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1. BEVEZETES

.4 haladas a kezdetleges megolddsoktol a bonyolultakon at az egyszeriiekig vezetd ut.”
(Kurt Biedenkopf)

A bioldgiai rendszerek makromolekuldi kozott, a fehérjéket is beleértve, specifikus
felismeré mechanizmusok biztositjak azok szervezett, 6sszehangolt miikodését, amelyek az
¢letmitkodésekhez sziikségesek. Az enzimfehérjék specialis szerkezeti adottsagai teszik
lehetdvé szubsztratjaik felismerését, melyek kémiai atalakulasat katalizaljak. A biokémiai
tudomanyok kezdeti korszakaban az enzim-szubsztrat kapcsolatot a kulcs-zar hasonlattal
kozelitették meg. Hamarosan kideriilt azonban, hogy a felismerés ennél sokkal komplexebb
folyamat, melyben a fehérjék szerkezetének flexibilis jellege dontd szereppel bir. A fehérjék
haromdimenzids szerkezetét kialakit6 nem kovalens kotések (H-hidak, van der Waals és
elektrosztatikus kolcsonhatasok) olyan természetiiek, hogy a hdomozgas energidjanak
rovasara képesek atrendez6dni, ami helyi, lokalis fluktuaciokat vagy nagyobb léptékii
szerkezetvaltozasokat eredményezhet (mint hurokrégiok elmozdulasa vagy a domének
relativ elmozdulasa). A kiilonféle ligandumokkal (szubsztratokkal, effektorokkal) valo
kapcsolat e mozgasokat olyan irdnyba befolyasolja, hogy az enzim-szubsztrat kapcsolat a
katalizalt reakcié szempontjabol optimalis modon alakulhasson, a reagald csoportok
megfelel6 kozelségbe keriilhessenek. Ezen kolesonhatasok az enzimek specialis kotdhelyein
(pl. a szubsztratkotd zsebekben), viszonylag kisszamu aminosavoldallanc részvételével
jonnek létre, mégis szerkezetvaltoztatd hatasuk gyakran a fehérjemolekula tavolabbi részein
is megnyilvanul. Ez az un. allosztéria jelensége, melyet mar régen felfedeztek, azonban
mechanizmusanak molekularis szintii részleteirdl még igen keveset tudunk.

Doktori munkam soran arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy milyen modon
torténik meg egy tipikus, két doménbdl felépiil6 kinaz enzim, a 3-foszfoglicerat kinaz (PGK)
nyitott (inaktiv) konformacioju allapotanak a zart (aktiv) formava torténd atrendezddése.
Munkam kezdetén mar sokrétli informacié allt rendelkezésemre a PGK miikodésérol,
csoportunk is kozremiikodott az enzim kiilonb6z6 rontgenkrisztallografias szerkezeteinek
(konformacidinak) meghatarozasaban, a molekula lehetséges csuklorégioinak kijelolésében
és a szokvanyostol eltérd enzimkinetikai viselkedésének szerkezeti alapon torténd
értelmezésében. Munkam soran a PGK feltételezheté f6 csukld régidja miikodésének, azaz
az enzimmikodéshez nélkiilozhetetlen doménzardédas folyamatanak az oldallanc-

kolesonhatasok szintjén torténé megértését tiiztem ki célul.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szerkezeti flexibilitas és a fehérjemiikodés kapcsolata

Az enzimfehérjék az €10 szervezetekben specialis feladatokat latnak el
Meghatarozott szerkezetli szubsztratok specialis kémiai atalakulasat katalizaljak, lehetové
téve az ¢élethez sziikséges anyagesere-folyamatok megfelelé sebességgel torténd
végbemenetelét. Ahogy szamos Osszefoglald munka is targyalja, az enzimaktivitas
kifejtéséhez nélkiilozhetetlen a fehérjeszerkezet stabilitasa és flexibilitasa kozotti preciz
egyensuly [1-3]. Az enzimeknek elég stabilaknak kell lenniiik ahhoz, hogy haromdimenzios
szerkezetitket fenntartsak: megfeleld térszerkezettel, aktiv helyiikon meghatarozott
pozicidban, meghatarozott katalitikus oldallancokkal kell rendelkezzenek. Ugyanakkor elég
flexibilisnek is kell lenniiik azonban ahhoz, hogy a katalizishez optimalis modon kdssék meg
a szubsztratokat, a kémiai reakcio lejatszodhasson, és a termékek felszabadulhassanak.

Mar régen feltételezték, hogy egy nativ allapott (feltekeredett) fehérjének fiziologias
homérsékleten, oldatban, nem egyetlen, hanem tobb konformacios allapota létezik, melyek
egymassal egyensulyban vannak [4, 5]. Ma mar kisérletes bizonyitékok egész sora all
rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a homozgas révén ezek a konformerek, melyek
stabilitasa nagyon hasonld, egymasba konnyen atalakulhatnak mégpedig a funkcid
kifejtéséhez sziikséges optimalis modon [6].

Amint azt az 1. dbra is szemlélteti, kisebb aktivalasi szabadentalpia (AGi) befektetést
igényl6 lokalis fluktuaciok gyorsan, a piko- ill. nanoszekundumos idéskalan zajlanak.
Emellett elofordulnak lassabb, a mikro- és milliszekundumos idéskalan lejatszodoé mozgasok
is, melyek kisebb valosziniiséggel, ritkabban kovetkeznek be, hiszen nagyobb
energiabefektetést igényelnek. Ilyen példaul az A allapotbol B konformacios allapotba vald
atalakulas. Ezek a mozgasok mar kiilonboznek a random fluktuacioktdl, rendszerint a
molekula nagyobb részletének kooperativ, iranyitott elmozdulasat jelentik. Ezek a
konformaciés mozgasok az aminosavszekvencidban és ezzel egyiitt a térszerkezetben
kodoltak, vagyis ez a dinamizmus a fehérje belsé sajatsaga.

A fehérje konformacios energiatérképe fiigg az adott koriilményektSl. Ha a rendszer
megvaltozik, pl. ligandumkétédésre, mutacio vagy akar kiilsé koriilmények (hémérseklet,
pH, ionerdsség) valtozasanak hatdsara, az magaval vonja az energiatérkép megvaltozasat is.
A ligandum kotédése tehat nem indukalja az 0j szerkezet kialakulasat, hanem csupan

szelektiven kotédik bizonyos konformerekhez és ezaltal eltolja a kiilonb6zé konformerek



kozti egyensulyt (a kérdést részletesebben a 2.2.4. fejezetben targyalom). Bahar és
munkatarsai szerint egy nativ fehérje oldataban lévé egyensilyi konformereknek, melyeknek
konformacios energidja a globalis energiaminimumhoz kozeli, feltételezhetéen funkciojuk

van [7].
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Konformciés koordinita
1. abra A nativ konformaciés allapotok sokfélesége Henzler-Wildman és mtsai nyoman [1]
Az abran a nativ allapotnak megfeleld lokalis energiaszintek lathatoak a konformacios koordinata
figgvényében. Ez az energiaszint perturbalodhat a koriilmények (ligandumkotés, mutacio, oldoszer,
ionerd, pH) megvaltozasa éltal. Ezt szemléltetik a vilagoskék és sotétkék szinti gorbék.

Az elméleti munkak és a kisérletes tapasztalatok alapjan még a latszolag random
mozgasoknak is szerepilk van a biologiai funkcio kifejtésében. Az egyre novekvd
mennyiségli adat birtokaban azt lehet mondani, hogy a fehérjéknek belsé sajatsaguk,
hajlamuk van arra, hogy a funkcionak megfelelé konformacios valtozasokon menjenek 4t, és
valoszintileg evolucids nyomas is van arra, hogy a megfeleld struktirak szelektalodjanak.

A fehérjén belill megvalosulé mozgasok lehetnek lokalis mozgasok vagy kollektiv
mozgasok [1] (2. abra). EIGbbi csoportba tartozik az egyedi kotések vibracidja az atomi
fluktuaciok szintjén, ahogy azt a hémozgas példazza. Ezek femtoszekundumos idéskalan
jatszodnak le. Szintén lokalis mozgas egy-egy oldallanc elfordulasa, a masodlagos szerkezeti
elemek deformacidja vagy az azokat 6sszekoté hurkok elmozdulasa, melyek mar zomében a
piko- és nanoszekundumos iddskalan valosulnak meg. A kollektiv mozgasok csoportjaba
tartoznak a nagyobb molekularészletek pl. nagyobb hurkok vagy domének mozgasai.
csuklo mentén torténd elforduld mozgasok mehetnek végbe. Ezek mikro- ill.
milliszekundumos idéskalan zajlanak. A 2. abra foglalja 0ssze az egyes mozgastipusokra

jellemz6 idéskalakat, valamint azok kisérletes vizsgalatara alkalmas modszereket.



Helyi flexibilitas Kollektiv mozgasok

Kotés Metil-csoport Loop  Nagyobb domének
vibracié roticié mozgas mozgasa
Oldallinc roticié

Réntgendiffrakcio
Hidrogeén-deutérium
csere
Fluoreszcencia spekiroszkopia
UV és lathaté spektroszképia
Raman spektroszkopia
Molekuladinamikai szimulicio

2. abra A konformacios mozgasok tipusai
Az abran a kiilonbozd mozgastipusok és vizsgalati modszerek idéskalak szerinti csoportositasa
lathato.

A mozgasok kiilonbozé kategoridkba sorolasa nem egyszerii feladat. Gerstein ¢s
Krebs hasonldéan az el6z0 osztalyozashoz az elmozduld egység mérete alapjan
csoportositotta a mozgasokat, de egy kicsit mas modon [8]. Harom kategoriat kiilonboztetett
meg: alegységek, domének és doménektdl kisebb szerkezeti egységek mozgasa. Ez utdbbira
példa a felszini loop-ok mozgasa, ahogy azt a fehérje tirozin foszfataz enzim esetén lathatjuk
[9], de ide tartoznak masodlagos szerkezeti elemek elmozdulasai is, igy hélixeké, mint
ebben a kategoriaban emlithetjiik, bar ez inkabb a fehérjék altalanos tulajdonsaga, belsé
flexibilitas, azaz egyfajta hattérnek tekinthetd, semmint egyedi mozgasnak. (A domének
mozgasarol 1d. 2.2.2. fejezetet) Az alegység kolcsonhatasok révén bekovetkezo
konformacios valtozasok annyiban kiilonboznek mas, nagyobb molekularészleteket (pl.
doméneket) feloleld konforméacidos mozgasoktol, hogy itt nem kovalens kélcsonhatasban 1évo
struktirak elmozdulasarol van sz6. Ezek gyakran allosztérikus kélcsonhatasok velejargjaként
kovetkeznek be (pl. hemoglobin esetén) [11]. Megjegyzem, hogy az allosztéria fogalma ma
mar joval tagabb értelemben hasznalatos: a negyedleges szerkezetben bekdvetkezd
konformaci6 valtozasokon kiviil ide sorolhatok a harmadlagos szerkezetben bekovetkezd
kiilonboz6 tipust valtozasok is, amelyek kismolekuldjii ligandum vagy masik fehérje
molekula kotédésekor észlelhetok. Az allosztéria (=masik hely) meghatarozasa szerint egy

kismolekula ill. masik fehérje molekula kotédése befolyasolja a kotShelytdl tavol esd



2.2. A doméneket érinté konformaciovaltozasok

2.2.1. A domének definicioja

Ha a fehérjéket a térszerkezet szintjén vizsgaljuk, megfigyelhetjik, hogy kompakt,
globularis, térbelileg jol elkiiloniilé egységek tagoljak oket. Ezeket az atlagosan 30-400
aminosavmaradékot tartalmazo globularis, szerkezeti és rendszerint valamilyen funkcioval is
rendelkez6 egységeket doméneknek nevezziik. Egy polipeptidlanc is gyakorta két vagy tobb
doménre tagolodhat, melyeket flexibilis lancszakaszok koétnek Ossze. Ilyen pl. az egyes
sejtek felszinén meglévé CD4 fehérjemolekula is, mely a HIV virus megtapadasara szolgalo
receptor, melynek sejten kiviili része 4 egyforma, egyenként 100-100 aminosavbol feléptilé
doménre tagolodik [13]. A domének kozotti régio lehet egyszeriibb felépitésii (pl.
immunoglobulinok esetén), de kompaktabb szerkezettel rendelkezd is. Az utobbira példa
vizsgalataim targya, a 3-foszfoglicerat kindz (PGK) enzim, mely két kb. azonos méretli
doménbdl ¢és a domének kozotti kompakt szerkezetii ,,csuklo” régiobdl épiil fel. A domének
kozott elhelyezkedd régiok rendkiviil fontos szereppel birnak a doménmozgasokban és azok
szabalyozasaban. Mindez pedig a tobb doménbdl felépiilé fehérjemolekulak mikodésének

lényeges eleme.

2.2.2. A doménmozgdsok tipusai

A doménmozgasok a fehérjeflexibilitas tipikus példajaként szolgalnak [8].
Megkiilonboztetiink csuklo koriili (elforduld) mozgast ill. nyird (csiszo) mozgast, aszerint,
hogy jelen van-e a mozgas soran egy folytonosan fenntartott érintkezési felillet vagy sem
(3. abra). A nyir6 mozgas (mely alapvetben a csiisz6 mozgas egy fajtajaként irhato le)
feltételezi, hogy egy jol ,,pakolt” (rendezett) érintkezési feliilet marad fenn a mozgas soran.
A mozgas sikja ezen érintkezési feliilet sikjaval parhuzamos, az elmozdulds sordn nem
deformalddik a félanc. Egyetlen nyiré elmozdulds nem tud dsszetett nagy mozgast eléidézni,
ezért csak tobb ilyen egyiittese képes nagy hatast kifejteni. FOként azokra a fehérjékre
jellemzé ez a tipusu doménmozgas, melyek réteges felépitésiiek. Ilyen példaul a citrat
szintaz [14, 15] és az aszpartat aminotranszferaz is [16, 17]. Csukldo mozgas esetén, ezzel
szemben nem egy folyamatosan fenntartott érintkezési felszin mentén torténik az
elmozdulas, hanem a domének az dket 6sszekotd polipeptidlancban talalhatd csuklok mentén

mozdulnak el. A csuklok mentén bekovetkezd néhany nagy torzidsszog-valtozas majdnem



elegendd a teljes mozgas kivitelezéséhez, a fehérje tobbi része mint rigid test mozdul el. A
mozgas sikja mindig meréleges az érintkezési feliilet sikjara. Jellegzetes példa erre a

laktoferrin fehérje vagy az adenilat kinaz konformacios mozgasa [14, 18].
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3. abra A doménmozgasok tipusai Gerstein és Krebs abrazolasaban [8]

Természetesen a valodi doménmozgasok ezen két alapmechanizmusbol épiilnek fel
¢és a dominald mozgastipus alapjan nevezhetjiik el 6ket. A legtobb nyiré mozgasban csuklok
is részt vesznek, osszekapcsolva a kiilonboz6 csiiszo részeket, igy a csuklok jelenléte nem
szembet(ind kiilonbség a két alapmechanizmus kozott, sokkal inkabb a folyamatosan
fenntartott érintkezési feliilet. Bar a doménmozgasok nagy része besorolhato a csuklo vagy a
nyir6 mozgasok valamelyikébe, azonban akadnak kivételek. Erre példa az az eset, amikor a
mozgas magaban foglal egy csuszast a folyamatosan fenntartott érintkezési feliilet mentén,
akar csak a nyir6 mozgasnal, azonban mivel az érintkezési felilet sima, ezért a mozgas
nagyaranyu, akar egy csuklé mozgés esetén.

Bar sokféle enzim esetén figyeltek meg doménmozgasokat, azonban még igen
keveset tudunk a mozgasok hajtoerejérdl €s arrol, hogy milyen molekularis mechanizmus

szerint, milyen iddskalan és mekkora aktivalasi energiat igényelve zajlanak le.

2.2.3. A doménmozgasok jelentésége

Az enzimek aktiv centruma a legtobb esetben a domének kozotti (interdomén)
régioban talalhato, ahol a szubsztratoknak a katalizis érdekében kotédniiik kell. fgy tehat a
doménmozgasok szerepet jatszanak abban, hogy a szubsztratok a domének kinyilasakor az

aktiv helyre bejussanak, majd a doménzarodast kovetben egy nagyon specialis



mikrokdrnyezetben a szubsztratok reaktiv csoportjai a katalizis szempontjabol optimalisan
orientalodjanak ¢és végbemehessen az enzimreakcid, majd ezt kovetden a domének
kinyilasakor a termékek tavozhassanak. A doménmozgasok jelentdsége tehat abban all, hogy
gyakran segitségiikkel alakul ki az aktiv konformacid, hatasukra olyan oldallancok
keriilhetnek térbeli kozelségbe, melyek szekvencialisan egymastol igen tavol helyezkednek
el, vagy akar egy nyitott enzimkonformacioban (pl. szubsztratmentes enzim) tavol
talalhatoak a katalizis helyétél. A doménmozgasok, pontosabban a domének Osszezardodasa
segithet kizarni a vizet az enzim aktiv helyérdl, igy akadalyozva meg a szubsztratok
nemspecifikus hidrolizisét mint mellékreakciot. A doménmozgasok szerepet jatszhatnak az
enzimreakcid mas jellegli szabalyozasaban is (pl. PGK esetén ilyen az anionok altali

aktivalas, 1d. 2.3.3.3.2. fejezet).

2.2.4. Belsé sajatsaga-e a fehérjéknek a doménzarodas vagy a szubsztratok indukaljak?

Manapsag két ellentétes szemlélet talalhatdo az irodalomban. Az egyik szerint a
biologiai funkcidhoz sziikséges konformaciés mozgasok, mint pl. a doménzarddas,
szubsztratok tavollétében is bekdvetkezhetnek; a masik szerint pedig a szubsztratok
indukaljak a doménzarodast, vagy az egyéb allosztérikus jellegli valtozasokat. Az ,.ellentét”
nem kibékithetetlen a két szemlélet kozott, hiszen valdszinlileg mindkét allaspont igaz:
szubsztratok tavollétében is bekovetkezhet doménzarddas egy bizonyos valosziniiséggel, de
ezt a valoszinliséget a szubsztratok jelenléte sokszorosara noveli (pl. az 1. abran lathato
nagyobb aktivalasi energiat igényld atmenet is végbemehet szubsztratok tavollétében, de
sokkal ritkabban). A szubsztratok kotddése a konformaciok sokféleségének egyenstlyat
eltolja a katalitikusan kompetens forma javara. A szubsztratok tavollétében bekovetkezd
doménzarodasra szolgaltatnak kisérleti példat a glutamat-dehidrogenaz kristalyszerkezetei
[19]. A szerkezeti flexibilitas fontossagat tekintve jol tanulmanyozott masik példa az adenilat
kinaz enzim. Heinzler-Wildman és munkatarsai NMR relaxacios kisérletekkel megmutattak,
hogy oldatban az adenilat kindz enzim szubsztratjai nélkiil is képes olyan konformacids
allapotokban létezni, melyekben a domének kiilonbozé mértékben zardédnak [6]. Hasonldan
az el6z6 kutatocsoporthoz, Snow és munkatarsainak dinamikus mintavételi szimulacioi is
arra mutattak, hogy az adenilat kinaz esetében ligandumok nélkiil is képes kialakulni a zart
konformacio [20].

Ezzel szemben a citrat szintaznal a zart és nyitott allapot kozti szabadenergia-gat

nagymértékben gatolja ezt a spontan, ligandumok nélkiili zaroédast [20]. Mindennek



magyarazata az interdomén régié Osszetettségére vezethetd vissza. Azon enzimek esetén,
ahol a doménzarodas egyszerli csuklok segitségével valosul meg, sokkal gyakrabban
figyeltek meg szubsztratok tavollétében is doménzarddast. Az interdomén régio
komplexitasa tehat alapvetéen meghatarozza azt, hogy képes-e egy enzim szubsztratok
tavollétében is zart konformaciot kialakitani. A csukld mozgas segitségével torténd
doménmozgasok esetén alacsony az energiagat a nyitott és zart allapot kozott, igy
ligandumok tavollétében is bekdvetkezhet bizonyos valoszinliséggel a doménzarodas.

A biologiai funkcid és a konformacios flexibilitas kozotti kapesolat tovabbi kérdése,
vajon hogyan egyeztetheté Ossze, hogy a funkcionalis folyamatok (pl. enzimek katalitikus
ciklusa) altalaban a mikro ill. milliszekundumos iddskalan zajlanak, mig a konformacios
fluktuaciok piko- és nanoszekundumos idéskalan mennek végbe (1d. 1. abra). Ez az eltérés
felveti azt a kérdést, hogy a gyors atomi fluktuacioknak lehet-e egyaltalan szerepik a
fehérjék (enzimek) mitkodésében. Az adenilat kinaz kisérletes bizonyitékot szolgaltatott arra
is, hogy elsésorban a csuklo régidkban zajlanak nagyobb intenzitdssal a piko-, ¢és
nanoszekundumos idéskalan bekovetkezd atomi fluktuaciok. Tehat a gyors fluktuaciok és a
nagyaranyu koordinalt mozgasok kozott szoros Osszefiiggés van [21]. Feltehetden, a gyors
mozgasok helyszinén nagyobb valoszinliséggel kovetkeznek be a nagyaranyu, lassabb
(mikro-, ill. milliszekundumos idéskalan lejatszodd) mozgasok is (pl. a doménmozgasok),

melyek a katalitikus, zart konformaciot hozzak létre.

2.2.5. Irodalmi példik a fehérjemiikédés és a doménmozgasok kapcsolatanak ill. a

doménmozgasok mechanizmusanak vizsgalatara

2.2.5.1. A kristalyszerkezeti adatok molekularis grafikai ésszehasonlitdasa

A tobb doménbdl felépiilo fehérjéknél a doménmozgasok vizsgalatanak kiilonb6z6
fazisai vannak. El8sz0r rendszerint a domének relativ elmozdulasanak tényét mutatjak ki. Ez
sok esetben akkor deriil ki, amikor egy fehérjérdl tobb kiilonbozd kristalyszerkezet keriil
kozlésre, melyek a doméneket egymastol eltérd relativ pozicidban mutatjak meg. Ez tortént a
doménmozgasok egyik klasszikus modelljének tekintheté adenilat kinaz (AK) enzim esetén
is [22], ahol megallapitottak az un. LID (fedd)-domén és az AMP-k&té domén elmozdulasat
a terner komplexben az ATP-koté Un. CORE-doménhez képest. A doménmozgast

részletesebben analizaltak Gernstein és mti [18], és megmutattak, hogy a csuklo-tipusu



mozgas soran két hélix gy zarddik, mint ahogyan két szomszédos emberi ujj tud
Osszezarddni.

A kiilonboz6 kristalyszerkezetek Osszehasonlitasa segitségével tehat nemcsak a
doménmozgas ténye allapithaté meg, hanem a csuklo régiok is lokalizalhatok. Az AK-hoz
hasonlé doménmozgast allapitottak meg mas, szintén a nukleotid-monofoszfat kinaz
csaladba tartozo kinazoknal, pl. a guanilat-kinaznal, timidilat-kinaznal és az UMP/CMP-
kinaznal is [23, 24]. Szintén a rontgenszerkezetek Osszehasonlitasabol allapitottak meg a
guanidino-kinazok csaladjaba tartozo arginin-kinaznal, illetve a kreatin-kinaznal, hogy
ezeknél a két doménbdl felépiild kinazoknal a doménmozgasokon tul az ATP-kotd6 domén
szerkezet alapjan azt is feltételezték, hogy a nukleotidkoté konzervativ oldallancok
valoszintileg a doménzarodasban is fontosak. Szintén nagyfelbontasti szerkezetek
Osszehasonlitdsa alapjan azonositottdk a doménzarddasban szerepet jatszo oldallancokat a
citrat-szintetazndl ¢és az aszpartat-aminotranszferaznal ¢s mindkét esetben komplex csuszo
(nyir6) mozgasra kovetkeztettek [26]. Az alkohol dehidrogenaz és a cAMP-fiiggd protein-
kindz doménmozgasai is hasonlitanak egymashoz, de inkabb csuklo mozgas jelleglick [26].
A hexokinaz esetén megallapitottak, hogy a gliikdz-kotott formaban egy specifikus loop
elmozdul a rigid doménhez képest és az aktiv centrum bezarodik [27].

A doméneket kiilonboz6 relativ  pozicioban mutatd  kristalyszerkezetek
Osszehasonlitasaira még szamos példat lehet felhozni [28-32], amelyek sok esetben
részleteiben is leirjak a nyitott és zart konformaciok kozotti killonbségeket, de mégsem
adnak magyarazatot arra, hogy milyen mechanizmussal alakul at egyik konformacio a
masikba. Masrészt, a kristalyszerkezetek vizsgalatan kiviil nagyon fontos, hogy a fehérjék
(enzimek) oldataban is bizonyitékot kapjunk a doménmozgasokrol, hiszen a kristaly az
oldattol eltér6 fizikai allapotot jelent, tovabba a fehérjék altalaban oldott allapotban

miikodnek.

2.2.5.2. Oldott fehérjékkel végzett biofizikai vizsgalatok

Mivel doménzarodaskor a fehérjemolekuldk alakja jelentésen megvaltozik, a
kisszogii rontgenszoras modszere (SAXS) oldatban 1évé fehérjemolekulak esetén alkalmas
az ilyen tipusu alakvaltozas kimutatasara. SAXS modszerét alkalmaztak pl. a monomer
arginin-kinaznal és a dimer kreatin-kinaznal [33] vagy a tetramer foszfofrukto-kinaznal [34]

is a szubsztratok jelenlétében bekovetkezo szerkezetvaltozas kimutatasara.



Szintén oldatban alkalmazhat6 a fluoreszcencia energia-transzfer (FRET) modszere is
a doménzarodas bekovetkezésének kimutatasara. Ilyen munka a cAMP-fliggé protein-
kinazzal végzett FRET kisérlet [35]. Kutatok az enzim mindegyik doménjébe specifikus
fluoreszcens jelolést vittek be oly modon, hogy mindegyik doménben kiilon-kiilon, jol
megvalasztott helyen, reaktiv (cisztein) oldallancot alakitottak ki mutacioval. A ciszteinil
oldallancokat szelektiven reagaltattak két kiilonboz6 fluoreszcens festékkel. A két
fluoreszcens jelolé agens kozott mar a szubsztratmentes apoenzim esetén is kimutattak
bizonyos mértékii FRET létrejottét. Az energiatranszfer hatasfoka azonban szubsztratok
jelenlétében megnott, jelezvén a kovalensen kotott donor és akceptor jel6lok kozotti tavolsag
csokkenését, Gsszhangban a kisebbik domén csukloszert ill. csuszo elmozdulasaval.

A SAXS ¢és a FRET méréseken kiviil mas tipust kisérletek is végezhetok a fehérjék
oldataban annak érdekében, hogy a doménzarddas természetét felderitsiik. Példaul a fehérjék
mikrokalorimetrids héatmenetét vizsgalva gyakran el6fordul, hogy az egymassal gyenge
kolcsonhatasban  allo domének (pl. nyitott doménkonformécioé esetén) egymastol jol
elkiiloniild héatmenetet adnak. Az ilyen tipust fehérjéknél varhato, hogy a zart konformacid
kialakulasakor, amely a domének egyiittmiikodését igényli, a fiiggetlen atmenetek
egybeolvadnak az egész molekulara jellemzd, sokkal kooperativabb atmenetté. A két
doménbdl felépiilé hexokinaz A érdekes példat szolgaltatott az ilyen kalorimetrias kisérletre
[36]. Nevezetesen, hogy pH-tdl fiiggden valtozott a kalorimetrias olvadasi gorbék profilja:
savas pH-n egyetlen, latszolag kooperativ héatmenetet kaptak, mig alkalikus pH-n két
fliggetlen héatmenet volt megfigyelheté. Az eredményeket az ismert kristalyszerkezetek
alapjan értelmezve Kumar és mti. arra kovetkeztettek, hogy az aktiv centrumban
elhelyezked6 hét darab savas oldallanc taszitasa szabalyozhatja a doménzarddast, azaz ezen
oldallancok lehetnek feleldsek a zart szerkezet kinyilasaért. Lényegében ez torténik lugos
kozegben, amikor a savas oldallancok disszocidlnak és negativan toltotté valnak. A
negativan toltott oldallancok taszitisa stabilizdlja a nyitott szerkezetet, melynél, ahogy
varhato, a domének fiiggetlen héatmenete figyelheté meg. A szubsztrat glikoz kotddését
kiséré konformacio-valtozas soran a savas oldallancok béazikus oldallancokkal 1épnek
kapcsolatba, igy megsziinik a savas oldallancok kozotti taszitas és ezaltal az a hatas is, ami a
nyitott szerkezetet stabilizalta; ekkor zarodnak a domének. Hasonlé hatasa van az alacsony
pH-nak is, amikor a savas oldallancok protonalddasa kévetkeztében a kozottiik 1évo taszitas

megsziinik.
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2.2.5.3. Mutdcios és enzimkinetikai analizis

A xiluléz kinaznal az oldott enzim katalizalta reakcio kinetikai analizisével
egészitették ki a doménmozgasokra utald kristalyszerkezeti adatokat és megallapitottak,
hogy a két szubsztrat (cukor és MgATP) kotdédése a reaktiv terner komplexben erds
szinergizmust mutat. A MgATP enzimhez valo kotédési modjat modellezéssel meghatarozva
a doménzarodas és a szubsztrat-szinergizmus kozott parhuzamot véltek felfedezni [37].

A feltételezhet6 csuklo régioban 1évé oldallancok helyspecifikus mutacioval torténd
cseréje és a modositott fehérje funkcionalis és szerkezeti vizsgalata mar valamivel kozelebb
vihet a doménmozgasok kérdésének megoldasahoz. Ilyen tipusu, komplexebb analizisekre
jelenleg még csak kevés példa akad. A 3-foszfoglicerat dehidrogenaznak kristalyszerkezet
oldallancok egyikét vagy mindkett6t Val-ra cserélték ki és meghataroztak
kristalyszerkezetiiket L-szerin inhibitor jelenlétében, melynek gatlohatdsa kifejtéséhez
doménzarodas sziikséges [38]. A szerkezetek azt mutattdk, hogy a mutdnsok esetén a
tetramer enzim alegységeinek elforduldsa nagymértékben korlatozodott a vad tipusu
enzimhez képest, mikdzben a szerinnel szembeni érzékenység csokkent, holott a mutaciok a
szerink6tShely szerkezetét nem befolyasoltak. Ez a munka tehat igazolta a feltételezett
csuklo régio helyét, bar a molekularis csuklo mikodésére ezekbdl az adatokbol még nem
deriilt fény.

Egy bakterialis fotoreceptor fehérje esetén, ahol két glicin (Gly47 és Gly51) szerepe
latszott fontosnak a doménzarodasban, ezek szerin-mutansait (mind egyszeres, mind kettds
mutansokat) allitottdk elé [39]. A mutansok kristalyszerkezet-meghatarozasa mellett
vizsgaltak a fotociklus sebességére gyakorolt hatasukat is. Az adatok dsszhangban voltak a
glicinek feltételezett konformacios szerepével, pl. a kettds mutaciéo additiv hatast
eredményezett.

A miozin motor-domén szerkezetvaltozasai és az ATP-kotd domén, ill. az ATP-
hidrolizis kapcsolatat szintén mutacios kisérletekkel vizsgaltak [40]. Itt két hélix érintkezési
feliiletén kialakulo kolcsonhatas (F482 és G680) szerepét tdmasztottak ald a mutaciot kovetd
kinetikai és fluorimetrias (FRET) kisérletek.

A fenilalanin hidroxilaz enzim esetén tobbféle egyszeres mutaciokat hajtottak végre a
feltételezett csuklo régioban [41]. Erés korrelaciot figyeltek meg a mutansok
enzimaktivitasra és az enzim globalis konformacios atmenetére (feliileti plazmon rezonancia

¢és fehérje-fluoreszcencia) kifejtett hatasa kozott.



Az irodalomban eddig csak egyetlen olyan példa lelhet6 fel, ahol egy kétszubsztratos
enzim, a poliadenilil polimeraz (PAP) terner komplexének (5-mer oligo-adenilil-RNS és
MgATP szubsztratok) kristalyszerkezet-meghatarozasat osszekapcsoltak olyan kiterjedt
enzimkinetikai analizissel, melybdl szubsztratkotédés és a kémiai atalakulas termodinamikai
(energetikai) paramétereit is megallapitottak, mind a vad tipust enzim esetén, mind pedig a
csuklo régidban modositott mutans enzimeknél [42]. Megallapitottak, hogy a mutaciok a
szubsztratok K, értékeit nagymértékben megnovelték, de sem az egyes szubsztratok
kotédési allandoira (Kg), sem pedig a maximalis aktivitasra (ki) nem volt 1ényeges hatasuk.
Ez energetikailag azt jelenti, hogy mindkét szubsztrat jelenlétében bekovetkezd
konformacios zarodas egy magasabb (labilisabb) energiaszint szerinti allapotnak felel meg,
ami ésszeriien a K, értékek novekedésében nyilvanult meg ¢és ezaltal csokkent a katalitikus
hatékonysag. A mutacié azonban elvileg okozhat olyan valtozast is az enzimreakcid
energetikajaban, hogy a nyitott konformacios allapotot stabilizalja egy a zarthoz képest
alacsonyabb energiaszinten. Ekkor a szubsztrat K, értéke nem valtozik, de a ki, érték
jelentdsen csokken a mutans enzim esetén. A PAP enzim mutansainal ezt a jelenséget nem
észlelték, de a vad tipust enzim esetén alternativ szubsztratokat alkalmazva éppen ez az eset
allt el6. Az altalam vizsgalt PGK mutansok egyike erre az extrém esetre szolgaltatott példat
(I1d. 30.b abra).

Az irodalomban vannak még mas jellegii kisérletes példak is, melyek a domén-, vagy
hurok-mozgasok néhany részletkérdésére is valaszt tudtak adni. gy példaul a Yersinia
fehérje tirozin foszfatdz enzim (PTP) esetén az aktiv centrum bejaratat zaré hurok
mozgasanak id6fiiggését sikeriilt regisztralni 1ézer indukalta hdugras modszerével (T-jump),
a hurokban talalhat6 egyetlen Trp oldallanc fluoreszcencia-valtozasat kovetve [9]. A szerzok
a szubsztrat egy kompetitiv inhibitoraval mint analogjaval indukaltdk a mozgast és
bebizonyitottak, hogy a szubsztrat kotédése ¢és a loop-régié mozgasa szorosan Gsszekapcsolt
folyamatok, és a mozgas szubmilliszekundumos idéskalan megy végbe. A relaxacios
kinetikai mérésekbdl meghatdroztdk mind a hurokzarodas és kinyilds sebességi allandojat,
mind pedig a konformaciés egyensulyi allandot. Megallapitottak azt is, hogy a hurok
dinamikus mozgasa sokkal gyorsabb, mint az enzimreakcio, tehat nem limitalja annak
sebességeét.

A fentebb mar emlitett AK esetén viszont sikeriilt megallapitani (*N-NMR
relaxacios spektroszkopiai mérésekkel), hogy a doménkinyilas elsérendii sebességi allanddja

azonos az enzimreakcio katalitikus ciklusaéval [43]. Tehat a domén kinyilasa, ami lehetévé

12



teszi a termék ADP tavozasat az aktiv centrumbol, az enzimreakcié sebességét meghatarozo

1épés.

2.2.5.4. Szamitégépes modellezés

A fenti néhany specifikusabb vizsgalat a doménmozgasok dinamikajanak
jellemzésére komplex kisérleti modszerek egyiittes alkalmazasat igényli, amire még kevés
példa talalhato az irodalomban. A kisérletes modszerek alkalmazasat ezért sok esetben
szamitogépes modellezéssel egészitik ki. Ezek altalaban csak kozelitésnek tekinthetoek (pl.
az un. normal mdd analizis elhanyagolja az oldoszerhatast, vo. [44, 45]), nem helyettesitik a
kisérletes vizsgalatot, de annak fontos kiegészit6i lehetnek. Ilyen, Gn. molekuladinamikai
szimulacioval mutattak ki Balog és mti. az altalam vizsgalt PGK enzimnél, hogy
nanoszekundumos iddskalan is mar bekdvetkezhet a domének bizonyos mértékii zarddasa
[46]. Szamos esetben, amikor legalabb két extrém konformacié all rendelkezésre (pl.
krisztallografias kisérletekbdl) ilyen analizissel hatarozzak meg, hogy milyen konformacios
utvonalon kovetkezhet be ezek egymasba torténd atalakulasa. Ilyen szimulaciokat kozoltek
pl. az acetil-kolineszteraznal [47], a glukokinaznal [48], egy membran-metallo-proteaznal
[49], alkohol-dehidrogenaznal [50], tovabba az adenilat kinaz és a citrat szintdz mar fent

targyalt 0sszehasonlitasakor [20].

2.3, PGK mint a doménzarédasi mechanizmus felderitéséhez modellként szolgalo enzim

A PGK mint tipikus, két doménbdl felépiil6 kinaz enzim (4. abra) mar vizsgalataim
kezdetén a doménmozgasok klasszikus példajanak szamitott. Amint az alabbi irodalmi
attekintésben bemutatom, hosszu torténete van annak, hogy a kb. 3 évtizeddel ezel6tt
meghatarozott els6 nagyfelbontasu szerkezet kapcsan felallitott un. ,hinge-bending”
hipotézis (azaz a domének csuklok koriili elforduldsanak hipotézise) (1d. 2.2.2. fejezet)
bizonyitast nyert. Ez azonban még nem jelentette azt, hogy értjiik is, mi a doménmozgasok
mozgatorugoja, azaz hogyan is mikodnek a molekuldris csuklok. A molekula kis méreténél
és egyszerli szerkezeténél fogva a hinge-bending” hipotézis tesztelésére ¢és
mechanizmusanak részletesebb vizsgalatara alkalmas objektumnak igérkezett.

A fenti irodalmi attekintés fényében munkam soran arra torekedtem, hogy kiilénb6zo
jellegti kisérletes modszerek egyiittes alkalmazasaval minél sokrétiibb informaciot szerezzek

a PGK doménmozgasainak mechanizmusarol.
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4. dbra A PGK molekula szerkezete
A molekula polipeptidlancat fekete szalagdiagram szemlélteti, az o hélixek (szamozva) piros
hordokkal, a B redék (betiikkel) sarga lemezekkel, a szubsztratok sziirke golyos modellel lathatok.

2.3.1. A PGK él6 szervezetekben betoltott szerepe

Mar régota ismert a PGK legtobb €16 szervezetben betdltott nélkiilozhetetlen szerepe.
Az aerob szervezetekben a glikolizis soran azt az ATP-t el6allito 1épést katalizalja, melyben
1,3-biszfoszfo-gliceratbol (1,3-BPG) és MgADP-bol 3-foszfoglicerat (3-PG) és MgATP
keletkezik (1. séma).

i 3
(I:—O—Poi' G0 N
HCIZ—OH + MgADP p— H(I;—OH + MgATP
ﬁ—O—PCf a—o—Poj

13-BPG 3-PG

1. egyenlet A PGK 4ltal katalizalt kémiai atalakulas

Nukleotid szubsztratként csak kétértékli fémionnal, rendszerint Mgztmal komplexalt
formajat képes elfogadni akar az ATP-nek, akar az ADP-nek, de mas nukleotid analognak is.
A nukleotid szubsztratra nézve kevésbé specifikus, mint a 3-foszfoglicerat (3-PG)
szubsztratot tekintve. Az aerob szervezetekben a reakcid egyensulya az ATP univerzalis
energiatarold vegytilet keletkezése iranyaba van eltolva. Az aerob szervezetek glikolizisén
kiviil a PGK az anaerob szervezetekben nélkiilozhetetlen a fermentacioban, szerepet jatszik a
novények fotoszintézisében is, ahol viszont cukor-felépitést katalizal a fotoszintézis sotét
szakaszaban.

A PGK-nak az utobbi évtizedekben, az él6 szervezetekben betolttt tobb mas
funkcidja is bizonyitast nyert. Példaul a PGK mas, szintén intracellularis kinazokhoz képest

(nukleozid difoszfat kinaz, kreatin kinaz, piruvat kinaz) sok esetben jobban képes
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foszforilalni az L-nukleozid analoégokat [51, 52], melyek a természetben eléforduldo D-
nukleozidok tiikdrképi parjai (sztereoizomerjei). Ez azért figyelemre mélté tulajdonsag, mert
rak- és virusellenes terapidkban gyakran kilonféle D- ¢és L-nukleozid-analégokat
alkalmaznak gyogyszerként [53]. Ezen vegyiileteket nukleozid-formaban kell bejuttatni az
¢lo szervezetbe, hogy a sejtmembranon at tudjanak jutni. A farmakologiailag aktiv
hatéanyag-formajuk viszont a foszforilalt nukleotid-trifoszfat. A foszforilaciot az él6
szervezet kindz enzimei végzik, tobb 1épésben. A terapiaban szintén hasznalatos D-nukleozid
analogokhoz [54] hasonlitva az L-analogok kevésbé toxikusak, mert nem gatoljak a
gazdasejt polimeraz enzimét, viszont hatasosan gatoljak a virus reverz transzkriptazat,
azaltal, hogy az beépiti az analogot a DNS-be, ami eltéré szerkezeténél fogva meggatolja a
lanc tovabbépiilését [53]. A nukleozid-difoszfatokbol trifoszfatok képzddése a foszforilacios
folyamat ,,legsziikebb keresztmetszete”, ugyanis sok esetben kimutattak a farmakologiailag
hatastalan mono-, vagy difoszfatok sejten beliili felhalmozddasat [55]. A PGK tehat fontos
szerepet tolthet be a virusellenes gyogyszermolekuldk aktivalasaban. Tobb gyogyszerjelolt
molekula jelenleg is a klinikai kiprobalas fazisaban van [56], mig masok mar a
gyogyaszatban is hasznalatosak pl. az antiviralis [51, 53] és hepatitis B terapiakban [56, 57].

Az L-ADP mint analog vegyiilet PGK-val valo kolcsonhatasat kutatocsoportunk is
vizsgalta ¢és megallapitottuk, hogy természetes parjahoz a D-ADP-hez hasonldan jo
szubsztratja az enzimnek. Tovabba Mg-L-ADP és 1,3-BPG szubsztratokat tartalmazo terner
enzim-szubsztrat komplexben megtorténik a doménzarddas is, ahogy azt kisszogl
rontgenszoras (SAXS) méréseink bizonyitottak [58].

A rékellenes terapidkat tekintve tehat az L-nukleozidok foszforilalasaban mar
bizonyitottnak latszik a PGK szerepe. A PGK ¢és a tumorok kapcsolatarol azonban mas
megallapitasok is sziilettek. Hogg és mti. k6zolték, hogy a PGK (sok mas fehérje mellett) a
tumor angiogenezisének gatlasaban is szerepet jatszhat. A PGK a plazmint redukalva
angiosztatint hoz 1étre, mely a tumorok angiogenezisét, azaz érképz6dését gatolja [59].
Feltételezhetd volt, hogy a redukcios aktivitdsért a PGK aktiv centruma kozelében
elhelyezkedd két reaktiv ciszteinil oldallanc a felelds. Azonban, meglepé modon Lay és mti
azt tapasztaltdk, hogy a plazminnak hPGK altali redukcidja fliggetlen a hPGK-ban 1év6 Cys
oldallancoktol, amit a Cys-ek Ala-ra valo modszeres kicserélésével kapott mutansok
segitségével allapitottak meg [60]. A mechanizmust a doménzarodas soran létrejovo
konformacié valtozassal probaltak leirni [61], de kémiailag adekvat magyarazat mindmaig

nincs a folyamatra.



Emlds sejtekben kimutattak azt is, hogy a PGK befolyassal van DNS szintézis €s
javitasi mechanizmusokra [62, 63], valamint szerepet jatszik kationok (Na™ [64] és Ca**
[65]) transzportjaban. Feltételezhetéen - mas glikolitikus enzimekkel egyiitt - kapcsolatban
all a szarkoplazmatikus retikulummal, igy szolgaltat ATP-t a pumpa mikodéséhez. Ezzel
kapcsolatos szerepe az emberi hemolitikus anémia betegségben [66, 67], melyben a
vorosvérsejtek karosodnak, sulyos esetben kipukkadnak. A betegség hatterében az X
kromoszoman bekovetkezé mutacio all, mely a PGK funkcionalis karosodasa révén ATP
hianyt okoz, ami a K-Na pumpa miikodését gatolja, melynek kovetkeztében a sejtmembran
két oldala kozti Na'-, és K'-gradiens eltiinhet.

A PGK fontos élettani szerepének megértéséhez nélkiilozhetetlen az enzimmiikodés

mechanizmuséanak pontosabb megismerése.
2.3.2. A PGK rontgenkrisztallogrdfias szerkezete
2.3.2.1. A szubsztratmentes enzim szerkezete és a ,, hinge-bending” hipotézis

A loizom PGK aminosav-szekvenciajat és térszerkezetét szubsztratok tavollétében
mar 1979-ben meghataroztak Blake és mti. [68]. Azota tobbféle, kiilonbozé forrasbol
szarmaz6 PGK enzimek kristalyszerkezete is ismertté valt. Ezeket foglalja 0ssze az 1.
tablazat. A Fliggelékben pedig a kiilonboz6 eredeti PGK molekulak &sszerendezett
aminosavsorrendje van bemutatva.

A loizom enzimet vizsgalva megallapitottak, hogy az egyetlen polipeptidlancbol
felépiil, kb. 44500 Da molekulatomegii PGK molekula két szerkezeti doménbdl épiil fel. A
fehérjemolekula mindkét doménje igen jol rendezett, globularis szerkezetl. A
szubsztratkotéhelyeket és azok szerkezetét nem ismerték. A nukleotid-szubsztrat ADP-t ill.
ATP-t azonban mar ekkor sikertilt a kristalyba diffundaltatni és kétShelyét a C-terminalis
doménen azonositani. Ugyanez a 3-PG szubsztrat esetén nem volt lehetséges, mert a kristaly
komoly fizikai valtozasokat szenvedett. Az N-terminalis domén belsé oldalan elhelyezkedd
bazikus oldallancok sokasdga azonban azt valosziniisitette, hogy a 3-PG kotdhelye itt
talalhato. Ebbdl sziiletett az un. ,,hinge-bending” hipotézis. Ugyanis a 3-PG feltételezhetd
kotdhelye olyan tavol (kb. 10 A-nyi tavolsagra) helyezkedett el a masik doménen 1évé
nukleotid kotohelytdl, hogy a két kotott szubsztrat kozott kémiai reakcid végbemenetele csak

ugy volt elképzelhetd, ha a két domén kozelebb fordul egymashoz, azaz zarodik. Blake és

16



mti. ezért feltételezték, hogy a mindkét szubsztratot kotd enzimmolekula zart konformaciot
vesz fel a katalizishez. A zart konformacio létezésének krisztallografias bizonyitasa azonban
még kb. 20 évet varatott magara, amikor két kiilonb6z6 forrasbol szarmazd PGK esetén

sikeriilt kristalyos terner komplexet eléallitani (Id. 2.3.2.4. fejezet).

1. tablazat A PGK ismert rontgendiffrakciés szerkezetei

Kt(;g:l;;l:x Szubsztrat Szerkezet Fell()g;ltés PDB kod | Hivatkozas Forras
— nyitott 2,5 — [68] loizom
Apo — nyitott 2,5 3PGK [69] éleszté
— nyitott 2,5 — [70] sertésizom
MgADP nyitott 1,65 IPHP [71] B. stearo
Biner MgATP nyitott 2,1 1vijc [72] sertésizom
ATP nyitott 1,9 1VID [72] sertésizom
3-PG nyitott 2,0 — [73] sertésizom
3-PG*MgAMP-PNP zart 2,0 1VPE [74] T. maritima
3-PG*MgADP zart 2,5 13PK [75] T. brucei
Terner 3-PG*MgADP nyitott 1,8 1HDI [76] sertésizom
3-PG*MgAMP-PNP nyitott 2,0 — [77] sertésizom
3-PG*MgAMP-PCP nyitott 2,5 1KFO [70] sertésizom

Az oldott enzim esetén azonban mar az els6 szerkezet-meghatarozassal egyiddben
sikertilt SAXS mérésekkel bizonyitani, hogy mindkét szubsztrat jelenlétében (3-PG és
MgATP) a PGK nagyaranyu konformacios valtozason megy keresztiil [78]. SAXS mérések
oldat fazisi makromolekuldk giracios sugararol (R;) adnak informéciot, azaz a molekula
kiterjedését, alakjat jellemzik. Mindkét szubsztrit jelenlétében kb. 1 A girdciés sugar
csokkenést tapasztaltak a szubsztratmentes enzimre jellemzd R, értékhez képest. Ha csak
egyik vagy masik szubsztratot adtak az enzimhez, akkor nem volt egyértelmtien eldonthetd,
hogy csokkent-e a giracios sugar [78-80]. Mig Pickover és mti a biner komplexek esetén
nem kaptak mérhetd valtozast az enzim girdcids sugaraban a szubsztratmentes enzimhez
képest, addig Henderson szerint a nukleotid szubsztrat nem reaktiv analdgja, a CrATP, az
enzimmel alkotott biner komplexében a terner komplexben megfigyelthez hasonld mértéki
csokkenést okoz a PGK giracios sugaraban. A mindkét szubsztrat jelenlétében bizonyosan
bekovetkezé giracios sugar csokkenés legegyszeriibb magyarazata, hogy szubsztratok
hatasara a domének kozott elhelyezkedd nagy arok zarddik. SAXS mérésekkel a hexokinaz

(HK) enzim esetén is hasonld eredményre jutottak. Tehat, a ligandum-indukalta
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konformaciods valtozas természete €s a csukld mozgas nagysaga hasonld lehet a PGK és HK
esetén. A két domén egymashoz kozelebb keriilése egybevag azzal az elképzeléssel, hogy a
MgATP az egyik, a 3-PG pedig a masik doménen kotédik.

A doménzarddas ¢és az enzimmikodés kozotti szoros Osszefiiggésre szintén
oldatkisérletek, mégpedig tovabbi SAXS mérések szolgaltattak dontd bizonyitékot. 1989-
ben Sinev és mti. a sertésizom PGK aktiv és inaktiv kémiailag modositott szarmazékait
vizsgaltak [81]. SAXS mérésekkel bizonyitottak, hogy az aktiv, modositatlan PGK esetében
0,1 nm (azaz 1 A) csokkenés tapasztalhaté a giracios sugdrban mindkét szubsztrat
jelenlétében, a szubsztratmentes enzimhez viszonyitva. Ugyanezt a csokkenést tapasztaltak a
két felszini SH-csoporton metilalt, de teljesen aktiv PGK szarmazéknal is. Viszont ha a
felszini SH-csoportokra egy valamivel nagyobb méretii karboxamido-metil csoportot vittek
be, akkor a kinetikai mérések alapjan az enzim inaktivva valt, de a szubsztratokat tovabbra is
képes volt megkotni. Ezen karbox-amidometilezett enzim holo formajanak a giracios sugara
azonban nem kiilonbozik az apo-forma giracios sugaratol. Ebbdl tehat az kovetkezik, hogy a
karbox-amidometilezett enzim esetén nem torténik meg a doménzarodas. Tehat
bebizonyosodott, hogy a doménzarddas csupan az aktiv, miikodé enzim tulajdonsaga. A
karboxi-amidometilezés kovetkeztében tapasztalt aktivitdsvesztés pedig éppen annak
tulajdonithato, hogy az interdomén régioba beépitett karboxamidometil-csoport, fizikailag
gatolja a doménzarddast. Ugyanakkor a kisebb méretii metil-csoport nem akadalyozza a

doménmozgast.

2.3.2.2. A 3-PG kotéhely szerkezete

A PGK ¢és 3-PG szubsztrat biner komplex krisztallografias szerkezet meghatarozasa
nagyon sokaig varatott magara, ugyanis a kristalyositashoz rendszerint hasznalt s6oldatok
anionjai (szulfat, foszfat) megakadalyoztak a szintén anionos jellegli 3-PG kotédését.
Alacsony ionerdsségnél, pl. PEG jelenlétében viszont a PGK nehezen volt kristalyosithato.
Végiil 1992-ben kozolték a sertésizom PGK 3-PG-t koté biner komplexének szerkezetét
[73]. A 3-PG fehérje-oldallancokkal valo kolesonhatasainak részleteit az 5. abra mutatja.

A 3-PG az N-terminalis doménen kotddott, jo egyezésben a korabbi feltételezéssel
[68]. A szubsztrat negativan toltott 3-foszfat csoportja és a pozitivan toltdtt arginin
oldallancok (Arg65, Argl22 és Argl70) kozott elektrosztatikus kdlcsonhatasok alakulnak ki.
Az Arg65 esetén az oldallanc orientacidja nem egészen optimalis a kolcsonhatas

kialakulasdhoz. Mint késobb kideriilt az Arg65-nek nemcsak a 3-PG kotésében, hanem az
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enzim zart konformaciojanak stabilizalasaban is szerepe van a masik doménben lévé
Asp218-val torténd sokotés kialakitasaval. A 3-foszfat csoport észterkotésének oxigén
atomja a His62-vel 1ép kontaktusba. A szubsztrat 2-hidroxil csoportja, amely a szubsztrat
sztereospecificitasaért feleloés (D-enantiomer), viszont az Asp23 és Asn25 oldallancokkal
alakit ki H-hid kolesonhatast. A karboxil csoport pedig egy vizmolekula kozvetitésével a 14-
es hélix pozitiv toltésii N-terminalisdhoz (Gly394, Gly395, Gly396) kotodik.
Figyelemreméltdé még, hogy az Arg38 oldallanca ionos kolcsonhatasban van a 3-PG

enzimreakcioban résztvevo karboxil-csoportjaval.

(b) ©
i i
c—0 tT“—o—Poi'
HC—OH HG —OH
C—0-PO, a—o—Poj'
PG 1,3-BPG

5. abra A 3-PG szubsztrat kotodése és a szubsztratok (3-PG, 1,3-BPG) szerkezeti képletei

Az (a) abran a 3-PG golyo-palcika modellel lathatdo, a szubsztrat kolcsonhatasait a fehérje
oldallancokkal szaggatott vonalak szemléltetik. A (b) abra a 3-PG, a (c) pedig az 1,3-BPG szerkezeti
képletét mutatja.

A kotbhely részleteit is megmutatd krisztallografias adatok megjelenését megelézéen
és vele egyidében is végeztek mutacios kisérleteket a 3-PG feltételezett kotShelyén
elhelyezkedd oldallancokkal. Ezek a kisérletek, melyeket éleszté (Y7) PGK-val végeztek,
szintén valoszinisitették az YtArg65/Arg65s, YrArgl21/Argl22 és YtArgl68/Argl70 szerepét
a 3-PG kotésében [82, 83]. A YrHis62/His62 konzervativ oldallanc Ala-ra tortént mutacioja
pedig megmutatta, hogy a His62-nek alapvetd szerepe van a 3-PG kotésében [82, 84]. Az
YtArg65/Arg65 szerepét kiilon is vizsgaltdk R65Q mutans esetén. A mutans 3-PG-re
vonatkozé Kgy-je a vad tipushoz képest hatszorosara novekedett, utalva az oldallanc
szubsztratkotésben betoltott szerepére [83, 85].

A YtArg38Arg38 oldallanc Ala-ra tortént mutacidja, a fenti mutaciokkal ellentétben,
nemcsak a 3-PG kotés gyengiiléséhez vezetett, hanem az enzimaktivitds dramatikus
elvesztését is okozta. Ezért mar akkor feltételezték, hogy ezen oldallancnak a katalizis
kémiai részében, azaz a foszfo-transzferben kozvetlen szerepe lehet [85]. Ezt a szerepet a

késobbi kristalyszerkezetekbdl nyert informaciok (1d. 2.3.2.4. fejezet) is alatamasztottak.



A 3-PG-t koté biner komplex kristalyszerkezete nemcsak a 3-PG ko6tédési modjat
mutatta meg, hanem a 3-PG szubsztrat kotédését kiséré konformacio-valtozasokrol is képet
adott. A szubsztratmentes 16izom enzim kristalyaban tapasztalt konformaciohoz képest egy
kb. 7,7°-o0s elfordulést lehetett megfigyelni a domének relativ pozicidjaban, ami részleges
doménzarddasnak felel meg, tehat a ,hinge-bending” hipotézis mellett szol. Ez a csuklo
mozgas a szerkezetben kotott 3-PG-t valamivel kozelebb viszi az ATP kotdhelyhez, de a
reaktiv csoportok még mindig til tavol vannak egymastol a katalizis lejatszodasahoz. A
globalis szerkezetvaltozason kiviil a 3-PG hatasara a PGK molekula kiilonb6z6 részein
lokalisan bekovetkez6 valtozasok is megfigyelhetéek voltak a szubsztratmentes enzim
szerkezetéhez képest. gy pl. az interdomén régioban elhelyezkeds a13 hélix (Id. 4. &bra)
hatarozott rendezddése, tovabba az oS és al4 hélixek elmozduldsa (nincs bemutatva)
kovetkezett be. A kristalyszerkezet megjelenésekor még csak sejteni lehetett, ezen hélixek 3-
PG okozta rendezdésének ill. elmozdulasanak szerepét a doménzarédas mechanizmusaban.

A 3-PG-vel szemben az 1,3-BPG kotodési modjat hagyomanyos krisztallografiaval
nem lehet meghatarozni, mivel az 1,3-BPG rendkiviil bomlékony vegyiilet (az 1—es foszfatja
vizes oldatban gyorsan hidrolizél, felezési ideje 10 °C-on, pH=7,5-n kb. 6 6ra [86]). Az 1,3-

BPG kotédésére vonatkozoan mégis sikeriilt informaciohoz jutni a késébb meghatarozott

2.3.2.3. A nukleotid kotdhely szerkezete

2.3.2.3.1. A nukleotid szubsztratok kétédési modja

A nukleotid szubsztratok kotédési modjarol mar a léizom PGK kristalyszerkezet
meghatarozasakor nyertek informaciot, amikor az apoenzim kristalyaba sikerrel
diffundaltattak be a MgADP-t ill. MgATP-t. Lényegében ezt erésitették meg a késobbi
nagyfelbontasu szerkezetek is.

A MgADP-vel alkotott biner komplex szerkezetét a Bacillus stearothermophilus (Bs)
PGK esetén hataroztik meg, rendkiviil jo, 1,65 A-6s felbontdsban [71] (6. dbra). Ebben a
komplexben a domének relativ pozicidja nyitott maradt, hasonloan a szubsztratmentes PGK
kristalyszerkezetben megfigyeltekhez. A szerkezetben kotott szubsztrat MgADP adenin
gytrtije a C-terminalis doménen egy hidrofob zsebben taldlhato. Az adenin gytirtin 1évé NH,
csoport H-hidkotést alakit ki a BsAla292/Gly312 peptid O-jével. A ribéz gylirt a
konzervativ BsPro318/Pro338 oldallanc pirrolidin gytirtje altal kialakitott sekély zsebben
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helyezkedik el. Mind a 2’-, mind pedig a 3’-OH csoport H-hid kotést formal a
BsGlu323/Glu343 karboxil-csoportjanak két O-atomjaval. A Mg-ion tetragonalisan torzitott
oktahedralis koordinaciot mutat: az ADP a-, és P-foszfatjainak egy-egy O-atomjaval,
tovabba a fehérje BsAsp352/Asp374 oldallanca karboxil-csoportjaval, valamint harom
vizmolekulaval alakit ki kolcsonhatasokat. A MgADP foszfat csoportjainak jellegzetes
kolcsonhatasai a kovetkezok: az a-foszfat a BsLys201/Lys219 oldallanccal, mig a B-foszfat
az BsAsn316/Asn336-tal és a BsSer353/Thr375 hidroxil-csoportjaval alakit ki ionos
kolesonhatast ill. H-hidkotéseket. A negativan toltott B-foszfat helyzetét tovabb stabilizaljak
az a13 hélix részlegesen pozitivan toltott N-terminalis végével kialakitott elektrosztatikus
kolcsonhatasok, tovabba  ugyanezen hélix peptidgerinc (BsGly349/Gly371,
BsGly350/Gly372, BsGly351/Gly373) atomjaival létrejott H-hid kotések.
(@) (b)
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6. Abra A MgADP szubsztrat kotodése és az ADP szerkezeti képlete
Az (a) abran a B. stearothermophilus PGK szerkezetében golyo6-palcika modell mutatja a MgADP-t,
a hélixek szalagokként lathatok. A Mg*'-mal kélesonhatd vizmolekulakat fekete golyok jeldlik. A
szubsztrattal kdlcsénhato oldallancok jelét és szamat feketével, a huméan szekvencidban 1év6 parjukét
kékkel adtam meg. A kdlcsonhatasokat szaggatott vonalak abrazoljak. A (b) abran az ADP szerkezeti
képlete lathato.

A masik nukleotid szubsztrattal, a MgATP-vel, valamint Mgztmentes ATP-vel is
rendelkezésre all ma mar a biner komplex kristalyszerkezete sertésizom PGK esetén
(7. abra) [72]. Az enzimmolekula globalis konformacidja ezekben a szerkezetekben is

nyitott, azaz a nukleotid szubsztratok kotddése latszolag nem befolyasolta a két domén
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relativ helyzetét. Mind az ATP, mind a MgATP, hasonléan a MgADP-hez, a C-terminalis
domén ismert adenozinkotd zsebében kotédik, viszont a foszfatlanc irdnya és geometriaja
kiilonbozik, nemcsak egymastol, de a tobbi ismert nukleotidot koté szerkezetben
megfigyelttol is.

MgATP esetén (7.a abra), eltéréen a MgADP-t6l, a foszfatlanc nem a 13-as, hanem a
8-as hélixhez keriil kozel, bar kdzvetlen kolcsonhatast nem alakit ki vele, hanem a p-foszfat
O-atomja egy vizmolekulan keresztiil kotédik a a8 hélixben 1év6 Asp218 oldallanchoz. A
y-foszfat egyik O-atomja szintén egy vizmolekulaval formal H-hidkotést. Az a-foszfatnak a
Lys219-es oldallanccal valé kapcsolata viszont azonos a MgADP-t k6t szerkezetben
megfigyelttel. A Mg2+ koordinacidja pedig ismét lényeges eltérést mutat a MgADP-t kotd
biner komplexhez képest: a y-, és a B-foszfatok O-atomjaival alakit ki kapcsolatot, viszont
semmiféle kolcsonhatasban nincs a fehérjemolekulaval.

Mg®" tavollétében az ATP foszfatlanca a 13-as hélix felé¢ fordul (hasonloan a
MgADP-hez) és a y-foszfat O-atomjai ezen hélix aminosavmaradékainak, Asp374, Thr375
ill. (vizmolekulan keresztiil) a Gly372 félancbeli N atomjaival alakitanak ki H-hidkotéseket
(7.b abra). Emellett a hélix N-terminalisaval létrejové ionos kolesonhatasok is stabilizaljak a
kapcsolatot. Tovabba, nem a -foszfat létesit koordinaciot az Asn336 oldallanccal,
ellentétben a PGK 6sszes ismert nukleotidkotd szerkezetével (1d. alabb), hanem a y-foszfat.
Hasonldan, nem az a-foszfat, hanem a B-foszfat alakit ki kapcsolatot a Lys219 oldallanccal.
Mgz+ tavollétében tehat az ATP szubsztratszerii kotddése valosziniileg nem tud kialakulni.

Mindkét szerkezet tovabbi érdekessége, hogy az a8 hélixbeli konzervativ Lys215-0s
oldallanc kornyezetében igen alacsony elektronsiirtiséget lehetett csak kimutatni, ami ezen
oldallanc mozgékonysagara utal. Mivel konzervativ oldallancrél van sz6, mozgékonysaga
igen figyelemreméltd, és az oldallanc szerepének tovabbi vizsgalatat indokolta. Mar
szakdolgozati témam is ezen kérdés vizsgalatahoz kapcsolddott. Ennek soran részt vettem a
K215A mutans hPGK kifejezésében, tisztitasaban és enzimologiai jellemzésében. A Lys215
modositasa az enzimaktivitds nagymértékil csokkenését és a MgATP-re vonatkozd K,
értékének jelentés novekedését eredményezte [87] (Id. 11. tablazat). Ezen adatok

egyértelmiien alatamasztottak a Lys215 részvételét a Michaelis enzim-szubsztrat komplex

2.3.2.4. fejezet).
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7. abra A MgATP és az ATP kotédési modja a sertésizom PGK szerkezetben

Az (a) abran a MgATP (z61d), a (b) abran pedig az ATP (rézsaszin) kotddése lathatd golyo-palcika
modellekkel. Mindkét abran fekete gombok szimbolizaljak a vizmolekulakat, szaggatott vonalak
mutatjak a szubsztrat kapcsolatait a fehérje-oldallancokkal. A (c) abran pedig az ATP szerkezeti
képlete lathato.

Osszhangban van az az érdekes krisztallografids megfigyelés, hogy a MgATP
foszfatlancanak B-faktor értéke lényegesen magasabb (62,8 Az), mint a MgADP
foszfatlancaé (16,7 Az). Ez azt jelenti, hogy az enzimen kotott MgATP foszfatlanca a kotés
ellenére flexibilis, mig a kotott MgADP foszfatlanca jol meghatarozott moédon rogzitve van.
Arra vonatkozoan, hogy a foszfatlanc flexibilitdsanak van-e és milyen szerepe a katalizisben,
mar munkam kezdetén felallitottunk egy hipotézist. Mivel a K215A mutans a MgATP
szubsztratot mar a biner komplexben is csak nagyon gyengén kototte, ezért feltételeztik,
hogy a kotott MgATP foszfatlanca, flexibilitasa révén nemcsak kapcsolatba keriil az a8

hélixben 1évé Lys215 oldallanccal, hanem ezen kapcsolat révén az o8 hélixet képes

23



elmozditani és kozeliteni a a13 hélixhez, ezzel elésegitve az aktiv centrum geometriajanak

kialakulasat a doménzarodas soran [87].
2.3.2.3.2. Nukleotid analogok (AMP-PNP és AMP-PCP) kotédési modja
Szerkezetvizsgalati célokra gyakran alkalmazzak az ATP nem-reaktiv szerkezeti

analogjait (8. abra), ugyanis a krisztallografias munkahoz stabil szerkezetii fehérje-ligandum

komplexekre van sziikség, melyekben a szubsztratok kotddési modja hasonld a valodi,

miikod6 enzim-szubsztrat komplexekéhez, azonban az enzimreakci6é nem jatszodik le.
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8. abra Az ATP analogok kotodése és szerkezeti képleteik

Az (a) abra a MnAMP-PNP [77], mig a (b) abra a MgAMP-PCP ko6t6dési modjat mutatja a
sertésizom PGK szerkezetében [70]. A hélixeket szalag diagram, az ATP analogokat golyé-palcika
modell abrazolja, a kolcsonhatasokat pedig fekete szaggatott vonalak mutatjak. A (c) és (d) abrakon
az ATP analogok szerkezeti képletei lathatok.

Az AMP-PNP ill. az AMP-PCP szubsztratanalogok annyiban kiilénboznek az ATP-
tél, hogy B-, és y-foszfocsoportot Osszekotd oxigén atom helyett NH-, ill. CH,-csoport

talalhatd molekulajukban. A helyettesités izosztérikus, azaz nem valtoztat jelentésen a

24



kotésszogeken, sét a foszfatok disszocidcios tulajdonsagait sem befolyasolja lényegesen
[88].

Az els6 AMP-PNP-t koto kristalyszerkezetet a sertésizom PGK esetén kozolték,
miutan sikeriilt a nukleotid analogot a 3-PG-t koté biner PGK komplex kristalyaba
diffundaltatni [77]. Az adenozin rész, ahogy varhato volt, a C-doménen 1év6 hidrofob zsebbe
kotodik, a foszfatlanc viszont meglepd modon, eltéréen a MgATP esetén megfigyelt
pozicidjatol, de hasonldan a MgADP-jéhez, az a13 hélix N-terminalisdhoz kapcsolddik (8.a
abra): a B-foszfat H-hid kolcsonhatast alakit ki a Thr375 oldallanccal. A szintén kozel 1évé
Asn336 (BJ) pedig a B-, és y-foszfat kozotti imido-csoporttal alakit ki kapcsolatot. Az
o-foszfat minden nukleotid ligandumra jellemz6 kapcsolata a Lys219 lancvégi amino-
csoportjaval szintén megfigyelheté. Kiilonbség a fémion koordinaciojaban van: az
AMP-PNP mindharom foszfat-csoportja koordinalja az ebbe a szerkezetbe bevitt Mn-iont
(ami a Mg-ot helyettesitheti a PGK esetén), de semmilyen fehérjeoldallanc nem vesz részt a
koordinacioban.

Az AMP-PNP-nek szintén nagyon hasonld kotédési modjat allapitottdk meg a
Thermotoga maritima PGK kristalyszerkezetében is, melyet kotott AMP-PNP-t és 3-PG-t
tartalmazo terner komplex kristalyositasaval nyertek [74]. A sertésizom enzimbdl eléallitott
azonos Osszetételi terner komplex kristallyal szemben ez a szerkezet zart konformacios
allapotu. (A nyitott és zart szerkezetek 6sszehasonlitasat a 2.3.2.4. fejezetben targyalom.)

Az AMP-PCP PGK-hoz val6 kotédési modjat csoportunk hatarozta meg a sertésizom
enzim 3-PG-t és AMP-PCP-t kot terner kompexének kristalyositasaval és annak rontgen
diffrakcios vizsgalataval [70]. Ezen terner szerkezetben, a varakozassal ellentétben, az
enzimmolekula nyitott konformaciot vett fel. Valoszintileg a kristalyban miik6d6 racserdk
akadalyoztak meg a domének zarodasat [89]. A kristaly rigid allapotot jelent, ahol az
oldatban kis valészintiséggel eléforduld konformaci6 fixalodhat és a kristdlyositas soran a
konformacios egyensuly e forma felé tolodhat el. Az AMP-PCP kotédési modja viszont
feltiinden eltér az AMP-PNP fent leirt kotodési modjatol és inkabb a MgATP-jéhez hasonlit:
a foszfatlanc visszahajlik a C-domén felé, tavolodva a 3-PG kotShelyt6l (8.b abra): a f3-
foszfat a Mg*"-on keresztiil az a8 hélixben 16v6 Asp218-hoz kapcsolodik, tehat nincs
semmilyen kolcsonhatasa az .13 hélixszel. Az AMP-PCP-t kotd kristalyszerkezet tehat egy
uj tipusu nukleotid-fémion-fehérje kdlcsonhatast mutatott meg a PGK esetén. Bar a y-foszfat
latszolag semmilyen koélcsonhatasban nincs a fehérjével, a Lys215-tel (mely oldallancnak
terminalis vége nem jol lathato a szerkezetben) mégis valosziniisitheté a kapcsolata. Az

o-foszfat azonban a szokasos modon kapcsolodik a Lys219-hez. Tovabbi érdekessége a
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szerkezetnek, hogy bar az adenin ill. a riboz részekre szamitott krisztallografias B-faktorok
értéke alacsony (18,84 ill. 31,1 A?), a foszfatlanc B-faktor értéke magas (63,1 A?), ami az
utobbi mozgékonysagara utal, a nukleotid kotdhely teljes betoltottsége mellett.

A 9. dbra mutatja 0sszehasonlitva a fent ismertetett kiilonb6z6 nukleotidok kotddési
modjait. Mig a MgADP és a MgAMP-PNP foszfatlanca a 13-as hélix N-terminalisdhoz
kotédik, addig a MgAMP-PCP foszfatlanca a 8-as hélix N-terminalisanak aminosavaival
alakit ki kolcsonhatasokat. A MgATP viszont nem alakit ki kozvetlen kapcsolatot az a8

hélixszel, bar ahhoz kozeledik.

9. abra Kiilonb6z6 nukleotid szubsztratok és ATP analogok kotédésének dsszehasonlitisa

A MgATP (zold) és MgADP (s6tétkék) szubsztratokat, valamint a MgAMP-PCP (tiirkizkék),
MnAMP-PNP (lila) analogokat golyd-palcika modell jeloli, a kolcsonhatasaikat a fehérje
oldallancokkal pedig a megfeleld szinii szaggatott vonal. Az 6sszemasolas az adenozin gyirii szerint
tortént.

A kiilonboz6 kristalyszerkezetekbdl szarmazo kép a nukleotid-foszfatlanc kiilonbozo
pozicidinak lehet6ségét veti fel, jO egyezésben a krisztallografids B-faktor értékekbol,
tovabba a K215A mutans enzimoldgiai vizsgalatabol levont kovetkeztetéssel (Id. 2.3.2.3.1.)

a foszfatlanc flexibilitasarol és a Lys215 oldallanccal vald kapcsolat kialakitasarol.

2.3.2.4. A PGK nyitott és zart kristalyszerkezete

2.3.2.4.1. A szubsztratok elhelyezkedése és kolcsonhatasai a katalitikus komplexben

Mar a doméneket zart konformacioban megmutato kristalyszerkezetek kozlése el6tt,

a nyitott szerkezetek analizisekor érdekes megfigyeléseket tettek pl. arrdl, hogy a

feltételezhetéen katalitikus oldallanc, az N-doménben elhelyezkedé Arg38 (I1d. 2.3.2.2.
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fejezet) kolcsonhatasai és helyzete latvanyosan megvaltozik a terner komplex
kialakulasakor, azaz miutan az AMP-PNP-t bediffundaltattak a 3-PG-t k6t6 biner komplex
kristalyaba [77]. Egyrészt a Thr393-mal (C-domén) tobbszorés H-hid kapcsolatba 1ép,
masrészt a 3-PG reakcioban résztvevd karboxil-csoportjaval valé kolesonhatasa is
megerdsodik. Ezt a megallapitast szintén alatamasztotta a Thermotoga maritima (Tm)
komplexének kristalyszerkezete is [74] (15.d abra). Ebbdl valdsziniisiteni lehetett, hogy az
Arg38-nak fontos szerepe lehet egyrészt a 3-PG karboxil-csoportjanak iranyitasaban az
enzimreakcio soran, masrészt a két domén kozotti kommunikacio megteremtésében.

Mar a nyitott szerkezetek vizsgalata is felvetette még egy érdekes oldallanc, a Lys215
esetleges szerepét a katalizisben, amit a zart szerkezetek késGbbi megismerése valoban
alatamasztott. A Tm PGK*3-PG*MgAMP-PNP terner komplex szerkezetében [74] a Lys215
oldallanc kozvetlen kapcsolatban all a nukleotid y-foszfatjaval (10.a abra), vagyis a foszfo-
transzferben részt vevd foszfo-csoporttal, amib6l arra kovetkeztettek, hogy az oldallancnak
kozponti szerepe lehet a foszfo-csoport kémiai atvitelében. Ezt a kovetkeztetést alatdmasztja
az is, hogy amikor ebbe a szerkezetbe a kotott 3-PG helyére modellezt¢k az 1,3-BPG-t, a
Lys215 oldallanc pozicidja optimalisnak latszott a foszfo-transzferben résztvevé 1-foszfattal
valo kolcsonhatas szempontjabol is. Kérdésként meriil fel, hogyan, milyen mechanizmus
szerint keriil ez a fontosnak latszo oldallanc az aktiv centrumba, hiszen a nyitott
szerkezetekben azért nem is figyeltek fel ra, mivel nagyon periférikus pozicidban volt.
Mindenesetre, az o8 hélixhez tartozé Lys215/TmLys197 oldallanc térbeli helyzete nagyot
valtozik a doménzarddas soran: egyrészt a C-doménbeli a8 hélix pozicidja és konformacioja
valtozik a C-domén belsé magjahoz képest (10.b éabra), masrészt pedig természetesen
valtozik az N-doménhez képest, hiszen a C-domén egésze nagymértékben elfordul az N-
doménhez viszonyitva. fgy a Lys215 oldallancnak pl. az N-doménen kotott 3-PG-t6l valo
tavolsaga kb. 10 A-nyit rovidiil a doménzarédas soran (10.a abra).

Munkam kezdetén tehat még megvalaszolatlan kérdés volt, hogy a Lys215 oldallanc
nagyléptékli elmozdulasanak (amiben a MgATP foszfatlanccal valoé kolcsonhatasnak is
szerepe lehet, 1d. 2.3.2.3.1. fejezet) van-e valamilyen kozvetlen szerepe a doménzarodas
molekularis mechanizmusaban, vagy csupan egy fiiggetlen mechanizmus altal iranyitott

doménzarodas kovetkezményeként mozdul el.
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MnAMP-PNP al3

MgAMP-PNP
013

Az (a) és (b) abrakon a sertésizom PGK nyitott szerkezet (fekete) és a T. maritima zart szerkezete
(piros) lathato Osszemasolva az al3 hélix szerint (a), mig a (b) abran az N-domén B-reddinek
peptidgerincének atomjai szerint. Mindkét abran a hélixeket szalagdiagram, a szubsztratokat golyo-
palcika modell abrazolja. A tavolsagok A-ben vannak megadva. A TmLys197/Lys215 kolcsonhatasa
a nukleotid y-foszfatjaval szaggatott piros vonallal lathato.

A T. maritima PGK fenti szerkezetén kiviil, nagyjabol vele egyidében, napvilagot
latott egy masik, még tokéletesebben zart PGK szerkezet, egy egysejtii ¢lolény, a
Trypanosoma brucei-b6l (Th) szarmazé PGK MgADP ¢és 3-PG szubsztratokkal alkotott nem
miikodd terner komplexe [75]. A szerkezetben kotott 3-PG karboxil-csoportja és a kotott
MgADP B-foszfatja kozé a szerzék modellezték a reakcioban atadodo trigonalis foszfo-
csoportot (nincs bemutatva). A kozponti foszforatom egyenlé tavolsagra van a nukleofil és a
tavozd csoporttol. A foszfo-csoport mindharom negativan toltott  oxigén-atomja
tobbszorosen stabilizalodik: az 7hArg39/Arg38 guanidinium csoportja (ol hélix), a
TbGly376/Gly373 (13 hélix N-terminalis) peptidgerinc amidja, a 76Gly399/Gly396 (14
hélix N-terminalis) peptidgerinc amidja, a 7hLys219/Lys215 oldallanc terminalis amino-
csoportja (o8 hélix) és a magnézium ionnal valo kdlesonhatés révén. (Az oldallancok relativ
pozicidjat a zart szerkezetben a 11. abra mutatja.) Ezen krisztallografias szerkezet kiilon
érdekessége, hogy a monomer PGK ebben dimerként kristalyosodott, melynek egyik
alegysége a MgADP*3-PG terner komplex, mig a masik alegység egy MgADP*P;
pszeudoterner komplex. A két alegység aktiv centrumat a kotott MgADP  szerint
Osszemasolva kideriilt, hogy a P; nem a 3-PG helyén, hanem mellette, a k6tétt 1,3-BPG 1-es
foszfatjanak feltételezheté helyén kotédik, azaz az atmend foszfat helyét foglalja el és

szintén a modellezett foszfo-csoporthoz hasonl6 kélcsonhatasokat alakit ki. Tehat a T. brucei

PGK zart szerkezete szintén az Arg38 (ol hélix) és a Lys215 (a8 hélix) oldallancok,
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valamint az a13 és al4 hélixek N-terminalisainak feltételezett katalitikus szerepe mellett
sz6l. A négy hélix aktiv centrumot kialakitd szerepe mellett sz6l az 1,3-BPG szubsztrattal
csoportunkban végzett modellezési munka is [87]
(11. abra), amely egy tovabbi érdekességre is felhivta a figyelmiinket ezen szubsztrat
kotédésével kapcsolatban. A modellezés az 1,3-BPG 1-es foszfatjat tobb, egymastol kissé
kiilonb6zé pozicidban és kolesonhatasban mutatta meg, utalva arra a lehetdségre, hogy a
MgATP y-foszfatjahoz hasonloan, az 1,3-BPG 1-es foszfatja szintén flexibilisen mozoghat,
még a zart aktiv centrumban is. Figyelemre mélto, hogy mindkét esetben az
enzimreakcioban atadoédo foszfo-csoportok mozgékonysagarol van szo. Az 1-es foszfat
mozgasa altal az Arg38-at hordoz6 ol hélix, valamint a Lys215-6t hordozé a8 hélix és az
al3 ill. 14 hélixek pozitivan t6ltott N-terminalisa kozeledhetnek egymashoz. Tehat amig a
MgATP az a8 és al3 hélixek kozelitésével segitheti el6 a doménmozgast és az aktiv
konformaci6 kialakulasat, addig a 1,3-BPG-nek is hasonlé szerepet tulajdonithatunk,
kiterjesztve azt az ol és al4 hélixekre is. Nem zarhatjuk ki azt sem, hogy az 1,3-BPG
(melyrdl ismert az enzimszerkezetre kifejtett nagy hatasa [90]) esetleg mar 6nmagaban képes
a zart konformaciot létrehozni és stabilizalni. Doktori munkdm soran ezen hipotézisek

érvényességét is vizsgaltam.

11. abra A modellezett 1,3-BPG kolcsonhatasai

Az abran palcika modellel lathato a harom modellezett 1,3-BPG szubsztrat a 7h PGK zart
szerkezetében. A hélixek szalagdiagrammal, a MgADP pedig golyd-palcika modellel lathato. A
kolesonhatasokat szaggatott vonalak mutatjak. Az oldallancok szamozasa a hPGK szekvenciajanak
megfeleld.

29



2.3.2.4.2. A nyitott és zart szerkezetek Osszehasonlitisa: a PGK molekula csuklo-

régioinak meghatarozasa

A doménmozgasok mechanizmusanak felderitéséhez elsé 1épés, hogy a molekula
lehetséges csuklo régioit meghatarozzuk. Ennek legegyszeriibb modja az lehet, ha az
ugyanazon forrasbol szarmazd enzimet sikeriil nyitott és zart konformacios allapotban is
kristalyos formaban eldallitani és szerkezetét meghatarozni. Ebben az esetben a két szerkezet
Osszehasonlitasat nem zavarjak szekvencialis kiilonbségek és a molekula csuklo régioi igy
viszonylag konnyen lokalizalhatok. Csoportunk e célbol probalta meg a sertésizom PGK*3-
PG*MgADP terner komplexét magas foszfat-ion koncentracio mellett kristalyositani, azaz
az clobbi fejezetben targyalt 7. brucei PGK hasonlé komplexével azonos koriilmények
kozott. A varakozassal ellentétben, azonban a sertésizom enzimnek ismét nyitott
konformaciojat kaptdk meg [76]. Szintén ugyanilyen eredményre vezetett a 7. maritima
PGK-nal bevalt alacsony ionerésségli PEG mint kristalyosito agens alkalmazasa a sertésizom
PGK*3-PG*MgAMP-PCP kristalyositasakor [70]. Mint a 2.3.2.3.2. pontban targyaltam, a
sertésizom PGK kristalyaban miikodd racserék akadalyozhatjak meg a domének zarodasat.

Ebben a helyzetben a PGK csuklo régidinak feltérképezéséhez két nyitott
(sertésizom) és két zart (T.maritima és T. brucei) terner komplex szerkezetét hasonlitottak
Ossze [76]. A sertésizom PGK*3-PG*MgADP és az ugyanezen forrasbol szarmazo PGK*3-
PG*MnAMP-PNP szerkezetek nyitott konformaciot, mig a 7. brucei PGK*3-PG*MgADP
¢és a T. maritima PGK*3-PG*MgAMP-PNP kristalyszerkezetek zart allapotot képviselnek.
Ha felvaltva az egyes domének belsejében talalhato B-reddk peptidgerince alapjan masoljuk
Ossze a szerkezeteket, megfigyelhetjilk, hogy a domének relativ pozicidja egymastol igen
kiilonboz6 (12. abra).

A domének mint rigid testek mozdulnak el egymashoz képest a csukld régiok
mentén. Bernstein és munkatarsai 1997-ben mar leirtak, hogy a 7-es hélix két terminalisa
csukloként funkcionalhat a doménzarodas folyamatdban [91]. Az a7 C-terminalis

csuklojanak pozicidja merében eltérd a nyitott és zart szerkezetekben [76].
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(a) (b)

12. 4bra A PGK f6bb csuklo régidi: az a7 két végpontja és a BL [76]

Az abran négy szerkezet Gsszemasolasa lathato: piros szin jeloli a sertésizom PGK*3-PG*MgADP
szerkezetet, narancssarga a sertésizom PGK*3-PG*Mn/MgAMP-PNP szerkezetet, kékkel lathaté a T.
maritima PGK szerkezet, mig zolddel a T. brucei PGK zart szerkezet. Az (a) abran az 6sszemasolas
az N-domén, mig a (b) abran a C-domén B-reddinek Co atomjai szerint tortént. Mindkét abran a
szubsztratok palcika modellel, az a7 és BL szalagdiagrammal lathato.

Az a7 hélix végeinél fontosabb csuklo régionak latszik a 13-as és 14-es hélixeket
0sszekotd L-jeli B-redd, mivel ez tobb konzervativ aminosav-maradékot is tartalmaz. Mig a
13-as hélix a C-terminalis domén része és azzal egyiitt mozog, addig a 14-es hélix az N-
terminalis doménhez tartozik. A doménzarodas soran a BL redd nagymértékii konformacios
valtozason megy keresztiil és ennek alapjan Szilagyi és mti feltételezték, hogy lényegében ez
a valtozas szabalyozza a két domén relativ helyzetét és kozeliti egymashoz a szubsztratk6td

zsebeket. Késobb a DynDom program hasznalataval is alatdmasztottak a csuklo 1étezését a

BL-nél [92]. Ezért a BL reddt tekinthetjiik a PGK {6 csuklo-régidjanak (13. abra)
(b)

13. 4bra Az N- és a C-terminalis domént a BL redé kozeliti egymashoz

Mindkét abran a szinek azonos kristalyszerkezeteket jeldlnek a kovetkezéek szerint: piros a
sertésizom PGK*3-PG*MgADP (nyitott szerkezet), narancssarga a sertésizom PGK*3-PG*MnAMP-
PNP (nyitott szerkezet), kék a Tm PGK*3-PG*MgAMP-PNP (zart szerkezet) és a zold pedig a
Tb PGK*3-PG*MgADP (zart szerkezet). Az (a) dbran a kristalyszerkezetek 6sszemasolasa az oul3
hélix, a (b) abran pedig az a.14 hélix peptidgerinc atomjai szerint tortént.
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Emlitésre méltd még a 8-as hélix is, mely integrans része a C-terminalis doménnek,
mégis attol tobbé-kevésbé fiiggetleniil mozog (10.b abra), elsésorban a nukleotiddal valo
kapcsolat révén. A doménzarodas folyaman az a8 konformacidja rendezédik és elmozdul az
o14 hélix iranyaba, mely mozgas a két domén kozotti csatornat zarja (14. abra).

csatorna

o
C-csukléja

14. dbra A PGK f6bb masodlagos szerkezeteinek elmozdulisa a doménzardodas soran

A szinek a kovetkez6 kristalyszerkezeteket jelolik: piros a sertésizom PGK*3-PG*MgADP (nyitott
szerkezet), narancssarga a sertésizom PGK*3-PG*MnAMP-PNP (nyitott szerkezet), kék a
Tm PGK*3-PG*MgAMP-PNP (zart szerkezet) és a zold pedig a 7h PGK*3-PG*MgADP (zart
szerkezet). Az abran a kristalyszerkezetek Osszemasolasa az N-domén béta red6i alapjan tortént. A
hélixek ¢és reddk szalagdiagrammal, a szubsztratok palcika modellel lathatok.

A csuklo régiok azonositasa nagy lépést jelentett a doménmozgasok megértése felé.
A tovabbiakban csoportunk kisérletet tett a doménmozgasok mechanizmusanak részletesebb
felderitésére is. Ehhez 6sszehasonlitottak a konzervativ oldallancok atomi kdlesonhatasait a
nyitott (biner) és a zart (terner komplexek) kristalyszerkezetekben. Meglepé modon kideriilt,
hogy csupan a BL red6t érinté néhany molekularis kolesonhatasban van kiilonbség a két
extrém konformacio kozott [93]. A 15. abran vilagoskék és zold nyilak jelzik a 3-PG ill. a
nukleotid szubsztrat hatasara a megfelelé biner komplexekben kialakuldé molekularis
kolcsonhatasokat az interdomén régioban. Ezek a kolcsonhatasok a terner komplexekben is
fennmaradnak ¢és milkodnek. A zart terner komplexekben csupan néhany tovabbi
kolesonhatas alakul ki, melyeket a fekete nyilak jeleznek (15.c és d abrak). Ezzel 1ényegében
kiterjed és stabilizalodik a biner komplexekben mar kezdeményeiben jelen 1évé H-hid kotés-
rendszer, ami a BL alapveté konformacid-valtozasat és ezzel parhuzamosan a domének
Osszezarodasat eredményezi. Tehat a mindkét szubsztrat egyiittes hatdsara kialakulo specialis
H-kotés rendszer egy kettds molekularis kapcsoloként foghato fel [94]. Munkam kezdetén
ezen hipotézis kidolgozasaba kapcsolodtam be, mely feltételezi, hogy konzervativ

oldallancok kozvetitik a szubsztratok hatasat a BL csuklo régiohoz, tovabba, hogy mindkét
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szubsztrat egyiittmiikodése sziikséges az aktiv terner komplexben a doménzarodas

bekovetkezéséhez.

15. 4bra A szubsztratok konformacio-viltoztaté hatasianak terjedése a fo csuklé régio, a BL felé
Az (a) abran a sertésizom PGK*3-PG biner (kék), mig a (b) abran a B. stearothermophilus
PGK*MgADP biner (z6ld) szerkezete lathato. A C abra a 7b PGK*3-PG*MgADP terner (piros), a
D abra pedig a Tm PGK*3-PG*MgAMP-PNP terner (narancssarga) szerkezeteit mutatja a
szubsztratkotd helyek és a BL régié kornyezetét kiemelve. A szubsztratok/analogok (3-PG, MgADP,
MgAMP-PNP) golyo-pélcika modellel 1athatok, a BL-et és az a14-et szalagdiagram jeldli, a BJ és BK
red6k peptidgerince palcika modellel lathatd. Az oldallancok szamozasa az adott szerkezetnek
megfeleld. Az allando kolesonhatasokat szaggatott vonal jel6li, a 3-PG hatasara kialakulokat kék
nyil, a nukleotid szubsztrat/analog hatasara kialakulokat pedig z6ld nyil mutatja. A terner
szerkezetekben - (c) és (d) abra - kialakulo két uj kolcsonhatast fekete kettds nyilak abrazoljak.

2.3.3. A PGK tulajdonsdgai oldat fazisban

Egy enzim miikddésének megértéséhez nem elég a nagyfelbontast kristalyszerkezet
ismerete, hanem az enzim oldataban elvégezhetd kiilonféle (egyensulyi és kinetikai)
enzimologiai vizsgalatok, valamint fizikai kémiai mérések (pl. CD, DSC, SAXS) egyiittesen
adhatnak csak képet a fehérjemolekula viselkedésér6l. Ez utobbiak annal is inkabb fontosak,

mert az enzimek altalaban oldatban miikodnek, és amint fentebb is targyaltam (1d. 2.3.2.4.2.
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pont), a kristalyos enzim vizsgalatabol nyert informaciokat gyakran befolyasolhatja az a
tény, hogy a kristalyban miikodo racserdk a fehérjének esetleg az oldatban csak kis

valészintiséggel eléfordulo konformaciojat stabilizaljak.

2.3.3.1. A szubsztratkotédés jellemzése: disszocidcios allandok (K értékek)

Az egyes szubsztratok kotédésének Ky értékeit mutatja be a 2. tablazat 1. oszlopa.
Altalaban elmondhat6, hogy a 3-PG, a MgATP és a MgADP Ky értéke a mikromolos
koncentracio-tartomanyba esik, szemben az 1,3-BPG Ky-értékének nanomolos értékével,

mely ez utobbinak rendkiviil szoros kotodését tikkrozi.

2. tablazat A szubsztratok K, értékei (mM) szabad enzim esetén oldatban és kristalyban,
valamint PGK*3-PG komplex esetén kristialyban

Oldat Kristaly
Szubsztrat
PGK PGK*3-PG PGK*3-PG
0,032+0,003 [95]
0,022 [96]
3-PG — —

0,03+0,01 [97]
0,0110,005 [98]

0,00005+0,00002 [95]
1,3-BPG 0,00005+0,00001 [97] — -
0,000056+0,000024 [87]

0,048+0,009 [99] 0.34+0.13 [99]
MgADP 0.096+0.021 [101]
0.060+0.010 [100] 0.38+0.05 [101]
0,145 [102]

0.51+0.22 [99]
MgATP 0.23+0.05 [100] 0.21+0.02 [101]

0.38+0.06 [101]
0.27+0.09 [99]

A szubsztratok Ky értékeinek meghatarozasa kiilonféle modszerekkel tortént, pl.
kozvetett fluorimetrias titralassal, NMR spektrum valtozasa alapjan vagy az egyensulyi
dializis kozvetlen modszerét hasznalva. A modszerek sokfélesége is lehet az oka annak,
hogy a kiilonféle kutatocsoportok altal kozolt eredmények eltérnek a szubsztratkotés
sztochiometridja szempontjabol. Féként a nukleotid szubsztratok esetén véltek egyes szerzok
egy masodlagos kotdhelyet is kimutatni [102, 103]. Kutatocsoportunk az egyensulyi dializis
¢és ITC modszerrel csak egyetlen nukleotid két6helyet hatarozott meg [72, 100], 6sszhangban
a rontgenkrisztallografias adatokkal.
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Erdemes Osszevetni a MgADP és MgATP kotddését jellemzé adatokat, hiszen a
szerkezeti adatok szerint a két nukleotid szubsztrat kotédési modja kiilonbozo. A 2. tablazat
adataibol lathato, hogy a MgADP sokkal szorosabban kotddik az enzimen, mint a MgATP,
tovabbé azt is tudjuk, hogy a Mg®" csak az ADP kétédésére hat, az ATP kotddésére pedig
nem (nincs bemutatva, [100]). Kutatécsoportunk kalorimetrias titralassal (ITC) is jellemezte
a két nukleotid szubsztrat enzimmel valo kolcsonhatasat. A titralasi adatokbol a kotddés
energetikai paraméterei is megadhatoak voltak [72]. Kideriilt, hogy mig a MgADP kétédése
foként entalpia-vezérelt exoterm folyamat, addig a MgATP kotédését foként a kotddési
entropiavaltozas iranyitja. Az eredmények tehat Osszhangban vannak a krisztallografias
szerkezetekbOl levont kovetkeztetésekkel, azaz a kotott MgATP foszfatlancanak

nagymértéki flexibilitasara utalnak.

2.3.3.2. A PGK szubsztratjainak egymdsra hatdasa a terner enzim-szubsztrdt komplexben

Az oldott PGK esetén azt tapasztaltak, hogy a nukleotid szubsztrat kotddése gyengiil,
ha az enzimen mar kotve van a 3-PG szubsztrat ([99], 2. tablazat 2. oszlop). Ezt a jelenséget
szubsztrat antagonizmusnak nevezték el, mivel az egyik szubsztrat kotddése negativan hat a
masik kotédésére. A szubsztrat antagonizmus jelensége nemcsak a PGK sajatsaga.
Megfigyelték pl. a foszfofrukto-1-kinaz enzim esetében is [104].

A szubsztratok ilyen jellegli kolcsonhatasa csak akkor valosulhat meg, ha az egyik
doménen kotdéds szubsztrat valamilyen informaciot képes atkiildeni a masik doménen
elhelyezkedd masik szubsztratkotohelyre. Ez pedig a két domén kommunikacidjat kell hogy
feltételezze. Mivel szintén a két domén kozotti nagyfoku egyiittmiikodés sziikséges a
doménzarodashoz is, feltételezhetjikk, hogy a doménzarddas és a szubsztrat antagonizmus
enzimmel végzett kotddési vizsgalatok. Az egykristaly mikrospektrofotometria modszerét
alkalmazva meghataroztak a sertésizom PGK 3-PG-vel alkotott biner komplex kristalydhoz
k6t6dé MgADP ill. MgATP disszociacios allandéit (2. tablazat, 3. oszlop). Erdekes médon a
kapott K értékek az oldott enzimre 3-PG tavollétében meghatarozott értékekkel mutattak jo
egyezést, szubsztrat-antagonizmus nem volt kimutathat6. Ez tehat bizonyitja, hogy a nyitott
enzimkonformacioban a két domén kozotti egylittmikodés nem valésul meg, a
doménzarodas pedig ugyanezen oknal fogva szintén nem kovetkezik be. Azaz a szubsztrat

antagonizmus ¢és a doménzarodas osszefliggenek.
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A PGK szubsztratja és doménje kozotti egylittmiikodésnek egy masik szép kisérletes
példaja az enzim-szubsztrat komplexek kalorimetridas (DSC) vizsgalata. A munkabol
egyértelmiien kideriilt, hogy a terner enzim-szubsztrat komplexek héstabilitasa nagyobb,
mint a biner enzim-szubsztrat komplexeké kiilon-kiilon [93]. A karbox-amidometilezett
fentihez hasonlo kisérletek viszont azt mutattak, hogy ezen modositott enzim esetén mindkét
szubsztrat egyiittes kotédése nem idéz elé nagyobb valtozast az enzim konformacidjaban,
mint az egyes szubsztratok kiilon-kiilon. Az eredmény Osszhangban van a fentiekben
ismertetett kettés kapcsold hipotézisiinkkel, azaz hogy a két domén egyiittmiikodését a
szubsztratok egylittesen szabalyozzak. A szabalyozas mikéntjének, molekulaszerkezeti

hatterének kisérletes meghatarozasa szolgalt alapul doktori munkamhoz.

2.3.3.3. PGK adltal katalizalt reakcio enzimkinetikai jellemzése

2.3.3.3.1. Az enzimkinetikai reakciomechanizmus

A PGK altal katalizalt reakcié mechanizmusa (Cleland-féle osztalyozas) szerint
szekvencialis, azaz mindkét szubsztratnak kotddnie kell az enzimen miel6tt barmelyik
termék felszabadulna. A mechanizmust tovabba a szubsztratok gyors egyensulyt elérd és
random modon valo kotédése jellemzi, azaz a szubsztratkotddés gyorsabb, mint az
enzimreakcid és nincs sorrendiség a kotddésben [105]. Tiofoszfat nukleotidanaloggal végzett
kinetikai vizsgalatok arra is ramutattak, hogy a PGK katalizalta foszfo-transzfer inverzioval
jatszodik le, asszociativ jellegii, vagyis nincs kovalens foszfo-enzim intermedier, hanem a
foszfo-csoport kozvetlenill adodik at az egyik szubsztratrol a masikra [106]. A termékek
koziil a MgADP tavozik el6szor, ugyanis az 1,3-BPG ko6tddése az enzimen olyan szoros

az ¢éleszté PGK-val végzett tranziens kinetikai vizsgalatok is bizonyitjak [107, 108].
2.3.3.3.2. A PGK anomalis kinetikai viselkedése: szubsztratfelesleg-, és anion aktivalas

A PGK kiilonleges kinetikai tulajdonsagokat mutat: jellemz6 ra a szubsztratfelesleg-
aktivalas, ami azt jelenti, hogy a szubsztratok nagy koncentracioban aktivaljak az enzimet.

Tovabba a tobbértékii anionok alacsony koncentracioban aktivaljak, mig nagy

koncentracioban gatoljak az enzimet [109]. Ezeket a jelenségeket Scopes mar 1978-ban
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megfigyelte, és igy magyarazta, hogy a szubsztratok vagy anionok elésegithetik a szorosan
kotéds termék, az 1,3-BPG felszabadulasat az enzimrdl [95], azonban a jelenséget
kvantitativan leirni nem tudta.

Az anionok gatlo hatasa sokkal egyértelmiibben értelmezheté: valoszinlileg az
anionos jellegli szubsztratokat szoritjak ki a kot6helytkrol.

A szubsztratfelesleg ¢és anionok altali aktivalas értelmezéséhez és kvantitativ
leirasahoz feltételezni kellett legalabb egy, a szubsztratkotdhelyeken kiviil 1étez6 szabalyozo
helyet [110]. A hipotézis szerint a szubsztratok ill. mas anionok szamara léteznie kell az
aktiv centrumon kiviili, a szubsztratok kotohelyeivel nem atfedd aktivalo helynek. Ez a hely
doménzarodas soran alakul ki. Kialakitasaban valoszintileg mind az N-, mind pedig a C-
terminalis domén oldallancai részt vesznek. A szubsztratok/anionok egyrészt csokkenthetik a

nyitott €s zart szerkezet kozti energiagatat, masrészt kozvetlenil eldsegithetik a lassan

lehetséges anionkotOhelyet eredményezett egyrészt a szubsztratkotohelyek kozelében,
masrészt pedig a zart szerkezetll enzim felszinén [87]. Ez utobbi azonosnak latszik a Szilagyi
¢és Vas altal feltételezett aktivalo hellyel [110]. Mivel az anionaktivalas és a doménzarodas
Osszefiigghet egymassal, ezért a doménzarédas mechanizmusanak felderitése hozzasegithet

az anionaktivalas jelenségének jobb megértéséhez is.
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3. CELKITUZESEK

Az irodalmi attekintésben targyaltak szerint a tobb doménbdl felépiilé enzimek
miikddésének megértéséhez sokiranyu, komplex vizsgalatok sziikségesek. Az altalam
tanulmanyozott PGK enzimet széles korben alkalmazzak modellként a domének kozotti
kolesonhatasok vizsgalatara. A PGK esetén kristalyszerkezeti és enzimoldgiai adatok alapjan
mar munkam megkezdésekor egy részletes, Un. ,kettds kapcsold” hipotézis allt
rendelkezésre az enzim miikodéséhez sziikséges konformacio-valtozasokrol és a két
szubsztrat egylittes szerepérdl. A hipotézis csupan molekularis grafikai analizisen alapult: a
konzervativ oldallancok feltételezheté atomi kolcsonhatasainak szintjén vazolta fel a 6
csuklo régionak tekintett BL redé mikodését. Egy masik, alternativ hipotézisiink szerint a
MgATP mozgékony foszfatlancanak a Lys215 oldallanccal valo id6leges kapcsolata, akar
fiiggetleniil is, el6idézheti a doménzarddast azaltal, hogy az a8 és al3 hélixeket kozeliti
egymashoz. Hasonlé szerep tulajdonithato az 1,3-BPG mozgékony 1-es foszfatjanak, amely
az Arg38 oldallanccal valo kapcsolata révén kozelitheti még az ol és ol4 hélixeket is a
doménzarddas soran. Az eddigi kisérleti eredmények alapjan azonban nem donthetd el, hogy
a Lys215 és Arg38 oldallancoknak ill. az azokat hordozoé a8 és ol hélixeknek van-e
kozvetlen szerepe a doménzarédas molekularis mechanizmusaban, vagy csupan egy
figgetlen mechanizmus (pl. PL red6 mikodése) altal iranyitott doménzarddas
kovetkezményeként mozdulnak el.

Doktori munkdm sordn célul tliztem ki, hogy kisérleti modszerekkel dontsek a
hipotézisek érvényességérol. A hipotézisek ellenérzésére a kérdéses konzervativ
oldallancokat irdnyitott mutagenezissel modositottam és a mutans fehérjéket enzimologiai
ill. biofizikai modszerekkel vizsgaltam. A doménzarédas mechanizmusaval kapcsolatban
kozvetlen modszerrel kivantam tisztazni, hogy kristalyszerkezetek alapjan valoszinsitett
feltevés valosul-e meg, azaz mindkét szubsztrat egyiittes kotoédése sziikséges-e ahhoz, hogy

az enzimmolekulanak a zart konformacioja kialakuljon.

A fentick értelmében a kovetkezé munkatervet kovettem:

1. A vad tipusi hPGK-val végzett kisszogli rontgenszoras (SAXS) mérésekkel
kivantam igazolni vagy cafolni, hogy mindkét szubsztrat egyiittes kotodése
sziikséges-e a PGK doménzarodasahoz.

2. A K215A ¢és R38A hPGK aktivhely mutansok SAXS analizisével terveztem

meghatarozni, hogy a szubsztratok kotddése el6idézi-e a zart konformacié
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kialakulasat ezen mutansok esetén is, azaz hogy a K215 és R38 oldallancoknak van-e
kozvetlen szerepe a doménzarddasban.

hélixekben 1évd, vele kapcsolatos oldallancok iranyitott mutagenezissel valo
modositasa altal és a mutansok enzimologiai (enzimkinetikai és egyensulyi
szubsztratkotédési) és biofizikai (DSC, SAXS) vizsgalataval kivantam az adott
oldallancok katalizisben ill. a doménzarodasban bet6ltott szerepét tisztazni.

Hasonlé mutacios kisérleteket és analizist terveztem a PGK eddig még kevéssé
vizsgalt nukleotid szubsztrat kotéhelyén és kornyezetében, azért, hogy felderitsem,
milyen oldallanc kdlesonhatasok révén kozvetitddik a nukleotid hatasa a L {6 csukld
régiohoz. Az enzimologiai és SAXS vizsgalatok egyiittes analizisébdl vartam valaszt
a doménzarédas molekularis mechanizmusanak részleteire, az oldallanc-
kolesonhatasok szintjén.

A mutansok enzimkinetikai és szubsztratk6t6dési allandoinak ismeretében a
mutaciok hatdsanak energetikai értelmezése céljabol a vad tipusu enzimhez
viszonyitott un. differencia energiadiagramot terveztem elkésziteni. Az adatok
kvantitativ analizisébdl kivantam kovetkeztetni a mutdcid hatdsanak természetére
(szubsztratkotés gyengitése, katalizis aktivalasi szabadentalpia-gatjanak novelése).
Az aktivalasi szabadentalpia-gat doménzarddasra forditandd részét, azaz a
doménzarodast kisérd szabadentalpia-valtozast kozvetlen izotermalis titrald
kalorimetrias mérésekkel, mégpedig a biner és terner enzim-szubsztrat komplexek
képzodését kisérd hoeffektusok dsszehasonlitdsaval szintén terveztem meghatarozni,

mind a vad tipust enzimnél, mind pedig a doménzarodast akadalyoz6 mutansoknal.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1.  Anyagok

A fehérjetermelés ¢és tisztitas soran felhasznalt anyagok koziil az LB tapoldatok
készitéséhez sziikséges élesztd kivonat, a bacto trypton, a NaCl, valamint a CM-Sepharose
oszlopkromatografidhoz sziikséges NaH,PO, és Na,HPO4 Reanal termék; a hPGK fehérjék
eloallitasahoz sziikséges ampicillin és a kloramfenikol Sigma; az IPTG Fermentas
gyartmany volt, mig az (NH4),SOs a Merck-t6l szarmazott. Az iranyitott mutaciok
kivitelezéséhez hasznalt QuikChange kit Stratagene termék volt. A PCR reakciohoz a
primereket az Invitrogen-t6l rendeltiik.

Az enzimologiai vizsgalatokhoz sziikséges 3-PG, az ATP és az ADP Na-s6 formaban
Boehringer gyartmanyu volt. A MgATP ill. MgADP szubsztratokat MgCl, (Sigma)
hozzaadasaval készitettem. A MgATP disszociacios allandojat 0,1 mM értéknek, mig a
MgADP-jét 0,6 mM-nak vettem [111-113]. 1,3-BPG-t gliceraldehid-3 foszfatbol (Sigma)
preparaltam Negelein [114] modszer szerint Furfine és mtsa-inak valtoztatasai alapjan [115].
A kinetikai mérésekhez sziikséges NADH-t a Sigma cégtél rendeltik. A kotodési
vizsgalatokhoz sziikséges Ellman reagenst (DTNB) a Serva-tol, az ANS-t a Sigmatol
vasaroltuk. A Tris Serva, az EDTA Merck, a DTT Fluka gyartmany volt. A tobbi vegyszer is
analitikai tisztasagll készitmény volt.

A PGK enzim [EC 2.7.2.3.] human valtozatanak génjét pET11c vektorba klonozva P.
J. Hogg (University of New South Wales, Sydney, Ausztralia) laboratériumabol kaptuk.

A kinetikai vizsgalatokhoz sziikséges GAPDH-t sertésizombol izolaltam és a PGK-
hoz hasonl6 koriilmények kozott taroltam.

K215A és R38A mutans hPGK-k DNS konstrukcidi rendelkezésemre alltak korabbi,
részben szakdolgozati munkam eredményeként. Ezen mutins enzimek elballitasat a

Modszerek fejezetben targyalt modon, a vad tipusua hPGK-hoz hasonl6an hajtottam végre.
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4.2. Modszerek

4.2.1. DNS szintii munkdk a vad tipusu és mutans hPGK enzimek eléallitasara

Az iranyitott mutagenezis kivitelezésére PCR reakciot alkalmaztam, melyet a
QuikChange helyspecifikus mutagenezis kit segitségével kiviteleztem az alabbi primerek
felhasznalasaval (3. tablazat). A mutans enzimek elkészitésére iranyuldé DNS munkéban
Flachner Beata segitett.

A PCR segitségével felszaporitott mutaciot tartalmazo plazmidot Epicurian Coli
XL1-Blue szuperkompetens sejtekbe; fehérjetermelés céljabol pedig BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL (Strategene) kompetens sejtekbe transzformaltam.

3. tablazat Az iranyitott mutagenezishez hasznalt forward ill. reverz primerek DNS
szekvencidja

Minden mutacio esetén fels6 sorban az alkalmazott forward, alatta pedig a reverz primer
bézissorrendje lathato.

Mutacioé Primerek: forward (5°— 3’) és
tipusa reverz (5> 3°)
F165A GTCAATGATGCTGCTGGCACTGCTCACAG
CTGTGAGCAGTGCCAGCAGCATCATTGAC
E192A GATGAAGAAGGCGCTGAACTACTTTGC
GCAAAGTAGTTCAGCGCCTTCTTCATC
F196A GAAAAAAGAGCTGAACTACGCTGCAAAGGCCTTGGAGAG
CTCTCCAAGGCCTTTGCAGCGTAGTTCAGCTCTTTTTTC
K219A GCTAAAGTTGCAGACGCGATCCAGCTCATC
GATGAGCTGGATCGCGTCTGCAACTTTAGC
N336A GCAGATTGTGTGGGCTGGTCCTGTGGGGG
CCCCCACAGGACCAGCCCACACAATCTGC
E343A GTCCTGTGGGGGTATTTGCATGGGAAGCTTTTGCCCG
CGGGCAAAAGCTTCCCATGCAAATACCCCCACAGGAC
T375A GGTGGTGGAGACGCTGCCACTTGCTGTG
CACAGCAAGTGGCAGCGTCTCCACCACC
S392A GTCAGCCATGTGGCCACTGGGGGTGGTG
CACCACCCCCAGTGGCCACATGGCTGAC
T393A CAGCCATGTGAGCGCTGGGGGTGGTGCCAG
CTGGCACCACCCCCAGCGCTCACATGGCTG
S392A-T393A GATAAAGTCAGCCATGTGGCCGCTGGGGGTGGTGCCAGTTTG
CAAACTGGCACCACCCCCAGCGGCCACATGGCTGACTTTATC
T393del GATAAAGTCAGCCATGTGAGC---GGGGGTGGTGCCAGTTTG
CAAACTGGCACCACCCCC---GCTCACATGGCTGACTTTATC
S398A CTGGGGGTGGTGCCGCTTTGGAGCTCCTGG
CCAGGAGCTCCAAAGCGGCACCACCCCCAG

A mutaciokat DNS szekvenaltatassal ellendriztiik (BIOMI Kft., G6d6116).
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4.2.2. A human PGK eléallitasa citoplazmatikus fehérje expresszioval

A vad tipusi hPGK-t ill. mutansait is BL21(DE3)-RIL torzsben termeltettem. A
plazmidot tartalmazé BL21-C+(DE3)-RIL kinétt telepek kozil egyet 20 pl 100 mg/ml
ampicillint és 20 pl 30 mg/ml kloramfenikolt tartalmazé 20 ml LB tapoldatba tettem, egy
éjszakan at novesztettem. A fehérje termelést 2 l-es Erlenmeyer lombikokban, egyenként
500 ml LB-taptalajjal végeztem, melyhez 5 ml kezd6 kultarat, 500 pl 100 mg/ml ampicillint,
¢és 500 pl 30 mg/ml kloramfenikolt adtam. A kultirakat 180 rpm sebességgel razatva, 37 °C-
on, kb. 3 6ran at ODgpp=0,6 értékig novesztettem, majd 0,5 mM IPTG-vel indukaltam. 4 6ran
keresztiil termeltettem az enzimet. Ezt kovetéen 4000 rpm-mel, 15 percig 4 °C-on
centrifugélassal iilepitettem a kultirakat és a sejtcsapadékot kb. 20 ml NaP;, | mM EDTA,

pH=6,2 pufferrel felszuszpendaltam, majd lefagyasztottam és feltarasig -80 °C-on taroltam.

4.2.3. A vad tipusu hPGK és mutansainak feltarasa és tisztitasa

A sejtszuszpenziot ultrahangos feltarassal (szonikalds) kezeltem Otszér 1 percig
jégben, a felmelegedés elkeriilése érdekében. Ezt kdvetden 12000 rpm-el 4 °C-on 15 percig
centrifugalassal {ilepitettem a sejtszuszpenzidt. Els6 Iépésben a feliiliszot allando keverés
mellett, jeges vizfiirddben lassan telitettem ammonium-szulfattal 2,3 M koncentracio
eléréséig (357 g/l), a csapadékot 12000 rpm-el 4 °C-on 15 percig centrifugalassal
tavolitottam el, majd a feliilliszot 3,4 M koncentracio eléréséig (195 g/l) tovabbtelitettem.
Ebben a lépésben valik ki csapadékként a PGK. A szuszpenziot 12000 rpm-el 4 °C-on 15
percig centrifugaltam, majd a csapadékot 20 mM NaP;, | mM EDTA, pH=6,2 pufferben
oldottam. Ezutan a fehérjeoldatot dializaltam 1 mM merkaptoetanolt tartalmazo 20 mM-os
NaP;, | mM EDTA, pH=6,2 pufferrel szemben. A sOmentesitett fehérjét karboxi-metil-
(CM)-Sepharose kationcserélé gyantan oszlopkromatografiaval hidegszobaban tisztitottam
tovabb. 0-1 M kozotti NaCl-gradiens elucidt alkalmaztam. A kromatogram alapjan SDS-
gélelektroforézis segitségével azonositottam a hPGK-t tartalmazé frakciokat, és azok
tisztasagat ellendriztem. Az eléallitott fehérje 98 %-os tisztasagu volt. A kisérletekhez a
fehérjéket 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pufferrel (pH 7.5) dializaltam, mely 1 mM
merkaptoetanolt tartalmazott. A PGK-t lefagyasztva -80 °C-on taroltam 0,4 mM-os (20

42



A vad tipusi hPGK-ra (44,5 kDa) jellemz0 fehérje molaris abszorpcios koefficiense
(Pace ¢s mtsai alapjan szdmolva) [116] €280=27960 M'em™. Ezzel az értékkel szamoltam a
fehérjekoncentraciot mind a vad tipust, mind pedig a mutans PGK-k esetében ugyanis sem
Tyr, sem Trp, sem pedig Cys modositasa nem tortént meg.

A GAPDH enzim (145 kDa) esetén mg/ml mértékegységet hasznaltam, ismerve,
hogy az | mg/ml-es GAPDH oldat abszorbanciaja 1 cm-es fényut esetén 280 nm-en 1,0
[117].

Meghatarozasa enzimatikus modszerrel tortént az enzimaktivitas méréséhez hasznalt
reakcidelegyben (4.2.6. fejezet) azzal a kiilonbséggel, az MgATP szubsztratot és a PGK-t ill.
a GAPDH segédenzimet nagy koncentracioban alkalmaztam, hogy a kis koncentracioban
(kb. 0,1 mM) alkalmazott 3-PG teljes mennyisége gyorsan atalakuljon. NADH abszorbancia-

valtozasat kovettem 340 nm-en (exap, 340nm=6220 M'em’™).

Kétféele modon tortént: enzimatikusan az el6z6 ponthoz hasonléan, ATP

Enzimatikus meghatarozas piruvat kinaz és laktat-dehidrogenaz enzimek altal

katalizalt reakcio segitségével tortént.

PK

MgADP + PEP — piruvat + MgATP 2. egyenlet

LDH

Piruvat + NADH — tejsav + NAD 3. egyenlet
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mennyiség atalakuljon, az enzimeket és a PEP ill. piruvatot pedig magas koncentracioban
alkalmaztam, hogy a reakcié gyorsan végbemenjen. NADH abszorbancia-valtozasat
kovettem 340 nm-en.

Az ATP koncentracio-beméréséhez hasonléoan 260 nm-en is elvégeztem a

koncentracié meghatarozasat, ahol az ADP ¢ értéke 15000 M'em™.

hogy teljes mennyisége atalakuljon:

GAPDH

1,3-BPG + NADH + H" — G-3-P + NAD + P; 4. egyenlet

4.2.6. Enzimkinetikai mérések

A kinetikai méréseket 20 °C-on, 20 mM Tris-HCI pufferben, I mM DTT jelenlétében
pH=7.5 végeztem.

4.2.6.1. PGK enzimaktivitas mérése: 3-PG-bdl és MgATP-bdl kiindulo enzimreakcio
A PGK enzimaktivitasat 3-PG és MgATP szubsztratokbol kiindulva 340 nm-en

NADH oxidéacidjanak kovetésével GAPDH segédenzimet haszndlva mértem a kovetkezd

reakcio szerint:

PGK
MgATP + 3-PG — MgADP + 1,3-BPG S. egyenlet
GAPDH
1,3-BPG+NADH +H" — G-3-P + NAD + P; 6. egyenlet

Ahhoz, hogy a reakcioban ténylegesen a PGK enzimaktivitdsat hatarozzuk meg, az
sziikséges, hogy a konszekutiv reakcioban a PGK altal katalizalt reakcio legyen a sebesség-
meghatarozo, amit gy érhetink el, hogy a GAPDH segédenzimet nagy feleslegben
alkalmazzuk.

Az enzimaktivitds szubsztrat koncentraciotol valod fliggésének meghatarozasahoz
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valtoztatva telitési 3-PG koncentracid mellett mértem a vad tipust ill. mutans hPGK
enzimek aktivitasat. A vad tipusi hPGK (és néhany mutans PGK) esetében a kovetkezd
egyenlet irja le az enzimaktivitas szubsztratkoncentracio fliggését [110]:

PR B
K(kat) +[S] Ks(ake) +[S]

Az egyenlet elsé tagja irja le a katalitikus hely telitddését a szubsztrattal, abban az esetben,

V=1V,

s Ks(kat) +[S]

7. egyenlet

ha nincs aktivalas. Ez a tag megfeleltethetd a jol ismert Michaelis-Menten egyenletnek.
Az egyenlet masodik tagja irja le az aktivald hely telitédésébol adodo aktivitas-novekedést.
A Ksuan a katalitikus hely, mig a Ksek) az aktivalé hely disszocidcios allandoja, a pedig az
aktivalasi faktor.
A legtobb mutans enzim esetén a gorbéket egyszeri Michaelis-Menten egyenlettel
lehetett illeszteni.
[s]

— 8. 1
Ko +F] egyenlet

V="Vmax *

4.2.6.2. A pirofoszfat anion enzimaktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Allando, alacsony (0,5 mM) szubsztratkoncentraciok (MgATP és 3-PG) mellett

tapasztaltam.
A Kkisérleti pontokat a vad tipust és néhany mutins hPGK esetén a kovetkezd
egyenlettel illesztettem [72].
A A Al
v=v0+v0-(a—1)~#— v0+vo~(a—1)~ [ ] . [ ]
K aqko +[A] Ka@ +[A]] & Adinh) +[A]"

9. egyenlet

Az egyenletben a vy az enzim aktivitdsa anion tavollétében adott szubsztrat koncentraciok
mellett, a az aktivalasi faktor, amely megmutatja, hogy az anion hatdsara az aktivitas
hanyszorosara emelkedne, amennyiben gatlas nem lépne fel. Az a egynél nagyobb érték.
Kaakty, Kaginhy az anionra vonatkozo latszolagos disszociacios allandok az aktivalo és gatlo

helyen. Az n a Hill koefficiens, mely a gatlohelyek szamat adja meg, ami a hPGK esetén
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n=2-nek adodott. Az egyenlet elsé tagja az enzimaktivitds anion tavollétében, a masodik tag
az anionaktivalds, mig a harmadik (negativ elgjelil) tag a gatlasra vonatkozo rész. Az
egyenlet tehat akkor ad jo illeszkedést a kisérleti pontokra, amikor anionaktivalas és
aniongatlas jelensége is megfigyelhetd. A vad tipusit hPGK-t és néhany mutans enzim esetén
ez volt megfigyelhetd, vagyis hogy a tobbértékii anionok kis koncentracioban aktivaljak,
nagy koncentracioban pedig gatoljak az enzim aktivitasat.

A tobbi mutans esetén egyszerii aniongatlas jelenségét tapasztaltam. Ezt a viselkedést
leir6 egyenlet az elobbi egyenletbdl szarmaztathatdo oly modon, hogy az aktivalasi tagot
elhagyjuk.

AT

vV=vo—Vo —— -
K Aginny +[A]"

10. egyenlet

allandok az adott szubsztrat koncentraciora vonatkoznak. A valodi allandokat a kovetkezo
képlet segitségével lehet kiszamitani, feltételezve az anionok és szubsztratok kozti

kompetitiv kiszoritast.

Ky - K.
Alinh) S(kat)
K oy = nhapp S 12 cgyenlet

[S]+ & S(kat)

4.2.7. Szubsztratok kotédését jellemzé K,y értékek meghatdarozdsa

A kisérleteket 20 °C-on, 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH=7,5 pufferben végeztem.
4.2.7.1. DTNB-vel torténd tiol-modositas modszere

A meghatarozas elve az, hogy az enzimen kotott szubsztratok védé hatast fejtenek ki
az enzim tiol-csoportjainak moédositisaval szemben. gy a modositas sebességi allandoit
meghatdrozva kiilonbozd szubsztratkoncentraciok mellett a szubsztratok kotédési gorbéit
lehet szarmaztatni. 7-10 pM hPGK-t reagaltattam DTNB-vel (Ellman-reagens), mely reakcid

spektrofotometridasan kovethetd 412 nm-es hullamhossznal a felszabaduld szines termék

(tiolat-anion, e=14150 M™'s™") révén. A reakciot a 13. egyenlet irja le.
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13. egyenlet

A vad tipust hPGK-val valé reakcio soran els6ként a felszinén elhelyezkedd (enzim
molonként 2 db, Cys378 és Cys379) kdonnyen hozzaférhetd, Gn. gyorsan reagald tiol-csoport
reagal. Az eltemetett tiol-csoportok (enzim moélonként 5 db) reakcidja ennél lényegesen
lassabb, sebessége a gyors SH-k modositasahoz képest elhanyagolhato [118].

A tiol-csoport modositas masodrendii reakcidja nagy feleslegben alkalmazott DTNB
esetén  latszolag  elsérendli  folyamat. Ezért a DTNB  koncentracidjat az
enzimkoncentraciohoz viszonyitva minimum hétszeresnek vettem. Szubsztrat (ligandum)
tavollétében és kiilonbozo szubsztrat (ligandum) koncentracioknal mértem a tiol modositas
sebességét. A modositassal szembeni védéhatas mértéke aranyos a keletkezett enzim-
ligandum komplex mennyiségével, melybol a Ky szamithatd. A mérési pontok illesztéséhez a

kovetkezd egyenletet alkalmaztam[70]:

Kmert = Kmax _(kma%fﬁrj]m 14. egyenlet

A fmax, a tiol-csoport modositas sebességi allandoja ligandum tavollétében; a kmer 11l. kmin @
kiilonboz6 ill. telitési ligandum-koncentracioknal mért modositasi sebességi allandok. Az [L]
pedig a szabad ligandum koncentracio, amit itt helyettesithetiink a teljes ligandum
koncentracioval, mivel az enzimen kotott ligandum mennyisége elhanyagolhat6 a kisérleti
koriilményeink kozott.

Ez utobbi feltétel nem érvényesiil az igen szorosan kotddé 1,3-BPG esetén, ezért

disszociacios allandojat 3-PG jelenlétében hataroztam meg, amely az 1,3-BPG latszolagos
disszociacios allando-jat Kgpp (1,3—BPG) megndveli, mivel kompetitiven kiszoritja azt. Az
1,3-BPG valddi Ky-je pedig az alabbi 6sszefliggés alapjan szamolhato:

KiPP(1,3-BPG)- K4(3-PG)
[3-PG]+ K4(3-PG)

K4(1,3-BPG)= 15. egyenlet
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4.2.7.2. Fluorimetrias titralas modszere ANS jelenlétében

A mérés alapja, hogy a szubsztratok (ligandumok) hozzaadasara az ANS jel6lt hPGK
emisszios fluoreszcencia spektrumaban jellegzetes valtozas kovetkezik be, mely lehetdséget
ad a szubsztrat kotédésének detektalasara és igy az adott szubsztratra vonatkozd Ky érték
meghatarozasara [97].

Méréseimben 0,003 mM (0,13 mg/ml) hPGK-t, 0,150 mM ANS-t alkalmaztam. A
gerjesztési hulldamhossz 350 nm volt, (az emisszidés hullamhossz a jelenlévé szubsztrat
tipusatol fiiggott) a kiivetta fényuthossza 1 cm volt, a gerjesztési résszélességek 2 és 4 nm-
esek voltak, az emisszids résszélesség pedig minden esetben 4 nm volt. Emisszios
spektrumokat vettem fel mind a szabad ANS, az enzimkotott ANS valamint a
szubsztratokkal valé titralas soran. A fluorimetrias titralasokat kettés monokromatorral
ellatott Peltier termosztattal felszerelt SPEX Fluoromax-3 spektrofluoriméterben végeztem
el. A kiilonbozé ligandum-koncentraciok mellett mért fluoreszcencia intenzitas értékekbol
(Fmer) a ligandum disszociacios allanddjat a 16. és 17. egyenletekkel szamoltam ki. E16bbi
arra az esetre vonatkozik, amikor a ligandum hozzdadasara a fluoreszcencia-intenzitas

csokken, mig a masodik arra az esetre, amikor az intenzitas novekszik.

(Fmax —Finin )[L]

Fingrt = Fnax —T[L] 16. egyenlet
Fax = Fmin L
Fnert = W;diﬁ)[] 17. egyenlet

A kinetikai és szubsztratkotddési mérések kvantitativ kiértékeléséhez a SigmaPlot 6.0

és a Microsoft Excel szoftvereket hasznaltam.

4.2.8. CD spektroszkopia

CD spektroszkopids mérések segitségével a mutacidt tartalmazd hPGK enzimek
masodlagos és harmadlagos szerkezetét vizsgaltam a vad tipusi enzimhez viszonyitva. A
tavoli UV tartomanyban (200-260 nm) végzett mérések a masodlagos szerkezeti elemekrdl,
mig a kozeli (260-350 nm) UV tartomanyban kapott eredmények a harmadlagos szerkezetrdl
adnak felvilagositast.

Meéréseimet JASCO 720 spekropolariméterben végeztem, 0,1 cm-es cellahossz

esetén, 0,009 mM (0,4 mg/ml) enzimkoncentracié mellett a tavoli, mig 1 cm-es cellahossz
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esetén, 0,056 mM (2,5 mg/ml) enzimkoncentracié mellett a kozeli UV tartomanyban.
Méréseimet 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH=7,5 pufferben 20 °C-on, DTT tavollétében

végeztem.

4.2.9. Differencidlis pasztazo mikrokalorimetria (DSC)

DSC mérésekkel meghatarozhaté az enzimek olvadaspontja (7)), a szubsztratok
hatasa a Tp-re és képet kaphatunk a domének egylittmiikodésérdl is. A hd hatasara torténd
denaturacio lehet kooperativ, amikor a fehérje doménjei nem kiilon-kiilon, hanem egymast
segitve” tekerednek le. A szubsztratok befolyasolhatjak a T,, értékét, a PGK esetében a
szerkezet stabilizalasaval a magasabb hdmérsékleti tartomanyokba tolva az olvadaspontot.

Meéréseimet MicroCal VP-DSC tipust mikrokaloriméterben (MicroCal) végeztem,
melynek cellatérfogata 0,51 ml. 0,003 mM (0,13 mg/ml) PGK enzimkoncentraciot és
1 °C/perc felflitési sebességet alkalmaztam, mintdim 10 mM DTT-t tartalmaztak. A
mintacellaba az enzimoldatot, a referencia cellaba pedig a puffert toltdttem, mellyel szemben
az enzimet dializaltam. A mintdk el6zetesen alaposan légtelenitettem ¢és a cellakba
buborékmentes toltéttem be. A mintacellaban levd enzim-szubsztrat oldat esetén a
referenciacella mindazokat a komponenseket tartalmazta, amelyeket a mintacella, az enzim
komponens kivételével. Enzim-szubsztrat komplex esetén a szubsztratot mindig olyan magas
koncentracioban alkalmaztam, amit tovabb novelve mar nem valtoztatta a T,-et.

A DSC mérések analiziséhez a Microcal Inc. DSC 5.0 Origin szoftvert hasznaltam.

Méréseimet 50 mM Tris-HCL, | mM EDTA, pH=7,5 pufferben végeztem.

4.2.10. Izotermalis titralo kalorimetria (ITC)

A méréseket a Veszprémi Egyetemen végeztik, Gugolya Zoltan és Vonderviszt
Ferenc segitségével.

MicroCal VP-ITC tipust mikrokalorimétert (MicroCal Inc.) hasznaltunk, a méréseket
20 °C-on végeztiik. A fehérje és ligandum mintdkat 50 mM Tris-HCIl, pH=7,5 pufferrel
szemben dializaltuk. A mérés el6tt a mintdkat 1-2 6ran 4t 20 °C-on termosztaltuk, valamint
gondosan légtelenitettiik vakuumban torténd keveréssel. Ezt kovette a mintak cellakba
torténd betoltése. A mintacella 0,5-1 mM koncentracidban tartalmazta a PGK-t, a
referenciacellaba pedig a dializalé puffer mintaja keriil. Mindkét cella tartalmat kb. 60

Iépésben titraltuk meg egyenként 5 pl térfogata ligandumot injektdlva, az injektalast 3

49



percenként ismételve. A cellak térfogata 1,42 ml. A ligandummal valo titralas soran mértiik a
bekovetkezé hévaltozast. A puffer titralasakor kapott kis héeffektust korrekcioba vettiik a
fehérjeoldat titralasakor kapott érték meghatarozasanal. Az adatokat MicroCal Origin 5.0

programmal analizaltuk, 1:1 kotddési sztochiometriat feltételezve.

4.2.11. Kisszogii rontgenszoras (SAXS)

A kisszogli rontgenszoras méréseket a hamburgi szinkrotron méréallomason (EMBL
Outstation, Hamburg) végeztem. Az adatokat Peter Konarev és Dmitri Svergun analizalta.

A mérésekhez 0,1-0,3 mM-os (5-15 mg/ml) hPGK oldatokat hasznaltam mind a
szubsztratmentes, mind pedig az egyik szubsztratot tartalmazd biner, ill. mindkét
szubsztratot tartalmazo terner komplexek esetén. A méréseket 50 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH=7.5 pufferben 1 mM DTT jelenlétében 20 °C-on végeztem. A SAXS adatok
gyljtése MAR345 képernyon tortént, a minta és a detektor kozti tavolsag 2,4 m volt, a
rontgensugar hullimhossza 1,5 A, a momentum transzfer tartomany értéke 0,012<s<0,45 A’
(s=4msin(6)/1, ahol 20 a szorddasi szog) volt. A sugarzasi karosodas miatt az adatokat kétszer
két perces idOtartamban gyijtottik. Az adatok nem mutattak mérhetd valtozast a szorasi
képben az expoziciés id6 novelésével. Az adatokat atlagoltdk a beesd sugarnyalab
intenzitasanak és a puffer szorasanak normalizalasat kovetden. Az adatok feldolgozasat a
PRIMUS programcsomaggal végezték a hamburgi kollégak. A vad tipust hPGK és annak
szubsztrat-komplexei krisztallografias szerkezeteirél az elméleti szorasi gorbéket a CRYSOL
program segitségével szarmaztattak. A giracios sugar meghatarozasa két fiiggetlen modon is

megtortént, a GNOM és Guinier megkozelitések felhasznalasaval.

4.2.12. Molekularis grafikai analizis

A PGK kristalyszerkezetei Osszehasonlitasahoz, az atomi kolcsonhatasok
analizisé¢hez és a szerkezeti abrak elkészitéséhez Insight 1T (Biosym/MSI, San Diego, CA,
USA) szoftvert hasznaltam.

A kovetkezé PGK szerkezeteket analizaltam:

Sertésizom PGK szubsztratmentes szerkezete, melyet Kovari Zoltantol kaptunk,
B. stearothermophilus PGK*MgADP komplexe, pdb kod: 1PHP [71],
Sertésizom PGK*MgATP komplexe, pdb kod: 1VIC [72],

Sertésizom PGK*ATP komplexe, pdb kod: 1VID [72],
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Sertésizom PGK*3-PG komplexe, melyet a szerzotol kaptunk [73],
Sertésizom PGK*3-PG*MgAMP-PCP komplexe, pdb kod: 1KFO0 [70],
T. maritima PGK*3-PG*MgAMP-PNP komplexe, pdb kod: 1VPE [74],
T. brucei PGK*3-PG*MgADP, pdb kod: 13PK [75].
A H-hidkotés, a hidrofob kolcsonhatas és az ionos kolecsonhatas hatarértékeit rendre

3,5; 4,5 és 4,0 A-nek valasztottuk.

4.2.13. A PGK konzervativ oldallancainak azonositdsa

A PGK szekvenciak konzervativ oldallancainak azonositasat kétszer végeztiik el:
elészor a munkam elején 2005-ben, majd pedig a kisérletes munkdk végeztével,
ellendrzésként, 2008-ban. Mindkét esetben a szekvenciak az ExPASy molekularis biologiai
szerverrdl szarmaztak. A kétszeres analizis oka az ismert PGK szekvencidk szamanak
jelentds mértékii megnovekedése. Munkank elején minddsszesen 135 PGK szekvencia allt
rendelkezésiinkre. Ezek szekvencia-Osszerendezését a ClustalW program segitségével
végeztik el, majd pedig manudlisan megszamoltuk az adott pozicidban egyezd ill.
kiilonboz6 oldallancokat. Konzervativnak tekintettiink egy oldallancot 90 %-os vagy afolotti
egyezés esetén. 2008-ra azonban az ismert PGK szekvencidk szama 1100 darabra
novekedett, igy a manualis értékelés lehetetlenné valt. Az oldallancok konzervativitasanak
megallapitasaban szamitogépes program volt segitségemre, melyet Kalmar Lajos kollegam
irt. Az 1100 darab PGK szekvenciat a ClustalW program segitségével rendeztettiik dssze,
majd a megirt program %-os ardnyban adta ki az adott aminosav eléfordulasi valoszintiségét
egy-egy pozicidban. Az igy kapott eredményeket valamint a korabbi manualis kiértékelés
eredményeit a mutalt oldallancokra vonatkozdan tablazatos formaban foglaltam 6ssze (Id.

Eredmények ¢és értelmezésiik fejezetben).

4.2.14. A vad tipusii és a mutans hPGK-k termodinamikai adatainak kiszamitdsa

A vad tipusi és a mutans hPGK enzimek kinetikai és kotddési allando6ibol
termodinamikai paraméterek szamolhatok. Ezen termodinamikai paraméterekre a
tovabbiakban a Fersht-féle nevezéktant hasznalom.

A AGs, azaz egy szubsztrat kotodését kiséré Gibbs szabadentalpia valtozas, a szubsztrat Kyq

értékébol a kovetkezd Osszefiiggés alapjan szamolhato ki:
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AGg = 7RT1nL 18. egyenlet,
Ky

ahol az R az egyetemes gazallando, 7' az abszolut hémérséklet Kelvin-ben kifejezve, K4

pedig a szubsztrat kotddési allandoja.

A katalitikus ciklust kiséro teljes szabadentalpia-valtozast (AG% ) a 19. egyenlet fejezi ki.
AG% =AGg + AGH 19. egyenlet,
ahol AG*a kémiai Iépést kiséro aktivacios szabadentalpia, mely energiabefektetést igényel.

Ezzel szemben a AGs az energetikailag elonyos tagja a 19. egyenletnek.

A AG% értékét a 20. egyenlet alapjan szamoltam.

AGH = RTln[kB—T] — RTIn| Mt 20. egyenlet,

h Ky
ahol a kg a Boltzmann allando, a / pedig a Planck allando.
A PGK két szubsztrattal miikodik, viszont az egyik szubsztratra vonatkozoé kinetikai
paramétereket a masik szubsztrat telitési koncentracidja mellett hataroztam meg. Amikor az
enzimet az egyik szubszrattal telitjik (masik szubsztrat koncentraciojat allandé értéken
hagyjuk), akkor a AG% értéke magdaban foglalja a masodik szubsztrat kotddését valamint a

katalitikus reakciot, melyet a 20. egyenlet ir le. Ebbdl az értékbdl, valamint a mindkét

szubsztratra fliggetleniil meghatarozott kotédési szabadentalpiabodl, a kémiai 1épés (AGI)

szabadentalpia-valtozasa meghatarozhat6 a 19. egyenlet alapjan. A AG* értékét fuggetleniil

meghataroztam mindkét szubsztratra, majd atlagukat vettem, annak érdekében, hogy az adott

iranyu katalizis energiaigényét jellemezni tudjam.
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5. EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK

5.1. A PGK doménzarédasdahoz mindkét szubsztrat egyiittes kotddése sziikséges

A PGK doménzarodasi mechanizmusanak vizsgalatahoz elséként azt a kérdést kellett

tisztazni, hogy a szubsztratok egyike vagy masika, illetve mindkettd egyiittesen képes-e

mindkét  szubsztratot kotd  terner  komplexekkel — kapott zart  konformacidji
kristalyszerkezetek (pl. 7. brucei, T. maritima) 6sszhangban voltak azzal a feltételezéssel,
hogy mindkét szubsztrat egylittes kotédése sziikséges a doménzarddashoz. Ugyanakkor volt
arra is példa (a sertésizom PGK esetén), hogy a doménmozgasokat a kristalyracserék
megakadalyoztak és igy a terner komplex nyitott konformacioban kristalyosodott [89].
Ennek alapjan indokoltnak latszott az oldott enzimmel kiegészitd kisérletek elvégzése.

A kisszogli rontgenszoras modszere (SAXS) alkalmas a fehérjemolekuldk globalis
konformaci6 oldatban vald létezését ellendrizziik. Amint targyaltam (2.3.2.1. fejezet) a PGK
esetén korabban végzett SAXS kisérletek nem adtak egyértelmii valaszt a szubsztratok
hatasat illetéen, ugyanis vagy csak terner komplexet vizsgaltak (sertésizom enzimnél [81]),
vagy pedig a biner komplexekre vonatkozoan ellentmondd eredményeket kozoltek (élesztd
PGK esetén [78, 80]). Ezért szisztematikus SAXS méréseket végeztink a human PGK
kiilonb6z6 enzim-szubsztrat komplexeivel.

A 16.a és b abrak szemléltetik a szubsztratmentes hPGK; az egy szubsztratot (3-PG,
MgATP, 1,3-BPG vagy MgADP) tartalmazd biner komplexek és a mindkét szubsztratot
tartalmaz6 miikodo (3-PG és MgATP ill. 1,3-BPG és MgADP) ill. nem mikodd (3-PG és
MgADP) terner komplexek kisszogli rontgenszorasi gorbéit. Az adatokbol meghatarozott
giracids sugar értékek, melyek a molekula alakjarol adnak informaciot, a 4. tablazatban
vannak Osszefoglalva. A terner komplexek esetén kimutatott girdcidés sugar csokkenés
hasonld6 mértékii, mint amit akar az ¢éleszt6, akar a sertésizom PGK-nal korabban
tapasztaltak. Azonban a biner komplexek egyikénél sem volt kimutathatd szignifikans

csokkenés a giracios sugarban a szubsztratmentes enzimhez képest.
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16. abra A hPGK Kisszogli rontgenszorasi gorbéi szubsztratmentes és szubsztratokat
tartalmazé komplexei esetében [58, 94]

Az (a) és (b) abrakon az (1) szubsztratmentes vad tipusit hPGK szorasi gorbéje lathato. Az (a) abran a
reverz iranyu reakcio szubsztratjaival a kovetkezé sorrendben mutatja a vad tipusi hPGK szorasi
gorbéit: (2) 20 mM 3-PG, (3) 10 mM ATP és 12,5 mM MgCl,, (4) 20 mM 3-PG, 10 mM ATP és
12,5 mM MgCl, (miikodé terner komplex) és (5) 20 mM 3-PG, 2,5 mM ADP és 12,5 mM MgCl,
jelenlétében (nem miikddé terner komplex). A (b) abran a forward iranyt reakcid szubsztratjaival
lathatok a vad tipust hPGK szorasi gorbéi: a (2) 2,2 mM ADP és 12,5 mM MgCl,, (3) 0,9 mM 1,3-
BPG és (4) 2,2 mM ADP, 12,5 mM MgCl, és 0,9 mM 1,3-BPG jelenlétében. A (c) abran az (a) abra
(1) és az (5) szorasi gorbéi, azaz egy nyitott allapott és egy zart konformacioju komplex egytittese
lathato kinagyitva.

Az adatok tovabbi, részletes analizisekor az ismert kristalyszerkezetekbdl szamitott
elméleti szorasi gdrbékhez hasonlitottuk a kisérletes szorasi gorbéket, % probaval pedig a
legkisebb eltérést kerestilk. A 4. tablazat mutatja a szamolt értékeket, melyek kozil a
vastagon szedett jelzi, hogy melyik kristalyszerkezet reprezentalja legjobban az oldatbeli
konformaciot. Ez a kiértékelés kvantitativ képet ad, mig a szoérasi gorbék alakjabol
kvalitative is kovetkeztethetiink a doménzarodas bekovetkezésére a kovetkezok szerint. A

16.c abra egy nyitott (16.a abra 1-es gorbéje) és egy zart (16.a abra 5-6s gorbéje) szerkezet
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szorasi gorbéjét hasonlitja dssze. A zart konformacio szorasi gorbéjére jellemzo egy kevéssé
kifejezett vall 0,18 A™! kérnyékén és egy ers maximum 0,20-0,25 A kérnyékén.

Ertékelve a kisérletes adatokat, csak mindkét szubsztrat jelenlétében (mégpedig a
miikodd terner komplex esetén leginkabb) tapasztaltuk a legkisebb XZ értéket a
konformaci6é csak a terner komplex esetében figyelhetd meg, a tobbi szerkezet nyitott
konformacioés allapotot képvisel. A nem miikodd terner komplex esetében is zarulnak a
domének, de nem olyan jelentés mértékben, mint a 3-PG és MgATP tartalmi miikodo
komplex esetén. Ezen eredmények, melyek a teljes szorasi gorbék kvantitativ analizisén
alapulnak, egyértelmiibbek, mint a korabbi SAXS kisérleteké, melyek csupan a giracios
sugar meghatarozasara szoritkoztak. Ez egyben azt is jelenti, hogy sem a nukleotid
szubsztrat MgATP, sem pedig a szintén atadodo foszfo-csoportot tartalmazo 1,3-BPG
onmagaban nem képes a doménzarddast eléidézni. Eredményeink tehat nem igazoltak azt a
korabbi kinetikai munkabol levont kdvetkeztetést, hogy az extrém modon szorosan kotddo
1,3-BPG mar 6nmagaban stabilizalna a zart konformaciot [108]. Tehat a MgATP ill. 1,3-
BPG foszfatlancanak flexibilitasa, bar kdzremiikodhet az aktiv centrum kialakitasaban, de
nem dont6 faktor a doménzarodas eldidézésében. A zart aktiv konformacio 1étrejotte csak a
mindkét szubsztrat egyiittes kotodésének, azok egyiittmikodésének koszonhetd, jo

Osszhangban az Un. kettés kapcsolo hipotézisiinkkel (2.3.2.4.2. fejezet).

5.2, Az R38 és K215 katalitikus oldallancok szerepe a doménzdarédasban: az R384 és
K2154 hPGK mutansok SAXS analizise

A mar szakdolgozati munkam soran elkészitett DNS konstrukciokbdl eléallitottam
mind a K215A, mind pedig az R38A mutans enzimeket, azért, hogy SAXS kisérletekkel
megvizsgaljam ezen mutaciok hatdasait a PGK doménzarodasara. Ahogy az Irodalmi
attekintésben targyaltam, és korabbi méréseim [87] is alatamasztjak, a Lys215 és Arg38
oldallancok katalitikus szerepiick, melyek nagy valdszinliséggel kémiailag stabilizaljak az
enzimreakcid soran atadodd foszfo-csoportot. Azt is bemutattam, hogy mindkét oldallanc
jelentésen elmozdul (kb. 10 ill. 3 A-nyit) a domének Ssszezarodasakor. Erdekesnek latszott
megvizsgalni, hogy ezen elmozduldsoknak van-e valami kozvetlen szerepe a zart
konformaci6 kialakitasaban, vagy csupan egy fiiggetlen mechanizmus altal iranyitott

doménzarodas kovetkezményei.
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4. tablézat A kisérletes és az elméleti SAXS adatok 6

SAXS mérések

Az elméleti és a kisérletes adatok négyzetes eltérése (y°)

R, (kisérleti), A Nyitott kristalyszerkezetek Zart kristalyszerkezetek
Th PGK*3-
Enzimek Sertésizom PGK Bs Sertésizom Sertésizom Tm PGK*3- PG*MgAMP-
GNOM Guinier 0) PGK*M gADP PGK*.MgATP PGK.*3-PG PG*MgA D:’ P
(biner) (biner) (biner) (Terner 1) (Temer 2)°
Vad tipusa hPGK 23,940,5 | 24.2+0,1 2,746 4,332 3,524 3,158 9,135 9,560
hPGK*3-PG 23,3+0,7 23,8402 2,678 5,329 3,207 1,958 6,052 6,125
hPGK*MgATP 23,2406 23,4+0,2 3,855 2,848 2,409 3,389 3,179 3,910
hPGK*MgADP © 23,5+0,7 23,7+0,2 1,486 3,235 1,627 1,140 5,151 6,193
hPGK*3-PG*MgATP 22,5+0,5 23,0£0,2 6,140 6,044 4,656 5,307 2,247 1,611
hPGK*3-PG*MgADP 23,440,5 23,9402 2,303 3,522 2,795 2,049 2,018 2,922
R38A 23,8+0,3 24,2403 2,55 2,71 2,99 2,93 522 5,70
R38A*3-PG*MgATP 24,0£0,3 24,3+0,3 1,41 1,35 1,26 1,33 1,62 1,91
K215A 23,9403 24,3+0,2 1,25 1,33 1,28 1,29 1,81 2,01
K215A*3-PG*MgATP 22,6+0,2 22,9+0,3 3,48 3,74 2,79 2,93 2,26 2,21
R, (clméleti), A 24,25 2434 24,02 2397 2326 22,64
Molekulatomeg, kDa * 437 432 436 38 43,7 453

* A modellek R, és molekulatomeg adatai az alabbi PDB kodu fajlok alapjan lettek

kiszamitva: 1PHP a Bs PGK*MgADP, 1VIC a sertésizom PGK*MgATP, 1VPE a Tim PGK

lemer és 13PK a Th PGK terner komplexére. A szubsztratmentes és a 3-PG-t tartalmazo sertésizom PGK szerkezetek PDB fijljait a szerzoktol kaptuk.
® Ternerl: MgAMP-PNP*3-PG, Terner2: MgADP*3-PG
© A MgADP biner komplex esetén a Bs PGK krisztall

s modellie, a
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nem mutatja a legjobb egyezést a mért adatokkal. Ennek valoszini oka a
sertésizom PGK szerkezetében (és feltehetéen a human enzim esetén is) jelen 1évé extra hurok (Gly128 és Lys145 kozott), ami hidnyzik a Bs PGK szerkezetbél.




Ezért mindkét mutans enzimmel kisszogli rontgenszoras méréseket végeztem, egyrészt
szubsztratok tavollétében, masrészt a 3-PG és MgATP jelenlétében miikodé terner komplex
esetén (17. abra). Az eredményeket szintén a 4. tablazatban foglaltam &ssze.

(@) (b) (©)

Igl, relative lgl, relative Igl, relative

03 01 [-¥] 03
s A s A7

01 02 03
s A7
17. abra Kisszogii rontgenszérasi eredmények a vad tipusi hPGK-val és a Katalitikus
oldallancok mutansaival

Az (a), (b) és (c) abrak (1) szamu gorbéi a szubsztratmentes enzimet, (2) szamu gorbéi pedig a 3-PG
és MgATP jelenlétében mért enzim terner komplexek szorasi gorbéit abrazoljak. Az (a) abran a vad
tipustt hPGK, a (b) abran az R38A, a (c)-n pedig a K215A mutans szorasi gorbéi lathatok. A nyilak a
g6rbén a nyitott szerkezetre jellemz6 sajatsagra mutatnak (0,18 A" vall-régio).

A szubsztratmentes enzimformak mindkét esetben természetesen nyitott
konformacios allapotot képviseltek. Ezzel szemben a katalitikus, mindkét szubsztratot
tartalmazo terner komplex szerkezete az R38A mutans esetén nyitott maradt, mig a K215A
mutans esetén zarodott. Az eredmények arra utalnak, hogy mig a nagyot mozdulo K215
oldallancnak nincs szerepe a doménzarodasban, addig a kisebb mértékii elmozdulast mutatd
R38 oldallanc fontos szerepet tolt be abban. Meglepé volt a K215 oldallanc szerepének
hianya, hiszen a MgATP flexibilis y-foszfatjaval valé kapcsolata révén fontosnak véltiik a
doménzarodas folyamataban. Az eredmény azonban dsszhangban van a MgATP-t kot biner
komplex SAXS analizisekor kapottakkal, azaz, hogy a MgATP nem képes 6nmagaban
indukalni a doménzarodast. A K215 nagyléptékii elmozdulasa tehat egy fiiggetlen
(feltehetéen a f6 csuklo, a PBL segitségével miikodé) doménzarédasi mechanizmus
kovetkezménye lehet. Az R38 szerepét a doménzarddasban viszont éppen a f6 csuklo BL
redével valo kozvetlen kapcsolata magyarazza (18. abra) és nem az atadédo foszfo-

csoporttal valo kapcsolata.
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(@)

R38

18. abra Az Arg38 kolcsonhatasai a 3-PG-vel ill. a BL £6 csuklé régiéval

Az abran goly6s modellel lathato a 3-PG szubsztrat, a redéket szalag diagram jeloli, a szubsztrat
kolcsonhatasait a PGK oldallancaival vilagoskék nyilak szimbolizaljak. Az (a) abran a sertésizom
PGK*3-PG biner komplex, a (b) abran a T. brucei PGK*3-PG*MgADP, mig a (c) abran a T.
maritima PGK*3-PG*MgAMP-PNP terner komplex szerkezetének részlete lathato.

Az R38 oldallanc szerepe a doménzarédasban roviden igy foglalhatd dssze: az R38
Iényegében a kotott 3-PG hatasat tovabbitja a 6 csuklo BL-hez. Az Osszes 3-PG-t kotd
szerkezetben (fiiggetleniil attol, hogy nyitott vagy zart ill. biner vagy terner komplex) a 3-PG
karboxil-csoportja elektrosztatikus kolcsonhatdsban van az R38 guanidino-csoportjanak
egyik NH-csoportjan keresztiil, a masik NH-csoportja pedig a fL-ben talalhato T393 peptid
O-atomjaval alakit ki H-hid kapcsolatot. Ez a 3-PG hatdsara kialakulo kolcsonhatds
Iényegében kapcsolatot teremt az N-, és C-termindlis domén kozott. A H-hid lancolat
kiterjesztéseként a BL-ben 1évé S392 OH-csoportja H-kotésbe 1ép az a14 hélix végén 1évo
G394 peptid N-atomjaval (18.a abra). A terner komplexekben az R38-nak megfeleld
oldallancok, az R39 (76 PGK) ill. R36 (Tm PGK) kolcsonhatasai kiterjednek, itt az oldallanc
NE atomja tovabbi kolcsonhatast alakit ki a T393-nak megfeleld T396 aminosav-
maradékanak peptid O-atomjaval (7. brucei PGK szerkezet, 18.b abra) ill. a megfeleld T374
oldallanc OH csoportjaval (7. maritima PGK szerkezet, 18.c abra). Ez utobbi kolesonhatasok
felvetik annak lehet6ségét, hogy az R38 mellett a vele kapcsolatba 1ép6 T393 oldallancnak is
fontos szerepe lehet a két domén egyiittmiikodésében és a 6 csukld miikddésében. A

tovabbiakban ezért ezen oldallanc szerepét kiilon vizsgaltam (I1d. 5.3. fejezet).
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5.3. A f6 csukloként feltételezett L-jelii [-redé és a vele kolcsénhatasban allo régiok

aminosav-maradékai szerepének vizsgalata iranyitott mutagenezissel

5.3.1. A human PGK aminosav-oldallancainak kivalasztasa pontmutaciora

Az L-jelii B-redé6 doménzarodasban bet6ltott szerepének tisztazasa soran kérdésként
meriilt fel, hogy a red bizonyos aminosav-maradékainak van-e Kkitiintetett szerepe a
doménzarédas mechanizmusaban vagy pedig esetleg annak tobb aminosav-maradéka
egylittesen miikodik kozre abban. Hasonléan a kettés kapcsold hipotézis¢hez vezetd
munkahoz, tovabbra is feltételeztiik, hogy a doménzarédas mechanizmusat konzervativ
oldallancok kélcsonhatasainak kell irdnyitani, hiszen a kiilénb6z6 eredetli (azaz kiilonbozo
szekvencia-Osszetételii) PGK enzimek miikodési mechanizmusa (a doménzarodast is
beleértve) feltehetden nagyon hasonld. Ezen meggondolas alapjan megvizsgaltuk a BL
szekvenciajat, hogy mennyiben szerepelnek benne konzervativ aminosav-maradékok.
Munkank kezdetén 135 PGK szekvencia allt rendelkezésiinkre, melyeket Osszerendezve az
egyes oldallancok konzervativitasat vizsgaltuk. Az analizis eredményét az 5. tablazat foglalja
Ossze. A tablazatban Osszehasonlitasként lathatdak a jelen dolgozat készitésének
idépontjaban megismételt analizis adatai is, mely az azota eltelt kb. harom év alatt 1100
darabra novekedett PGK szekvencia-Osszehasonlitisa alapjan késziilt. A tablazat adatai
alapjan a PGK f6 csuklojaként feltételezett L-jelii B-redd (389-394 szekvenciarészlet) vége
és az azt kovetd szakasz (394-397) egy igen konzervalt régionak latszik.

Amint a fentiekben kifejtettem (1d. 5.2. fejezet) a L T393 aminosav-maradékanak
nagyon valdszinii, hogy Kkitiintetett szerepe van a két domén egyiittmiikodésében és a
doménzarodasban. Ezzel a feltételezéssel az oldallanc szekvencia-analizissel talalt teljes
konzervativitasa is jO Osszhangban all. Ezért a T393 oldallanc pontmutacioval alaninra
torténd cseréje elsddleges terveim kozott szerepelt.

Hasonléan érdekesnek igérkezett a szekvencialisan szomszédos, szintén gyakorlatilag
teljesen konzervativ S392 mutacidja, melynek OH-csoportja a szubsztrat 3-PG kotédésekor
alakit ki H-hid kapcsolatot a BL végén 1év6 konzervativ Gly394 peptid N-atomjaval (18.
abra). A csak részlegesen konzervativ His390 (melyet mas gy(ris oldallancok, Tyr vagy Trp
is helyettesithetnek) szerepét mar korabbi mutacios kisérletek alapjan ki lehetett zarni a

doménzarodasban [119].
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5. tablazat A PGK BL régiéjat alkoté és azt szekvencidlisan koveté, valamint azokkal
harmadlagos kapcsolatban 1évé aminosav-maradékok konzervativitasanak mértéke

Aminosav-maradékok Aminosav(ak) eléfordulasi gyakorisaga adott
poziciéban
A hPQK Helye a mésodlagos 135 szekvenciat tekintve 1100 szekvenciaban
szekvencidjaban szerkezeti elemekben vizsgalva
F165 a5 F: 100 % F:97,3 %
E192 E: 100 % E: 96,9 %
a7 L: 48,9 %; F: 39,3 %; L: 61,8 %; F: 16,5 %;
F196
1: 10,4 % I: 10,1 %
S: 66 %; T:20 %;
S389 S:76,3 %; T: 16,3 %
G:54%
H: 63,7 %; Y: 23,7 %;
H390 H: 49,1 %; Y: 38,2 %
BL W:6,7 %; F: 5,2 %
V391 1: 52,6 %; V: 45,9 % 1. 67 %; V: 2,7 %
S392 S: 100 % S:96,4 %
T393 T: 100 % T: 94,7 %
G394 G: 93,3 %; A: 6,7 % G:84,2 %; A:12,6 %
G395 BL és au14 kozott G:99,3% G: 96,6 %
G396 G:99,3% G: 96,3 %
A397 " A: 97,8 % A: 95,6 %
o
S398 S: 74 %; F: 25,9 % S: 50,7 %; F: 37,6 %

Felvetédott azonban a BL-hez csatlakozo o4 hélixben 1évé S398 szerepének
tisztazasa, bar ez az oldallanc csak 74 %-ban bizonyult konzervativnak. A S398 oldallanc
kolcsonhatasai ugyanis szintén nagyon érdekesen valtoznak meg az egyes szubsztratokkal
S398 OH-csoportja az 13 hélix N-terminalisahoz kotédik az ott 1évé Gly371 peptid N-
atommal képez H-kotést (18.a abra), addig a MgADP-vel alkotott biner komplexben
(B. stearothermophilus PGK), tovabba a 3-PG*MgADP*PGK terner komplex (7. brucei)
zart  szerkezetében a  megfelelé  S398/BsS376/ThS401  OH-csoportja a  BL
S392/BsS370/ThS395 OH-csoportjaval alakit ki H-kotést (19.b abra). Ezen kotésvariaciok
szabalyozhatjak a PL alakjanak valtozasat, tovabba az al4 hélixhez viszonyitott relativ
helyzetét is, melyek a nyitott és zart konformaciok kozotti atmenetre jellemzo szerkezet-
valtozasok (19.a abra). Ilyen meggondolasok alapjan célul tliztem ki az S398 oldallanc

mutacidjat is.
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(a) (b)

A \
C-domén A {t_\m«*/

Mindkét abran kék szin jeloli a nyitott konformacios allapota sertésizom PGK*3-PG biner komplex
szerkezetet, piros pedig a zart konformacios allapotd 7h PGK*3-PG*MgADP terner komplex
szerkezetét. Az Osszemasolds a C-termindlis domén magi B-redéi alapjan tortént. A BL és az al4
szalagdiagrammal, a szubsztratok palcika modellel, bizonyos oldallancok pedig golyo-palcika
modellel lathatok.

A PBL aminosav-maradékainak mas masodlagos szerkezeti elemekhez tartozo
aminosav-maradékokkal vald kolcsonhatasait is szamba vettilk, hiszen ezek is
hozzajarulhatnak pl. a szubsztratk6tohelyekrdl a BL felé iranyuld konformacids informacid
terjedéséhez vagy pedig a BL és az egyéb csuklo régiok (pl. a7 hélix végein 1évok) kozotti
Osszekottetés megteremtéséhez. Ilyen szempontbol a konzervativ oldallancoknak nemcsak a
valtozd (szubsztratok kotddésekor kialakuld), hanem az allando (szubsztratok kotédésétol
figgetleniil meglévd) atomi kolcsonhatasai is fontosnak bizonyulhatnak. A 20. abra
el.

A teljes régiot konzervativ oldallancok épitik fel, melyek kozott kiterjedt hidrofob
(20.a abra) ill. elektrosztatikus és H-hid (20.b abra) kolcsonhatasok allnak fenn az Osszes
ismert PGK kristalyszerkezetben. Kiilonosen érdekesnek latszanak az o7-hez tartozd E192
oldallanc kolesonhatasai a BL-ben 1évé T393, S392 és H390 oldallancokkal, tovabba a o.5-
hoz tartozoé F165 oldallanccal. Figyelemre méltd, hogy az E192 és a F165 teljes mértékben
konzervativ oldallancok. A hidrofob kdlcsonhatasokhoz a csak részlegesen konzervativ F196
is hozzajarul. A szekvenciaanalizisb6l azonban kideriilt, hogy a szekvencidk nagy részében
leucin ill. izoleucin, azaz szintén apolaros kdlcsonhatasokra alkalmas oldallanc szerepel ezen
a helyen. Az éleszt6 PGK F196L ill. FI96W mutansaival végzett NMR vizsgalatok

felvetették, hogy az F196-nak fontos szerepe lehet az interdomén régié mobilitasaban [120].
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Mindezeket figyelembe véve tervbe vettem az F165, E192 és F196 oldallancok alaninra

torténd mutaciojat is.

(b)

ab

20. abra A PGK doménjei kozott allandéan fennallé hidrofob, elektrosztatikus és H-hid
kolesonhatasok

Az (a) abra a hidrofob kolcsonhatasokat, mig a (b) az elektrosztatikus és H-hid kdlcsonhatasokat
mutatja. Piros szalagdiagram jeloli a hélixeket és a BL red6t, mig az oldallancok fekete palcika
modellel lathatok.

5.3.2. A csuklo régio mutansainak szerkezeti jellemzése

Amikor egy fehérje (enzim) akarcsak egyetlen oldallancat mutacioval kicseréljiik, ha
kismértékben is, de megbolygatjuk a fehérje haromdimenzids szerkezetét fenntartdo atomi
kolcsonhatasok lancolatat. A kicserélt oldallanc szerkezetfenntartd szerepétdl fliggéen
kisebb vagy nagyobb szerkezetvaltozast idézhet eld a mutaci6. Természetesen az idealis eset
az lenne, ha a muticié nem idézne eld szerkezetvaltozast, mert ekkor tudnank teljesen
egyértelmii kovetkeztetést levonni a kicserélt oldallanc funkcionalis szerepérdl.

A mutécio esetleges szerkezetvaltoztatd hatdsanak ellendrzésére kiilonféle biofizikai
vizsgalatokat (CD, DSC) végeztem az altalam eldallitott hPGK mutansok esetén. A
cirkularis dikroizmus mérések segitségével (kozeli és tavoli UV tartomanyban) a mutans
enzimek spektrumait a vad tipusu enzim spektrumahoz hasonlitottam. A kalorimetrids
mérések segitségével pedig, egyrészt az olvadasi homérsékletek révén, masrészt pedig a
héatmeneti gorbe alakja alapjan a mutans enzimek stabilitasarél kaptam informaciot a vad

tipustt hPGK-hoz viszonyitva.

62



5.3.2.1. Cirkularis dikroizmus mérések (CD)

Cirkularis dikroizmus (CD) mérések segitségével megvizsgaltam mind a vad tipust
mind pedig a mutans enzimek szerkezetét. Kozeli és tavoli UV tartomanyban is felvettem a

fehérjeoldatok spektrumait (21. abra).
(@ (b)

o T

[®]°10° (deg cm* dmol)
[®] (deyy cm? dmol ™)

i@ \
0 e

200 210 220 230 240 250 260 260 2n 280 290 300 310 320 330 340 350

hullimhossz (nm) hullimhossz (nm)

21. abra A vad tipusi hPGK és néhany csuklé régié mutians CD spektruma
Az (a) abra a tavoli UV, mig a (b) a kozeli UV tartomanyban mért spektrumokat mutatja. Mindkét
abran a fekete szin a vad tipustt hPGK-t, z6ld az S392A mutanst, kék pedig az T393A mutanst jeldli.

A tavoli UV tartomanyban (200-260 nm) végzett mérések a masodlagos szerkezeti
elemekrdl, mig a kozeli UV tartomanyban (260-350 nm) kapott eredmények a harmadlagos
szerkezetr6l adnak felvilagositast. Amint a 21. abran bemutatott példa bizonyitja, egy-egy
oldallanc cseréje a mutans enzimekben nem okozott kimutathato térszerkezetvaltozast a vad

tipust enzimhez képest.

5.3.2.2. Kalorimetrias mérések (DSC)

Megvizsgalva mind a vad tipusi hPGK, mind pedig annak csuklo régiobeli
mutansainak hdkapacitas gorbéit, azt tapasztaltam, hogy az olvadasi hémérsékletek
(T értékek) nem valtoztak drasztikusan a csuklo régié mutansai esetében (22.a abra), kivéve
a F165A és E192A mutansok esetét.

A vad tipust hPGK 54,7 °C-os T, értékéhez képest leginkdbb a F165A 49 °C-os
olvadasi homérséklete mutatott kiilonbséget, amely a mutins szerkezeti stabilitdsanak
csokkenésére utal. Ehhez hasonlo héatmenet figyelheté meg az E192A mutans esetén is. A
tobbi esetben az olvadaspontok csak kevéssel esnek a vad tipusra jellemzd érték ala

(6. tablazat).
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22. abra A f6 csuklé régio és kornyeze egyes oldallincai pontmutinsainak DSC és tiol-
reaktivitasi vizsgalata

Az (a) dbran a vad tipusi hPGK (e), F165A (A), E192A (1), S398A (V), T393del (V) és T393A
(©) jelolésekkel lathato. A (b) abran a 9 pM-os hPGK-t pontozott vonallal abrazoltam, mig a
szubsztratmentes mutdnsok: F165A (A), E192A (1) reakcidjat 0,05 mM Nbs,-vel iires jellé
mutatja, addig a 10 mM 3-PG jelenlétében adott reakciokat tométt jelolok (F165A (A) és E192A
(m)) dbrazoljak. A reagilo tiol-csoportok szamat 1 mol hPGK-ra az €,,=14150 M'em™ értékbél
szamoltam és abrazoltam a reakci6id6 fiiggvényében.

A Ty értékének alacsonyabb hdémérsékleti tartomanyba vald eltolédasan tul a
szerkezetstabilitds csOkkenésére utalo jelenség a hokapacitasgérbe magassaganak ¢és
félértékszélességének a megvaltozasa is. Megfigyelhetd az F165A és az E192A mutansok
esetén, hogy a vad tipustt hPGK-hoz viszonyitva, gorbéik laposabbak és szélesebbek, mely
valtozasok a szerkezet fellazulasara utalnak. Tehat ezen interdomén régioban elhelyezkedd
oldallancok fontos szerepet toltenek be az egész PGK molekula szerkezeti integritidsanak
fenntartasaban. A 20. abra szemlélteti ezen oldallancok atomi kolcsonhatasait. Lathatoan
stabilizaljak az a5 és a7 hélixek és a BL egymashoz viszonyitott térbeli helyzetét az
interdomén régioban. Ezen régid szerkezeti stabilitdsa tehat, a kalorimetrids eredmények
szerint, az egész molekula szerkezeti stabilitasara hatassal van.

A szubsztratok jelenlétében az Osszes mutans olvadasi homérséklete jelentésen
megnd, hasonldan a vad tipust enzim viselkedéséhez (6. tablazat). Tehat a mutansok kotik a
szubsztratokat és azok jelentdsen stabilizaljak a mutansok szerkezetét is. Egyetlen kisebb
kiilonbség a vad tipust enzimhez képest, hogy a mutansok esetén (az S398 kivételével) a két
szubsztrat egyiittes stabilizald hatasa a terner komplexben alig nagyobb, mint az egyes
szubsztratokat k6t6 biner komplexekben. Amint az Irodalmi attekintésben targyaltam, a két

szubsztrat egylittesének megnovekedett stabilizald hatasat korabban bizonyithatéan
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Osszefiiggésbe hoztdk a doménzarodas bekovetkezésével (2.3.3.2. fejezet). Ez alapjan jelen
kalorimetrias adatokat tekintve (kiilondsen, ha a mérési hibat is figyelembe vessziik), nehéz
lenne eldénteni, hogy a doménzarodas bekovetkezhet-e a mutansok esetén. A doménzarodas

bekovetkezését ezért kozvetlen SAXS mérésekkel vizsgaltuk meg (1d. 5.3.4. fejezet).

6. tablazat A csukl6é régié mutinsainak héstabilitisa és a szubsztratok stabilizalé hatiasa a
szerkezetiikre

A kalorimetridsan meghatarozott 7,, értékek dsszefoglaldsa. Az adatok °C-ban vannak megadva. A
meghatarozas hibaja + 0,5 °C.

Enzimek Szubsztratmentes +3PG +MgADP | +3PG+MgADP AT'“.
(terner-biner)
Vad tipusu
hPGK 54,7 59,1 58,9 60,5 +1,4
F165A 49,0 51,9 53,8 54,8 +1,0
E192A 49,9 53,2 55,6 56,5 +0,9
F196A 51,3 54,4 56,6 57,7 +1,1
S392A 51,6 55,1 56,7 57,3 +0,6
T393A 54,1 57,2 58,5 59,5 +1,0
T393del 53,4 56,5 58,4 58,4 0
S392A-T393A 51,9 54,8 56,5 57,2 +0,7
S398A 53,1 58,2 58,9 60,9 +2,0

5.3.2.3. Enzimszerkezet stabilitasanak jellemzése tiol-reaktivitdsi vizsgalatok segitségével

A csukl6 régié mutansainak szerkezeti stabilitdsardl tiol-reaktivitasi vizsgalatokkal is
érdekes informaciokhoz jutottam. Az FI165A ¢és E192A mutansoknal kalorimetridsan
kimutatott szerkezet-destabilizalodast a tiol-reaktivitasi vizsgalatok is alatdmasztottak.
Ahogyan az a 22.b abran lathatd, ezen mutansok esetében az eltemetett tiol-csoportok sokkal
reaktivabba valnak a vad tipusi hPGK-hoz viszonyitva. A hPGK szerkezetében két felszini,
gyorsan reagald SH-csoporton kiviil még Ot, a szerkezetben eltemetett helyzetii, lassan
reagald tiol-csoport van [118]. Ezen utobbiak Ellman-reagenssel valo reakcioja valik
gyorsabba az F165A és az E192A mutansok esetén a vad tipust enzimhez képest, ami
egyértelmiien a szerkezet fellazulasara utal. Viszont amikor 10 mM 3-PG szubsztrat
jelenlétében végeztem el a kisérleteket, akkor azt tapasztaltam, hogy a szubsztrat jelenléte
ellensulyozza a mutacié okozta destabilizaciot. A szubsztrat jelenlétében bekovetkez6
szerkezeti stabilizaciot a szerkezetben eltemetett SH-csoportok reakciojanak lelassulasa jelzi
(tomott jelekkel abrazolva). Az a tény, hogy a szubsztratok képesek a mutacidé okozta
szerkezeti fellazulast ellenstlyozni, abban is megnyilvanul, hogy az F165A és E192A

mutansok viszonylag jo katalitikus hatékonysaggal rendelkeznek (lasd 5.3.3.1. fejezet).
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5.3.3. A csuklo régio mutansainak enzimkinetikai és szubsztratkotédési vizsgalata

5.3.3.1. Kinetikai vizsgalatok a csuklo régio mutansaival

A mutaciok hatasanak vizsgalatakor az egyik legfontosabb a funkcionalis
tulajdonsagok jellemzése. A BL és az azt koriilvevd régid pontmutansainak viselkedése
enzimkinetikai vizsgalatok soran igen valtozatos képet mutatott. Ha az enzim aktivitasat az
egyik szubsztrat novekvé koncentracidjanak fliggvényében vizsgaltam (mig a masik
¢és S398A) a vad tipushoz hasonloan a szubsztratfelesleg-aktivalas jelenségét mutattak, mig a
tobbi mutansnal ez hianyzott. Az utobbi esetekben a ndvekvd szubsztratkoncentracid
fliggvényében abrazolt reakciosebességi adatokat egyszeri Michaelis-Menten egyenlettel
lehetett illeszteni (23.a abra). Az anionaktivalas-gatlas vizsgalatokban a vad tipusra jellemz6
viselkedést (azaz hogy a kis koncentracioban alkalmazott tobbértékii anion aktival, mig nagy
koncentracidban gatol) szintén ugyanazon két esetben, csak a S392A ¢és az S398A
mutansoknal tapasztaltam. Az §sszes tobbi mutdns esetén az anionok nem aktivaljak, csupan
gatoljak az enzimreakciot (23.b abra).

A 23.b abran az is megfigyelhetd, hogy az S398A normalizalt gorbéje a vad tipust
enzimhez viszonyitva joval nagyobb maximalis aktivitast ér el, mely aktivitast csak nagyobb
pirofoszfat koncentracional vesziti el. Tehat, furcsa modon, az S398A mutans enzimet az
anionok nagyobb mértékben aktivaljak, mint a vad tipusu enzimet. Ez annal is inkabb
meglepd, mert sem a pirofoszfat gatlasi allanddja (7. tablazat), sem pedig a
szubsztratfelesleg aktivalas mértéke nem kiilonbozik a vad tipusu enzimnél meghatarozottol.
A Kkisérleti eredmények azt mutatjak, hogy az interdomén régioba bevezetett mutaciok a
legtobb esetben megvaltoztatjak a vad tipustt PGK-ra jellemz6 anion-, és szubsztrat-okozta
aktivalo anionok vagy szubsztratok megkotésében. Az interdomén régioba bevezetett
modositasok bizonyara megzavarjak a domének kozotti kommunikaciot, a doménzarodas
folyamatat. Az a tény, hogy ezt az anionaktivalasi tulajdonsag megvaltozasa is kiséri,
alatamasztja a feltételezésiinket, hogy az anionaktivalas és a doménzarodas egymassal
szorosan Osszefiiggenek. Elképzelhetd, hogy az S398 mutacidja éppen olyan modon zavarja

meg az interdomén régiot, hogy az anionaktivalas még kifejezettebbé valik.
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23. abra A f6 csuklé régiéban végzett pontmutaciok hatasa a hPGK Kinetikai viselkedésére

MgATP jelenlétében (melyet 10 mM ATP ¢és 12,5 mM MgCl, hozzaadasaval készitettem) a
kovetkezd jelolések szerint: 8 nM vad tipust hPGK (e), 7,1 nM S392A (A), 32,4 nM S398A (V),
6,7 nM F165A (A), 30,8 nM T393A (©), 2,9 nM F196A (V), 107 nM S392A-T393A (o). A 7. és 8.
egyenleteket alkalmaztam a kisérleti pontok illesztésére. A (b) abran a pirofoszfat altali aktivalas és
gatlas kinetikaja lathato. A kisérleteket 0,5 mM 3-PG és 0,5 mM MgATP-vel (0,6 mM ATP és 1 mM
MgCl, hozzaadasaval) végeztem. A kovetkezd enzimkoncentraciokat alkalmaztam a kisérletekben:
10,7 nM vad tipusti hPGK (e), 8,2 nM S392A (2\), 65,4 nM S398A (V), 4,4 nM F165A (A), 15,2
nM T393A (©), 4,8 nM F196A (V), 155,9 nM S392A-T393A (o). A kisérleti pontokat a vad tipust
hPGK, az S392A ¢és az S398A mutans esetén a 9. egyenlettel illesztettem, mig a tobbi esetben a 10.
egyenletet alkalmaztam. A kinetikai allandok értékeit az 7. tablazatban foglaltam Gssze.

A csuklo régido mutansainak kinetikai allandoit a 7. tablazat 0sszegzi. A mutaciok
altalaban a katalitikus aktivitds csokkenését eredményezték, bar egyes mutansok (F196A,
S392A ¢és S398A) aktivitdsa nagysagrendileg megkozeliti a vad tipusu enzimét. A
szubsztratok K, értékei is altalaban megndnek, kivéve az S398A mutansnal, amely ebbdl a
szempontbol is a vad tipusu enzimhez hasonloéan viselkedik. Az enzimek szamitott
katalitikus hatékonysaga (kia/Km) a legtobb esetben jelentds csokkenést mutat a vad tipust
enzimhez viszonyitva. A legerdteljesebb hatast, a ki./Km két nagysagrendnyi csokkenését, a
T393A mutans mutatta. Mindenesetre, a csukld régioban végzett mutaciok egyik esetben
sem vezettek olyan drasztikus, tobb mint harom nagysagrendnyi aktivitasvesztéshez, mint
amit a katalitikus oldallancok, a R38 vagy K215 mutacidja okozott.

Feltételeztiik, hogy a csukld régionak nem egyetlen oldallanca, hanem azok egyiittese
felel6s a csukld mikodéséért. Ezért elkészitettem az S392A-T393A kettds mutanst. Ennek
aktivitasa és katalitikus hatékonysaga joval alatta maradt a T393A mutansénak, pedig az
S392A mutacié6 Onmagaban alig rontotta el a katalitikus tulajdonsagokat. Ebb6l az

kovetkezik, hogy az egyes oldallancok kumulativ hatasa érvényesiil a csuklé mitkddésekor.
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7. tablazat A csuklé régio inal ikai és szubsztratkotodési allandoi
PGK formak
Allandok * 399
hPGK F165A E192A F196A S392A T393A S398A T393A T393del
i 83350 270220 15543 61020 5752 5843 2002 16,420,7 0,067+0,050
MgATP
Kkat
vagy 0,1120,02 0,83+0,07 0,24+0,01 0,33+0,02 0,078+0,041 0,86:0,15 | 0,030:0,003 | 0,66:0,05 0,1320,04
MgATP
Ky
s 3PG
= Kiat vagy
z a 0,05:0,01 0,95+0,08 0,53+0,09 0,69+0,05 0,32+0,19 0,99:0.06 | 0,0620,010 1,66+0,13 0,1120,05
Ly
kk,./ngATP 7,6%10° 33%10° 6,5%10° 1,8%10° 7.4%10° 6,7%10° 6,710° 2,5%10" 52%10°
km/Ké.fG 1,7%107 2,8%10° 2,9*10° 8,8*10° 1,8%10° 5,9+10° 32100 9.9%10° 6.1%10%
Anion aktivalds + = - = ¥ - ¥ - -
K F““f"”fé‘ 0,22+0,07 0,29+0,08 0,12+0,04 0,98+0,15 0,80+0,10 0,11+0,05 0,18+0,07 0,18+0,07 n.m.
Ky 0330,15 0,7640,20 0,33£0,09 0,83£0,09 0,65£0,20 0,64£0.21 0.43£0,08 0.4340,05 0,66£0,08
”
B Ky 0,029+0,004 0,006:0,004 | 0,0110,003 0,025+0,004 0,040+0,007 0,0310,002 nm. 0,062+0,020 0,0100,005
3
¥ Ko 0,035+0,008 0,045£0,010 | 0,045:0,010 0,073£0,01 0,12+0,02 0,16:0,02 | 0,034£0,006 | 0,12:0,04 0,040,030
Ko 0.000056+0,000024 nm. 0,000400,00010 | 0,00013:0,00006 | 0,00016=0,00004 | 0,000510,00020 nm. 0,00024+0,00005 | 0,000085+0,000040

* A sebességi és az egyensilyi allandok s ill. mM, mig a katalitikus hatékonysag M"'s™ mértékegységben vannak kifejezve.
n.m.: nincs meghatarozva
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A BL red6 szerepének tovabbi vizsgalatara készitettem egy delécidos mutanst is.
Kitoroltem a T393 oldallancot, ami altal a redd megrévidiilt és ez valdsziniileg befolyasolta
az alakjanak megvaltozasat a szubsztratok kotédésekor. Ez a modositas a katalitikus aktivitas
minden eddig tapasztaltndl nagyobb mértékli csokkenéséhez vezetett, viszont a
szubsztratokra vonatkozo6 K, értékek, meglepé modon, egyaltalan nem valtoztak meg a vad
tipust enzimhez képest. Ez a mutacioé azt a specialis (széIs6) esetet testesiti meg, amikor a
a katalitikus hatékonysag nem valtozik, de a K, értékek igen [42]; a hPGK-val végzett
mutaciok nem szolgaltattak példat. A tobbi mutans a két sz¢lsd eset kozti poziciét mutatja,
vagyis mind a katalitikus aktivitas, mind pedig a szubsztrat K, értékek megvaltoztak. A
T393del mutanssal kapott eredmény hangstilyozza nemcsak ezen oldallanc, hanem a BL red6
mint f6 csuklo régid hosszanak és alakjanak fontossagat is a PGK miikddésében. Amint mar
fentebb kifejtettem, a C-terminalis domén T393 oldallanca kolcsonhatasba 1ép az N-
doménbeli R38 3-PG-kotd oldallanccal. Ezaltal nemcsak kozvetlen kapcesolat jon létre a két
domén kozott, hanem igy jut el a 3-PG szubsztratkotohelyrdl kapott informacio a BL-hez
mint f6 csuklohoz (24.a és ¢ abrak).

Ellenpolust képvisel a doménzarodasban betoltott funkcioja alapjan a S398 oldallanc,
mivel a S398A mutans kinetikai tulajdonsagait tekintve a vad tipushoz képest lényegileg
nem valtozott. Tehat kizarhatjuk, hogy a S392 oldallanccal kialakulé kolcsonhatasanak,
mely az ADP tartalmu PGK kristalyszerkezetekben lathatd, barmilyen szerepe is lenne az
enzim miikodésében.

Az F165, az E192 és az F196 oldallancok szerepet jatszanak a csuklo miikodésében,
mivel mutacioik a katalitikus hatékonysag csokkenéséhez vezettek. A szubsztratok K,
értékei koziil foként a 3-PG-jé novekedett meg (szemben a MgATP-jével), amely azt
mutatja, hogy a 3-PG okozta konformacios valtozas tovabbvitelében jatszanak fontosabb
szerepet. Ahogy mar az Irodalmi attekintésben is targyaltam (2.3.2.2. fejezet), a 3-PG 3-
foszfat csoportja révén kdzvetlen kdlecsonhatasba 1ép az a5 hélixben 1évé R170 oldallanccal.
A kolesonhatas révén a 3-PG kotddésekor meghuzza az a5 hélixet és vele egyiitt a szintén
aS5-beli F165 gytrijét is. Ez kihat a gytriivel hidrofob kapcsolatban 1évé o7 hélixben
elhelyezked6 E192 helyzetére is. Ez utobbi pedig kozvetlen H-hid és elektrosztatikus
kolcsonhatasban all a S392-vel és a H390-nel, melyek mar a BL alkotoi. Igy tehat az F165 és
az E192 oldallancok fontos szerepl6i a 3-PG hatasanak BL régio felé valo tovabbitasaban
(24.b és d abrak). Tovabba a kalorimetrias vizsgalatok alapjan nemcsak az interdomén régio,

hanem az egész molekula szerkezeti integritisanak fenntartasaért is feleldsek. Osszességében
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a csukld régid6 mutdlt oldallancainak nem egyedi, hanem kumulativ szerepiik

valoszintisithetd a doménzarodasban.

Az (a) ¢és (b) abra a Th PGK*3-PG*MgADP, mig a (c) és (d) abra a Tm PGK*3-PG*MgAMP-PNP
szerkezetét abrazolja. A szubsztratok és a Mg®" golyds modellel, a hélixek szalag diagrammal, a
mutalt oldallancok sziirke szinnel lathatok. Az oldallancok szamozasa a hPGK szekvencidjanak
megfeleld. Az allandé kolesonhatasokat fekete szaggatott vonalak, szubsztratok hatasara kialakuldkat
a szubsztratoknak megfeleld szinli nyilak, mig a csak terner komplexekben kialakuld
kolcsonhatasokat kettds fekete nyilak jelolik.

5.3.3.2. Kotdédési vizsgalatok a csuklo régié mutansaival

Mivel a szubsztratok K, értékei tobb esetben jelentésen megnéttek a csukld régio
mutansaindl, ezért megvizsgaltam, hogy az egyes szubsztratokkal valé kélcsonhatdsok mar a
biner komplexekben is gyengiilnek-e. A szubsztratokra vonatkozé kotddési allandok
meghatarozasara kétféle modszert hasznaltam, a fluorimetrids titralast ANS-jelzett

enzimmel, illetve a tiol-reaktivitds mérésen alapulé modszert. Mindkét modszert részletesen
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ismertettem az Anyagok és Modszerek fejezetben. Itt a tiol-reaktivitdis modszerének
hasznalatara mutatok be példat (25. abra). A 25. abra betétabrajaban lathato (pirossal) a két
reaktiv ciszteinil-oldallanc elhelyezkedése a PGK molekulaban, az a13 hélixben. Ez a két
tiol-csoport a szubsztratmentes enzimben (akar vad tipusi, akar mutans) felszini csoportként
viselkedik és a szabad cisztein aminosavval dsszehasonlithato sebességgel reagal az Ellman-
reagenssel [118]. Szubsztratok, pl. MgATP jelenlétében a kialakulo enzim-szubsztrat
komplex koncentraciojaval aranyosan csokken a tiolok reaktivitdsa (25. abra). Tehat a
modositas sebességi allanddjanak csokkenése egyenesen aranyos a kialakult enzim-
enzimhez valo kotddésének disszociacios allanddja meghatarozhato (ld. Anyagok és

Modszerek 4.2.7.1. fejezete).

10

)

normalizalt k., %

[MgATP] (mM)

25. abra A Cys oldallancok elhelyezkedése a szerkezetben és ezek modositasi vizsgalata Ellman
reagens segitségével

A betétabran a PGK reaktiv, felszini SH-csoportjai lathatok pirossal, az eltemetett, lassan reagalok
pedig kék szinnel. A nagy abra a csuklo régio mutansainak MgATP kotddési gorbéit abrazolja 0 és
100% kozotti értékre normalizalva. A szinek az alabbi mutansokat jelolik: 8,8 pM F165A (e),
7,7 uM S398A (e), 9 uM FI196A (e), 7,8 uM S392A-T393A (e), 9,3 uM T393del (), 8,9 uM
S392A (e), 8,9 uM T393A (#) és 9 uM vad tipust hPGK (e).

Részben ezzel a modszerrel, részben pedig az ANS-sel jelzett PGK fluorimetrias
titralasaval meghatarozott disszociacios allandok értékei a csukld régiéo mutansai esetében a
7. tablazatban vannak Osszefoglalva. Ebb6l megallapithatjuk, hogy a szubsztratokra
vonatkozo kotédési allandok altalaban nem valtoztak lényegesen (azonos nagysagrendiiek
maradtak) a vad tipust hPGK-hoz viszonyitva. Tehat a mutansok K, értékeiben tapasztalt
valtozasok (7. tablazat) nem a Ky-értékek megvaltozasanak tulajdonithatok, hanem inkabb a

miikodo terner komplexben a két szubsztrat kolesonhatasakor bekovetkezd valtozasoknak.

71



5.3.4. A csuklo régio mutansainak kisszogii rontgenszordas vizsgalata

Az egyes oldallancok doménzarodasban betdltott szerepét kdzvetlentiil a mutansokkal
végzett kisszogli rontgenszoras (SAXS) kisérletekkel vizsgaltam meg.

Ahogyan mar az 5.1. fejezetben részleteztem a vad tipustt hPGK-val végzett SAXS
vizsgalataink bizonyitottak, hogy mindkét szubsztrat egyiittes jelenléte sziikséges a
doménzarodas bekovetkezéséhez. Azaz a szubsztratmentes PGK nyitott, mig a mindkét
szubsztratot tartalmazo terner komplex zart konformacios allapotot képvisel a vad tipust
enzim esetén.

A SAXS méréseket a mindkét szubsztratot tartalmazo terner komplexekkel végeztik.
A vizsgalt csukld régié mutansok koziil egyediil az S398A mutans viselkedett a vad tipust
enzimhez hasonloan, mely bizonyitotta, Gsszhangban a kinetikai méréseinkkel, hogy ezen
oldallancnak nincs kdzvetlen szerepe a doménzarodasban (8. tablazat).

A misik sz¢ls6 allapotot a T393del mutans testesitette meg, melynél a vizsgalt terner
komplex a szubsztratmentes apo allapothoz hasonléan teljesen nyitott konformacids
allapotot képviselt. Tehat a T393 oldallanc kitdrlése drasztikus valtozast idézett eld a
doménzarodasban, 6sszhangban a katalitikus hatékonysag nagyaranyu csokkenésével.

A tobbi vizsgalt csuklo régio mutans hPGK atmeneti, részlegesen zart allapotot
képvisel, csak az egyik szubsztratot tartalmazo (biner) komplex kristalyszerkezetek elméleti
szorasi gorbéihez hasonlitanak a terner komplexeik szorasi gorbéi. Ez az eredmény jol
leirhato az enzimkinetikai mérések alapjan kialakitott képpel, azaz hogy ezen oldallancok

kumulativ, egyiittes szerepe a meghataroz6 a doménzarodas létrejottében.

5.4. A szubsztratkétéhely oldallancainak szerepe a doménzaréddas folyamatdiban

A kettés molekularis kapcsold hipotézisiink, ahogyan mar az Irodalmi attekintésben
is részleteztem, a szubsztratkotdé helyek felél induld kettds H-hid lancolat kialakulasat
feltételezi, mely a 6 csuklo régional, a BL redénél olvad o6ssze ill. teljesedik ki és okoz
megvaltozasahoz vezet. Az ,informacio-atadas” kiindulopontjai tehat a szubsztratk6to
zsebek. A 3-PG-t k6t oldallancok koziil az R38 fontos szerepét a doménzarddasban a
fentiekben bemutatott kisérleti adataim egyértelmiien bizonyitottak (Id. 5.2. fejezet). Ezen
kiviil még nagyon valdszinii, hogy hozzajarulhat a doménzarddashoz az o5 hélixben 1év6

R170 is, amely a 3-PG foszfatcsoportjat koti (24.b €s d abrak).
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8. tablazat Kisszogii ro oras mérések a csuklé régio

SAXS mérések A kristalyszerkezeti modellek és a kisérletes adatok szorasi gorbéje kozti négyzetes eltérés
Enzim-szubsztrit R, (isérlet), A Nyitott kristalyszerkezetek Zart kristalyszerkezetek
Sertésizom Sertésizom Sertésizom
temer komplex GNOM Guinier PGK Bs P(ig;gfmp PGK*MgATP | PGK*3-PG (TT;”m';?g . (TTe”nrg; .
(apo) (biner) (biner)

Vad tipusi hPGK 22,5+0,5 23,040,2 6,14 6,04 4,66 531 2,25 1,61
E192A 23,7403 23,9402 2.89 3.01 1,99 227 2,79 343
$392A 23,802 24,1403 145 1,78 1,68 143 244 2,40
T393A 23.7+0.3 24,0+0.2 2,77 3,72 2,35 2,11 2,93 2,94

S392A-T393A 23,940,2 24,140,2 2,71 3,99 2,51 1,97 3,55 3,76
T393del 23,8402 24,1403 127 1.45 1,29 128 183 1,95
S398A 22,7403 23,0402 3,99 4,02 325 345 1,96 1,40

R, (elméleti), A® 24,25 24,34 24,02 2397 23,26 22,64
Molekulatémeg, kDa 43,7 43,2 43,6 43,8 43,7 453

# Vastagon szedve a legjobb egyezés lathato a krisztallografias modell és a SAXS mérések kozott a legkisebb négyzetek modszerével szamitva.

A modellek R, és molekulatomeg adatai az alabbi PDB kod fajlok alapjan lettek kiszamitva: IPHP a Bs PGK*MgADP, 1VIC a sertésizom PGK*MgATP,
1VPE a Tm PGK terner és 13PK a 7h PGK terner komplexére. A szubsztratmentes és a 3-PG-t tartalmazo sertésizom PGK szerkezetek PDB fajljait a szerzoktol
kaptuk.
¢ Ternerl: MgAMP-PNP*3-PG, Terner2: MgADP*3-PG

73




Feltételezhetd, hogy az R170 hozzajarulasa a doménzarédashoz hasonld lehet a szintén
ebben a hélixben talalhaté F165 hozzajarulasahoz, amelynek részleges szerepére tudtunk
csak kovetkeztetni (Id. 6. és 7. tablazatok). Az R170 mutacidja tehat nem latszott
igéretesnek, annal is inkabb, mert mas szerzok mar mutacioval kicserélték ezt az oldallancot
¢és megallapitottak, hogy a 3-PG kotodésében van szerepe, de nem Kkatalitikus oldallanc
[121]. A nukleotid kotéhely oldallancainak vizsgalata viszont annal érdekesebbnek latszott,
mivel ezek szerepét mutacioval még alig vizsgaltak ill. a meglévé kozlemények nem

tartalmaznak alapos vizsgalatokat [54, 55].

54.1. A nukleotidkétéhely oldallancai doménzdrdodasban betoltott szerepének vizsgalata

iranyitott mutagenezissel

A nukleotidkdtd oldallancok koziil a MgATP kotéséhez hozzajarulo, katalitikus
fontossagh K215 oldallanc szerepét a 6 csukldo régid mikodésében, azaz a
doménzarodasban mar a fentiekben megvizsgaltam (5.2. fejezet). Amint targyaltam, ezen
oldallancnak nincs a masik Kkatalitikus oldallanchoz (R38) hasonld kozvetlen szerepe a
doménzarodas 1étrejottében, bar kozvetett szerepe (az ATP y-foszfatjaval kolcsonhatas altal)
valoszintisitheté. Eppen ezért célul tiiztem ki ill. elvégeztem a tobbi nukleotidkété oldallanc,
igy az a-foszfattal kdlesonhato K219, a B-foszfattal kolesonhatdo N336 ill. T375 ¢és a riboz-

indokolta, hogy azok, a T375 kivételével, csaknem teljesen konzervativak (9. tablazat).

9. tablazat A nukleotid kiotéhely oldallancai konzervativitasanak mértéke a katalitikus R38-hoz
hasonlitva

Aminosavmaradékok Aminosav(ak) eléfordulasi gyakorisaga adott
pozicioban
ahPGK Helye a masodlagos 135 szekvenciat tekintve | 1100 szekvencidban
szekvencidjaban szerkezeti elemekben vizsgalva
R38 al R: 100 % R: 95,6 %
K215 < K: 100 % K: 97 %
o
K219 K: 100 % K:91,9 %
N336 pJ N: 100 % N: 94,3 %
E343 BJ és a12 kozott E: 100 % E: 96,4 %
T375 al3 T: 58,9 %; S: 38,5 % T:53,2%; S:39,7%
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A 375-0s pozicioban a szekvencidk zomében treonin vagy szerin oldallanc van,
melyek azonos természetii funkcios csoportot (OH-csoport) hordoznak, igy azonos
természetli kolcsonhatasokban képesek részt venni, minddssze méretiikben kiilonboznek
egymastol. Ennek alapjan a hPGK T375 oldallancanak Ala-ra torténd mutaciojat szintén

elvégeztem.

5.4.1.1. A nukleotid kétéhely mutansok szerkezeti stabilitasanak vizsgalata

A tobbi mutanshoz hasonldan, a nukleotidhely mutansok esetén is elvégeztem mind a
cirkularis dikroizmus spektroszkopiai vizsgalatokat, mind pedig a DSC kalorimetrias
méréseket a szerkezeti stabilitas ellendrzésére. A 26. abra mutat példat mindkét tipust
mérésre két mutans és a vad tipusu hPGK esetén. Mig a tavoli UV tartomanyban felvett CD
spektrumok nem mutattak eltérést egyik mutdns esetén sem a vad tipusu enzimhez
viszonyitva, addig a DSC mérések tekintetében valtozatosabb a kép.

A DSC mérések adatait a 10. tablazatban foglaltam Ossze, ahol
Osszehasonlitasképpen a korabban mar jellemzett R38A ¢és K215A aktiv centrum
mutansokkal végzett hasonlé kisérletek eredményeit is feltiintettem. Kiugro értéket képvisel
az olvadasi hémérséklet szempontjabol egyrészt az R38A mutans, ahol jelentds
destabilizalodas valosult meg, masrészt pedig az N336A mutans, melynél stabilizaciot
figyeltiink meg. Ez utobbi jelenségre szerkezeti magyarazatot nem talaltunk, mivel CD
spektruma a vad tipusit hPGK-val azonosnak adodott. A tobbi mutaciéo nem okozott 1ényeges

valtozast a T, értékében a vad tipusu enzimhez viszonyitva.

(@) (b)

[@1+10° (deg cm® dmol ")
AC, (kealimol/°C)

200 210 220 230 240 250 260 -I‘G -lla 5b 5‘2 5‘4 5’5 5'3 5'0 6‘2 5‘1

hullimhossz (nm) T(%)
26. abra Nukleotid kot6helyen létrehozott mutaciék hatiasa a CD spektrumra és a héstabilitasra
Az (a) abran a CD spektrumok, a (b) abran a kalorimetrias hoatmenetei lathatok a vad tipusa PGK-
nak (==), az N336A mutansnak (=) és a K219A mutansnak (==). Mig a CD spektrumok tekintetében
nincs szignifikans kiilonbség a mutansok tekintetében a vad tipushoz viszonyitva, addig a DSC
hoatmenetek destabilizaciot mutatnak a K219A mutans esetén és stabilizaciot az N336A mutans
esetén.
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Az is megfigyelhet6 a 10. tablazat adatait tekintve, hogy a szubsztratok a szerkezetet
minden esetben jelentdsen stabilizaljak, hiszen egyik vagy masik szubsztrat jelenlétében a
T értékek magasabb homérsékleti tartomanyok felé tolodtak el. Ha viszont megvizsgaljuk,
hogy a terner komplex stabilitaisa megné-e a biner komplexekhez képest (a tablazat utolsé
oszlopa), akkor azt latjuk, hogy ez csak a vad tipusii enzimnél ill. a K215A mutansnal
kovetkezik be egyértelmiien. Korabban bemutattam (5.2. fejezet), hogy a K215A mutans
éppugy képes doménzarddasra, mint a vad tipust enzim. Ez az eredmény tehat 6sszhangban
van azzal a korabbi megallapitassal, hogy a doménzarddas és a stabilitasndvekedés szorosan
Osszefliggd jelenségek [93]. Lathato az is, hogy a tobbi mutans esetén a terner és biner
komplexek kozotti kiilonbség mértéke sokszor a negativ tartomanyba tolodik, vagyis a
mindkét szubsztratot kotd terner komplex kevésbé stabil, mint az egyik szubsztratot
tartalmazo biner komplex. Ennek alapjan feltételeztiik, hogy ezen mutansoknal nem
kovetkezik be a doménzarddas. Ezt a feltételezésiinket a késdbbiekben igazoltdk a SAXS
méréseink eredményei is (ld. alabb). Azt tapasztaltuk, hogy viszonylag jo korrelacio
figyelhetd meg a két modszer eredményei kozott: ahol a kalorimetridsan meghatarozott
terner ¢és biner komplexek kozotti olvadaspont-kiilonbség negativ érték volt, ott a

doménzarodas sem kovetkezett be.

10. tablazat A szubsztratkot6hely mutinsainak (DSC) kalorimetrids méréseinek 7, adatai
szubsztratok jelen-, és tavollétében

A kalorimetridsan meghatarozott 7,, értékek dsszefoglalasa. Az adatok °C-ban vannak megadva A
meghatarozas hibaja + 0,5 °C.

Enzimek | Szubsztratmentes | +3PG | +MgADP +3PG+MgADP | AT, (terner-biner)
Vad
tipusi 54,7 59,1 58,9 60,5 +1,4
hPGK
R38A 49,0 50,1 53,8 53,6 -0,2
K215A 53,5 58,2 57,4 59,2 +1,0
K219A 53,7 58,4 54,9 57,3 -1,1
N336A 58,2 61,4 59,4 60,9 0,5
E343A 53,3 58,5 55,9 57,6 0,9
T375A 53,6 58,1 56,5 58,4 +0,3
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5.4.1.2. Enzimkinetikai és szubsztratkétédési vizsgalatok a nukleotidkotohely mutansokkal

5.4.1.2.1. Koétédési vizsgalatok

A szubsztratokra vonatkozo Ky értékek meghatarozasara, hasonldan a csukld régio
mutansokhoz, itt is két modszert alkalmaztam: az egyik a mar ott bemutatott tiol-csoport
modositas modszere Ellman-reagens felhasznalasaval, mig a masik az ANS jelolés
segitségével megvalositott fluoreszcens titralas modszere. Azért volt sziikség a két modszer
alternativ alkalmazasara, mert a kisebb anyagigényli ANS-jel6lés modszere nem minden
mutans esetén szolgaltatott a titralasra alkalmas nagysagu fluoreszcens jelet. A nukleotidhely
mutansok esetén azonban szerencsére alkalmazhato volt: a kotott ANS fluoreszcens
jelvaltozasat jol lehetett detektalni szubsztratok hozzaadasakor, a szubsztratmentes enzimhez
viszonyitva. Ezt mutatom be a 27. abran a T375A mutans esetén. A szubsztratok Ky
értékeinek kiszamitasa a titralasi adatokbol a Modszerek 4.2.7.2. fejezetének egyenletei
alapjan tortént.

A nukleotidkotéhely mutans enzimek esetén a nukleotidokra vonatkozo Ky értékek,
ahogyan azt sejteni is lehetett, jelentdsen megnéttek, azonban a 3-PG és az 1,3-BPG kotodési
allandoi nem valtoztak jelentdsen (11. tablazat). Az is megfigyelhetd, hogy a K219, N336 és
E343 oldallancok Ala-ra tortént mutacioi egyarant gyengitik a MgATP és MgADP kotését,
mig a korabban vizsgalt K215A mutans esetében kizarolag csak a MgATP Ky értéke
novekedett meg, a MgADP-jé¢ nem valtozott. A T375A mutans esetén ennek éppen az
ellenkezdjét figyelhetjiik meg: a mutacid nem befolyasolta a MgATP Ky értékét, viszont
novelte a MgADP Ky-jét. Ezek a kisérletes tények Osszhangban vannak a
kristalyszerkezetekb6l szarmazé informaciokkal: a K219 mind a MgATP-vel mind pedig a
MgADP-vel kapcsolatban all (azok o-foszfatjat koti), tovabba, mig a K215-nek nincs
kapcsolata a MgADP-vel, addig a T375-nek a MgATP-vel nincs kapcsolata, igy az oldott

enzimmel végzett kisérleteim igazoltak a kristalyszerkezetben tapasztalt kotddési modokat.
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(a)

Fluoreszcencia intenzitas (nkényes egység)
4o
b
————

400 450 500 550 600

hullimhossz (nm)

27. abra A T375A mutans fluorimetrias titralasa az ANS fluoreszcens jel valtozasanak

kovetésével

Az (a) abra a szabad ANS (), a PGK kotott ANS szubsztratok tavollétében (—), 10 mM ADP és
12,5 mM MgCl, jelenlétében (— — —) vagy 10 mM 3-PG (— - —) jelenlétében mutatja a fluoreszcencia

lathat6 a fluoreszcencia intenzitds. A gorbe a legjobb illeszkedést mutatja a kisérleti pontokra

(Anyagok és modszerek 4.2.7.2. fejezete).

650

Fluoreszcencia intenzitas valtozasa 462 nm-en
(6nkényes eaység)

Fluoreszcencia intenzitas villiozasa 445 nm-en
(onkényes egység)
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11. tiblazat A kinetikai és kotédési allandék osszefoglaldsa a szubsztra

és a vad tipustit hPGK esetén

PGK formak
Allandok®
hPGK® R38A° K215A° K219A N336A E343A T375A
fa (ve) 83350 0,45+0,03 0,48+0,05 0,90+0,07 6,040.,8 14,3415 125,0+8,3
KT 0,1120,02 0,96+0,07 2,4740,2 4,43+0,51 1,3440,19 1,69+0,06 1,04+0,06
5 0,10+0,02°
2 K 0.05£0,01° 4,5+0.4 0,4120,04 1,7220,12 0,54+0,04* 0,3120,03* 0,63£0,06
E Fead KT 7,58*%10° 4,69%10° 1,96%10° 2,03%10° 4,48%10° 8,48*10° 1,20%10°
“ kil Kn© 1,67*10 1,00%10° 1,18*10° 5,23%10 L11*10* 4,62*10* 1,98*10°
Anion
aktivlas * - - B - - -
K}’""f"“r‘“ 0,2240,07 0,13+0,09 0,5140,15 0,5240,11 0,09+0,06 0,14+0,06 1,940,6
K 0,33+0,15 0,59+0,20 1,4540,15 2,6540,64 1,0140,22 1,6140,23 0,22+0,05
;2 KT 0,029+0,004 0,0350,009 | 0,045+0,007 1,96+0,47 0,38+0,14 0,57+0,10 0,30+0,06
] K3 0,035+0,008 0,94+0,30 0,039+0,01 0,043+0,001 0,054+0,003 0,032+0,003 0,017+0,005
Ky (5,652,4)%10° | (9,042,00%10° | (52+1,9*10° |  (8.4%1,0*10° (1,4+0.4)*10* (2,7+0,5)*10° n.m.

* A sebességi ¢s egyensulyi allandok s ill. mM mértékegységben vannak megadva.
© 10 mM MgATP jelenlétében mérve

€25mM MgATP jelenlétében mérve

d 4,0 mM MgATP jelenlétében mérve

n.m. nincs meghatarozva

“[87]
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5.4.1.2.2. Kinetikai vizsgalatok

Hasonléan a csuklé régié6 mutansokhoz, a nukleotid kétéhely mutansok esetén is
elvégeztem azon kinetikai méréseket, melyek a mutans enzimek enzimaktivitasarol (ka),
kinetikai allandoirdl (K, értékek), a hPGK sajatos kinetikai viselkedésérél adnak
informaciot. Azt tapasztaltam, hogy a ky. értékek jelentdsen csokkentek mindegyik mutans
esetén, mik6zben a T375A-nal volt a legkisebb mértékii a csokkenés (11. tablazat), ami azt
mutatja, hogy ezen oldallancoknak szerepe van az enzimaktivitasban. Mivel a mutansok
mindkét szubsztratra vonatkozo K, értékei is megnottek (még abban az esetben is, amikor a
Ky értékek nem valtoztak), ebbdl az kovetkezik, hogy ezen oldallancok részt vesznek a
Michaelis-komplex képzésében ¢és ezen keresztiil nyilvanulhat meg szerepilk az

enzimaktivitasban is. A tablazatban Osszehasonlitasképpen feltintettem a korabban vizsgalt

két katalitikus oldallanc, az R38 és K215 mutansaival kapott adatokat is [87].
(a) (b)

035

v (AR, pere)

v (M, fperc)

[MgATP] (mM) [pirofoszfat] (m M)

28. abra A nukleotid kiotéhely mutansok kinetikai vizsgalata

Az (a) abran 8 nM vad tipusi hPGK (e), 12,5 nM T375A (o), 0,32 uM N336A (A), 0,92 uM E343A
(0) és 1,8 uM K2I19A (V) enzimek aktivitdsanak valtozasa lathatd ndvekvé MgATP
szubsztratkoncentracio fliggvényében (melyet 10 mM ATP és 12,5 mM MgCl, hozzaadasaval
készitettem) 10 mM 3-PG jelenlétében. A kisérleti pontok illesztésére a 7. és 8. egyenleteket
alkalmaztam. A (b) abran 10,7 nM vad tipusa hPGK (e), 20,8 nM T375A (1), 0,21 uM N336A (A),
0,10 uM E343A (o) és 11,3 uM K219A (V) enzimek aktivitasanak valtozasa lathaté novekvo
pirofoszfat anion koncentracié jelenlétében. A kisérleti pontokat a vad tipusi hPGK esetén a
9. egyenlettel illesztettem, mig a tobbi esetben a 10. egyenletet alkalmaztam. A kinetikai allandok
értékeit a 11. tablazatban foglaltam dssze.

A PGK kiilonleges enzimkinetikai viselkedése a mutansok esetén megvaltozik: a
szubsztrattelitési gorbék jellegzetessége, hogy a vad tipust enzimre jellemz6

szubsztratfelesleg-aktivalas jelensége eltiinik és Michaelis-Menten kinetikat kovet (28.a
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abra). Anionnal végzett vizsgalatokban pedig az anionaktivalas jelensége tiinik el,
csuklo régio mutansok esetén is bemutattam. Ott bizonyitékot szolgaltattak a SAXS mérések
arra a feltételezéstinkre, hogy az anionaktivalas és a doménzarodas osszefliggd jelenségek. A
nukleotidhely mutansok esetén is elvégeztiik a megfelelé SAXS méréseket, melyek tobb
nukleotidhely mutansnal valoban megmutattak a doménzarodas hianyat (1d. alabb).

A legnagyobb aktivitasvesztést a K219A esetén tapasztaltunk, ami 0sszemérhetd az
R38A-nal ill. a K215A-nal kapott értékekkel. Tudjuk, hogy a nukleotid a-foszfatjaval a
K219 kolesonhatasba 1ép, de csupan ezen kolesonhatas alapjan nehéz megérteniink a K219A
mutans vad tipust enzimhez viszonyitott nagymértéki aktivitasvesztését. Elképzelhetd, hogy
hasonléan az R38 és K215 oldallancokhoz, a K219-nek is lehet kozvetlenebb szerepe a
katalizisben. Ennek vizsgélatara csoportunk tovébbi, '’F NMR kisérleteket kezdett el ezen

mutansokkal, az atmeneti allapotot képvisel6 analog AlF; hasznalataval.
5.4.1.3. Kisszogii rontgenszoras vizsgalatok a nukleotidkétéhely mutansoknal

Kisszogli  rontgenszoras  vizsgalatokat végeztiink, hogy megvizsgaljuk a
nukleotidkotéhely mutalt oldallancainak szerepét a doménzarddas végbemenetelében. A
méréseket mindkét szubsztratot tartalmazo terner komplexekkel végeztiik.

Méréseink azt mutattdk, hogy a K219A, N336A és E343A mutansoknal a
doménzarédas nagymértékben gatlodott, csupan a T375A muticié nem akadalyozta a
doménzarodast (12. tablazat).

A T375A mutans tehat hasonloan viselkedett a korabban mar bemutatott K215A
mutanshoz, mellyel kapott adatokat Osszehasonlitisképpen ebben a tablazatban is
feltintettem. Ebb6l tehat arra kovetkeztettiink, hogy a K219, N336 és E343 oldallancok
nemcsak a nukleotiddal valo kolcsonhatas kialakitasaban fontosak, hanem ugyanezen
oldallancok kozvetitik a nukleotidhelyrdl indulé konformdacios informaciot a f6 csukld
irdnyaba, tehat kozremiikodnek a doménzarddasban. Szerepiiket a krisztallografids adatok

felhasznaldsaval a 29.a és b abrak illusztraljak.
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29. abra A nukleotidkoté oldallancok szerepe a doménzarodasban

Mindkét abran a T. brucei PGK szerkezete lathatd piros szinnel, a mutalt oldallancok kék
palcikamodellel, a szubsztratok zold golyd-palcika modellel, a hélixek szalag diagrammal. Az (a)
abran az atmend foszfo-csoport sziirke golyd-palcika modellel lathat6. Az oldallancok szamozasa a
hPGK szamozasanak megfelel6. A H-hid és hidrofob koélcsonhatasokat szaggatott vonalak, mig a
szubsztrat hatdsara kialakulo kolcsonhatasokat szaggatott nyilak, csak a terner komplexekben
meglévd kolesonhatasokat pedig kettds nyilak szimbolizaljak.

A K219 és N336 oldallancok, mikdzben a nukleotid o- és [-foszfatjaval
kolcsonhatnak, egyuttal egymassal is H-hid kolcsonhatasban vannak, amely kolcsonhatas
tovabb terjed az al3 hélix N-terminalisanal 1évé Gly371 peptid O-atomjahoz (29.a dbra).
Ezek az 0j kolesonhatasok erdsitik a J, K és L-jelti B-red6k kozotti kolesonhatasokat. A BL-
lel kialakulo uj H-kotések a redé alakjanak megvaltozasat és ezaltal doménzarodast
eredményeznek. Az E343 oldallanc, amely a nukleotid ribozgytirii OH-csoportjait koti,
egyidejlileg hidrofob kolcsonhatasban all a F342 gytrijével, ami tovabba kolcsonhat a
szintén konzervativ P338-cal, majd pedig a W335-tel. Igy jut el a nukleotidhelyrél indul6
kolcsonhatas-lancolat az N336 Ca-atomjahoz (29.b abra). Az N336 pedig mar a fent leirt
modon kapcsolatban van a molekula f6 csuklojaval. A T375 oldallanc esetén, bar fontos
szerepe van a nukleotid-foszfatokkal valo kolcsonhatasok kialakitasaban, ehhez hasonlod
utvonal nem vezethet6 le, 6sszhangban azzal a kisérleti eredménnyel, hogy nincs kozvetlen

szerepe a doménzarodasban.
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12. téblazat A szubsztrat kit6hel a kisérletes

As

az elméleti szorasgorbék adataival

Kisszogii rontgenszoras kisérletek

A kristalyszerkezeti modellek és a kisérletes adatok szorasi gorbéje kozti négyzetes

eltérés
R, (kisérletes), A * Nyitott kristalyszerkezetek Zart kristalyszerkezetek
Enzim-szubsztrat terner komplex GNOM GPinier Ser]iaé;om P GK*tl\Z/Tg ADP | P ggiﬁ;:”_;.]) i‘gﬁil;;g Tm PGKc Tb PGK .
modszer modszer . . . (Ternerl) (Terner2)
(apo) (biner) (biner) (biner)

Vad tipusi hPGK. 22,5+0,5 23,0+0,2 6,14 6,04 4,66 5,31 2,247 1,61
R38A 24,0403 24,3403 1,41 1,35 1,26 133 1,62 191
K215A 22,6402 22,9403 348 3,74 2,79 2,93 226 2,21
K219A 23,6£0.4 23,9402 1.49 1.83 1,58 1,44 2,32 237
N336A 23,7403 24,0+0,2 2,71 3,70 2.89 235 426 371
E343A 23,7403 23,9402 1,53 1,75 141 1,37 1,55 1,66
T375A 22,7403 22,9403 1,92 1,95 1,64 1,69 1,40 1,37
R, (elméleti), A® 24.25 24.34 24,02 23,97 23,26 22,64
Molekulatémeg, kDa " 437 432 36 38 37 453

* A kisérleti R, értékek meghatarozasa két alternativ moédon, GNOM and Guinier programok felhasznalasaval tortént.

" Az alabbi PDB kodu szerkezetekb6l tortént a molekulatomeg és a girdcios sugar kiszimitasa: IPHP a Bs PGK*MgADP, 1VIC a sertésizom PGK*MgATP, 1VPE a Tin
PGK terner and 13PK a 7h PGK terner k lexekre. A sertésizom PGK

¢ Ternerl: MgAMP-PNP*3-PG, Terner2: MgADP*3-PG

Vastagon szedve a legjobb egyezés lathato a krisztallografias modell és a SAXS mérések kozott a legkisebb négyzetek modszerével szamitva.

83

¢és a biner PGK*3-PG szerkezetek PDB koordinatait a szerzoktol kaptuk.




5.5, A mutaciok enzimmiikédésre gyakorolt hatasanak energetikai értelmezése

A vizsgalt mutansok enzimkinetikai és szubsztratkotodési adatai jol szemléltethetéek
az azokbol szamithato termodinamikai paraméterekkel, illetve ha azokat a vad tipusu enzim
megfeleld paramétereihez hasonlitjuk. Ezek az un. differencia energiadiagramok, melyeket

Fersht vezetett be a mutaciok hatasanak kvantitativ jellemzésére [122]. A katalitikus ciklust
kiséré teljes szabadentalpia-valtozast (AG;’:-) az Anyagok és Mddszerek (4.2.14. fejezet) 19.
egyenlete fejezi ki. Ez lényegében az algebrai Osszege az energetikailag kedvezotlen
(energiabefektetést igényld, azaz pozitiv eldjelil) AGi—nak, vagyis a kémiai 1épést kisérd

aktivacios szabadentalpia-valtozasnak és az energetikailag elényds (energiat szolgaltato,
azaz negativ elGjelli) AGs szubsztratk6todeést kiséré szabadentalpia-véltozasnak. A 19.
egyenlet lényegében annak a fizikai képnek felel meg, hogy a szubsztratok koétodési
energidgja fedezi az enzimreakcié (a kémiai atalakulas ¢és az azt kisérd
konformaciovaltozasok, pl. doménzarodas) végbemeneteléhez sziikséges aktivalasi energiat
(1d. 30.a szemlélteto abrat is).

(a) (b)
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>
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e

ALy

Nlnd |

ES,
AG|

s, ]|
ES S, AG,

szabadentalpia-valtozis (AG)
~
|
)
L.

szabndentalpia-valtozis (AG)

(nyitott) ] ! H /
1) i / i [
ESS,  EPP, ESS, EP P,
(zart) (nyitott)
reakci6 koordinata - reakeio koordinata -

30. abra Az enzimreakcio szabadentalpia-valtozasa

Az (a) abran a vad tipusra jellemzd szabadentalpia-valtozas, mig a (b) abran a T393del mutansra
vonatkoz6 szabadentalpia-valtozas lathatd a reakcid koordinata fiiggvényében. Kék nyil a szubsztrat
k6tédése hatasara felszabadulo szabadentalpiat mutatja, piros nyil a AG*, mig zold nyil a teljes
szabadentalpia-valtozast szemlélteti kétszubsztratos enzimreakcio esetén.

Ezeket a termodinamikai paramétereket szamitottam ki mind a mutans, mind a vad
tipusi hPGK enzimek fentebb bemutatott kotdédési és kinetikai adataibol a 18. és 20.

egyenletek Osszefiiggéseit felhasznalva.
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13.a tablazat A vad tipusi és a szubsztritkotéhely mutins hPGK-k szubsztratkotési és kinetikai all:

SzZAr

ter

kai paraméterek

Allandok V":P'(",:’l'(‘s"‘ R38A K215A K219A N336A E343A T375A

AGYEATP 19,5412 -18,1£0,9 -15,9+0,3 -14,5£0,6 -16,8+0,6 -15,7+0,4 -20,5+0,6

N -25,0+0,6 -17,040,8 -24,740,1 -24,540,1 23,9402 -25,240,3 -26,840,8

Fa / KN 7,58*10° 4,69%10 1,96*107 2,03*10 4,48*10° 8,48*10° 1,20%10°

it/ K@ 1,67*107 1,00¥10 1,18%10° 5,23%10° 1,11%10* 4,62*10° 1,98%10°
AGE (MgATP) 332 56,8 58,9 58,8 513 49,7 432
AG% (3PG) 312 60,5 54,5 56,5 49,0 45,6 42,0
AGEHD) 8.2 39,8 342 343 273 245 16,5
AGHQ) 11,7 42,4 38,6 42,0 32,2 29,9 21,5

AGH(1-2) (étlag) 10,0+1,8 41,1£1,3 36,442, 38,2439 29,8424 27,2427 19,042,5

Ahol AG* (1) = AGE (MeaATP) + AGSPC; AGH(2) = AGE (3PG) + AGYEATP.
A AG étékek kJ/mol, mig a ki, /K, értékek M”'s™ vannak megadva.
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13.b tablazat A vad tipusu és a csukl6 régié6 mutins hPGK-k szubsztratkotési és |

i llando6ibél szar

paraméterek
Allandok Vad tipusd S392A-
hPOK F165A E192A F196A $3924 T393A $398A T393A T393del
AGMEATP
S 19,5412 -17,540,7 | -19540,7 | -173403 | -17.9408 | -17,9409 | -189+0,5 | -189405 | -17,8403
3PG
AGg 25,040,6 24440,1 | 244401 | 232401 | 22,0404 | 213403 | 25,1404 | -22,0409 | -24,440,5
K/ K™ 7,58%10° 325410° | 646%10° | 1.85¢10° | 737¢10° | 674%10° | 6,67¢10° | 248%10° | 515%10°
b/ Ky 1,67#10 2,84*10° 2,92¢10° 8,84*10° 1,80*10° 5,86%10* 3,23%10° 9,88+10° 6,09%10°
AG% (MgATP) 332 40,8 39,2 36.6 332 44,7 33,5 47,1 56,5
AG% (3PG) 31.2 412 41,1 384 36,7 450 352 493 56,1
AGH1) 8,2 16,4 14,8 13,4 11,2 234 8,4 25,1 32,1
AGHQ) 11,7 23,7 21,6 21,1 188 27,1 16,3 304 383
AGH(12) (étlag) 10,041,8 20,143,7 18,243,4 17,343,9 15,043.,8 253+1,9 12,4+4,0 27,842,7 35,243,1

Ahol AG*(1)= AGE (MgATP) + AGITO; AG* (2) = AGE (3pG) + AGYEATP

A AG értékek kJ/mol, mig a ky./Ki, értékek M's" vannak megadva.
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A szamitasokat mindkét szubsztratra (3-PG és MgATP) vonatkozoan fiiggetleniil
elvégeztem, majd a 19. egyenlet alapjan kapott AGY értékek atlagat vettem, annak

érdekében, hogy az adott iranyu katalizis energiaigényét jellemezni tudjam. A kapott
értékeket a 13.a és b tablazatok foglaljak ossze.

Ezen adatok felhasznalasaval készitettem el az un. differencia energiadiagramokat,
amelyeken a AAG* értékek azt szemléltetik, hogy a kiilonb6z6 mutansok esetén mennyivel
novekedett meg a vad tipusi enzimhez képest a katalizis végbemeneteléhez sziikséges,
befektetendd aktivalasi energia. A 13. tablazatbol lathatd, hogy a vad tipusu hPGK altal
katalizalt reakcio aktivalasi szabadentalpiaja 10 kJ/mol koriili érték. Ez az érték pl. a K215A
ill. a K219A mutansok esetén 36 ill. 38 kJ/mol koriili értékre né meg, azaz a AAGF 26 l1. 28
kJ/mol-nak adodik. Ez a termodinamikai magyarazata az adott mutansok esetén a katalizis
tobb nagysagrenddel valo lelassulasanak. A nukleotidkotéhely ill. a csuklo régid egyes
mutansainal kapott differencia energiadiagramot a 31. abra szemlélteti. Lathatd, hogy a
AAG* értékek valdban azon mutansoknal nagyok, ahol a fentebb bemutatott (5.4.1.2.2.
fejezet) kinetikai vizsgalatoknal is nagymértékli csokkenést tapasztaltam a katalitikus
hatékonysagban.

(@) (b)

+
I

AAG , kd/imol

]
R38A K219A E343A F165A F196A T393A S392A-T393A
K215A E192A S392A S398A T393del

31. abra A szubsztratkotohely és a csuklo régié oldallancainak hozzajarulasa a Katalizis
aktivaciés szabadenergia valtozasahoz

A mutansok esetén azonban a katalitikus ciklus aktivalasi energia igényét a vad-
tipust enzimhez képest csak kisebb mértékben fedezi a szubsztratok kotddési energidja,
ugyanis az adott mutaciok hatasara a szubsztratok kotodésekor felszabaduldo AGs kotodési
szabadentalpia csak sokkal kisebb mértékben véltozik, mint a AG*. (Mindemellett

természetesen pl. a nukleotidk6t6hely mutansai esetén AGs maga kisebb negativ érték lesz a

vad tipust enzimhez képest, azaz a nukleotid koétédése gyengil.) A 3-PG és MgATP
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szubsztratok kotddésére vonatkozd differencia energiadiagramokat szemléltetik a 32. és 33.
abrak.

(a) (b)
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R3BAK215AK219A E343A F165A F196A T393A S392A-T393A

E192A S392A S398A T393del
32. abra A szubsztratkiotohely és a csuklo régio oldallancainak hozzajarulasa a 3-PG kotéséhez
Az (a) dbran a szubsztratkotohely mutansainak, mig a (b) abran a csukld régié mutansainak
3-PG kotésében valo fontossaga lathato.

(a) (b)
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R38A K219A E343A F165A F196A T393A S392A-T393A
K215A E192A S392A S398A T393del
33. abra A szubsztratkiotohely és a csuklo régio oldallaincainak hozzajarulasa a MgATP
kotéséhez

Az (a) abran a szubsztratk6t6hely mutansainak, mig a (b) abran a csuklo régié mutansainak 3-PG
kotésében vald fontossaga lathato.

Ha ezen abrak ordinata-értékeit Osszehasonlitjuk a 31. abraéval, kitlinik, hogy
kiilondsen a csuklo régiéo mutansai nem azért csékkentik az enzim katalitikus hatékonysagat,
mert gyengén kotik a szubsztratokat. Ez a megallapitas a legfeltiinébb a T393del mutans
esetén. Ez a mutans valoszintlileg azt az extrém esetet testesiti meg, amikor a mutacio az

meg az enzimreakcio aktivalasi energiajat. Ezt az esetet szemlélteti a 30.b abra a vad tipusu
enzim energiadiagramjahoz hasonlitva.
A T393del mutans szubsztratkotésének jellemzésére izotermalis kalorimetrias titralast

végeztiink (34. dbra), melynek segitségével nemcsak a AGs adhaté meg, hanem a kotddési
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entalpia (AHs) és a kotddést kisérd entropiavaltozas (ASs) is. A 14. tablazat adataibol lathato,
hogy bar a AGs értékek alig kiilonboznek a vad tipust enzim megfeleld értékétol. A AHs-ek
nagy negativ értékei azt mutatjak, hogy a szubsztratok koétédése mind a vad tipusu, mind a
mutans hPGK esetén entalpiavezérelt folyamat. Azonban a TASs mennyiség ennél a
mutansnal negativ iranyba valtozik a vad tipustt PGK-hoz képest, azaz a T393del mutans a
szubsztratokat igen rigiden koti, a kotott szubsztratok nem rendelkeznek semmilyen
mozgékonysaggal. Ez a rigid kotés nyilvanvaloan energetikailag nem el6nyos, de ezt
kompenzaljak a nagy exoterm AHs értékek, igy végiil a szubsztratokat ez a mutans majdnem
olyan erésen (hasonldo Kg-vel) koti, mint a vad tipusu enzim. Ez a nagy rigiditast
kotédésmod az oka annak, hogy a doménzarédas és a Kkatalizis bekovetkezésének
valoszintisége ilyen nagymértékben lecsokken.

(@) (b)

Egy kéthelyes modell

Egy kbtéhelyes modell

Titralast kiséré hévaltozas, kJ/imol
Titralast kiséré hévaltozas, kdimol

AH, = -23,521+1-0,085 kJ/mol \H = -17,492+(-0,055 kJimol

20 - N =0,828+/-0,002 1 N =0,991+/-0,002
K, = 0,0251+/-0,0006 mM “15 - K, =0,0320+/-0,0006 mM E
AS,=T7.875 Jimol AS,=26,431 Jimol

T T T T T T T T T T T T T T
00 0s 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25 30 35 40

T393del:MgADP molaris arany T393del:MgADP molaris arany

34. abra A T393del mutins ITC-s vizsgalata
Az (a) abran a T393del MgADP-vel tortént titralasi gorbéje lathatd, mig a (b) abran a T393del*3-PG
biner komplexének tovabbtitralaisa MgADP szubsztrattal. A kisérleti pontok az egy kotShelyet
feltételez6 modell egyenletével lettek illesztve.

5.6. A doménzarddast kisérd szabadentalpia-valtozdas meghatdrozdsa

Az el6bbi fejezetben targyalt energetikai megfontolasok adtak az Gtletet ahhoz, hogy
meghatarozzuk a doménzarodas altal igényelt energiabefektetés mértékét, amennyiben
jellemezni tudjuk a szubsztratok kotddését olyan terner komplexekben, ahol az enzimreakcid

nem mehet végbe, de a doménzarodas bekdvetkezik. Ilyen nem miikodé terner komplex
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példaul a MgADP*3-PG*PGK komplexe, melyrdl sajat SAXS méréseink soran kimutattuk,
fejezet). Minthogy mindkét szubsztrat kotddése sziikséges a doménzarddashoz, a komplex
képzddésekor a masodikként ko6t6dé szubsztrat kotédésekor be fog kovetkezni a
doménzarodas is. Tehat a masodikként kot6do szubsztrat kotddési allandoja (és a beldle
szarmaztatott energetikai paraméterek is) kiilonbozni fog(nak) attol az esettél, amikor ez a
szubsztrat els6ként kotddik az enzimhez. A kiilonbség éppen a doménzarddas folyamatara
jellemz6 értéket fogja megadni szamunkra. A kotédési allandok ilyen méréssorozattal
torténd meghatarozasaval elvileg ugyanazon paramétereket hatarozhatjuk meg a
doménzarddas jellemzésére, fliggetleniil a szubsztratok enzimhez valdé hozzaadasanak
sorrendjétol, azaz akarmelyik szubsztratot (MgADP-t vagy 3-PG-t) adjuk eldszor a PGK-
hoz. Ezt az elvet szemlélteti a kovetkezé abran lathatd termodinamikai séma (35. dbra).
Szubsztratmentes apo allapotbdl a terner komplexig két Gton juthatunk el, attol fiiggéen,

hogy melyik az els6 és a masodik szubsztrat, mellyel a titralast végezziik.

AG
E . ES,
AG, AGy,
ES,——ES,S,

35. abra A két szubsztrat kotédésének termodinamikai ciklusa

A AG, ill. a AG; az elsé szubsztrat kotddésekor fellépd szabadentalpia-valtozast jelenti, melynek
soran apo allapotbdl (E) az elsé szubsztratot kotd biner enzim-szubsztrat komplexig (ES; ill. ESy)
jutunk. A terner komplex (ES;S,) akarmelyik biner komplexbél kialakulhat a még hianyzo6 szubsztrat
hozzaadasaval.

A termodinamika torvénye szerint a két ut energiaigényének meg kell egyeznie:
AG+ AG1,= AGy+ AGyy 21. egyenlet

Mivel a masodikként k6t6dd szubsztrat kotddését a doménzarddas is kiséri, ezért ezzel a

konformacio-valtozassal egylitt jard szabadentalpia-valtozast itt kell figyelembe venniink:

AG1, = AGy + AGkont 22. egyenlet
1.
AGy = AG) + AGkons 23. egyenlet

Ahol a AGyoyr a konformacios szabadentalpia-valtozast jelenti.

A konformacios szabadentalpia-valtozas tehat kétféle modon is megadhato ill. szamithato:
AGkont = AG1 — AG, 24. egyenlet

AGiont = AGay - AG) 25. egyenlet
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A 14. tablazatban foglaltam 6ssze a MgADP ¢és 3-PG szubsztratok egymas jelen- és
tavollétében meghatarozott disszociacios allandoit és az azokbol szamitott AGs (azaz a AGY,
AG,, AG1; és AGy)), valamint a mért AHs és a szamitott 7ASs paramétereket. A 15.
tablazatban pedig megmutatom, hogy a terner komplex képzddés teljes energia-mérlege
valoban kisérleteink szerint is fliggetlen a képzddés utjatol a 21. egyenletnek megfelelden. A
szamitott AGyonr értékeket is itt tiintettem fel. A vad tipusu enzim esetén ez az érték 4,0-4,1
kJ/mol-nak addédott. A pozitiv eldjel jelzi, hogy a doménzarddas bekdvetkezéséhez energiat
kell befektetni. Ez az energiamennyiség azonban meglepden kicsi, csupan néhany H-kotés
energidjanak felel meg. Ez az eredmény 0sszhangban van azzal a feltételezésiinkkel, hogy a
zart szerkezetet csupan néhany tovabbi H-hidkotés stabilizalja, a biner komplexekben mar
kialakulé kolcsonhatasokhoz képest (1d. 24. abra). Az N336A ¢és a T393del mutansokkal
végzett hasonlo ITC kisérletek a vad tipusu enzimhez viszonyitva joval kisebb ill. kozel
nulla értékeket szolgaltattak a AGyons értékére, jelezve azt, hogy ezeknél a doménzarodas
csak részlegesen kovetkezik be, vagy egyaltalan nem is megy végbe.

A 14. tablazat termodinamikai paramétereit elemezve tovabbi érdekes
megallapitasokat tehetliink. A vad tipust hPGK esetében megallapithatjuk, hogy az elsé
szubsztrat kotédése, legyen az akar 3-PG vagy MgADP, entalpia-vezérelt folyamat. Viszont
a masodik szubsztrat kotddése inkabb entropia-vezéreltté valik, kisebb entalpia-valtozas
kiséri, mert a hé egy része a doménzarddas energiaigényére forditodik és a zarodas folyaman
a szubsztratkotdhelyek mozgékonysaga megnd. A szubsztratok egymas jelenlétében
meghatarozott Ky értékeibdl az is latszik, hogy a vad tipusu enzim esetén érvényesiil az un.
szubsztrat-antagonizmus jelensége (Id. 2.3.3.2. fejezet), azaz a szubsztratok a terner
komplexben gyengitik egymas kotédését. A korabbi irodalmi adatokkal Gsszhangban az
antagonizmus ¢s a doménzarodas Osszefiiggését tamasztjak ala az itt vizsgalt két mutanssal
kapott Ky értékek, amennyiben az antagonizmus mértéke Osszhangban van azzal, hogy a

doménzarodas részlegesen (N336A) vagy teljes mértékben (T393del) gatlodik.

Az N336A mutans esetén mindkét szubsztrat kotédését kisebb entalpia-valtozas
kiséri, mint a vad tipusi hPGK-ndl, Osszhangban a mutians gyengébb szubsztratkotd
képességével. Tovabba, a mutans szubsztratkotése entropiavezérelt folyamatta valik,
szemben a vad tipusit hPGK-val. Ez arra utal, hogy a mutanshoz kotott szubsztratok nagyobb

mozgékonysaguak.
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14. tablazat A vad tipusi hPGK és két Kival mutins szubsztratkotésének termodi ikai adatai
Az ESk lexekben szerepld S, ill. S, a 3-PG ill. MgADP szubsztratokat jel6li. A tal szerepld mért adatok hibaja £10 %.
Vad tipusi hPGK N336A T393del
Titralas
i E+S, ES;+S, E+S, ES;+S, E+S, ES;+S; E+S, ES+S; E+S, ES;+S, E+S, ES;+S,
tipusa
Ky 0,033 0,18 0,054 0,29 0,065 0,248 0,18 0,658 0,14 0.28 0,025 0,032
AGs -25,1 2210 =239 -19.9 2235 -20,3 =209 -17.9 2217 -20,0 =258 =252
AHsg -20.2 -7.5 -133 -10,7 -10,0 -6,6 -4,1 -12,9 -37.7 -23.0 =235 -17.5
TASs 49 13,5 10,6 9.2 13,5 13.6 16.9 5.0 -16.0 3.1 23 7.8
K, értékek mM-ban, a tobbi mennyiség pedig kJ/mol-ban van megadva
15. tablazat A terner komplex képzodését kisérd teljes szabad Ipia-valtozs ill. a doménzarédast kisérd szabadentalpia-valtozas a vad tipusi hPGK-
nal valamint az N336A és T393del ' nal
Vad tipusi hPGK N336A T393del
AG+AGy, -45,0 414 -46,9
Ter i kor
AGHAGy -44.9 -412 -45.8
AGy-AG, 4,1 32 1,7
A Gy értéke
AGi-AG, 4,0 3,0 0,6

A AGyy értékének kiszamitasa a 24. és 25. egyenletek alapjan tortént. A AG értékek kJ/mol-ban vannak megadva.
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A T393del mutans esetén, ahogyan ezt mar az elébbiekben (5.5. fejezet) is
targyaltam, ugyanezen folyamatokat sokkal kisebb entropiavaltozas kiséri, azaz a mutans a
szubsztratokat rigiden koti, a kotott szubsztratok abszolit nem mozgékonyak, ami
energetikailag nem elényds a kotdédés szempontjabol, de ezt az exoterm entalpiaértékek
kompenzaljak, melyek azt eredményezik, hogy a Ky értékek a vad tipusi enziméhez

hasonloak lesznek.
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6. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran egy tipikus két doménbdl felépiilé kindzon, a
3-foszfoglicerat kinazon (PGK) mint a doménzarédasi folyamat vizsgalatara alkalmas
modell enzimen végeztem atfogd enzimologiai és biofizikai vizsgalatokat. Munkam célja
annak az allosztérikus konformacio-valtozasnak molekularis szinten torténd megértése volt,
amelyet a szubsztratok koétédése indit el és a milkodoképes zart konformacio kialakulasat
eredményezi. A PGK molekula feltételezheté {6 csukld régidjaban talalhatd
aminosavmaradékok szerepét iranyitott mutagenezissel, a mutansok enzimkinetikai ¢és
szubsztratkoté képességének jellemzésével, tovabba szerkezetvizsgald modszerekkel (CD,

DSC, ITC és SAXS) és molekularis grafikai analizissel tanulmanyoztam.

F6bb eredményeim a kovetkezok:

1.) A vad tipusi human PGK-val végzett kisszogli rontgenszords mérések segitségével
sikertilt eldontenem azt a kérdést, hogy mely szubsztrat(ok) kotédése a dont6 a domének zart
konformacio létrejottéhez sziikséges elmozdulasaban. Bebizonyitottam, hogy a PGK zart
konformaciéja mindkét szubsztrat egylittes jelenlétében, a terner enzim-szubsztrat
komplexben alakul csak ki, fiiggetleniil attol, hogy a mikodé (PGK*3-PG*MgATP vagy
PGK*1,3-BPG*MgADP) vagy nem mikodd (PGK*3-PG*MgADP) komplex. Egy
szubsztrat kotddése a biner komplexben, azaz a 3-PG (vagy 1,3-BPG), illetve a MgATP

(vagy MgADP) 6nmagaban nem képes a domének teljes zarodasat el6idézni.

2)) Korabbi mutaciés munkaink valosziniisitették, hogy a K215 és az R38 a PGK
katalitikus szerepli oldallancai, amelyek az enzimreakcié soran atadodd foszfo-csoportot
kémiailag stabilizaljak. Erdekes modon ezen oldallincok csak a zart konformaciéjn
szerkezetben keriilnek megfeleld pozicioba az aktiv centrumba, azaz Iényegében a
doménzarodasi folyamatban alakul ki az aktiv centrum. A nyitottbdl a zart konformacioba
val6 4talakulaskor a K215 oldallinca kb. 10 A-nyit, mig az R38-¢é kb. 3 A-nyit mozdul.
Tehat feltételezheté volt, hogy az oldallancok kozvetlen katalitikus szerepén tulmenden a
doménzarodasban is szereppel birnak. A K215A és R38A mutansokkal végzett kisszogii
rontgenszoras méréseim megmutattak, hogy mig az R38 oldallanc jelenléte fontos a
doménzarodas bekovetkezéséhez, addig a K215 oldallanc erre nincs hatassal (Id. 16.
tablazat). Ebbdl az eredménybdl arra kovetkeztettem, hogy bar a nukleotid szubsztrat

foszfatlancanak vagy az 1,3-BPG l-es foszfatjanak a K215 oldallanccal valo iddleges
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kapcsolata segitheti ezen oldallanc elmozdulasat a doménzarédas soran, de nem ezek a
kolcsonhatasok a doménzarodasi folyamat fO iranyitéi. Valosziniileg mas, fiiggetlen
mechanizmus valdsitja meg a doménzarodast, aminek egyik kovetkezménye a K215

oldallanc elmozdulasa is.

3) Ez a fiiggetlen mechanizmus lehet a csoportunk altal mar korabban feltételezett fL
redénél 1évo o csuklo mikodése. A feltételezés érvényességének ellenérzésére, tovabba a
molekularis csuklo miikddésének megértésére kiilonbozo tipusu mutansokat készitettem a
BL reddében és annak kornyezetében. A BL-ben 1évé konzervativ S392 és T393 oldallancok
egyedi (S392A ¢és T393A) ill. egyiittes (S392A-T393A dupla mutans) Ala-ra torténd
mutacidja ravilagitott arra, hogy szerepilk a doménzardédasban fontos, de nem egyediil
felelosek érte, mert hatasuk nemcsak Osszeadodik, hanem egymas hatasat tovabb novelik,
azaz egylittes részvételik a dont6. A T393 aminosavmaradék kitorlése (T393del mutans)
egyértelmiien megmutatta azt is, hogy a f6 csuklo PL redd hosszanak megvaltoztatasa
drasztikus hatassal van az enzim miikodésére, ami a doménzarodas hianyanak tudhato be
(16. tablazat). A T393del mutanssal végzett kisérletek tehat bebizonyitottak, hogy a BL redd
alakja donté fontossagu a doménzarddas szempontjabol, ahogyan azt korabban a nyitott és
zart kristalyszerkezetek Osszehasonlitasa alapjan gondolni lehetett. Tehat a L redé mint 6
csuklo létezésének feltételezése kisérleti bizonyitast nyert.

Erdekes médon azonban a T393del mutins a szubsztritokat ugyanolyan kotddési
allandoval koti, mint a vad tipust enzim. ITC-s kisérleteink alapjan azonban kideriilt, hogy
az azonos kotédési allandok kiilonbozo kotddési modoknak felelnek meg. A T393del mutans
esetén a szubsztratok kotddése sokkal inkabb entalpiavezérelt folyamat, mint a vad tipust
enzimnél. Ez azt jelenti, hogy a mutans joval rigidebben koti a szubsztratokat, mint a vad
tipust enzim. Ezzel fugghet Gssze a mutansnal tapasztalt doménzarodas hianya (nyitott
konformacio stabilizalasa) és az aktivitas elvesztése.

Megjegyzendd, hogy az Osszes vizsgalt csuklo régid mutans esetén érvényes az, hogy
a szubsztratok kotddési allanddjanak csak kisebb mértékll valtozasa kovetkezik be, mig a
katalitikus hatékonysag sokkal nagyobb mértékben csdkken. A T393del mutansnal ugyanez
a hatas extrém modon nyilvanul meg.

A mutansokkal végzett munka alapjan az is kideriilt, hogy a S398 oldallanca
egyaltalan nem mukodik kozre a doménzarodasban, habar szerepe feltételezhetd volt két

kiilonboz6 kristalyszerkezet alapjan is.
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4.) Az interdomén régioban elhelyezkedé és a BL redével kozvetlen vagy kozvetett
moédon kolesonhatasban 1évé o7 hélixbeli E192 és F196, tovabba az o5 hélixbeli F165
oldallancok szerepét hasonld mutacios kisérletekben vizsgaltam meg. A mutansokkal végzett
DSC ¢s tiolreaktivitasi kisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy az F165 és E192
oldallancoknak kulcsfontossagli szerepe van az interdomén 1égié szerkezetének
fenntartasaban €s ezen keresztiil az egész fehérjemolekula szerkezetének stabilizalasaban. Az
F165A és E192A mutansok fellazult szerkezetét azonban a szubsztratok kotddése stabilizalni
képes és igy nemcsak a mutansok aktivitasat tudtam jellemezni, hanem a szubsztratoknak az
enzim szerkezetére gyakorolt hatasat szintén vizsgalni tudtam. A DSC kisérletek eredményei
szerint a terner enzim-szubsztrat komplexek stabilizalo hatdsa mindharom mutans (F165A,
E192A ¢és F196A) esetén csak kicsivel nagyobb, mint az egyes biner komplexek esetén
tapasztalt stabilitas-novekedés. Tehat a mutaciok hatasara a doménzarédas nem vagy csak
részlegesen megy végbe. Ezzel sszhangban vannak az E192A mutanssal végzett SAXS
kisérletek adatai is. Az interdomén régi6 ezen oldallancai tehat szintén aktivan
kozremikddnek a doménzarddasi folyamatban. Szerepiik abban lehet, hogy a BL reddvel
valo kapcsolatuk folytan kozvetitik az informaciot a f6 csuklotol az a7 hélix N- és C-

terminalis végein azonositott tovabbi csuklok felé.

5.) Azt a tovabbi kérdést, hogy a BL redé alakjanak valtozasat milyen mechanizmus
eredményezi, kisérelte megvalaszolni csoportunkban a munkam kezdetén felallitott kettds
kapcsold hipotézis. Ez a hipotézis feltételezte, hogy mindkét szubsztrat egyiittes
kotédésekor, a terner komplexben, kiterjedhet az a H-hid kotési lancolat, amely
kezdeményeiben mar az egyes biner komplexekben kialakul és ez vezet a BL red6 alakjanak
megvaltozasahoz ill. vele egyiitt a doménzarodashoz. A hipotézissel 6sszhangban mindkét
szubsztrat egyiittes kotddésének szikségességét tamasztottak ala sajat SAXS méréseink is
(1. pont). A hipotézisnek arra részére vonatkozoan pedig, hogy az egyes szubsztratok hatasa
hogyan terjed kotOhelyiiktél a PL-nél talalhatd csukloig, mutagenezis kisérleteim
szolgaltattak bizonyitékot. A 3-PG kotésében is résztvevd, tovabba katalitikus szerepet is
bet6lté R38 oldallancrol SAXS kisérleteink (2. pont) bizonyitottak be a doménzarodasban
jatszott fontos szerepét. A nukleotid szubsztratkdtéhelyen készitett mutansok enzimkinetikai
és SAXS analizise megmutatta, hogy a K219, N336 és E343 oldallancok kozremiikddnek
mind a szubsztratk6tésében, mind a doménzarodasban, s ezaltal a katalizisben is. Méréseim
felvetették, hogy a K219 oldallancnak esetleg kdzvetlenebb szerepe is lehet a katalizisben.

Ugyanakkor a kordbban mar emlitett, a MgATP kotésében résztvevd K215, valamint a
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MgADP kétésében résztvevé T375 oldallancoknak nincs szerepe a doménzarddas
eléidézésében. Azonban, mig a K215 alapvetd katalitikus oldallanc, addig a T375 nem jarul

hozza lényegesen a katalizishez.

16. tablazat A doménzarodas bekovetkezése a vad tipus és a kiilonb6z6 PGK mutinsok esetén
(kinetikai viselkedésiik, kalorimetrias stabilitasuk és SAXS adataik alapjan)
Keékkel a csukld régié mutansok, zolddel pedig a szubsztratk6téhely mutansok lathatok.

Doménzarédas megvalosuldsa PGK formak
terner komplex esetén
IGEN Vad tipusi hPGK, K215A, T375A, S398A
NEM R38A, T393del
Részlegesen F165A, E192A, F196A, K219A, N336A, E343A, S392A, T393A,
S392A-T393A

6.) Izotermalis titralo kalorimetria segitségével sikeriilt megbecsiilni a doménzarédas
energiaigény¢ét, az egyes biner ill. terner komplexek esetén meghatarozott kotédési allandok
Osszehasonlitasaval. Meghataroztuk, hogy csupan kb. 4 kJ/mol energia befektetésére van
sziikség a doménzarddashoz, ami dsszhangban van a kettds molekularis kapcsold hipotézis
szerint feltételezett kisszamu H-hidkotés kialakulasaval a zart terner komplexben a nyitott

biner komplexekhez képest.

7) A bemutatott kisérletes munkak eredményeit Osszevetettem a kettés molekularis
kapcsolo, kristalyszerkezeteken alapuld hipotézisével és a molekularis grafikai analizis
eredményeként sikeriilt definidlni a szubsztratkotd zsebektdl a f6 csukld régidig terjedd
,.konformacios Gtvonalat”, mely kizardlag konzervativ oldallancok kdlcsonhatésait jelenti és
a PGK doménzarodasanak lényegi eleme. Eredményeim tehat igazoljak a BL csuklo régio és
a kettés molekularis kapcsold miikodésének szerepét a PGK aktiv konformacidjanak

kialakitasaban.
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9. FUGGELEK

Kiilonbozé eredetii PGK enzimek dsszerendezett aminosavsorrendje

A szekvencidk alatt csillag jeloli a konzervativ oldallancokat, piros szin jeldli az itt lathato hét
szekvenciaban az adott pozicidban azonos aminosavat. A szekvenciak f616tt a masodlagos szerkezeti
egységek poziciodja is fel van tiintetve.
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T.maritima(Tm)198
B.stearo (Bs) 198
Elesztd (Yt) 214

SLSNKLTLDK
SLSNKLTLDK
SLSNKLTLDK
----EKKSINE
MEKMTIRD
MNKKTIRD
SLSSKLSVQD

SHLGRPDGVP
SHLGRPDVGP
SHLGRPDGIP
SHLGRPKGKP
SHLGRPKGGP
SHLGRPKGKV

SHLGRPNGER
*

a3

—
KACANPAAGS
KACADPAAGS
KACADPAAGS
--VSKMSPGD
KAVEELKEGE
AAVDRLNEGD
AAVKASAPGS

LDVKGKRVVM
LNVKGKRVVM
LDVKGKRVVM
CDLKGKRVLI
VDLKGKRVIM
VDLRGKRVEFC
LDLKDKRVFI

pD

-~
VILLENLRFH

VILLENLRFH
VILLENLRFH
VVLLENVRFY
VLLLENTRFH
VLLLENVRFY

VILLENLRYH
* *

BE a5 a6

pa

RVDFNVPMKN
RVDFNVPMKN
RVDFNVPMKN
RVDEFNVPVKN
RVDFNVPVKD
RVDEFNVPMEQ

RVDFNVPLDG
* Kk Kk ok

IEEEGSRKV-

BF

alA alB pB

NQITNNQRIK
NQITNNQRIK
NQITNNQRIK
GKITNDYRIR
GVVQDDTRIR
GAITDDTRIR
KKITSNQRIV
*

a2

AAVPSIKFCL DNGAKSVVLM 60
AAVPSIKFCL DDGAKSVVLM 60
AAIPSIKFCL DNGAKSVVLM 60
SALPTLKKVL TEGG-SCVLM 60
AALPTIKYAL EQGAK-VILL 57
PALPTIRYAL EHGAK-VILA 57
AALPTIKYVL EHHPRYVVLA 60

pc a3

SLEPVAVELK
SLQPVAVELK
SLEPVAVELK
TLKPVAKRLS
SLAPVAKRLS
RLDAVAKRLG
SLAPVAKELQ

pm

-—
SLLGKDVLFL KDCVG-PEVE 104
SLLGKDVLFL KDCVG-PEVE 104
SLLGKDVLFL KDCVG-PEVE 104
ELLLRPVTFA PDCLNAADV- 119
ELLGKEVKFV PAVVG-DEVK 100
ELLERPVAKT NEAVG-DEVK 100
SLLGKDVTFL NDCVG-PEVE 103

pn ad

—~GKGKDASGN
—~GKGKDASGN
-GKGKDASGS

KVKAEPAKIE AFRASLSKLG 157
KVKAEPAKIE TFRASLSKLG 157
KVKADPAKIE AFRASLSKLG 157
———————— RE AMAKILASYG 159
ELAKFWASLA 138
ELAKAFAELA 138
KVKASKEDVQ KFRHELSSLA 155

a7 ile]

DVYVNDAFGT
DVYVNDAFGT
DVYVNDAFGT
DVYISDAFGT
DIHVNDAFGT
DLYVNDAFGA

DVYINDAFGT
* *

a8

AHRAHSSMVG
AHRAHSSMVG
AHRAHSSMVG
AHRDSATMTG
AHRAHASNVG
AHRAHASTEG
AHRAHSSMVG
*

pH

V--NLPQKAG
V--NLPQKAG
V--NLPKKAG
IPKILGNGAA
IAQFIP-SVA
IAHYLP-AVA
F--DLPQRAA

a9

GFLMKKELNY
GFLMKKELNY
GFLMKKELNY
GYLMEKEISY
GFLMEKEIKF
GFLMEKELEV

GFLLEKELKY
*

VADKIQLINN
VADKIQLINN
VADKIQLINN
VSDKIQLLDN
VSDKIGVITN
VKDKIGVIDN
VADKIQLIDN
*

MLDKVNEMIT
MLDKVNEMIT
MLDKVNEMIT
MLORIDYLLI
LMQKADRILI
LLEKVDNLIT
LLDKVDSIII

GGGMAFTFLK
GGGMAFTFLK
GGGMAFTFLK
GGAMAYTFLK
GGAMMFTFLK
GGGLAYTEFVK

GGGMAFTFKK
* *

108

VLNNMEIGTS
VLNNMEIGTS
VLNNMEIGTS
AQGY-SIGKS
ALGK-EVGSS
ALGH-DVGKS
VLENTEIGDS

FAKALESPER PFLAILGGAK 215
FAKALESPER PFLAILGGAK 215
FAKALESPER PFLAILGGAK 215
FAKVLGNPPR PLVAIVGGAK 219
LSKVTYNPEK PYVVVLGGAK 197
LGKALSNPDR PFTAIIGGAK 197

FGKALENPTR PFLAILGGAK 213
* *k K

al0
-
LFDEEGAKIV KDLMSKAEKN 275
LFDEEGAKIV KNLMSKAEKN 275
LFDEEGSKIV KDLMSKAEKN 275
KCEESKLEFA RSLLKKAEDR 278
RVEEDKIDLA KELVEKAKEK 256
LLEEDKIELA KSFMEKAKEK 256
IFDKAGAEIV PKLMEKAKAK 273



Human (hPGK) 276
Léizom 276
Sertésizom 276

T.brucei (Th) 279
T.maritima (Tm) 257
B.stearo (Bs) 257
Elesztd (Yt) 274

Human (hPGK) 336
Léizom 336
Sertésizom 336

T.brucei (Tb) 338
T.maritima (Tm) 317
B.stearo (Bs) 316
Elesztd (Yt) 334

Human (hPGK) 395
Léizom 395
Sertésizom 395

T.brucei (Tb) 398
T.maritima (Tm)376
B.stearo (Bs) 373
Elesztd (Yt) 393

BT Bo Bp Ba all B
-
GVKITLPVDF VTADKFDENA KTGQATVASG IPAGWMGLDC GPESSKKYAE AVTRAKQIVW
GVKITLPVDF VTADKFDEHA KTGQATVASG IPAGWMGLDC GTESSKKYAE AVARAKQIVW
GVKITLPVDF VTADKFDENA KTGQATVASG IPAGWMGLDC GPESSKKYSE AVARAKQIVW
KVQVILPIDH VCHTEFKAVD SPLITED-QN IPEGHMALDI GPKTIEKYVQ TIGKCKSAIW
GVEIVLPVDA VIAQKIEPGV EKKVVRIDDG IPEGWMGLDI GPETIELFKQ KLSDAKTVVW
GVRFYMPVDV VVADRFANDA NTKVVPID-A IPADWSALDI GPKTRELYRD VIRESKLVVW
GVEVVLPVDF IIADAFSADA NTKTVTDKEG IPAGWQGLDN GPESRKLFAA TVAKAKTIVW
* *
al2 BK al3 BL
-
NGPVGVFEWE AFARGTKALM DEVVKATSR- GCITIIGGGD TATCCAKWNT EDKVSHVSTG
NGPVGVFEWE AFARGTKALM DEVVKATSR- GCITIIGGGD TATCCAKWNT EDKVSHVSTG
NGPVGVFEWE AFAQGTKALM DEVVKATSR- GCITIIGGGD TATCCAKWNT EDKVSHVSTG
NGPMGVFEMV PYSKGTFAIA KAMGRGTHEH GLMSIIGGGD SASAAQLSGE AKRMSHVSTG
NGPMGVFEID DFAEGTKQVA LAIAALTEK- GAITVVGGGD SAAAVNKFGL EDKFSHVSTG
NGPMGVFEMD AFAHGTKAIA EALAEAL--- DTYSVIGGGD SAAAVEKFGL ADKMDHISTG
NGPPGVFEFE KFAAGTKALL DEVVKSSAA- GNTVIIGGGD TATVAKKYGV TDKISHVSTG
*kk * * *k **
al4d al5
-+ -+
GGASLELLEG KVLPGVDALS NI 416
GGASLELLEG KVLPGVDAAS NV 416
GGASLELLEG KVLPGVDALS NV 416
GGASLELLEG KTLPGVTVLD EK 419
GGASLEFLEG KELPGIASMR IKKA 399
GGASLEFMEG KQLPGVVALE DK 394
GGASLELLEG KELPGVAFLS EKK 415

109

335
335
335
337
316
315
333

394
394
394
397
375
372
392






ROVID OSSZEFOGLALAS

A tobb doménbdl felépiilé enzimek mikodését biztositia a domének relativ
elmozdulasa, melyet a fehérjeszerkezet flexibilitasa tesz lehetévé és a szubsztratokkal valo
kolcsonhatas szabalyozza. Ekkor alakul ki a mikodoképes, aktiv konformacio. Ezen
enzimek mikodésének megértéséhez sziikséges a doménmozgasok mechanizmusanak, a
molekularis csuklok miikodésének és az alloszterikus utvonalaknak a felderitése. Doktori
munkam soran a fenti kérdések vizsgalatara modellként egy tipikus két doménbdl felépiild
kinazt, a 3-foszfoglicerat kinazt (PGK) valasztottam. Célom annak az allosztérikus
konformaciovaltozasnak molekularis szinten torténé megértése volt, amelyet a szubsztratok
kotédése indit el és az aktiv zart konformacio kialakulasat eredményezi. Munkam kezdetén
6 csuklo régidban és annak kornyezetében talalhaté aminosavmaradékok szerepét iranyitott
mutagenezissel, enzimologiai és biofizikai modszerekkel (CD, DSC, ITC, SAXS, grafikai
analizis) tanulmanyoztam. Megallapitottam, hogy a PGK zart konformacidja csak mindkét
szubsztrat egyiittes jelenlétében, a terner enzim-szubsztrat komplexben alakul ki. Az
interdomén régioban 1évé PL redd végén elhelyezkedd feltételezett csukld konzervativ
oldallancainak egyedi ill. egyiittes (dupla mutans) Ala-ra val6 cseréjével megmutattam, hogy
szerepik a doménzarédasban egyedileg is fontos, de egyiittes részvételikk a dontd. A T393
aminosavmaradék kitorlését kiséro drasztikus aktivitasvesztés egyértelmiien ravilagitott arra
is, hogy a BL red6 alakja dont6é fontossagl a doménzarddas szempontjabol, ahogyan az egy
molekularis csuklotol varhato. Izotermalis titralo kalorimetrias méréseim megmutattak, hogy
a T393del mutans a szubsztratokat igen jol, de rigiden koti, ami az inaktiv nyitott
konformaci6 stabilizalasaval fiigg Ossze. Meghataroztam a vad tipusii enzim esetén a
doménzarodast kiséré szabadentalpiavaltozast is, ami kb. 4 kJ/mol értéknek adodott.
Mutacios kisérleteim megmutattak tovabba, hogy a F165 és E192 oldallancok kolcsonhatasai
fontosak az interdomén régio stabilitdsanak fenntartasaban, de résztvesznek az informacio
kozvetitésében is a PL 6 csuklotol az o7 hélixnél 1évé csuklok felé. A
szubsztratkotohelyeken végzett mutagenezis kisérleteim alapjan definialtam a szubsztratkoté
zsebektdl a o csukld régidig terjedd ,konformaciés utvonalat”, melyben kizarolag
konzervativ oldallaincok vesznek részt, beleértve a szubsztratk6té R38, K219, N336 és E343

oldallancokat is.



SUMMARY (ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALAS)

Relative domain movements of multidomain enzymes are essential for catalysis.
These movements are allowed by the structural flexibility of proteins and mediated by
enzyme-substrate interactions. The functionally competent active conformation is formed as
a result of domain motion. Elucidation of the mechanism of domain movements,
understanding operation of molecular hinges and mapping of allosteric networks are required
for clarifying the structure-function relationship of such enzymes. My PhD work is aimed to
study such problems with 3-phosphoglycerate kinase (PGK), a typical two-domain kinase,
considered as a model. The purpose of the work was to understand the molecular details of
allosteric conformational changes resulted in formation of the active, closed conformation.
Previously, a hypothesis was put forward about the location and the possible mechanism of
operation of the main molecular hinge of PGK. Here I studied the role of amino acid
residues at and near the main hinge by site-directed mutagenesis and the mutants were
characterized in enzymological and biophysical (CD, DSC, ITC, SAXS, molecular graphics)
investigations. It is shown by SAXS study, that the closed conformation of PGK is only
formed in the presence of both substrates, i.e. in the enzyme-substrate ternary complex. The
conserved side-chains of the postulated hinge at the end of § strand L have been changed
individually or simultaneously (double mutants) into Ala and are shown to be important in
domain closure, especially if we consider their cumulative effects. A drastic activity loss,
detected upon deletion of the residue of T393, confirm the importance of the shape of 3
strand L in domain closure, as expected from a molecular hinge. I have shown by isothermal
calorimetric titrations that the mutant T393del binds the substrates tightly, but with high
rigidity, which can be due to stabilization of the inactive open conformation. The changes of
free enthalpy that accompanies domain closure of the wild type PGK has been also
determined and found to be around 4 kJ/mole. The mutagenesis experiments have further
shown that the contacts of side chains of F165 and E192 are important in stabilizing the
interdomain region, but also participate in transmission of the conformational information
from the main hinge at § strand L to the hinges at a7 helix. Mutagenesis experiments at the
substrate binding sites have allowed defining a ,,conformational pathway” from the substrate
sites to the main hinge with participation of several conserved side-chains including the

substrate binding R38, K219, N336 and E343 ones.
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