgdlatdbdl szérmazik. Ezen
izomerazok koziil egyesek egyrészt segitik mas fehérjék szerkezetének megfeleld
kialakulaséat a sejten beliil, masok fontos genetikai szabélyozé folyamatokban vesz-
nek részt. Munkank soran a molekulacsalad harom kiilénb6z6 tagjanak gyors,
10712 — 10~ mésodperces idéskalaji dinamikat tiikrozo szerkezeti sokasdgait alli-
tottuk el6, majd elvégeztiik ezek Gsszehasonlito elemzését. Megallapitottuk, hogy
a vizsgalt fehérjék kozotti legfontosabb kiilonbség a szerkezet ,kinyil6” mozgasé-
nak mértékében van. Ez a kinyilé mozgas azon régiot érinti, ahol a parvulinok a
partnerfehérjéket megkotik, és azok szerkezeti atalakulasat, izomerizaciojat kata-
lizaljak, segitik. Részletesebb vizsgalataink, tobbek kozott a szerkezeti sokasdgok
fékomponens-elemzése és korabbi irodalmi adatok alapjan felallitottunk egy olyan
modellt, amely szerint ezen kinyilé mozgas jellemz6i hozzdjarulnak annak megha-
tarozasahoz, hogy az egyes parvulinok mely partnerfehérjéket ismerik fel és azok
atalakuldsat milyen hatékonyan segitik. Maga a kinyilé mozgéas tobbféle médon
befolyasolhatd, vagy egyes, minden parvulinban megtaldlhaté aminosavak kozotti
atomi kolcsonhatasok, nevezetesen hidrogénkotések adott parvulinra jellemzé 1ét-
rejottével, vagy olyan, csak bizonyos parvulinokban meglévé tovabbi molekularész-
let, in. WW domén segitségével, melyek szintén felismerik a partner molekuldkat
[3] (2. dbra).
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Hisztidin aminosavak koré
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2. dbra. A parvulinok kotészebének kinyilé mozgdsa és az azt szabalyozd fakto-

rok,

balra véazlatosan, jobb oldalon egy konkrét parvulinon bemutatva, kiemelve a

konzervalt hisztidin aminosavak koré szervez6do hidrogénkotés-halézatot.
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PROTEIN STRUCTURAL ENSEMBLES REFLECTING INTERNAL
DYNAMICS: GENERATION, EVALUATION AND BIOMEDICAL
RELEVANCE

ZOLTAN GASPARI

Protein molecules are dynamic by nature and their internal dynamics is considered as a key
factor determining and fine-tuning their mode of action. Motions in the microsecond-millisecond
regime are generally considered as governing molecular recognition by changing the shape and
surface properties of proteins, whereas dynamics on the picosecond-nanosecond time scale is
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primarily thought to contribute to conformational entropy. Getting a detailed, atomic-level de-
scription of these motions is a nontrivial task. Currently, the best general approach is to combine
molecular mechanics with experimental data obtained for the given protein. The resulting rep-
resentation is an ensemble of protein conformations whose diversity reflects the motions of the
protein occurring at a given time scale[1]. Such ensembles can be generated by molecular dynam-
ics calculations directly restrained with experimental data or by selecting a suitable subset of a
large pre-calaculated pool of conformations. The resulting ensemble should be carefully evalu-
ated for compliance with experimental parameters with special emphasis on those not included
in the generation of the ensemble (cross-validation). Only then can the ensemble be analyzed
in terms of biological relevance, whether it can be used to get closer to the understanding of
mechanistic details of protein action. Application of the methods on the antifungal protein PAF
and parvulin-type peptydil-proline isomerases are summarized briefly.

Keywords: applied mathematics, molecular dynamics, protein structure.
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