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1. BEVEZETES

LA vilagegyetemben nincsenek nagy rejtélyek,
csupan a mi ismereteinkben vannak nagy hézagok.”

Edgar Mitchell

Az élet elképzelhetetlen fehérjék létezése nélkiil. Szerepiik van az ¢él6lények
felépitésében, biztositjak az anyagcsere folyamatok lépéseinek megfeleld sebességgel
torténd végbemenetelét és azok szabalyozasat is. Ezt a komplex szerepet tiikrozi pl. az
agy vagy az izmok felépitése és miikddése, a hormonok hatasanak megnyilvanulasa
vagy akar az immunrendszer szabalyozasa. Mindezen folyamatokban kulcsfontossagu
szerephez jut a kiilonféle enzimfehérjék katalitikus hatasa.

Az enzimek megfeleld miikodéséhez elengedhetetlen a helyes térszerkezet
kialakulasa, melyben a kovalens kotéssel Osszetartott linearis polipeptidlancok
globularis fehérjék esetén (melyek a fehérjék tulnyomoé tobbségét teszik ki) térbeli
gombolyagga allnak Ossze. A térszerkezetet az aminosavmaradékok kozott kialakuld
hidrogénhidak, elektrosztatikus ¢és hidrofob kolcsonhatasok — stabilizaljak. gy az
elsédleges szerkezetben a szekvencidban egymastol tavollévé aminosavmaradékok
térben akdar egészen kozel is keriilhetnek egymashoz. Mig a szervezetben a
polipeptidlanc  feltekeredési folyamatat gyakran egyéb fehérjék, ugynevezett
chaperonok is segitik, a fehérjék nativ térszerkezete in vitro koriilmények kozott is ki
tud alakulni. Anfinsen ribonukleazzal végzett korai kisérlete bizonyitotta, hogy az
elsddleges szerkezet, vagyis az aminosav sorrend egyértelmiien meghatarozza a
harmadlagos szerkezetet. E meghatarozo szerep mikéntjét, a térszerkezet kialakulas
mechanizmusat azonban mindeddig még nem sikeriilt egyértelmiien felderiteni, bar
annak tanulmanyozasa — Anfinsen kisérletét alapul véve — in vitro koriilmények kozott
is lehetséges és mar szamtalan ilyen tanulmanyt k6zoltek is kiilonboz6 fehérjéknél.

A térszerkezettel szorosan Osszefliiggd kérdés a fehérjék szerkezeti stabilitasa.
Bizonyos fehérjék Iéteznek kiilonb6z6 kornyezeti feltételek kozott, pl. eltérd
hémérsékleten €16 szervezetekben megtalalhatdak ugyanazon fehérjének eltérd
stabilitast formai. Az eltéré stabilitas szerkezeti és energetikai alapjait — szamos
Osszehasonlitd vizsgalat ellenére — még ma sem értjiik teljesen.

Ertekezésemben a fehérje térszerkezet kialakulas és felbomlas folyamatinak
kérdéseit vizsgaltam kiilonboz6 hdéstabilitdst izopropilmalat dehidrogenaz (IPMDH)

enzimeken. Az IPMDH a leucin bioszintézisében résztvevo enzim, melynek molekuldja



két azonos alegységbol, alegységenként pedig két szerkezeti doménbdl épiil fel.
Mindezidaig igen kevés irodalmi adat van a tobb polipeptidlancbol felépiild fehérjék
szerkezetének kialakulasarol. Az IPMDH vizsgalataval kozelebb juthatunk mind az
alegységek, mind a domének szerepének tisztazasahoz a térszerkezet kialakulas
folyamataban.

Az IPMDH vizsgalata lehetdséget teremt a hostabilitas és a szerkezet kialakulas
altalanos Osszefliggéseinek felderitésére is. Az ilyen jellegli ismeretek potencidlisan
felhasznalhatoak lesznek arra, hogy csupan az aminosav sorrend, a szekvencia alapjan
képesek legyiink az eddiginél stabilabb térszerkezetli fehérjéket tervezni, és ezek ipari
alkalmazasara gondolni.

Doktori értekezésemben azt a kérdést vizsgaltam, hogy oligomer fehérjék esetén,
mint pl. az IPMDH is, az egyes alegységek el8segitik-e egymas térszerkezetének
feltekeredés korai szakaszaban be kell-e kovetkeznie vagy pedig a mar megfeleld
térszerkezettel rendelkezd alegységek képesek csak Osszekapcsolodni. Hasonloan,
vizsgaltam az egyes domének szerepét is az alegység nativ térszerkezetének
kialakulasaban: valasz kivantam adni arra a kérdésre, hogy az IPMDH doménjei
onalloan képesek-e felvenni nativ térszerkezetiiket vagy pedig csak egymassal

egylittmiikodve, kooperativ modon tudjak azt kialakitani.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A fehérjék térszerkezet kialakuldsanak mechanizmusa

2.1.1. Anfinsen Kisérlete és a Levinthal paradoxon

Anfinsen ribonukledzzal végzett kisérlete soran azt tapasztalta, hogy a denaturalt
fehérje - melyben redukaloszerrel a diszulfidhidakat is felbontottak - a denaturaloszer és
a redukalé agens eltavolitasa utan képes volt teljesen visszanyerni aktivitasat. E kisérlet
alapjan Anfinsen levonta azt az egyértelmii kovetkeztetést, hogy az aminosav
sorrendben kdodolva van minden olyan informacid, ami a fehérje nativ térszerkezetének
kialakulasahoz sziikséges [1].

A mai napig kérdéses viszont, hogyan rejti magaban az aminosav sorrend a
feltekeredésre vonatkozo informaciokat, vagyis milyen modon hatarozzak meg az egyes
oldallancok a térszerkezet kialakulasat. Az sem tisztazott még, mi inditja el a
folyamatot, mi a kezdd lépés ¢és milyen egymas utani Iépésekben zajlik le a
polipeptidlanc  feltekeredése. Bar a szervezetben a fehérjék térszerkezetének
kialakitasaban chaperonok is részt vesznek, a helyes térszerkezet in vitro koriilmények
kozott is kialakul. Ez lehetéséget ad arra, hogy in vitro korilmények kozott
vizsgalhassuk a térszerkezet kialakulasat és kovetkeztethessiink a  szerkezet
kialakulasanak f6 szabalyaira [2, 3].

Anfinsen nagyjelentdségli megfigyelése azonban még nem tette lehetdvé, hogy
magarol a térszerkezet kialakulas folyamatar6l is megallapitasokat tudjunk tenni. Ha
feltételezziik, hogy a fehérje molekulanak az 6sszes lehetséges konformacios allapotot
ki kell probalnia” a feltekeredés folyaman, akkor rogton ellentmondasba keverediink,
ezt nevezzik Levinthal paradoxonnak. Ha pl. veszink egy 100 aminosavbol allo
polipeptidlancot €és az azt felépitdé mindegyik aminosav esetén csupan 3 kiilonbozo
konformacios allapotot tételeziink fel (bar azok szama valdjaban végtelen), akkor ez
mar 3'°-on allapotot jelent. Ha feltételezziik tovabba, hogy egy konformécios allapot
10" masodperc alatt alakul ki, akkor a végleges térszerkezet kialakulas ideje 3'°°-107"
= 510* masodperc, ami 1,6:10% évet jelent. A valosigban azonban a fehérjék
térszerkezete sokkal rovidebb id6, percek, s6t néha masodpercek alatt is kialakul. Az
ellentmondés azonban csak latszolagos és megoldasara szamos elképzelés, feltételezés

latott napvilagot az évek folyaman.



2.1.2. A Levinthal paradoxon feloldasa: A térszerkezet kialakulisi modellek

A fenti ellentmondas feloldasahoz hosszi elméleti és kisérleti kutatomunka
vezetett. Ennek alapjan megsziilettek azok a modellek, amelyek mar érthetévé teszik,
hogy miért nem tart végtelen hossza ideig a fehérje térszerkezet kialakulasa.

A klasszikus nukledacios modell [4, 5] azt tételezi fel, hogy a szekvencialisan kozel
1évé aminosavak oldallancai ki tudjak alakitani a nativ allapotban létez6 masodlagos
szerkezeti elemek darabjait, majd ezekbdl a kristalyosodasi gocokhoz hasonldan 1étrejon
a végleges, nativ szerkezet. A nukledcios kondenzdciés modell [6-8] szerint a
masodlagos és harmadlagos szerkezet kialakulasa nem valaszthato el egymastol, a
feltekeredési magokat nagy hatotavolsagli kolesonhatasok stabilizaljak. A folyamatot

nem kiséri koztitermék kialakulasa. Ezen modellek vazlata lathatd az 1. dbran.

Denaturalt allapot Hidrofob mag Nativ térszerkezet

- -

1. 4bra A térszerkezet kialakulas nukleaciés mechanizmusa A , folding” soran elészor egy hidrofob
mag alakul ki, mely nagymértékben lecsokkenti a felvehetd konformacios allapotok szamat. Az abra
Nolting osszefoglaldo munkaja [8] alapjan késziilt.

Az el6z6 elmélettel szemben a szekvencialis és hierarchikus modell esetében létezik
egy jol meghatarozott koztitermék, mely nativ masodlagos szerkezeti elemekkel bir [9].
Ezen elképzelés szerint a térszerkezet kialakulas elsé 1épése a nukleacio, ezt koveti a
masodlagos szerkezeti elemek kialakuldsa, majd pedig a szubdomének, domének, ill.
monomerek, esetleg a még Osszetettebb szerkezetli oligomerek megjelenése, azaz a
nativ allapotu fehérje létrejotte. Lényegében itt a térszerkezet kialakulasanak 1épéseiben
a fehérje hierarchikus szerkezeti rendje tiikrozddik. A hasonlé ,, framework” modell [10,
11] szerint a masodlagos szerkezet szintén igen koran kialakul és egy koztitermék, az
ugynevezett ,,molten globula” képzddik. Ennek szerkezete mar lényegesen kompaktabb
a denaturalt allapoténal, de még kb. 30 %-kal nagyobb térfogati a nativ allapot
molekuldhoz képest [12]. A ,molten globula” allapotban a masodlagos szerkezeti
elemek elrendez6dése mar a nativ allapothoz hasonld, de annal sokkal flexibilisebb,

mivel a specifikus oldallanc-kdlcsonhatasok még nem alakultak ki benne. Bizonyos



esetekben a ,,molten globula” intermedier allapot jelenlétét kisérletesen is sikeriilt
kimutatni [13, 14]. A harmadlagos szerkezet kialakuldsa csak ezutan kovetkezik be.

A modularis modell [15, 16] szerint mind a domének, mind a szubdomének 6nalld
»folding” egységnek tekinthetdk, melyek a nativ szerkezet elérése utan kapcsolédnak
Ossze, ezaltal alakitva ki a fehérje végsé szerkezetét.

A diffiiziés iitkozési modell [17, 18] mikrostrukturak létrejottét feltételezi, melyek
véletlen iitkozések soran taldlkoznak, szerencsés esetben Osszekapcsolodnak és igy
létrehoznak egy mar magasabb szerkezeti szintet.

A hidrofob ésszeomlasi modell [16, 19] pedig a hidrofob kélcsonhatasok szerepét
hangsulyozza a térszerkezet kialakulasaban, melynek soran egy olyan kompakt
szerkezet jon létre, melyben az oldallancok védettek az oldoszer molekulaitol.

A jigsaw modellt [20, 21] Harrison és Durbin allitotta fel 1985-ben. Eszerint sokféle
feltekeredési utvonal 1étezik, melyek mind ugyanahhoz a végallapothoz vezetnek. A
hipotézis az intermediereket inkabb kinetikai megkozelitéssel irja le, nem pedig
szerkezetileg. Lényegében minden intermedier gyors egyensulyban 1évo, kiilonbozo
szerkezetli molekulakat foglal magaban.

A fenti elméletek - bar bizonyos mértékig egymassal atfednek - mindegyike
feltételez egy jol meghatarozott reakcioutat, melyen a molekulanak végig kell haladnia a
nativ térszerkezet eléréséhez. Ez tehat mar feloldana a Levinthal paradoxon
ellentmondasait, ugyanis nem sziikséges a molekulanak az &sszes Ilehetséges
konformacios allapotot kiprobalnia a térszerkezet kialakulasa soran. A fenti modelleket
jol kiegésziti az utobbi tiz évben kialakult ,, 1/ szemléletmod”, amely egy tdlcsér alaku
energiafeliilet segitségével irja le a térszerkezet kialakulas folyamatat [22-24]. Ezt a
folyamatot szemlélteti az 2. abra.

A tolesér peremén 1étezé denaturalt allapotok sokféleségébdl kiindulva haladunk a
tolesér alja felé, mikozben a szabadentalpia egyre csokken. A tolcsér aljan talalhato a
legalacsonyabb energiaallapotl szerkezet, a nativ konformacio, amit mar sokkal kisebb
szamu populacio képvisel, de természetesen ez sem egyetlen konformaciot jelent. A
térszerkezet kialakulds folyamata soran a fehérje konformdcidinak szdma egyre
csokken, ami a konformécios entrépia csokkenését is maga utdn vonja. [gy minden
molekula méas és mas reakcidutat jarhat be, azaz az atmeneti allapot vagy koztitermék
nem egyetlen szerkezetet, hanem a szerkezetek sokasagat jelenti. Ha a fehérje
feltekeredése intermedierek nélkiil zajlik le (kétallapoti modell), ezt egy sima fali

tolesér modellezi a legjobban. Ebben az esetben a térszerkezet kialakulas folyamata
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gyorsan lezajlik, mivel csak kisszamu allapoton kell athaladnia molekulanak. Egy sok
allapotos feltekeredési folyamat viszont inkabb hasonlithaté egy olyan tdlcsérhez,
melynek falaban mélyedések is talalhatok, melyek lokalis energiaminimumokat

jelképeznek és amelyek intermedier allapotokat képviselnek.

Denaturalt allapot
\ Entrépia (AS) /

Molten
globula

Intermedier
allapotok

Szabad entalpia (AG)

Nativ allapot

2. dbra A térszerkezet kialakulds folyamatit szemléltetd tolcsérdiagram A modell sémaja Hill
Osszefoglald munkdja [25] alapjan késziilt. Az abran viszonylag széles energiasav jeloli a ,,molten
globula” nevezetii koztiterméket

A tolesér modellel szemben a Levinthal paradoxont egy olyan helyzettel
szemléltethetjik, amikor egy teljesen sik golfpalyan a jatékos bekotott szemmel,
meghatarozatlan iranyba fiti el a labdat. Annak az esélye, hogy igy beletalal a lyukba,
elenyészden kicsi, azaz a kezdeti nagyszamu denaturdlt, azonos energidji fehérje
molekula igen kis valoszintiséggel jut csak el a legalacsonyabb energiaszintli nativ
allapotba.

A Levinthal paradoxonra a fent emlitett modellek megoldést kindlnak. Erthetévé
teszik, hogy a térszerkezet kialakulasa korantsem véletlenszerien zajlik, hanem
belathato idén beliil, jol meghatarozott reakcioutvonal mentén megy végbe. A
kiilonbozo elméleti megfontolasok bizonyitasara szamos modszer all rendelkezésiinkre,

melyek segitségével a fehérje szerkezetének kialakulasa nyomon kovethetd.



2.1.3. Kisérleti lehetoségek a térszerkezet kialakuldas mechanizmusanak

vizsgalatara

A fehérje térszerkezet kialakulasanak vizsgalatdhoz, megértéséhez olyan
modszerekre van sziikség, melyekkel nyomon kovethetd mind a masodlagos és a
harmadlagos szerkezeti elemek létrejotte, a polipeptidlanc alakjanak valtozasa,
azonosithato és jellemezhet§ az intermedier allapot vagy akar tanulmanyozhato a
szubsztrat(ok) kotohelyének kialakuldsa is. Ilyen jol ismert moddszer pl. a CD-
spektroszkopia, amely a tdvoli ultraibolya tartomanyban felvett spektrum alapjan
felvilagositast ad a masodlagos szerkezeti elemek mennyiségérél. A fehérjék triptofan-
¢s tirozin-tartalmukbol eredden jellegzetes spektralis tulajdonsagokkal (UV abszorpcio,
CD ¢s fluoreszcencia spektroszkopia) rendelkeznek, melyek szintén felhasznalhatéak a
nativ térszerkezet kimutatasara. Azon fehérjék esetén, melyek ilyen oldallancokkal nem
rendelkeznek, hasonld céllal alkalmazhatéak a kiilonbozé fluoreszcens jelolési
technikak (pl. ANS). Az ANS hidrofob festéket kozkedvelten alkalmazzak a fehérjék
térszerkezet-kialakulasi folyamatanak vizsgalatara, ugyanis ez a vegyiilet a ,,molten
globula” allapotban 1évé fehérjemolekula felszinén 1évo hidrofob régidihoz jol kétédik
¢és kotodése jellegzetes fluoreszeencia-valtozassal jar. A denaturalt vagy intermedier
allapotbdl a nativ allapotba valdo atmenetet altalaban jellegzetes spektralis valtozas
koveti (akar a fluoreszcenciaért felelds oldallancok mikrokornyezetének megvaltozasa,
altalaban fluoreszcencias technikakkal jol kovethetéek.

A fenticken kiviil minden olyan modszer, ami alkalmas oldatban 1évo
fehérjemolekuldk szerkezetvizsgalatara (igy pl. SAXS, NMR, FTIR, H-D kicserélodés
stb.) felhasznalhato a térszerkezet kialakulds ill. felbomlds folyamatanak
tanulmanyozasara. Az 1. tablazat ezen kisérleti lehetéségeket foglalja dssze.

A térszerkezet kialakulas folyamata vizsgalatanak két alapvetd modja van: az
egyensulyi €és a kinetikai mérések. Az egyensilyi kisérletek esetén kiilonbozd
denaturaléoszer koncentraciok jelenlétében hatarozzuk meg a fenti modszerek
valamelyikével, hogy az adott fehérjemolekula populaciénak hanyadrésze nativ ill.
denaturalt allapotu. A kinetikai kisérletek esetén pedig a nativbol denaturalt, ill. a
denaturaltbol nativ allapotba valo atalakulas idébeli folyamatat tanulmanyozhatjuk, a
denaturaloszer koncentracio hirtelen megvaltoztatasat kovetden. Erre elvileg szintén

hasznalhatoak a fenti modszerek, amennyiben azokat kinetikai vizsgalatokra alkalmassa
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tessziik. A miiszerezettség mai fejlettségi szintjén a ,,stopped-flow” technika ms-s
idéskalajan tilmenden a nyomas- vagy homérséklet-ugrasos (,,pressure-jump”, T-jump”
vagy az un. ,turbulens aramlasos”) technikakkal akar us ill. ns-s felbontasban is

kovethetok az egyes szerkezeti jellemzok valtozasai.

1. tablazat Kisérleti lehetoségek a fehérjemolekulak térszerkezet Kialakuldsanak vizsgalatara [26]

- IDO- VIZSGALT SZERKEZETI .
MODSZER SKALA JELLEMZO Hiv.

Fluoreszcencia
Trp (Tyr) fluoreszcencia Trp és Tyr kdrnyezete
ANS kétés Felszinen 1évd hidrofob régiok
Szubsztrat/inhibitor kotés ns-s Aktiv hely kialakulasa [27-29]
FRET Aminosavak kozotti tavolsag
Anizotropia Korrelacios id
CD
Tavoli UV Masodlagos szerkezet kialakulasa
Kézeli UV ns-s H.armadl'agos szerkezet [30, 31]

kialakulasa

detektalas | Egyes aminosavak szerepe az
Mutacié analizis technikd- | intermedier és az atmeneti allapot [32]
jatol fiigg | stabilizalasaban
SAXS >ms Molekula alak és méret [33]
Abszorbancia ns-s Aromas oldallancok és a kofaktor [27]
(Kozeli UV) kornyezete
FTIR ns-s Masodlagos szerkezet kialakulasa [34]
NMR ms-s Egyes aminosavak kdrnyezete [35]
Hidrogén-Deutérium kicserélédés
Nativ dllapot esetén perc- Qloballs stabilitas és metastabil
honap allapotok

R Kieserelddes - ms-s | H-kotés képzodés [36-38]
H-D kicserélédés — C e,
ESI MS ms-s ,.Folding” populaciok vizsgalata

Egyes molekulak kitekeréséhez

S sziikséges er6, a le- és

AFM feltekeredés sebességének 3]

meghatirozésa

Mind egyensulyi, mind kinetikai modszerrel lehetséges pl. intermedier allapotok
kimutatdsa a térszerkezet kialakuldsa sordn. Az egyensulyi ¢és kinetikai modszerrel
kimutathaté intermedier allapotok azonban nem feltétleniil felelnek meg egymasnak,
mivel a kinetikai intermedierek, melyek altalaban a ,,folding” korai szakaszaban, 2-5

ms-on beliil jonnek létre, nem elég stabilak ahhoz, hogy egyensulyi modszerekkel



kimutathatoak legyenek [40]. Intermedier allapot a 100 aminosavnal kisebb fehérjék
térszerkezetének kialakulasa esetén altalaban nem is mutathatd ki, mivel a nativ és a
denaturalt fehérjemolekulak képviselnek csak jelentds populaciot. Ebben az esetben
kétallapotu atmenetrdl (N S D) beszéliink.

Nagyobb fehérjék esetén a térszerkezet kialakulasa soran az intermedier allapotu
molekuldk nagyobb valosziniiséggel halmozodhatnak fel (N 5 1 S5 D). A kiilonb6zo
fehérjék intermedier molekulai jelent6sen eltérhetnek konformacios tulajdonsagaikban
és stabilitasukban. El6fordulnak kozottiik egészen nativszertiek, mint pl. CD2 fehérjénél
[41], masok nativszer(i régiokat tartalmaznak, melyek megfeleltethetéek a nativ fehérje
doménjeinek vagy szubdoménjeinek, mint az apomioglobin esetén [42] vagy pedig alig
rendelkeznek nativszerii szerkezettel, mint ahogyan a B-laktoglobulinnal talaltak [43].

A fenti kisérleti modszerekkel sok esetben nemcsak az intermedier allapotok
mutathatoak ki, hanem az el6z6 fejezetben bemutatott ,,folding” modellek érvényessége
is vizsgalhato. Néhany kis fehérje esetében az els6 ms-okban megfigyelhet6 a kezdeti
Osszeomlas (hidrofob kollapszus) jelensége, mely a polipeptidlanc nem-specifikus
kolesonhatasainak szerepét tiikrozi a térszerkezet kialakulas kezdeti fazisaban [44]. Mas,
hasonlé méretii fehérjéknél pedig ugyanezen idéskalan mar stabil szerkezeti elemek (pl.
hélixek) is képzddnek (a ,framework” modellnek megfeleléen), azaz specifikus
kolcsonhatasok mar a térszerkezet kialakulas korai fazisaban létrejohetnek [45]. Ennek
megfeleléen a maximalisan elérheté fehérje térszerkezet kialakulas sebességére, a
masodlagos szerkezeti elemek létrejottének sebességébdl kovetkeztetni lehet.
Hoémérsékletugras és fotodisszociacios technika segitségével Eaton és mti. [46]
kimutattak, hogy az a-hélixek egyes esetekben akar néhany ns alatt, mig masok csak ps
vagy még hosszabb id6 alatt alakulnak ki, a kérnyez6 aminosav szekvenciatol fiiggden.
Van arra is példa, hogy egy B-hajtiikanyar koriilbeliil 10 ps, bizonyos hurkok pedig 1 us
alatt létrejonnek. Energia atadason alapulé mérések szerint az intramolekularis diffuzio
20 ns-ot vesz igénybe, meghatirozva ezzel a térszerkezet kialakulas lehetséges
maximalis sebességét, amennyiben az a diffuzios titkdzési modell szerint zajlik [47].

Az ultragyors keverési technikdkat, az Un. megallitott 4dramldsos modszerrel
kiegészitve lehetdség nyilik egy teljes térszerkezet kialakulasi folyamat kovetésére ps-s
idéskalat atolelve. A citokrom c fehérjével és a protein G Bl doménjével végzett
mérések [48, 49] soran az addig nem vizsgalhato gyors szakaszok is kovethetévé valtak
ezen modszerek hasznalataval. Az ultragyors keverési technikat SAXS mérésekkel

egylitt alkalmazva kozvetleniil mérhetévé valt a citokrom ¢ fehérje giracids sugara a
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térszerkezet kialakulas kezdetétdl szamitott 150-500 ps-nal, mely szerkezet térfogata
csupan 30 %-kal nagyobb a nativ szerkezeténél [50]. Ez valoszinilleg megfelel a
~molten globula” intermedier allapotnak (Id. ,,framework” modell). Ezzel szemben a
protein G immunoglobulin-kété doménjének giracios sugara a ,,folding” kezdete utan
100 ms-nal még megkiilonboztethetetlen a 4M GuHCl-ben denaturalt fehérje sugaratol
[51]. Ebben az esetben polipeptidlanc nem alakit ki specifikus kolcsonhatasokat,
valamint nem csokken le a térfogata, tehat a szerkezet kialakulasanak kezdetén a
fehérjelancok gyors dsszeomlasa nem minden fehérje jellemzdje.

A dimer 4 hélix koteges ROP (Repressor Of Primer) fehérje esetében ,,stopped-
flow” és mutacios kisérletek alapjan megallapitottak, hogy hurok zarodas sziikséges az
intermedier kialakulasahoz [52]. Ez a diffizios titkozési modellt tAmasztja ald, ugyanis a
hosszabb hurok lecsokkenti a térszerkezet kialakulas sebességét, azaltal hogy nagyobb
flexibilitast és ezzel egyiitt tobb konformacios lehetdséget biztosit a fehérje szamara.
Habar ezzel a modellel egyes kisméretii helikalis fehérjék ,,foldingja” jol leirhato,
nagyobb ill. komplexebb topologiaval rendelkezd helikalis fehérjéknél inkabb
alkalmazhato a nukleacios-kondenzacios vagy a hidrofob kollapszus modell [53, 54].

Egyes fehérjék esetében az intermedier és nativ fehérje kozotti atmenet kiilonb6z6
»folding” utvonalakon keresztiil torténik, amint azt H-D kicserélddéses vizsgalatokkal
kimutattak a lizozim esetében [55]. Ennél a fehérjénél a kezdeti Osszeomlas egy
homogén, kompakt intermedierhez (,,molten globula”) vezetett, ahol az o-domén 4 db
hélixéb6l 3 hélixben az amidcsoportok védve voltak a kicserélédéstél. A tovabbi
atmenet a nativ allapot felé viszont mar szamos intermediert eredményezett, amelyek
amid csoportjai kiillonb6z6 mértékben voltak hozzaférhetéek a deutérium szamara. Ez a
mechanizmus aldtdmasztja a ,,jigsaw” modell érvényességét, azaz a molekuldk ugyanazt
a végso nativ szerkezetet kiilonbdz6 utvonalakon képesek elérni.

A szamos eredmény ellenére még messze vagyunk attol, hogy az egyes fehérjék
térszerkezet kialakulasi folyamatanak részleteit, a konkrét molekularis kélcsonhatasok
létrejottének sorrendjét €s jelentdségét megértsiik és abbol altalanos kovetkeztetéseket
vonhassunk le. Kiilondsen érvényes ez az alabb targyalt Osszetettebb szerkezetii, tobb

doménbdl allo, ill. oligomer fehérjék esetére.



2.1.4. Az alegységek és domének szerepe a térszerkezet Kkialakulas

folyamataban

2.1.4.1. Az alegységek szerepe a nativ térszerkezet elérésében

A térszerkezet kialakulasarol és felbomlasarol eddig szerzett ismeretek tobbsége
monomer fehérjék vizsgalatan alapszik, hiszen ezek tanulmanyozasa egyszeriibb, az
eredmények konnyebben értelmezhetéek. Az Escherichia coli (Ec) fehérjéinek viszont
csupan 19 %-a monomer felépitésii, s ez a szam a magasabb rendii ¢161ényekben még

tovabb csokken. Az oligomer fehérjék

A (\ﬂ koziil, melyeket azonos vagy kiilonbozd
“ = alegységek is alkothatnak, a homodimer
(\ﬁ felépitésii fehérjék az elterjedtebbek, az Ec
K genomjanak, mintegy 38 %-at teszik ki
N, é D [56]. Mindez indokolja a monomer és
ke dimer fehérjék térszerkezet kialakulasaban
AG

mutatkozd azonossagok ¢és kiilonbségek

B @ felderitését.

A térszerkezet kialakuldsa monomer
o0 =% g
(‘& és dimer felépitésii fehérjék esetében is

fdl. k: torténhet egy vagy tobb lépésben, ez utobbi

N, ?3’ 21 k? D esetben a nativ molekula térszerkezete

E " intermedier(ek)en  keresztiill alakul ki.

A a6z Dimer fehérjék térszerkezet kialakulasa

C (i;f'\] mégis joval Osszetettebb folyamat, mivel a

megelézden, ill. utana is kialakulhatnak

00 = “ = Oﬁ polipeptidlancok dsszekapesolodasat
K

intermedier allapoti molekuldk. Ezek

kg, kg,

e L= alapjan egy dimer fehérje térszerkezet
Ky *y kialakulasa, ill. felbomlasa kiilonb6zo
AG, AG, mechanizmusok szerint mehet végbe.

3. abra Dimer fehérjék térszerkezet felbomlasi és kialakulasi mechanizmusai: kétallapoti modell
(A), haroméallapoti modell: monomer intermedier (B) és haromallapoti modell: dimer intermedier (C)
esetén [57]; N, a nativ dimert, M a monomer intermediert, I, a dimer intermediert és az U pedig a
denaturalt monomert jelképezi. A mechanizmusok az egyensulyi allando (K), a szabadentalpia valtozas
(AG) és a sebességi allandok (k) segitségével irhatoak le.
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A legegyszeriibb a kétdallapotui modell (3A ébra), melynél a feltekeredett oligomer
fehérje egyetlen lépésben alakul at denaturalt monomerekké ¢és forditva. Erre
talalhatunk példat a GCN4-pl leucin cipzar peptidnél [58], az Allium sativum
agglutininnél [59] vagy a P22 Arc represszor esetében [60], melyek mind kis
molekulatomegli peptidek, fehérjék. Mig a kétallapoth egyensulyi denaturdcios-
renaturdcios gorbék alakja az egy polipeptidlancbol felépilé fehérjék esetén
szimmetrikus és nem fiigg a fehérje koncentraciotol, addig a tobb polipeptidlancbol
feléptil6 molekuldk (mint pl. a jelen dolgozatban vizsgalt IPMDH) esetén kisebb-
nagyobb aszimmetridt mutatnak (elnyujtottak az alacsonyabb denaturaldszer
koncentraciok tartomanyaban, 1d. 13. abra), masrészt nagyobb fehérjekoncentraciok
esetén a denaturdciés atmenetet jellemezé koncentraci¢ altaldban a nagyobb
denaturalészer  koncentracid  felé tolodik el, amennyiben a denaturacid
moltomegvaltozassal, azaz disszociacioval jar egyiitt [57, 61]. Mindez a
molekularitassal magyarazhato, vagyis egy dimer fehérje esetén a fel- és letekeredett
molekuldk aranya, igy az egyensilyi allando is valtozik a fehérje koncentracio
valtozasaval, mig monomer fehérjék esetében ez allando.

Az egyensulyi kétallapotih modell esetén gyakran tapasztalhaté harom- vagy tobb
részfolyamatbol allo kinetika, mig ha egyensulyban haromallapoti mechanizmust
figyelnek meg, akkor a kinetika csak legalabb haromallapoti mechanizmussal irhat6 le.
Maér a monomer fehérjék ,.folding” kinetikdja is igen bonyolult lehet a prolin és
diszulfid izomerizacionak, a parallel utvonalaknak, vagy az ,on-,, és ,,off-pathway”
intermediereknek koszonhet6en [62, 63]. A tobb polipeptidlancbol allo fehérjék esetén
egy bimolekularis reakcid is megtorténik a polipeptidlancok feltekeredése soran. Ez
pedig az id6gorbék fehérjekoncentracio fiiggését vonhatja maga utan, valamint ezen
gorbék leirasa is eltérhet az egyszerii exponencialis egyenlettol. A fehérjemolekulak
letekeredése soran — atmeneti denaturaloszer koncentraciok esetén, ahol mind a
letekeredett, mind a nativ molekuldk jelentés szamban vannak jelen — szintén tobb
esetben fehérjekoncentracio fiiggés figyelheté meg [60], tovabba a kinetikai gorbék itt
sem irhatéak le exponencialis egyenlettel. Erésen denaturaldé koriilmények kozott
viszont a kinetikdk menete jol kozelithetd exponencidlis egyenlettel, azaz a
meghatarozott sebességi allando is fiiggetlen a fehérje koncentraciotol, mivel ebben az

esetben a fehérjemolekuldk feltekeredése elhanyagolhato.



Nagyobb oligomer fehérjék fel- és letekeredése altalaban hdaromdllapotii modell
segitségével jellemezhetd (3B és 3C abrak). Ezekben az esetekben intermedier alakul ki,
amely lehet mar bizonyos mértékig fellazult, de még oligomer szerkezetli, mint pl. a
BB1-krisztallin [64], a bakterialis luciferaz [65], az aszpartat aminotranszferaz [66]
esetében, vagy pedig részben vagy teljesen nativ allapotii monomer forméajaban jelenik
meg. Ez utobbi mechanizmusra sokkal gyakrabban talalhato példa az irodalomban [67-
69].

Bizonyos esetekben a fehérje nativ  térszerkezetének  kialakulasdhoz
aszpartat-homoszerin dehidrogenaz, zsirsav szintetaz [70], Ec Trp represszor fehérjéje
[67] vagy a BBI krisztallin [64] esetében. Talalhatunk az irodalomban olyan meggy6z6
kisérleti eredményeket is a korai asszociacié fontossagara, melyek szerint egy eredetileg
dimer fehérje két alegységét kovalensen Osszekotve jelentdsen megndvekedett a
térszerkezet kialakulas sebessége [71] vagy mesterségesen el6allitott monomerek
onmagukban nem tudtak nativ térszerkezetiiket kialakitani [72].

Akar monomer, akar dimer intermedieren keresztiil jatszodik le egy folyamat az
egyensulyi gorbe tobblépcsds jellegébdl kovetkeztetni lehet az intermedier jelenlétére.
Altalaban a monomer intermedierek a fehérje koncentracié csokkenésével halmozodnak
fel jelentds mértékben, mig a dimer intermedierek populaciéi nagyobb fehérje
koncentracional valnak meghatarozova [73]. El6fordulhat az is, hogy bizonyos fehérje
koncentracioknal kizarolag a nativ dimer és a denaturalt monomer forméak halmozdédnak
fel, igy latszolag egyszert kétallapott egyensulyi atmenetet figyelhetiink meg.

A kinetikai gorbék tobb allapoti modell esetén szintén igen Osszetettek lehetnek az
intermedierek szamatol, természetét6l, a folyamat egyes lépéseinek a sebességétodl
fiiggben. Ha egy fehérjemolekula szerkezetének felbomlasa soran monomer intermedier
képzédik és a monomerek Osszekapcsolodasanak sebessége viszonylag nagy az egyes
monomerek kitekeredésének sebességéhez viszonyitva, akkor ez példaul csokkenteni
fogja a dimer fehérje denaturacidjanak sebességét. A térszerkezet kialakulas soran,
tovabbi renaturaciohoz képest, akkor a fehérje renaturacidja egyetlen exponencialis
idogorbével, azaz egyetlen elsérendii folyamattal lesz leirhato. Masrészrél, ha az egyes
monomerek térszerkezet kialakulasa zajlik nagyon gyorsan, akkor csak a masodrendii
asszociacios 1épés figyelheté meg. Megfeleld koriilmények kozott mind az elsé-, mind a
masodrendii folyamat kovethet6vé valhat [74, 75]. A masik lehet6ség, mikor dimer
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intermedieren keresztiil torténik a fehérje feltekeredése. Itt szintén eléfordulhat, hogy
latszolag intermedier jelenléte nélkiil alakul ki a fehérje térszerkezete és a feltekeredés
folyamata egyetlen exponencialis egyenlet segitségével kozelithetd. Ilyenkor a
polipeptidlancok 6sszekapcsolodasa a ,,folding” igen korai szakaszaban, a miszerek

mérési tartomanyanak holtidején beliil kell, hogy megtorténjen.

2.1.4.2. A domének szerepe a nativ térszerkezet elérésében

Az oligomer fehérjek térszerkezet kialakuldsdnak kérdés¢hez hasonld a tobb
doménbél felépiild, Gin. multidomén fehérjék térszerkezet kialakulasanak kérdése [76].
Az ilyen tobb doménes fehérjék az €16 szervezet fehérjéinek kb. 70-90%-at alkotjak. A
tobb doménes fehérjék ko6zos vonasa a modularis szerkezet. Igen valdszinl ¢€s
altalanosan elfogadott nézet, hogy a modulok, ill. domének &nallo ,.folding”
egységeknek tekinthetdek. Az azonban jelenleg még nem eldontétt kérdés, hogy
(hasonloan az oligomer fehérjék alegységeihez) a modulok, azaz a ,.folding” egységek
egymastol fuggetleniil alakulnak-e ki vagy a fehérje térszerkezet kialakulasa inkabb
kovet egy olyan mechanizmust, ahol a fehérje molekula egyes részei egymassal
szorosan egyittmilkodve, egymasra utalva, parhuzamosan alakulnak ki. Ez utobbi
esetben szimmetrikus vagy kooperativ térszerkezet kialakulasrol beszélhetiink, azaz a
domének szerkezete egymadssal parhuzamosan, de kooperativan, egymast elésegitve
alakul ki, mint pl. a doktori munkam soran vizsgalt IPMDH enzim (1d. 5.2.3.2. fejezet)
esetén is. A masik szélsdséges eset, amikor a domének szerkezete egymast kovetden,
azaz szekvencidlis mechanizmus szerint alakul ki. Ekkor lényegében az egyik domén —
éppugy, mint az oligomer fehérjék egyik alegysége — templatul szolgalhat a masik
domén (alegység) nativ térszerkezetének kialakulasahoz [77]. Ilyen szekvencidlis
mechanizmust kovet pl. a 3-foszfoglicerat kinaznal a két domén térszerkezet kialakulasa
[78]. Az eddig csak kis szamban vizsgalt tobb doménes fehérjék viselkedése alapjan azt
a tendenciat figyelték meg, hogy a domének térszerkezet kialakulasa akkor fiiggetlen
egymastol, ha a domének kozotti hatarfeliilet kicsi és flexibilis [76]. Szorosan pakolt,
hidrofob jellegli interdomén régiok esetében a domének térszerkezetének kialakulasa
egymasra tamaszkodva, kooperativ modon zajlik. Azonban vannak kivételek is, mint pl.
a spektrin, amelynél a domének hatarfeliilete kicsi, doménjeinek térszerkezet

kialakulasa mégis nagymértékben kooperativ folyamat [79].



A domének egylittmikodésének a térszerkezet kialakulasban betoltott szerepére
azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, kiilonosen az oligomer fehérjék esetén,

melyekre vonatkozoan jelenleg még csak igen kevés kisérleti adat all rendelkezésiinkre.

2.1.4.3. Van-e altalanosithato kiilonbség a kisméretii egyszerii és a nagyméretii osszetett

szerkezetii fehérjék térszerkezet kialakulasi folyamataban?

Kisméretli monomer fehérjék feltekeredése sok esetben tipikusan kétallapota
mechanizmust kovet [80], mig a nagyobb méretli fehérjéket — féleg melyek tobb
doménbdl allnak — Osszetettebb kinetika jellemzi, melyben szamos intermedier és
parhuzamos ,.folding” utvonal szerepelhet [81]. A dimer fehérjék hasonlo
torvényszertiségeket kovetnek. Azok a tobb polipeptidlancbol allo fehérjék, melyek
térszerkezet kialakulasa két részfolyamatbol allo kinetikaval irhato le altalaban kicsik
(polipetidlanconként kevesebb, mint 100 aminosavat tartalmaznak) és o-helikalis
szerkezetliek, mig az intermediereken keresztiil feltekered6k nagyobb méretiiek. A kis
méret viszont nem feltétleniil biztositja a kétallapoti mechanizmust. A 37-37
aminosavat tartalmaz cFos-JunW ,,coiled-coil” szerkezetii fehérje dimer intermedieren
keresztiil éri el nativ térszerkezetét [82], mig a 29-29 aminosavbol allo leucin zipzar
intermedierrel [83].

Kérdésként mertil fel, hogy az dsszetettebb, tobb doménbdl, illetve alegységbdl allo
fehérjék térszerkezet kialakulasat eldsegiti-e az intermedier(ek) megjelenése. Monomer
fehérjéknél megfigyelték, hogy az intermedier keletkezése elosegitheti, gyorsithatja a
polipeptidlancok feltekeredését [84], de vezethet akar aggregaciohoz is [85]. A dimer
szerkezetli fehérjék koziil a DNS-koté dimer fehérjéknél az intermedier a térszerkezet
kialakulas folyaman a kinetikai gat csokkentésével elésegiti a nativ szerkezet 1étrejottét
[86], ezzel ellentétben a bakterialis luciferaznal az intermedierek miikodésképtelen, nem
nativ szerkezetli molekulakhoz vezetnek [87]. Tehat a dimer fehérjéknél éppugy, mint
monomer szerkezetlieknél az intermedierek hatdsa mas és mas lehet, mindig az adott
fehérjére jellemzo: egyes esetekben elésegithetik, mig mas esetekben akadalyozhatjak is
a nativ térszerkezet kialakulasat.

Nagyobb fehérjék feltekeredése altalaban tobb idét vesz igénybe, mint a kisebb
fehérjék nativ szerkezetének kialakulasa. Ez a szabalyszerliség érvényesiil mind a
monomer, mind a dimer fehérjék térszerkezetének kialakulasa folyaman [88]. Az egy ¢és

tobb polipeptidlancbol allo fehérjéket Osszehasonlitva megallapithato, hogy a dimer
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szerkezetli fehérjék lassabban tekerednek fel, mint a monomer fehérjék. Azaz
kétallapotu térszerkezet kialakulast feltételezve a leggyorsabban (kb. 1 s alatt)
feltekeredd dimer fehérje sohasem fog olyan gyorsan feltekeredni, mint egy monomer
fehérje. Tehat az asszociacios 1épés lassithatja a dimer fehérjék térszerkezet-kialakulasi

folyamatat [88].

2.2. A fehérjék szerkezeti stabilitasanak elméleti és gyakorlati vonatkozasai

A fehérjék térszerkezet kialakuldsi mechanizmusa Osszefiiggésbe hozhaté azok
szerkezeti stabilitdsaval, ugyanis a térszerkezetet kialakité kolcsonhatasok természete
szabja meg alapvetOen a nativ szerkezet stabilitdsat (Id. 2.2.2 fejezet). Kiilondsen
érdekes ez a kiilonbozd hémérsékletekre adaptalddott fehérjék Osszehasonlitasakor,
hogy vajon ezek térszerkezetét kialakitdé mechanizmusok mennyiben térnek el
egymastol. Ilyen szempontbol az energetikai faktorok figyelembe vétele is lényeges
lehet (Id. 2.2.3. fejezet). Ezen mechanizmusok pontos megismerése eldsegitheti olyan
stabilabb térszerkezettel rendelkezd fehérjék létrehozasat, melyeknek széleskorti
alkalmazasara nyilik lehetdség az ipar kiilonbozo teriiletein. Ilyen mechanizmusok
vizsgalatara és Osszehasonlitasara alkalmasnak latszott doktori munkam vizsgalati
objektuma is, az IPMDH enzim, mivel harom kiilonb6z6 hémérsékleti tartomanyra

adaptalodott formaja allt rendelkezésemre.

2.2.1. Hostabil fehérjék ipari jelentosége

Az ipar és a tudomanyos vilag egyre nagyobb érdeklddéssel fordul a termofil és
hipertermofil enzimek felé. A nagy hdstabilitassal rendelkezd enzimek hasznalataval
szamos miivelet gyorsabban és egyszeriibben megoldhatdé. Ma mar szamos gyakorlati
alkalmazas [89] latott napvilagot, melyekre az alabbiakban mutatok be néhany példat.

A molekularis biologiai munkakban termofil enzim alkalmazasara keriil sor a PCR
technolégia soran (7Thermus aquaticus (Taq) polimeraz), a ligaz lanc reakcioban
(Pyrococcus furiosus (Pfu) DNS ligaz), a DNS és RNS tisztitasa alkalmaval (Thermus
Rt41A szerin proteaz), vagy a fehérje szekvenalasa el6tt a fragmentek eltavolitasa
érdekében (Pfu proteaz S). Tovabbi hipertermofil enzimeket hasznalnak a fehérjék C- és
N-terminalis szekvenalasa soran (Sulfolobus solfataricus karboxipeptidaz, Pfu metionin

aminopeptidaz).



Az iparban a keményitd feldolgozas soran hidrolizissel glikoz-, maltoz- és
oligoszacharid szirupot allitanak el6, majd ezeket fermentacios alapanyagként
hasznaljak kiilonbozé kémiai anyagok termeléséhez (pl. etanol, lizin, citromsav). A
keményit6 feldolgozas elsé 1épésében mar most is héstabil a-amilazt alkalmaznak,
azonban a tovabbi reakciokat katalizald enzimek a jelenlegi technologia szerint mezofil
szervezetekbdl szarmaznak. Ha azonban hdstabil pullulandz, izoamildz, B-amilaz és
gliikoamildz hasznalatat vezetnék be, akkor reakciok homérsékletének novelésével
csokkenhet6 lenne az elegy viszkozitasa, ezaltal a pumpa miikodtetésének koltsége is.
Héstabil enzimek hasznalata esetén csokkenne tovabba a bakterialis szennyezodés
veszélye, a kezelési id6, valamint novelhetd lenne a reakcid sebessége, igy sokkal
gazdasagosabba valna a technologia.

Termofil, hipertermofil enzimek pl. endoglitkanazok és cellobiohidrolazok tovabbi
ipari alkalmazasara nyilik lehet6ség az etanol eldallitasa soran is. Ilyenkor a keményitd
¢és a celluloz bomlasi termékei szolgalhatnak tdpanyagként a gombdk szdméra az
etanolos erjesztés soran. A papirgyartds soran pedig a hipertermofil Thermotogales
hemicelluldz enzimet hasznaljak.

Az édesitOszerként hasznalt dipeptid aszpartam (N-L-a-aszpartil-L-fenilalanin 1-
metil észter) elballitasa az egyetlen kémiai szintézis az iparban, mely egy héstabil
enzim, a termolizin alkalmazasaval torténik, de szamos mas felhasznalasi lehetdség is
kinalkozik.  Sok termofil enzim mutat 1égid6 ¢és/vagy sztereoszelektiv
reakciomechanizmust (Pfu B-glikkozidaz, Sulfolobus solfataricus citokrom P450), mely
a szintetikus kémidban igen fontos szerepet tolt be.

A pektinolitikus enzimeket is széles korben hasznaljak az élelmiszeriparban
gyiimoleslé nyerésre, viszkozitds csokkentésre és a szinanyagok kinyerésére a
gylimolesok héjabol. Ezen enzimeknek szintén termofil formai alkalmasabbak az ipari
felhasznalasra.

A takarmanyok kezelése is elonyds a termofil arabinofuranozidaz és fitaz enzimet
hasznalni. A kezeléssel novelhetd azok emészthetdsége és tapértéke. Az enzimek
miikodését biztositd magas hémérséklet ugyanakkor a viralis és mikrobakterialis
szennyezOdéseket is inaktivalni képes. Tehat a hdstabil enzimek hasznalatanak elonye,

hogy mindkét folyamat végbemenetelét egy 1épésben biztositja.



2.2.2. A fehérjék stabilitisat meghatiarozo szerkezeti tényezék

A héstabil enzimek szamos alkalmazasi lehetdsége kapcsan felmeriil a kérdés, hogy
mit6l valik egy fehérje szerkezete stabilabba, milyen szerkezeti, ill. energetikai faktorok
tehetdk feleldssé a héstabilitas kialakulasaért. Az 2. tablazatban lathatoak Osszefoglalva

a megnovekedett hdstabilitasért feleldssé tehetd szerkezeti tényezok.

2. tablazat A fehérjemolekulik stabilitasat meghatirozé szerkezeti tényezék

AMINOSAV KOLCSONHATASOK TOVABBI STABILIZALO
PREFERENCIA SZAMA TENYEZOK
Lys — Arg csere Elektrosztatikus kolcsonhatasok | Oligomerizacio
Gly — Ala csere H-hid kialakitasa Kompaktsag
Magasabb Pro Hidrof6b kélesénhatasok Révidebb hurkok
tartalom
Magasabb aromds | L e idak (x—,hel_lxek C és N,te,rmlnalls
aminosav tartalom végeinek stabilizalasa
Kevesebb Asn, Gln, Fehérjelancok C és N
Cys, Met, Ser terminalis végeinek rogzitése

Egy fehérje nagyobb stabilitasaért szamos szerkezeti tényezo tehetd feleldssé. A
termofil, hipertermofil fehérjék felszinén gyakran Lys (pK=10,5) helyett az Arg
(pK=12,5) gyakoribb eldfordulasat [90] figyelték meg, ami annak kdszonhetd, hogy az
Arg magasabb savi disszociacios allando értékének megfeleléen kevésbé reaktiv és a o-
guanido csoportja révén nagyobb lehetdsége van ionos, polaros kolcsonhatas
kialakitasara.

Fehérjék esetében a magasabb homérséklet gyakran jar dezamindciéval, melynek
soran az Asn ¢és Gln aminosavakbol Asp és Glu (azaz toltés nélkiilibél negativ toltésti
oldallanc) keletkezik. Ez nagymértékben megvaltoztathatja a harmadlagos vagy
negyedleges szerkezet kolcsonhatasait, ezaltal a fehérjék akar el is veszithetik
funkcionalis tulajdonsagaikat. Csokkent ,,chaperon” aktivitast és fokozott aggregaciot
figyeltek meg pl. a szemlencsét alkotd krisztallinok esetében, melyek dezaminéacidja
hozzajarul a szemlencse Oregedéséhez [91]. Ezeknek a folyamatoknak az
ellenstlyozasara kiilonboz6 stratégiakat talalhatunk a fehérjék vilagaban [89]. A
hipertermofil enzimek tobb esetben kevesebb Asn-t tartalmaznak, mint mezofil tarsaik.
A Pyrococcus woisei baktériumbol szarmazo 3-foszfoglicerat kinaz kevesebb Asn-nal
rendelkezik, mint a mezofil Methanobacterium bryantii homolog fehérjéje [92]. Mas

hipertermofil enzimekben ugyanannyi Asn taldlhat, mint a mezofil szervezetekbdl



szarmazo6 megfelelé fehérjékben, de ezek az érzékeny aminosavak olyan helyzetben és
konformacioban vannak, mely nem teszi lehetévé a dezaminaciot.

A ciszteinil aminosavmaradék magasabb homérsékleteken igen érzékeny az
oxidaciora, igy eléfordulasa termofil, hipertermofil enzimekben kevésbé varhatd [93]. A
mégis eléfordulo Cys aminosavak gyakran specifikus stabilizalo kolesonhatasokban
vesznek részt, példaul diszulfid hidakat alakitanak ki vagy fém kotésében van szerepiik.

A hostabilitas kialakulasaban fontos szerepe lehet a hidrofob kolesénhatdsoknak is,
a kiilonb6z6 oldallancok, ill. az egész fehérjemolekula kompaktsaganak. Egy fehérjében
minél tobb hidrofob kolcsonhatas alakul ki, annal stabilabb térszerkezet jon létre. A
szerin hidroximetil-transzferaz enzim esetében megfigyelték példaul, hogy a fehérje
mag hidrofobicitasanak novekedése hozzajarul a termofil enzimforma kialakuldsahoz
[94]. Mivel hosszt alifas oldallanccal vagy kiterjedt gytiriivel rendelkezd aromas
aminosavak tobb hidroféb kolcsonhatas kialakitasara képesek, ezért ezek altalaban
kedvezden hatnak a fehérjék stabilitasara. Példaul mig a termofil Thermoactinomyces
vulgaris terminazban 16 aromas aminosav alkot part, addig a homolog mezofil Bacillus
amyloliquefaciens szubtilizin csak 6 aromas aminosav part tartalmaz [95]. Azt sem lehet
azonban figyelmen kiviil hagyni, hogy ezek az oldallancok mennyire toltik ki a
rendelkezésiikre allo iireget. Ha a fehérje térszerkezetében egy nagyobb, tobb
kolcsonhatas kialakitasara képes hidrofob aminosav is elfér, a kdlesonhatasok szamanak
novekedése miatt nagyobb stabilitast eredményez. Mutacios kisérletek alapjan, ahol egy
nagyobb aminosavat kisebb alifas aminosavval helyettesitettek, megallapitottak, hogy
egy metil csoport hianya atlagosan 5,4+2,1 kJ/mdl energiaval csokkentette a stabilitast
[96]. Viszont azoknal a mutacioknal, melyeknél egy tireg betoltése torténik, gyakran
nem kovetkezik be a vart stabilizal6 hatas, mivel az esetlegesen kialakuld kedvezétlen
Van der Waals kdlcsonhatasok helyi atrendezddést kovetelnek meg.

A hidrogénhid kotések stabilitashoz valéo hozzajarulasanak a T1 ribonukledzon
végzett vizsgalata alapjan az deriilt ki, hogy azok a hidrofob kolcsonhatasokhoz
hasonloan kétésenként 5,4 kJ/mol energiaval jarulnak hozza a stabilizaciohoz [97].

Az elektrosztatikus kélesonhatasok jelentds stabilizald tényezok a fehérjékben. A
T4 lizozim esetén egy ionpar 12-21 kJ/mol energiaval stabilizalja a fehérjét [98]. A
Pyrococcus furiosus ¢€s a Clostridium symbiosum glutamat dehidrogendz enzim
szerkezete leginkabb kiilonboz6 ionpar tartalmukban mutatkozik meg. Mig a
hipertermofil enzimben 0,11 ionpar jut egy aminosavra, addig a mezofil enzimben csak

0,06 [89]. Az ionparok gyakran halozatot alkotnak a fehérje felszinén és az alegységek
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kozott. A Pfu glutamat dehidrogenaza 18 ionparbol allo halézatot alakit ki. Egy ionpar
halézat kiépitése energetikailag sokkal kedvezébb, mivel egy Uijabb aminosavnak a
halézathoz valo kapcsolodasa esetén csupan annak az egy aminosavnak a deszolvatacios
energiajat kell legy6zni [99]. Az eltemetett ionparok stabilizald szerepe vitatott a felszini
ionparokkal szemben, mivel joval nagyobb szolvatacids energiat (54+23 kJ/mol) kell
kompenzalnia a kialakuld ionos kolesonhatasnak. A kiilonb6z6 tanulmanyok alapjan
mégis valoszinii, hogy a soOhidak a fehérje barmely részén képesek a fehérje
stabilitasanak novelésére [100]. Az egyik altalam vizsgalt enzim, a Tt IPMDH
kiilonleges héstabilitasaban is a toltott oldallancok kozotti ionos kdlesonhatdsoknak
tulajdonitanak fontos szerepet [101].

A haromdimenzios szerkezettel rendelkezé fehérjék esetén a kompakt
fehérjeszerkezet kialakulasat kiséré dehidratacioval jard entropiandvekedés novelheti a
stabilitast. Denaturalt allapotban a Gly rendelkezik a legnagyobb konformacios
entropiaval az aminosavak koziil, mig a Pro csak néhany konformacios allapotot képes
felvenni. Tehat a nagy konformacids entropiaval rendelkezé aminosavak szamanak
csokkentésével és a Pro tartalom névelésével stabilabb fehérjék allithatoak eld,
amennyiben a mutacié hatasara kedvezétlen szerkezetvaltozasok nem kovetkeznek be.
Stabilitas novekedésére lathatunk példat a Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes
maradékok Pro-ra valo helyettesitése torténik [102]. A Gly helyett termofil fehérjékben
pedig gyakran fordul elé az Ala. A Gly-Ala csere magyarazhat6 az Ala jo hélix-képzd
képességével [103], igy a masodlagos szerkezeti elemek stabilitasaval, mig a Gly ezt a
szerkezetet megtori.

Neet and Timm [104] kimutattdk, hogy a negyedleges szerkezet fenntartdsaban
szerepet jatszo kolcsonhatasok 25-100%-ban jatszanak szerepet a fehérje konformacios
stabilitasaban mezofil, dimer enzimek esetén. Ezek alapjan az oligomerizdcié jelentés
stabilizald mechanizmus lehet a hipertermofil enzimek esetén, habar egyetlen
kolesonhatas tipus sem tehet6 egyediil felel6ssé az alegységfelszinek stabilizaciojaért.

A fehérjék stabilitdsa a hélixek részleges negativ toltéssel rendelkezd C-termindlis
vége kozelében elhelyezkedd pozitiv aminosav-oldallancokkal, ill. a hélixek részlegesen
pozitiv toltésti  N-termindlisai kozelében 1év6é negativ toltésti oldallancokkal is
novelhetd. Nicholson és mti. kimutattak, hogy a hélix N terminalisanak stabilizalasa 3,3

kJ/mol energiaval is képes egy fehérje stabilitasat novelni [105].
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Tovabbi szerkezetstabilizalo hatasa lehet a fehérjékben eléfordulo hurkok, valamint
C- és N-terminalis végek rogzitésének. A termofil enzimekre gyakran jellemzoek a
rovidebb hurkok, ami megfigyelheté a Tt IPMDH esetén is [106].

Osszefoglalva tehat, a termofil enzimek nagyobb stabilitasahoz a szekvencialis és
szerkezeti faktorok, mint a hidrofob mag tomorsége, az oligomerizacid, inzercio-
delécid, prolin helyettesités, hidrogénhid és sokotések kialakulasa mind-mind
hozzajarulnak. Ezen szerkezetstabilizalo tényezOk egyiittesen hozzak létre a stabilabb
szerkezetet [100]. Az egyes faktorok viszont kiilonb6z6 mértékben tehetdk felelGssé a
hdstabilitds kialakulasaért, vagyis a stabilizalo stratégidk fehérjénként kiilonbozdek,
mint ezt a kiilonbozé hdéstabilitasi D-glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazok

szerkezeti 6sszehasonlitasakor is kimutattak [107].

2.2.3. A szerkezeti stabilitas energetikai megkozelitése

A fehérjeszerkezet stabilitasat meghatarozo kémiai kotések természetén kiviil
fontos megismerniink azokat az energetikai faktorokat is, melyekkel a stabilitas
jellemezhets. A szerkezeti informaciok mellett a termodinamikai (energetikai)
megkozelités is alapvetden szilkséges ahhoz, hogy a fehérjemolekulak kiilonleges
viselkedését az adott kdrnyezeti feltételek kozott megértsiik.

Természetesen az el6z6 fejezetben targyalt kiilonboz6 masodlagos kémiai kotések
(H-hidak, sokotések, apolaros kolesonhatasok) mindegyike jellemezheté egy sajatos
kotési energiaval, melybdl a nativ fehérje szerkezeti stabilitdsa szarmaztathatd. Az
egyes kotéseket jellemzd energiaérték ugyan kicsi, de a kotések nagy szama
kovetkeztében a nativ fehérjét stabilizalo energia értékének igen nagynak kellene lennie
(néhany ezer kJ/mol). A valésagban azonban a nativ fehérje stabilitasa alig haladja meg
a denaturalt fehérje stabilitasat. Ennek magyarazata szintén a szerkezetben keresendo,
mégpedig abban, hogy a denaturalt polipeptidlancot az oldészer vizmolekulaival valo
kolcsonhatasok stabilizaljak, tovabba, a denaturalt fehérjék altalaban nem teljesen
szerkezet nélkiiliek, el6fordulhatnak benniik nativszerii szerkezeti elemek. A denaturalt
fehérjék oldoszernek kitett hidrofoéb oldallancai koré rendezett vizmolekulak akar a
nativ szerkezettel Osszehasonlithato stabilitast eredményezhetnek. Ebb6l eredéen a
denaturaciot kiséré szabadentalpia valtozas (AGno,p) — az az energia, melyet ahhoz
sziikséges befektetni, hogy a nativ szerkezetii molekula kitekeredett allapotba keriiljon —

csupan 20-60 kJ/moél tartomanyba esik. Ez a viszonylag kis érték lényegében a
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stabilizalo és destabilizalo kolcsonhatasok kozott fennallé finom egyenstlyra utal,
amely minden bizonnyal a biolégiai miikodés (allosztérikus konformacié valtozasok)
szempontjabol is 1ényeges [108].

A teljes termodinamikai jellemzéshez figyelembe kell venniink a AG=AH-TAS
ismert Osszefliggést, azaz, hogy a szabadentalpiat hogyan hatarozza meg a denaturacios
entalpia ¢és entropia. A denaturalt polipeptidlanc igen mozgékony, jelentés
konformacios szabadsaggal rendelkezik. Tehat a denaturacios allapot magas entropiaval
jellemezhet6, melyet a Boltzmann formulabol kaphatunk meg (S=kInW, ahol W a
lehetséges allapotok szama, k pedig a Boltzmann allando). Ezzel szemben a nativ
allapot kevesebb konformacioval bir, vagyis entropiaja alacsony. Mindezekbdl az
kovetkezik, hogy a polipeptidlanc(ok) feltekeredése jelentGs entropia veszteséggel jar,
melyet a nativ térszerkezet kialakuldsa soran az entalpia valtozasa ellenstlyoz. Az
entalpia a kémiai kotések kialakuldsaban fejezddik ki. Tehat a fehérje térszerkezet
kialakulasakor a klasszikus termodinamika szerint mind az entalpia, mind az entrépia
nagy negativ érték, igy a nativ és denaturalt allapot kozotti energia kiilonbség minimalis
lesz: AGpsn = —AHpsn — T(-ASpoN). Ez az Un. entalpia-entropia kompenzacio
jelensége, amely altalanos torvényszeriiségnek latszik biologiai rendszerekben, mint pl.
fehérjék vizes oldataiban, ahol gyenge intermolekuldris kolcsonhatasok mikddnek
[109]. A nativ szerkezet kialakulasat kiséré entalpia és entropia valtozasok nagy negativ
értékeihez viszont nem csak 6nmagaban a polipeptidlanc jarul hozza, hanem jelentds
szerepet kapnak az olddszer vizmolekulai is. Nativ allapotban a fehérje hidrofob
oldallancai el vannak temetve a molekula belsejében, mig denaturalt fehérjében ezek az
oldallancok a felszinen helyezkednek el és hozzaférhetéek a vizmolekulak szamara.
Ezek a vizmolekulak korbeveszik a hidrofob oldallancokat és egymas kozott erds H-hid
kotés halozatot alakitanak ki. A fehérje térszerkezetének kialakulasakor a kotott
vizmolekulak felszabadulnak, ezaltal entropidjuk megnovekszik, mely részben
kompenzalja a polipeptidlanc konformacios szabadsaganak csokkenését.

A fentiek alapjan a termodinamikai stabilitas leirhaté a szabadentalpia valtozassal
(AGnop = —RTInK), mely a denaturacios folyamat egyensulyi allanddjaval (K) fiigg
Ossze. Az egyenstlyi allando a 2.1.3. fejezetben leirt modszerek segitségével
kisérletesen meghatarozhatd és ez, valamint a AGn_,p szamszertien jellemzi az adott

fehérje stabilitasat.
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A polipeptidlanc(ok) feltekeredését jellemzé AGn_p értékét mindeddig leginkabb
monomer fehérjék esetében tanulmanyoztdk, igen kevés adat taldlhatdo dimer, tobb
polipeptidlancbol allo fehérjékre. Ezekben az esetekben a szabadentalpia-valtozas
értékét ovatosan kell kezelni, ugyanis kozvetleniil nem hasonlithat6 6ssze a monomer és
dimer fehérjék esetében, hiszen a dimer fehérjéknél molekulaszam valtozas 1ép fel
[110]. Az sszehasonlitasra az adhat lehetdséget, ha a AGn_,p értékét mindig ugyanazon
oligomer forma koncentracioban kifejezett denaturalt fehérje frakcié aranyara szamitjuk
ki (3. tablazat). Az eddig rendelkezésiinkre allo adatokat tekintve, azon dimer fehérjék
esetén, melyeknek térszerkezet kialakulasa két- vagy haromallapotu modellel leirhato, a

AGN-p értéke novekvo tendenciat mutat a fehérje méretével [57].

3. tablazat A dimer fehérjék két-, ill. hiromallapoti mechanizmus szerint végbemend
I, pedig a dimer intermediert jeloli. Az egyensilyi allandé (K) kétallapoti modell esetén felirhato a
folding” (K¢) és ,,unfolding” (kg) sebességi allanddjanak hanyadosaként, haroméllapoti modell esetén
nincs ilyen egyszerii dsszefiiggés. C a teljes fehérje koncentracio dimer enzimre vonatkoztatva. AG® a
szabadentalpia valtozas 0 M denaturaloszerre extrapolalt értéke, m egy aranyossagi tényezé, X a
denaturaloszer , R a gazallandd, T pedig az abszolt hémérséklet.

KETALLAPOTU MODELL HAROMALLAPOTU MODELL

NINCS MONOMER DIMER
INTERMEDIER INTERMEDIER INTERMEDIER
Mechanizmus

N> 52D N, S2152D NS5 1L, 52D
Egyensulyi alland6k "

K=[DJ/[N,] K= [1]7/[N2] K= [Iz]/z[Nz]
K=k¢/kqg K>=[D]/[1] K>=[D]/[1]
Teljes fehérje koncentracio

[N,]+[D]2=C [NoJ+[1]2+[D])2=C NoH[L]+[D]2=C
Szabadentalpia valtozas

AG:AGO—m[X] - AGi=—-RThh K; AGi=—-RThh K;
—RTIn K AG2: — RTIn K2 AG2: —RTln Kz

Moléris koncentraciék aranya
fn=[N2J/C, fp = [D]/2C fi = [1}/2C fi, = [LJ/C

K és AG a teljes folyamatra )
K, AG° K=K \K>", K=K\K>,
AG’ = AG’+2AG%, AG’ = AG’+ AG",

Az entropia és entalpia valtozasara vonatkozo adatokat az oligomer fehérjék

Matthews 0Osszegezte [111]. A polipeptidlancok &sszekapcsolodasa soran egy
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kedvezdtlen entropia csokkenés tapasztalhato a szabadsagi fokok csokkenése miatt,
masrészt az Osszekapcsolodo feliilet deszolvatacidja kedvezd entropia valtozast jelent.
Az entalpia valtozasa pedig egy kedvezétlen, viz kotddésébsl adodo tagbol, valamint
egy kedvezd vagy kedvezdtlen részbdl all Gssze, mely a monomeren beliili és
monomerek kozott 1évé kotések kialakulasaval és megsziinésével van osszefliggésben.
A kisérleti adatok alapjan elmondhat6, hogy dimer atmeneti allapotban az
alegységfelszinek részben mar deszolvatalodnak és ezt még csak néhany gyenge
kolesonhatas ellenstlyozza.

A fehérjék stabilitasat jellemzd AGno,p érték természetesen jellemzi a kiilonboz6
homérsékletekre adaptalodott fehérjék eltérd szerkezeti stabilitasat is. Ezek a fehérjék
sok esetben homolog szerkezetiiek és katalitikus mechanizmusuk is sokszor igen
hasonld, mégis eltéré hostabilitassal rendelkezhetnek [112]. Ilyen fehérje pl. az altalam
tanulmanyozott IPMDH enzim is [113].

Termofil, hipertermofil enzimek megndvekedett hdstabilitasanak magyarazatara
kiilonb6z6 termodinamikai modellek [114, 115] sziilettek (4. abra).

A

AC}NAD

b
:: 7 -
. 7
7z
K //
:/ d
7
/‘; >
//-'.: . \_\\ rr - r
a J ¢ 5, > HOmérséklet

Topt T opt

4. abra A héstabilitas kialakuldsanak termodinamikai modelljei A AGy_,p elméleti gorbe mezofil (a)
¢és termofil (b-d) enzimek esetén. T,, és T, a mezofil és termofil fehérjék olvadasi hémérséklete. A
parabola maximum értékéhez, azaz a fehérje maximalis stabilitdsahoz tartozo hdmérseklet joval a mezofil
és termofil szervezet optimélis novekedési hémérséklete (Top és T o) alatt figyelhetd meg.

A mezofil (a) enzimekéhez képest kiszélesedhet a homérséklettartomany, ahol az enzim
stabil szerkezettel rendelkezik, azaz termofil enzim esetében minden egyes

homérséklethez nagyobb AGn_,p érték tartozik, mint mezofil homologjanal (b). Az is

24



elofordulhat, hogy a szabadentalpia gorbe alakja nem valtozik, de magasabb
hémérsékleti tartomanyba tolodik (c). Ennél a modellnél a AGn_p érték azonos a
kiilonboz6  hostabilitasi  enzimeknél, de a maximalis stabilitas kiilonb6z6
hémérsékletnél valosul meg. Tehat, magasabb hémérsékleten a hdstabil enzim
rendelkezik stabilabb szerkezettel, mig alacsonyabb homérsékleten a mezofil
szervezetbdl szarmazo fehérje a stabilabb. Lehetséges az is, hogy AGn_p maximalis
értéke nem valtozik, sét a stabilitasi maximum is ugyanannal a hdmérsékletnél talalhato
az eltérd hostabilitasi enzimek esetén (d), de a hdstabil fehérjére jellemzd
szabadentalpia valtozas kevésbé fiigg a homérséklettol, amit a gorbe kiszélesedése
mutat (4. abra). A modellek, ill. ezek kombinacidjanak érvényességét az irodalomban
talalhato példak tdmasztjak ala [116, 117].

Kérdésként meriil fel, hogy a hostabilitasbeli kiilonbségek hogyan mutatkoznak
meg egy fehérje térszerkezet kialakulasanak és felbomlasanak sebességében, kiilonosen
tobb polipeptidlancbol allo fehérjék esetén, vagy ha a nativ szerkezet kialakulasa

intermedieren keresztiil torténik.

2.2.4. A szerkezeti stabilitas kinetikai megkozelitése

A stabilitds nemcsak egyensulyi, hanem kinetikai szemszogbdl is megkdzelithetd,
amely az atmeneti allapot természetérdl is felvilagositast adhat [40]. Mar monomer
fehérjék esetén is igen valtozatosnak bizonyult az atmeneti allapot [118, 119]. Dimer
fehérjék kétallapotit modell szerinti feltekeredésénél, definicid szerint a két
polipeptidlanc mar az atmeneti allapotban 6sszekapcsolodik, azaz dimer alakul ki, de a
lancok kozotti kapesolat erdssége igen valtozo [120]. Amennyiben a dimer fehérje nativ
szerkezete tobb lépésben alakul ki, az dtmeneti allapot monomer vagy dimer szerkezetii
is lehet. Mivel az atmeneti allapot soha nincs jelen nagy koncentracidban, jellemzése
csak kozvetett modszerekkel lehetséges. Ilyen modszerek pl. a Tanford-féle B-érték
[121], ill. a Fersht-féle d-értek [40] analizis. A B-érték 1ényegében az atmeneti allapot
helyét fejezi ki a reakciokoordinata mentén, vagyis az egyensulyi mérésekbodl
meghatarozott m-érték (oldoszertdl valo fuggést fejezi ki) és az atmeneti allapot m-
értékének aranyat. A ®-érték meghatarozasahoz valamely mutans enzim
képest, ebbdl a valtozasbol tudnak kovetkeztetést levonni az atmeneti allapot

szerkezetére. Ezen adatok alapjan, habar dimer enzimekrdl elég kevés informacio all
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rendelkezésiinkre, kétallapoti modell esetén elmondhatd, hogy az atmeneti allapot
inkabb a nativ szerkezethez hasonlit. Megjegyzendd, hogy hasonld eredményeket
kaptak monomer kétallapota fehérjékre is [80]. A néhany vizsgalt dimer fehérje kozott
szerepel a GCN4-pl és az P22 Arc represszor fehérje. Mindkettére a B-érték igen
magasnak adodott, jelezve, hogy a felszini oldallancok 60-70%-a mar eltemetddott.
Ezzel szemben a ®-érték igen kozel allt a nullahoz, vagyis a mutacioval vizsgalt
specifikus oldallanc kolcsonhatasok a monomereken belill és azok kozott még nem
alakultak ki az atmeneti allapotban [58]. Ez csak egy latszolagos ellentmondas, itt egy
nativszerli atmeneti allapotot kell elképzelni, melyben a fehérje hidrofob magja még
laza szerkezetli (1d. korabban a ,,molten globula” jellemzdit).

A fehérjék termodinamikai stabilitasa mellett fontos jellemzd a kinetikai stabilitas
is, melyet a denaturdcio ill. renaturacié aktivalasi szabadentalpidja szab meg. Ennek
ismerete olyan informaciot szolgaltathat a stabilitasrol, melyet egyensulyi
vizsgalatokkal vagy szekvencia dsszehasonlitassal, de statikus szerkezeti analizissel sem
szerezhetiink meg. Reverzibilis, kétallapotu atmenet esetén az egyensulyi allando
felirhat6 a ,,folding” és ,,unfolding” sebességi allanddjanak hanyadosaként (K= kykg).
Ennek alapjan a stabilitasnovekedés elérheté mind a térszerkezet kialakulas
sebességének novelésével, mind a fehérje letekeredés sebességének csokkentésével,
vagy akar mindkettdvel. Osszetettebb folyamatok esetén, ahol mér az intermedier
allapot is megjelenik az Osszes sebességi allandé kombinacidja hatarozza meg a
stabilitast. Az ilyen jellegli analizis gyakran nehézségekbe {itkozik akkor, ha a
denaturacio ,,in vitro” vizsgalt folyamata nem reverzibilis.

A térszerkezet kialakulds sebesség fehérjeszerkezeti faktoroktol valo fiiggésének
Osszetettségét az Un. kontaktusrend jellemzi (1d. Anyagok és Modszerek 4.2.9. fejezet),
melynek értéke annal nagyobb, minél tobb olyan oldallanc kozott alakul ki
kolcsonhatas, amelyek az elsddleges szerkezetben (szekvencidban) egymastol tavol
helyezkednek el. Szamos esetben forditott iranyu Osszefiiggést allapitottak meg a
fehérje kontaktusrendje és a renaturdcié sebessége kozott [122-124]. A fehérje
térszerkezet kialakuldsa soran haromallapoti mechanizmust kovetd fehérjék esetén
viszont azt talaltak, hogy lanchosszal van forditott aranyban a renaturacid sebessége
[88]. Ugyanakkor mas vizsgalatok szerint egyenes aranyu Osszefiiggés van a
kontaktusrend és a héstabilitas k6zott [125]. Ez utobbi megallapitas latszolag ésszerti is,

hiszen az Osszetettebb, tavolabbi aminosavmaradékok kozott is kontaktusokkal
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rendelkezé fehérjeszerkezet feltehetéen nagyobb stabilitassal is bir. Ha azonban a
kontaktusrend ¢€s a térszerkezet kialakulas sebessége kozotti forditott aranyossagot
tekintjiik, akkor a fentiek értelmében nagyobb stabilitds esetén nagyobb sebességet
varnank. A kisérleti adatok viszont nem mutatnak egyértelmii Osszefliggést a
renaturacié sebessége ¢s a stabilitas kozott [126, 127]. Dinner és Karplus egy elméleti
attekintd munkaban [123] — melyben 33 vizsgalt fehérjét hasonlitottak Ossze —
ramutattak, hogy nem egyszerl aranyossag, hanem komplex Osszefliggés all fent a
szerkezeti stabilitas, a renaturacid sebessége ¢és a kontaktusrend kozott. Nyilvanvaloan
ahhoz, hogy ebben kérdésben tisztabban lathassunk még tobb egyedi fehérje esetén

sziikséges az Osszefliggések megallapitasa.

2.3. Az IPMDH. mint a szerkezeti stabilitds vizsgalatanak modellje

A kiilonboz6 kornyezeti hdmérsékletekhez alkalmazkodott szervezetek fehérjéinek
(enzimeinek) energetikai és szerkezeti vizsgalatara tobb kutatocsoport érdeklodésének
kozéppontjaban all, mint modell enzim, a 3-izopropilmalat dehidrogenaz (IPMDH)
[113, 128, 129]. Ertekezésemben az IPMDH héstabilitasanak energetikai és szerkezeti
alapjait vizsgaltam a termofil Thermus thermophilus (Tt), a mezofil Escherichia coli
(Ec) és a sarkvidéki vizekben €16 Vibrio sp. 15 (Vib) organizmusokbdl szdrmazo

enzimekkel.

2.3.1. Az IPMDH szerepe az él6 szervezetben

Az IPMDH az aminosav bioszintézis egyik fontos enzime, a leucin szintézisének
harmadik 1épését katalizalja. NAD® és kétértékii fémionok (Mn** vagy Mg®")
jelenlétében egyidejiileg oxidalja és dekarboxilezi a 3-izopropil maleinsavat (IPM):

IPM + NAD' —— 2-keto-izokapronsav + NADH + CO, 1. egyenlet
Az enzim abban kiilonbozik az egyszerii dehidrogenazoktol, hogy a dehidrogénezésen
kiviil dekarboxilezést is végez. Ugyanebbe az enzimosztalyba tartozik még az izocitrat
dehidrogenaz (ICDH) és a tartarat dehidrogenaz is. Ezen enzimek mindegyike valamely
(2R, 3S)-2-hidroxi-sav masodik szénatomjat oxidalja, mikozben a harmadik
szénatomrol egy karboxil-csoport tavozik. Mindez azért nagyon érdekes, mert attol
eltekintve, hogy az IPMDH-nak ¢és az ICDH-nak mas a szubsztrat és kofaktor-
specifitdsa, a katalitikus mechanizmusuk megegyezik, éppen ugy, ahogy a ,folding

topologiajuk™, azaz a masodlagos szerkezeti elemek sorrendje is [130].
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Parhuzam vonhat6 azon anyagesere folyamatok kémiai Iépései kozott is, melyben
ezen enzimek részt vesznek (4. tablazat). Lényegében egy Cl-es lanchosszabbitasi
folyamatrol van sz6, mind a bakterialis leucin bioszintézis soran, mind pl. a
trikarbonsav ciklus egy részében vagy pedig az egyes gombakban miik6d6 a-adipinsav
(AAA) utvonal elején, amely a lizin szintézisét szolgalja. E folyamatokban a kiindulasi
vegyiilethez egy acetil-csoport kapcsolodik, majd egy izomerizacios 1épés soran
kialakul a 2-hidroxi-dikarbonsav, melyek tovabbi atalakulasat a mar elébb emlitett
enzimek katalizaljak, az adott reakciotol fiiggben. Igy végiil, bar a kiindulasi
vegyiiletink kezdetben két szénatommal gyarapodott, a dekarboxilezé lépésnek
koszonhetden csupan egy szénatommal hosszabb vegyiilethez jutunk a folyamat végére.
Altalanossagban az alibbi egyenlettel irhato le a kiilonbozd fémion-fiiggs,

dekarboxilezést is végz6é dehidrogenazok miikodése:

R R R

| | |

CH—COOH E CH — COOH E CH,

| | | 2. egyenlet
CH — OH HH cC=—o0 CO, CcC=—0

I | I

COOH COOH COOH

Az egyenletben szereplé R csoport kémiai természetét a mar emlitett dehidrogenazok

esetén az alabbi tablazat foglalja ssze:

4. tablazat Dekarboxilezést végzé dehidrogenazok, szubsztratjaik és szerepiik az é16 szervezetben

R Enzim (E) EIlZlII,l Biokémiai folyamat
besorolasa

CH;
‘CH T CH; IPMDH EC. 1.1.1.85 Leucin bioszintézis
COOH
‘CHZ ICDH EC. 1.1.1.42 Szentgyorgyi-Krebs ciklus
\
fOOH
‘CHZ Homo-ICDH | EC. 1.1.1.87 | Lizin bioszintézis (AAA utvonal)
CH,
\
OH Taltarat ) EC.1.1.1.93 Glioxalat és d}karboxﬂat
| dehidrogenaz metabolizmus
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2.3.2. Az IPMDH szerkezeti felépitése

Az IPMDH két azonos alegységbdl (alegységenként ~37 kD) felépiilé enzim,
melynek mindkét polipeptidlanca két doménbdl épiil fel. A domének masodlagos
szerkezeteik alapjan az o/f osztalyba sorolhatok, tehat a hélixek és a lemezek egymassal

kolcsonhatasban vannak és valtakozva fordulnak el6 a polipeptidlanc mentén (5. ébra).

A

IPM-k&t6 hely
S

N term.

Alegység
felszin

NAD-k6t6
“loop”
Domeén 2 Domén 1

B aa A ab ac C

B P &
Tt 1 MKVAVL PGDGIGPEVT EAALKVLRAL DEAEGLGLAY EVFPFGGAAI DAFGEPFPEP TRKGVEEAEA 66
Tf 1 MKKIAIF AGDGIGPEIV AAARQVLDAV DQAAHLGLRC TEGLVGGAAL DASDDPLPAA SLQLAMAADA 67
Ec 1 MSKNYHIAVL PGDGIGPEVM TQALKVLDAV RNRFAMRITT SHYDVGGAAI DNHGQPLPPA TVEGCEQADA 70
Vib 1 MSNQILIL PGDGIGPEIM AEAVKVLNLA NEKYSLGFEL SFDDLGGAAI DRYGVPLADE TLARAKAADA €8

BC, extra ad BF BG
—_—> > +——> > >
Tt 67 VLLGSVGGPK WDGLPRKISP ETG-LLSLRK SQDLFANLRP AKVFPGLERL SPLKEEIARG -VDVLIVREL 134
£ €8 VILGAVGGPR WDAYPPAKRP EQG-LLRLRK GLDLYANLRP AQIFPQLLDA SPLRPELVRD ~VDILVVREL 135
Ec 71 VLFGSVGGPK WEHLPPDQQP ERGALLPLRK HFKLFSNLRP AKLYQGLEAF CPLRADIAAN GFDILCVREL 140
Vib 69 ILLGAV(EGPK WDAIDPAIRP !;.’.RG-I:]&KI!}S QLGLFGI;!L\}E AILYPQLADA SSLKREIVAG -LDILIVI}EL 136
K L oe I af

QB—P b > > < 2 > «
Tt 135 TGGIYFGEPR -GMS—-E--A EAWNTERYSK PEVERVARVA FEAARKRRKH VVSVDKANVL EVGEFWRKTV 199
Tf 136 TGDIYFGQPR -GLEVIDGKR RGFNTMVYDE DEIRRIAHVA FRAAQGRRKQ LCSVDKANVL ETTRLWREVV 204
Ec 141 TGGIYFGQPK -GREGSGQYE KAFDTEVYHR FEIERIARIA FESARKRRHK VTSIDKANVL QSSILWREIV 209

Vib 137 TGGIYFGQPR ESKVLESGER MAYDTLPYSE SEIRRIARVG FDMARVRGKK LCSVDKANVL ASSQLWRTVV 206
* * * % * *

af BJ ag BH oh BE D
=, Pl

Tt 200 EEVGRGYPDV ALEHQYVDAA AMHLVRSPAR FDVVVTGNIF GDILSDLASV LPGSLGLLPS ASLG-RGTPV 268

Tf 205 TEVARDYPDV RLSHMYVDNA AMQLIRAPAQ FDVLLTGNMF GDILSDEASQ LTGSIGMLPS ASLGE-GRAM 273

Ec 210 NEIATEYPDV ELAHMYIDNA TMQLIKDPSQ FDVLLCSNLF GDILSDECAM ITGSMGMLPS ASLNEQGFGL 279

Vib 207 IEVAKDYPDV ELSHMYVDNA AMQLVRAPKQ FDVMVTDNLE GDILSDEASM LTGSIGMLPS ASLDANNKGM 276
* * *

gD i o3
—

Tt 269 FEPVHGSAPD IAGKGIANPT AAILSAAMML EHAFGLVELA RKVEDAVAKA LLE-TP-PPD LG--G--SAG 332
Tf 274 YEPIHGSAPD IAGQDKANPL ATILSVAMML RHSLNAEPWA QRVEAAVQRV LDQGL-RTAD IAAPGTPVIG 342
Ec 280 YEPAGGSAPD IAGKNIANPI AQILSLALLL RYSLDADDAA CAIERAINRA LEEGI-RTG- DLARGAAAVS 347
Vib 277 YE;.ECH?%QE? IAGQGIANEL A’I'IL%VSMML RYSFNQTAAA DAIELAVSNV LDQGL-RTGD IYSAGTTKVG 345

P

ok
D ——

Tt 333 TEAFTATVLR HLA 345
Tf 343 TKAMGAAVVN ALNLKD 358
Ec 348 TDEMGDIIAR YVAEGV 363

Vib 346 TTAMGDAVVE ALRSL 360

5. abra Az IPMDH alegységszerkezete (A) és a térszerkezetek dsszehasonlitasa alapjan készitett
szekvencia Osszerendezés (B) (A) Szalagdiagram mutatja az IPMDH alegységszerkezetében a
masodlagos szerkezeti elemek elrendezédését a Tt enzim példajan Imada és mti. nyoman [131]. (B) A Tt,
Ec, Vib és Tf (Thiobacillus ferrooxidans) TPMDH-k szekvencia Osszerendezése. A 46 konzervativ
oldallancot csillag jel6li. Az IPM-et és NADH-t kozvetleniil koté oldallancokat egy tovabbi csillag jelzi.
A masodlagos szerkezeti elemek szekvenciaban valé elhelyezkedését kettés nyilak mutatjak.
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Ez a felépités, vagyis a masodlagos szerkezeti elemek sorrendje és elhelyezkedése
(folding topologia”) mindegyik IPMDH-ra altalanosan jellemzé (6. abra). Egy
alegységen beliil 10 db B-lemez egy kozponti hidrofob magot alkot. Ebbdl 5 db az egyik
¢s 5 db a masik doménben talalhatd. A B-lemezek egy doménen beliil parallel
helyezkednek el, kivéve a domén hatarokon elhelyezkedket. A két domént
Osszehasonlitva pedig a lemezek allasa antiparallel. A két domén a szerkezetben a
kovetkezé modon oszlik meg:

Domén 1: 1-99, ill. 252-345 szekvencia részletek (Tt IPMDH) alkotjak, azaz az N-
¢és C- terminalis végek is itt talalhatoak. Az ide tartozo masodlagos szerkezeti elemek
pedig: 5 db B-lemez (A, B, C, D, E) és 7 db a-hélix (a, b, c, d, i, j, k).

Domén 2: 100-251 szekvencia szakasz (Tt IPMDH) alkotja, tovabba 7 db B-lemez
(F, G, H, I, J, K, L) és 4 db o-hélix (e, f, g, h) épiti fel. A K és L lemez, melyek
egymashoz képest antiparallel elhelyezkedésiiek, nem vesznek részt a kdzponti B-réteg
kialakitasaban, hanem egy kart formélva atnytlnak a masik alegységhez ¢és azzal H-hid

kotéseket alakitanak ki [131].

Domén 1 Domén 2

6. abra Az IPMDH ,,folding topolégiaja” Imada és mti. eredeti kozleményei [128, 131] alapjan.

Az IPMDH dimerben a két alegység azonos felszinei izolog modon kapcsolédnak
Ossze. Az alegységeket Osszetartd legfontosabb masodlagos kolcsonhatasokat a 7. abra

szemlélteti.
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A legfontosabb szerepet az alegységek Osszetartasaban az alabbi kolcsonhatasok toltik

be:

e A Kkarszerien kinytldo K és L B-lemezekbodl allo szerkezeti egység a masik
alegységbeli parjaval alakit ki H-hid kotéseket.

e A h- és g-hélixek hidrofoéb természetli aminosav oldallancai erés hidrofob
kolesonhatasokat alakitanak ki a masik alegység ugyanezen hélixeivel.

e Az alegységfelszinek jelzett hurok-régidiban eléfordulé aminosav-oldallancok H-

hid kotések kialakitasaval 1épnek kapcsolatba egymassal.

7. abra Az alegységek kapcsolodasi médja az IPMDH dimerben [128, 131]. A polipeptidlanc térbeli
lefutasat szalagdiagram jeloli. Az egyik alegységet piros, a masikat zold szinnel tiintettem fel. A
masodlagos szerkezeti elemek koziil az alegységek kotéfelszinein elhelyezkedé g, h, g’, h” hélixek és K,
L, K’, L’ B-redék vannak kiemelve.

A szerkezeti felépitéshez hozzatartozik a szubsztratok kotédési modja is, azaz, hogy
mely oldalldncok vesznek részt az IPM és a NAD' kotésében. Amint az 5. tablazatbol is
kitlinik, a szubsztratmentes IPMDH-nak szamos térszerkezete ismert, de ezek koziil
csak kettd koti a szubsztratokat. E szerkezetek mégis szamos lényeges informaciot

nyGjtanak a szubsztratok kot6helyér6l, melyek ismeretében kovetkeztethetink az

IPMDH miikodésének lehetséges mechanizmusara is.
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5. tablazat Az ismert vad tipusa IPMDH Kkristalyszerkezetek osszefoglalisa

Forras Szerkezet Felbontas | PDB kod | Irodalmi hivatkozas
SO~ 2,20 A 1IPD [131]
Thermus
thermophilus NAD" komplex | 2,50 A IHEX [130]
. I1XAA
Ligandmentes 2,10 A IXAB [132]
Escherichia coli Ligandmentes 2,06 A 1CM7 [106]
Salmonella Mn>", SO 1,76 A 1CNZ [106]
typhimurium

Fujita, K. és mti.
Bacillus coagulans| Ligandmentes 2,85A 1Vs3 PDB adatbazisban
elhelyezés: (2003)

Thiobacillus

Jerroonidans | TPMKkomplex | 2,00 A 1A05 [128]
Joint Center for
Thermotoga . Structural Genomics
maritima c 1.90 A IVLC PDB adatbazisban
elhelyezés: (2004)
Hirose, R. és mti.
Sf{”’;’b?fs Mg 280A | IWPW | PDB adatbézisban
okoaan elhelyezés: (2004)
Mycobacterium | o\ ratmentes | 1,65A |  1WOD [133]
tuberculosis

2.3.3. A szubsztratok kotodésének fehérjeszerkezeti hattere

Az IPMDH dimernek két azonos aktiv centruma van, melynek kialakitdsdban
mindkét alegység oldallancai részt vesznek. Az IPM kotésében résztvevé oldallancok
konzervativak és mindkét doménbdl szarmaznak, ahogy azt az SA abra szemléltette. A
8A abra viszont részleteiben mutatja be az IPM kotdhelyét a Thiobacillus ferrooxidans
(T) enzim szerkezetében. A szubsztrat kotésében az egyik alegység mindkét
doménjéhez tartozo (fekete) oldallancokon kiviil még a masik alegység 3 db (kék)
oldallanca (Domén 2) is részt vesz: az Asp217 az IPM hidroxil-csoportjaval, a Lys185
az IPM hidroxil- és karboxil-csoportjaval alakitanak ki H-hidas, ill. ionos
kolesonhatasokat, a Vall88 pedig hidrofob kdlesonhatasban van az izopropil-csoporttal.
Tehat az IPM kotéséhez mindkét alegység oldallancaira szilkség van, melybdl

feltételezhet6, hogy az IPMDH miikodésének elbfeltétele a két alegység

32



Osszekapcsolodasa, azaz, hogy kizardlag a dimer az aktiv forma. Az IPMDH monomer
formajat nativ koriilmények kozott eddig még nem sikeriilt eldallitani, igy ezt a
feltételezést nem volt moéd kozvetlenill ellendrizni. Yamada és mti. kiilonbozo
enzimkoncentracioknal és a szubsztratok jelenlététdl fiiggetleniil az IPMDH-nak csak a
dimer formajat tudtak kimutatni [134]. A fenti feltételezést mégis igazolni latszik a
Bacillus subtilis IPMDH-val végzett mutacios kisérlet. Az alegységfelszinen 1étrehozott
mutacio kovetkeztében a két alegység disszocialt és az enzim inaktivva valt [135].

A masik szubsztrat, a NAD" kétésében (8B dbra) csak az egyik alegység vesz részt.
Az IPMDH NAD'-kot6 doménje (Domén 1) kiilsnbozik a mar kordbban ismert
dehidrogenazoknal (pl. laktat- ¢és alkohol-dehidrogendz) meghatarozott ugynevezett
~Rossmann-fold”-t6l. Ez utobbi 6 parallel B-lemezbdl all, melyeket a-hélixek kotnek

6ssze. Sem az IPMDH, sem a vele rokonsagban 1évé ICDH esetén ezt nem talaljuk meg.

8. abra Az IPM és NAD+ kotodésének szerkezeti részletei (A) Az IPM kotddése a Tf IPMDH
szerkezetben [128]. (B) A NAD" kotédése az Tt IPMDH szerkezetben [130, 136]. A kotott IPM és NAD®
molekuldt narancssarga gomb-palcika modellel jeloltem, a két kiilonbozé alegységbol szdrmazod
oldallancokat pedig fekete és kék palcika modell szemlélteti. Az atomi kdlesonhatasokat (H-hid,
elektrosztatikus és hidrofob kolcsonhatasok) szaggatott vonalakkal jeloltem. Az oldallancok szamozasa a
Thermus thermophilus enzimre vonatkozik.

A kristalyszerkezetek alapjan az IPMDH szdmos konformacioban fordulhat el$ az
un. nyitott és zart allapotok kozott, melyek a két domén relativ helyzetét jellemzik
[133]. Az eddig ismert legnyitottabb szerkezettel a szubsztratmentes Ec IPMDH (PDB:
1CM7), mig a legzartabb szerkezettel az IPM kot Tf enzim (PDB: 1A05) rendelkezik,

ugyanis az IPM hatasara a Domén 1 nagyfoku elmozdulasa kovetkezik be a Domén 2-
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hez képest (9. dbra). A NAD' koenzim hatasira azonban nem jon létre a domének
zarddasa. Valodi szerkezeti Osszehasonlitasra akkor nyilna lehetéség, ha ugyanazon
forrasbol, szervezetbdl lenne elérhetd, mind az IPM, mind a NAD" kétd szerkezet.
Tovabbi informacidkat szolgaltatna az IPMDH miikodésérol, ha rendelkezésiikre allna a
mindkét szubsztratot (analogot) kotd, terner komplex szerkezete is. Feltehetéen a
szubsztratmentes IPMDH oldatban mind a nyitott, mind a zart allapotaban eléfordul és
nagyon kis energia kiilonbség van ezen allapotok kozott. Valamely kiilsé behatas
kovetkeztében, mint a szubsztrat(ok) kotddése vagy a kristalyban kialakulo
kolesonhatasok, ez a finom egyensuly eltolodik valamelyik iranyba.

Zart Nyitott

Domén 2 Domén 1

9. abra Az IPM kotodésére bekovetkezé doménzarddas az IPMDH alegységében A kék szinnel jelolt
nyitott szerkezetben (Tt IPMDH) elhelyezkedd NAD™ molekula mintegy 7 A-t mozdul el a domének
zarodasa kovetkeztében. A zart szerkezetben (Tf IPMDH), melyet piros szinnel mutatok be, a NAD"
molekula valészinii helyzetét a nyitott és zart szerkezet NAD" koté domén (Domén 1) kdzponti B-
redéinek Osszemasolasaval hataroztam meg. A szubsztratokat gémb-palcika modellel jeloltem.

Az eddig rendelkezésre allo kristalyszerkezetek alapjan nagyon valdszintinek
latszik, hogy a miikddd terner komplexben is hasonld relativ doménmozgasok
kovetkeznek be, mint az IPM-et koté binér komplexben. A doménmozgasok
eredményeként keriilhet ugyanis a két reagald szubsztrat (IPM és NAD) megfelels

kozelségbe egymashoz (1d. 9. abra), hogy kozottiik a kémiai reakcio végbemehessen.
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2.3.4. Az IPMDH ailtal katalizalt reakcié kinetikai mechanizmusa

Az IPMDH igen széles szubsztrat specificitassal rendelkezik a (2R,3S)-3-
alkilmalatok korében [137]. A 2R-malat vazon a 3S helyzetii izopropil csoport (R-jelii a
2. egyenletben) helyett — mely az IPMDH természetes szubsztratja — elfogad még egyéb
alkillancokat is, mint a metil, etil, izobutil, izoamil csoport. Tovabba, miikodik a 2R,3S-
tartarattal is, melyben az alkillanc helyén hidroxil csoport talalhatd (4. tablazat). A
széles szubsztrat specificitas az alkilcsoportot kotd hidrofob zsebben talalhaté E87 (Tt)
nagyfoku mozgékonysagaval hozhato Gsszefiiggésbe [128]. Ennek ellenére az IPMDH
az ugyanazon enzimcsaladba tartoz6 ICDH szubsztratjaval, az izocitrattal nem
miikodik, ami az alkilcsoport helyén 1évé polaros karboxi-metil csoport taszitd
hatasaval magyarazhatd. A masik szubsztratot illetéen, az IPMDH specifikus a NAD"
kofaktorra, katalitikus hatékonysaga szazszor nagyobb, mint a NADP' molekulara. Ezt
a kofaktor specificitast viszont sikeriilt megforditani a koenzimkotd zsebben végzett
mutagenézissel: 4 aminosav oldallanc, valamint egy B-kanyar a-hélixre és hurokra vald
kicserélésével elérték, hogy az IPMDH a NADP' molekuldra ezerszer nagyobb
katalitikus hatékonysagot mutasson, mindemellett az IPMDH aktivitdsa a vad tipusu
enzimhez képest kétszeresére novekedett [138].

Gyorskinetikai modszerekkel még nem tanulmanyoztak az IPMDH altal katalizalt
reakcié mechanizmusat, igy nincs informacionk kiilon-kiilon az egyes elemi 1épések
kinetikajarol, a folyamat sebességét meghatarozo Iépésrél, csupan ,steady state”
kinetikai adatok allnak rendelkezésiinkre. Az eddig meghatarozott kinetikai allandok is
sok esetben ellentmondoak (6. tablazat).

Az azonos forrasbdl szarmazo IPMDH-val, ill. az azonos hémérsékleten tortént
mérések adatai is igen kiilonboznek egymastol, igy csak nagysagrendileg lehetséges az
egyes allandokra kovetkeztetni.

Az IPMDH altal katalizalt reakcid mechanizmusa szerint szekvencialis, azaz
mindkét szubsztratnak ko6tédnie kell az enzimen mielétt barmelyik termék
felszabadulna. Egy korabbi tanulméany szerint a mechanizmust a szubsztratok ,,ordered”,
vagyis meghatarozott sorrendli kotédése jellemzi, méghozzd a kofaktor elsédleges
kotédésével [151]. Ezt viszont megkérdGjelezi Dean és mti. munkéja [139], akik a
kezdeti sebesség tanulmanyozasa soran attol fiiggben kaptak a hatarozott sorrendii
kotédésre jellemzd kinetikai képet, hogy azt milyen szubsztrat koncentracio

tartomanyban vizsgaltak. A szubsztratok kotédése valdjaban random mechanizmust
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kovet, mivel kisérletes bizonyitékok vannak arra, hogy mindkét szubsztrattal kialakul a
megfelelé binér komplex, azaz akarmelyik szubsztrat kotédhet elséként. A fluorimetrias
ligandkotodési vizsgalatoknal a Forster Rezonancia Energia Transzfer (FRET)
jelenségét (1d. 5.2.1. fejezet) hasznaltak fel a szubsztratok disszociacids allanddjanak
meghatarozasara, melynek alapjan az IPM disszociacios allanddja 8,4 uM-nak, mig a
NADH molekulaé 65,5 pM-nak adodott [139]. Az IPMDH kiilonb6z6 szubsztratokkal

alkotott komplexeinek kristalyszerkezetei is a random mechanizmus mellett szoInak.

6. tablazat Az IPMDH kinetikai allandéi

. IPM NAD Irodalmi
Forrds | ¢ ") | Kn M) | k(5™ | TCO | PH | pivatkozas
0,017 32 0,24 21 7,3 [139]
- 12 0,15 21 7.3 [138]
32 369 135 50 7,6 [140]
0,9 9,2 0,7 30
2,6 134 25,5 60 8,0 [141]
Thermus — 48 3,3 40
thermophilus - 220 36 60 80 [142]
30 630 - 60 7,6 [134]
5,1 40 31 60 7,8 [143]
1,9 - 14 60 7.8 [144]
1,3 40,9 13,6 60 8,0 [145]
6,1 514 134 70 8,0 [146]
105 321 69 40 7,6 [147]
2,7 117 39,8 30
Escherichia 9,1 864 204 60 8,0 [141]
coli 24 150 6,7 20
97 257 29,5 40 7,6 [148]
102 606 71,2 60
Bacillus 30,5 333 21,2 40 7,6 [149]
subtilis 9,1 246 14,9 40 7,6 [135]
Sulfolobus sp. 1,2 150 3,6 70 8,0 [150]

2.3.5 Az IPMDH szerkezeti stabilitasa és térszerkezet Kialakulasi

mechanizmusanak kérdései

Az IPMDH enzim igen eltérd életkoriilmények (pl. szélséséges homérsékletek)
kozott €16 baktériumokban is el6fordul, igy kérdésként meriil fel, hogy ezen
szervezetekben miikodé IPMDH enzimeknek van-e valamilyen specifikus szerkezeti
adottsaga — a fenti fejezetekben ismertetett kozos tulajdonsagokon kiviil — amely
biztositja az adott mikddési koriilmények kozott a megfeleld stabilitast és egyben

lehetdvé teszi, hogy optimalis aktivitassal mikodjenek.
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2.3.5.1. Mutagenézis kisérletek a héstabilitas vizsgalatara

Szamos munkéaban probaltak mar erre a kérdésre valaszt adni, pl. oly mdédon, hogy
a fehérjemolekula bizonyos, a szerkezeti stabilitdsban feltehetéen szerepet jatszod
oldallancait kicserélték, hogy ezaltal pl. hdstabilabba tegyék a mezofil enzimet vagy
pedig csokkentsék a termofil enzim stabilitasat. Vannak esetek, amikor a mutacios
kisérlet valoban igazolta a feltételezéseket, mas esetekben viszont ellentmondé adatok
sziilettek.

Németh és mti. az Tt IPMDH alegységfelszinén 1évo ionhalozat hdstabilitasban
betoltott szerepét bizonyitotta az E190Q aminosav cseréjével, mely ezt a kolesonhatas
halézatot megszakitotta és alacsonyabb stabilitast eredményezett. Ez az ionhalozat a
mezofil Ec enzim esetén hianyzik, de a szerkezetileg azonos pozicidban 1évé Q200
aminosavmaradék helyére glutaminsav (E) beépitésével lehetdség nyilt ennek
kialakitasara. A feltételezésnek megfelelden a kialakitott mutacio hatasara a hdstabilitas
megnovekedett [152]. A Tt IPMDH-val végzett mas mutacios kisérletek arra is
ramutattak, hogy a domének kozotti felszinen elhelyezkedd hidrofob oldallancok
méretének (van der Waals térfogatanak) novelése stabilitas-novekedést eredményezett,
feltehet6en a domének k6zott miikodé hidrofob kélesonhatasok erdsitésével [153, 154].
Ugyanakkor a molekula egyéb részein végzett mutacios kisérletekben megfigyelték,
hogy a van der Waals térfogat ndvelése nem mindig okoz stabilitasnovekedést, sét a
stabilitas csokkenésével is jarhat [155, 156]. Valoszinii, hogy ebben az esetben a
tulsagosan nagytérfogati oldallanc elhelyezkedése gatolt a fehérjemolekula adott
térszerkezeti elemei kozott. Hasonldo eredményeket kaptak a Tt IPMDH két domén
kozotti régidjaban a 126 pozicidban 1évd valin (V) oldallancot nagyobb térfogati,
szintén hidrofob jellegli aminosavra (pl. I, L, F) valo cseréje soran is. A fehérje
héstabilitasa csokkent, de ugyanakkor meglepé modon alacsonyabb hémérsékleten
megnovekedett a katalitikus aktivitds. Ez feltehetéen annak tulajdonithato, hogy a
doménhatarokon 1évé csuklo-régiok mozgékonysaga megnd, ami a miikodd terner
komplexet az enzimreakcio bekovetkezésének iranyaba destabilizalja Mindez az
alacsony hémérsékletekhez valo alkalmazkodas egyik lehetdségét mutatja be [157].

Az elméleti varakozasokat azonban nem minden esetben sikeriilt alatdmasztani. A
Tt IPMDH hidrofob magjaban 1étrehozott mutacio (M219A) kovetkeztében — mely egy
tireget eredményezett a fehérje belsejében — a stabilitas csokkenését vartak, de az

mégsem volt hatassal sem az enzim hdstabilitasara, sem az aktivitasara [106]. Egy
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masik munkaban a mezofil Ec IPMDH alegység felszinén elhelyezkedd régio
szekvencia-részletét cserélték ki a Tt IPMDH-ban megtalalhaté megfeleldjével, de
mégsem kaptdk meg a vart stabilitasndvekedést [158]. A latszolag pozitiv eredmények
is sokszor megkérddjelezhetdek. A mutacios kisérletek jelentds része a Bacillus subtilis
IPMDH enzimmel késziilt [149, 156, 159-161], melynek CD spektroszkopiaval kovetve
az olvadasi homérséklete csupan 50°C-nak adodott [135], mely igen alacsonynak
tekintheté a szintén mezofil Ec IPMDH enzim 63°C-os olvadasi hémérsékletéhez
képest [106]. Természetesen egy eleve kisebb stabilitast enzim esetén konnyebb olyan
mutaciot létrehozni, mely megndveli az enzim héstabilitasat, attol fiiggetleniil, hogy az
adott oldallancnak valoban szerepe lenne a héstabilitasban. Figyelemre mélto azonban,
hogy a Tt IPMDH N- és C-terminalis aminosav oldallancainak kicserélésével a
polipeptidlanc két vége kozott kialakulo kdlesonhatasok fontossagara sikeriilt ramutatni

[162, 163].

2.3.5.2. A flexibilitas-aktivitas Osszefiiggés tanulmanyozdsa

Az IPMDH  kiilonb6zé  életkoriilményekhez  valo  alkalmazkodasanak
megismerésében a mutacios vizsgalatok mellett, a kiillonbozé héstabilitasi enzimek
flexibilitasanak és katalitikus paramétereinek Osszehasonlitasa is sok informacioval
szolgalhat. A konformacios flexibilitas vizsgalatara alkalmas H-D kicserélddés kinetikai
vizsgalataval hasonlitottak 0ssze Zavodszky ¢és mti. a Tt és Ec IPMDH-k viselkedését
[113]. Megallapitottak, hogy azonos hdomérsékleten (25 °C) a héstabil Tt enzim
nagyfoku szerkezeti rigiditassal rendelkezik, mig az Ec IPMDH szerkezete sokkal
flexibilisebb. Ugyanakkor a sajat mikodési hdmérsékletiikon (azaz 48 és 70 °C-n
flexibilitasuk hasonld mértékii. Tehat a kisérletsorozat alatamasztotta azt az elképzelést,
hogy a szerkezeti flexibilitds az enzimmikddés lényeges eleme, tovabba, hogy a
kiilonb6z6 hémérsékleti tartomanyokra alkalmazkodott szervezetek enzimeinek a
miikodési hdmérsekletiikon kell megfeleld szerkezeti flexibilitassal rendelkezniiik. Egy
harmadik, a hidegtird6 Vib IPMDH-ra is Kkiterjesztett vizsgalatok egyrészt
alatamasztottdk azt az eredményt, hogy az egyes IPMDH-k sajat muikodési
hémérsékletiikon hasonld szerkezeti flexibilitast mutatnak. Masrészt azonban, a
varakozassal ellentétben, a Vib IPMDH szerkezete azonos hémérsékleten (25 °C)
rigiditds szempontjabol az Ec és Tt enzim kozé esett [164]. Tehat az IPMDH-k esetén

csupan a flexibilitasbeli kiilonbségek nem magyarazzak a kiillonb6zé hostabilitast. A
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hidegtiir6 Vib IPMDH tulajdonképpen az igen nagy aktivitisa kovetkeztében még
alacsonyabb hémérsékleten is képes jol miikodni, kisebb hdstabilitasa pedig a
sokotések, az aromas-aromas kolcsonhatasok szamanak csokkenésével, valamint a
kevesebb Pro tartalommal és a hosszabb felszini hurkokkal hozhaté Osszefiiggésbe
[165].

Motono és mti. mutattak ra [129]. A kiilonb6z6 hdmérsékleten felvett egyensulyi urea-
denaturacios gorbék alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Tt IPMDH
denaturacios szabadentalpia véltozdsa kevésbé fiigg a hémérséklett6l, mint az Ec
enzimé, valamint a maximalis szabadentalpia valtozashoz tartozé hémérséklet is 6 °C-
kal magasabb a termofil IPMDH-nal. Tehat lényegében a 4. abran korabban
szemléltetett modellek kozil a ,,d” és ,,c” gorbék kombinacidja érvényes ra. Erdemes
azonban megemliteni, hogy a maximalis denaturacios szabadentalpia valtozas, a varttal
ellentétben a termofil enzim esetén kisebb, tehat a nagyobb 4Gn,p érték nem feltétleniil

jar egylitt a nagyobb szerkezeti stabilitassal.

2.3.5.3. A térszerkezet kialakulasanak tanulmanyozasa

Felvetodik a lehet6ség, hogy a fehérjék szerkezeti stabilitasa Osszefligghet a
térszerkezet kialakulas mechanizmusaval, amely IPMDH esetén még nincs felderitve.

A Tt IPMDH hédenaturacidja pdasztazo mikrokalorimetriaval (DSC) kovetve
egylépéses, egyszerti folyamatnak latszik, azonban a Tt és Bacillus subtilis IPMDH-bol
készitett un. kiméra enzimmolekulaval végzett hédenaturacios kisérletek [166] érdekes
kétlépéses folyamatra utalnak mind DSC, mind pedig CD spektroszkdpias modszerrel
kisebb stabilitas B. subtilis enzim szekvencigjaval. Tehat feltehetd, hogy a két
elkiiloniild denaturaciés 1épés a domének kozotti kapcsolat meglazulasanak
tulajdonithatd. A DSC mérések soran az elsé héatmenet utan a mintat lehiitve, majd ujra
felfiitve csak a masodik atmenet jelent meg ujra. A lehiitétt minta nem mutatott
enzimaktivitast. EzekbOl az adatokbol stabil, inaktiv intermedier jelenlétére
kovetkeztettek, melynek szerkezete kb. 60%-ban megegyezik a nativ fehérje
térszerkezetével. Feltételezhetd tovabba, hogy ez az intermedier dimer szerkezetii, mivel
az els6 hdatmenet fehérjekoncentracio fiiggetlennek adodott, mig a masodik mar fiiggott

az IPMDH koncentraciojatol. A kisérleti eredményeket un. szekvencialis ,,unfolding”
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mechanizmussal magyaraztak, ahol a két csucs az egyes domének egymas utani
el6szor a fehérje alegységek 1. szamt doménjei tekerednek le, mialtal az aktiv centrum
szerkezete megbomlik és az enzim inaktivva valik. Ekkor a fehérje még dimer
szerkezetli, hiszen a 2. szamu domének szerkezete, azaz alegységek Osszetartdsaban
szerepet jatszO masodlagos szerkezeti elemek, még épek. Ez felel meg az intermedier
allapotnak, majd ezt koveti a masodik hdatmenet soran az alegységek szétvalasa. Az
adatok alapjan az alabbi modellt allitottak fel:

N, 2 LZ2D+D 3. egvenlet
ahol N, a nativ dimer, I, a dimer szerkezetli intermedier, mig D a denaturalt
monomereket jelenti.

Ezen munkat figyelembe véve kérdésként meriil fel, hogy a vad tipusi IPMDH
szerkezetének felbomldsa — mely a DSC vizsgalata soran csupan egy csticsot mutatott,
igy a domének kooperativ letekeredésére enged kovetkeztetni — eltérd mechanizmussal
kovetkezik-e be a kiilonbdz6 hostabilitdsu IPMDH-k esetén.

Egy masik kutatocsoport a vad tipusu Tt és Ec IPMDH esetén jellemezte a
denaturacios atmenet(ek)et kiilonboz6 urea koncentracioknal végzett egyensulyi CD- és
Sfluoreszcencia mérésekkel [167]. A tavoli UV tartomanyban végzett CD mérések, ill. az
IPMDH letekeredésekor megvaltozd sajat fluoreszcencia kovetése soran kapott
eredmények arra utalnak, hogy a denaturaci6 mindkét IPMDH esetén kétlépcsés
folyamat, habar a Tt enzim esetén az adatok kevésbé voltak meggy6zoek, az intermedier
jelenlétére csupan egy aproé ,,vallacska” utalt. Az utobbi esetben a mérési adatok akar az
egyetlen atmenetet feltételezd kétallapott denaturaciés modellel (Id. 3. tablazat) is
leirhatoak voltak [129, 167]. Mégis mindkét enzim esetében hasonlo haromallapoth
modellt tételeztek fel, dimer szerkezetii intermedierrel. Adataik azonban csak az Ec
enzim esetén szolgaltattak egyértelmii bizonyitékot a megvaltozott szerkezetli
intermedier jelenlétére.

Mindezek alapjan tehat még tisztazasra var, hogy a kiilonb6z6 hostabilitasu
IPMDH enzimek esetében a térszerkezet felbomlasa, de még inkabb a kialakulasa eltérd
mechanizmus szerint zajlik-e, vagy az IPMDH-ra altalanosan jellemz6 folyamatrol van-
e sz0. A kérdés vizsgalatara eddig foként csak egyensilyi denaturacids-renaturacios
kisérleteket végeztek, de a folyamat idofiiggését még nem kovették. Tovabbi nyitott
kérdés az is, hogy az eltérd hostabilitasu fehérjék esetén kilonbozik-e az egyes

alegységek, ill. a domének szerepe a térszerkezet kialakulas folyaman.
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3. CELKITUZES

Munkam soran a fehérje térszerkezet kialakulas és felbomlas folyamatat, valamint
ezek hostabilitassal valo Osszefiiggését kivantam tisztazni az IPMDH, mint modell
enzim esetén. Az IPMDH a kérdés vizsgalatara megfeleld objektum volt, hiszen
kiilonb6z6 hémérsékletekhez alkalmazkodott szervezetekbdl (hdstabil (Tt), mezofil (Ec)
¢és hidegtlir6 (Vib)) allt rendelkezésemre. Az IPMDH két alegységbdl és két doménbdl
felépiilé molekuldja alkalmat adott ezen szerkezeti egységek térszerkezet kialakuldsi
folyamatban betoltott szerepének tisztazasara is. Ahogy az Irodalmi attekintésben
targyaltam, sziilettek mar eddig is bizonyos elképzelések az IPMDH térszerkezet
felbomlasanak mechanizmusarol, de kozelr6l sem tisztazott, hogy a kiilonb6zd
héstabilitasa IPMDH-k esetén azonos vagy kiilonbozé séma alapjan jatszodik-e le a
folyamat. Szintén nem eldontott kérdés, hogy eltéré homérsékleti tartomanyokra
adaptalodott enzimfehérjék térszerkezete azonos vagy eltéré mechanizmus szerint
alakul-e ki. Tovabbi altalanos kérdés, hogy az alegységen beliili domének, a fliggetlen
alegységek, vagy akar a mar dimerré asszocialt polipeptidlancok-e azok, amelyek a
nativ térszerkezet kialakulasdhoz sziikséges Osszes informaciot hordozzak. Habar
szamos mutacios analizis késziilt mar az IPMDH-val, mégsem talalunk egyetlen
Osszefoglaldo munkat sem, ahol kisérletet tettek volna az IPMDH molekula egyes
részeinek, szerkezeti elemeinek ¢és azok kapcsolatanak stabilitasban betoltott szerepének
értelmezésére. A kiilonbozé hostabilitasi enzimek térszerkezetének alapos ¢és
szisztematikus Osszehasonlitdsa, szintén elengedhetetlen a stabilitds kérdéskorének
megvalaszolasahoz.

Ennek alapjan a kovetkezé munkatervet kovettem:

1. Kiilonbozé  héstabilitasa  IPMDH-k  renaturacié  és  denaturacid
mechanizmusanak felderitése egyensulyi mérések segitségével, melyekhez CD
és fluoreszcencia  spektroszkopiat ill. ureagradiens gélelektroforézist
alkalmaztam.

2. A térszerkezet kialakulas és felbomlas folyamatanak idobeli jellemzése a
kinetikai reakciomechanizmus felderitésére mindharom vizsgalt IPMDH esetén.
Ehhez a CD ¢és fluoreszcencia spektroszkopias modszerek mellett az
enzimaktivitas valtozas kovetését, tovabba a tiol-tartalmu fehérjék (pl. Ec vagy
Vib IPMDH) esetén a tiolreaktivitas valtozasanak meghatarozasat is terveztem.

Mindemellett a szubsztratok hatasat is célszerlinek latszott megvizsgalni ezen
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folyamatokra. Az eredmények magyarazatara szamos termofil, mezofil és
hidegkedveld (hidegtiiré) IPMDH szekvencia, ill. a rendelkezésemre allo
térszerkezetek Gsszehasonlito analizise is sziikségesnek latszott.

A térszerkezet kialakulas soran megjelend intermedier jellemzése,
felépitésének, oligomerizacios allapotanak, szubsztratkotd képességének stb.
tanulmanyozasa kiilonboz6 biofizikai modszerekkel.

Tovabbi célként thztem ki az alegységek szerepének tanulmanyozasat
fluoreszcencia anizotropia, ill. az egyes folyamatok fehérje koncentracio-
fuggésének vizsgalataval, annak megallapitasara, hogy mindkét alegységre
sziikség van-e a helyes térszerkezet kialakulasahoz, azok eldsegitik-e egymas
feltekeredését, vagy pedig 6nallé ,,folding” egységet alkotnak.

Az egyes IPMDH domének térszerkezet kialakulast folyamatanak nyomon
kovetésére a Tt IPMDH-nak olyan helyspecifikus mutansait terveztem
létrehozni, melyekben a fluoreszcenciaért felelds Trp oldallancok eldre tervezett
modon helyezkednek el csak az egyik vagy csak a masik doménben. A Tt
IPMDH alegységenkénti 3 db Trp oldallanca koziil a W77 az 1. doménben, a
W152 és a W195 a 2. doménben talalhatd. Az utobbiak koziil a W152 éppen a 2.
domén kinyul6 karjaban talalhato (1d. 5. abra), melyen keresztiil a két alegység
egymassal kapcsolodik. Ezen oldallancok egyenkénti kicserélése mas, hasonloan
aromas, de a Trp-hoz képest elhanyagolhatd fluoreszcencia intenzitassal
rendelkez6 aminosavoldallancra (pl. fenilalaninra) varhatolag lehetéséget ad az
egyes IPMDH domének ill. a kar denaturacios-renaturacios folyamatanak kiilon-
kiilon valo vizsgalatara. A kovetkezé mutansokkal valo kisérleteket terveztem:

o  WIS2F — a két domén egylittesen vizsgalhato a ,kar” hozzajarulasa nélkiil
o WI52,77F — a 2. domén feltekeredése tanulmanyozhato
o WI52,195F — az 1. domén viselkedése figyelheté meg.

Ezen mutansokkal a mar korabban emlitett biofizikai modszerekkel terveztem
tanulmanyozni az egyes domének szerepét a fehérje térszerkezet kialakulas
folyamataban.

A fenti kisérleti eredményekre timaszkodva a rendelkezésemre allo Tt, Ec és
Vib IPMDH kristalyszerkezetek alegység- ¢és doménfelszinén 1évo
kolesonhatasok  feltérképezésével és  szisztematikus — Osszehasonlitasaval
kivantam szerkezeti magyardzatot adni a kiilonb6zé hoéstabilitast IPMDH-k
viselkedésére a térszerkezet kialakulasa soran.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Anyagok

Az IPMDH enzim [EC 1.1.1.85.] Tt és Vib valtozatanak Leu B génjét tartalmazo
pUTL118 ¢és pGWII plazmidokat Zavodszky P. és munkacsoportja (MTA SZBK
Enzimologia Intézet) bocsatotta rendelkezésemre. A pET21c vektorba klonozott, His-
tag-gel rendelkezd Tt és Ec IPMDH plazmidot szintén ezen laboratoriumbol kaptuk.

A fehérjetermelés és tisztitas soran felhasznalt anyagok koziil az LB tapoldatok
készitéséhez sziikséges élesztd kivonat, a bacto trypton, a NaCl Reanal termék, az
IPMDH fehérje eldallitasahoz sziikséges ampicillin és a kloramfenikol Sigma; az IPTG
Fermentas gyartmany volt. A kromatografiahoz sziikséges anyagokat a GE Healthcare-
t6l vésaroltuk.

Az enzimaktivitas mérésekhez felhasznalt treo-DL-3-izopropil-malat a Wako
Chemicals-tol szarmazik, a NAD" és NADH a Boehringer Mannheim, a MnCl, és
MgCl, pedig a Sigma gyartmanya. A térszerkezet kialakulas vizsgalatahoz az Ellman
reagenst (DTNB) a Servatol, az ANS-t a Sigmatol vasaroltuk, a DTT Fluka gyartmany.
Az irdnyitott mutaciok kivitelezéséhez hasznalt QuikChange kit Stratagene termék. A
PCR reakcidhoz a primereket az Invitrogen-t6l rendeltem. Minden egyéb felhasznalt
vegyszer a Merckt6l, Reanaltdl és Sigmatdl szarmazik és az eldbbiekkel egyiitt

analitikai tisztasagl volt.

4.2 Moédszerek

4.2.1. DNS szintii munkak a mutans Tt IPMDH enzimek el6allitasara

Az iranyitott mutagenezis soran a mutans enzimeket QuikChange helyspecifikus
mutagenezis kit segitségével allitottam eld az alabbi primerek felhasznalasaval (7.
tablazat). A PCR segitségével felszaporitott mutaciot tartalmazé plazmidot Epicurian
Coli XL1-Blue szuperkompetens sejtekbe; fehérjetermelés céljabol pedig BL21(DE3)
LysS kompetens sejtekbe transzformaltam. A mutaciokat DNS szekvenalassal

ellendriztettem (BIOMI Kft., Godollo).
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7. tablazat Az iranyitott mutagenézishez hasznalt ,forward”, ill. ,reverz” primerek DNS
szekvenciaja Minden mutacié esetén a felsé sorban az alkalmazott ,.forward”, alatta pedig a ,reverz”
primer bazissorrendje lathato.

Mutacié Primerek: ,,forward” (5°— 3’) és
tipusa Hreverz” (5°— 3°)
WTTF GTGGGGGGGCCCAAGTTCGACGGCCTTCCCCGC
GCGGGGAAGGCCGTCGAACTTGGGCCCCCCCAC
W152F CGAGGCCGAGGCCTTCAACACGGAGCGCTAC
GTAGCGCTCCGTGTTGAAGGCCTCGGCCTCG
W195F CGAGGTGGGAGAGTTCTTCCGCAAGACCGTGGAGGAGG

CCTCCTCCACGGTCTTGCGGAAGAACTCTCCCACCTCG

4.2.2. A Kkiilonbozé vad tipusi és mutins IPMDH-k homogén forméban

torténo eléallitasa
4.2.2.1. Transzformalas

A transzformalas folyaman a His-tag-gel nem rendelkez6 Tt és Vib IPMDH LeuB
génjét tartalmazd pUTL118 és pGWII rekombinans plazmidot Ec OM17 kompetens
sejtekbe juttattam. A Tt és Ec IPMDH His-tag-gel (az N-terminalison AS-, mig a C-
termindlison ~AAALEHHHHHH szekvencia részlet kapcsolodott még a fehérjé¢hez)
rendelkezé formajat is kifejeztem a konnyebb tisztitds érdekében. Ebben az esetben a

transzformalas, ill. a fehérjeszintézis Ec BL21(DE3) LysS sejtek segitségével tortént.

Kompetens sejtek készitése
A vektorba épitett DNS-t transzformécidval juttattam be a baktériumba. Ennek az
elve az, hogy a baktérium membranjat atmenetileg atjarhatova tessziik, pl. kétértekii
kationok hozzdadasaval. Ily moédon kompetens sejtekhez jutunk.
A kompetens sejtek készitését a kovetkezé modon végeztem:
e 200 pl sejtet 20 ml tapoldatba oltva, a logaritmikus fazisig (Agoonm = 0,6)
ndvesztettem a baktériumokat.
e A sejteket jégben valo lehiités utan 3000 rpm-en 5 percig centrifugaltam.
o A feliiluszot ledntve a sejteket felszuszpendaltam a szintén jégben hiitott
10 ml 100 mM MgCl,-ban, majd hidegen inkubaltam 45 percig.
e A sejteket 3000 rpm-mel 5 percig tortént centrifugalassal osszegytijtve 1

ml 100 mM CaCl, oldatban szuszpendaltam, majd fagyasztva taroltam.
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Transzformalas plazmiddal

A transzformacio soran az IPMDH génjét tartalmazo plazmidot kompetens Ec

sejtekhez adtam. Miutan a sejtek felvették a plazmidot, tdpoldatban hagytam Oket

novekedni. Ezutan antibiotikum tartalmt agaron szélesztettem a sejteket és egy ¢éjszakan

at inkubaltam, hogy csak azok az Ec sejtek hozzanak létre telepeket, melyek

tartalmazzak az antibiotikum rezisztencia gént.

A transzformalast a kdvetkez6 modon végeztem:

200 pl kompetens sejthez kb. 0,01-0,1 mg cirkularis DNS-t adtam, majd
inkubaltam 4°C-on 1 6ran at.

Ezutan 2 perces hdsokkot alkalmaztam (42°C), ezt 2 perces jégben hiités
kovette.

A sejtekhez 1 ml taptalajoldatot adtam és 37°C-on kb. 1 6ran at inkubaltam.
A sejtszuszpenzid kb. 250 pl-es adagjait az OM17-es sejtek esetén ampicillint
tartalmazo, mig a BL21 sejteknél ezenfeliil még kloramfenikolt is tartalmazo
lemezre kentem ki.

A sejteket 37°C-on egy éjszakan at ndvesztettem.

4.2.2.2. A fehérje termeltetése

A rendelkezésemre 4ll6 LeuB (IPMDH) gént tartalmazé plazmid DNS-sel

transzformalt Ec sejtek segitségével nagy mennyiségben lehetett termeltetni a

kiilonb6z6 IPMDH-kat, mely a kévetkezd modon tortént:

Haromszor 20 ml tapoldatban 100 pg/ml ampicillin (OM17-es sejtek), ill.
még tovabbi 30 pg/ml kloramfenikol (BL21 sejtek) jelenlétében novesztettem
a plazmid DNS-sel transzformalt Ec sejteket a ndvekedés logaritmikus
fazisaig.

5 1 steril tapoldathoz 5 ml 100 mg/ml tdménységii ampicillin torzsoldatot, ill.
a BL21 sejtek esetén még 5 ml 30 mg/ml kloramfenikol oldatot is adtam,
majd az 50 ml plazmidot tartalmazd Ec sejtszuszpenzid hozzaadasa
kovetkezett. Az oldatot 8 részre osztottam és ezekkel dolgoztam tovabb.

A sejteket 37°C-on Agoonm ~ 0,6-ig névesztettem, ezt kovetéen 0,4 mM IPTG-
vel indukaltam, majd az OM17 sejteket egy ¢éjszakan at, mig a BL21 sejteket

4 6ran at novesztettem.
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e Ezutan a sejtszuszpenzidt 5000 rpm-en 4°C-on 25 percig centrifugaltam és a

sejteket —80°C-on taroltam.

4.2.2.3. A fehérje tisztitasa

A sejtek feltardsa

o A sejteket felszuszpendaltam, -80°C-on 60 percig allni hagytam, majd
szobahémérsékleten felolvasztottam és ezred térfogatnyi 100 mg/ml-es lizozim
jelenlétében 1 6ran at allni hagytam. A BL21-es sejteknél nincs sziikség kiilon
lizozim hozzaadéaséra, csupéan a szonikalas utan 1 h-t allni hagytam az oldatot.

e A sejtszuszpenziot 4°C-on ultrahanggal feltartam (szonikalas). Ez 5-szor 1 perc
volt a Tt IPMDH esetén, mig az Ec és Vib enzim esetén 10 masodpercenként
szonikaltam 10 percen keresztil a szonikalds iddtartalmaval megegyezd
sziineteket tartva.

o A feltart sejteket 15000 rpm-mel 15 percig centrifugaltam 4°C-on. A
sejttormelék a centrifugacso aljan gytlt dssze, mig a fehérjét oldott allapotban

kaptam meg.

Hédenaturacio

A Tt IPMDH esetén lehetéség van a hédenaturacié alkalmazasara is a tisztitas
soran, ugyanis a Tt IPMDH héstabil és ezt kihasznalva el lehet valasztani az Ec
baktérium sajat fehérjéitél. A hédenaturaciot a kovetkez6 modon végeztem: a sejtek
feltarasabol szarmazo fehérjeoldatot 72°C-on termosztatban 30 percig inkubaltam, majd

a kicsapodott fehérjéktdl centrifugalassal (18000 rpm, 15 perc, 4 °C) szabadultam meg.

Ammonium szulfatos frakcionadlds

Ezen tisztitasi [épést csak a His-tag-et nem tartalmazé IPMDH esetén alkalmaztam,
mely soran a fehérjét telitjiik (NH4)2SO4-tal (120g/1), majd egy orat allni hagyjuk, igy a
szennyez$ fehérjék ujabb részétdl lehet megszabadulni. (Az IPMDH csak ennél

toményebb (NH4),SOs-oldatban csapddik ki.)

Kromatografids tisztitas

A fehérje tisztitasa a His-tag-gel nem rendelkez6 IPMDH esetében az alabb leirt
harom kromatografias 1épésben zajlott, melyekhez minden esetben 20 mM KH,PO4
puffert (pH=7,6) alkalmaztam az adott estben sziikséges adalékanyagokkal.

A His-tag-et tartalmazo IPMDH valtozatok (ide tartoznak a Tt IPMDH mutansai is)

tisztitasa Ni* affinitds kromatografidval tortént.
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Butil-Sepharose kromatografia

A Butil-Sepharose kromatografia alapja az, hogy a kiilonbozé fehérjék feliileti
hidrofobicitasuk alapjan kiilonbozé mértékben kotédnek a gyantahoz és ezért mas-mas
ionerdsségnél elualddnak. Az oszlopot (NHy4),SO, tartalmu (120 g/l) pufferrel hoztam
egyensilyba, majd felvittem az ugyanilyen oldatban 1évé fehérjemintat és mostam
haromszoros oszloptérfogat pufferrel. Az oszlopon ko6tédott fehérjét linearis gradiens
alkalmazasaval elualtam: 100-100 ml 0 és 20% (NH4),SO4 tartalmu puffer megfeleld
aranyu keverésével. A kromatogram legtisztabb aktiv frakcioit egyesitettem, majd a
fehérjét 20 mM KH,PO, pufferrel (pH=7,6) dializaltam az (NH4),SO, eltavolitasa
celjabol.
DEAE-Sepharose kromatogrdfia

A DEAE-Sepharose anioncserélé kromatografia alapja az, hogy a fehérjék eltérd
toltésiikbdl eredéen kiilonbozo erésséggel kotddnek a kationos jellegi funkcios
csoportot hordozo gyantahoz és igy kiilonboz6 ionerésségnél elualodnak. Az oszlopot
pufferrel egyenstlyba hoztam, majd felvittem az el6z6 1épésben dializalt fehérjemintat
¢s mostam haromszoros oszloptérfogat pufferrel. Az oszlopon kotddott fehérjét linedris
gradiens segitségével elualtam: 100-100 ml 0 és 2 M KCl-ot tartalmazé puffer
megfelelé aranyu keverésével. A kromatogram legtisztabb aktiv frakcioit egyesitettem,
majd a fehérjeoldatot Amicon membransziir segitségével toményitettem kb. 2 ml
térfogatra. Ez az oldat azonban, SDS gélelektroforézis alapjan, még tartalmazott az

IPMDH mellett szennyez6 fehérjéket is.

Sephacryl S-200 gélsziirés

A gélsziirés elve az, hogy az oszloptdltet apro, gyongyszert, pérusos anyagbol all,
ahol a porusok atmérdje a fehérjék méretének nagysagrendjébe esik. A kisebb fehérjék
— a nagyobb méretiiekkel szemben — be tudnak lépni a gyantaszemcsék porusaiba,
ezaltal hosszabb utat tesznek meg az oszlopon, azaz nagyobb térfogatnal fognak
elualodni. A Sephacryl S-200-as oszlopot pufferrel egyensulyba hoztam, felvittem a
fehérjemintat, majd tovabb mostam a pufferrel és frakciokat szedtem. Az Gsszegyiijtott
frakciokban mar 95-98% tisztasagi IPMDH volt jelen SDS gélelektroforézis alapjan
(10. abra). Mivel a denaturacids és renaturacios kisérletekhez tomény fehérjére volt
sziikségem, ezért a fehérjeoldatot Amicon membransziirén toményitettem kb. 0,1 mM

koncentraci6 eléréséig.
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10. abra Az IPMDH frakcidk tisztasaganak ellenérzése SDS gélelektroforézis segitségével a
Sephacryl S-200 gélsziiréses kromatografia utan M a fehérje molekula markert, mig a szamok a
gélsziirés egyes frakcioit jeloli.
Ni' affinitas kromatogrdfia

A His-tag-gel rendelkez6 IPMDH forma tisztitdsahoz csak egyetlen kromatografias
1épésre volt sziikség. A Ni' affinitas kromatografia soran az oszloptdltet anyagahoz a
His-tag-et alkoto hisztidinek szelektiven kotddnek, igy az egyéb szennyezd fehérjék
konnyen eltavolithatoak az IPMDH mellél. Az oszlopot 20 mM imidazolt, 50 mM
NaH,PO; ¢és 300 mM NaCl-ot tartalmazo oldattal (pH=8,0) hoztam egyensulyba. A
minta felvitele utan az oszlopot ugyanezen puffer 3-szoros oszloptérfogatnyi
mennyiségével mostam, majd 120 mM imidazolt tartalmazé pufferrel elualtam az
IPMDH-t. A kapott fehérjét 20 mM-os KH,PO, pufferben (pH=7,6) dializaltam. Az
Osszes kisérlethez ezt a standard puffert alkalmaztam. Az Ec enzim esetében a dializis
puffer | mM DTT-t is tartalmazott. A Tt IPMDH mutansok esetén (mivel ezek a His-
tag-et tartalmazod fehérjével késziiltek) csak ezt a tisztitdsi modot alkalmaztam. Az
eldallitott fehérje 95-98% tisztasagu volt. A megtisztitott enzimek oldatait -80°C-on

taroltam.

4.2.3. Az IPMDH és a NAD" koncentraciéjanak meghatarozasa

moléris abszorpcios koefficiensét 280 nm-en, Pace és mti. szerint [168] M em™

egységekben szamitottam ki a dimer szerkezetli fehérjére: a vad tipusa Tt IPMDH

esetén 47900, az Ec és Vib IPMDH esetén 54780, az egyszeres W152F Tt mutans

enzim esetén 36900, a W77,152F és W195,152F mutansok esetén pedig 25900
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értékeket kaptam. A dimer Tt IPMDH molekula témege 73300, az Ec IPMDH 78780, a
Vib IPMDH enzimé pedig 76960 Da. A His-tag jelenlétének kovetkeztében a
molekulatomeg 1430 Da-nal novekszik meg.

A NAD' oldat koncentracidjanak meghatarozasat 260 nm-nél (adenin gytirii
elnyelése) végeztem az exapt, 260 nm = 18000 M'em™ molaris extinkcids koefficiens

ismeretében. fgy a Lambert-Beer torvény alapjan a koncentracié mar szamolhaté.

4.2.4. Az IPMDH enzimaktivitisinak meghatirozasa

Az aktivitas meghatarozas azon alapul, hogy az IPMDH altal katalizalt reakcioban
NADH keletkezik (lasd 1. egyenlet). A felszabadul6 NADH mennyiségének id6beli
valtozasat a NADH fényelnyelésének maximumanal, 340 nm-nél kovettem
termosztattal ellatott (20°C) Jasco V-550 tipust spektrofotométerrel. Az enzim
aktivitasat az 1 perc alatti fényabszorpcio valtozasabol szamitottam (exap, 340 nm = 6220
M em™). Az enzimek moléris specifikus aktivitasai a 8. tablazatban lathatoak.

A méréseket a standard foszfat pufferben végeztem, mely 300 mM KCl oldatot és
10 mM DTT is tartalmazott. A standard reakcidelegy a szubsztratokat telitési
koncentracidban tartalmazta: 0,25 mM IPM, 1,3 mM NAD" és 0,35 mM MnCl, vagy 3
mM MgCl. Az enzim koncentracié a Tt IPMDH esetén 0,16 pM, az Ec ¢és Vib enzim
esetén pedig 0,08 uM volt.

8. tablazat A kiilonb6z6 forrasbol szairmazé IPMDH-k specifikus aktvitas értékei

Specifikus aktivitas (perc”)
IPMDH forras Ey Py
Mn™" jelenlétében Mg~ jelenlétében
Tt 450 £ 50 380+ 50
Ec 1400 + 150 1180 + 150
Vib 1600 + 150 1350 £ 150

A WI52F és W77,152F mutans Tt IPMDH enzimek specifikus aktivitisa a vad tipusu
enzimével azonos, mig a W152,195F mutans csak IPM-mel torténd 1 oras inkubalas
utan mutatott aktivitast, melynek értéke Mg2+ kofaktor esetén 195 perc™, Mn?* esetében

pedig 230 perc’.
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4.2.5. Az enzimszerkezet stabilitisanak meghatirozisa

4.2.5.1. Differencialis pdsztazé mikrokalorimetria (DSC)

A differencialis pasztazo mikrokalorimetria lehetdséget ad a fehérje szerkezet ho
hatasara bekovetkez nativ — denaturalt atalakulast jellemz6 ,,0lvadasi” hdmérsékletet
(T) meghatarozasara, ami jellemzi a fehérje szerkezeti stabilitasat. Minél magasabb
hémérsékleten kovetkezik be az atalakulas, a fehérje szerkezete annal nagyobb
stabilitassal rendelkezik. A mérés soran a késziilék a minta- és referencia-cella
homérsékletét 0,1 °C pontossaggal azonos hémérsékleten tartja, mikozben a
homérsékletet egy meghatarozott program szerint (példaul 1 °C/perc) emeli. Ehhez
héenergiat kellett befektetni, melynek mennyisége jol mérhetd.

A DSC kisérletekben a vad tipusu és mutans Tt IPMDH olvadasi hdmérsékleteit
hasonlitottam 0ssze annak megallapitiasara, hogy a mutacié okozott-e szerkezet
valtozast. A méréseket MicroCal VP-DSC tipusit mikrokaloriméteren (MicroCal)
végeztem, melynek cellatérfogata 0,51 ml. A felfiitési sebességet 1 °C/perc-nek
valasztottam. A fehérjekoncentracio (300 mM KCl tartalmu standard pufferben) minden
kisérletben 6,8 uM (0,5 mg/ml) volt. A DSC mérések analiziséhez a Microcal Inc. DSC

5.0 Origin szoftvert hasznaltam.

4.2.5.2. CD spektroszkopia

CD spektroszkopia segitségével ellendriztem, hogy a Tt IPMDH mutansok
megfelelé masodlagos, ill. harmadlagos szerkezettel rendelkeznek-e. A méréseket
JASCO 720 spekropolariméteren végeztem tavoli (200-250 nm) ill. a kozeli (270-340
nm) UV tartoményban 20 °C-on (Neslab RTE 111 termosztat). A tavoli UV esetén,
mely a masodlagos szerkezeti elemekrdl nyujt felvilagositast, az IPMDH koncentracio 1
mg/ml (13,6 uM), a cellahossz pedig 0,1 mm volt, mig a kézeli UV tartomanyban, mely
a harmadlagos szerkezetet jellemzi, az IPMDH koncentracié 3,8 mg/ml (50 uM), a

cellahossz pedig 1 cm volt.

4.2.5.3. Nativ gélelektroforézis

A mutacid kovetkeztében az enzim szerkezetében bekovetkezd valtozasok
kimutatasara alkalmas moédszer a nativ gélelektroforézis is. Az SDS gélelektroforézissel
szemben, mely a molekuldkat csak tomegiik alapjan valasztja el, a nativ

gélelektroforézisnél a molekuldk toltései és alakja is fontos szerepet jatszik az
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elvalasztas soran. Tehat, ha a mutacié megvaltoztatja az enzim szerkezetét és ezzel
egylitt a molekula alakjat is, az kimutathato lehet a nativ gélelektroforézis segitségével.
A nativ gélelektroforézist Orstein és Davis munkéja alapjan végeztem [169]. Az
elvalaszto gél 10%-os, mig a tomorité gél 5%-os volt akrilamidra nézve. A gélre 2-3 pg
IPMDH enzimet vittem fel, majd az elvalasztast pH=8,8 értéknél, jégen, 180 V-on, 1

oran at végeztem.

4.2.6. Az IPMDH egyenstilyi denaturicidja és renaturacidja
4.2.6.1. CD és fluoreszcencia spektroszkopia

A standard foszfat pufferben, mely még 300 mM KCl-ot és 10 mM DTT-t is
tartalmazott, 1.0 mg/ml (13,6 uM) IPMDH oldatot 12-60 6raig szobahdmérsékleten
spektrumok felvétele utan a mintakat 6,5 pg/ml koncentraciora higitva a fluorimetrias
spektrumokat is megmértem kettés monokromatorral ellatott és Peltier termosztattal
felszerelt SPEX Fluoromax-3 spektrofluorimétert hasznalva. Az elegyek pontos urea

A mérési eredmények értékelése soran a kapott adatok 0 és 1 értékek kozé torténd
normalizalasat, ill. az atmenet el6tt és utan 1évo szakaszok meredekségének korrigalasat

az alabbi egyenlet segitségével végeztem el [170]:

| = (Imin+smin'CU)7I

4. let
(lmin + Smin *Cu )_ (Imax + Siax - CU) carente

ahol /; a korrigalt intenzitds, Iyin €s Imax @ mért legkisebb és legnagyobb intenzitas, / a
kiilonboz6 urea koncentracioknal mért intenzitas, cy az urea koncentracioja, Smin, Smax
pedig az atmenet el6tt és utan 1évo szakaszok meredekségét jeloli. Az adatokat az 5.
egyenletet hasznalva illesztettem (SigmaPlot 6.0 segitségével), mely kétallapota
mechanizmus, ill. a haromallapoti mechanizmus (Id. 2.1.4. fejezet) egyes részlépései

esetén alkalmazhatd, termodinamikai megfontolasok alapjan [170].

" /[ ]
[ S—

c m-Ccy—Mm-Cysy

l1+e KT

5. egyenlet

ahol /. a korrigalt intenzitas érték kiilonb6z6 urea koncentracioknal (cu), cuso az
egyensulyi atmenethez tartoz6 urea koncentracio, Iy and I a nativ és denaturalt szinthez
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tartozo korrigalt intenzitas értékek, m egy aranyossagi tényezd, mely a denaturalt
fehérje oldoszernek vald nagyobb Kkitettségét tiikrozi, R a gazallando, T pedig az
abszolut hdmérséklet. Az illesztés alapjan a cyso és az m érték meghatarozhato.

A szabad entalpia 0 M ureéra extrapolalt értékének (AG’) meghatarozasihoz
eloszor az egyes részfolyamatok egyensulyi allanddinak meghatarozasa sziikséges,
melyet az alabbi egyenlet segitségével tettem meg [171]:

2
= ﬁ% 6. egyenlet
ahol K az egyes részfolyamatok egyensulyi allanddja, /. a korrigalt intenzitas érték
kiilonbozd urea koncentracioknal, Iy and Ip a nativ és denaturalt szinthez tartozo
korrigalt intenzitas értékek, c pedig a teljes fehérje koncentracidja.
Az egyensulyi alland6 ismeretében a szabad entalpia az alabbiak alapjan szdmolhato:

AGy ,p, =—RT-InK 7. egyenlet
Ennek segitségével pedig a AG’ érték mér konnyen meghatarozhat6 az m ismeretében:

AG’ =AGy_,,+m-c, 8. egyenlet
ahol AGx_,p a mar korabban emlitett szabadentalpia valtozas a denaturacio soran, m egy
aranyossagi tényez0, mely a denaturalt fehérje oldoszernek valdo nagyobb kitettségét

tikkr6zi, cy pedig az urea koncentracioja.

4.2.6.2. Ureagradiens gélelektroforézis

Az ureagradiens gél (0-8 M) elkészitéséhez Creighton munkaja szolgalt alapul
[172]. Ennek soran a gél készitésével egyidében egy fokozatosan novekvd urea
koncentraciot hozunk létre. A denaturacios atmenet akkor figyelhetd meg, ha az urea
gradiensének iranya merdleges az elektroforézis futasanak iranyara. A denaturacio, ill. a
renaturacié tanulmanyozasahoz standard pufferben 1évé 100 pl 300 pg/ml IPMDH
enzimet hasznaltunk fel. Az elektroforézis puffer 10 mM Tris-HCI (pH 8,3) oldatot és
10 % glycerol tartalmazott. Az elektroforetikus elvalasztas 25°C-on 200 V-on és 3 6ran
at (Ec és Vib IPMDH-k esetén) vagy 50 V-on 13 éran at tortént (Tt IPMDH esetén). A

gélek festéséhez Coomassie Brilliant Blue festéket, ill. eziist festést alkalmaztunk.
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A renaturacio kovetéséhez a Tt, Ec és Vib IPMDH enzimeket el6szor 600 pg/ml
(8,15 uM) koncentracioban denaturaltam 24 oran, 1 6ran, ill. 10 percen keresztiil 8,5 M
uredt tartalmazo standard foszfat pufferben, mely 300 mM KCl-ot és 10 mM DTT-t is
tartalmazott. A KCl nem befolyasolta a denaturdcid ill. renaturdcié folyamatat. A
renaturacié folyamatat a denaturalt fehérje — ureat nem tartalmazé pufferbe valo 10-
100-szoros higitasaval inditottam el. A fluorimetrias detektalas esetén a gyors higitast a
kiivettaba helyezett magneses keveré (holtidé 1 masodperc) biztositotta. Bizonyos
esetekben a gyors szakasz kovetése stopped flow késziilék (Unisoku Inc., Japan)
segitségével tortént. A renaturacios elegy fehérje koncentracioja 6 és 120 pg/ml (0,08-
1,63 uM) kozott valtozott a mérések soran.

Az IPMDH-k denaturacios folyamatanak idofiiggését a nativ enzim 8,5 M ureat
tartalmazo pufferbe torténd higitasat kdvetden vizsgaltam. Mind a renaturacio, mind a
denaturacio kinetikajat 20 °C-on az alabbiakban ismertetett modszerekkel kovettem. A
kisérleteket a szubsztratok jelen- és tavollétében is elvégeztem. Az enzimaktivitas
mérésnél megadott szubsztrat koncentracio értékeket alkalmaztam e kisérletek soran is.
A NADH-t a NAD'-al megegyezé koncentracioban hasznaltam. Az IPMDH-k
renaturaciojanak mértéke 50-70 % kozott valtozott az alkalmazott kovetési modszert6l

fiiggetlentil.

4.2.7.1. Enzimaktivitds valtozasanak kévetése

Az aktivitas elvesztését, oly modon kovettem a denaturacié folyamata soran, hogy a
denaturacios elegybdl kiilonb6z6 iddpillanatokban mintat vettem, melyek az aktivitas
elegyekben 60-110-szeresére higultak. Az egyes id6pontokban az enzim aktivitasat az
aktivitasi gorbe kezdeti meredekségének (5-10 masodperc) meghatarozasaval kaptam
meg, igy a fellépd reaktivalas még nem befolyasolta a denaturacié folyamatat. A
renaturaci6 soran fellépd reaktivalas kovetésénél a renaturdcidos elegybdl adott
pillanatokban torténé mintavétel utdn a fentiekhez hasonldan tortént az aktivitas
meghatarozasa. A denaturacié folyaman kapott aktivitds értékek 1dégorbéjének
illesztése exponencialis egyenlettel volt leirhatod, mig a renaturacio, vagyis az aktivitas
visszatérése két 1épéses, elsorendii szekvencialis mechanizmussal volt jellemezhet6 (9.

egyenlet).
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k-t Kt
k ~(1—e ' )—k~(1—e : )
y=A -2 L 9. egyenlet
kz - kl
ahol v a mért aktivitds, A az a maximalis aktivitds, amit az enzim a renaturacié soran

elér, k; és ky pedig a sebességi allandok.

4.2.7.2. Tiol-csoport hozzaférhetdség valtozasanak kovetése

A tiol-csoportok hozzaférhetéségének vizsgalatdhoz a kisérletekben reagensként
DTNB-t hasznaltam (10. egyenlet). A reakcid folyaman az abszorbanciaban
bekdvetkezd novekedést mértem spektrofotometriasan 412 nm-es hullamhossznal, mely
a keletkez® tiolat-anionnak tulajdonithat6 (£41,=14150 M™'em™ [173]).

10. egyenlet

R—35" + %N—@—g—s—@—y\loz == R—5—5— —NOg + 5 %NO;
-ooc coo- coo too”

A Tt IPMDH nem rendelkezik tiol-csoporttal, mig az Ec és Vib IPMDH enzimek
12, ill. 4 mol/mol enzim tiol-csoportot tartalmaznak. A denaturalt enzimekkel végzett
kisérletek soran, az enzim SH-csoportjaihoz viszonyitva legalabb 10-szeres molaris
feleslegben alkalmazva a DTNB-t (1,3 mM) az IPMDH tiol-csoportjai 5-10 masodperc
alatt elreagalnak. A tiol-csoport tartalom ezek alapjan 8-10, ill. 3-3,5 mol/mél értéknek
adodott az Ec és Vib IPMDH esetén. Nativ koriilmények kozott az Ec enzim csak 2
mol/mol reagald tiol-csoportot tartalmaz, mig a nativ Vib IPMDH-ban nincs szabadon
hozzaférheté reaktiv csoport. Az eltemetett tiol-csoportok mindkét enzim esetén csak
orak alatt reagalnak el. A denaturacid folyamatanak kovetéséhez kiilonbozo
idopillanatokban mintat vettem a denaturacios elegybdl és vizsgaltam a hozzaférhetd,

reaktiv tiol-csoportok szamanak novekedését. Ezt a denaturacid viszonylag lassu

4.2.7.3. CD spektroszkopia vizsgalatok

A denaturaci6 és renaturacio folyamatat 225 nm-en 1 cm fényuthossza kiivettaban

kovettem, kézi keverést alkalmazva, 10 pg/ml (136 nM) fehérje koncentracional.
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4.2.7.4. Fluoreszcencia spektroszkopia vizsgalatok

Fehérje fluoreszcencia
Osszehasonlitasa esetén a gerjesztés 275 nm-en, mig a vad tipust Tt IPMDH és Trp
mutansai esetén 295 nm-en tortént. Az emissziot 335 nm-en detektdltam. A gerjesztési
rés szélessége 2 nm, mig az emisszios rés szélessége a fehérje koncentraciotol fiiggden
2 vagy 4 nm volt. A mérések soran 10 mm fényuthosszu kiivettat hasznaltam.

A renaturaci6 fluorimetrias kovetése soran kapott adatok kétlépéses, szekvencialis
mechanizmussal voltak leirhatéak (11. egyenlet).

K, (1—e )=k, -l—e™)

Intenzitds = A, -(1 - e’k"‘)+ A, -2 P 11. egyenlet
27 ™

ahol k; és k, a sebességi allandok, A, és A, pedig az id6gorbék gyors és lassi

szakaszaban bekovetkezé intenzitasvaltozasok.

ANS fluoreszcencia

A mérés alapja az, hogy az ANS — mivel nem specifikus modon kétédik a
molekulak hidrofob felszinéhez, és ezt fluoreszcencia jel valtozasa kiséri — alkalmas a
hataroztam meg 350 = 4954 M 'em™ abszorpcios koefficiens segitségével [175]. A
renaturacié folyamatat a fentiekhez hasonldan inditottam el. A renaturacios elegyben az
ANS 200-szoros molaris feleslegben volt az IPMDH enzimhez képest. A gerjesztést
350 nm-en végeztem, mig a kinetikat 480 nm emisszios hullamhossznal kovettem. Mind
a gerjesztési, mint az emisszios rés 4 nm volt.

A mérési adatok a kovetkezd szekvencialis egyenlettel voltak illeszthet6ek:

Intenzitds = A, — A ‘(1 - eik"[)— A, - ks '(1 —e_k‘k'[)— llil '(1 _e_k:.t) 12. egyenlet
27 M

ahol A a kezdeti detektalhato intenzitds a renaturacié folyaman, mig a tobbi jeldlés

megfelel a mar korabban leirtaknak.

Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer (FRET)

Az IPMDH esetén Dean és Dvorak [139] megfigyelték a FRET jelenségét, mely
soran az IPMDH-ban 1év6é Trp(ok) és a kotdtt NADH molekula kozott fluoreszcencia
energia transzfer jon létre. Mivel a FRET a nativ enzim jellemzdje, ezért kialakulasanak

kinetikajaval kovetheté az IPMDH renaturacidja. A renaturacios elegyben az IPMDH
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12 pg/ml (0,16 uM), a NADH 12,5 uM, a MgCl, 3 mM, mig az IPM 0,6 mM
koncentracioban volt jelen. A Trp-okat specifikusan 295 nm-en gerjesztve, a NADH
410 nm-nél 1év6 emisszids maximumanal kovettem a FRET kialakulasat.

Mivel a FRET IPM jelenlétében alakul csak ki, segitségével az IPM kotohelyének
kialakulasarol is informaciot kaphatunk a renaturacié soran. Mindehhez kiilonb6z6 IPM
koncentracioknal kovettem a renaturaciot a fenti modszerrel, majd a kiilonb6zo adott
idopillanatokhoz tartozé intenzitas értékeket abrazoltam az IPM koncentracio
figgvényében. Az egyes gorbéket a 13. egyenlettel illesztve, megkaptam az IPM egyes
idépontokhoz tartozo disszociacios allandoit.

1

-C
| = —max_IPWM. 13. egyenlet
Ky +Cipn
ahol 7 a mért intenzitas, cipm az IPM koncentracidja, Ky a disszociacios allando, /imax
pedig a maximalisan elért intenzitas. A gorbeseregb6l meghatarozott Ky értékek a

szubsztrat kotddésének valtozasat jellemzik a renaturacio soran.

Fluoreszcencia anizotrépia

Gerjeszté fény hatasara a molekulak polarizalédnak, melynek mértékét szamos
tényez6 befolyasolja, igy pl. a dipolust hordozé molekula mérete, alakja, a gerjesztett
allapot életideje, a viszkozitds ¢és homérséklet. E tényezék ¢és a polarizacio

Osszefliggését irja le a Perrin egyenlet (14. egyenlet).

= (L + 1][1 + EJ 14. egyenlet
P 3 v

ahol, p a polarizacid, py a belsé polarizacid, T a gerjesztett allapot életideje, n a
viszkozitas, Va molekula térfogata, R az egyetemes gazallando, T pedig a hdmérséklet.
Mivel a polarizacio értékét a vizsgalt molekula térfogata, azaz mérete is érzékenyen
befolyasolja, a polarizacio valtozasanak kovetése a renaturacié soran informaciot adhat
arrol, hogy a dimerizacié milyen iddskalan kovetkezik be. A mérések soran sikban
polarizalt 275 nm hullamhosszsagli fénnyel gerjesztettem a molekula fluoreszcens
oldallancait, majd az emittalt fény fiiggbleges és vizszintes Osszetevéinek intenzitasat
(Iyv ¢és Iyn) detektaltam, melyb6l a polarizacio, ill. anizotropia értékek mar

szamolhatoak voltak.
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1,,—GI -
p="w Glyy ;= Iy =Gl 15. egyenlet
Lo+ Gl Iy +2-Gly,
ahol p a polarizacio, r az anizotropia, G = Iyv / Iun, pedig az adott miszerre jellemz6
faktor. Az els6 index a gerjesztési, a masodik pedig az emisszids polarizator helyzetét

jeldli.
4.2.8. Molekularis grafikai analizis

A hostabilitds tanulmanyozasahoz hasznalt IPMDH szekvencidk a Swissprot
adatbazisbol szarmaznak. A keresés eredményeképpen 272 szekvencia allt
rendelkezésemre, 233 szarmazott baktériumbol, mig 39 eukariotabol és archeabol. A
272 szekvenciat a CLUSTALW program segitségével rendeztem Ossze. 95 %-os
azonossagot tekintve 46 oldallanc adodott konzervativnak. A hdstabilitas lehetséges
okét keresve a szekvencidkat 3 csoportba rendeztiik. fgy nyolc adddott termofilnak
(néhany hipertermofil, mérsékelten termofil ill. redundansan el6forduld termofil
szekvenciat nem tekintve), 243 mezofilnak ¢és 7 hidegkedvelonek. Az egyetlen
hidegtiir6 szekvenciat, a Vib IPMDH-t is ebbe a kategoriaba soroltuk be. Azért, hogy az
egyes csoportokban Osszehasonlithatd szamu szekvenciaval dolgozhassunk a mezofil
csoportbol csak a mar térszerkezettel rendelkez6 IPMDH-kat, ill. néhany olyan
szekvenciat tartottunk meg, mellyel korabban mar mutacios vizsgalatokat végeztek. Az
igy kapott 8 mezofil szervezet jol reprezentalja a teljes csoportot. A harom kiilonb6z6
héstabilitasi  csoport tanulmanyozasaval kivalasztottunk 27 nem konzervativ
oldallancot, melyek csoporton beliil jellegiikben hasonldk, de eltérnek az egyes
csoportok kozott. A hasonldsag alapjanak a pK-t, polaritast, hidrofobicitast, méretet és
alakot (alifas vagy aromas) tekintettiik. Ezen kiviil megvizsgaltunk még néhany egyéb
nem konzervativ oldallancot is, melyeknek mutacios kisérletek alapjan szerepe lehet a
hostabilitds  kialakitdsaban. A  konzervativ és nem konzervativ oldallancok
kolcsonhatasainak  feltérképezéséhez a Tt (1XAA, 1HEX), Ec (1CM7)
kristalyszerkezetét és a Vibrio IPMDH homolégia modelljét hasznaltuk, melyhez az
INSIGHTII (Byosim/MSI, San Diego, CA) program nyujtott segitséget. A H-hid
kotéseket 3,5 A, a hidrofob kolesonhatasokat 4,5 A, az ionos kolcsonhatésokat pedig 4,0
A-ig vettiik figyelembe.
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4.2.9. Kontaktusrend meghatiarozasa

A kontaktusrend a nativ topologia Osszetettségét jellemzi a szekvencidban tavol
1évé oldallancok kozott kialakult kolcsonhatasok segitségével. A kilenc ismert
térszerkezet IPMDH-ra (ld. 14. tablazat) a relativ és az abszolut kontaktusrend

kiszamitasa az alabbi képletek alapjan tortént [176]:

N
Relativ CO: ﬁZALU 16. egyenlet

N
Abszolut CO: %ZALU 17. egyenlet

ahol N a kolcsénhatisok szama (6 A tavolsagon beliil), L a fehérje aminosavainak

szama, AL;; pedig a két kolcsonhato aminosavat elvalaszto aminosavak szama.
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5. EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK

5.1. A térszerkezet Kkialakulas és felbomlas kapcsolata a hostabilitassal

5.1.1. Egyensulyi vizsgalatok

Az IPMDH-val korabban végzett kisérletek alapjan nem volt egyértelmii, hogy a
kiillonb6z6 héstabilitast IPMDH-k térszerkezete azonos vagy eltéré mechanizmus
szerint alakul-e ki. A Tt IPMDH térszerkezetének kialakuldsa, ill. felbomlasa
egyenstlyi mérések alapjan inkabb kétallapoti modellt kovetett, de haromallapota
mechanizmussal is leirhatd volt. Az Ec IPMDH kisérleti adatai csak haromallapoti
mechanizmussal voltak leirhatoak. Kérdésként meriilt fel, hogy a térszerkezet kialakulas
mechanizmusa €s a hdstabilitas kozott van-e valamilyen Osszefliggés, vagy az Osszes
IPMDH térszerkezete azonos modon alakul ki. A kérdés eldontésére a termofil és
mezofil IPMDH mellett megvizsgaltam a hidegtiiré Vib IPMDH viselkedését is az
egyensulyi denaturacios-renaturacios folyamatokban.

A harom kiilonb6zé hoéstabilitast [IPMDH-t  kiilonb6z6 koncentracioji urea
jelenlétében denaturaltam ¢és CD-, ill. fehérje fluoreszcencia spektroszkopia
segitségével, valamint ureagradiens gélelektroforézissel kovettem a folyamatokat. Az
clobbieket az tette lehetévé, hogy a nativ és denaturalt IPMDH spektralis tulajdonsagai
jelentds mértékben kiilonboznek egymastol (11A és 11B abrak).
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11. 4bra Az IPMDH spektralis tulajdonsagai A Tt (fekete), Ec (zold) és Vib (piros) IPMDH enzimek
nativ (folyamatos vonal) és 8,5 M urea jelenlétében denaturalt (szaggatott vonal) allapotainak tavoli UV
CD- (A) és fehérje fluoreszcencia spektroszkopiaval (B) regisztralt spektrumai. A CD spektroszkopiai
méréseknél mg/ml (16 uM), a fluoreszcencia spektroszkopia esetén 12 pg/ml (0,16 pM) volt az enzim
koncentracidja. A nativ enzimek fluoreszcencia intenzitas maximumat fiiggéleges vonallal szemléltettem.
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A harom kiilénb6z6 IPMDH spektrumait kiilonb6zé szinekkel jeldltem ¢és a
tovabbiakban is ezt a szinkodot fogom alkalmazni. A harom enzim nativ CD spektruma
igen hasonlo, mely az IPMDH erésen konzervalt masodlagos szerkezeti elemeibdl, ill.
azoknak a haromdimenzios szerkezetben vald elrendez6désébdl adodik. A 8,5 M
ureaban inkubalt IPMDH enzimek spektruma a teljesen denaturalt fehérjékre jellemz6.
A nativ IPMDH-k fehérje fluoreszcencia spektruma (11B abra) — a CD
spektroszkopiaval ellentétben — kiilonbozik egymastol. Mindezt eltéré Trp tartalmuk
magyarazza. Mig az Ec és Vib IPMDH alegységenként csak két Trp oldallancot
talalhato (12. abra). igy a Tt enzim nagyobb fluoreszcencia intenzitassal rendelkezik,
valamint a maximalis intenzitashoz tartozé hulliamhossz (Amax) is @ magasabb értékek
felé tolodik el (335 nm-r6l 342 nm-re), mely a Trp oldallancok eltéré kornyezetével
magyarazhat6. A denaturacio folyamatat nagy mértékil intenzitas csdkkenés, valamint a

Amax Magasabb hullamhosszak felé valo eltolodasa kiséri.

Domén 1

12. abra A Trp oldallincok elhelyezkedése a Tt, Ec és Vib IPMDH-ban A hirom kiilonb6z6
hostabilitast enzim egy-egy alegységét a korabban mar bevezetett szinekkel mutatom be. A Trp
oldallancokat gdmb-palcika modellel jel6ltem.

Az egyensulyi mérések soran kiilonb6z6 urea koncentraciok jelenlétében, megvarva
a denaturacioés egyensulyi allapot bedlltat, regisztraltam a CD- ¢és fluoreszcencia
spektrumokat. A kisérleti adatok értékelését a Modszerek 4-8. sz. egyenletei alapjan
végeztem. A kapott eredményeket a 13. abran, ill. az egyes folyamatokat jellemzd
paramétereket a 9. tablazatban mutatom be. A Tt IPMDH esetén egyértelmiien egyszeri
kétallapotu atmenet volt megfigyelhetd, mig az Ec és Vib enzimeknél intermedier

allapot jelenlétére kovetkeztethetiink a kozti urea koncentracioknal (13. abra).
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13. abra Tt, Ec és Vib IPMDH egyensulyi denaturiciéja CD spektroszképiival (A) és Trp
fluoreszcenciaval (B) kovetve A fehérje koncentracio 1 mg/ml volt a CD-, valamint 6,5 pg/ml volt a
fluoreszcencia spektroszkopia esetén. A Tt (fekete), Ec (z6ld) és Vib (piros) mintakat kiilonb6z6 urea
koncentraciok mellett inkubaltam 60, 36, ill. 12 6ran at. A CD spektrum valtozasat 220 nm-en kovettem.
A Trp fluoreszcencia esetén a gerjeszté fény hullimhossza 275 nm volt, az emissziot 330 és 360 nm
kozott regisztraltam.

Az egyensulyi atmenethez tartozd urea koncentraciok (cysg) mindkét modszer
esetén jol tiikrozik a stabilitasbeli kiilonbségeket, bar a mérési bizonytalansagbol
adodoan kisebb eltérések megfigyelhetéek. A 0 M urea koncentraciora extrapolalt
szabadentalpia valtozas értéke AG® mind a mezofil Ec, mind a hidegtiiré Vib enzim
esetén (itt a részfolyamatok 0sszege szamit) joval magasabb a termofil enziménél. Tehat
az adatok a Vib enzimre is kiterjesztik a 2.3.5.2. fejezetben ¢s a 4. abraval kapcsolatban
mar targyalt mechanizmust. Egyrészt, a Tt IPMDH szerkezete nem a denaturdcios

szabadentalpia valtozas novelésével stabilizalodik, hanem ez a fiiggvény kevésbé

érzékeny a homérseklet valtozasara [129]. Masrészt, bar a hidegtliré Vib és mezofil Ec

9. tablazat A Tt, Ec és Vib IPMDH-k egyensilyi denaturaciéjat jellemz6é paraméterek cys) az
egyensulyi atmenethez tartozo urea koncentracio, m egy aranyossagi tényez6, mely a denaturalt fehérje
oldoszernek valo nagyobb kitettségét tiikrozi, AG” a denaturacios szabadentalpia 0 M uredra extrapolalt
értéke

IPMDH Médszer cuso (M) m (kJ) AG" (KJ) AG° (kJ)
1. [ 2 1. [ 2 L. ] 2 1. +2.
Tt CD 4,13 39 47,2 47,2
Fluoreszcencia 4,55 5,5 63,4 63,4
Ee CD 2,18 | 4,65 | 10,3 | 7,6 | 54,6 | 66,1 120,7
Fluoreszcencia | 1,99 | 4,28 | 17,8 | 4,1 | 47,6 | 29,6 77,2
Vib CD 1,32 | 386 | 45 | 59 | 37,0 | 52,8 89,8
Fluoreszcencia | 1,50 | 3,81 | 234 | 2,6 | 71,1 | 21,7 92,8

61



enzim AG" értékei nagyon hasonloak, az Ec IPMDH a Vib enzimhez képest nagyobb
szerkezeti stabilitasat — a 4. abran bemutatottaknak megfeleléen — feltehetéen szintén
azon homérséklet tartomany kiszélesedésével éri el, ahol az enzim még stabil
szerkezettel rendelkezik. Erdekes, hogy az Ec és Vib enzimek miikodésének optimalis

homérsékleti tartomanya azonos, bar hdstabilitasuk eltéré. Ez feltehetden azzal fiigg

Ossze, hogy a hidegtiird enzim aktivitisa minden homérsékleten meghaladja a mezofil
Ec IPMDH aktivitasat [164].

A

14. abra Tt (A, B), Ec (C, D) és Vib (E, F) IPMDH ureagradiens gélelektroforézise Az A, C, E és F
abra a denaturaciot, mig a B és D dbra a renaturaciot mutatja be. A gélre 30 pg IPMDH-t vittiink fel,
kivéve az (F) abrat, ahol 3 pg volt az enzimmennyiség. Az E és F abra esetben a fehérje kimutatasara
eziistfestést hasznaltuk. A Tt enzimet (A) gélen valé denaturacidja eldtt 36 oran keresztiil kiilonboz6 urea
koncentracioknal inkubaltuk. Az Ec és Vib enzimnél (C, E és F) a denaturacio az elektroforézis alatt
megtortént. Az urea koncentracidja a gélben balrél jobbra haladva 0 és 8 M kozétt linearisan valtozott.
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A spektroszkopiai modszerek mellett az egyensulyi folyamatok megértéséhez
hasznos ¢s kell6 érzékenységli eszkoz a gélelektroforézis is, mely segithet az egyes
fehérje konformacios, ill. oligomerizacios allapotok elkiilonitésében és az atmeneti
allapotok analizisében, annak ellenére, hogy a fehérje konformacio és elektroforetikus
mobilitdas kozotti Osszefliggés igen bonyolult. A mobilitas tulajdonképpen a nativ
szerkezetre jellemzé kompaktsaggal aranyos, igy annak elvesztésével fokozatosan
csokken. A Tt IPMDH esetén az ureagradiens gélelektroforézis megerdsitette a
spektroszkopias modszerekkel kapott eredményeket, azaz egyetlen éles atmenet lathatd
a nagy mozgékonysaggal rendelkezd, feltekeredett, kompakt szerkezetii dimer és a
kitekeredett denaturalt monomer allapot kozott, mind a denaturacio (14A abra), mind a
renaturacié (14B abra) esetén. Tehat ez a modszer is a denaturacios intermedier hianyat
mutatta a termofil Tt IPMDH enzimnél. Az Ec (14C és D) és Vib (14E és F) enzimeknél
az atmenet széles urea koncentraciotartomanyban kovetkezik be, Osszhangban az
atmeneti urea koncentrdcidknal megjelend intermedier allapot jelenlétével. Annak
ellenére, hogy magas fehérje koncentracional az érzékenyebb Vib enzim aggregalddik
(14E abra), egyértelmiien elmondhato, hogy a fehérje denaturacidja (kompaktsaganak
akarcsak a renaturacio folyaman az asszociacio és dimerizacio folyamata.

Bar a termofil Tt IPMDH denaturacidja az egyensulyi mérések szerint, az Ec és Vib
enzimekhez hasonlitva latszolag egyszerlibb mechanizmussal zajlik, az analizis
teljességéhez, ill. a mechanizmus hdstabilitassal vald Osszefiiggésének megismeréséhez
a denaturacio és renaturaci6 folyamatainak idében valo kovetése és kinetikai analizise is

sziikséges.

5.1.2. Kinetikai vizsgalatok
5.1.2.1. Kiilonbozé héstabilitasu IPMDH enzimek denaturdcios kinetikdja

A nativ IPMDH enzimeket 8,5 M ureat tartalmazo pufferbe keverve a fehérjelancok
kitekeredése azonnal elindul, mely folyamatot kiilonb6z6 moédszerekkel kovettem. A
11. abran bemutatott spektralis valtozasok alapjan a tavoli UV CD spektroszkopia (15A
és E abra) segitségével a masodlagos szerkezeti elemek eltiinését figyelhettem meg, mig
a fehérjében 1évo fluoreszcens oldallancoknak, mint pl. a Trp vagy Tyr kdszonhetden a

fehérje harmadlagos szerkezetének valtozasai is kovethetévé valtak (15B és F abra).
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15. abra A Kiilonb6z6 héstabilitasi IPMDH enzimek denaturacios kinetikajanak osszehasonlitasa A
Tt (fekete), Ec (zold) és Vib (piros) IPMDH enzimek denaturacios kinetikajat a szubsztrat (0,25 mM
IPM, 0,35 mM MnCl,) tavol- (A—D) és jelenlétében (E—H) is kovettem CD- (A és E), fluoreszcencia
spektroszkopia (B és F), tiol-csoport hozzaférhetdség (C és G) és az enzim aktivitas mérés (D és H)
segitségével. A fehérje koncentraciok 0,1 mg/ml (1,6 uM) (A ¢és E), 0,01 mg/ml (0,16 uM) (B és F), 0.44
mg/ml (5,9 uM) (C és G) és 0.7 mg/ml (11 uM) (D és H) voltak. A kisérleti adatok egy exponencialis
egyenlettel illeszthetéek, az igy kapott sebességi allandokat a 10. tablazatban foglaltam 6ssze. A C és G
abrakon a pont-vonal a denaturalt Ec IPMDH reakcidjat mutatja be a DTNB-vel, mig a nativ Ec enzim
gyorsan elreagél tiol-csoportjainak modositasat a szaggatott vonal jel6li.
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Lathato, hogy a CD spektrum eltiinése, ill. a fluoreszcencia intenzitds csokkenése
viszonylag lasst folyamat, féként a Tt, de az Ec enzim esetén is. A folyamat Iényegében
a masodlagos szerkezeti elemek eltiinését, ill. a fluoreszcens oldallancok kérnyezetének
valtozasat tiikrozi a fehérje kitekeredése soran. A fehérje szerkezetének felbomlasat a
denaturacio  soran felszinre keriild ciszteinil oldalliancok DTNB-vel valo
reakciokészségének vizsgalataval is tanulmanyoztam az Ec és Vib enzim esetén. Ezen
oldallancok nagy része a nativ allapotu fehérjemolekulak belsejében eltemetve
helyezkednek el (16. abra). A 15 C abran szaggatott vonal jelzi a nativ allapoti Ec
enzim molekula felszinén elhelyezkedd (2 mol/modl alegységenként) tiol-csoportok
DTNB-vel vald gyors reakciojat, mely kb. 1 percen beliil befejezédik. A denaturacio
soran a tobbi eltemetett tiol-csoport is felszinre keriil és a denaturacid sebességéhez
képest igen gyorsan, gyakorlatilag azonnal elreagal az alkalmazott DTNB koncentracio
mellett. Igy a modositas sebességét a fehérjemolekula kitekeredésének sebessége szabja
meg, ez kovethetd az idégorbéken (15 C és G abra). A Tt IPMDH molekuldja egyaltalan
nem tartalmaz Cys aminosavakat, tehat itt ez a modszer nem alkalmazhat6 a denaturacio

kovetésére.

Domén 2 Domén 1

16. abra A ciszteinil oldallancok elhelyezkedése az Ec és Vib IPMDH enzimekben Mind az Ec (z61d),
mind a Vib (piros) enzim egy alegységét tiintettem fel gémb-palcika modellel kiemelve a ciszteinil
oldallancok helyzetét. Az Ec IPMDH-ban molonként 6, a Vib enzimben molonként 2 ciszteinil oldallanc
talalhato.

Tovabbi lehetdség a denaturacid vizsgalatara az aktivitas elvesztésének kovetése
(15D ¢és H abra), hiszen a kitekeredett fehérje mar nem képes funkciojat ellatni.
Természetesen az aktivitdsmérés denaturdld koriilmények kozott (8,5 M urea) nem
lehetséges, de mivel a renaturacio is id6t igénylé folyamat (ld. alabb) a 8,5 M urea
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tartalmi denaturacios elegybdl vett mintat az aktivitds-mér6 reakcio elegybe keverve (és
ezaltal az urea koncentraciojat kelléen csokkentve) a mért kezdeti sebességek kelld
realitassal tiikrozik a denaturacié adott idépontjaban az enzim aktivitasat.

A denaturacio kovetésére alkalmazott mindegyik modszerrel azt kaptam, hogy a
fehérje letekeredése egyszerd, elsérendii folyamat. A kisérleti adatok illesztésébol
szarmaz$ sebességi allandok szintén nem fiiggenek a vizsgalat modszerét6l (10.
tablazat). Mindez azt jelenti, hogy a fehérje molekula kiilonb6z6 régioi, ill. a masod- és
harmadlagos szerkezeti elemek egymassal parhuzamosan bomlanak fel a denaturacio
soran.

10. tablazat A Kkiilonb6z6 hostabilitasi IPMDH-k denaturiciéjanak sebességi allandoi (perc-1) A

sebességi allandokat a 15. abran feltiintetett mérési adatok egy exponencilissal torténd illesztésével
kaptam.

Enzim | Mo*tpm | Laveli-UV Fehérje |\ ytivitas Tiol-
CD fluoreszcencia reaktivitas
Tt - 0,015+ 0,003 0,013 £ 0,002 0,010 £ 0,003
+ 0,013 + 0,002 0,012 + 0,002 0,009 + 0,002
E - 0,14+ 0,05 0,14+ 0,06 0,077 £ 0,026 0,140 + 0,06
c
+ 0,023 + 0,004 0,021 + 0,003 0,015+0,003 | 0,017 + 0,003
. - >10 >10 >10 >10
Vib .
+ 0,12 +0,04 nincs adat 0,100 + 0,03 0,087 + 0,033

* A Tt IPMDH nem rendelkezik tiol-csoporttal.

A kiilonbozé hdstabilitasu  IPMDH enzimek denaturacidjanak sebességét
Osszehasonlitva azt is megallapitottam, hogy a hdstabilitas novekedésével a denaturacié
sebessége csokken. Minél stabilabb az IPMDH molekula, annal tobb id6 sziikséges a
fehérje szerkezetének felbontasahoz. A denaturacio féléletideje 1 ora, néhany perc és
néhany masodperc volt a termofil, mezofil ill. hidegkedveld IPMDH-ra nézve.

Az IPMDH denaturacié folyamatat szubsztratok jelenlétében is tanulmanyoztam.
Ennek soran kovettem a mikodd terner komplex (IPMDH*NAD*MnIPM), a nem
miikodo terner komplex (IPMDH*NADH* MnIPM) és az egyes szubsztratokkal kiilon-
kiilon alkotott binér komplexek denaturacios kinetikajat is. A terner komplexek és a
Mn*IPM binér komplex esetében a denaturacio sebessége jelentdsen csokkent, mig a
NAD és NADH molekulanak énmagaban semmilyen hatdsa nem volt a sebességre.
Tehat a Mn*IPM 6nmagaban felelés az IPMDH lassabb denaturacidjaért, vagyis védi a
fehérjét a letekeredés ellen. Mindezt feltehetben az enzim szerkezetének

stabilizaciojaval éri el, melyet az 5.1.3.1. fejezetben részletesen targyalok. Rendkiviil
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érdekes hogy ez a védelem eltérd mértékii a harom kiilonboz6 hdstabilitdsi enzim
esetén (11. tablazat).

11. tablazat A szubsztratok védé hatasanak mértéke a kiilonboz6 héstabilitisa IPMDH-k esetén

Szubsztrat Atlagos sebességi alland6 (perc’l)
tavol- (-) és
jelen- (+) léte Tt Ec Vib
— Mn*IPM 0,013 0,120 >10
+ Mn*IPM 0,011 0,019 0,100
— Mn * IPM
+ Mn < IPM 1.2 6.3 > 100

A legstabilabb Tt IPMDH esetén a Mn*IPM szubsztrat védé hatdsa a denaturacidval
szemben minimalis, a mezofil enzim esetében nagyobb hatast tapasztalunk, mig a
hidegkedveld, legkevésbé stabil Vib enzim denaturacidja jelentdsen lelassul. Tehat az
eleve nagy stabilitassal és rigiditassal rendelkezé Tt IPMDH esetén (melyet fiiggetlen
H-D kicserélddési mérések bizonyitottak [113]) a szubsztrat jelenléte mar nem vezet
jelentds tovabbi stabilizaciohoz a denaturacié folyaman, mig a nagyobb flexibilitasu Ec

¢és Vib enzim [164] esetében erre lehetdség van.

5.1.2.2. Kiilonbozé héstabilitasu IPMDH enzimek renaturdcios kinetikdja

A denaturacio kinetikdjanak kovetéséhez alkalmazott modszerek alkalmasak a
renaturacié tanulmanyozasara is. Tavoli UV CD spektroszkopiaval kovetve a
renaturacié folyamatat (16A abra) mar a miiszer mérési holtidején (kb. fél perc) beliil a
reakcié 90%-a lejatszodik, mely arra utal, hogy a masodlagos szerkezeti elemek mar
igen koran kialakulnak. A maradék kb. 10 %-a a nativ szerkezetnek mar sokkal
lassabban alakul ki. A folyamat Osszetett jellegébdl intermedier képzodésére
kovetkeztethetiink.

A fluoreszcens festék ANS-t kiterjedten alkalmazzak denaturaciés intermedier
allapotok kimutatasara [174, 177]. Az IPMDH esetén sem a nativ, sem a denaturalt
fehérje nem alakit ki kolcsonhatasokat az ANS-sel, igy fluoreszcencias jelet sem
szolgaltatnak. Ezzel szemben az ANS ko6t6dik az IPMDH intermedieréhez és ezaltal az
jellegzetes fluoreszcencias jelet ad (17B abra, idskala kezdete). fgy valik lehetévé a
térszerkezet kialakulas folyamatanak kovetése ANS fluoreszcencia segitségével. A
renaturacios kinetika elején hirtelen, nagy intenzitds novekedés figyelhetd meg a
denaturalt allapothoz képest (ez feleltetheté meg a gyorsan kialakuld intermediernek),
melyet lassu csokkenés kovet a nativ allapot eléréséig (17B abra). A nativ allapot a
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denaturalthoz hasonldéan nem koéti az ANS molekulat. A hirtelen intenzitas novekedés a
renaturacios folyamat elején egy ,,molten globula” szeri intermedier kialakulasat sejteti,
melynek laza globularis szerkezetében a masodlagos szerkezeti elemek nagy része mar
kialakult (1d. tavoli CD spektroszkopiai mérések), de még nem rendelkezik harmadlagos
szerkezettel. A renaturacié idogorbéjét nem lehetett egyetlen exponencialis egyenlettel
leirni, a kisérleti pontok illesztéséhez elsérendli, szekvencidlis mechanizmus
feltételezése volt sziikséges. Ez a renaturacié folyamatanak osszetettségét jelzi, azaz a
fehérje intermedier(ek)en keresztiil éri el nativ szerkezetét. Az illesztések soran kapott
sebességi allandokat a 12. tablazat tartalmazza. Az eredmények a harom kiilonb6z6
héstabilitasi [IPMDH-ra igen hasonloak, azaz az ANS fluoreszcencia csdokkenése azonos

id6skalan zajlik, néhany perces felezési idovel.
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17. abra A kiilonb6z6 héstabilitasi IPMDH enzimek renaturacios kinetikajanak 6sszehasonlitasa A
Tt (fekete), Ec (z6ld) és Vib (piros) IPMDH enzimek renaturacios kinetikajat CD spektroszkopiaval 225
nm-en (A), ANS fluoreszcenciaval 480 nm-en (B), Trp fluoreszcenciaval 335 nm-en (C) és enzim
aktivitds mérés (D) segitségével kovettem. A fehérje koncentraciok 10 pg/ml (0,14 pM) (A), 6 pg/ml
(0,08 pM) (B ¢és D) és 12 pg/ml (0,16 uM) (C) voltak. A kisérleti adatok elsérendii, szekvencialis
egyenlettel illeszthetéek, az igy kapott sebességi allandokat a 12. tablazatban foglaltam ossze. A D dbra
kinagyitott részén a reaktivalas kezdeti szakasza lathato.
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A renaturaciéo folyamatanak Osszetettségét tamasztja alda a Trp fluoreszcencia
valtozasa is (17C abra). A gyors intenzitds novekedést, amely abszolut értékben a 3
enzimnél azonos, tovabbi sokkal lassabb ndvekedés koveti. A folyamat bifazikus jellege
szintén intermedier kialakulasara utal. A lassi novekedés a Tt enzim esetében joval
kifejezettebb, mint a Ec vagy Vib IPMDH-nal, melyet a Tt IPMDH molekulaban a
masik két enzimhez képest jelenlévo tovabbi Trp oldallanc magyaraz, mely az alegység
bemutatasra keriilé W152F mutans renaturacios kinetikaja is (25B abra). Tehat, az
IPMDH renaturaci6 lasst szakaszanak valtozasa tiikrozheti a két kar, igy a két alegység
kozott kialakulo nativ kdlesonhatasok 1étrejottét, mely feltehetéen bimolekularis 1épés.
Ezen feltételezés ellenérzésére kiilonbozé fehérje koncentracioknal (0,04-1,60 puM)
kovettem a fehérje fluoreszcencia valtozasat a lassu szakasz folyaman mindharom
IPMDH esetén, de nem tapasztaltam az idogorbék fehérje koncentraciotol valo fiiggését.
meghatdrozéd 1épés. Ez azonban még nem feltétleniil zarja ki a dimerizacio
bekovetkezését e szakasz alatt. Lehetséges, hogy egy még lassabb intramolekuldris
izomerizacids 1épés hatarozza meg mind a dimerizacio, mind a renaturacié sebességi
allandojat.

A reaktivalas kdvetése a renaturacié folyaman tovabbi bizonyitékot szolgaltatott az
intermedier képzodésére. Mindharom IPMDH esetén egy érdekes jelenség volt
megfigyelhet: a kinetikak késleltetéssel vagyis ,,lag fazissal” indultak. Ez a Tt IPMDH
esetén volt a legkifejezettebb (17D abra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az
aktivitassal rendelkez6 enzimszerkezet kialakulasa szintén Osszetett folyamat, melynek
soran a reakciot még katalizalni nem képes, inaktiv intermedier keletkezik. Kiilonb6z6
fehérje koncentracioknal vizsgalva a reaktivalast itt sem talaltam fehérje koncentraciotol
val6 fliggést. Tehat itt sem volt kimutathato a dimerizacio, vagyis a bimolekularis 1épés
sebesség meghatarozo jellege az enzim aktivitdsanak visszanyerése soran. A mérési
eredményeket szekvencialis, elsérendli egyenlettel illesztettem és az igy meghatarozott

sebességi allandok a 12. tablazatban lathatoak.
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sebességi allandokat (k,, k;) a 16. dbran feltiintetett mérési adatok elsérendii, szekvencialis egyenlet
illesztésével kaptam meg. A reaktivalas mérése soran kapott adatok illesztésénél feltételeztiik, hogy az
intermedier nem rendelkezik enzimaktivitassal. A gyors szakaszra kapott sebességi allandok ovatosan
kezelenddk a nagy kisérleti hiba miatt.

. ANS Fehérje Aktivitds Tavoli UV CD
Enzim fluoreszcencia fluoreszcencia
ki ke ki ke ki ky ki k>

0,67+ | 0,12+ 0,11+ | 0,96+ | 026 0,20 +
Tt 0,13 0,01 =201 %02 0,20 005 | 720 003

076+ | 0,064+ 0,80 + 0,46 = 033+
Ec 0,10 0006 | 200 020 | T2 007 |7 o007

. 0,77+ | 0,064+ 023+ | 72+ | 037= 0,34+
Vib 15 10 0003 | 72 003 12 005 | 20| 006

A térszerkezet kialakulas folyamatat, szemben a denaturaciéval nem befolyasolta a
szubsztratok jelenléte. A harom kiilonbozé hdéstabilitasi IPMDH renaturdcios
kinetikdjanak sebességét Osszehasonlitva megallapithatd, hogy az enzimszerkezet
kialakulasa hasonl6 iddskalan zajlik (2-3 perces felezési idével), szemben a denaturacid

folyamataval, mely igen kiilonbozé a Tt, Ec és Vib IPMDH-k esetén.

5.1.3. A denaturacido és renaturacié Kinetikai adatainak értelmezése a

térszerkezeti adatok alapjan

5.1.3.1. A szubsztratok stabilizalo hatdsa a denaturdcio folyaman

Az IPMDH molekula denaturacidja soran kimutathaté volt a Mn*IPM komplex
védohatasa a fehérjelanc letekeredésével szemben. A Mn*IPM komplex ezt feltehetéen
az enzimszerkezet stabilizalasaval éri el, melyet a Tf IPMDH szerkezetében
tanulmanyoztam. A fehérjében 1évé 46 konzervativ oldallanc koziil (definicidjukat 1d.
Modszerek 4.2.8. fejezet) 11 vesz részt a Mn*IPM szubsztrat kotésében. Amint az 5. és
8. abrakon bemutattam, ezen oldallancok ot Kkiilonb6z6 szerkezeti elemben
helyezkednek el, igy a d, g és h a-hélixekben, valamint az F és G B-redékben. Tehat,
amint az [IPM kotddési modjat bemutatd abra is sugallja, ésszeriinek latszik feltételezni,
hogy a Mn*IPM pusztan kotédése altal stabilizalni képes ezen szerkezetei elemek
relativ térbeli helyzetét az IPMDH molekulaban.

Ezen felil az IPMDH szerkezetének stabilizalasban — masodlagos szerkezeti
elemek Osszetartisa altal — szamos mas konzervativ oldallanc is részt vesz, melyek

kozvetve vagy kozvetleniil kapcsolatban allnak szubsztrat koté aminosavakkal. E
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konzervativ aminosavakat, ill. az Gsszetartott
masodlagos szerkezeti elemeket a 13.
tablazatban tiintettem fel. A 18. abran néhany
érdekes stabilizalo kolcsonhatas lathato a Tt
IPMDH  kristalyszerkezetében. A 46
konzervativ aminosav-maradekbol a
masodlagos szerkezeti elemek Osszetartdsaban
25 aminosav vesz részt. A fennmarado 21
aminosav koziil vannak, melyeknek egyéb
konformacios szerepe van, ill. olyanok is
talalhatoak kozottiik, melyek részt vesznek a
koenzim  kotésében, de a masodlagos
szerkezeti elemek kozott nem alakitanak ki
stabilizalo kolcsonhatasokat. Néhany
konzervativ oldallanc szerepére azonban még
nem talaltunk magyarazatot.

Meg kell még emliteni, hogy az IPM
onmagaban, a fémion jelenléte nélkiil is képes
lassitani a denaturacié folyamatat, de ennek
mértéke joval kisebb, mint annak jelenlétében.
Mindez azzal magyarazhat6, hogy a fémion a
h és a g’ o-hélix-ekkel is kolcsonhatasokat

alakit ki (8A abra).

18. abra A Kkonzervativ oldallincok harmadlagos
szerkezet kialakitisidban betoltott szerepe A
konzervativ oldallancok kolesonhatésai egy alegységen
beliil (A, B), ill. a két alegység kozott (C) a Tt IPMDH
szerkezetében  vannak  bemutatva. Az egyes
alegységeket fekete (A-C), ill. kék (C) szalag diagram
jelképezi. A konzervativ oldallancokat a két domén
kozott régioban (A), a 2. doménben (B) és a két
alegység felszinén lila (A-C) ¢és narancssarga (C)
palcika modell jel6li. A konzervativ oldallancokkal
kolesonhatd  egyetlen nem konzervativ oldallanc
peptidmaradékat  sziirkével jeloltem. Az  atomi
kolcsonhatasokat szaggatott vonal jelzi. A Mn*IPM
kotésében résztvevé oldallancok aldhuzassal vannak
kiemelve.
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13. tablazat A konzervativ oldallincok szerepe az IPMDH harmad- és negyedleges szerkezetének
kialakitasaban és a szubsztrat kotésében A 46 konzervativ oldallancbol 25 esetében volt kimutathato a
harmadlagos szerkezet fenntartdsaban betoltott szerep. Azon aminosav oldallancok, melyek a Mn*IPM
kotésében (11 db) vesznek részt félkovérrel, melyek pedig a NAD kotésében (2db) dolt betiitipussal
vannak szedve. Az aposztrof a masik alegységbeli oldallancokat jeldli.

Konzervativ Kapcsolatban 1évé masodlagos szerkezeti elemek
Szerkezeti oldallancok (a zér6jelben 16v6 szamok a Tt IPMDH-ra
egyseg Tt Ee  Vib vonatkoznak, de ugyanezen kapcs?latok az Ec és Vib
enzimre is jellemzdek)

D 9 13 11

G |12 16 14 | PBB(D9)PC(G73)>NAD-koté hurok(S275)
Domén 1 E 14 18 16

G |7 77 s NAD-k6t6 hurok(281:N,283:N)<>aa(E14)

S | 275 286 283

R |94 99 96

N 102 107 104

| R | 104 109 106 BE(S259)<>(N102)BF(R104)<>ath(D245)

Imerré‘gi’g’en D |245 255 252

S 259 269 266 @i(S293)<>BD(E270)<>0d(R94)

E | 270 281 278

S 293 304 301

R | 132 138 134

E | 133 139 135

Y | 139 145 141 ah(D241)>(R132)BG(E133)«>

Y 1157 167 164 ©PBLY157)af(W195)
Domen 2 112 i;g iig ig; ah(D241)IPM-kété hurok(Y139)<>ah(N237)

W | 195 205 202

N | 237 247 244 ae(R176)pH(231:0)

F 239 249 246

D | 241 251 248 ah(F239)pI(K185)

D | 245 255 252

K | 185 195 192 | gh (D241 wsag(D217)aBIK185)>af(V188)

V | 188 198 195
Alegység- D | 217 227 224 | gh’(D241°)>IPM-kt6 hurok(Y 139’ >BI(K185)

feluzin M | 221 231 228

Y |139° 145 141 IPM-kité hurok(Y 139" )>af(V188)

D [241° 251’ 248

D |245° 255 252’ | ah’(D245)e>0g(M221)

és dsszefiiggése a histabilitassal

Az Irodalmi attekintés 2.2.4. pontja alapjan még nem tisztazott, hogy milyen
Osszefliggés all fent a fehérjeszerkezet dsszetett jellegét leird kontaktusrend, a 1anchossz
¢és a renaturacio sebessége kozott. Kérdésként meriilt fel, hogy a nagyobb héstabilitas

egylitt jar-e a tavoli aminosavak kozotti kolcsonhatasok szamanak megnévekedésével,
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vagyis a kontaktusrend névekedésével parhuzamosan valtozik-e a héstabilitas, valamint
a kontaktusrend és a renaturacid sebessége kozott megfigyelheté-e valamilyen

Osszefliggés.

14. tablazat Kiilonb6z6 IPMDH-k relativ és abszoliit kontaktusrendjeinek meghatarozisa

Teljes molekula
Hé-
stabilitas® Szervezet PDB Lanc- Relativ Abszolut
hossz | kontaktusrend | kontaktusrend

Sulfolobus IwpwA 1-336 0,08455 28,41
HT tokodaii IwpwB 0,08457 28,41
Thermotoga |y yica | 1354 | 0,07592 26,87

maritima
T Thermus Ixaa 1.345 0,07533 25,99
thermophilus lhex 0,07525 25,96
L .| lem7A 0,07806 28,33
Escherichia coli lem7B 1-363 0.07921 2875
Salmonella lcnzA 1-363 0,07821 28,39
typhimurium lenzB 0,07791 28,28
Thiobacillus 1a05A 1-358 0,07484 26,72
M ferrooxidans 1a05B 0,07485 26,72
Bacillus 2ayqA 1356 0,07411 26,38
coagulans 2ayqB 0,07568 27,01
1w0dA 0,08610 28,93
Mycobacterium | 1w0dB 1.336 0,08354 28,07
tuberculosis 1w0dC 0,08646 29,05
1w0dD 0,08492 28,53
o 1vibA 0,07564 27,23
P Vibriosp- 151y ipp | 15390 | glo7561 2721

“HT, T, M, P a hipertermofil, termofil, mezofil és pszihrotrof szervezeteket jeloli.

Ezen kérdések eldontésére a kilenc ismert térszerkezetli IPMDH esetén
kiszamitottuk mind a relativ, mind az abszolut kontaktusrendeket, melynek eredményei
a 14. tablazatban lathatoak. A kiszamitott kontaktusrendek gyakorlatilag megegyeznek a
kiilonb6z6 hostabilitasa IPMDH enzimekre, tehat ezen adatok alapjan nem figyelhetd
meg Osszefliggés a hostabilitdas és a kontaktusrend kozott. Az altalunk vizsgalt Tt
IPMDH lanca valamivel rovidebb (345 aminosav), mint a termofil (358 as), mezofil
(360 as), ill. hidegkedveld (361 as) 8 tagu csoportok atlagos lanchosszai, mely alapjan
varhato lett volna, hogy gyorsabban alakuljon ki a szerkezete [88, 125], de a kisérleti

eredmények ezt nem tamasztottak ala. Eredményeink azonban nem mondanak ellent,
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bar nem is tamasztjak ala azt a feltételezést, miszerint a kontaktusrend ¢és térszerkezet
kialakulasi sebesség Osszefliggenek, hiszen azonos kontaktusrend esetén, azonos
térszerkezet kialakulas sebességet tapasztaltunk. A sajat, valamint az irodalmi adatokat
tekintve elmondhato, hogy a kontaktusrend, a stabilitas és a térszerkezet kialakulas
sebessége kozotti Osszefliggés nem egyértelmii és tobb esetben fehérjétdl fliiggden
valtozik. Altalanos kovetkeztetés levonasahoz tovabbi tobb doménbél, ill. alegységbél

allo, kiilonbozo hostabilitasu fehérje vizsgalata lenne sziikséges.

5.1.3.3. Az eltérd héstabilitasért felelds szerkezeti kiilonbségek

A harom kiilénboz6 héstabilitast IPMDH denaturacidja kiilonbdzé i1ddskalan
torténik, azaz minél nagyobb stabilitasi az enzim, annal tobb id6 sziikséges a fehérje
lancanak letekeréséhez. A jelenség magyarazatara a Tt, Ec és Vib IPMDH nem
konzervativ oldallancai kozotti kapcsolatokat hasonlitottam Ossze, melyek eltérése a
hostabilitasbeli  kiilonbségeket okozhatja. A kivalasztott 27 nem konzervativ
aminosavbol 16 esetében volt tisztan kimutathat6 a kapcsolat az atomi kdlesonhatasok
és a hostabilitas kozott. Ezeket az aminosavakat tiintettem fel a 15. tablazatban. A nem
konzervativ oldallancok stabilitasban betoltott szerepét szamos, mar az irodalmi
attekintésben targyalt (2.3.5. fejezet) mutacios kisérlet is alatamasztja (1d. 15. tablazat).

A szerkezeti Osszehasonlitas soran az IPMDH molekula harom nagy régidja volt
elkiilonithetd, melyek a kiilonboz6 héstabilitasért felel6ssé tehetdek. Az elsd régid a
Domén 1, mely Osszetartja az aa, ai, o és ok szerkezeti elemeket (19A abra) éppugy,
mint az aa és BA masodlagos szerkezeti elemeket is (19C abra). Ezen régio — ahol a
konzervativ oldallancok stabilizald hatasa kevésbé jelentds — tartalmazza a
polipeptidlanc N- és C-terminalis részét is, melynek stabilizacioban bet6ltott szerepét
mutacios analizisek is alatamasztjak [162, 163]. A szekvencidban tavol elhelyezkedd
aminosavak kozotti stabilizalé kolcsonhatdsok mellett, a kozeli aminosavak kozotti
kolcsonhatasoknak is jelentds szerepe van a szerkezet stabilitdsdnak fenntartasaban,
mint pl. az ac el6tti hurok stabilizalasa esetén (19D abra). A Domén 2 régioban csak

néhany nem konzervativ oldallanc stabilizald szerepét sikeriilt kimutatni (19E abra).
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15. tablazat A nem konzervativ oldallincok szerepe az IPMDH-k eltéré szerkezeti stabilitisaban A termofil, mezofil és pszihrofil IPMDH csoportok dsszehasonlitasaval
kwalzszton 27 nem konzervativ oldallanc (Id. Anyagok és Modszerek fejeze\) kozil csak azon 16 aminosav van feltiintetve, melyek a grafkm analizis alapjan is

i vannak a hostabilita Kaziiliik 6t oldalla k (53, 58, 82,126 ¢és l90aTl szamozasa alapjan) mutacios analizissel is a stabilizal6 szerepét.
Tovabbi 9 olyan oldallancot tiintettem fel, melyek mutacios kisérletek alapjan ili de nem Thet6 hostabilitas és az oldallinc
kémiai természete kozott. A nem konzervativ oldallancnak megfeleld aminosavak lermeszete a 8-8 tagl termofil, mezoﬁl és pszlhmﬁl csoportokban zarojelben vannak
feltiintetve.

A kiilsnbz8 héstabilitasi IPMDH csoportok alapjén kivélasztott ) e o
ook nem konzervativ oldallancok 'Az ovldallarrxlct ) Avkulonggzo hvos!tablllfas szic(rkezlglllalapi(al
zerk. viltozdsa . és az abban résztvevd szerkezeti elemel
egység Termofilok Mezofilok Pszi a csokkend hostabilita Hiv (Tt, Ec és Vib szerkezetének
- irinyiba ssszehasonlitisabol)
Tt Ec Vib*
(1A, 1S, 1Q, (A, 1T, 1D, GA IV, 1L, e
EI7 | 98 im) T21 8) A Toltstt—>Hidrofoh o
(1Q, 2D, 2R, - . Stabilizicié az aa-n beliil és az aa és BA
R2413K) D28 | (UT.3D.4K) | N26 | (IV,5N.2D) |  Toltste—>Poldros elemek kozott a Tt szerkezetben (19C dbra)
(11, 3F, 2Y, (3L, IM, IF, Oldallanc térfogatanak
Y36 | Swy T40 | T,1C,5F) | L38 TT.2R) o —
L26 (111;* Aa2L 1 y3g | (1A, 6V, 1) | A28 | (1A, 6V, IL) | Lénchossz csokkenése [11653]* Stabilizicio a Tt és e szerkezetben az oa
és az ai, @, valamint az ok kapcsolatan
V311 | (4V, 4) 1322 | @V, 41 B19 | @) Linchossz novekedése — keresztiil (19A 4bra)
5 |E21 | (4Q.4B) E332 (1]6\'32158)' Q| o329 (225"1']{‘;' 2Q | Az ionos kélesonhatss Stabilizicio ionos (Tt), ill. H-hid
g : : losziniiségének [101] kitésekkel (Ec) az aij és ok kozott
] (1A, 1L, 2H, (A, 11, 1F, (A 1Y, 1Q et f
H343 1E, 3K) Y358 2V, 1K, IR) A356 IR, 2K) csokkenése (19A abra)
Oldallénc térfogaténak
F53 | (4L,3F, 1Y) | L57 (8L) LS55 (8L) Csﬁkke“éfe [146] Stabilizécio a Tt szerkezetben az oic és az
R58 | (4L, 4R) V62 (3V.4L.11) | L60 (1V, 5L, 2M) | Bazikussag csokkenése azt megeldz hurok k5zdtt (198 dbra)
(1G, 2P, 1W, (1G, 1A, 1S, - R Stabilizacio felszini toltések altal (csak a
RE2 | PE6 | 4p el P84 (5P, 3R) Toltoti—>Hidroféb [140] STIMGT Kiméra engimben)
(4A, IM, 1T, PP . A polaritas novekedése a hidrofob magban
a0 |58 Q301 | (1A,3T,4Q) | T298 | (4T,3Q, 1E) | Polaritds névekedése — edkont & stabilitiet o ca &5 of KsSil
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(1A, 2P, 18, (5P, 1S, 1E,
P110 | (7P, 1D) Q115 1E, 20, IN) P112 1K) (140,
Gl (2G, 28, 1P, Gll6 (2G, 1V, 1S, Q113 (1G,2A, 18, b 149, A BF végeén 1év6 Pro-Gly motivum noveli a
3Q) 1T, 2E, 1Q) 4Q) 159, rigiditast és ezért a Tt enzim stabilitasat is
o (V. 1L, 2K, (3L, 1S, 2E, (1A, 3V, 28, 161]
‘g El13 2E) El18 2K) Alls 1T, 1E)
] A BF ¢és BG, az ah ¢s BE, valamint ak és
L115 | (6A,2L) F120 (5A, 1D, 2F) | Al117 (6A, 1L, 1F) b [140] aj kozotti hurkok csak a Tt szerkezetben
vannak egymassal kapesolatban
(1G, 2A, 38 A BG és az ae-Bl kozotti hurkok
R177 | (1Q,6R, 1K) | R187 (2N, 5R, IK) | G184 IN le)‘ * | Bazikussag csokkenése — kapcsolata a Tt enzimnél er6s, az Ec-nél
’ enge és hidnyzik a Vib-nal (19E dbra
(4V, 1L, 2F, Oldallanc térfogatanak Az oldallancok megnévekedett térfogata
S Al M R ) L128 | @L.4B) novekedése U] | Jsifoliségot okoz az Ee, Vib szerkezetben
52 (BA3L, 11, (3A, 1L, 2M, (4A, 2L, 1M, [153, A megnovekedett van der Waals térfogat
22 A7 SI82 1 75 MI79 ) b 154] novelheti a stabilitést a hidrofob
= H300 | (IL,3H,4Y) | Y311 (IIHL), 1T, 5Y, Y308 (IF, 7Y) [160] kolesonhatasok e]:g;gletsevel az ae és ai
(41, 2M, 1R, (IL, 1T, 1D, P P . o A t6lt6tt aminosavak megjelenése az
M146 1K) R152 5R) K149 (7R, 1K) Bazikussag novekedése (beleértve az af, K és
Ao s . BL clemeket) az Ec és Vib esetén gyengitik
NI153 | (6N, 2D) D163 (IN, 7D) D160 (2N, 6D) Savassag novekedése — a hidrofob kolesénhatasokat
g Sokotés az af and PK’ kozott a Tt esetén,
2 | E190 | (18,78) Qo0 |UAIT2Q 1y g7 | CAITIQ | o ocig esokkenése | [152] | hidnyzik az Ec és Vib enzimnél (Vil
& 1D, 3E) 3E) £ o
20
i Az af kdlcsonhatasa a BK° és L’
2 F194 | (6L.2F) L204 (6L, 1M, 1F) | L201 (7L, 1F) b [158] elemekkel a Tt enzimnél, de hianyzik az Ec
< és Vib esetén
L246 | (2L, 11, 5E) E256 (8E) E253 (11, 7E) b [11;;)]’ A megnovekedett van der Waals térfogat
V1L M, 135 ( dgot okoz az Ec ¢s Vib esetén a
V249 | 2V, 5M, 1Q) | M259 (1 o | Mese | M) b [1 56 hidrofob 4 hélix koteg kapesolataban
*Vib IPMDH hidegtiiré enzim.
em 6 meg 6 i az tipusa és a as kozott, de a mutacios kisérletek mégis az oldallanc hdstabilitasban betdltétt szerepét bizonyitottak.
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Az IPMDH stabilizaciojaban fontos szerepet bet6lté masik szerkezeti egység a két
domén kozott elhelyezkedd régio. Itt talalhato meg a Tt L115, mely harom flexibilis
hurkot tart 6ssze (BF-BG, ah-BE és aj-ak masodlagos szerkezeti elem parokat kotik
Ossze a szerkezet nélkiili hurkok) a két domén kozott (19B é&bra). A hidrofob
oldallancok stabilizal6 szerepét e pozicioban Numata és mti. is kimutattak [140]. A BE-
BG reddk kozotti hurok stabilitasban, valamint a denaturacioban betoltott szerepét
hémérséklet ugrasos, un. ,,T-jump” krisztallografiai modszerrel is alatamasztottak [161].
E kisérletek szerint az IPMDH denaturacioja ebben a régioban kezdédik el. A harom
IPMDH ezen régioban talalt kolcsonhatasainak kiilonbsége (19B abra) 6sszhangban van

a stabilitasbeli kiilonbségekkel.

ok

L327
D338

AT 1338

E

oc

ES55
P59
D57

oc elétti, loop”

19. abra A Kiilonb6zé hdstabilitasért felelos szerkezeti kiilonbségek A masodlagos szerkezeti
elemeket fekete (Tt), z6ld (Ec) és piros (Vib) szalagdiagram jel6li. A harom szerkezet 6sszemasolasa f3-
red6k Co atomjai szerint tortént (kivéve a karban elhelyezkedd PK- és PL-red6t). A nem konzervativ
oldallancokat palcika modell jeloli. A szaggatott vonalak az atomi kélcsonhatasokat jelképezik. Az A, C
¢és D dbra a Domén 1, a B dbra a két domén kozotti régio, az E pedig a Domén 2 kdlcsonhatasait mutatja.

Az IPMDH molekula stabilizacioban fontos harmadik régidja az alegységfelszinen
helyezkedik el. Korabbi tanulmanyok szerint [152, 156] a Tt enzimben a kar régio
(beleértve a BK és BL reddket is), valamint annak kolcsonhatdsai az of szerkezeti
elemmel, tovabba a 4 hélix koteg (ag, ag’, ah, ah’) kapcsolatai sokkal kedvezobbek a

mezofil Ec IPMDH-hoz képest. Szerkezeti analizisem alapjan e korabbi megfigyelések,
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vagyis a stabilitas és szerkezet kozotti Osszefiiggés kiterjeszthetd az IPMDH
hidegkedvel6 formaira is (Id. 15. tablazat ide vonatkozo részeit).

A denaturaci6 és renaturacié kinetikai eredményeit figyelembe véve feltételezhetd,
hogy a kiilonb6z6 hostabilitasa IPMDH-k nativ szerkezetében fellelhet6 kiilonbségek a
renaturacios folyamatok aktivalt atmeneti allapotaban még nem alakultak ki, igy azok
energiaszintje is igen hasonld. Ha figyelembe vessziik azt is, hogy a denaturalt allapotok
energiaszintje azonos, a renaturaciés folyamat sebességét meghatarozo aktivalasi
szabadentalpia hasonlo lesz a kiilonbozé hdstabilitasi enzimeknél. Az ellentétes
folyamatban, a denaturacional azonban az el6bbitdl feltehetéen kiilonb6z6 atmeneti
allapot elérése kiilonboz6 aktivalasi szabadentalpia befektetést igényel, figyelembe véve
azt is, hogy a kiindulasi nativ allapot energiaszintjei is kiillonbozéek (Id. 5.1.1. fejezet).
Ez eredményezi az eltéré denaturacids sebességi allandokat a kiilonb6z6 hdstabilitasu
fehérjék esetén.

Kinetikai és szerkezeti vizsgalataink alapjan a kovetkezd kép alakult ki az IPMDH-
k térszerkezet kialakuldsi folyamatairdl: A hasonlé renaturacids sebességek alapjan
feltételezhetd, hogy a harom kiilonboz6 hostabilitasi IPMDH renaturacios aktivalasi
atmeneti allapota szerkezetileg még igen hasonld. A fehérje térszerkezet kialakulasa
soran a korai intermedier allapotok szintén igen hasonloak lehetnek. Az eltérd
hostabilitasért felelos szerkezeti kiilonbségek még nem jelentkeznek az atmeneti, vagy
korai intermedier allapotokban. Az atmeneti allapotban a molekulanak csupan a {6
csokkenése kisér. Ez a sebesség meghatarozo 1épése a renaturacié folyamatanak. A
fentiekben targyalt, stabilitast meghatarozo jellegzetes szerkezeti kiilonbségek csak a
renaturacié egy késébbi (nem sebesség meghatarozo) szakaszaban alakulnak ki, ahol az
aminosav oldallancok kialakitjak specifikus kolcsonhatasaikat. Ezt az elképzelést

tamasztja ala szamos termofil és mezofil fehérjével végzett tanulmany is [178].

5.2. Az IPMDH, mint modell dimer enzim _térszerkezet Kkialakulasi

mechanizmusa

5.2.1. A renaturacio6 soran kialakulé intermedier kinetikai jellemzése

A bevezetében targyaltak szerint az [IPMDH nemcsak a hdstabilitas eredetének
vizsgalata szempontjabol érdekes fehérje, hanem Osszetett dimer szerkezete a

térszerkezet-kialakulds altaldnos kérdései vizsgalatdra is alkalmassd teszi. A harom
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vizsgalt IPMDH renaturacidja igen hasonlé mechanizmussal zajlik, pl. intermedier
képz6dését szamos fenti kisérlet tamasztja ald. Az intermedier természetének
tisztazasara a bifazikus renaturacios idégorbe (20A abra) gyors szakaszanak végén,
vagyis az intermedier allapotban rogzitettem a Trp fluoreszcencia spektrumot (20B
abra). A maximalis fluoreszcencia emissziohoz tartozo hullamhossz érték, a denaturalt
enzim spektrumahoz viszonyitva, jelent6sen eltolodik az alacsonyabb hullamhosszak
iranyaba és egybeesik a nativ enzim An.x értékével, bar intenzitdsa még messze elmarad
a nativ spektrum maximalis fluoreszcencia intenzitasatol. E megfigyelésekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az intermedier allapotban a fehérjében 1évé Trp-ok mar
deszolvatalt allapotban vannak ugyan, de a nativ fehérjére jellemz$ kornyezetilk még

nem teljesen alakult ki.

16 26
151 A 2B
'] o 22
@ 13 5 12
E E
& 12 g 1
2 214
s 11 s
8" g 10
S o S
= E 4
g8 5
= 7 T<— Denaturalt szint = :
6 0
0 5 10 15 20 25 30 35 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
1dé (perc) Hulldmhossz (nm)
20. abra Az IPMDH renaturaciéjanak kinetikdja (A) és a kialakul6 intermedier fluores:

spektruma (B) (A) A Tt IPMDH renaturacios kinetikajat Trp fluoreszcencia emisszié kialakulasaval
kovettem 335 nm-en, a gerjesztés 275 nm-en tortént. A fehérje koncentracidja 12 pg/ml (0,16 uM) volt.
(B) Az intermedier spektrumét (folytonos vonal) a térszerkezet kialakulas 30. masodpercében rogzitettem.
Az abran feltiintettem még a nativ (O) és denaturalt (@) fehérje spektrumat is.

Az 5.1.2.2. fejezetben targyalt ANS segitségével végzett mérések alapjan ez az
intermedier egy fellazult ,,molten globula” szer(i szerkezettel rendelkezik, melynek
egyik jellegzetes tulajdonsaga, hogy a masodlagos szerkezeti elemek jelent6s része mar
kialakult. Ezt tamasztjak alda a tavoli CD spektroszkopiaval kovetett renaturacios
kinetikdk is (17A abra). Az aktivitds mérések (17D abra) dsszetett, késleltetéssel (,,lag
fazis”) induld kinetikdi olyan intermedier jelenlétére utalnak, mely még nem

rendelkezik enzimaktivitassal. Osszefoglalva tehat elmondhaté, hogy az IPMDH

renaturacidja legalabb egy intermedier allapoton keresztiil torténik, mely nativszerd,
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~molten globula”-hoz hasonld szerkezettel rendelkezik, de még enzimaktivitast nem

mutat.
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21. abra A nativ IPMDH-t jellemzé FRET jelenség (A) Fluoriméter segitségével rogzitett eredeti
mérési eredmények. (B) Az eredeti mérési eredményekbdl mar levonasra keriilt a puffer, ill. a NADH
jele. A foszfat puffer jelét sziirkével, a NADH molekulaét rozsaszinnel jel6ltem. A 0,16 uM (12 pg/ml)
nativ IPMDH-hoz (fekete) el6szor 12 uM koncentracioban NADH-t (piros), 3 mM MgCl,-ot (z61d), majd
pedig 0,6 mM IPM-et (kék) adtam. A Trp oldallancok gerjesztése 295 nm-en tortént.

Kérdésként meriil fel, hogy a nativszerii intermedier bar inaktiv, rendelkezik-e mar
a szerkezeti elemek azon specifikus elrendezddésével, ami a szubsztrat kotését lehetové
teszi. A kérdés vizsgalatara lehet6séget adott az IPMDH-nak egy jellegzetes spektralis
tulajdonsaga a Forster Rezonancia Energia Transzfer (FRET), ami alkalmas az IPM
szubsztrattal valo kolcsonhatas kimutatasara. A FRET jelensége soran egy gerjesztett
donor molekula — jelen esetben a fehérje Trp aminosav oldallancai — altal emittalt fény
képes egy masik, Gn. akceptor molekula — jelen esetben az enzimen k6tétt NADH —
gerjesztésére. Mindez spektralisan a fehérje 340 nm kornyékén megjelend emisszios
csucsanak intenzitds csokkenésében ¢s a NADH molekula 410 nm-en 1évé emisszids
jelének novekedésében mutatkozik meg (21. abra). A FRET jelenség kialakulasdhoz az
IPMDH altal kotott NADH mellett az IPM szubsztrat jelenléte is sziikséges [139].
Feltehetéen az IPM altal okozott fehérje konformacidvaltozas biztositja a kotdtt NADH
eredményezi. Az ismert IPMDH kristalyszerkezetek alapjan a konformacio valtozas
mibenlétérél kialakitott elképzelésiinket az 5.2.3.2. fejezetben mutatom be. Az
enzimmiikodéshez sziikséges fémion jelenléte nélkill is megfigyelhetd az energia
transzfer 1étrejotte, bar joval kisebb mértékben (nincs bemutatva). A FRET a nativ
enzimre jellemz6 tulajdonsag (21. abra), mely jelenséget sem a denaturalt enzim, sem a

Trp oldat nem mutatja.
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22. abra A Kkiilonb6zé héstabilitasi nativ IPMDH enzimek (Tt, Ec és Vib) IPM-kot6 képessége (A)
és az IPM-koto képesség kialakulasa a Tt IPMDH renaturacio soran (B) Az IPM kétédését mindkét
esetben a FRET kialakulasat detektalva kovettem kiilonbozé IPM koncentraciokat alkalmazva. A
renaturacio soran a szaggatott vonalak az azonos idéponthoz (azaz az azonos mértékii renaturaciohoz)
tartozo intenzitas értékeket jelolik (B). Az egyes idOpillanatokhoz tartozo intenzitasok abrazolasa és

kotodési gorbéket (C). Az IPM kotd képesség valtozasat a Tt (fekete), Ec (zold) és Vib (piros) enzimek
renaturacioja soran a (D) abra szemlélteti. A nyilak a nativ enzimek K értékeit jelolik.

Mivel az energia transzfer az IPM kotddés indikatora, igy alkalmas spektralis jelet
szolgaltat az IPM kotodési erdsségének meghatarozasara a nativ enzim esetén (22A
abra). A Kg értékek 34,1+2,3 (Tt), 10,9+0,7 (Ec) és 1,3£0,1 pM (Vib) adodtak a harom
enzimre nézve. Korabban Dean és Dvorak 10,6 uM értéket kapott a Tt IPMDH esetén
[139]. A FRET jel segitségével azonban nem csak a nativ enzim IPM koté képessége
jellemezhetd, hanem az IPM kot6dés kialakulasa is nyomon kovethet6 a harom vizsgalt

jelenlétében kovetjik a FRET kialakulasat a folyamat alatt (22B abra).
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A renaturacios kinetikak azonos idépontjaihoz tartozo intenzitas értékek (22B abra)
az IPM koncentracié fiiggvényében abrazolva szubsztrat kotédési gorbéket adnak a
renaturacio kiillonbozo elérehaladasi fokainal (22C abra). Ezek illesztésébol szamitott Ky
értékeket tiintettem fel a 22D abran. Lathato, hogy az IPM Ky értéke csokken a fehérje
térszerkezet kialakuldsa soran, azaz a szubsztrat kotés egyre er6sodik a renaturacio lassu
szakasza folyaman. Figyelemre mélté azonban, hogy mar a 0 iddpontra (azaz valdjaban
a gyors szakasz végére) extrapolalt érték is viszonylag szoros szubsztrat kotésre utal.
Ebbol az kovetkezik, hogy az eldbbiekben jellemzett nativszer(i intermedier IPM

kotbhelye is mar elég jol kialakult.

5.2.2. Az alegységek szerepe a térszerkezet kialakulas folyamatiaban

A térszerkezet kialakulasa soran megjelend intermedier természetével kapcsolatban
tovabbi kérdésként mertil fel, hogy az monomer vagy dimer allapoti-e, vagyis a két
polipeptidlanc dsszekapcsolodasa a renaturacioé mely szakaszaban kovetkezik be. Ennek
felderitése szamos informaciot nyujthat az alegységek szerepérél a térszerkezet
kialakulasa folyaman.

A renaturaciot Trp fluoreszcencia segitségével kiillonb6zé enzim koncentracioknal
kovetve a térszerkezet kialakulas lassu szakasza folyaman nem volt kimutathato egy
kinetikailag masodrendii 1épés, amelyet a dimerizacié folyamatanak lehetett volna
megfeleltetni (5.1.2.2. fejezet). Ezért feltételezhetd volt, hogy a két polipeptidlanc
asszocidcioja igen koran, mar a gyors szakasz alatt megtorténik. Amennyiben a
dimerizaci6 a gyors szakasz alatt bekovetkezik, akkor varhatolag a renaturacios kinetika
gyors szakasza kinetikailag masodrendii 1épés lesz. Ennek vizsgalatara adtak lehetséget
a gyorskinetikai mérések. A renaturdcid gyors szakaszat kiilonbozé enzim
koncentracioknal megallitott 4ramlasos modszerrel kovetve a harom kiilonbozd
hostabilitasi IPMDH esetén, a varakozasokkal szemben egyik esetben sem tapasztaltam
a renaturacios idégorbék fehérje koncentracié fiiggését, melyet az Ec IPMDH példajan
mutatok be (23A abra). Hasonlé eredmények sziilettek a Tt és Vib IPMDH esetén is.
kimutathaté a renaturacionak sem a gyors, sem a lassi szakasza alatt annak ellenére,
hogy a két polipeptidlancnak a térszerkezet kialakulasa soran dssze kell kapcsolodnia az
aktiv enzimszerkezet kialakitasahoz. A latszolagos ellentmondas azzal magyarazhato,
hogy a dimerizacié folyamata bar bekovetkezik, de nem sebességmeghatarozo 1épés a

térszerkezet kialakulasa soran. Megfigyelhetd még az is, hogy a Tt, Ec és Vib IPMDH
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enzimek renaturacidjanak gyors szakasza igen hasonlé egymashoz, az exponencialis
illesztés soran kapott sebességi allandoik pedig 16,5+3,7 (Tt), 25,2+5,1 (Ec) és 11,7+2,8
(Vib) perc™ értékeknek adodtak. Az elsérendii sebességi allandok nagy valoszintiséggel

gyors konformacios atrendezodést jelentenek.
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23. abra A Kkiilonb6z6 héstabilitaisi IPMDH enzimek renaturicidjanak kovetése (A) megallitott
aramlasos médszerrel és anizotropia (B) segitségével (A) Mindhdrom IPMDH enzimnél a
gyorskinetikai mérések két kiillonb6z6 enzim koncentracional torténtek, de ez csak az Ec enzim esetén
van bemutatva: 2,45 uM (s6tétzold), 0,27 puM (vilagoszold). A kisérleti adatokat exponencialis
egyenlettel illesztettem. (B) Az anizotropia véltozasanak kovetése a renaturacio folyaman 163 nM-os
enzim koncentracional tortént. A teli szimbolumok a nativ enzimek anizotropia értékeit jelolik. Mindkét
kisérletben a gerjesztési hullamhossz 275 nm volt.

A fluoreszcencia anizotropia valtozasanak tanulmanyozasa a renaturacié soran
tovabbi lehetdséget nyujt a két polipeptidlanc 6sszekapcsolodasanak vizsgalatara, mivel
az anizotropia értéke fiigg a molekuldk térfogatatol, mely a dimerizacié soran
novekszik. A renaturacié gyors szakasza utan, a lassu szakasz folyaman az anizotrdpia
értékekben mar nem tapasztaltam valtozast, mely értékek pontosan megfeleltek a nativ,
dimer enzimek anizotropia értékeinek (23B abra). Mindez azt tadmasztja ald, hogy a
lassu szakasz folyaméan az IPMDH molekula mar asszocialt, dimer formaban van jelen,
azaz a polipeptidlancok asszociacidja valamikor az intermedier kialakulas gyors
folyamata alatt kovetkezik be. Azonban az asszociacid nem sebesség meghatarozo,
feltehetéen valamely lassabb elsérendii konformacios 1épés (pl. a fent jellemzett,
valamivel kevésbé gyors folyamat) elézi meg és ez limitalja a gyors szakasz sebességét.
Meg kell még emliteni, hogy a Trp oldallancok féléletideje (mely szintén befolyasolja
az anizotropiat) a dimerizaci6é soran megvaltozhat, de annak valoszintisége igen kicsi,
hogy a molekula térfogata és a féléletid6 egymas hatasat éppen ellensulyozza. Az el6z6

eredményekkel 9sszhangban szintén dimer intermedier jelenlétére utal az a fentiekben
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targyalt eredmény, hogy az intermedier mar képes kezdetleges kolcsonhatasok
kialakitasara az IPM szubsztrattal (5.2.1. fejezet). Tehat a két polipeptidlanc
elofeltétele a tovabbi renaturacids 1épések végbemenetelének. Mindez a kiilonb6zo

héstabilitasi IPMDH-k esetén hasonldan torténik.

5.2.3. A domének szerepe a térszerkezet kialakulas folyamatiaban

Amint az irodalmi attekintésben targyaltam, az alegységekhez hasonldan, a
domének térszerkezet kialakuldsdban betoltott szerepe jelenleg még nem tisztazott.
Kérdésként meriil fel, hogy a domének valdjaban 6nallo ,,folding” egységet alkotnak-e,
mint azt a moduldris modell vagy egyes domén definiciok feltételezik, vagy szerkezetiik

egymast elésegitve alakul ki.

5.2.3.1 A Thermus thermophilus IPMDH Trp mutansok jellemzése

A domének szerepének vizsgalatéhoz a Tt IPMDH enzim latszott alkalmas
objektumnak, mivel Trp oldallancai sajatosan helyezkednek el, doménenként 1-1
taldlhatd. Az alegységenkénti 3 darab Trp oldallancbol a W152 az un. kar régioban
helyezkedik el, mely a két alegység Osszetartasaban jatszik szerepet, mig a W77 ¢és
WI195 az elsd, ill. a masodik doménben talalhaté (12. abra). Ahhoz, hogy az egyes
helyspecifikus mutagenezissel az elenyész6 fluoreszcenciaval rendelkezd, de szintén
gyliris Phe-re cseréltem. Létrehoztam egyrészt a W152F mutanst, amelynek a kar
régiojabol hianyzott a Trp, masrészt elkészitettem kétféle kétszeres mutanst, a
W77,152F-t és W152,195-t, amelyeknek csak egyik, vagy csak masik doménjében
talalhato Trp.

Az egyes domének térszerkezet kialakulasanak tanulmanyozasa el6tt ellenériztem a
mutaciok hatasat a nativ IPMDH szerkezetére. A masodlagos szerkezetet tavoli UV CD
spektroszkopidval vizsgalva nem talaltam eltérést a vad tipusi és mutans enzimek
kozott. A harmadlagos szerkezetet jellemzd kozeli UV CD spektrumok alapjan csak a
WI152F karban 1év6é mutaciéo nem valtoztatta meg a vad tipusra jellemzdé gorbét (24A
abra). A W77,152F ¢és W152,195F mutans IPMDH enzimek spektrumai jelentésen
eltértek egymastol nemcsak az intenzitasukban, hanem elgjeliikben is, mely a W77 és
W195 oldallancok nativ kdrnyezetének kiilonbozéségére utal. A kettés mutans IPMDH-

k spektrumainak Osszege viszont a vad tipusu enzim gorbéjét eredményezi. A
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spektrumok  additivitasa ~ arra  enged
kovetkeztetni, hogy mindkét kettés mutans
IPMDH enzimben a Trp-ok kornyezete
nativszeri konformacidban van jelen. A
mikrokalorimetrias kisérletek (24B abra)
soran a vad tipusra jellemzé kooperativ
atmenet tobbé-kevésbé megmarad a W152F
és W77,152F mutans enzimeknél, mig a
WI152,195F mutans esetén ez az atmenet
kissé kiszélesedik és az atmeneti olvadasi
homérséklet is lecsokken. Szintén ezen
IPMDH  mutans  kevésbé  kompakt
szerkezetére utal, hogy képes az ANS
kotésére szemben a vad tipusu enzimmel. A
nativ  gélelektroforézis (24C dbra) is
alkalmas modszernek  bizonyult olyan
kisebb szerkezeti valtozasok kimutatasara,
mely a DSC sordn tapasztalhato volt. A
WI152F ¢és W77,152F mutans enzimek nativ,
helyes térszerkezetét bizonyitjdk a vad
tipusi [IPMDH-hoz hasonl6é enzimaktivitas
értékei is. Azonban a W152,195F mutans

enzimet az aktivitasi elegybe higitva az nem

24, abra A mutiaciék hatisa a Tt IPMDH
harmadlagos szerkezetére (A), a hdstabilitasara
(B) és a hidrodinamikai térfogatira (C) (A) Az
enzim harmadlagos szerkezetének meglétét a kozeli
CD spektrumok mutatjdk a vad tipust (fekete), a
WI52F (kék), a W77,152F (narancs) ¢és a
WI152,195F (rozsaszin) mutans IPMDH esetén 50
uM enzim koncentracional. A W77,152F és
W152,195F mutansok spektrumainak osszegét fekete
teli karika jeloli. (B) Az egyes IPMDH formak
hokalorimetrias atmeneti gorbéit az el6z6 abraval
azonos szinek jelolik. Az olvadasi hémérsékletek
88,5+0,2 (vad tipus), 86,1+0,1 (W152F), 84,4+0,3
(W77,152F) és 82,1+0,2 °C értékeknek adodtak. (C)
A nativ gélelektroforézis hasonlé enzimformakkal
tortént.
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mutatott  enzimaktivitast. Viszont az IPM szubsztrattal telitési szubsztrat
koncentracional egyiitt torténd 1 oras inkubacié utan a nativ enzimre jellemz6 aktivitas
jelentds része visszatért. Tehat mindazok ellenére, hogy a Trp oldallancok mutacidja
befolyasolja a fehérje hostabilitasat és hidrodinamikai térfogatat, az IPMDH mutansok a

6 strukturalis elemeket nativ konformacioban hordozzak.

5.2.3.2. A Trp mutansok renaturdcios folyamatainak kinetikai 6sszehasonlitisa

A domének szerepének tanulmanyozasara, a fentiekben targyaltak értelmében
kivalo lehet6séget adnak a fluoreszcencia spektroszkopias vizsgalatok. A 25A abran
lathatoéak a vad tipusu és mutans IPMDH-k Trp fluoreszcencia spektrumai, a fehérjék
mind nativ, mind denaturalt allapotaban. A denaturalt fehérjék spektrumai a vartaknak
megfeleléen alacsonyabb intenzitassal rendelkeznek a megfeleld nativ enzimekhez
képest és intenzitasuk aranyos a Trp tartalmukkal. Masrészr6l a nativ allapoti mutans
enzimek spektrumai alapjan kovetkeztethetink az egyes Trp oldallancok
fluoreszcencias hozzajarulasara az intakt IPMDH enzimben. A legalacsonyabb
fluoreszcencias jelet a Trp77 mutatja, melynek a nativ enzim fluoreszcencia
spektrumahoz vald hozzajarulasa Osszemérheté a szerkezet nélkiili enzim alacsony
fluoreszcencia intenzitdsaval. A Trpl95 oldallanc hozzdjarulasa mar magasabb,
valamint a vartaknak megfelelden a Trp77 és Trp195 oldallancokat is tartalmazé mutans
nativ IPMDH fluoreszcencia intenzitasa tovabb névekszik.

A vad tipust és mutans IPMDH-k renaturacios kinetikajat 335 nm-en kovettem
(25B abra). A mutans enzimek kinetikai viselkedése — akar a gyors szakasz jelenlétét,
akar a lassu szakasz sebességi allandoit tekintve — igen hasonlé mind egymashoz, mind
pedig a vad tipusu IPMDH-hoz viszonyitva. A sebességi allandok rendre 0,11+0,02
(vad tipus), 0,12+0,02 (W152F), 0,078+0,010 (W77,152F) és 0,24+0,10 (W152,195F)
perc’ értékeknek adodtak. A hasonlosig még szembetiindbb a kinetikai gérbék
normalizalasa utan (25C abra).

A kettés mutans IPMDH enzimeknél a Trp oldallanc vagy az egyik, vagy a masik
doménben helyezkedik el, ezért ezek renaturacidjanak vizsgalataval az egyes domének
térszerkezet kialakulasi folyamata kovetheté. Mivel lényeges kiilonbség nem volt

tapasztalhatd az egyszeres és a kettds mutansok renaturacios kinetikai, ill. azok
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sebességi allandoi kozott, bizonyitotta valt, hogy az IPMDH molekula két doménjének

szerkezete egymassal szorosan egyiittmiikddve, kooperativ modon alakul ki.
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25. abra A vad tipusu és mutans Tt IPMDH renaturaciés kinetikdinak osszehasonlitasa (A) Nativ
(O) és denaturalt (—) Trp fluoreszcencia spektrumok a vad tipusa (fekete), W152F (kék), W77,152
(narancs) és W152,195F (rozsaszin) mutans IPMDH esetén. Az aldbbiakban ugyanezen szineket
alkalmaztam a megfelel6é IPMDH-k jel6lésére. (B) A vad tipust és mutans IPMDH enzimek renaturacids
kinetikaja Trp fluoreszcencia segitségével kovetve. A kisérleti adatok illesztése a 11. egyenlet alapjan
tortént. (C) A W77,152F ¢és WI152,195F IPMDH-val kapott id6gorbék normalizalasa a WI152F
mutanséhoz nativ spektrumuk intenzitds aranyai alapjan. (D) Nativ allapotd IPMDH-k FRET spektruma.
(E) A FRET jelenség kialakulasanak idofuggése a vad tipusu és W152,195F enzim esetében az IPM
hozzaadasa utan. (F) A FRET kialakulasa a renaturaci6 folyaman. A kisérletek 0,16 uM (12 pg/ml) enzim
koncentracional és 295 nm-es gerjesztési hullamhossznal voltak kivitelezve. A FRET mérések soran 12
uM NADH, 3 mM MgCl, és 0,6 mM IPM volt alkalmazva.
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A WI52F IPMDH mutans — ahol a kar régioban 1évé Trp-t cseréltem Phe-ra —
renaturacios kinetikajat tanulmanyozva érdekes jelenségre figyelhetiink fel, mégpedig
hogy a vad tipusi IPMDH-hoz képest megfigyelt fluoreszcencia intenzitas csokkenés
(25A abra) csak a kinetika lassii szakaszaban jelentkezik (25B abra). Ezen mutans
renaturacios kinetikaja igen hasonlé a vad tipust Vib enziméhez (17C abra), melyben a
Tyr aminosav helyettesiti. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kar régio helyes
térszerkezetének létrejotte, vagyis a nativ kolesonhatasok kialakulasa a renaturacio lassu
szakaszaban torténik meg. Ezen kolesonhatasok természetesen tovabb erdsitik a gyors
szakasz alatt mar kialakul6 dimer szerkezetet.

A tovabbiakban azt vizsgaltam a mutans IPMDH-k segitségével, hogy az egyes
doménekben talalhaté Trp oldallancoknak mi lehet a szerepe a FRET kialakulasaban
azaz, hogy a FRET renaturaci6 folyaman torténé kialakuldsat vizsgalva nyerhetd-e
tovabbi fliggetlen informaciéo az egyes domének térszerkezet kialakulasarol. Ezért
felvettem a vad tipusu és mutans Tt IPMDH-k nativ FRET spektrumait (25D 4bra).
Ebbdl nyilvanvalova valt, hogy a Trp 152 oldallancnak nincs szerepe a FRET
kialakulasaban, hiszen azon mutans nativ spektruma, melybdl csak ez a Trp oldallanc
hianyzott, teljesen megegyezik a nativ enzimével. Azonban mind a Trp77, mint a

Trp195 aminosav oldallancok egyértelmiien szerepet jatszanak a FRET kialakulasaban.
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26. abra A NAD és Trp molekulak elhelyezkedése a Tt IPMDH (PDB kéd: 1HEX) nyitott
szerkezetében A NAD molekuldkat gomb-pélcika, mig a Trp oldallancokat palcika modell jeloli az
IPMDH sziirkével és feketével bemutatott két alegységében. A NAD ¢és Trp molekulak gytrtii kozott 1évo
tavolsagokat is feltiintettem.

88



Jol ismert, hogy a Trp és NADH molekula jo donor-akceptor part képeznek. Ilyen
esetekben kb. 50 % FRET hatékonysag varhatd, amennyiben a kdlcsonhatd donor-
akceptor molekuldk 25 A tavolsagon beliil helyezkednek el és megfeleld orienticioban
is vannak egymashoz képest. Ezt figyelembe véve a Tt IPMDH NAD-dal alkotott binér
komplexe kristalyszerkezetében a NAD nikotinamid gytirije és egyes Trp oldallancok
indol csoportjai optimalis tavolsagban vannak a FRET kialakitasahoz (26. abra), és
feltehetéen ugyanez érvényes a kotott NADH esetére is, mégsem tapasztalhatd a FRET
jelensége IPM jelenléte nélkiil. Tehat a gytiriik orientacidja is fontos a kritikus tavolsag
mellett. Kérdésként meriil fel, hogy az IPM kotédésére milyen konformacio valtozas 1ép
fel az IPMDH molekulajaban, hogyan valtozik meg az egyes oldallancok, koztiik a Trp-
ok helyzete/orientacioja a doménzarédas soran. Az IPMDH enzimben talalhato Trp
molekuldk nem vesznek rész kozvetlenil az IPM kotésében (8A abra). Annak
ellenérzésére, hogy mely kolcsonhatdsok valtoznak meg az IPM kotés hatasara a Tt
IPMDH molekuldjaban és ezek milyen hatdssal vannak a Trp-ok elhelyezkedésére, az
egyetlen IPM-et koto kristalyszerkezet, a Tf IPMDH szerkezetének felhasznalasara is
sziikség volt. A megfeleld szerkezetek Osszehasonlitdsa alapjan elmondhato, hogy a
FRET kialakulasaban résztvevé Trp77 és Trpl95 oldallancok koziil a Trp 195 indol
gyliriijének a NAD nikotinamid gytirtit6l valo tavolsaga valtozik meg az IPM kotésére,
méghozza a legnagyobb valtozds a masik alegységbeli oldallanc esetén volt

tapasztalhato (16. tablazat).

16. tablazat A Trp oldallincok tivolsaga a kotott NAD-t6l a nyitott és IPM-et koto zart Tt IPMDH
szerkezetében A tavolsag jellemzésére a NAD nikotinamid gytriijének egy C atomja és a kérdéses Trp
oldallanc indol gytrtjének ehhez legkdzelebb esé C atomja kozotti tavolsagot mértem meg egyrészt a
NAD-ot kotd nyitott kristalyszerkezetben, mésrészt a Tf IPMDH zart szerkezete alapjan modellezett Tt
IPMDH szerkezetében. Modellezéskor a Tt és Tf IPMDH-k szerkezetét masoltam Gssze az elso, ill. a
masodik domén kézponti B-redéi szerint, igy allapitottam meg a kotott NAD lehetséges elhelyezkedését a
Tt IPMDH molekula zart szerkezetében (v.6. 27A abra). Narancssarga szin jeloli azon Trp oldallancokat,
melyeknek az IPM hatdsara bekdvetkezo elmozduldsa fontos szerepet jatszhat a FRET kialakulaséban.

Triptofan NAD-tél mért tavolsag (A)
IPM tavolléte (nyitott szerk.) | IPM jelenléte (zart szerk.)

w152 26,7 21,6

W77 8,8 8,8

W195 24,4 21,3
W152° 32,3 27,9

w717 52,4 41,0
W195° 22,1 154
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Az IPM kotoédésének hatasara bekovetkezd atomi kolesonhatasok megvaltozasanak
vizsgalata alapjan az ad hélix, mely IPM kot6 oldallancokat is tartalmaz, N-terminalis
vége mozdul el jelentds mértékben (kb. 6 A) a szubsztrat kotédést kisérd doménzarodas
soran. Az od hélix ugyanezen végén talalhatd a Pro86 aminosav is, mely viszont
kozvetlen kapcsolatban van a Trp 77 gytirtijével (27A abra). Tehat az IPM kotédésének
hatasara, vagyis a doménzarddas soran az ad hélix jelentésen elmozdul a hélix végén
talalhatd Pro 86 aminosavval egyiitt, mely a vele kdlcsonhatasban 1évé Trp77 tavolsagat
a NADH molekulatol ugyan nem, de orientacigjat jelentdsen megvaltoztatja (a gytira
sikja 40-45°-ot fordul el), igy alkalmassa téve a Trp gytirtijét a FRET kialakitasara. A
Trp77 FRET jelének kovetése tehat ennek alapjan informaciot adhat a zart konformacio,

azaz a domének kooperativ kolcsonhatasa létrejottérol a térszerkezet kialakulas

folyamataban.

A B

zért (Tf) nyitott (Tt)

(237
Tf Y162 1 E134
(157)

27. abra Az IPMDH konformécios valtozasa az IPM kotodés hatasara (A) A nyitott Tt (sziirke) és a
zart Tf (fekete) IPMDH 6sszemasoldsa a 2. domén kozponti B-reddi szerint tortént. Mivel az IPM csak a
zart Tf, a NAD pedig csak a nyitott Tt kristalyszerkezetében taldlhatd meg, a NAD lehetséges helyzetének
meghatarozasihoz az IPM k&to, zart szerkezetben, a Tt és Tf IPMDH alegységeinek 1. domén szerinti
Osszemasolasa is sziikséges volt. Ez utobbi esetben csupan a kotott NAD molekula van megjelenitve, de
az azt hordozo dsszemasolt fehérjemolekula nem latszik. A NAD és az IPM molekulat gomb-palcika, mig
az oldallancokat palcika modell jeloli. Az ad hélixet szalagdiagram emeli ki. (B) A W195 (Tt)/W200 (Tf)
oldallanc kornyezetének és az IPM (gomb-palcika modell) koté hely kapcsolatat a konzervativ
oldallancok (palcika modell) harmadlagos kélesonhatasai mutatjak, melyeket szaggatott vonalak jeleznek.
A masodlagos szerkezeti elemeket szalagdiagram jel6li.

A Trpl95 oldallanc ugyanazon masodlagos szerkezeti elemekkel (ah, BF, BG, BH
¢és BI) van kapcsolatban, melyek aminosavaival az IPM is kolcsonhatasokat alakit ki

(27B ébra). Masrészrél az IPM kotddik a masik alegységbeli Vall88 aminosav
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oldallanchoz, mely az af hélixben talalhato és amely a Trp195 oldallancot is hordozza.
Tehat az IPM kotédése az egyik alegységhez befolyasolni tudja a masik alegységbeli
Trpl95 helyzetét is, amint arra mar a 16. tablazat adatai is utaltak. Ennek alapjan azt
varhatjuk, hogy a Trp195 FRET jelének kialakuldsa informacioval szolgalhat mind az
alegység-alegység, mind a domén-domén kolcsonhatasok kialakulasardl a renaturacié
folyaman.

Mivel a FRET vad tipusu enzim esetén igen gyorsan — 1 sec-on beliil kialakul — az
IPM és a NADH hozzaadasa utan (25E abra), lehetévé valt a renaturacio lasst
szakaszanak (ugyanis gyors szakasz itt meg sem figyelhet6) kiilon torténd kovetése
FRET-tel. A vad tipusu Tt IPMDH renaturacios kinetikajanak FRET segitségével valo
kovetése (25F abra) hasonld sebességi allandoju idégorbét eredményezett, mint az
amikor a Trp fluoreszcencia intenzitas kialakulasat vizsgaltam a renaturacié soran (25B
abra). Mindez azt tikkrozi, hogy az IPM kotéhely geometridjanak kialakulasa a
harmadlagos szerkezet létrejottével egy id6ben torténik. A FRET kialakulas kinetikai
adatai még azt is megmutattadk, hogy az IPM kotédése €és az azt kisérd konformdcid
valtozas (doménzarddas) a lassii renaturacids 1épéshez képest sokkal gyorsabb
folyamatok, ahogyan az vérhato is az enzim katalitikus hatékonysaganak (ki =~ 0,2 s)
ismeretében. A Trp mutansok kinetikdjat kovetve is hasonld eredményekre jutottam
(25F abra). A renaturacié folyamatara a vad tipusu ¢és a kiilonbdzé mutans enzimekre az
alabbi sebességi allandokat kaptam: 0,11£0,02 (vad tipus), 0,10£0,02 (W152F),
0,066+0,010 (W77,152F) és 0,033+0,004 (W152,195F) perc'. Ezen sebességi allandok
ugyanazon nagysagrendbe esnek, mely az egyes domének kooperativ, egymads
feltekeredését eldsegitd térszerkezet kialakulds mechanizmusat tdmasztja ala.

Meg kell azonban jegyezni, hogy a W152,195F mutans esetén — mely kevésbé
kompakt szerkezettel rendelkezik a vad tipusa IPMDH-hoz képest (24C abra) — a nativ
enzim FRET jelensége nem pillanatszerien alakul ki az IPM hozzaadasa utan. A
folyamatot 0,067+0,008 perc’1 sebességi allando jellemzi, mely Osszehasonlithato a
renaturacié kovetése soran meghatarozottakkal. A nativ mutans enzimet IPM-el
eldinkubalva, viszont a FRET kialakulasanak idofuggése eltinik. Mint fentebb
emlitettem szintén az IPM-el valo eldinkubalas képes volt ezen mutanst inaktivbol aktiv
konformacioba hozni. A 25E abran bemutatott idégorbe valoszinileg ez az IPM

jelenlétében bekovetkez6 konformacios atalakulast tiikrozi. Kiilon érdekesség (bar lehet
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véletlen egybeesés is), hogy a folyamat sebességi allandoja gyakorlatilag megegyezik a
renaturacio lassu szakaszanak sebességi allanddjaval.

Osszefoglalva tehat, a Trp mutansok mindkét fluoreszcens megkézelitéssel torténd
vizsgalata egyértelmiien arra mutat, hogy az IPMDH molekulaban az egyes domének
térszerkezet kialakulasa egymastol nem fiiggetlen folyamat, hanem egymasra
tamaszkodva, kooperativ moédon megy végbe. A két domén térszerkezete tehat az
alegységen beliil egyidejiileg, szimmetrikus modon alakul ki. Az 5.2.2. fejezetben
leirtak értelmében az alegységen beliili szimmetria kiterjeszthetd az alegységek
szimmetrikus, szintén egymasra épiilé térszerkezet kialakulasara is a dimeren beliil. Az
alabbiakban azt fogom megvizsgalni, hogy mi lehet a szerkezeti hattere az alegységek
és domének nagyfoku egyiittmiikddésének és hogy ez érvényes-e a kiilonb6zo

héstabilitdsi IPMDH enzimeknél is.

5.2.4. Szerkezeti magyarazat az alegységek és domének egyiittmiikodésére a

térszerkezet kialakulasa soran

Az alegységek, ill. a domének a térszerkezet kialakulas soran mutatott szoros
egylittmiikdésének megértéséhez elengedhetetlen volt az alegység- és doménfelszin
kolcsonhatasainak alapos, szisztematikus feltérképezése, valamint §sszehasonlitasa a
kiilonb6z6 hdéstabilitaisu IPMDH enzimek esetén. Az alegységfelszineket alkotod
masodlagos szerkezeti elemek a térszerkezeti adatokbdl ismertek, amint azt az Irodalmi
rész 7. abrajan bemutattam. A doménfelszint feltételezhetéen alkoto elemek (BF, ill. BE)
szintén grafikus analizis alapjan azonosithatoak (5. abra). Az alegységek és domének
kozotti  kolcsonhatasok feltérképezése elétt megvizsgaltam a BF, ill. BE, mint
domeénfelszini elemek realitasat. Ehhez szamba vettem ezen elemeknek a doménen
beliili, ill. a masik doménnel kialakitott kontaktusait a Tt IPMDH enzim esetében. A
doménen beliili kontaktusok nagyobb szama (30 db) a domének kozottihez (14 db)
képest bizonyitja, hogy a BF és BE valoban a domének felszinén helyezkednek el.

Az alegység- ¢és doménfelszinek Osszehasonlito analizise soran kapott

eredményeket a 17. és 18. tablazatban foglaltam Gssze.
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17. tablazat A harom kiilonb6zé héstabilitisi IPMDH alegységfelszinen 1évoé kolcsonhatisai Az
atomi kolcsonhatasok meghatarozasa (1d. Anyagok és modszerek fejezet) az ismert kristalyszerkezetek
alapjan tortént. Az aminosavak szamozasa megfelel az ismert szekvenciak szamozasanak. A szekvencia
Osszerendezés alapjan egymasnak megfeleltetheté aminosav oldallancok kozott kialakulo kolesonhatasok
azonos sorban talalhatoak. A konzervativ oldallancokat félkovér betiitipus jelzi.

Tt Ec Vib Mésod_lagos Kélc,siinhatés
szerkezeti elemek tipusa
P117-R225 P122-1234 S119-V231 BE-BG loop”, ag’
L118-V224 L123-1234 L120-V231 ” ’
BF-BG, BF’-pG’
K119-K119 | RI124-R124 | KI121-K121 loop”-ok hidrofob
Y139-V188 | Y145-V198 | Y141-V195 BG-BK, BI’-af’
Y139-L189 Y145-L199 Y141-L196 ,,loop”-ok
A149-S158 E159-H168 | R156-S165 BK-BL ,,loop”, BL’
R144-V188 | KI150-V198 | R146-V195 H-hid kotés
R144-E190 - - s » ionos
- K150-0200 - BK, pI’-af* ,,loop
G145-E190 | G151-Q200 | Q147-A197
M146-E190 - -
M146-E193 - - BK, af’ hidrofob
M146-F194 - -
- Q157-R169 -
- Q157-F170 - P
EI59-R169 | RIS6-E166 | PRPL-loop ae ionos
A149-K159 E159-R169 | RI156-E166
A151-Y157 | A161-Y167 | A158-Y164 H-hid kotés
N153-E155 D163-E165 | D160-L162 BL, L’
E150-S158 K160-H168 | M157-S165
W152-R156 F162-V166 Y159-P163
E150-F194 K160-L204 | M157-L201 hidrofob
A151-E190 | A161-Q200 | A158-A197 BL, af’
A151-F194 A161-L204 | A158-L201
N153-L189 D163-L199 | DI160-L196 BL, pl-of* ,,loop”
hidrofob,
NI153-E190 | D163-Q200 | D160-A197 BL, of Hohid Kotes
N153-V191 D163-S201 | D160-S198 H-hid kotés
V216-1242 1226-1252 V223-1249
A220-1242 T230-1252 | A227-1249
M221-D245 | M231-D255 | M228-D252 ag, ah’
M221-V249 | M231-M259 | M228-M256 hidroféb
R225-V249 K235-M259 | R232-M256
V224-V224 1234-1234 V231-V231 ag, og’
1238-F239 1L.248-F249 | L1.245-F246 ah, ah’
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18. tablazat A harom kiilonb6z6 héstabilitasi IPMDH doménfelszinen 1évé kolcsonhatasai Az atomi
kolesonhatasok meghatarozasa (Id. Anyagok és modszerek fejezet) az ismert kristalyszerkezetek alapjan
tortént. Az aminosavak szamozasa megfelel az ismert szekvencidk szamozasanak. A szekvencia
Osszerendezés alapjan egymasnak megfeleltetheté aminosav oldallancok kozott kialakulo kolesonhatasok
azonos sorban talalhatoak. A konzervativ oldallancokat félkovér betiitipus jelzi.

Tt Ee Vib Mésod_lagos Kélc,si')nhateis
szerkezeti elemek tipusa
A101-L262 S106-L272 | G103-L269
N102-A260 | N107-A270 | N104-A267 H-hid kotés
L103-A260 | L108-A270 | L105-A267
A101-S261 S106-S271 | G103-S268
N102-A260 | N107-A270 | N104-A267
N102-A261 | N107-S271 | N104-S268 BF ¢s BE
L103-A260 | L108-A270 | L105-A267
L103-1.262 L108-L272 | L105-L269
R104-S259 | R109-S269 | R106-S266
P105-P258 | P110-P268 - hidrofob
- - R106-1.264
- - P107-L264
- Al111-L267 | A108-L264
L103-M296 - L105-M304
P105-M296 | P110-L307 | P107-M304 BF és ai
L103-H300 | L108-Y311 | L105-Y308
R104-V272 | R109-A283 | R106-C280 BF és BD

Az adatok alapjan levonhaté az az altalanos kovetkeztetés, hogy mind az
alegységek, mind a domének Osszetartasaban a hidrofob kolcsonhatasok toltik be a
legjelentésebb szerepet. Megtigyelhetd az is, hogy a hidrofob kolcsonhatasok nagy
szama — hoéstabilitastol fiiggetleniil — mindharom vizsgalt IPMDH altalanos jellemzdje,
tehat feltételezhetd, hogy az 6sszes IPMDH enzimben ezen kolcsonhatasok jatszanak f6
szerepet az alegységek és domének Osszetartasaban. Mindez jol magyarazza az el6z6
fejezetekben kifejtett, nagyon hasonlé térszerkezet kialakulasi mechanizmust a harom
eltérd hostabilitasa IPMDH esetében.

A 28. és 29. abra szemléletesen mutatja be az alegység-, ill. doménfelszin egy
részének kolcsonhatasait a Tt, Ec és Vib enzim esetén. Erdemes még megemliteni
mindamellett, hogy a két alegység ¢és a két domén Osszetartasaban a hidrofob jelleg az a
tulajdonsag, ami jelentdséggel bir a kolcsonhatasok kialakitasa soran, ez a tulajdonsag
nem igényli a kolesonhato oldallancok teljes konzervativitasat. Sok esetben elegend6 a
hidrofob természet fennmaradasa az adott pozicidban: pl. a Tt IPMDH-ban a 249-s
helyen 1év6 Val-t az 6sszes ismert IPMDH szekvencia 57 %-aban a szintén hidrofob
természetli Met helyettesiti, a fennmaradé részben pedig a Val mellett f6ként Ala, Leu,

ill. Ile szerepel, melyek mindegyike alkalmas hidrofob kontaktusok kialakitasara.
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A

28. abra Alegység kontaktusok 0sszehasonlitisa a Kiilonb6zé hdéstabilitasii IPMDH enzimek esetén
A Tt (A), Ec (B) és Vib (C) enzimek megfeleld alegység részleteit fekete, ill. kék szalagdiagram jeldli. Az
alegység kontaktus kialakitasaban résztvevo oldallancokat rozsaszin és narancssarga palcika modell, mig
a kolesonhatasokat szaggatott vonal jelképezi. A 95%-ban konzervativ oldallancokat aldhtizassal jeloltem.

Mint fent targyaltam, a domének kolcsonhatasainak vizsgalata ramutatott arra is,
hogy az egyes doméneket hatarolo BE és BF redék kozott kevesebb kolesonhatas alakul
ki, mint a doméneken beliil, mégis az alegységek doménjei oly mértékben tartoznak
Ossze, hogy elosegitik egymas térszerkezetének kialakulasat. Mindez 6sszhangban van
azzal, hogy az IPMDH alegység doménjeinek kozponti B-redéi oly moddon
helyezkednek el, hogy egyiittesen egy kozos hidroféb magot alkotnak (5. abra).

29. dbra A doménfelszii 1évé kolcsonhatisok dsszeh litasa kiilonboz6é héstabilitisa IPMDH

enzimek esetén A Tt (A), Ec (B) és Vib (C) enzimek 1. domén részletét sziirke, mig a 2. domén részletét
fekete szalagdiagram jeloli. Az oldallancokat narancssarga és rozsaszin palcika modell, mig a
kolesonhatasokat szaggatott vonal jelképezi. A 95%-ban konzervativ oldallancokat alahtizassal jeloltem.

Tehat az alegységek és domének felszinén kialakulé kiterjedt hidrofob kélcsonhatas
halozat lehet felelés az alegységek és domének kooperativ térszerkezet kialakulasi
folyamataért. Mivel a masodlagos szerkezeti elemek az egész molekulaban sokkal
gyorsabban kialakulnak, mint a harmadlagos nativ szerkezeti elemek, ez eldsegiti a
domén-domén ¢s az alegység kontaktusok 1étrejottét mar a térszerkezet kialakulas korai

szakaszaban, tovabba feltételezi az egymast elosegitd térszerkezet kialakulast is.
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6. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran a két alegységbdl ¢és alegységenként két szerkezeti
doménbdl felépiild 3-izopropilmalat dehidrogenaz (IPMDH) molekulajat (ill. annak
kiilonb6z6 hostabilitasu formait) valasztottam modell fehérjeként két kiillonb6zo, de

egymassal szorosan Osszefiiggd kérdéskor tanulmanyozasara:

1. Milyen szerepe van az alegységeknek ¢és a doméneknek a

fehérjetérszerkezet kialakulasi folyamat mechanizmusaban?

2. Van-e Osszefliggés a térszerkezet kialakulds mechanizmusa és a fehérjék

héstabilitasa kozott?

Fobb megallapitasaim a kovetkezok:

1. Az egyensilyi denaturaciés vizsgalatok alapjan — melyekhez CD és
fluoreszcencia spektroszkopiat, ill. ureagradiens gélelektroforézist alkalmaztam —
megallapitottam, hogy a Tt (termofil), Ec (mezofil) és Vib (hidegtiiré) IPMDH-k kozotti
stabilitas kiilonbségek nem tulajdonithatoak egyszeriien a denaturaciés szabadentalpia
valtozas (AG") értékeinek. Mig az Ec és Vib IPMDH térszerkezet kialakulasi
mechanizmusa egyértelmiien Osszetett, harom allapotu folyamat, addig a Tt enzim
esetében ezen kisérletek nem tdmasztottdk ala a folyamat komplexitasat. A Tt IPMDH
térszerkezet kialakulasi folyamatanak komplex jellegére viszont a tovabbi kinetikai

vizsgalataimbol mégis fény deriilt.

2. A harom kiilonb6z6 héstabilitast IPMDH térszerkezet kialakulasi és felbomlasi
folyamatanak idobeli jellemzéséhez a CD- és fluoreszcencia spektroszkopias modszerek
mellett, az enzimaktivitas és a tioltartalmu Ec és Vib enzim esetén a tiolreaktivitas
valtozasanak kovetését is felhasznaltam. Megallapitottam, hogy a denaturacio
mindharom IPMDH esetében egyszerii, elsérendii folyamat, a sebességi allandok
viszont jelentésen eltérnek egymastol. A termofil enzim denaturacidja a leglassabb, mig
legkonnyebben a hidegtiird Vib enzim vesziti el szerkezetét. A denaturacioval
ellentétben a térszerkezet kialakulasa (renaturacidja) mindharom IPMDH esetében
Osszetett folyamat: egy igen gyors és egy sokkal lassabb elsérendli szakaszbol all. Az
egyes szakaszok sebessége a harom enzim esetén nem kiilonbozik lényegesen

egymastol.
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A denaturacio és renaturacié idogorbéjét szubsztratok jelenlétében is vizsgaltam.
A denaturacio sebessége jelentdsen lecsokkent a Mn*IPM-et kotd binér komplexben,
tovabba a mikodé (NAD*Mn*IPM) és a nem mikodé (NADH*Mn*IPM) terner
komplexek esetében. A NAD, ill. NADH molekulaknak 6nmagaban semmilyen hatasa
nem volt a denaturacié folyamatara. Megallapitottam tehat, hogy a Mn*IPM felelés a
lassabb denaturacioért, vagyis védi a fehérjemolekulat a letekeredés ellen. Kimutattam
azt is, hogy ez a védo hatas eltéré a harom kiilonb6z6 hdstabilitasi enzim esetén. A
legnagyobb rigiditassal és hostabilitassal rendelkezé Tt enzimnél a szubsztrat jelenléte
nem vezet jelentds tovabbi stabilizaciohoz, mig a nagyobb flexibilitast Ec és Vib enzim
esetén erre lehet6ség van. A renaturacid folyamatat — a denaturaciotol eltéréen — a

szubsztratok jelenléte nem befolyasolta.

3. A denaturaci6 és renaturacio kinetikai eredményeit térszerkezeti adatok alapjan
értelmeztem. Az eltérd denaturacids sebességekért a nem konzervativ oldallancok
kozotti specifikus kolcsonhatasok tehetéek feleléssé, melyek a fehérjék stabilitasbeli
kiilonbségeit is okozzak. A 27 kivalasztott nem konzervativ aminosavbol 16 esetén volt
tisztan kimutathaté a kapcsolat az atomi kolcsonhatasok és a héstabilitas kozott. Az
IPMDH molekula hdrom nagy régidja (1. domén, a két domén kozotti régié és az
alegységfelszin) kiilonithetd el, melyeknek szerepe van az eltéré hdstabilitasban.

A Mn*IPM stabilizalo szerepével kapcsolatban megallapitottam, hogy a
szubsztrat kotddése rogziti a vele kolcsonhatdé oldallancokat magaban foglald
masodlagos szerkezeti elemek relativ térbeli helyzetét. Ezenkiviil a szerkezet
stabilizalasaban szamos mas, a szubsztrattal csak kozvetve kapcsolatban 4llo

konzervativ oldallanc is részt vesz.

4. Az IPMDH esetén a térszerkezet kialakulas sebessége és a hostabilitas kozott
nem volt kimutathatd Osszefiiggés, bar mas fehérjéknél talalhato erre példa az
irodalomban. Tehat a stabilitasi kiilonbségeket meghatarozé specifikus (nem
konzervativ) kolcsonhatasok a térszerkezet kialakulasi folyamat késobbi szakaszaban,
azaz csak a sebességmeghatarozo 1épés(ek)et kovetden alakulnak ki az IPMDH esetén.
Azt, hogy ez a mechanizmus mennyire altalanosithatd, tobb mas, eltéré stabilitasu
rokon fehérjével végzett renaturacios kisérlettel lehetne eldonteni. A denaturacio
sebességének az IPMDH esetén megfigyelt csokkenése a hdstabilitas novekedésével
viszont 4altaldnosabb stabilizdld mechanizmusnak latszik, melyet a hipertermofil

fehérjék korében is megfigyeltek.
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S. Jellemeztem a renaturacié soran kialakuld intermedier természetét is. Ez az
intermedier a Trp fluoreszcencias mérések alapjan mar a nativ enzimre jellemzd Amax
értékkel rendelkezik, de fluoreszcencia emisszidja még joval alacsonyabb a nativ
enziménél. Tehat a Trp oldallancok részleges deszolvatacidja mar megtorténik a
polipeptidlanc feltekeredésének ezen kezdeti szakaszaban. Ezt timasztottak ala az ANS
fluoreszcencias mérések is, melyek szerint az intermedier egy ,,molten globula”-szerti
allapotot vesz fel. Tovabbi, fluoreszcencia anizotropia mérések segitségével
megallapitottam, hogy az intermedier allapotban mar feltehetden a két polipeptidlanc
tekinthet6. FRET mérések segitségével azt is kimutattam, hogy az intermedier mar
kifejezetten képes a szubsztrat kotésére, habar még ezen koélcsonhatasok biztosan nem

nativszerliek, hiszen az intermedier enzimaktivitidssal nem rendelkezik.

6. A fentiek alapjan az alegységek térszerkezet kialakulasi szerepével kapcsolatban
folyamat kezdeti fazisaban be kell kdvetkeznie ahhoz, hogy térszerkezetiiket egymast

segitve, kooperativ modon alakithassak ki.

7. Az alegységek szerepe mellett tanulmanyoztam a domének szerepét is a
renaturacié folyamataban. A Tt IPMDH egy alegysége 3 Trp oldallancot tartalmaz:
egyet az 1. doménben, egyet a 2. doménben és egyet az tigynevezett kar régioban. A
Trp-ok helyspecifikus mutagenézisével elértem, hogy az egyes Trp oldallancok
komyezetében, elkiilonitve kovethessem a nativ szerkezet kialakulasat és ezaltal kiilon-
kiilon jellemezhessem az egyes szerkezeti domének térszerkezet kialakulasi folyamatait
az intakt enzimmolekulan beliil. Mind a Trp fluoreszcencias, mind a FRET mérések
egybehangzdan megmutattak, hogy a domének térszerkezet kialakulasa az alegységen
beliil teljesen szimmetrikusan zajlik. Tehat a két domén egymassal szoros

kolcsonhatasban van a térszerkezet kialakulas teljes folyamata alatt és kolcsondsen

8. Az alegységek ¢és domének térszerkezet kialakulasanak szoros Osszefliggését az
alegység-, ill. doménfelszinen 1év6 kolcsonhatasok szisztematikus Gsszehasonlitasaval
tamasztottam ala. Ezen kolcsonhatasok mindharom IPMDH-ban igen hasonloak ¢és

foként hidrofob jellegiiek, fiiggetlentil azok héstabilitasatol.
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ROVID OSSZEFOGLALAS

A fehérjék nativ térszerkezet kialakulasanak mechanizmusa még ma is megoldatlan
biofizikai kérdés. Kiilonosen a bonyolultabb, multidomén-, ill. oligomer fehérjék
szerkezeti onszervezédésének szabalyai (pl. a domének, ill. alegységek szerepe) varnak
tisztazasra. Ide tartozo kérdés még, hogy a térszerkezet kialakulasi mechanizmus milyen
Osszefiiggésben van a fehérjék stabilitasaval. E kérdések vizsgalatara modellként a két
alegységbdl és alegységenként két doménbdl felépiild 3-izopropilmalat dehidrogenaz
(IPMDH) Thermus thermophilus (Tt), Escherichia coli (Ec) és Vibrio sp. 15 (Vib)
szervezetekbdl szarmazo kiilonbozo hdstabilitasu formait valasztottam.

A térszerkezet felbomlas (denaturacio) ¢és kialakulds (renaturacid) iddbeli
folyamatat CD-, ill. fluoreszcencia spektroszkopia segitségével és enzimaktivitas
méréssel kovetve megallapitottam, hogy mig a denaturacié sebessége a termofil (Tt),
mezofil (Ec) és a hidegtliré (Vib) sorrendben né, addig renaturacidjuk kozel azonos
sebességgel megy végbe. A denaturacio latszolag mindig egyetlen elsérendii folyamat, a
renaturacio6 viszont bifazikus (szekvencialis), de szintén elsérendiit mechanizmust kovet.
A gyors fazis alatt egy nativ-, ,,molten globula”-szer(i kompakt intermedier alakul ki,
amely mar képes az IPM szubsztrat kotésére, de még nem mutat enzimaktivitast.

A denaturaci6é és renaturacio kinetikai eredményeit térszerkezeti adatok alapjan
értelmeztem. Az eltérd denaturacids sebességekért, s egyben a hdstabilitasért, a nem
konzervativ aminosav oldallancok ko6zotti specifikus kolcsonhatasok felelosek. A
hasonld renaturacios sebességeket az magyarazza, hogy e stabilitasi kilonbségeket
meghataroz6 specifikus kolcsonhatasok a térszerkezet kialakulasi folyamatnak egy
késobbi szakaszaban, csak a sebességmeghatarozo 1épés(ek)et kovetden alakulnak ki.

Az alegységek térszerkezet kialakulasi folyamatban betoltott szerepét illetéen
fluoreszcencia anizotropia mérésekkel megallapitottam, hogy az IPMDH két
domeének térszerkezet-kialakulasa parhuzamosan, hasonlé idégorbe szerint zajlik a Trp
oldallancok iranyitott cseréjével létrehozott mutansokkal végzett kinetikai vizsgalataim
szerint. Tehat mind az alegységek, mind a domének szorosan egyiittmiikodve,
kooperativ modon alakitjak ki az IPMDH molekula nativ térszerkezetét. Ezt a
mechanizmust az alegység-, ill. doménfelszinen 1év6 kolcsonhatasok szerkezeti
analizisével tamasztottam ald. E kolcsonhatasok mindharom IPMDH-ban igen

hasonloak és foként hidrofob jellegiiek, fiiggetlentiil azok héstabilitasatol.



SHORT SUMMARY

The description of self-organisation pathways of native protein structure is one of
the most difficult biophysical problem. Especially, the folding of more complex proteins
— including the role of the domains and subunits — still has to be clarified. A related
question is the possibility of relationship between protein stability and the folding
mechanism. My Ph. D. work was aimed to deal with both problems by carrying out
denaturation-renaturation  experiments on the homodimeric two-domain 3-
isopropylmalate dehydrogenases (IPMDH) with different heat stabilities (7hermus
thermophilus (Tt), Escherichia coli (Ec) and Vibrio sp. 15 (Vib)).

The time courses of both denaturation and renaturation were followed by detecting
enzyme activity, CD- and fluorescence spectroscopy. While the rate of the denaturation
increases in the order of thermophilic (Tt), mesophilic (Ec) and psychrotrophic (Vib)
IPMDHs, the rates of renaturation are closely similar for the three enzymes. The
denaturation is always an apparently single first order process, however the renaturation
follows a biphasic (sequential) first order kinetic mechanism. During a burst phase a
native-, molten globule-like, compact intermediate is formed, that is already able to bind
the substrate IPM, but does not possess any detectable enzyme activity.

The kinetic results of denaturation and renaturation are interpreted by molecular
graphical analysis of the structural data. The specific interactions among the non-
conserved side-chains are suggested to be responsible for both the different denaturation
rates and the heat stabilities. The similar renaturation rates are compatible with
formation of these specific interactions during the later phase of renaturation, i.e. only
after the rate limiting step(s).

The role of the subunits in the formation of native IPMDH was investigated by
recording the time courses of fluorescence anisotropy changes during refolding. The
results indicated association of the two polypeptide chains in the very early phase of
refolding. Renaturation experiments with site-directed Trp mutants have revealed
simultaneous formation of the native structure of each domain with closely similar rates.
Thus, the structures of both subunits and domains of IPMDH are reconstructed in a
highly cooperative manner. Structural analysis of the atomic interactions on the subunit-
subunit and domain-domain interfaces entirely consistent with this mechanism. These
interactions are mainly hydrophobic in their nature and very similar in cases of the three

different IPMDHps, i.e. independent of their heat stabilities.
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