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1.
Roviditések jegyzéke
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2.

Bevezetés

A fehérjék az ¢€l6 szervezetben lezajlo, legkiilonb6zobb élettani folyamatok
végrehajtasaért és ellendrzésért felelések. Egyik alcsoportjuk, az enzimfehérjék -
miniatiir molekularis gépekként miikodve - kiilonféle biokémiai reakciokat katalizalnak.
Szerkezeti adottsagaik révén rendkiviil specifikusak: csak egy adott vegyiilet (vagy
vegyiiletcsoport) adott reakciojat katalizaljdk. A biokémiai tudomanyok korai
szakaszaban igen népszer( kulcs-zar modell ezt a tulajdonsagot sikerrel magyarazta (1).
A modell szerint enzim és szubsztratja merev geometriai formaként képzelhetok el,
melyek pontosan illeszkednek egymdsba, mint a kulcs a zarba. A modell alapvetd
hianyossaga, hogy figyelmen kiviil hagyja a fehérjeszerkezet flexibilitasat. Ma mar
tudjuk, hogy a fehérjék fiziologias koriilmények kozott igen gazdag belsé dinamikaval
rendelkeznek.  Szerepiikk  betdltéséhez  mozgasra van  szikség (2-6). A
fehérjeszerkezetben hatdo er6k a random jellegli atomi hdmozgésokat bioldgiai
jelentéséggel bird funkciondlis mozgasokka képesek alakitani. Lokalis fluktuaciok
mellett nagyobb 1éptékli szerkezeti atrendezddések johetnek létre, melyek fontos
szerepet jatszanak az enzimfehérje miikodésében.

Doktori munkam soran azt vizsgaltam, hogy a lokalis és kollektiv mozgésok dsszessége
- mint dinamikai repertoar - hogyan valosul meg egy tipikus két doménbdl felépiild
enzim, a human 3-foszfoglicerat kindz (hPGK) esetén. Arra a kérdésre kerestem a
valaszt, vajon hogyan befolyasolja a szubsztratk6tédés az enzim dinamikajat. Annak
ellenére, hogy mar munkdm kezdetén jelentds mennyiségili informacio allt rendelkezésre
a PGK mikodésérdl az irodalomban, a fehérje funkcionalis mozgasairdl csak indirekt
bizonyitékok voltak ismertek. Munkam f6 célja volt, hogy szamitogépes szimulacids
modszerekkel atomi szinten jellemezzem a PGK dinamikajat és a hatékony

enzimaktivitas dinamikai koriilményeit.
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2.1. Szamitogépes szimulaciok alkalmazasa a fehérjekutatasban

2.1.1. A szamitogépes szimulacioé és kapcsolata a Kkisérleti, elméleti modszerekkel

A tuddsok a természet és a benne lejatszodd folyamatok megértése, leirdsa érdekében
évszazadok Ota kiilonféle, a valdsdgot minél jobban megkozelitd modellek
megalkotasara torekedtek. A fizikdban egy modell nem mas, mint a modellt jellemzd
valtozok ¢€s azok kapcsolatat leir6 matematikai egyenletek rendszere. Az egyenleteket
megoldva, a modell viselkedése leirhatd néhany paraméter és a kiindulasi feltételek
ismeretében. Ha elég joO a modell, akkor a leirds a valds rendszer esetében is
alkalmazhato.

A statisztikus fizikaban nagyon kevés azon problémak szama, melyek analitikusan
megoldhatok (7). Ezen ritka esetekben a modell viselkedése leirhatd egy (vagy tobb)
zart, analitikus matematikai kifejezés segitségével (pl. kétdimenzids Ising-modell).
Komplex és bonyolult problémak esetében azonban (pl. molekularis folyadékok leirasa)
tobbnyire lehetetlen zart, analitikus formaban megadni a megolddst. Bizonyos
kozelitések alkalmazasdval ugyan konstrudlhatok olyan elméleti mddszerek, melyek
tobb-kevesebb sikerrel hozzavetéleges joslatokat tehetnek a modell rendszerek
viselkedésére vonatkozoan. Hatékony alternativat nyujthatnak ilyen esetekben a
kiilonféle szamitogépes szimulacidos moddszerek, melyek komplex ¢és bonyolult
probléméak esetén is egzakt megoldasokat képesek szolgaltatni (figyelembe véve a
szamolasok véges pontossagat és a modell rendszer hasznalta kozelitéseket).

Valahol a kisérleti és elméleti modszerek kozott elhelyezkedve, a szimulacidk egyfajta
kettés szereppel rendelkeznek (1. abra, (8)). Az elméleti modszerekhez hasonléan egy
elére felallitott modellen dolgoznak, viszont kivitelezésiik és analizisik a kisérleti
modszerekhez teszik Oket nagyon hasonlatossa. Ezért nagyon taldldo az a kijelentés
miszerint a szimuldcid6 nem mas, mint szamitogépes kisérlet. A szimulacios €és elméleti
eredmények Osszehasonlitdsa lehetévé teszi az elméleti modszer ellendrzését.
Ugyanakkor a kisérleti és a szimulacios eredmények 6sszehasonlitdsdval az alkalmazott
modell validalasara nyilik lehetdség. Ha a modell jonak bizonyul, szimulacio
segitségével a probléma részleteiben ¢és folyamatdban, azaz 0 szemszogbdl valik

vizsgalhatova (pl. fehérje feltekeredés atomi szinten torténd vizsgalata). Ezzel a kisérleti
6
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eredmények értelmezésére, valamint 0j kisérletek tervezésére is lehetdség nyilik. Igy a
szimulaciok egyfajta hidat képeznek a modellek €s az elméleti predikciok, masrészrdl a

modellek és a kisérleti eredmények kozott.

Valés fizikal rendszer |— Modcllalko“t' ———  Modell rendszer I
Kiserletok I Szamitégépes Elméleti médszer alkotdsa
kivitelezése szimuldcidkkivitelezése (tébbnyire kdzelits jellegl)

| | l

Kisérleti eredmények | f’“ﬁ" ."""’""‘”"l: l Elmélet! predikciok |
Osszehasonlitas l Osszehasonlitis ]
Modell ellendrzése | Elméletl médszer ollendrzése |

1. abra Kapcsolat a kisérlet, az elmélet és a szamitogépes szimulacio kozott (8). A kisérleti és

elméleti modszerek kozott elhelyezkedve, a szimuldciok egyfajta kettds szereppel rendelkeznek.

A szimuldciok sajatja, hogy mintegy kozvetlen kapcsolatot képesek teremteni
statisztikus rendszerek mikroszkopikus (pl. részecskék tomege, toltése, sebessége stb.)
¢s makroszkopikus (pl. energia, nyomds, transzport egyiitthatok stb.) mennyiségei
kozott. A statisztikus fizika alapvetd feltevése, hogy a mért mennyiség egyenld a
mennyiség sokasagra vett atlagaval. Ahhoz, hogy szimulacio segitségével egy adott
rendszer (pl. fehérje vizes oldata) valamely makroszkopikus fizikai mennyiségét
szamolhassuk, sokasagot kell generalnunk, azaz fel kell térképezniink a rendszer dsszes
lehetséges allapotat a fazistérben (a részecskék pozicioi és impulzusai altal kifeszitett
tér).

Két alapvetd szimulacids modszer 1étezik egyensulyi sokasag létrehozasara: a Monte
Carlo szimulaci6 (MC) és a molekuléris dinamikai szimulaci6 (MD). A kiilonbség a
fazistér feltérképezésének maodjaban rejlik. MC soran egy, a rendszert alkotd részecske

crer

megvaltoztatasdval, a potencidlis energiaban okozott perturbacié alapjan torténik az

crer

elmozdulas a  fazistérben. A  rendszer Uj pozicidjat a  szimulacio
7
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min(l, exp(—pdV,,,)) valosziniiséggel fogadja el, ahol B a Boltzmann-allando és az
abszolut hémérséklet szorzatanak a reciproka, oV, , pedig az m kiindulasi allapot és az n

végallapot koOzotti potencialis energia kiilonbség. Ezzel szemben MD szimulacio
esetében a klasszikus newtoni mozgasegyenletek numerikus integralasaval valosul meg
a fazistérbeli elmozdulds (lasd késobb). Tehat ebben az esetben valdés dinamikai
eseményeket szimulalé médszerrdl van szo6.

Fehérjék szimulacids vizsgalatai soran a MD szimulaciok hasznélata az altalanosabb.
Ennek oka, hogy a MD szimulaciok — szemben a MC-vel - szamot adnak a rendszer
dinamikai tulajdonsagair6l is, valamint nem-egyensulyi sokasdg generdlasara is
alkalmasak. Ugyan a MC modszer joval egyszeriibb, mint a MD (nem kell gépid6
igényes erdket szdmolni), bizonyithatéan nem produkal jobb statisztikat adott gépidd
alatt (9).

A szamitogépes szimulaciok alapvetd gyakorlati haszna, hogy - szemben a kisérleti
modszerekkel - rendkivill koltséghatékonyak és sokoldaluak. Segitségiikkel extrém
koriilmények szimulalhatok (pl. magas hdmérsékletli plazma). Alkalmazasukkal atomi
szinten valtak tanulmanyozhatévd a masodperc milliomod része alatt lejatszodod
folyamatok (pl. fehérje konformaciés dinamika). Fizikai jelenségek - legyenek azok
molekularis szinten vagy galaktikus (8) 1éptékben lejatszodo folyamatok - szimulacioval

egyforman megkdzelithetdk, leirhatok.

2.1.2. A szamitogépes szimulaciok rovid torténete

A szadmitogépes szimulaciok fejlesztése gyakorlatilag méar az elsé szamitdégépek
megjelenésével megkezdddott az 1940-es években. Az elsd jelentds alkalmazasra a
Manhattan-terv keretében a masodik vilaghabort idején keriilt sor. Ennek soran
Neumann, Ulam ¢és Metropolis az atomrobbanés folyamatat szimulalta, megalkotva
ezzel a MC szimulacio alapjait (10). Az elsé folyadék rendszeren végzett MC
szimulacidt szintén a Los Alamos National Laboratories-ban végezték 1953-ban (11). A
korai szimulacios alkalmazasok igen egyszeri modell-rendszerekkel dolgoztak, pl.
kolcsonhatasmentes kemény gombok, korongok. Azonban nem kellett sokat varni az

elsé Lennard-Jones potencialt alkalmazé MC szimulacié megjelenésére sem (12). Ezen

8
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a ponton mar lehetdség nyilt szimuldciods €s kisérleti eredmények (pl. folyékony argon)
Osszehasonlitdsara. 1957-ben Alder és Wainwright szimuldciés algoritmust irt kemény
gdmbokbdl allé rendszerre, hogy folyadékok dinamikai tulajdonsagait modellezhesse.
Ezzel egyben lefektették a MD szimulacié alapjait is (13,14). Néhany évvel kés6bb
megsziiletett az elsd folytonos potencialt (Lennard-Jones) alkalmaz6é MD szimulaci6 is
(15).

A szamitogépek egyre szélesebb korti elterjedésével felgyorsult a szamitogépes
szimulaciok fejlesztése az 1960-as, 1970-es években. A kezdeti, atomos rendszereken
végzett szimulaciokat hamarosan kovették az egyre komplexebb, molekularis
rendszereken végzett munkdk. 1968-ban tortént eldszor kisérlet egy kétatomos
molekularis folyadék viselkedésének szimulalasara (16), majd megsziilettek az els6
folyadék fazisu vizet modellez6 szimulacios munkak, elébb MC-vel 1969-ben (17),
majd MD-vel 1971-ben (18). A hetvenes években mar kisebb, merev (19), kés6bb
flexibilis molekulakon (szénhidrogéneken) (20) is hajtottak végre szimulaciokat. Majd
1977-ben McCammon és mtsai kozoltek az elsd fehérjén (BPTI, Bovine Pancreatic
Trypsin Inhibitor) végzett szimulacidé eredményeit (21). Mara a szamitogép kapacitas és
a szimuléacios algoritmusok fejlédésével, komplex biologiai rendszerek (fehérje-,

nukleinsav-, lipid-rendszerek) vizsgalatara is lehetdség van.
2.1.3. A MD szimulacio elve

Nagy makromolekularis rendszerek fizikai, kémiai tulajdonsagainak elméleti vagy
szimul4ciods leirasa gyakran nagyon komplex és szamitasigényes feladat, f6ként abban
az esetben, ha megfelel6en szeretnénk kezelni a kvantummechanikai effektusokat is. A
probléma athidalasara a hagyomanyos MD szimulaciok a Born-Oppenheimer-kozelitést
hasznaljdk. Az elv roviden a kovetkezd. Tekintsiink egy tetszéleges N atomos
molekulat. Mivel az elektronok mozgasa sokkal gyorsabb az atommagokénal, ezért a
rendszer Schrodinger-egyenlete két kiilon egyenletre bonthato. Az els6 az elektronokra

vonatkozd  Schrodinger-egyenlet, amely paraméteresen fiigg az atommagok
r=(r,r,,..,ry) pozicioitol. Ennek megoldasa adja a ¢(r) potencialis energia-

fliggvényt, amely csak az atommagok pozicioitol fiigg. A madasodik egyenlet az

9
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atommagok mozgasat irja le ezen a ¢(r) potencialfeliileten. Az MD két alapfeltevése:

1. A ¢(r) potencialfiiggvényt empirikus energiafiiggvénnyel helyettesithetjiik (a

Schrodinger-egyenlet megoldasa helyett). Ezt nevezik er6térnek vagy force-fieldnek
(lasd késébb).

2. Az atommagok joval nehezebbek az elektronoknal, igy a magokra vonatkozd
Schrodinger-egyenlet helyett a Newton-féle mozgasegyenletet hasznalhatjuk (klasszikus

kozelités):

v, g(r)=m L sisn ®

ahol m; az i-edik atommag tomege. Tehat N atom esetén 3N darab klasszikus Newton-
egyenlet numerikus megoldasaval (bizonyos itt nem részletezett integracids
algoritmusok segitségével) szimulalhatjuk az atomi mozgasokat. Az atomi koordinatak
id6 szerinti fliggvénye adja a trajektoriakat.

A statisztikus fizika alapvetd feltevése: a mért mennyiség egyenld a mennyiség
sokasagatlagaval. A lefuttatott szimulaciobol, az (1) mozgasegyenletek altal generalt
trajektoriabol trajektoria-atlagot, vagyis iddatlagot szadmolhatunk. Az ergodicitasi
hipotézis alapjan a fizikai mennyiség id6atlaga egyenld a sokasagatlagaval. Azaz az MD
szimulaci6 szolgaltatta eredmények segitségével a rendszer makroszkopikus
termodinamikai mennyiségeinek meghatarozasara is lehetdség nyilik.

A fehérjékre alkalmazott hagyomanyos MD szimulaciok sematikus kivitelezési
protokollja a 2. 4bran lathat6. A rendszert alkotd atomok kiinduldsi koordinatait
rontgen-krisztallografiai, NMR spektroszkopiai adatok vagy homoldgia modell
szolgaltatja. Adott hdmérsékleten a kezdeti sebességeket véletlenszdm generator osztja
ki az atomok kozott (22). A kolcsonhatd erék pedig a potencialis energia (erétér)
segitségével szamolhatok, melyre egy példa a 3. abran lathatdo (23,24). Az erék
szarmazhatnak kovalensen kotddd atomok kdlcsonhatasaibdl illetve nem kotddd atomok

masodlagos kdlcsonhatasaibol. A kotések ¢€s kotésszogek menti vibracio virtudlis

10
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rugokkal, a torzids szogek kozponti kdtése koriili rotacid szinuszoid fliggvénnyel kertil
modellezésre. A kovalensen nem kotédé atomok kozott hatd erék van der Waals és
elektrosztatikus kdlcsonhatasbol erednek. A van der Waals kolcsonhatast Lennard-Jones
6-12 potencialfiiggvény (25), az elektrosztatikus kolcsonhatast a Coulomb-térvény

modellezi.

Kiindulasi. atomi felbontasd modell szerkezet
(rontgenkrisztaliografia, NMR)

|

I Atomi sebességek kiosztasa véletienszam generatorral I

i

P— l A fehéne potencidlis energidjanak kiszamilasa I

l

| Atomokra hato erdk kiszamitasa |

I Atomi gyorsuldsok kiszamitdsa ]

!

A gyorsulasok, sebességek és helykoordinatak ismeretében
a kovetkezd idolépéshez tartozd helykoordinatak és sebességek
kiszamitasa

2. abra Klasszikus MD szimulaciok kivitelezési protokollja.

A potencialfiiggvényben szerepld paramétereket kisérleti (pl.  infravords
spektroszkopiai) adatok és kvantummechanikai ab initio szamolasok szolgaltatjak. Ma
mar szamos kiillonbozé erétér all a kutatok rendelkezésére (pl. AMBER (23),
CHARMM (26), GROMOS (27)). Alapvetben a kiilonbség koztiik a paraméterezésben
¢és az energiatagokban rejlik (24).

Sok kolcsonhatd részecskét tartalmazo, nagy rendszerek esetén, a rengeteg szadmitasi
feladat miatt a MD szimuldciok meglehetdsen gépidd igényesek. A sziikséges gépidd
csokkentése érdekében tobb tiz/szaz processzort tartalmazo szamitogép-klasztereken,

parallelizalva végzik a szamitasokat.

11



DOI:10.14753/SE.2013.1794

Koto energiatagok Nemkoto energiatagok
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3. abra Az er6terekben jellegzetesen hasznalt energiatagok szemléltetése (24).

2.1.4. A MD szimulacio lehetéségei és korlatai a fehérjekutatasban

A MD szimulaciok szerepe a fehérjekutatasban a hetvenes évek végétél mind
hangstlyosabbd valt. A rontgen-krisztallografids szerkezet meghatarozasok soran egyre
nyilvanvalobba valt, hogy a fehérjemozgdsok nagy jelentdséggel birnak a
fehérjemiikodésben (28,29). Kisérleti modszerek mellett a szamitogépek és a
szimuldciés moddszerek fejlédésével a makromolekularis rendszerek, igy a fehérjék
szimulacids vizsgéalata mind elérhetobbé valt.

Szamos példa van arra, mikor a szimulacid segitett egy-egy jelenség megértésében vagy
a kisérleti adatok magyarazataban (30-34). Példaul Somani és mtsai MD szimulacidval
mutattadk ki, hogy a human interleukin-1béta fehérjében talalhatdo hidrofob iregbe
vizmolekulak diffundélhatnak ki és be, ami megmagyarazta a koradbban detektalt NOE
funkcionalisan fontos szerkezeti elemek mozgasa korreldltabba valik és a hidrogénhid
kotések halozata megerdsodik. MD szimulacios eredményeket ) gydgyszerhatdanyag
kifejlesztéséhez is sikerrel alkalmaztak. Példaul Schames és mtsai MD szimulacioval
vizsgaltak egy korabban, kisérletileg alkalmatlan gyogyszercélpontnak tulajdonitott
enzimet, a HIV integrazt (36). A szimulaciok egy 0j lehetséges kot6helyre hivtak fel a
figyelmet, mely a rontgen-krisztallografias szerkezetekben nem volt lathatd. A késdbbi
kisérletes eredmények megerdsitették, hogy ismert inhibitorok valoban koétddnek a
molekula ezen részén, a joslatnak megfeleléen. Az eredmények fényében a Merck &
Co. gyogyszercég Uj vizsgalatokat kezdett a HIV integrazzal (37), melyeknek

eredményeképpen egy uj, hatékony antiretrovirdlis HIV gydgyszert, a raltegravirt

12



DOI:10.14753/SE.2013.1794

fejlesztették ki.

Az erbterek kozelitd jellege miatt azokban az esetekben, ahol a kvantummechanikai
effektusok fontos szerepet jatszanak (kémiai kotések felszakadasa, 1étrejotte,
kvantummechanikai alaght effektus, elektromos polarizaciéo stb.) a klasszikus MD
szimulacié helyett QM/MM (quantum-mechanical/molecular mechanical) technikakat
hasznalnak. Ko6z0s jellemzdjiik, hogy a fehérjék aktiv helyeinek mozgésait, reakcidit a
kvantummechanikai torvények figyelembevétel szamoljak, mig a rendszer 6sszes tobbi
szegmensét hagyomanyos MD modszerrel modellezik. Példaul Hong és mtsai QM/MM
modszerrel vizsgalta a Desulfovibrio desulfuricans és Clostridium pasteurianum [Fe-
Fe] hidrogenazokat. Kotésfelszakadassal és képzddéssel jard, katalitikusan fontos
proton-transzfer jelenséget sikeriilt leirni az aktiv helyen (38).

A kémiai kotésfelszakadas és képzddés mellett egy mésik fontos kvantummechanikai
jelenség, az elektromos polarizacidé sem szimulalhat6 klasszikus MD moédszerrel. Mivel
az erbterek elore definidlt, fix paraméterként tartalmazzak az egyes atomok részleges
toltését, az atommagok koriili elektronfelhdk alakjanak folytonos, dinamikus valtozasa
nem szimuldlhatd. A jelenség korrekt kezelése érdekében szamos un. polarizalhatod
erotér kertlt kifejlesztésre (pl. Drude-részecske modszer (39), fluktuald toltés
modszerek (40) stb.), ezek azonban jelentdsen megndvelik a szimulaciok szamitasi
igényét. Igy alkalmazasuk széles korben nem terjedt el. Napjainkban is szakmai vita
targyat képezi, hogy milyen modon kell helyesen figyelembe venni a polarizacio
jelenségét ugy, hogy ezzel ne noveljiik jelentés mértékben a szamitasi igényt (41).

Az erbterek kozelitd jellege mellett komoly korlatozo tényez6 a szamitasok tekintélyes
mely 160,77 GFlops (giga floating-point operations per second) teljesitményre képes, 1
mikroszekundum id6intervallumot szimulalo MD futas 71409 atomos rendszerre (416
aminosavbol 4ll6 fehérje 12 A vastagsagli rombos dodekaéder vizdobozban) kériilbeliil
54 napig tartana. A hatalmas gépid6 igény meggatolja a mikroszekundumnal hosszabb
id6skalaji MD szimulaciok rutinszer(i futtatasat. Fehérjék esetében ez sokszor a
konformacios allapotok statisztikailag elégtelen mintavételezését vonhatja maga utan.
Termodinamikai mennyiségek pontos meghatirozasahoz és a dinamikai viselkedés
egyértelmil tisztazasahoz viszont a fehérje dsszes lehetséges konformacios allapotat fel

kell deriteni. Az enzimmiikodésért felelds nagy, kollektiv mozgéasok iddskalaja
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tobbnyire milliszekundum — szekundum nagysagrendi (42), tehat a MD szimulaciok
tipikus iddskaldjan ezek a mozgasformédk még nem kovetheték nyomon a maguk
teljességében. Ezzel szemben a lokélis mozgasokhoz kotheté konformacié valtozasok
(pl. kotéhelyek konformécid valtozasai) sok esetben sikerrel vizsgalhatok, hiszen ezek
az események nagysagrendileg tobbnyire nanoszekundumosak — mikroszekundumosak.
A konformacids energiatérkép hatékonyabb felderitése érdekében a hagyomanyos MD
modszer kiilonféle modositasait javasoltak. Egyik legismertebb megoldds a Replica-
Exchange MD moédszer (REMD) (43,44). A mddszer 1ényege, hogy ugyanazon rendszer
tobb masolatat (replikdk) szimuldljuk parhuzamosan, kiillonb6zé homérsékleteken.
Periodikus id6kozonként adott valosziniiséggel véletlenszertien kicseréljiik két rendszer
hémérsékletét (Ojraskalazzuk az atomsebességeket) és az 1j hémérsékleteken folytatjuk
a hagyomanyos MD szimuldciot. E modszer segitségével a viszonylag magas
energiagatakkal elvalasztott konformacios allapotok is hatékonyan feltérképezhetdk. A
replikdk parhuzamos propagalasahoz igen sok processzorra van sziikség, ezért a
modszer erdforras-igényes. Egy tovabbfejlesztett valtozat - az Un. single-copy
tempering - egyetlen rendszer-replikat alkalmaz. A hémérséklet folyamatos
valtoztatasaval eszk6zoli a nagyobb energiagatakon vald atjutast (45). Egy masik
alternativat kinal a Hamelberg és mtsai altal kifejlesztett Gn. accelerated MD (aMD)
szimulacids technika, mely a magas energiagatak mesterséges csokkentésével segiti a
konformacios tér hatékonyabb feltérképezését (46).

Egy masik gyakran alkalmazott modszer csoport - az un. coarse graining MD (CG-MD)
- szintén a szamitasokhoz sziikséges gépidd csokkentését €s/vagy a szimulalt iddskala
novelését teszik lehetévé (47,48). Kozos jellemzojik, hogy a hagyomanyos MD
szimulaciok részletes atomi reprezentacidja (Gn. all-atom) helyett Gin. pszeudo-atomok
alkalmazéasaval vesznek figyelembe bizonyos atomcsoportokat. Ezzel jelentOsen
csokkenthetd a szamitdsok mennyisége, természetesen a pontossag rovasara. Egyszerli
példak pszeudo-atomokra: -CH3/-CH2 csoportok vagy egész aminosavak egy
részecskeként torténd kezelése. A pszeudo-atomok paraméterezése kisérleti ill.
hagyoményos atomos MD szimulaciok eredményei alapjan torténik. A paraméterezés
soran a legnagyobb problémat az elektromos toltéseloszlas meghatarozasa okozza,
emiatt elektromos tulajdonsagok jellemzésére a modszer megbizhatatlan (49). Viszont

sikerrel alkalmazzak fehérje feltekeredés vizsgalatara (50).
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A szimulaciés algoritmusok fejlesztésével parhuzamosan, a rendelkezésre &llo
szamitogép kapacitas is fejlodott az évek sordn. Az egyre fejlettebb processzor
architektarak ¢és a parallel szamitasi lehetoségek megjelenésével mind nagyobb
rendszerek mind hosszabb idéskalan valtak vizsgalhatova. Shaw és mtsai Kifejezetten
MD szimuléciok futtatasara konstrualt szamitogépet alkalmaznak (neve Anton, Anton
van Leeuwenhoek utdn), melynek segitségével milliszekundumos iddskalan tudtak
vizsgalni egyes kis molekulasulyt fehérjék folding folyamatait (51). Ligandumok
fehérjéhez torténd kotddésének teljes folyamatat sikeriilt leirni szintén az Anton
szuperszamitogépen végzett szimulaciokkal (52). A szimulacios vizdobozban, random
pozicioban lett elhelyezve mind a ligandum, mind a célfehérje. Elegendéen hosszan
futtatott szimuldci6 alatt a ligandum minden esetben ,,megtalalta” kotohelyét és
kotédott, a kisérletileg meghatarozott modon.

Egy masik iranyt képviselnek a szamitasok felgyorsitasara tett torekvésekben a GPU-ra
(graphics processing unit) adaptalt MD szimulaciok (53-55). A videojatékok,
szamitogép grafikak minél gyorsabb, tokéletesebb megjelenitésére kifejlesztett GPU-k
ugyanazon algoritmusok miveleteit hajtjdk végre a grafikus alkalmazasok futtatdsa
soran, mint amilyeneket a MD hasznal. Ez adta az 6tletet, hogy processzorok helyett,
GPU-kat alkalmazzanak MD szamolasokhoz, melyek alkalmazasa koriilbeliill egy
nagysagrenddel noveli a szamitasok sebességét (53).

A jelenlegi korlatok ellenére a MD szimulaciok kinalta lehet6ségek paratlanok. A
tudomany pillanatnyi allasa szerint nincs a keziinkben olyan kisérleti modszer, mellyel a
masodperc  milliomodrésze alatt lejatszodé mikroszkopikus folyamat atomi
részletességgel, kozvetleniil vizsgalhato lenne. MD szimulacioval mindez elérhetd.
Alkalmazasukkal fehérjék dinamikai viselkedése jellemezhetd, eldsegitve ezzel a
szerkezet és funkcio kozotti kapcsolat mélyebb megértését. A szamitogép kapacitas és
az algoritmusok fejlédésével pedig varhatéan a MD szimulacié mind nagyobb szerepet

fog betodlteni a gydgyszertervezésben is.
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2.2. A fehérjefunkcio és dinamika kapcsolata

Az enzimfehérjék az aktivacios energia csOkkentésével képesek katalizalni kiilonb6zo
biokémiai reakciokat (56). Miikodésiik soran, funkciojuk betoltéséhez tobb-kevesebb
szerkezeti flexibilitasra van sziikségiik (57). Ezen mozgasok soran a fehérjék nagy
szamu, kiilonb6z6 konformacioju allapotba keriilnek.

A konformaci6 ¢és dinamika kapcsolata a fehérje konformacids energiatérképével
jellemezhet6 (4. abra (42)), melyen a lokalis minimumok egy-egy konformacios
allapotnak, a minimumok kozotti atmenetek a konformacids dinamikanak felelnek meg.
A fehérje energiatérkép egyik legmeghatarozobb tulajdonsdga, hogy struktiraja
hierarchikusan szervezett (58). A konformacios allapotok az &ket elvalasztd
energiagatak (atlagos) nagysaga alapjan hierarchikus szintekbe rendezddnek. A
hierarchia legfelsé szintjén (0. szint, 4. 4bra) elhelyezkedd konformacids allapotok
kozotti atmenetek irjak le a kollektiv mozgasokat, melyek iddskaldja fizioldgias
koriilmények kozott mikroszekundum — milliszekundum nagysagrendii. Ezen mozgéasok
a fehérjeatomok kooperativ, irdnyitott elmozduldsait jelentik, melyek nagyobb
molekularészletek szerkezeti atrendezédésével jarnak (pl. relativ doménmozgasok).
Segitségiikkel a megfeleld funkcids csoportok kelld kdzelségbe keriilhetnek a biokémiai

reakcio teljestilése érdekében.

Szabad entalpia, G

1.szint

2.szint

Konformacios koordinata

4. abra A fehérjék hierarchikusan szervez6d6 konformacios energiatérképe 2 dimenzidban (42).
A kollektiv mozgasok id6skalaja ps-ms, mig a lokalis fluktuacioké ps-ns nagysagrendii.
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A hierarchia alsobb szintjeihez (1., 2. szint, 4. dbra) tartoz6 konformacids allapotok
kozotti atmenetek a gyorsabb, kisebb aktivalasi energiat igényld lokalis fluktuacidkat
jellemzik. Ezen mozgasok kozé sorolhatok a femtoszekundumos iddskalan lejatszodo
kotés menti atomi vibraciok vagy a piko- és nanoszekundumos iddskaldju aminosav-
oldallanc mozgasok és a masodlagos szerkezeti elemek deformacidja (pl. hurkok
flexibilitdsa). Szamos eddigi eredmény ¢és jelen munkdm is azt bizonyitja, hogy ezen
lokalis fluktuaciok is alapvetd biologiai jelentéséggel birnak (28,59,60). Kitiintetett
régiok — példaul szubsztratkétohelyek és csuklorégiok (lasd 2.4. fejezet) — lokalis
flexibilitdsa dontd fontossagu az enzimmiikddésre, egyben a katalitikus hatékonysagra
nézve (29).

Az 5. é4bra foglalja 0ssze a kiilonb6zé iddskalan megvalosuldé mozgéstipusokat a
vizsgalatukra alkalmas kisérleti, elméleti modszerekkel egyiitt (42). Figyelemre mélto,

hogy a fehérjék teljes dinamikai repertoarja az idéskala 16 nagysagrend;jét iveli at.

Lokélis mozgésok Kollektiv mozgasok
Kotés Metil csoport Hurok Nagyobb domének
vibracié rotdcé mozgas mozgasa

Oldallanc rotacidé

fs on n 1] me 1

NMR relaxacio

Rontgendiffrakcid - -
Hidrogén-deutérium
csere

Fluoreszcencia spektrosziképia

UV és lathatd spektroszkopia

- -

Raman spektroszkopia

IR spektroszikopia

Molekuladinamikai szimuladé

5. abra A kiilonféle id6skalakon megvalosuld molekularis események (42).

2.3. A doménmozgasok, mint funkcionalisan fontos kollektiv mozgasok

A fehérjedomén fogalma. A fehérjeszerkezet kompakt, globularis térbelileg jol
elkiiloniild egységeit - melyek rendszerint ©6nallé funkcidéval is rendelkeznek -
doméneknek nevezziik (61). Gyakran a fehérjeszerkezeten kiviil, 6nalldan is stabil,

feltekeredett allapotban képesek 1étezni, igy a fehérjefolding egységeinek is tekintik
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Oket. Tobbnyire merev testként, dinamikai egységként viselkednek a fehérjemozgasok
soran. Egy doméntipus tobb kiillonbozd fehérjében is megtaldlhatdé. Az evolucid a
kiilonféle doméntipusokat kombindlva, kiilonbozo szerkezetli és funkcidju fehérjéket
alkotott, emiatt evolucios egységként is emlitik dket. Méretiik limitalt, tobbnyire 25-500
aminsavbol allnak. Példaul az E-szelektin doménje minddssze 36 aminsavbol épiil fel,
de a lipoxigenaz-1 o6riasi C-doménje egyenesen 692 aminosavat szamlal (62). Mig a
kisebb domének stabilitasat altalaban valamilyen fémion vagy diszulfid kotés biztositja,
addig a nagyobb domének esetében a hidrofob mag felel6s a kohézioért (63). A fehérjék
allhatnak egy vagy tobb doménbdl. Példaul a jelen munkaban vizsgalt hPGK egy
jellegzetes, két, kb. azonos méretli doménbdl allo fehérje (64). Az izom passziv
rugalmassagaért felelds oriasi titinmolekula viszont 244 doménbdl épiil fel (65). A
doméneket Osszekotd régiokat interdomén régioknak nevezziik. Flexibilis szerkezeti
elemeik révén az interdomén régiok eldsegithetik, szabalyozhatjak a domének relativ
mozgasat, igy rendkiviil fontos szerepet toltenek be a tobb doménbdl allo fehérjék

miikodésben (66).

A doménmozgasok tipusai. A doménmozgasok sordn a fehérjelanc csak egy igen kis
szegmense, az interdomén régié és néhany oldallanc szenved nagy konformaciod
valtozast (67). A domének - néhany kisebb lokalis fluktuaciotol eltekintve — merev
testként viselkednek. Az interdomén régié néhdny torzids szégének nagyobb
megvaltozasa is elegendd a nagy 1éptékli doménmozgasokhoz. Példaul a piruvat foszfat
dikin4dz enzim foszfoinozitid doménje a miikddés soran kb. 100 fokot fordul egyetlen
aminosav kortl (68).

Gerstein és mtsai a relativ doménmozgésokat két fo tipusba soroljak: csuklo- és nyird
mozgasok (69) (6. abra). Az osztalyozas alapja a mozgassik ¢és a két domén érintkezd
feliiletének sikja altal bezart szog.

Ha ez a szog 90°, csuklomozgasrol (hinge bending) beszéliink, ilyenkor a domének
egymashoz képest jellegzetes 6sszehajlo-szétnyild mozgast végeznek. A mozgas soran a
katalizis szempontjabdl fontos funkcids csoportok, szubsztratok keriilhetnek kedvezd
orientacioba. Csukld jellegli doménmozgast végez példdul az adenilat kinaz ill.

lizin/arginin/ornitin kot6 fehérje (LAO) (69).
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Nyiré mozgas Csuklomozgas

6. abra A doménmozgasok két fo tipusa: a nyir6- és csuklomozgas (69). A doméneket félkorok

és téglalapok, az interdomén régiokat vonalak jelolik.

Ha a mozgéssik és az érintkezo feliilet sikja parhuzamos egymassal, azaz a domének
mintegy ,.csusznak” egymason, nyir6 mozgasrol beszélink. Nyiré doménmozgés
azokban az esetekben jon Iétre, amikor a doménfeliiletek kozott igen erds
kolesonhatasok uralkodnak, igy a mozgas nagy kényszereknek van kitéve. Tobbnyire
kompakt és réteges felépitésii fehérjék esetében jellemzd, pl. alkohol dehidrogenaz, Trp
represszor (69).

Az interdomén régioban taldlhatd azon aminosavakat, melyek koriil a doménrotaciok
megvalosulnak, Un. csuklopontoknak (hinge point) nevezzikk. Az elnevezés
megtévesztd, ugyanis csuklopontja nem csak csuklo jellegi, hanem barmilyen mas
tipusu, doménrotaciot megvalositd kollektiv mozgasformanak lehet (pl. nyir6 jellegii
doménmozgas (70)).

A valdsagban a doménmozgasok a két {6 tipus kombinacidjaként allnak eld, amint azt
jelen munkdmban a hPGK doménmozgasaira is bizonyitani fogom. Egyik vagy masik
tipus dominancidja alapjan lehet a mozgasokat osztdlyozni. Eléfordulnak olyan
mozgasformak is, melyek nem sorolhatok be egyértelmiien ezen két tipus egyikébe sem,
mint példaul a hPGK csavarodé jellegli doménmozgasa (lasd 5.1. fejezet) vagy az

immunoglobulinok dinamikaja (69).
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A doménmozgasok jelentdsége. A tobb domébdl allo fehérjék szubsztratktd helyei
sokszor kiilonbozé doméneken helyezkednek el (59). Ahhoz, hogy a szubsztratok
reaktiv csoportjai megfelelden orientalodjanak €s megtorténhessen a katalitikus reakcio,
a doméneknek kozeledni, zarodni kell. A doménzarddassal bizonyos katalitikusan
fontos, de a nyitott konformacidban tavoli aminosav oldallancok keriilhetnek sztérikus
kozelségbe. Ezzel a katalizis szempontjabdl kedvezd mikrokornyezet alakul ki a
szubsztratok koriil. A doménzarodas egy masik fontos kovetkezménye, hogy kizarja a
vizet az aktiv centrumbol, megakadalyozva ezzel a szubsztratok esetleges hidrolizisét
(69). A domének tavolodasaval, nyilasaval a reakcido termékei végiil szabadon
tdvozhatnak. A doménmozgas jelentdsége tehat abban all, hogy a katalitikusan fontos
oldallancok valamint a szubsztratok megfeleld pozicionalasaval, koordindlja a katalizist

¢és végso soron megteremti annak feltételeit.

2.4. A lokalis mozgasok és jelentoségiik

Az egyre ndvekvé mennyiségli kisérleti és szimuldciés eredmény fényében mind
nyilvanvalobba valik, hogy a kollektiv mozgasok mellett a lokalis mozgasok is alapvetd
bioldgiai jelentéséggel birnak a fehérjemiikodésben.

Miar a mioglobin tobb mint negyven évvel ezeldtt meghatirozott rontgen-
krisztallografias szerkezete is azt sugallta, hogy a lokalis mozgasoknak fontos szerepe
van a funkcioban (28). A mioglobin kristalyszerkezetén nem volt lathato olyan csatorna,
amelyen az oxigénmolekula be- €s kijuthatna a fehérjébdl. Tehat lokalis mozgasokra
van sziikség ahhoz, hogy az oxigén be tudjon jutni a kotézsebbe. Késdbb rontgen-
krisztallografias és elasztikus inkoherens neutronszoras kisérletek bizonyitottak, hogy a
fehérje merev, aktiv centruma koriill lokalizalt, flexibilis régiok vannak, melyek
csatornaként funkcionalhatnak az oxigénkotédés soran (71-73). Tobb doménbdl allo
fehérjék esetében pedig bebizonyosodott, hogy a csuklorégiok a tobbi szerkezeti
elemhez képest igen nagy atomi fluktudciokat mutatnak mar a piko- és
nanoszekundumos iddskalan is (60). Valosziniisithetd, hogy a fehérje gyorsan fluktualo,
nagy lokalis flexibilitdst mutatd szerkezeti elemei tehetdk feleldssé a nagy amplitadoja,
kollektiv szerkezeti atrendezddéssel jardé konformaciovaltozasokért (pl. doménzarodas).

Azaz a gyors, lokalis és a nagyaranyu, Koordinalt mozgasok kozott dsszefiiggés van.
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2.5. A human 3-foszfoglicerat kinaz (hPGK)

A PGK szerepe nélkiilozhetetlen a legtobb ¢élo szervezetben. Aerob éldlényekben a
glikolizis egyik lépéseként a foszfat csoport reverzibilis atadasat katalizalja az 1,3-
biszfoszfoglicerat (1,3-BPG) és magnézium-adenozin-difoszfat (MgADP) kozott (56). A
reakcidé soran 3-foszfoglicerat (3-PG) és magnézium-adenozin-trifoszfat (MgATP)
keletkezik:

i N
(%—O—PO? ¢—0 5
HG—OH + MGADP = HC-OH + MgATP ?)
ﬁ—O—F’Of E—O—Poj
1,3-BPG 3-PG

Aerob szervezetekben a reakcido egyensulya az ATP-keletkezés iranyaba tolodik el.
Anaerob szervezetek esetében a fermentacioban, mig ndvényeknél a fotoszintézis sotét
szakaszaban van nélkiilozhetetlen szerepe a PGK-nak.

Az utdbbi egy évtizedben fény deriilt a hPGK egy igen fontos tulajdonsagara, miszerint
D- és L- nukleozid-analégok széles spektrumat képes foszforilalni (74,75). Az L-
nukleozid-analogok a természetben eléforduldo D-nukleozid-analogok tikkorképi parjai,
tehat enantiomerek. A hPGK ezen tulajdonsaga azért figyelemre méltd, mert mind a D-
mind az L-nukleozid-analégok rak- és virusellenes gyogyszerek egy fontos csoportjat
alkotjak (76,77). Az analdogokat nukleozid formaban kell bevinni az €16 szervezetbe,
hogy a sejtmembranon at tudjanak jutni. Ahhoz, hogy farmakolodgiailag aktiv gyogyszer
hatdéanyag valjon beldliik, nukleozid-trifoszfatta kell 6ket foszforilalni. A foszforilaciot
a szervezet kinaz enzimei végzik, tobb 1épésben. A foszforilacio utolso 1épését a hPGK
katalizalja, ennek sordn a nukleozid-difoszfatbol nukleozid-trifoszfat keletkezik. A
hPGK tehat rendkiviil fontos szereppel bir ezen gyogyszermolekulak aktivalasaban.
Fontos megjegyezni, hogy a foszforilacios kaszkad utolso 1épése a folyamat sebesség
limitalé része, ugyanis sok esetben kimutattdk a farmakoldgiailag hatdstalan mono-,
vagy difoszfatok sejten beliili felhalmozodasat (78). Sok esetben nagy dézisokat (t6bb
szaz mg) kell beadni a betegnek egy-egy nukleozid analogbdl (pl.: Cidofovir (79),

Valtorcitabine (80), Pentacept (81) stb.), hogy terapiasan elegendd dozist aktiv
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gyogyszer valjék beldle a szervezetben. Ennek oka, hogy a hPGK bizonyos nukleozid
analdogokat kevésbé hatékonyan foszforildl. Ahhoz, hogy noveljiikk a foszforilacios
hatékonysagot, és minél konnyebben aktivalhatdo gyogyszerjeldlteket tervezhessiink,
fontos, hogy atomi szinten tisztaban legyiink a hPGK miikodésével. Doktori munkam
soran a hPGK természetes szubsztratja (D-ADP) mellett én is vizsgaltam bizonyos
analog vegyiiletek (L-ADP valamint D-/L-CDP (citidin-difoszfat)) fehérjedinamikara
gyakorolt hatdsat. Osszehasonlitva a természetes és analdg szubsztratok hatdsait, a
hatékony foszforilacio érdekes €s fontos dinamikai koriilményeit sikeriilt megallapitani.
Az utdbbi években az L-nukleozid-analogok szerepe mind hangsulyosabba kezdett valni
a terapias alkalmazasok terén. Ugyanis Osszehasonlitva a két enantiomert, az L-
nukleozid-analogok kevésbé toxikusak természetes tiikorképi parjukhoz képest. Ennek
oka, hogy a gazdasejt polimerdz enzimjei nem ismerik fel szubsztratként az L-
analdgokat, igy ezek nem befolyasoljak a polimeraz miikodését. Viszont az L-analdgok
jO szubsztratnak bizonyultak a virus reverz transzkriptaza szamadra, igy az beépiti az
analogot a DNS-be, ami eltérd szerkezeténél fogva meggatolja a lanc tovabbépiilését
(76).

Néhany eredményes terapias alkalmazasra is talalhatunk mar példat. HIV és Hepatitis B
elleni terapiaban alkalmazott L-nukleozid-analog gyogyszer példaul a lamivudin (82) és
az emtricitabin (83). Egy leukémia elleni analdg, a troxacitabin hatékonysaganak
vizsgalata pedig jelenleg a klinikai kiprobalas masodik fazisaban van (84).

A rék- és virusellenes terapiakat tekintve, ma mar bizonyitottnak latszik a hPGK szerepe
a nukleozid-analogok foszforilalasaban. A hPGK viszont mas eredmények kapcsan is az
érdeklddés homlokterébe keriilt. Hogg és mtsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
hPGK tumorok angiogenezisének gatlasiban is szerepet jatszhat (85). A hPGK a
plazmint redukdlva angiosztatint hoz létre, mely a tumorok angiogenezisét, azaz
érképzodését gatolja. Feltételezték, hogy a hPGK aktiv centrumaban talalhatd két
reaktiv ciszteinil oldallanc felelds a redukcios aktivitasért. Lay és mtsai azonban azt
tapasztaltdk, hogy a plazmin redukcidja fliggetlen a Cys oldallancok jelenlététdl. Ezt a
Cys oldallancok Ala-ra torténdé mutalasaval bizonyitottak (86). Tudomanyosan
elfogadott magyarazat azonban mindmaig nincs a folyamatra.

Mindemellett a hPGK hatassal van a DNS szintézisre, javitasi mechanizmusokra

(87,88) és szerepet jatszik bizonyos kationok (Na® és Ca®") transzportjaban (89,90).
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Val6szintsithetd, hogy mas glikolitikus enzimekkel egyiitt kapcsolatban all a
szarkoplazmatikus retikulummal, és ATP-t szolgaltat a Ca’*-pumpa miikodéséhez.
Kulcsfontossagu szerepet tolt be a hemolitikus anémia kialakuldsaban is (91). A
betegség a vorosvérsejtek karosodasaval, sulyos esetben azok kipukkadasdval jar. A
betegség az X kromoszoéman bekdvetkezd muticidohoz kothetd, melynek kovetkeztében
a hPGK funkcionalis karosodast szenved. Igy az nem szintetizal elegendd ATP-t a
K*/Na*-pumpa miikddéséhez. Ez végsé soron a sejtmembran két oldala kozotti Na* - és

K" - gradiens megsziinéséhez vezethet.
2.5.1. A PGK rontgen-Kkrisztallografias szerkezete

1979-ben Banks és mtsai - loizombdl nyert szubsztratmentes PGK-t vizsgalva —
els6ként hatdroztdk meg az enzim aminosavszekvencidjat és rontgen-krisztallografias
térszerkezetét (7. abra, (64)). Azdta tobb kiilonbozé forrasbol szarmazd PGK
térszerkezete is ismertté valt. Az 1. tdblazat foglalja 6ssze a PDB adatbazisban jelenleg

elérhetd 0sszes PGK szerkezetet.

C-terminalis ——
N-terminalis a7 hélix BL redé

7. abra A hPGK molekula szerkezete. Az o hélixeket spiralok, a f redéket nyilak, mig a
természetes szubsztratokat (MgADP ¢és 1,3-BPG) CPK gémbok jelolik.
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1. tablazat A PGK ismert rontgen-krisztallografias szerkezetei.

Komplex Szubsztrat Szerkezet  Felbontas PDB Hivatkozas Forras
tipusa (A) kod
Apo - nyitott 2,5 2PGK (64) Léizom
- nyitott 25 3PGK (92) Eleszté
- nyitott 1,8 2IE8 (93) Thermus
caldophilus
Biner Mg*D-ADP nyitott 1,65 1PHP (94) Bacillus
stearotherm.
Mg*D-ATP nyitott 2,1 1VJC (95) Sertésizom
D-ATP nyitott 19 1VvJD (95) Sertésizom
3-PG nyitott 2,0 - (96) Sertésizom
D-ADP nyitott 2,0 2ZGV (97) Human
3-PG nyitott 1,85 3C39 97) Human
3-PG nyitott 1,74 2XE6 (98) Humén
Terner 3-PG*Mg*D-AMP-PNP zart 2,0 1VPE (99) Thermotoga
maritime
3-PG*Mg*D-ADP zért 25 13PK (1200) Trypanosoma
brucei
3-PG*Mg*D-AMP nyitott 18 1HDI (101) Sertésizom
D-CDP*PO, nyitott 1,8 3C3B 97) Human
3-PG*D-ADP nyitott 2,2 2XE7 (98) Human
3PG*Mg*L-ADP nyitott 2,3 3C3A (97) Humén
3PG*Mg*L-CDP nyitott 2,4 3C3C (97) Human
3PG*Mg*D-ADP zart 1,74 2X13 (102) Human
3PG*Mg*D- zart 147 2WZB (103) Human
ADP*CI*F;MG
3PG*Mg*D-ADP*CI*AlF, zart 15 2WZzZC (103) Human
3PG*Mg*D- zart 2,1 2X15 (102) Human
ADP*ATP*1,3-BPG
3PG*Mg*L-ADP*CI*AlF, zart 2,9 2Y3I (104) Human

* Harlos és mtsai altal meghatarozott, de a PDB adatbazisba fel nem toltott kristalyszerkezet (96).
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A kristalyszerkezetek alapjan elmondhato, hogy a PGK két hasonld nagysagi doménbdl
felépiild, 44,5 kDa molekulatomegli monomer enzim. A nukleotidok (ADP/ATP) a C-
terminalis doménen (C-domén) (aminosavszam: 188 — 395, lasd 2. tdblazat), a 3-PG és
az 1,3-BPG pedig az N-terminalis doménen (N-domén) (aminosavszam: 1 — 187, 396 —
416, lasd 2. tablazat) kotédnek (94,96). (Az N-domén szekvencidlisan két
aminosavszamu tartomanybol all, ugyanis a C-terminalis visszahajlik az N-doménhez.)
A korai szerkezetmeghatarozasok soran az enzim minden esetben egyértelmiien nyitott
konformécioban kristdlyosodott, azaz a domének kozott széles arok mutatkozott. A
kotohelyek azonositdsa utan nyilvanvalova valt, hogy ezen szerkezetekben a kotott
szubsztratok tulsagosan tavol (12-15 A) vannak egymaéstdl ahhoz, hogy a katalitikus
reakcio végbe mehessen. Ennek alapjan Banks és mtsai (64) arra kovetkeztettek, hogy a
katalizis soran a két domén egymdashoz képest relativ, 6sszehajlo-szétnyild, merev test
szer(i mozgast, Un. csuklomozgast végez. Az 0sszehajlo mozgés soradn, feltételezték, a
két domén olyan kozel keriil egymashoz (zart konformacio), hogy direkt foszfotranszfer
jOhet létre a szubsztratok kozott. Tehat az enzimnek zart konformaciot kell felvenni a
katalizishez. Ez az un. ,hinge-bending” hipotézis. A =zart konformacidju
kristalyszerkezetet el6szor csak 1997-ben hataroztak meg, egy egysejtii €161énybdl, a
Trypanosoma brucei-bdl (100). Vizsgalataim kezdetéig azonban ugyanazon forrasbol
sem volt direkt kisérleti bizonyitéka a hinge-bending hipotézisnek. Ezért volt kiillondsen
izgalmas kérdés szimulacids-elméleti modszerekkel megkozeliteni a problémat.

Végiil, 2011-ben Bowler és mtsai (98,103) meghataroztak a human enzim nyitott és zart
1étjogogsultsagat. A teljesen zart konformécidoban a szubsztratok donor és akceptor
atomjai 3.9-4.3 A tavolsigra, azaz elegendéen kozel keriilnek egymashoz, hogy a
jelenti a nyitott szerkezethez képest. Fontos megjegyezni, hogy a két konformdacios
végallapot ismerete nem elegendd a funkcionalis doménmozgésok atomi szinten torténd
jellemzésére, megértésére. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek mind kisérleti, mind
szimulacios téren, hogy még teljesebb képet alkothassunk a PGK dinamikdjardl és
hatékonyan foszforilalhaté gyogyszereket tervezhessiink.

A hPGK masodlagos szerkezeti elemeinek jelolése a 2. tablazatban lathato.
25



DOI:10.14753/SE.2013.1794

2. tablazat A hPGK masodlagos szerkezeti elemei. Az a hélixeket szam, a  redoket betii jelzi.

Aminosavszam Szerkezeti elem jel6lése

17-22 A
36-40 la
41-52 1b
56-61 B
77-89 2
91-96 C
101-109 3 N-domén
114-119 D
124-128 o extra
129-134 M
136-141 N
144-155 4
158-163 E
165-169 5
173-178 6
182-187 F
189-202 7
207-212 G
218-228 8
231-236 H
239-249 9
261-264 10a
266-275 10b
277-282 L
283-289 @) C-domén
296-301 P
310-315 Q
317-330 11
332-336 J
348-365 12
367-371 K
373-380 13
388-392 L
396-404 14 N-domén
408-414 15
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2.5.1.1. A huméan enzim szubsztratkotéhelyeinek szerkezete

Az enzim rontgen-krisztallografias szerkezetei alapjan részletes képet kaphatunk a
szubsztrat-fehérje kolcsonhatasokrol és a kotohelyek szerkezetérdl. A kiilonbdzo
forrdsokbdl szarmazo kristalyszerkezetek alapjan megallapithatd, hogy a kotohelyeket
nagy mértékben konzervativ aminosavak alkotjdk. A kotohelyek szerkezete és a
szubsztratok kotddési modja nagyon hasonld a kiilonb6z6 fajok esetében. A
szubsztratkoté aminosavak listdjat a 3. tablazatban kozlom. Doktori munkam soran a
human apo enzim mellett a D-ADP*1,3-BPG*Mg*hPGK (tovdbbiakban D-ADP
komplex), az L-ADP*1,3-BPG*Mg*hPGK (tovabbiakban L-ADP komplex), a D-
CDP*1,3-BPG*Mg*hPGK (tovdbbiakban D-CDP komplex) ¢és az L-CDP*1,3-
BPG*Mg*hPGK (tovabbiakban L-CDP komplex) komplexek dinamikajat vizsgaltam.

3. tablazat A szubsztratkdtOhelyek aminosavai.

1,3-BPG Nukleotid
Asp23 Ala214
Asn25 Lys215
Arg38 Lys219
His62 Gly238
Arg65 Leu256
Argl22 Phe291
Argl70 Gly312
Leu313
Asn336
Pro338
Val341
Glu343
Asp374
Thr375
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A D- és L-ADP kotohely szerkezete. A human enzimben - csakiigy mint mas fajoknal -
a kotott D-ADP adenin gytirije egy konzervativ aminosavakbol allo hidrofob zsebbe
beagyazva talalhatdé a C-doménen (8. abra) (97). A hidrofob kotézsebet a kovetkezo
aminosavak alkotjak: Ala214, Gly238, Leu256, Phe291, Gly312 és Leu313. Az adenin
gylri NH, csoportja H-hid kotést 1étesit a Gly312 peptid O-jével. A riboz gylri
helyzetét egyrészrdl a Pro338 aminosavval képezett hidrofob kolcsonhatdsok, masrészt
a Glu343 aminosavval alkotott két H-hid kotés stabilizalja. A foszfatcsoportok a C-
domén felszinén helyezkednek el, a foszfatlanc vége az N-doménen talalhato 1,3-BPG
kotohely iranyaba mutat. Mig az a-foszfat a Lys219 és a Lys215 oldallancokkal, addig a
B-foszfat az Asn336 oldallanccal all vonzé jellegli elektrosztatikus kdlcsonhatasban.
Ezen feliil a B-foszfat H-hid kotést is 1étesit a Thr375 oldallancaval, mikézben az
Asp218 taszitd elektrosztatikus kolcsonhatast fejt ki ra. Utdbbi kolesonhatasnak
koszonhetd, hogy a foszfatlanc vége kifelé mutat a C-doménbdl, az 1,3-BPG kotohely
iranyaba. A Mg-ion az ADP a- és P-foszfatjanak egy-egy O-atomjaval valamint az
Asp374 oldallanc karboxil csoportjaval alakit ki ionos kotést. A kiilonb6z6 forrasokbol
feltiint a Lys215 oldallanc nagy mértékt fluktudcidja. Ez alapjan Flachner és mtsai az
oldallanc foszfotranszferben bet6ltott fontos szerepére kovetkeztetett (105). Mutacios és
enzimkinetikai mérésekkel igazoltak hipotézisiiket. A Lys215 Ala-ra torténé mutalasaval
drasztikusan csokkent az enzimaktivitdas, ami az oldallinc katalizisben betoltott
kiemelked6 szerepét bizonyitja. Tovabba bizonyitottdk, hogy a Lys215 a foszfotranszfer
soran atadodo foszfat csoporttal kozvetlen kdlcsonhatasban all. Feltételezik, hogy a
Lys215 oldallanc egyiitt mozog az atado foszfat csoporttal, azaz részt vesz a foszfat

csoport kémiai atvitelében és a katalizis szempontjabol azt kedvezden orientalja.
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8. abra A nukleotid kotShely szerkezete (97). (A, B) Az ADP ko6téhely két egymashoz képest
90°-kal elforgatott nézete. A D-ADP és kotOhelye szénatomjai zold szinnel, mig az L-ADP és
kotohelye szénatomjai sziirke szinnel vannak abrazolva. A tobbi atom a CPK szinezési séma
szerint van jelolve. (C, D) A CDP kotohely két egymashoz képest 90°-kal elforgatott nézete. A
D-CDP és kotohelye szénatomjai rézsaszinnel, mig az L-CDP és kotohelye szénatomjai kék
szinnel vannak abrazolva. A tobbi atom a CPK szinezési séma szerint van jelolve. A

vizmolekulakat gombok illusztraljak mind a négy abran.

Az L-ADP — mely a természetben eléforduld D-ADP tiikorképi parja — kotddési modja
nagyon hasonlé a D-ADP-hez. L-ADP esetén ugyanazon hidroféb kolcsonhatasok
alakulnak ki a bazis €s a rib6éz gyliri koriil, mint az D-ADP esetében megfigyelhetd
(97). Tovabba a riboz gytrt két H-hid kotése a Glu343 oldallanccal szintén 1étrejon. Ez
ugy lehetséges, hogy mig a D-ADP-ben az adenin anti konformaciot vesz fel a riboz
foszfatlanc flexibilitdsa kdvetkeztében pedig az L-ADP a-foszfat azonos poziciot képes
felvenni, mint D-ADP-ben. Az L-ADP [-foszfatja a Mg-ionon keresztiil az Asp218
oldallancaval alakit ki kapcsolatot, ami kissé eltérd orientaciot jelent a D-ADP esetéhez
képest. Osszességében elmondhatd, hogy a kétdhely és az ADP flexibilitdsa miatt az

enantiomerek kotddési mddja nagyaranyl azonossagot mutat.
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D-ADP/L-CDP D-ADP/D-CDP

D-CDP/L-CDP D-ADP/L-ADP

9. abra A hPGK-hoz k6t6d6 nukleotidok paronkénti 6sszehasonlitasa (97).

A D- és L-CDP kotohely szerkezete. Jelen munkdban a purin bazisi nukleotidok
mellett egy pirimidin nukleotid, a citidin-difoszfat (CDP) két enantiomerjének
fehérjedinamikara gyakorolt hatasat is vizsgaltam. Mint azt fentebb emlitettem, a hPGK
sz€leskorli specificitassal rendelkezik a nukleotid szubsztratok tekintetében. Az enzim
képes foszforilalni D- és L-pirimidin bazist nukleotidokat, igy a D- és L-CDP-t is, bar
katalitikus hatékonysaga ezen vegyiiletekre nézve joval kisebb (lasd 2.5.2. fejezet)
(106). Az enzimen kotott D-CDP bazis része szintén a C-domén hidrofob zsebébe
beagyazva helyezkedik el, a D-/L-ADP bazisahoz igen hasonld helyzetben (8. abra)
(97). A citozin azonban kériilbeliil 2.5 A-mel tavolabb helyezkedik el a C-domén
kozponti B-redditdl, mint az adenin. Ennek kovetkeztében a riboz gytirii 2 A-mel
beljebb taldlhatdo a hidrofob zsebben. Ez azt vonja maga utan, hogy D-CDP esetében
nem létestil H-hid kotés a Glu343 aminosav €s a riboz két hidroxil csoportja kozott.
Gondeau ¢és mtsai ezen H-hid kotések megsziinését teszik feleléssé a D-CDP esetén
tapasztalt alacsony katalitikus hatékonysagért (97). A H-hidak eltiinésével ugyanis
megsziinik egy jelentds koordinald erd, mely a foszfatlancot a katalitikus reakcio
szempontjabol kedvezOen orientalja. A hidrofob zsebbe torténd mélyebb beékelddés
tovabbi kovetkezménye, hogy a D-CDP B-foszfatja hasonld pozicioban helyezkedik el,
mint a D-/L-ADP a-foszfatja. Ez azt jelenti, hogy a D-CDP B-foszfatja mintegy 3 A-mel
tavolabb van az 1,3-BPG katalizisben atadodo6 1-es foszfatjatol, mint a D-/L-ADP -

foszfatja.
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Az L-CDP elhelyezkedése a kotdzsebben szintén nagyon hasonld a fentebb emlitett
nukleotidokéhoz. Mivel nem ékelddik be annyira mélyen a hidroféb zsebbe, mint D-
enantiomer parja, az L-CDP riboz gytirti és a Glu343 oldallanc kozott is 1étrejon a D-/L-
ADP esetén leirt két H-hid kotés, bar a kotéstavolsagok hosszabbak. Gondeau és mtsai
ezzel magyarazzdk, hogy az L-CDP hatékonyabb szubsztratnak bizonyult az

enzimkinetikai mérések soran, mint a D-CDP.

Az 1,3-BPG kotohely szerkezete. Az 1,3-BPG kotddési modjat hagyomanyos rontgen-
krisztallografidas modszerekkel nem lehet vizsgalni, ugyanis az 1,3-BPG erdsen
bomlékony vegyiilet (az 1—es foszfatja vizes oldatban gyorsan hidrolizal, felezési ideje
10 °C-on, pH=7,5-n kb. 6 6ra). A kotédés modjat modellezéssel, un. molekularis
dokkolas modszerével hataroztak meg, melyhez a 3-PG-vel alkotott komplex
kristalyszerkezetét vették alapul (105). Szimulacidink kivitelezéséhez mi is ezt a
modszert alkalmaztuk a 1,3-BPG kétohelyének meghatarozasara (lasd 4.1. fejezet). Az
1,3-BPG az enzim N-doménjén kot6dik. A szubsztrat negativan toltott foszfatcsoportjait
pozitivan toltott oldallancok (Arg38, Arg65, Argl22, Argl70) elektrosztatikus
kolcsonhatasai koordinaljak (10. abra). Mig a 3-foszfat csoport észterkotés O-ja a
His62-vel Iétesit kontaktust, addig a 2-hidroxil csoport az Asp23 és Asn25
oldallancokkal formal H-hid k&tést. Mutacios és enzimkinetikai mérések szerint az
Arg38 oldallancnak nem csak a 1,3-BPG kotésében, hanem a foszfotranszferben is
alapvetd szerepe van. Az Arg38 Ala-ra torténd mutacidja ugyanis az enzimaktivitas
elvesztését okozta. Ezt a szerepet rontgen-krisztallografids adatok is megerdsitették.
Szabd €s mtsai késObb azt is megmutattdk, hogy az Arg38 oldallanc a doménzarodas

indukalasaban is meghatarozo szerepet jatszik (107).
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| — /
10. abra Az 1,3-BPG kotéhely szerkezete. Az 1,3-BPG-t kék, a koté aminosavakat piros

palcika reprezentacid szemlélteti.
2.5.1.2. A csuklépontok meghatarozasara tett kisérletek

Mikor a PGK funkcids csuklomozgisdnak els6 — bar még indirekt — bizonyitékai
napvilagot lattak, megkezdédtek a vizsgilatok a mozgds karakterizalasdra. A
karakterizalas els6 és legfontosabb Iépése, hogy meghatirozzuk a doménmozgas
csuklopontjait, vagyis azon pontokat, melyek koriil a doménrotaciok megvalosulnak.
Ezek tobbnyire egy-egy aminosavat jelentenek.

A csuklopontok meghatarozasanak egy lehetséges, bar elég hozzavetdleges modja a zart
mtsai két nyitott (PGK*3-PG*MgADP ¢és PGK*3-PG*MgAMP-PNP, forras: sertés) és
két zart (PGK*3-PG*MgAMP-PNP ¢és PGK*3-PG*MgADP, forras: Thermotoga
maritima és Trypanosoma brucei) terner komplex szerkezetét hasonlitottak 6ssze (101).
Felvaltva egyik ill. masik domén belsd B-reddinek peptidgerince alapjan szuperponaltdk
a szerkezeteket. Ezzel vizualizalni tudtak a relativ domén elmozdulasokat. A doméneket
0sszekotd a7 hélix N- és C-terminalisa igen nagy konformacios kiilonbséget mutatott a
nyitott és zart szerkezetekben. Igy arra kovetkeztettek, hogy ezen régiok csukloként
funkcionalnak a doménmozgas soran. Jelentds konforméciovaltozast szenved a szintén
interdomén régioban elhelyezkedd BL redd is. Szilagyi és mtsai azt feltételezték, hogy

ezen masodlagos szerkezeti elem meghatarozd szerepet jatszik a két domén
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koordinacidjaban a doménzarodas soran. Mivel a BL redd tobb konzervativ aminosavat
tartalmaz, mint az a7 hélix termindlisai, arra kdvetkeztettek, hogy a PL szerkezeti elem
a 6 csuklo régi6. Bernstein és mtsai hasonldo mddon, kiilonb6zd forrasokbdl szarmazo
nyitott és zart szerkezetek Osszehasonlitdsaval szintén az a7 hélix N- és C-terminalisat
javasolta csuklokként (108). Ezen munkak kapcsan fontos megjegyezni, hogy mivel az
Osszehasonlitas alapjaul szolgald kristalyszerkezetek kiilonb6zd forrasokbol szarmaztak,
a szekvencidlis kiilonbségek zavarjak a csuklok pontos meghatarozasat. Ezen zavaro
tényez6 kiiktatasa csak ugy lehetséges, hogy azonos forrasbdl szarmazéd szerkezeteket
hasonlitunk 6ssze. Erre viszont csak 2011-ben keriilhetett elsoként sor, amikor a human
enzim nyitott és zart kristalyszerkezete is rendelkezésre allt. A 2XE6 és 2WZB PDB
koddal rendelkez6é human szerkezetek (lasd 1. tablazat) feltdltésre keriiltek a DynDom
adatbazisaba (109) (csuklopont meghatarozasra alkalmas web szerver), és a program
alkalmazasaval 0Osszehasonlitottdk a két konforméciot. A program a kovetkezd
aminosavszamu régiokat itélte csukloknak: Tyr195-Leu200 (a7 hélix C-terminalis),
Leu211-Asp228 (a8 hélix), Ser392-Gly394 (BL-redd). Ezen eredmények jo egyezést
mutatnak a kordbbi munkékkal, alatamasztjak az a7 hélix C-terminélis és a PL redd
csuklo-szerepét (7. abra). Figyelemre méltdé az a8 hélix pozicid valtozasa is a
doménzardédas sordn, ami szintén Osszhangban van korabbi munkakkal. Szilagyi és
mtsai szerint ugyanis az a8 hélix, mely ugyan strukturalisan része a C-doménnek, attol
fiiggetleniil mozog a nukleotiddal valé koézvetlen kolesonhatiasa révén (101). A
doménzarodas sordn az a8 hélix az a14 hélix iranyaban mozdul el és ezzel a két domén
kozotti csatorna zarul.

Az egyes kristalyszerkezetek molekularis grafikai Osszehasonlitdsa azonban nem
teljesen megbizhatd modszer csuklopont meghatarozasra. A csuklopontok - ha léteznek
— milkodésiik kozben, az interdomén régié dinamikai tulajdonsigainak folyamatos
monitorozasaval hatarozhatok meg. Az ilyen jellegli vizsgalatokhoz a fehérje bizonyos
konforméaciokba ,,fagyott” kristalyszerkezeteinek ismerete nem elegendd. Mindehhez
hozzajarul az a tény, hogy a kristdlyban miik6ddé racser6k sok esetben a fehérje nem
természetes konformacioit stabilizaljadk. A kristdlyos enzim vizsgalatabol nyert
informaciok igy félrevezetok lehetnek. A bels6 molekularis mozgasok atomi szinten
torténd feltérképezése — ami elengedhetetlen a csuklopontok azonositasahoz — viszont

az enzim oldatdban elvégezhetd mérésekkel nem lehetséges. Hatékony megoldasat
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jelentheti a problémanak MD szimulacio alkalmazasa, amely atomi szinten enged

betekintést a csuklorégié mozgasaiba.

2.5.2. Az oldott PGK tulajdonsagai

Ahhoz, hogy bioldgiailag relevans informéciokat nyerhessiink egy enzim miikodésérdl,
fontos, hogy fiziologiai koriilményeit kozelitve, oldott allapotdban vizsgaljuk. Oldott
PGK-val mar az elsé kristalyszerkezet meghatarozasok idején végeztek kisszogii
rontgenszoras (SAXS) méréseket (110). Azt tapasztaltdk, ha az apo enzimhez két
természetes szubsztratjat (3-PG, ATP) hozzaadjak, akkor a molekula kompaktabb
szerkezetet vesz fel, giracios sugara koriilbeliil 1 A-mel lecsékken. Ezen eredmények is
hozzéjarultak a hinge-bending hipotézis felallitdsdhoz, ugyanis a girdciés sugar
csokkenés jol magyarazhato a doménzarodas jelenségével. SAXS mérésekkel azt is
bizonyitottak, hogy a doménzarddas csak akkor kovetkezik be, ha mindkét szubsztrat
kotédik az enzimhez. Ugyanis azokban az esetekben, ahol csak egyik vagy masik
szubsztratot adtdk az enzimhez, nem tapasztaltak nagy girdcios sugar csokkenést a
szubsztratmentes enzimhez képest. A feltételezett doménzarddas és az enzimfunkcio
kozotti szoros kapcsolatra szintén SAXS kisérletek szolgaltattak igen meggy6zo
bizonyitékot. Sinev és mtsai (111) aktiv és kémiailag modositott inaktiv sertésizom
PGK szubsztratkotddés hatdsara torténd girdcios sugarvaltozasat vizsgalta oldatban.
Mig az aktiv enzim esetén 1 A giraciés sugircsdkkenést tapasztaltak, addig az inaktiv,
modositott enzim esetében nem okozott giracios sugarcsokkenést a szubsztratkotodés.
Ezzel bebizonyosodott, hogy az enzimaktivitds nagy mértékli konformaciovaltozassal,

feltételezhetden csukldomozgassal jar.

A szubsztratok kotoédési erdsségének jellemzése. A 4. tablazat a hPGK két
természetes szubsztratjanak (D-ADP és 1,3-BPG) valamint az L-ADP enantiomer-
szubsztrat disszociacioés allandoit mutatja be (Kg), melyeket fluoreszcencia
spektroszkopiaval mértek (107,112). Lathato, hogy az 1,3-BPG disszociacios allandoja
tobb nagysagrenddel kisebb a tobbi értékhez képest, ami ezen szubsztrat rendkiviil

szoros kotddését mutatja.
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4. tablazat A szubsztratok disszociacios allandoi szabad enzim valamint hPGK*3-PG komplex

esetén.
Szubsztrat Kg (MmM)
hPGK hPGK*3-PG
Mg*D-ADP 0,013 + 0,002 (112) 0,060 + 0,003 (112)
Mg*L-ADP 0,021 + 0,002 (112) 0,034 + 0,003 (112)
1,3-BPG (5,6 £ 2,4) x 10" (107) -

Figyelemre mélto jelenség, hogy a D-ADP kotddése gyengiil, ha az enzimen a 3-PG mar
kotve van (4. tablazat 3. oszlop). A jelenséget, melyet szubsztrat antagonizmusnak
neveznek, eldszor Vas és mtsai irtak le PGK-ra (113). Két magyarazat sziiletett eddig a
jelenségre. Az egyik szerint a 3-PG kozvetett médon — domének kdzotti kommunikacio
altal - gyengiti a Mg-ion és a D-ADP kolcsonhatasat (114). Ugyanis Mg-mentes esetben
nem tapasztaltak a jelenséget. Tehat a 3-PG csokkenti a Mg-ion D-ADP-fehérje kotés
er6sitd hatdsat. A masik magyarazat a szubsztratok negativan toltott foszfatcsoportjai
kozotti elektrosztatikus taszitast teszi felelossé a szubsztrat antagonizmusért (107).
Erdekes modon a jelenség nem vagy igen kis mértékben jelentkezik PGK*3-PG*Mg*L-
ADP esetén, amire szimuldcioink alapjan sikeriilt egy lehetséges magyarazatot adnunk
(lasd 6.2. fejezet). A szubsztrat antagonizmus jelensége egyébként nem csak PGK esetén
jelentkezik, tapasztaltdk mar példaul a foszfofrukto-1-kinaznal (115) vagy RNS/DNS
polimerazoknal is (116).

A hPGK altal katalizalt reakcié enzimkinetikai jellemzése. Cleland-féle osztalyozas
szerint a hPGK altal katalizalt reakcié mechanizmusa szerint szekvencialis (117). Ez
annyit jelent, hogy mindkét szubsztratnak kotddnie kell az enzimen mieldtt barmelyik
termék felszabadulna. A szubsztratok gyors egyensulyt elérd €s random modon
kotddnek. Tehat a szubsztrakotddés gyorsabb, mint az enzimrekcid és nem
meghatarozott sorrendben kotddnek (118). Kinetikai vizsgalatokkal azt is bizonyitottak,
hogy a foszfo-transzfer inverzioval megy végbe, asszociativ jellegli, vagyis nincs

kovalens foszfo-enzim intermedier, hanem a foszfo-csoport kdzvetleniil adodik at egyik
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szubsztratrol a masikra (119). A reverz iranyu reakcido (defoszforilacid) soran a

termékek koziil az ADP tavozik el6szor, ugyanis az 1,3-BPG koétddése annyira szoros,

.....

A hPGK széleskorii nukleotid specificitasa. A hPGK igen széleskort specificitassal
rendelkezik a nukleotid szubsztratok iranyaban, azaz igen sokféle nukleotidot,
nukleotid-analogot képes hatékonyan foszforilalni. A rendelkezésiinkre allo6 mind tobb
adat fényében egyre nyilvanvalobb, hogy az enzim enantioszelektivitasa is alacsony,
azaz sztereoizomeriatol fliggetleniil képes mind D-, mind pedig L-szimmetriaju
nukleotidokat foszforilalni.

Az 5. tablazat az altalam is vizsgalt nukleotidok (D-/L-ADP, D-/L-CDP) Katalitikus
allandoit (Kear), Michaelis-allandoit (Ky), katalitikus hatékonysagat (Kea/Km) és
disszociacios allandoit (Kg) mutatja be. Az adatokat Varga és mtsai az oldott enzim

spektrofotometriai méréseivel hataroztak meg (106).

5. tablazat A hPGK katalitikus és kotodési tulajdonsagai az altalunk vizsgalt négy nukleotidra

nézve. A mérési hiba minden adat esetében +5-10% (106).

Szubsztrat Keat (5 Kn (MM) Kead/ K (M) Kg (MM)
D-ADP 1085 0,12 9,0 x 10° 0,024
L-ADP 685 0,27 2,5 x 10° 0,071
D-CDP 2,8 16,8 167 3,500
L-CDP 58 2,1 2,8 x 10* 1,740

A mért adatok alapjan altalanosan elmondhato, hogy az enzim mind a négy nukleotidra
aktiv, azaz képes Oket foszforilalni. Mar e négy eset is jol szemlélteti a hPGK széleskori
specificitasat: purin (ADP) és pirimidin (CDP) bazist, D és L kiralitast nukleotidokat is
képes foszforildlni. Igaz, katalitikus hatékonysdga az egyes nukleotidokra nézve
valtoz6. Az enzim katalitikus hatékonysdga ADP-re joval nagyobb, mint CDP-re.
Természetes szubsztratjat, a D-ADP-t foszforildlja a leghatékonyabban ¢és

leggyorsabban (Kcar), kotdédése is ennek a szubsztratnak a legszorosabb. Tiikorképi parja,
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az L-ADP esetén az enzim nagyon hasonl6 hatékonysagot mutat €s a kotodés erdssége
is azonos nagysagrendfi. Erdekes modon a pirimidin bazisi CDP esetén a nem
természetes L-enantiomerre sokkal hatékonyabb a hPGK, mint a természetes D-CDP-re.
A legkisebb foszforilaciés hatékonysagot D-CDP-re mutatja, ezzel egyiitt a D-CDP
kotddik a leglazabban.

Ahhoz, hogy a hPGK altal hatékonyan foszforilalhatdo gyogyszereket tervezhessiink,
fontos lenne tudni, hogy milyen szerkezeti-dinamikai okai lehetnek az enzim széleskorii
foszforilacios képességének. Milyen szerkezeti-dinamikai tényezék befolyasoljak a
kiilonboz6 kotés erdsségeket €s a katalitikus hatékonysagokat? Doktori munkdm soran
ezen kérdésekre is kerestem a valaszt (lasd 3. fejezet).

Varga ¢és mtsai az oldott enzimen végzett kinetikai mérésekkel ¢és dokkoldsos
molekulamodellezéssel szintén molekularis szinten keresett kapcsolatot a mért
katalitikus hatékonysag és a szubsztratok kotddési modja kozott (106). A human enzim
négy nukleotidot. Eredményeik alapjan azt feltételezik, hogy a nukleotidok hasonlo
kotddési modja felelds az enzim széleskorli nukleotid specificitasaért. Valdszintisitheto,
hogy a kiilonb6zé nukleotidok esetén mért eltérd katalitikus hatékonysagért pedig a
nukleotidgytiriik hidrofob kolcsonhatasai kozotti kiilonbségek a felelosek. Ezek a
kolesonhatasok feltételezhetden nagyban hozzajarulnak a foszfatlanc katalitikusan
kedvez6 orientdldsdhoz. Példdul D-CDP esetén ezen hidrofob kdlcsonhatasok szamdnak
és erdsségének jelentds csokkenését tapasztaltdk. Mutdcios kisérletekkel azt is
bizonyitottdk, hogy a hidroféb kolcsonhatasok mellett a Lys219, Asn336, Glu343
oldallancoknak szintén fontos szerepe lehet a foszfatlanc megfeleld pozicionalasaban,

igy a katalitikus hatékonysag befolyasolasaban is.

2.5.3. A PGK vizsgalata szamitéogépes szimulacioval

Doktori munkam kezdetéig mar sziilettek szamitogépes szimulaciés munkdk a PGK
témakorében. Szimuldcidval féként az enzim konformacids dinamikajat vizsgaltak.
Guilbert és mtsainak an. PEDC (Path Exploration with Distance Constraints) MD

szimuldcios technikaval - minddssze 30 Oranyi gépidd alatt — sikeriilt a nyitott

crer
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szimulacid a doménzarddas egy lehetséges konformacids ttvonalat tarta fel. A modszer
hatranya, hogy referencia szerkezethez (pl. kiindulési kristalyszerkezet) viszonyitott
mesterséges tavolsagkényszerek bevezetésével dolgozik. Szintén Guilbert és mtsai
Normal Mode Analysis (NMA) modszert alkalmazva az ¢leszté PGK kollektiv
mozgasait elemezte (123). Megallapitottak, hogy a legalacsonyabb frekvenciaju
modusok a domének csuklo, nyird és bizonyos, propellerszeri csavarodasat irjak le. CG
MD szimulacioval (lasd 2.1.4. fejezet) is vizsgaltdk mar a PGK dinamikajat, ennek
soran a fehérje két doménjét merev klaszterként vették figyelembe (124). Csak a
doméneket 6sszekdtd interdomén régionak engedtek meg bizonyos mértékii flexibilitast.
A két szubsztrat kotédésével a zart szerkezet stabilabbnak mutatkozott a nyitott
szerkezethez képest. Rovid szimulacios id6 alatt - nyitott konformaciobol kiindulva —
doménzarddas vette kezdetét a szubsztratok jelenlétében. Kutatocsoportunk is vizsgalta
mar korabban MD szimulacioval az apo éleszté PGK konformacios dinamikajat (125).
Ennek soran sikeriilt kimutatni, hogy a domének mar nanoszekundumos iddskalan is
mutatnak csuklo jellegli merev test szerli mozgést ¢s a domének kozotti kdlesonhatas

jelentds befolyassal van az intradomén (doménen beliili) mozgasokra.
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3.
Ceélkitiizések

A kérdések, melyekre doktori munkam soran kerestem a vélaszt a kdvetkezo két f6 téma

koré csoportosithatok:

1. Az apo és a D-ADP komplex dinamikajanak jellemzése, azaz a
szubsztratkot6dés hatiasa a dinamikara: Milyen médon befolyasolja a hPGK
dinamikajat a természetes szubsztratok kotddése? Nanoszekundumos idéskalan
mutat-e szignifikansan eltéré dinamikai viselkedést a komplex az apo enzimhez
képest? Ha igen, kapcsolatba hozhaté-e ez az eltérd dinamikai viselkedés az

enzim ismert funkcidjaval?

2. A D-ADP-, L-ADP-, D-CDP- és az L-CDP komplexek dinamikajanak
osszehasonlito elemzése, azaz a szubsztratkiralitas hatdasa a dinamikara:
Hogyan magyardzhaté a hPGK alacsony enantioszelektivitdsa és széleskori
nukleotid specificitasa? Milyen szerkezeti-dinamikai okokra vezethetd vissza az

eltérd kiralitasu és bazist nukleotidok kdtddésének affinitasbeli kiillonbsége?
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4,
Modszerek

4.1. A szimulacio kiindulasi szerkezeteinek meghatarozasa

cre

szerkezeteit (D-ADP*hPGK (PDB kéd: 2ZGV), L-ADP*Mg*3-PG*hPGK (PDB kod:
3C3A), D-CDP*hPGK (PDB kéd: 3C3B) ¢s L-CDP*Mg*3-PG*hPGK (PDB koéd:
3C3C) komplexek) éppen vizsgalataim kezdetén, 2008-ban hataroztak meg Gondeau és
mtsai (97). A szerkezetekbdl hianyzik az a13 hélix, ami a nukleotid kot6hely kozelében
van, igy vizsgalataink szempontjabol Iényeges lenne helyzetének, kontaktusainak
pontos ismerete. Ezen oknal fogva nem a fenti szerkezeteket hasznaltuk kiindulasi
szerkezetként az apo enzim valamint a D-/L-ADP-t és D-/L-CDP-t tartalmazo
komplexek MD szimulacidihoz. A hianyos humdn szerkezetek helyett olyan maés
forrasbol szarmazo, szerkezetileg teljes PGK kristalyszerkezetet kerestiink, mely nagy
szekvencialis egyezést mutat a hPGK-val. Igy esett valasztasunk a sertésizom PGK Mg-
(95)), melynek aminosav szekvencidja 97%-os egyezést mutat a hPGK-val és
kotohelyeit teljes mértékben konzervativ aminosavak alkotjak (6. tablazat, 11. 4bra).
Ebbol a szerkezetbdl egylittmiikodd partneriink, Laurent Chaloin (CPBS, Université
Montpellier) egyszer(i homologia modellezéssel — a Modeler 8v2 programcsomagot
(126) alkalmazva — megkonstrualta a hPGK szerkezeti modelljét. A modellbdl hianyzo
H-atomokat a CHARMM programcsomag (26) HBUILD rutinjaval (127) hoztam létre.
A His oldallancok megfeleld protonaltsagat a kornyezé kolcsonhatdsok alapjan
hataroztam meg. Validalasként, modellszerkezetinket a fenti, hianyos human
kristalyszerkezettel (2ZGV) hasonlitottuk 0ssze (a hianyz6 aminosavakat nem vettiik
figyelembe az Osszehasonlitds soran). A modell és a létezd fehérjeszerkezet
fehérjeatomjai kozott 1,23 A RMSD kiilonbséget kaptunk (az RMSD definiciojat
illetéen lasd a 4.3. fejezetet). Ez azt jelenti, hogy a modellszerkezet nagyon hasonlo a
1étez6 kristalyszerkezethez. A késdbb (2011-ben) meghatarozott teljes nyitott human

kristalyszerkezettel (2XE7) is  Osszehasonlitottuk  modellszerkezetiinket, a
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peptidgerincek kozott 0,91 A, mig a nem-hidrogén fehérjeatomok kozott pedig 1,21 A
RMSD kiilonbséget tapasztaltunk. Ez szintén alatamasztja modellszerkezetiink

érvényességét.

11. abra A sertés és human PGK eltéré aminosavai. Az eltéré aminosavak atomjait piros CPK

gombok jelolik.

6. tablazat Az eltéré aminosavak listaja a sertés és human PGK-ban.

Aminosavszam  Sertés Ember

43 Izoleucin Valin

69 Izoleucin Valin

88 Prolin Leucin

109 Aszparaginsav Aszparagin
137 Szerin Aszparagin
142 Aszparaginsav Glutaminsav
182 Lizin Glutamin
262 Szerin Alanin

324 Szerin Alanin

328 Alanin Treonin
349 Glutamin Arginin
416 Valin Izoleucin
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A D-ATP-t eltavolitva, a kiilonb6z6 nukleotidokat pedig dokkolassal modellezve a
szerkezetbe, szarmaztattuk a D-ADP*Mg*hPGK, L-ADP*Mg*hPGK, D-
CDP*Mg*hPGK és L-CDP*Mg*hPGK biner komplexeket. A dokkolast szintén Laurent
Chaloin, montpellier-i egylittmiikodé partneriink végezte a GOLD 3.2 (128) (Genetic
Optimization for Ligand Docking, CCDC software limited) program segitségével, mely
un. genetikus algoritmust (GA) hasznal a lehetséges ligandum ¢€s oldallanc orientaciok,
azaz a dokkolasi pozok feltérképezéséhez. A procedira soran a szubsztratok teljes
mértékl, mig a fehérje esetében csak az oldallancok flexibilitdsa volt megengedett. 50
fiiggetlen GA futast végeztiink minden nukleotid esetében. Minden GA futas soran
100.000 genetikus miiveletet hajtottunk végre, alapértelmezett operdtor sulyokkal. A
populacié mérete 100 kromoszéma volt. A dokkolas célatomjaként a Pro338 N-atomjat
vélasztottuk, ennek 15 A sugari kdrnyezetével definialtuk a kotdhelyet. A dokkolasi
p6zok osztalyozasahoz a GOLD Chemscore kiértékeld fiiggvényét (scoring function)
tartottuk meg, majd rovid energia-minimalizacios protokollnak vetettiik ala 6ket, hogy
tovabb optimalizaljuk a szubsztrat-kotohely orientaciot. A dokkolasi eredmények
validalasdhoz, modellszerkezeteinket létezd sertés és human PGK
kristalyszerkezetekkel hasonlitottuk 6ssze (LHDI, 1VJD és a fenti human szerkezetek).
Mivel a kotohelyeknél 100 %-os a sertés és human PGK szekvencidlis egyezése, a
sertésizom PGK kristalyszerkezetek is hasznalhatok a validalasahoz. Csak a nukleotid
kotéhelyeket figyelembe véve, a modell és a 1étez6 szerkezetek kozott szamolt RMSD
értékek minden esetben 1 A-nél kisebbnek adodtak.

A D-/L-ADP*Mg*hPGK ¢s D-/L-CDP*Mg*hPGK biner komplexekbe dokkolassal
modelleztik az 1,3-BPG szubsztratot, ezzel megkaptuk a teljes D-/L-ADP*Mg*1,3-
BPG*hPGK (réviden D-/L-ADP komplex) és D-/L-CDP*Mg*1,3-BPG*hPGK (roviden
D-/L-CDP komplex) terner komplex modellszerkezeteket. A dokkolasi protokoll azonos
volt a nukleotidok esetében ismertetettel, azzal a kiilonbséggel, hogy az 1,3-BPG
kotéhelyet az Asp23 oldallanc C,-atomjanak 15 A sugara kornyezetével definialtuk. Az
optimalis orientacid érdekében tovabbi tavolsag kényszert rottunk ki az 1,3-BPG
hidroxil O-atomja ¢és az Asn25 C,-atomja kdzott. A legjobb dokkolasi pézt megtartottuk
¢és energia-minimalizaltuk. A dokkolds eredményének validalasdhoz az 1HDI PDB koda

sertésizom PGK kristalyszerkezet 3-PG kotOhelyét haszndltuk referenciaként. A
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dokkolassal kapott kdtohelyet a referencidval 6sszehasonlitva, az RMSD tavolsag a két
szerkezet kozott mindossze 0,1 A-nek adodott. Tovabbi ellendrzésként a modellezésbdl
kapott 1,3-BPG kot6helylinket Osszehasonlitottuk a fentebb emlitett hianyos human
kristalyszerkezet (3C39 3-PG*hPGK biner komplex) 3-PG kot6helyével is. Az RMSD
0,27 A volt a két szerkezet kdzott, ami szintén jo szerkezeti egyezést mutat.

Az apo hPGK szerkezetét egyszeriien a fent targyalt D-ADP*Mg*hPGK biner
modellszerkezet Mg-ionjanak és D-ADP-jének torlésével szarmaztattuk. Ez azért tehetd
meg, mert valosziniisithetd, hogy az ADP jelenléte vagy hidnya nem okoz drasztikus
perturbaciot a fehérje szerkezetében: példaul az ATP-t tartalmazoé 1VIC és 1VID
sertésizom biner komplexek és az apo sertésizom PGK (nem ko6zolt) kristalyszerkezete

kozott minddssze 0,55 A RMSD kiilénbség van (95).

4.2. MD szimulacio

A generalt modellszerkezeteken, azaz az apo hPGK-n és négy terner komplexén (D-
ADP-, L-ADP-, D-CDP- ¢s L-CDP komplex) MD szimulaciot hajtottunk végre. A
szimulaciok futtatasahoz az NAMD programcsomagot (129), és annak all-atom tipust
CHARMM 22-es eréterét (130) hasznaltuk. A szimulaciokat egy SGI Altix 350 tipust
szerver nyolc darab processzoran futtattuk. A szimulaciok el6készitését és a trajektoriak
analizisét a CHARMM programcsomaggal (26) végeztiikk. A MD futasokhoz az NAMD
programot hasznaltuk, mivel parallel kornyezetben az NAMD hatékonyabb, mint a
CHARMM.

MD szimulécid elétt az egyes modellszerkezetek potencidlis energiajat minimalizaltuk,
hogy eltavolitsuk az esetlegesen jelen 1év0, energetikailag kedvezdtlen
kolcsonhatasokat, amik példaul a fizioldgiailag nem természetes racser6kbol
adddhatnak. A kovetkezd minimalizaldsi protokollt kovettiik mind az 6t rendszer
esetében. 1500 Iépés steepest descent modszerrel (131) kezdtik az energia-
minimalizaciot. Ennek soran a H-atomok kivételével minden atomra harmonikus
kényszereket rottunk ki. Ezzel megakadalyoztuk, hogy a nehéz atomok tual nagy
amplitaddju mozgasokat végezzenek. fgy az energia-minimalizacio stabilabb, kisebb a
valoszinlisége a nagy fluktudcioknak az energidban. Az alkalmazott harmonikus

kényszer potencialis energiaja:
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Ec: Z K(ri_rio)z’ (3)

nehéz
atomok

ahol a H-atomok kivételével az dsszes atomra torténik az 6sszegzés, K az er6allando, r,

az i-edik atom helyvektora, r, az i-edik atom referencia helyvektora. A referencia

helyvektorokat mindig a kényszerek kirovasa pillanatdban érvényes konfiguracié adta.
A minimalizalds soran fokozatosan csokkentettiik a kényszerer6k nagysagat. A steepest
descent elsd 500 1épésében 10 kcal/mol/A? , a kovetkezd 500 1épésben 1 kcal/mol/A? |
mig az utolsé 500 Iépésben 0,1 keal/mol/A? volt a K értéke. 0,1 kcal/mol/A? értéken
tartva az er6allandot, 200 1épés conjugate gradient modszerrel (131) folytattuk a
minimalizalast. Majd a kényszereket megsziintettiik, és 100 1épés steepest descent
modszerrel tovabb minimalizaltuk a rendszerek potencialis energiajat. Ezt 200 1épés
conjugate gradient kovette. Majd 1000 1épés adopted-basis Newton-Raphson
modszerrel (131) fejeztiik be a minimalizacios protokollt.

Ezt kovetden minden rendszert 99 A X 74 A X 63 A térfogatli vizdobozba helyeztiink.
Ezzel definidltuk a szimulacido elemi celljat. A vizdoboz felépitéséhez explicit
vizmolekulakat, azaz a CHARMM TIP3 vizmodelljét (26) hasznaltuk. Az igy kapott
elemi cellara periodikus hatarfeltételeket rottunk ki, azaz a vizdoboz szemkozti oldalait
azonositottuk egymadssal. Tehdt ha a szimuldcid sordan egy vizmolekula kilépett a
vizdoboz egyik oldalan, akkor ezzel egy id6ben ugyanez a vizmolekula megjelent a
szemben 1évd oldalon. A periodikus hatarfeltételek segitségével megakadalyozhatjuk,
hogy a fehérje kornyezetébdl eldiffundaljon a viz. Egyszer(i eltoldsi transzformaciok
bevezetésével az elemi cellabdl ortorombos kristalyracsot konstrudltunk. Ezzel nagy
mennyiségli viz koryezet valik modellezhetdvé a fehérje koriil. Ugy valasztottuk meg a
vizdoboz méreteit, hogy az a fehérje feliiletétdl szamitva x, y és z irdnyban 12 A
vastagsagu legyen. Ekkora vizdoboz vastagsdggal elkeriilhetdk a szomszédos elemi
cellak kozti fehérje-fehérje nemkotd kolecsonhatasok (pl. van der Waasls), ugyanis ezen
kolcsdnhatasok hatotavolsagat (cut-off tavolsag) 12 A-nek vélasztottuk. Véletlenszerd
pozicidkba Na-ionokat vagy Cl-ionokat (rendszert6l fiiggéen) helyeztiink a vizdobozba,
hogy annak elektromos 0Ossztoltése zérus legyen. Az ilyen moédon szolvatalt

rendszereket ismét energia-minimalizacionak vetettiik ald, hogy az esetleges nagy
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energiaju fehérje-viz kolcsonhatasokat eltavolitsuk. Az energia-minimalizaciot a fentebb
targyalt vakuumbeli minimalizacioval azonos modon végeztiik.

A Particle Mesh Ewald (PME) (132,133) moddszert hasznaltuk az elektrosztatikus
energiak szamolasara. A PME racsallandot 1 A-nek, az interpolacié rendjét 6-nak
vélasztottuk. A valds térbeli szummaci6 cut-off értékét 12 A-nek, ennek megfeleléen a
PME Gauss fiiggvény szélességét 0,34 A™-nek allitottuk be. A dielektromos allando
értékét 1-nek vettiik. A van der Waals kolcsonhatasokat un. switching fiiggvénnyel
moduléltuk. Lényegében ez annyit jelent, hogy definidltunk két cut-off értéket, egy
belso és kiilsé cut-offot. Ezen két érték kozott egy szigmoid fliggvény altal, a tavolsag
novekedésével fokozatosan zérusra redukaltuk a van der Waals energiat. Ezzel mintegy
kikapcsoljuk a kolcsonhatast, innen a fliggvény elnevezése. Esetiinkben a bels6 cut-off
10 A, mig a kiilsé cut-off értéke 12 A volt.

A szolvatalt rendszerek energia-minimalizaldsa utan kezdetét vette maga a MD
szimulacio. A MD szimulacié soran a klasszikus mozgésegyenletek integraldsa 1
femtoszekundumos id6élépésekben tortént. Az energia-minimalizalt szerkezeteket (apo
¢és a négy terner komplex) eldszor 300 K hdmérsékletre, a szimulacidos hdmérsékletre
futottok fel. Az eljarast a kezdeti sebességek kiosztasaval kezdtik. A Maxwell-
Boltzmann eloszlas alapjan a rendszerek minden egyes atomjahoz véletlenszeriien

sebességértékeket rendeltiink:

p(v, ) = (zﬂ”k] - J exp(—%%], 4

ahol p(v, ) annak a valosziniisége, hogy az m, tomegii i-edik atomnak az x iranya

sebessége V;,, T homérsékleten. A sebességek kiosztasa utan hagytuk a rendszerek

atomjait a mozgasegyenletek szerint mozogni. A kezdé hémérséklet 10 K volt. 1000
lépésenként Ujraosztottuk a sebességeket az atomok kozott gy, hogy minden
Ujraosztasnal a homérséklet 10 K-nel n6jon, igy 30000 1épés (30 pikoszekundum) utan
elértiik a kivant 300 K-t.

Miutan felftitttiik a rendszereket 300 K hémérsékletre, ekvilibracioval folytattuk a

szimulaciot. Az ekvilibracid6 sordn az a cél, hogy a rendszert termodinamikai
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egyensulyba hozzuk. Tobb termodinamikai mennyiség (pl.: energia, hémérséklet,
nyomas és térfogat) és az aktudlis konformacio egyiittes vizsgalataval ellendriztiik, hogy
mikor keriil egyenstlyba a rendszer. Elséként kanonikus sokasagként kezelve a
rendszereket, azaz a térfogatot és a hdmérsékletet allando értéken tartva (N=all., V=all.,
T=all.), hagytuk a rendszereinket a mozgas egyenletek szerint mozogni. A kanonikus
ekvilibracio 50 pikoszekundumon (50000 iddlépés) keresztiil zajlott. Majd 500
pikoszekundum (500000 idélépés) NpT ekvilibracioval folytattuk (N=all., p=all.,
T=all.) a szimulaciot, azaz a Nosé-Hoover algoritmust (134,135) hasznalva izobar-
izoterm koriilmények kozott vizsgéltuk a rendszert 300 K hémérsékleten és 1 atm
nyomason.

Az ekvilibracid utan kezdetét vette a konformacids adatgylijtés-mintavételezes, az Un.
production run. 20 nanoszekundum izobar-izoterm (p=1 atm, T=300 K) MD szimulaciot
hajtottunk végre mind az 6t rendszeren (apo és négy terner komplex). Az atomi
koordinatakat 1 pikoszekundumonként mentettiik, igy mind az 6t rendszerre megkaptuk

az atomi mozgasok trajektoridit (hely-id6 fiiggvény).
4.3. A szimulacio kiértékeléséhez hasznalt mennyiségek
RMSD (Root Mean Square Distance). Két azonos atomszamu (N) szerkezet (a és b

szerkezet) egymashoz viszonyitott atlagos kiillonbségeét méri az RMSD, melyet az alabbi

egyenlettel definidlunk:

1
RMSD:<(ria— ib)2>2:\/%zi:(rf—rib)z, (%)

ahol r2,r’ az a ill. b szerkezethez tartozo i-edik atom helyvektora. Gyakran van

szlikség két szerkezet Osszehasonlitdsanal arra, hogy megéllapitsuk a koztik 1évo
minimalis RMSD-t. (Példaul ugyanazon fehérje kiilonb6z6 konforméacioi.) Ilyenkor az
egyik szerkezetet (pl.: a-t) ugy transzformaljuk (transzlacio, rotacid) térben, hogy a
masikkal leginkabb ,,atfedjen”, azaz a koztiikk 1évé RMSD minimalis legyen, ezt hivjuk
szuperpozicionak.
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RMSF (Root Mean Square Fluctuation). Az i-edik atom RMSF értéke T ideig tartd

szimulaciora:

RMSF = |2 Y (n(t,)-7)", ©)

ahol r;(t;) az i-edik atom t; idépontban vett helyvektora, T, az i-edik atom T idére

atlagolt helyvektora. Mint az a definialdo egyenletbdl latszik, egy adott atom RMSF
értéke az illetd atom mozgékonysagarol ad szamot. A trajektoridk kiértékelése soran az

aminosavak mozgékonysagat C,-atomjuk RMSF értékével becsiiltiik.

Atomi mozgasok korrelacidja. Atomi elmozdulasok (i és j atom) kereszt-korrelacios

matrixa egy adott T idOtartamra:

C, = ——— —
S {w-n)) "

ahol T, és T; az i-edik ¢és j-edik atom T id6re atlagolt helyvektora. () szintén az

idéatlagot jeloli. Cjj -1 és +1 kozotti értekeket vehet fel. A +1-es érték az i és j atomok
azonos iranyu elmozdulasanak felel meg, a -1-es érték viszont a két atom ellenkez6
iranyd elmozdulasaként értelmezhet6. Amennyiben Cj; zérus, i és j atomok mozgasa
korrelalatlan és/vagy elmozdulasuk meréleges egymasra. Tehat, ha Cjj abszolut értéke
kisebb, mint 1, akkor az i és j atomok elmozdulasa kevésbé korrelalt és/vagy a két atom

mozgasiranya nem esik egy tengelybe, azaz szdget zarnak be (136).

Torzios kotésszogvaltozasok. A 12. abra szerint torzids szogeket definidltunk a

crer

torzids szogek MD szimulacid soran bekovetkezd valtozasait vizsgaltuk. Ezt a modszert

csuklopont meghatarozasra hasznaltuk.
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12. abra Az r-edik aminosav C/ -atomjahoz tartozo ¢, torzids szog.

A trajektoria minden egyes szerkezetére szamoltunk torzids szogeket, melyeket a
szimulacio elsé szerkezetének torzids szogeihez, mint referencidhoz viszonyitottunk és

képeztiik kiilonbségiiket:

A (t)=0(t,)-0 (t,), r=23,..,414 (8)

ahol r az aminosav sorszam, Ag,(t,) az r-edik C,-atomhoz (C[) tartozo torzids
szdgvaltozas a ty-edik szimulacios id8pillanatban, ¢, (t,) a C| -atomhoz tartozé torzios

szog a tp-edik szimulacios iddpillanatban, ¢, (to) a C, -atomhoz tartozo torzids szog a

szimulaci6 elsé szerkezetében. Az r aminosav sorszam csak 2 és 414 kozotti értékeket
vehet fel, hiszen a peptidgerinc els6 és két utolsdo C,-atomjahoz nem rendelhetd torzids
sz0g. (A hPGK 416 aminosavbol 4all.) A torzids szogkiilonbségeket szintabrakon
abrazoltuk i1d6 és aminosavszam fliggvényében. A doménrotaciok megvaldsulasahoz
nagy amplitudoji torzids szogvaltozasok sziikségesek a csuklopontok koriil. A torzids

szogkiilonbségek meghatarozasaval tehat lehetdség nyilik csuklopontok azonositasara.
4.4. Csuklopontok azonositasa DynDom (Dynamical Domains) programmal

A DynDom (70) programot szintén csuklopontok azonositasara hasznaltuk az apo enzim
és a természetes D-ADP komplex esetében. A program altal alkalmazott modszert
Hayward ¢és mtsai multidomén fehérjék doménmozgésainak karakterizalasara

fejlesztették ki. Az eljaras soran a program beolvassa ugyanazon rendszer két eltérd

crer
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rovid - néhany aminosavnyi - Szegmensek elmozduldsvektorait, melyek a
konformaciokat egymasba viszik. Mivel minden elmozdulds leirhatd egy rotacios
tengely koriili rotacio €s egy, a rotacios tengely mentén torténd transzlacio osszegeként,
a folancszegmensek elmozduldsaihoz tartozo rotacidos vektorok kiszamithatok. A
program az egyes rotacios vektorokat pontokkal reprezentdlja egy un. rotacids térben.
Idealis esetben egy domén tokéletes merev testként viselkedik. Ilyenkor az azonos
doménhez tartozo félancszegmensek azonos rotacids vektorral rendelkeznek, azaz
ugyanazon rotacios ponttal jellemezhetdek a rotacids térben. Ez a pont egyben a teljes
ez n darab rotacios pontot jelentene a rotacids térben. A valdosdgban a doménen beliili
(intradomén) mozgasok miatt az egyes doméneket nem egy-egy pont, hanem pontok
klasztere reprezentalja. A program a K-kozép klaszterelemzési algoritmus (137) és
bizonyos kritériumok alkalmazasaval az egyes klaszterekhez doméneket rendel. Tehat a
modszer az egyes doméneket eltéré rotacios tulajdonsagaik alapjan képes
megkiilonboztetni és azonositani.

A modszer csukloponti aminosavak azonositasara is alkalmas. Tekintslink az
egyszerliség kedvéért egy két doménbdl (A- és B-domén) allé fehérjét és annak két
csak az egyik domén (pl. A-domén) atomjait vessziikk figyelembe az illesztés soran,
akkor megkapjuk a masik domén (B-domén) relativ elmozduldsat az els6hoz képest.
Ekkor a B-domén rotacios tengelyét a korabban targyalt modon meg lehet hatarozni.
Adott aminosavszam hosszisdgu ablakot definidlva és azt végigcsusztatva a félancon,
az igy kapott félancszegmensek rotacids vektorai is kiszdmithatok. A modszer ezen
vektoroknak a B-domén rotacios tengelyére vett projekciodit hatarozza meg, majd az
ablakok kozepén elhelyezkedd aminosavakhoz a megfeleld folancszegmensek rotacios
vektorainak projekcioit rendeli. Ezzel minden egyes aminosav kap egy értéket, mely az
interdomén mozgas soran betoltott rotacios szerepét jellemzi. Ezen projekcios értékek
atlaga az A-doménben nulla koriil van, hiszen az A-domén fixalva lett a szuperpozicio
altal. Ezzel szemben a B-doménben a projekciok éatlaga koriilbeliil a B-domén rotécios
szogével egyezik meg. Igy az interdomén régidban, ahol a csukldponti aminosavak
vannak, atmenetnek kell lennie a projekcios értékekben. A modszer szerint a

csuklopontok azon aminosavaknal vannak, ahol a projekcios értékek legalabb 1
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standard devidcio nagysagaval eltérnek egyik vagy masik domén projekcios értékeinek

atlagatol.
4.5. A Principal Component Analysis (PCA) modszer

PCA modszert (138) hasznaltunk az apo enzim valamint a D-ADP- és az L-ADP
komplexek kollektiv mozgasainak vizsgalatara. Az eljaras segitségével a szimulaciok
szolgaltatta nagy mennyiségii adatbol a funkcionalisan 1ényeges, nagy skalajua kollektiv
mozgésokrol szerezhetlink informaciot.

Tekintsiink egy N atomos fehérjemolekulat, melynek MD szimulacioval szamolt X(t)
trajektoridgja (hely-id6 fiiggvény) rendelkezésiinkre all. X egy 3N dimenzids vektor,
melynek elemei az atomi Descartes-koordinatak. Mivel a fehérje bels6 mozgasait
szeretnénk jellemezni, a PCA modszer alkalmazasa eldtt eltavolitjuk a fehérje egészét
érintd transzlacios €s rotacids mozgasokat (pl. a trajektoria szerkezeteinek a szimulacio

crer

atomi elmozdulasok kovariancia matrixaval kifejezheto:
C =cov(x)=<(x—<x>)(x—<x>)T>, 9)

ahol <> az iddatlagot jeloli. A szimmetrikus C matrix mindig diagonalizalhato egy

alkalmasan vélasztott ortogonalis T koordinata transzformécidval:
x—(x)=Tq vagy q=T"(x—(x)), (10)

mely a C matrixot egy A:<qu> diagonalis matrixba transzformalja /4,

sajatértekekkel:
C=TAT' vagy A=T'CT (11)

A T matrix i-edik oszlopa a A sajatértékhez tartozo sajatvektor. A teljes
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fehérjefluktuaci6 (Mean Square Fluctuation, MSF), Z:<(Xi —<Xi>)2> az egyes

sajatvektorok jarulékainak osszegeként foghato fel:

306 =00))") = (=60 (= ()= (12)
(a7 Ta) = (a"a)=>{a?) =24

A sajatvektorok megadjdk az egyes atomok mozgasiranyat, a sajatértékek pedig az

crer

mentén megvalosuld mozgasokat PCA modusoknak nevezik. A A sajatértékeket

nagysag szerint csokkend sorrendbe szoktdk rendezni. Tehat az elsé néhany sajatvektor
néhany sajatérték jaruléka adja. Ez azt jelenti, hogy a legnagyobb sajatértékekhez
tartozd modusok a lassu, nagyobb 1éptékii konformacié valtozasokkal jard kollektiv
mozgasokat irjdk le. A modszer lényege tehat, hogy egyfajta dimenzio redukci6 altal
(3N darab szabadsagi fok helyett néhany moddus) informaciok nyerheték a kollektiv

mozgasokrol.
4.6. A fehérjekonformaciok gyakorisagi eloszlasanak karakterizalasa

A szimulacid soran megvalosuld fehérjekonformaciok gyakorisagi eloszlasanak
karakterizalasdra a kovetkez0 modszert dolgoztuk ki. Meghatiroztuk a fehérje
kiindulasi szerkezetének tehetetlenségi fétengelyeit, amiket a 33. (A) abran
szemléltetek. Ezen tengelyekre vetitettiik a domén tomegkdzéppontokat 0sszekotd
vektort a trajektoria minden egyes szerkezete esetében. A moddszerrel benyomast
szerezhetlink arrol, hogy a fehérje alakja hogyan valtozik a harom irany mentén a
szimuldcié iddtartama alatt. Tehadt a harom irdny menti projekcioval a fehérje
konformacidja jellemezhetd. A projekciok gyakorisdganak monitorozasaval pedig az
egyes konformacidok betoltottségérdl szerezhetiink informaciot. A tehetetlenségi

fotengelyeket €és a projekciokat a CHARMM programcsomag segitségével szamoltam.
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A gyakorisagi eloszldsokat minden esetben 1-re normaltam, hogy a kiilonb6zd

rendszerekrdl nyert informéciok dsszehasonlithatok legyenek.

4.7. Nemkoto kolcsonhatasi energiak szamitasa

Mind a négy terner komplex esetében szamoltuk a szimulacié soran kialakuld
szubsztrat-fehérje nemkoto kolcsonhatasi energidkat (elektrosztatikus €s van der Waals).
A szubsztratok és a szubsztratkoté aminosavak (3. tablazat) minden atomjat figyelembe
vettiik a szamoléasok soran. Tisztdban vagyunk azzal, hogy az igy szamolt kolcsonhatasi
energia nem a szubsztrat-fehérje kotési szabadenergiat adja vissza. Célunk nem az volt,
hogy kotési szabadenergidkat szdmoljunk, hanem az egyes szubsztritok egymashoz
viszonyitott, relativ kotddési affinitasainak jellemzése, a nemkdtd kolcsonhatasi

energiak Osszehasonlitasaval (139).
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S.
Eredmények

5.1. Az apo hPGK és a D-ADP komplex dinamikai jellemzése

A szubsztratkotodés fehérjedinamikara gyakorolt hatasat az apo hPGK és a természetes
D-ADP komplex 20 nanoszekundum hosszisagat MD szimulacidinak vizsgalataval
jellemeztem.

Els6ként arra szerettem volna valaszt kapni, hogy a két domén relativ helyzete valtozik-
e a 20 nanoszekundumos szimulacios idétartam soran az apo enzimben és a D-ADP
komplexben. Ha igen, milyen mdédon? Latunk-e csuklomozgasra utald jeleket? A
kérdések megvalaszolasdhoz nyomon kovettiik a szimulacié sordan a két domén
tomegkozéppontjainak tavolsagvaltozasat. Ezt a 13. abra mutatja be.

Az apo enzim (z6ld gorbe) domén tdmegkdzéppontjainak tidvolsagvaltozasa idoben
oszcillalo jelleget mutat. Az elsd 6 nanoszekundum sordn a domén tomegkdzéppontok
koriilbeliill 3 A-nyit tdvolodnak egymastol, majd kozelednek. Koriilbeliil a 10.
nanoszekundumra érik el a kiindulasi tavolsagot. A kozeledés a 12. nanoszekundumig
folytatodik, amikor ismét tavolodni kezdenek egymastdl egészen a szimulacids idéablak
végéig. Az éabra alapjan elmondhatd, hogy az apo enzim a 20 nanoszekundumos
szimulacids id6tartam alatt a doménnyilds és doménzarodas egy teljes periddusat irja le.
A doménfluktuicié amplitiddja mintegy 3 A. A természetes komplex (kék gorbe)
esettben a domén tomegkozéppontok folyamatos tdvolodasa figyelhetd meg a
szimulacié soran. Csak a 18. nanoszekundumtol veszi kezdetét kozeledés. Ugy tiinik

tehat, hogy a mozgas periddusideje talmutat a szimulacids idéablakon.
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13. abra A domén tomegkozéppontok (TKP) tavolsaganak idéfejlodése az apo enzim (zo6ld
gorbe) és a D-ADP komplex (kék gorbe) esetén a 20 ns szimulacié soran. Mig az apo enzim a
doménnyilds és doménzarddas egy teljes peridodusat irja le, addig a D-ADP komplex

doménmozgasanak periddusideje tulmutat a szimulacids idéablakon.

A lokalis mozgasok fluktuacios analizise. Ahhoz, hogy a szimulacié soran
megvalosuld lokalis mozgasokat jellemezziik, eldszor kiszamoltuk a C,-atomok 20
nanoszekundumra atlagolt RMSF értékeit mind az apo, mind pedig a komplex rendszer
esetében. Amennyiben a domének valoban végeznek merev test szerli mozgast, ezek az
egész doménre kiterjedd transzlacids, rotaciés mozgasok megjelennek az egyes C,-
atomok RMSF ¢értékeiben is. Mivel a lokélis mozgasok kapcsan csak az egyes
doméneken beliil megvalosuld mozgasokra (intradomén mozgas) vagyunk kivancsiak,
fontos, hogy eltavolitsuk a domének egészét érintd transzlacids, rotacids mozgasokat.
fgy az RMSF értékek szamitasa elétt, a trajektoriak minden egyes szerkezetét kiilon N-
¢s C-doménjiiknél fogva szuperpondltuk a szimuldciok elsd szerkezeteinek N- és C-
doménjére. Azaz mindkét rendszerre (apo és természetes komplex) kaptunk két-két
trajektoriat, egy N-doménre és egy C-doménre szuperponaltat. A szuperpoziciokat az
egyes domének peptidgerincére végeztiik. Az N-domén bels6 fluktuacidit az N-doménre
szuperponalt trajektoriabdl, a C-domén belsé fluktuacioit pedig a C-doménre
szuperponaltbol szamoltuk. A megfelel6 doménekre torténd szuperpozicioval az RMSF
értekekben mar csak az intradomén mozgasok szolgaltatnak jarulékot, mig a domének
merev test szerli mozgéasai nem. Az ily modon szamolt C, RMSF értékek lathatok a 14.
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abran az enzim apo formajara és a D-ADP komplexre.
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14. abra Az apo enzim (zold gorbe) és a D-ADP komplex (kék gorbe) 20 ns-ra atlagolt C,
RMSF értékei, a domének merev test mozgéasainak eltavolitdsat kovetéen. A gdrbék
narancssarga, Vastagon szedett részei a B magok elemeit, a fiiggbleges vonalak pedig a
szubsztratk6td aminosavakat (zold — 1,3-BPG koto, fekete — nukleotid foszfatlanckoto, kék —
rib6zkotd, piros — baziskotd) jelolik. A fehérje legflexibilisebb elemei a hurok régidk, a

legmerevebb elemek pedig a p magok mindkét rendszer esetén.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a fehérje hurok régiéi mutatnak nagy flexibilitast
mindkét rendszer esetében. Az abrar6l az is leolvashato, hogy az 1,3-BPG N-doménen
torténd kotddésével megnd az ala hélix és a B2 hurok flexibilitdsa. A grafikon x
tengelyén zold fiiggbleges vonalak jelzik az 1,3-BPG-t kotd aminosavakat (lasd 3.
tablazat). Mind a grafikonon, mind pedig a hPGK szerkezeti abrajan (15. abra) jol
latszik, hogy az ala hélix és a B2 hurok az 1,3-BPG kéotéhely kozelében talalhatd. Az
N-domén egy masik szerkezeti eleme, az mn hurok is jelentds fluktuaciot végez a terner
komplexben. A 15. abrarél azonban nyilvanvalo, hogy az mn hurok igen tavol esik
mindkét kotohelytol, ezért feltehetden nem a szubsztratkotodés valtja ki a
megnovekedett flexibilitast. A D-ADP koétddésével viszont bizonyos foszfatlancot és
ribozt kotd oldallancokat tartalmazo szerkezeti elemek veszitenek flexibilitdsukbol (pl.
J12 hurok, al3 hélix). A foszfatlanc és riboz kotdhelyeket rendre fekete és kék

fliggbleges vonalak jelzik az x tengelyen. Masrészrél viszont a nukleobazist koto,
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hidrofob oldallancokat tartalmazé 9-10a hurok és Bq redd a terner komplexben nagyobb
fluktudciét mutat, mint az apo enzimben. A bazist kotd aminosavakat az x tengely
mentén piros fiiggdleges vonal jelzi. Emellett a 12K hurok is nagyobb flexibilitasra tesz
szert a komplex enzimben, bar ezen szerkezeti elem a D-ADP kotéhelytol tavol
helyezkedik el (15. abra), igy valdszini, hogy nem a szubsztratk6tédés okozza nagy
mozgékonysagat. Figyelemre méltd tovabba, hogy az N- és C-domén belsd B reddi (a
14. 4bran a narancssarga, vastagon szedett részei a goOrbének; narancssarga szinii
szerkezeti elemek a 15. dbran) minimalis fluktuaciét mutatnak a fehérje tobbi részéhez
képest. Ezen  reddket sok és erds H-hid kotés tartja 0ssze, igy dinamikailag igen merev
szerkezeti egységet alkotnak a domének magjaban. A tovabbiakban csak [ magként
fogok hivatkozni r4juk. Az N-domén [ magjat a kovetkezd B reddk alkotjak: BA
(aminosavszam: 17-22), BB (aminosavszam: 56-61) és BD (aminosavszam: 114-119). A
C-domén [ magjanak alkoté P redéi: PG (aminosavszam: 207-212), BH

(aminosavszam: 231-236) és BI (aminosavszam: 277-282).

15. abra A lila szinnel jelolt szerkezeti elemek fluktuacioja jelent6s mértékben valtozik

szubsztratkotodés hatasara. Az N- és C-domén f magokat narancssarga nyilak szemléltetik.

Az intra- és interdomén mozgasok korrelacios analizise. Ahhoz, hogy feltérképezziik
a mozgasok kolcsonds viszonyat, kiszamoltuk a C, elmozduldsok 20 nanoszekundumra
atlagolt kereszt-korrelacioés matrixat mind az apo, mind a D-ADP komplex rendszerre. A

korrelaciok szamolésa eldtt, minden esetben eltavolitottuk a dinamikabol a teljes fehérje
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transzlacios és rotacidos mozgasait. Ehhez a trajektoria minden egyes szerkezetét
szuperponaltuk a szimuléacio6 elsé szerkezetére. A szuperpozicio kétféle modon tortént.
Amennyiben az N-doménen beliili lokalis mozgasok korrelacioira illetve a C-domén N-
doménhez viszonyitott relativ mozgasara voltunk kivancsiak, a szuperpoziciot az N-
domén [ mag peptidgerincére végeztiik. Azaz a trajektoria minden egyes szerkezetét N-
domén B magjanal fogva szuperponaltuk a szimulacié elsé szerkezetének N-domén f
magjara. Hasonloképpen, amennyiben a C-doménen beliili lokalis mozgasokat illetve az
N-domén C-doménhez viszonyitott relativ mozgasat kivantuk vizsgalni, a C-domén 3
mag peptidgerincére végeztilk a szuperpoziciot. Ezzel a modszerrel lehetdség nyilt a
lokalis intradomén ¢€s a kollektiv interdomén mozgasok szétvalasztasara és korrelacids
analizissel torténd detektalasara.

A 16. abrén az apo enzim C,-atomjaira szamolt kereszt-korrelacids matrix szintabraja
lathat6. Mig az abra (A) része az N-domén B mag szuperpozicidoval szamolt matrixot
mutatja, addig a (B) rész a C-domén B mag szuperpozicioval készitett matrixot
szemlélteti.

A 16. (A) szintabra jobb felsé voros négyzete nagyon markansan azt demonstralja, hogy
a teljes C-domén merev testként mozog az N-doménhez képest, ugyanis a C,
elmozdulasok kozotti korrelaciok igen nagy pozitiv értékeket mutatnak. Az ébra bal also6
négyzetében, mely az N-doménen beliili mozgasokat szemlélteti, nem jelennek meg
emlitésre mélto korrelaciok.

A 16. (B) abra bal also voros négyzete egyértelmiien jelzi, hogy az N-domén is merev
test szerli mozgast végez a szimulacio soran a C-doménhez képest. Tehat a 16. abra (A)
és (B) része kiegészitve egymast, meggy6zéen demonstraljak, hogy a két domén
dinamikai egységként miikodik, merev test szeri mozgast folytatnak. Figyelemre mélto
tovabba, hogy a fehérje C-termindlisa (a14 és al5 hélixek, lasd 2. tdblazat) viszonylag
nagy pozitiv korrelaciot mutat a teljes N-doménnel (16. (B) szintabra bal fels6 része). A
fehérje kristalyszerkezetei alapjan tudjuk, hogy a C-terminalis visszahajlik az N-

doménhez és annak szerkezetileg szerves részét képezi.
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16. abra A C,-atomok elmozduldsainak 20 ns-ra szdmolt kereszt-korrelacidos matrixa apo
enzimre, (A) N-domén 3 magra torténd szuperpoziciot kovetden, (B) C-domén f magra torténd
szuperpoziciot kovetden. Pirossal az azonos irdnyt mozgast (korrelacio), kékkel az ellentétes
iranyu mozgast (antikorrelacio) szemléltetjikk. A (B) abra x és y tengelyén a fekete vonalak a
nukleotid foszfatlancat kotd, a kék vonalak a rib6zkotd, a piros vonalak pedig a baziskotd

aminosavakat jelolik.

A 16. (B) abra jobb felsé négyzete a C-domén intradomén mozgasainak korrelaciojat
mutatja. Osszehasonlitva az N-domén intradomén mozgasaival (16. (A) abra), a C-
doménen beliil kifejezettebb korrelaciok lathatok. Az abra x és y tengelyén megjelenitett
fliggbleges és vizszintes vonalak az egyes kotd aminsavak szekvencialis pozicidjat

jelolik. A piros vonalak a nukleotid bazisat koto, a fekete vonalak a foszfatlancot, mig a
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kék vonalak a nukleotid rib6z részét koté aminosavakat jeldlik. A korrelacidés mintazat
alapjan megallapithatd, hogy az egyes nukleotid kotdhelyek kozott alakulnak ki
jelentdsebb pozitiv korrelaciok. Példaul erdés korrelaciok jelentkeznek bizonyos bazist
koté aminosavak kozott (Ala214, Gly238, Leu256, Phe291, Gly312, Leu313; 8. 4bra).
Figyelemre méltd6 még a korrelacio a ribozt (Pro338, Val341l, Glu343) és egyes
foszfatlancot koto (Asp374, Thr375) aminosavak kozott is.

A 17. abran a természetes terner komplexre szamolt kereszt-korrelaciés matrix
szintabraja lathato. Alapvetden a korrelacids mintdzat nagy hasonldsagot mutat az apo
enzim esetében megfigyelttel, szembeotld kiillonbség viszont, hogy sokkal
hangstlyosabb korrelaciok jelentkeznek a D-ADP komplexben. Bar az N-domén
intradomén mozgasai (17. (A) abra) tovabbra is igen kevéssé korrelaltak, az a4
(aminosavszam: 144-155) és az aextra (aminosavszam: 125-127) hélix kozott figyelhetd
meg jelentésebb pozitiv korrelacid, valamint ezek negativ korrelacidja az mn hurokkal
(aminosavszam:133-135) (18. abra).

A D-ADP komplexben a C-domén bels6 mozgasainak korrelacioja (17. (B) abra) igen
nagy hasonlosdgot mutat az apo enzimnél tapasztalttal. Itt is a nukleotid kotd
aminosavak kozott jelentkeznek nagyobb pozitiv korreldciok. Az apo enzimhez képest
korrelacid6 novekedés figyelhetd meg a Phe291 ¢és a Gly312, Leu313 baziskoto
aminosavak kozott. Tovabba jelentdsebb pozitiv korrelacid jelenik meg az eldbbi
baziskotd és a ribozkotd Pro338, Val3d41, Glu343 aminosavak kozott, ami apo enzimnél
nem volt megfigyelhetd. Figyelemre méltd kiilonbség még az apo enzimhez képest,
hogy Po, Pp és PBq redok (aminosavszam: 285-315) altal alkotott pozitiv korrelacidval
egylitt mozgd dinamikai egység erds antikorrelaciot mutat a domén ellentétes oldalan
talalhato 11J hurokkal (aminosavszam: 327-332) (18. abra). Hasonlé modon, a BK redé,
al3 hélix és PBL redd (aminosavszam: 367-392) szerkezeti elemekbdl 4ll6 dinamikai
egység ¢és a domén atellenes oldalan elhelyezkedé all hélix (aminosavszam: 317-329)
kozott jelentds antikorrelacio jelentkezik. A Bo, Bp, Bq - 11J és BK, al3, BL — all
szerkezeti parok azt bizonyitjak, hogy akar a doméneken beliil is kialakulhatnak erds

antikorrelacios mozgasok.
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17. abra A C,-atomok elmozdulasainak 20 ns-ra szamolt kereszt-korrelacios matrixa D-ADP
komplexre, (A) N-domén B magra torténd szuperpoziciot koveten, (B) C-domén B magra
torténd szuperpoziciot kovetéen. Pirossal az azonos iranyti mozgast (korrelacio), kékkel az
ellentétes iranyu mozgast (antikorrelacio) szemléltetjiik. A (B) abra x és y tengelyén a fekete
vonalak a nukleotid foszfatlancat koté, a kék vonalak a ribozkotd, a piros vonalak pedig a

baziskotd aminosavakat jelolik.

Az apo enzimhez hasonléan a D-ADP komplex esetében is a C-terminalis mozgasa
jelentds pozitiv korrelaciot mutat a teljes N-domén mozgasaval (17. (B) abra bal felsé
négyzet). Viszont itt ez a korrelacid erdsebb, mint az apo enzim esetében, és az al4, al5
hélixek mellett az a13 hélix is egyiitt mozog az N-doménnel. Emellett megallapithato,

hogy a C-domén jelentds része (féként a nukleotid kotéhely kozelében 16vé Bo, PBp és Bq
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reddk, 18. abra) igen erds antikorrelaciét mutat a teljes N-doménnel. Azért figyelemre
méltd ez az eredmény, mert egyértelmi bizonyitéka a domének egymashoz viszonyitott

csukld vagy nyiro jellegli mozgasainak.

18. abra A hPGK nagy intradomén korrelacidkat mutatéd szerkezeti elemei.

Felmeriil a kérdés, vajon a korrelacids értékek konvergaltak-e a szimuldcid soran
(140,141)? A kérdésre a kovetkezOképpen kerestiik a valaszt. A szimulacios trajektoriat
két részre osztva, az elsd és masodik 10 nanoszekundumra is Kiszamoltuk a kereszt-
korrelacios matrix elemeit. Azt talaltuk, hogy az intradomén mozgéasokat leir6 matrix
elemek megegyeztek a teljes trajektoriara szamolt matrix elemekkel, viszont az
interdomén mozgasokat jellemzd matrix elemek eltérd értékeket mutattak a trajektoria
kiilonb6zd szegmenseire. A lokalis intradomén mozgéasok korrelacids értékei tehat
konvergaltak, igy ezek a mozgasformak 20 nanoszekundumos szimulacioval részletesen
vizsgalhatoak. A kollektiv interdomén mozgasok korrelacios értékei azonban nem
konvergaltak a szimulacio soran, igy ezen mozgasok — melyek joval hosszabb iddskalan
zajlanak — részletesen nem vizsgalhatoak ebben az idGablakban, csak jelenlétiikrol

szerezhetink tudomast.

Kollektiv mozgasok vizsgalata PCA modszerrel. Az atomi mozgéasok korrelacids
analizise mar szolgaltatott némi informaciot a kollektiv mozgasokra vonatkozoan. PCA

modszerrel viszont nem csak a mozgdsok egymashoz viszonyitott relativ iranyarol,
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hanem abszolut irdnyultsagukrdl is szerezhetiink informaciot. A PCA sajatértékeket és
sajatvektorokat az apo enzim és a D-ADP komplex C,-atomjaira szamoltam. A PCA
modusok szamitasa elott a fehérje egészét érintd transzlacios, rotacids mozgasokat a
trajektoridk N-domén [ magra torténé szuperponalasaval tavolitottam el. Ezzel
informdaciét nyerhetiink a C-domén N-doménhez viszonyitott relativ mozgasardl. C-
domén B magra végzett szuperpozicidéval is szadmoltam PCA moédusokat, mivel az
eredmények ckvivalensek voltak az N-domén [ magra szuperponalt esetben
tapasztaltakkal, ezen eredményeket jelen munkaban nem ismertetem. A PCA
sajatértékeket és sajatvektorokat csak a fehérje C,-atomjaira szamoltam, ezzel ugyanis
jelentésen csokkenthetd az eljaras szamitégép-memoria igénye.

A PCA sajatértékek teljes fehérjefluktudcidohoz (Mean Square Fluctuation (MSF), azaz
az RMSF négyzete) szolgaltatott akkumulalt, relativ jarulékai lathatok a 19. abran.

—— apo enzim
100 - —— D-ADP komplex

90 ~

80 +

704

60 ~

50 +

Akkumulalt relativ jarulék (%)

40

30

0 10 20 30 40 50
Médusszam

19. abra A PCA sajatértékek akkumulalt, relativ jarulékai a teljes fehérjefluktuaciohoz (MSF)
apo enzim (zold gorbe) és D-ADP komplex (kék gorbe) esetén. Az abran csak az elsé 50
sajatérték jarulékai vannak feltiintetve. Az els6 harom mddus megkdzelitleg, képes leirni a

teljes fehérjemozgast mindkét rendszer esetében, hiszen az 0Osszfluktuacid 79-80 %b-aért

felel6sek.

A 3N (3X416=1248) PCA sajatértékbdl az apo enzim els6 3 sajatértéke a fehérje teljes
fluktuacidjanak 80 %-ahoz, mig az els6 6 sajatérték 88 %-ahoz jarul hozza. Lebontva, a

1./ 2./ 3. mdédusokhoz tartozé sajatértékek rendre a teljes fluktuacio 40,1 % / 30,3 % /
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9,0 %-4t teszik ki 964,3 A%/ 728.8 A%/ 216,0 A? értékekkel (nincs brazolva). A D-ADP
komplex esetében az elsd 3 PCA moddus sajatértékei a teljes fehérjefluktuacio 79 %-at,
mig az elsé 6 modushoz tartozok 89 %-at teszik ki. Lebontva az els6 harom moédusra, az
1./2./ 3. mdédusok sajatértékei rendre a teljes fluktuacio 40,3 % / 24,1 % / 14,5 %-é&ért
felelések 1298,7 A%/ 776,5 A%/ 466,2 A? értékekkel (nincs abrazolva).

Az adatok alapjan elmondhatd, hogy az elsé harom modus megkozelitdleg, képes leirni
a teljes fehérjemozgast mindkét rendszer esetében, hiszen az 6sszfluktuacio 79-80 %-
aért felel6sek. Igy varhatoan ezen modusok vizsgalata elegendé lehet, hogy a fehérje
kollektiv mozgasait kell6 pontossaggal karakterizalhassuk.

A 20. abran az egyes Cy-atomok fluktudcids jaruléka lathatd az elsé 4 modus mentén.
Osszehasonlitasképpen a C,-atomok N- és C-domén B magra szuperponélt, teljes RMSF
értékeit is bemutatom (az abra (A) része). Mindkét rendszerre elmondhat6 altalanosan,
hogy az els6 4 mdédus RMSF gorbéi nagy hasonlosagot mutatnak a teljes — MD
szimulaciokbol kozvetleniil szamolt — RMSF gorbékkel. A médus RMSF és MD RMSF
gorbék megfeleld cstcsai és minimumai azonos pozicidkban taldlhatok, ami azt
bizonyitja, hogy minddssze négy koordinataval (els6 4 mddus) jol reprodukélhatok az
MD RMSF értékei. Az elsé 3 modus gorbéjén jol latszik, hogy a mozgd C-domén (N-
doménre szuperponaltunk) minden C,-atomja altaldnosan nagy fluktudciokat mutat az
N-domén C,-atomjaihoz képest. Ez egy megndvekedett alapvonalként jelentkezik
mindkét rendszer gorbéjén, és a C-domén N-doménhez viszonyitott kollektiv, merev test
szerll mozgasarol arulkodik. A gorbék alapjan vilagos, hogy a negyedik médusnak nincs
jaruléka a kollektiv mozgasokhoz, ugyanis € modusnal a C-domén RMSF értékeiben
nem lathat6 alapvonal ndvekedés. A kollektiv mozgésok jellemzésére mindkét rendszer
esetén elegendd az elsé harom modus. Az is egyértelmiien latszik, hogy az elsé modus
jarul hozza legnagyobb mértékben a nagy skalaji mozgasokhoz. Mivel a negyedik PCA
modusok a fenti eredmények alapjan egyik rendszer esetében sem jatszanak szerepet a

kollektiv mozgésokban, igy a tovabbiakban nem tanulméanyoztam Oket.
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20. abra A C,-atomok (A) teljes RMSF értékei, valamint RMSF jarulékai (B) az elsd, (C) a
masodik, (D) a harmadik és (E) a negyedik médus mentén apo enzim (z6ld gorbe) és D-ADP
komplex (kék gorbe) esetén. Mivel a negyedik modusnak nincs jaruléka a kollektiv

mozgasokhoz (lapos C-domén alapvonal), ezen mozgasok jellemzésére elegendd az els¢ harom

A 21. abra az apo enzim C,-atomjainak els6 ((A), piros), masodik ((B), kék) és
harmadik ((C), z6ld) PCA mddusokhoz tartozé komponens vektorait abrazolja a fehérje
haromdimenzios, C, -reprezentaciojan. Jol latszik, hogy mindhdrom modus esetében a

C-doménhez tartozd komponens vektorok amplitidoja nagyobb, mint az N-doménhez
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tartozoké. Erthetd, hiszen N-domén B magra szuperponalt trajektériakra szamoltam a
PCA moédusokat, igy az abrak a C-domén N-doménhez viszonyitott relativ mozgasat
mutatjak. Altalanossagban megéllapithato, hogy mindhdrom modus esetén a C-domén
Cq-atomjai azonos irdnyban, azonos amplitidoval mozognak, azaz mozgasuk erdsen
korrelalt. Tehdt mindharom modus a C-domén merev test szerli mozgasat irja le. Az
abrak igy megerdsitik a fenti vizsgéalatoknal latottakat, miszerint az els6 harom moédus a
fehérje kollektiv mozgésait jellemzi. A 21. dbra alapjdn elmondhatd, hogy az apo enzim
els6 PCA modusa a C-domén N-doménhez viszonyitott nyird mozgasat, a masodik
moédus a csuklomozgasat, mig a harmadik modus a csavarodasat irja le. Erdekes, hogy a
hPGK kollektiv mozgasanak egy, a Gerstein-féle osztalyozdsban nem szerepld
mozgasforma is az eleme. Ez a csavarodd doménmozgds, melynek sordan a

doménrotacid egy, a doméntesten athalado tengely koriil torténik (21. (C) abra).

A Els6 médus B Masodik moédus

Az els6 mdédus a C-domén N-doménhez viszonyitott nyir6 mozgasat, a masodik modus a

csuklomozgasat, mig a harmadik modus a csavarodasat irja le.
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A 22. abra a D-ADP komplex els6 harom PCA moddusahoz tartoz6 C, komponens
apo esethez, az azonos szuperpozicios eljaras miatt, a C-domén komponens vektorainak
amplitaddja nagyobb, mint az N-doménhez tartozoké. Az abrak tehat a C-domén N-
doménhez viszonyitott relativ mozgasat mutatjak. Itt is igaz, hogy a C-domén C,-
atomjainak mozgasa erdsen korreldlt mindharom modus esetében, tehat a moédusok a C-
domén merev test szerli mozgasat irjak le. A 22. abra alapjan megallapithato, hogy a D-
ADP komplex els6 PCA moddusa ((A), piros) a C-domén N-doménhez viszonyitott
csavarodd mozgasat, a masodik modus ((B), kék) a csuklomozgésat, mig a harmadik

modus ((C), zold) a nyiré mozgasat irja le.

A Els6 moédus B Masodik moédus

Az els6é modus a C-domén N-doménhez viszonyitott csavarodd mozgasat, a masodik modus a

csuklomozgasat, mig a harmadik modus a nyird mozgasat irja le.
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Csuklopontok meghatarozasa. Miutdin megbizonyosodtunk afelél, hogy a domének
valoban végeznek merev test szerii mozgast a szimulacié idéskalajan, a doménmozgas
tovabbi karakterizalasa céljabol azonositani kivantuk a fehérje csuklopontjait. Ezek az
interdomén régi6 azon pontjai, melyek koriil a doménrotaciok megvaldsulnak, igy
alapvetéen meghatarozzak a doménmozgas karakterét.

A csuklopont meghatarozashoz elséként a DynDom programot alkalmaztuk. A program
altal beolvasott két konformacio6 koziil az egyik mindig a szimulécio6 elsé konforméacidja
(referencia), a masik pedig a szimulaci6 pikoszekundumonként Kkiirt, aktualis
konformacidja volt. Igy lehetéség nyilt idében nyomon kévetni az egyes aminosavak
dinamikai részvételét a konformacidvaltozasokban. A maddszerrel megkiilonboztethetok
az idében permanens, a konformacid valtozas szempontjabol relevans csuklopontok és a
pillanatnyilag csukloszer(i jeleket produkaldé aminosavak. Mint az a 23. (A) abran
lathatd, az apo enzim esetében a program sok, az aminosav szekvencia mentén diffiiz
moédon elszort csuklopontot azonositott. Valdszintisithetden a doménmozgasok
amplitiddja nem elegendden nagy a szimulacid soran ahhoz, hogy a program altal
hasznalt klaszterelemzési algoritmus dinamikai doméneket azonosithasson. Ezzel
szemben, a 23. (B) abra alapjan megallapithatd, hogy a D-ADP komplex Pro203
aminosavjat a szimuldci6 sordn végig funkcionald, permanens csuklopontnak
mindsitette a program. Emellett a C-domén C-termindlisanal is jelentds, permanens

csuklo régiot jelez. Ez az a régio, mely visszahajlik az N-doménhez.
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23. abra A DynDom program altal meghatarozott csuklépontok (A) az apo enzimre és (B) a D-
ADP komplexre. Mig az apo enzim esetében sok, addig a D-ADP komplexnél két permanens

csuklopontot (piros szinnel jel6lt) azonositott a program.
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Mivel a DynDom program altal hasznalt modszer nem elég érzékeny, hogy szimulacios
adataink alapjan megbizhatdéan csuklopontokat azonositson (féként apo enzim esetén),
egy altalunk fejlesztett, a 4.3. fejezetben ismertetett modszert is alkalmaztunk a
csuklopontok meghatdrozasira. A CHARMM program belsé koordinata tablazatat
hasznalva, meghataroztuk a peptidgerinc egymast kovetd C,-atomjai kozott definialt
torzids szogeket a trajektoria minden szerkezetében. Osszehasonlitva éket a szimulacié
elsé szerkezetének torzids szogeivel, a szogvaltozasok informécidt hordozhatnak a
csuklopontok helyzetérdl. A csuklopontok koriil ugyanis nagy amplitidoji torzids
szOgvaltozasoknak kell torténni, hogy a doménrotaciok megvaldsulhassanak.

Analizalva a torzids szogvaltozasok idébeli fejlodését, mindkét rendszer (apo és D-ADP
komplex) hurok régioi nagy amplitidoju szogvaltozasokat mutattak (nincs dbrézolva).
Erthetd, hiszen — mint azt a fluktuacios analizis soran is lattuk — a hurok régiok a fehérje
legflexibilisebb elemei. Az irodalmi attekintés ¢és az eddigi analizisek alapjan
a torzids szogvaltozasok analizisét csak az interdomén régidkra sziikitettiik. Tehat a
tovabbiakban csak az a7 hélix koriili, 180-208 aminosavszamu és a C-terminalis elotti,
368-396 aminosavszamu tartomanyt fogjuk vizsgalni (piros szalag reprezenticioban
lathatok az interdomén régiok a 26. abran). Szekvencialisan két interdomén tartomanya
van a fehérjének, ugyanis a C-termindlis visszahajlik az N-doménhez, igy a fehérje
folanca kétszer fut végig az interdomén région.

A 24. és 25. abrak a torzios szogvaltozasok iddbeli fejlodését mutatjdk ezen interdomén
régiokban az apo enzim és a D-ADP komplex esetében. A 24. (A) abran az apo enzim
a7 hélix korili tartomdnydban szadmolt torzids szogvaltozasok szerepelnek
szintdbrazolasban. Az 4bra alapjan egyértelmil, mig az a7 hélix (aminosavszam: 189 —
202) belsejében nincsenek torzids szogvaltozasok, addig a hélix C-domén feldli végén,
a Vall99 ¢és Ser202 aminosavaknal nagy amplitadoja szogvaltozasok figyelhetok meg.
A 25. (A) abran ugyanezen régido (a7 hélix koriil) torzids szogvaltozasai vannak
feltiintetve a D-ADP komplex esetére. Az apo enzimhez hasonldan, itt is a a7 hélix C-
domén feldli végén, a Pro203 aminosavnal lathaté nagy amplitudoja szogvaltozas. A
DynDom program ugyanezen aminosavat azonositotta csuklopontként, ami a

modszeriink érvényességét bizonyitja. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy az

crer
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Ser202. D-ADP kotédés hatasara viszont csak egyetlen csuklopont marad a régidban, a

Pro203. A csuklopontok elhelyezkedését szemlélteti a 26. abra a hPGK haromdimenzios

szerkezetén (kék van der Waals gombokkel).
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24. abra Az egymast kovetd C,-atomok kozott definialt torzids szogek valtozasai a szimulacio

elso szerkezetéhez képest az apo enzim két interdomén régiojaban. A nagy torzids szogvaltozast

mutato szerkezeti elemeket (csuklopontok) piros ellipszis jeldli.
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25. abra Az egymast kdvetd C,-atomok kozott definialt torzids szogek valtozasai a szimulacio

els6 szerkezetéhez képest a D-ADP komplex két interdomén régidjaban. A nagy torzids

szogvaltozast mutato szerkezeti elemeket (csuklopontok) piros ellipszis jeldli.

A 24. (B) abran az apo enzim C-terminalis el6tti régidjanak C, torzids szogvaltozasai

lathatok az 1d6 fliggvényében. Nagy szogvaltozasok a régié harom pontjan, a Gly372,
az Asn383-Glu385 ¢és a Thr393 aminosavaknal lathatok, melyek rendre a K13, 13L

hurkokban és a BL redében talalhatok (26. (A) abra). A 25. (B) abran ugyanezen régio

torzios szogvaltozasai kovethetok nyomon a D-ADP komplex esetében. Tekintélyes
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mértékll torzids szogvaltozds lathatdé az al3 hélix eldtt elhelyezkedd Gly372
aminosavnal (26. (B) abra). Ezen aminosavnal az apo enzim esetében is lathato volt
nagyobb torzids szogvaltozas, de korantsem ilyen nagy mértéki. Az apo rendszer masik
harom aminosavjanal (Asn383-Glu385 és Thr393) észlelt nagy torzios szogvaltozasok
ennél a rendszernél is megjelennek, de ezen szogvaltozasok amplitudoja sokkal Kisebb,
mint a Gly372 aminosavnal lathato valtozasé. Az eredmények alapjan tehat elmondhato,
doménmozgasokban, melyek koziil egy, a Gly372 valik dominans csukloponttd a D-
ADP kotédés hatasara (26. abra). Az eredmény ismét Osszhangban van a DynDom
program D-ADP komplexre adott eredményeivel.
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26. abra A csuklopontok elhelyezkedése az (A) apo enzim és a (B) D-ADP komplex
szerkezetében. A csuklopontként funkcionald aminosavakat kék van der Waals gombok, a két
interdomén régiot piros szalag reprezentacio szemlélteti. A konnyebb Osszehasonlithatosag

érdekében a szubsztratok nincsenek jelolve a komplex enzimben.
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5.2. AD-/L-ADP - és D-/L-CDP komplexek dinamikai elemzése

A nukleotid kotodés jellemzése. Doktori munkam masodik felében arra kerestem a
valaszt, hogy milyen szerkezeti-dinamikai okokra vezethetd vissza a hPGK széleskori
nukleotid specificitdsa és alacsony enantioszelektivitaisa. Hogyan magyarazhat6 a
kiilonb6z6 bazisu és kiralitdsu nukleotidok hPGK iranti kiilonb6zé mértéki kotddési
affinitdsa  és katalitikus hatékonysdga? Valaszt adhatunk-e ezen kérdésekre

nanoszekundum iddskalaju MD szimulacioval?

0 ns Sns 10 ns 15 ns 20 ns

D-ADP

L-ADP

L-CDP

27. abra A D-/L-ADP - és D-/L-CDP komplexek 5 ns-ként készitett pillanatképei a 20 ns
szimulaciok soran. A szerkezetek a C-domén B magjara vannak szuperponalva. A nukleotidok
atomjait CPK gdmbdk jelolik. Az 1,3-BPG szubsztrat egyik esetben sincs abrazolva. Mig a D-
és L-ADP szorosan, addig a D- és L-CDP lazan kotédik az enzimen.
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A fenti kérdések tisztazasa érdekében 20 nanoszekundum hossziisagut MD szimuléciot
végeztiink a D-ADP -, L-ADP -, D-CDP - ¢s az L-CDP komplexekre.

Elséként a D-/L-ADP és D-/L-CDP nukleotidok hPGK iranti kotédési affinitasat
szerettem volna jellemezni a MD szimulacié szolgaltatta adatok segitségével, azaz
dinamikai alapokon. A 27. abran a négy szimulacié 5 nanoszekundumonként készitett
pillanatképei lathatok. Az egyes szerkezeteket minden esetben a C-domén (nukleotid
koté domén) [ magjara szuperponaltuk, hogy a nukleotid poziciok konnyen
Osszehasonlithatok legyenek. Az abrasorokon egyértelmiien latszik, hogy mind a D-,
mind az L-ADP szorosan kotédik az enzimhez a szimulacio teljes idGtartama alatt. A
nukleotidok adenin bazisa végig mélyen beagyazva marad a C-domén hidrofob
zsebében (Ala214, Gly238, Leu256, Phe291, Gly312 és Leu313; 8. dbra ¢és 3. tablazat).
Ezzel szemben a D- és L-CDP citozin bazisa igen nagy mozgékonysagot mutat és igen
rovid id6 alatt kiszabadul a hidrofob zsebbdl. Ezen eltérd kotédési modok részletes
feltérképezése érdekében, a kovetkezd harom fehérje-nukleotid tadvolsagot monitoroztuk
a szimuléci6 soran: Gly312 - nukleobazis, Glu343 — nukleotid rib6z része és Lys219 —
nukleotid foszfatlanca (28. abra). A Gly312 peptid O-atomja és a nukleobazis amino
csoportja kozott kialakulé H-hid tavolsaganak monitorozasaval nyomon kovetheto,
hogy a bazis milyen mértékben nyulik a hidroféb zsebbe. Ez a tavolsag érték koriilbeliil
végig allando volt mind D-, és L-ADP esetén (28. (A) abra). A Glu343 karboxil és a
riboz hidroxil csoportja kozotti H-hid tavolsag elég valtozékonyan, de hasonl6 mdédon
alakult mindkét ADP enantiomer esetén (28. (B) abra). A Lys219 (NHj3 csoport) és az a-
foszfat kozott kialakuld elektrosztatikus vonzas viszont az L-ADP esetében kevésbé
érvényesiil, mint D-ADP-nél. Ezen kontaktustavolsdg mindvégig nagyobb volt az L-
ADP-re, néhol a 8 A-t is meghaladta (28. (C) 4abra). Szimul4cidink sordn az L-ADP
foszfatlanc mas kotd aminosavakkal (pl.: Asp218, Asn336, Thr375) kialakitott
kontaktusait is monitoroztuk, ezek is az L-foszfatlanc eltér6 kotédési modjat
bizonyitottak. Az L-foszfatlanc kdlcsonhatasai tobbnyire gyengébbek voltak, mint a D-

fosztatlancé (nincs dbrazolva).
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28. abra Nukleotidkoté6 aminosavak és a vizsgalt négy nukleotid kozott mért tavolsagok
idéfejlédése a 20 ns szimulacidk soran. (A) Gly312 peptid O — nukleobazis amino csoport, (B)
Glu343 karboxil csoport — riboz hidroxil csoport, (C) Lys219 NH; csoport - a-foszfat.

A két szubsztrat RMSF értékeit tekintve, megallapithatd, hogy az L-ADP valamivel
nagyobb flexibilitassal rendelkezik, mint tiikorképi parja (29. abra). Mig a D-ADP
atomi fluktuaciéi minden esetben 3 A alatt maradnak, addig az L-ADP nukleobézisanak
amino N-atomjéanal lathaté egy 3 A-nél nagyobb fluktuécios cstics. (Az RMSF értékeket
minden nukleotid esetében a trajektoridk C-domén [ magra torténd szuperponalasaval

szamoltuk, hogy eltavolitsuk a domén teljes transzlacids, rotdcidos mozgésait.)
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29. abra (A) A nukleotid atomok 20 ns-ra atlagolt RMSF értékei a C-domén merev test szerii
mozgasainak eltavolitasat kovetden, D-ADP — kék gorbe, L-ADP — piros gorbe, D-CDP — fekete
gorbe, L-CDP — sotétpiros gorbe. A D- és L-CDP igen nagy fluktudciot mutat a D- és L-ADP-
hez képest. (B) Az ADP szerkezeti képlete az RMSF gorbe vizszintes tengelyén szerepld
atomtipusokkal. (C) A CDP szerkezeti képlete az RMSF gorbe vizszintes tengelyén szerepld

atomtipusokkal.

Szimulacidink alatt a D- és L-CDP citozin bézisa igen rovid id6 alatt disszocialt a
kotézsebbdl (27. abra). Valoban, a 28. (A) abra alapjan megallapithatd, hogy a D-CDP
nukleobazis a 17. nanoszekundum koril, mig az L-CDP nukleobazis mar 2
nanoszekundum utdn elhagyta a hidrofob zsebet. Ezzel egyiitt a riboz gyliri sem
kotodik olyan szorosan a Glu343 karboxil csoportjahoz, mint ADP esetében (28. (B)
abra). A Glu343 (karboxil csoport) — riboz (hidroxil csoport) tavolsag mindkét CDP
esetén meghaladta a 10 A-t a szimulacié teljes idétartama alatt. Viszont a CDP

enantiomerek foszfatlanca mindvégig a nukleotid kotéhely kozvetlen kozelében maradt
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(28. (C) abra), kolcsonhatasaik pedig tobbnyire stabilak voltak. (A 28. (C) abra szerint
ugyan a D-CDP foszfatlanc és a Lys219 kozott kotésgyengiilés figyelhetd meg a
szimulacio végén, ez inkabb a lizin oldalldnc nagy foku flexibilitdsanak kdészonhetd,
mintsem a foszfatlanc mozgékonysaganak.) Az atomi részletességgel szamolt RMSF
adatok is a CDP enantiomerek nagyfoku mozgékonysagarol és laza kotddésérdl
drulkodnak (29. 4bra). A D-CDP bazis minden atomjara 5 A feletti RMSF értékeket
kaptunk, ami a hidrofob zsebbdl kiszabadulo citozin bazis nagy mértékli mozgasi
szabadsagat tiikkr6zi. A D-/L-CDP foszfatlancok fluktuacidja viszont alacsony, jelezvén
azok szoros kotodését.

A kotédési affinitas tovabbi jellemzése céljabol a szubsztratok és a fehérje kozott
nemkotd kolesonhatasi energidkat (elektrosztatikus és van der Waals) szdmoltunk.
Mivel az elektrosztatikus energia jaruléka mindegyik nukleotidra azonos értékiinek
adodott (-160 kcal/mol), a tovabbiakban csak a van der Waals jarulékokat ismertetem.
Amint az a 30. (A) abrarol jol latszik, a van der Waals energia a D-ADP esetében -10
kcal/mol koriil, mig L-ADP esetén -5 kcal/mol koriil fluktudl, jelezvén a D-ADP
valamivel nagyobb kotddési erdsségét. A CDP enantiomerek van der Waals energiai
igen rovid id6 alatt (3 nanoszekundum) zérusséa valtak, ami a részleges disszocidciora
utal (30. (B) abra). Mivel a CDP enantiomerek részlegesen disszocialtak a hPGK

kotézsebébol, ezen nukleotidok komplexeit nem vetettiik ala tovabbi analiziseknek.
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30. abra Van der Waals energia a nukleotid kotéhely és a(z) (A) D-ADP (kék) / L-ADP (piros),
(B) D-CDP (fekete) / L-CDP (sotétpiros) kozott. Az energia kovetkezetesen kisebb (,,mélyebb”)

a szimulacio soran a két ADP-re, mint a CDP-kre.
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Az 1,3-BPG kotédés jellemzése D- és L-ADP jelenlétében. Az 1,3-BPG atomi
részletességgel szamolt RMSF értékei azt bizonyitjak, hogy az 1,3-BPG a D-ADP
komplexben nagyobb mozgékonysagra tesz szert, mint az L-ADP komplexben (31.
abra). Foként a molekula kozponti C-atomja (C2) és annak hidroxil csoportja (O3,
HO3), valamint a foszfotranszfer soran atadodo 1-foszfat O-atomjai (011, 012, O13)
mutatnak nagy fluktuaciokat a D-ADP jelenlétében. Azért figyelemre méltdoak ezek a
fluktuacios kiilonbségek, mert a lokalis mozgasok konvergaltak szimulacioink
id6tartama alatt (mint azt a Kkorrelacids analizis alkalmaval bizonyitottam, lasd 5.1.
fejezet).

—— 1,3-BPG D-ADP komplexben
4.0 1 —— 1,3-BPG L-ADP komplexben
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31. abra Az 1,3-BPG atomok 20 ns-ra atlagolt RMSF értékei a D-ADP komplexben (kék gérbe)
és az L-ADP komplexben (piros gorbe) az N-domén merev test szer(i mozgasainak eltavolitasat
kovetden. Az 1,3-BPG a D-ADP komplexben nagyobb fluktuaciét mutat, mint az L-ADP
komplexben. A grafikon mellett az 1,3-BPG szerkezeti képlete lathatd, az RMSF gorbe

vizszintes tengelyén szerepl6 atomtipusokkal.

Az 1,3-BPG ¢és kotd aminosavai (Asp23, Asn25, Arg38 és His62; 10. 4bra és 3. tablazat)
kozott mért kontaktustavolsagokat analizdlva pedig megéllapithatd, hogy D-ADP
jelenlétében az 1,3-BPG kolcsonhatasai gyengébbek, mint L-ADP jelenlétében (32. (A)
— (D) abra). Ezen eredményeket a szubsztrat nemkotd kolcsonhatasi energiai is
alatamasztjak (32. (E) abra). Mig a kolcsonhatasi energia szimulacios atlaga -750
kcal/mol-nak adddott D-ADP jelenlétében, addig ez az L-ADP komplexben -820
kcal/mol volt. Azaz az 1,3-BPG ko6t6dési eréssége D-ADP jelenlétében kisebb.
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32. abra Az 1,3-BPG és koté aminosavai ((A) Asp23, (B) Asn25, (C) Arg38 és (D) His62)
kozott mért tavolsagok idofejlédése a 20 ns szimulaciok soran. (E) Nemkoté kolcsonhatasi
energia az 1,3-BPG és kotéhelye kozott D-ADP (kék gorbe) és L-ADP (piros gorbe)
jelenlétében. Az energia kovetkezetesen kisebb (,,mélyebb”) a szimulacié soran az L-ADP

komplexben.

A fehérjekonformaciok gyakorisagi eloszlasa. A szubsztratkiralitds kollektiv
dinamikdra gyakorolt hatdsat elsOként a fehérjekonformacidok gyakorisagi eloszlasanak

vizsgélataval kezdtiik. A fehérjekonformaciokat a domén tomegkdzéppontokat
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0sszekotd vektor tehetetlenségi fotengelyekre esd vetiileteivel jellemeztiik. A fehérje
tehetetlenségi fotengelyei a 33. (A) abran lathatok. Az utdbbi abrat 6sszehasonlitva a 21.
¢s 22. abrakkal, megallapithato, hogy az els0 és harmadik tehetetlenségi fotengely
iranya rendre a csuklo- €s nyir6 doménmozgés iranyaval egyezik meg. Mivel a méasodik
tehetetlenségi fotengelyre esé vetiilet nem azonosithatd egyértelmiien egyik PCA
kollektiv modussal sem (talan a csukld €s csavarodd mozgasnak van ilyen iranyu
komponense is), igy az ilyen iranyu vetiileteket a tovabbiakban nem vizsgalom. Tehat
csak az els6 és harmadik tehetetlenségi fotengelyre (csukld és nyird iranyt) eso
vetiiletek gyakorisagi eloszlasait mutatom be a 33. abran. Az Osszehasonlithatosag
érdekében az eloszlasokat normaltam, valamint az x tengely mentén azonos hosszlisagu
tavolsagtartomanyt alkalmaztam mindkét tehetetlenségi fétengely esetében.

A 33. (B) abran az elso tehetetlenségi fotengelyre esd projekciok gyakorisagi eloszlasai
lathaték D- és L-ADP komplexre. Az egyes csucsok a fehérje kiilonb6zé mértékben
nyitott konformaciodinak felelnek meg. A D-ADP komplex esetén 37 A-nél egyetlen jol
definialt, nagy populaltsaggal rendelkez6 konformacios allapot jelenik meg. Ezzel
szemben az L-ADP komplexnél két er6sen atfedé konformacios csucs figyelheté meg
36 és 37 A-nél. Tehat a D-ADP komplexnél megfigyelt allapot mellett (37 A) egy
komplexben. A 33. (C) abra alapjan elmondhaté, hogy az L-ADP komplex
konformacios allapotainak gyakorisagi eloszlasa jelentds mértékben kiszélesedik a
harmadik tehetetlenségi fotengely mentén. Tehat a nyird iranyt doménfluktudciok
er6sen domindlnak az L-ADP komplexnél, azaz nagy a nyird iranyt flexibilitdsa a
rendszernek. A D-ADP komplex esetében is megfigyelhetd egy mérsékelt kiszélesedés

nyir6 iranyban, de korantsem olyan mértékii, mint az L-ADP komplexnél.
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33. abra (A) A hPGK molekula harom tehetetlenségi fétengelye. (B, C) A domének
tomegkozéppontjait 6sszekotd vektor (B) elsd és (C) harmadik tehetetlenségi fotengelyre es6
vetiileteinek gyakorisagi eloszlasai a D-ADP - (kék) és L-ADP (piros) komplexekben. Az L-
ADP komplex konformacios allapotainak gyakorisagi eloszlasa jelentds mértékben kiszélesedik

a harmadik tehetetlenségi fétengely mentén.

Az L-ADP komplex kollektiv mozgasainak vizsgalata PCA modszerrel. A D-ADP
komplexnél ismertetett (5.1. fejezet) mddon szamoltunk PCA modusokat L-ADP
komplexre is. Azaz a szamolasok el6tt eltavolitottuk a teljes fehérjét érintd transzlacios-
rotacios mozgasokat az N-domén P mag szuperponalasi modszerrel. Ezzel a C-domén
N-doménhez viszonyitott relativ mozgasai valnak analizalhatovd. C-domén B magra
végzett szuperpozicioval is szamoltuk az L-ADP komplex PCA moédusait, mivel az
eredmények ekvivalensek voltak az N-domén [ magra szuperponalt esetben
tapasztaltakkal, ezen eredményeket nem ismertetem. A PCA sajatértékéket és

sajatvektorokat tovabbra is csak C,-atomokra szamoltuk.
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A 34. 4bran a sajatértékek teljes fehérjefluktuaciohoz (MSF) adott, szdzalékban
kifejezett akkumulalt, relativ jarulékai lathatok (Osszehasonlitdsképpen a D-ADP
komplex gorbéje is fel van tiintetve az abran). Mar az elsé 3 sajatérték a fehérje teljes
Lebontva az elsé harom modusra, az 1. / 2. / 3. mdédusok sajatértékei rendre a teljes
fluktuacio 80,7 % / 7,0 % / 4,5 %-aért feleldsek 3776,3 A / 328,0 A/ 208,8 A?
értekekkel (nincs dbrazolva). Figyelemre mélto, hogy az elsd mddus a maga 80,7 %-0S
jarulékaval rendkiviil dominans a tobbi modushoz képest. Feltehetden ez az egy mddus
onmagaban meghatarozza a kollektiv mozgas uralkodé jellegét. Osszevetve a C,-
atomok elsé négy modus mentén szamolt RMSF értékeit a teljes RMSF értékekkel,
megallapithatd, hogy az els6 két moddus elegendd az L-ADP komplex kollektiv
doménmozgasainak leirasara (nincs abrazolva). Igy a tovabbiakban csak az elsé két

modust tanulméanyoztam.
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34. abra A PCA sajatértékek akkumulalt, relativ jarulékai a teljes fehérjefluktuaciohoz (MSF)
D-ADP komplex (kék gorbe) és L-ADP komplex (piros gorbe) esetén. Az abran csak az els6 50

sajatérték jarulékai vannak feltiintetve. Az L-ADP komplex esetében mar az els6 3 sajatérték a

crer
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A 35. abra az L-ADP komplex C,-atomjainak els6é ((A), piros) és masodik ((B), kék)
PCA modusokhoz tartozé komponens vektorait abrdzolja a fehérje haromdimenziés, C,
komponens vektorok amplitidéja nagyobb, mint az N-doménhez tartozoké. Erthetd,
hiszen N-domén [ magra szuperponalt trajektoridkra szamoltam a PCA moddusokat, igy
az abrdk a C-domén N-doménhez viszonyitott relativ mozgasat mutatjadk. Mindkét
modusra igaz, hogy a C-domén C,-atomok elmozdulasai erdésen korrelaltak. Tehat a
modusok a C-domén merev test szerli mozgasat jellemzik. A 35. abra alapjan
elmondhat6, hogy az L-ADP komplex els6 PCA moédusa a C-domén N-doménhez

viszonyitott nyir6 mozgésat, a masodik mddus a csuklomozgasat irja le.

A Elsé modus 3 B Masodik médus

moédus a C-domén N-doménhez viszonyitott nyirdé mozgasat, a masodik modus a

csuklomozgasat irja le.

A D- és L-ADP komplex lokalis mozgasainak fluktuaciés analizise. A 36. (A) abran
az apo enzim valamint a D- és L-ADP komplex C,-atomjaira szamolt RMSF értékeket
mutatom be. Ugyan az apo enzim ¢és a D-ADP komplex RMSF gorbéjét az 5.1.
fejezetben mar ismertettem, a szubsztratkiralitds lokalis hatdsainak feltérképezése
érdekében — Osszehasonlitasképpen - ismét bemutatom Oket az L-ADP RMSF
gorbéjével egyiitt. A fluktuaciok szamitasa eldtt eltavolitottuk a két domén merev test
szerli transzlacids, rotaciés mozgésait. A korabban targyalt modon, a trajektoria

szerkezeteit a szimulacio els szerkezetének egyik illetve masik domén B magjara
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szuperponaltuk kiilon-kiilon. Mig a 36. (A) abra N-doménre vonatkozd részét
(aminosavszam: 1-187, 396-416) az N-domén [ magra szuperponalt trajektoriakbol,
addig a C-doménre vonatkozo részt (aminosavszam: 188-395) a C-domén [ magra

szuperponalt trajektoriakbol szamoltuk.

—— apo enzim
8- —— D-ADP komplex
A mn —— L-ADP komplex
7 4
6

RMSF (A)

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Aminosavszam

N-domén C-domén N
Leu256 - Nukleobazis Asp374 - Foszfatlanc
—— D-ADP komplex —— D-ADP komplex
B 20+ —— L-ADP komplex C 20+ —— L-ADP komplex
18 18
16 16

Tavolsag (A)
Tavolsag (A)
S

e 8|d51?n5)12 LR e 8|d51?n5)12 LR

36. abra (A) Az apo enzim (z6ld gorbe), a D-ADP komplex (kék gorbe) és az L-ADP komplex
(piros gorbe) 20 ns-ra atlagolt C, RMSF értékei, a domének merev test mozgasainak
eltavolitasat kovetéen. A gorbék narancssarga, vastagon szedett részei a f magok elemeit, a
fliggbleges vonalak pedig a szubsztratkotd aminosavakat (z6ld — 1,3-BPG koto, fekete —
nukleotid foszfatlanckoté, kék — ribozkotd, piros — baziskotd) jelolik. (B, C) Nukleotidkotd
aminosavak ((B) Leu256, (C) Asp374) és a D-/L-ADP kozott mért tavolsagok idofejlodése a 20

ns szimulaciok soran.
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Az abra alapjan altalanosan megallapithatd, hogy a lokalis fluktudciok hasonldak
mindharom rendszerben. A hurok régiok rendelkeznek a legnagyobb flexibilitassal.
Ezen talmenden lényegi kiilonbség a D- és L-ADP gorbéje kozott, hogy bizonyos
fluktuacios csucsok az L-ADP komplexben nem, vagy sokkal kisebb mértékben
jelentkeznek, mint a természetes komplexben. Igy példaul a baziskétd aminosavakat
tartalmazd szerkezeti elemek (9-10a, op hurkok, Bq redd), melyek a D-ADP kotddésével
nagy flexibilitasra tettek szert, az L-ADP komplexben hasonléan alacsony fluktuaciokat
mutatnak, mint az apo rendszerben. (A koté aminosavakat az abran fliggdleges vonal
jelzi az x tengelyen, fekete — foszfatkotd, kék — ribozkotd, piros — baziskotd.) A riboz-
¢s foszfatkotd szerkezeti elemek (J12 hurok, al3 hélix), melyek D-ADP koétddésével
rigidebbé valtak, L-ADP komplexben még inkabb veszitenek flexibilitasukbol.
Valoszintisithetden az mn hurok flexibilitds csokkenését nem az eltérd nukleotidkiralitas
okozza, hiszen igen tavol helyezkedik el a nukleotid kotohelytdl (15. abra).
Megvizsgalva a 9-10a és az al3 szerkezeti elemek nukleotidk6td aminosavainak
(Leu256 - baziskoté és Asp374 - foszfatkotd) tavolsagat a nukleotidok megfeleld
csoportjaitol, azt talaltuk, hogy az L enantiomer mindkét oldallanchoz szorosabban

kotodik (36. (B, C) abra), ami megmagyarazza a fehérjefluktuacio csokkenéseket.

A D- és L-ADP komplexek korrelacios analizise. A 37. abran a D- és L-ADP
komplexek C,-atomjaira szamolt kereszt-korrelacios matrix lathat6. A D-ADP komplex
kereszt-korrelacios matrixat mar az 5.1. fejezetben targyaltam, itt csak az L-ADP
komplexszel torténd konnyebb Osszehasonlitas érdekében szerepel ismét. A korrelaciok
szamitasa elott eltdvolitottuk a dinamikdbol a fehérje egészét érintd transzlacios,
rotacids mozgasokat. A trajektoria szerkezeteit C-domén [ magjuknal fogva a
szimulaci6 els6é szerkezetének C-domén [ magjara szuperponaltuk. Ezzel a
szubsztratkiralitds C-doménen beliili mozgéasokra kifejtett hatasat kovethettiik nyomon.
N-domén B magra végzett szuperpozicido mellett is szamoltunk korreldciokat, azonban
az N-doménen beliili mozgasok korrelacidiban nem okozott észrevehetd kiilonbséget a

nukleotid kiralitasvaltozasa, igy ezen eredményeket nem mutatom be.
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37. abra A C,-atomok elmozdulasainak 20 ns-ra szamolt kereszt-korrelacios matrixa (A) D-
ADP komplexre és (B) L-ADP komplexre, C-domén § magra torténd szuperpoziciot kovetden.
Pirossal az azonos iranyl mozgast (korrelacio), kékkel az ellentétes irdnyt mozgést
(antikorrelacio) szemléltetjiik. Az abrdk x és y tengelyén a fekete vonalak a nukleotid
foszfatlancat ko6to, a kék vonalak a rib6zkoto, a piros vonalak pedig a baziskotdé aminosavakat

jelolik.

A 37. (A) és (B) abrak jobb felsé négyzete a C-doménen beliili mozgasok korrelacioit
jeleniti meg. Altalanossagban elmondhato, hogy korrelacios mintazat nagyon hasonlé a
két komplexben. Mindkét rendszernél jellemzden a nukleotid kdtéhelyek kozott alakul
ki nagyobb pozitiv korrelacio. Ezek a korrelaciok a D-ADP komplexben tobbnyire
erdteljesebbek, bar a Gly238 és a Leu256, Phe291, Gly312, Leu313 kotohelyek kozotti
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korrelaci6 az L-ADP komplexben hangsulyosabb. Tovabba, a D-ADP komplex esetében
megfigyelhetd o, p, q - 11J és BK, al3, BL - all szerkezeti parok antikorrelacidja nem
jelentkezik az L-ADP komplexben.

A 37. (A) és (B) abrak bal also voros négyzete azt jelzi, hogy az N-domén merev test
szerli mozgast végez a C-doménhez képest mindkét rendszer esetén. A két abra bal felsd
négyzeteit 0sszehasonlitva megallapithato, hogy az L-ADP komplex C-terminalisa is,
hasonléan a D-ADP komplexhez, nagyobb pozitiv korrelaciokat mutat az N-doménnel.
Emellett mindkét rendszer esetén nyomon kovethetd a két domén mozgéasanak
antikorrelaltsaga.

Az L-ADP komplex csuklopontjainak meghatarozasa. Az L-ADP komplex
csuklopontjainak azonositdsahoz az 5.1. fejezetben maér ismertetett moddszert
alkalmaztam. A peptidgerinc C,-atomjai kozott definialt torzids szogek referencia
szerkezethez (szimulacié elsé szerkezete) viszonyitott valtozasait analizaltuk. A 38.
abran a torzios szogvaltozasok idoébeli fejlédése kovethetdé nyomon D- és L-ADP
komplex esetén. A D-ADP komplex interdomén torzids szdgvaltozasait mar fentebb
ismertettem, itt csupan 6sszehasonlitasul szerepel ismét.

Az abra (A) (D-ADP komplex) és (C) (L-ADP komplex) részén az o7 hélix korili -
180-208 aminosavszamu — interdomén tartomany torzids szogvaltozasai lathatok.
Mindkét rendszer esetén az a7 hélix C-domén feldli végén figyelhetok meg nagyobb
szogvaltozasok: D-ADP komplexnél a Pro203-nal, mig L-ADP komplexnél a Glu201-
nél. Tehat a nukleotid kiralitasatol fiiggetleniil mindkét esetben funkcional csukldépont
az o7 hélix C-terminalisanal (39. abra). A 38. abra (B) és (D) része a fehérje C-
terminalisa el6tti - 368-396 aminosavszami — interdomén tartomany torzids
szogvaltozasait prezentalja. A két rendszer egyes csuklopontjai nem pontosan ugyanott
helyezkednek el, de megfeleltethetdk egymassal, hiszen ugyanazon szerkezeti
elemekben talalhatok: PK redé C-terminalisanal: D-ADP komplexben Gly372, L-ADP
komplexben I11e370; 13L huroknal: D-ADP komplexben Asn383, L-ADP komplexben
Trp382. Alapvetd kiilonbség a két rendszer kozott, hogy a BK C-terminalis
csuklopontnal a szogvaltozas amplitiddja D-ADP komplexben joval nagyobb, és ezzel a
Gly372 valik dominans csuklopontta ebben a rendszerben. Az L-ADP komplex két
csuklopontjanal mérsékeltebb szogvaltozasok jelentkeznek, melyek nagysagrendileg

Osszemérhetok egymassal (38. és 39. dbra).
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38. abra Az egymast kovetd C,-atomok kdzott definialt torzids szogek valtozasai a szimulacid
elsé szerkezetéhez képest a D-ADP - (A, B) és L-ADP (C, D) komplex két interdomén
régidjdban. A nagy torzids szogvaltozast mutatd szerkezeti elemeket (csuklopontok) piros

ellipszis jeloli.
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A D-ADP komplex

) - Pro203

B L-ADP komplex .

'_ .//1 { ?

39. abra A csuklopontok (kék van der Waals gombdok) elhelyezkedése a (A) D-ADP - és az (B)
L-ADP komplex szerkezetében. A két interdomén régiot piros szalag reprezentacio szemlélteti.

A szubsztratok nincsenek jeldlve egyik komplex enzimben sem.
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6.

Megbeszélés

6.1. A szubsztratkotodés hatasa a dinamikara

A domén tomegkozéppontok tavolsaganak iddbeli fejlédését nyomon kovetve,
informaciot szerezhettink a domének relativ helyzetvaltozasair6l (13. abra). Az
eredmények alapjan megallapithatd, hogy mind az apo enzim, mind pedig a D-ADP
komplex esetén megfigyelhetd domén kozeledés és tavolodas. Tehat csuklomozgasra
utalo jeleket mutat mindkét rendszer. Mig a mozgas periodusideje 20 nanoszekundum
koriil lehet az apo esetben, addig az feltehetden hosszabb a komplex rendszer esetén.
Fontosnak tartom azonban megjegyezni, a szimulacios idétartam korantsem elegendéen
hosszii ahhoz, hogy biztonsaggal allithassuk, az apo rendszernél a doménmozgas
periddusideje 20 nanoszekundum (a szimulécios iddablak éppen 20 nanoszekundum
volt). Eredményeink Osszhangban vannak a Haran és mtsai altal PGK-ra végzett
kisérleti jellegli munkakkal (142). Mutagenezist és fluoreszcencia energia transzfer
modszert alkalmazva kimutattak, hogy az oldott apo enzim mar nanoszekundumos

idéskalan is nagyszdmu konformacids allapotban képes I1étezni és részleges

crer

crer

marad. Zerrad és mtsai (98) oldatban végzett SAXS mérésekkel bizonyitottak, hogy a
komplex enzim ideje nagy részét teljesen nyilt konformacidban tdlti, a doménzardodas és
maga a katalizis viszont igen rovid id6 alatt jatszodik le. Ezzel marad ideje a
szubsztratoknak és a produktumoknak diffzioval bejutni illetve tavozni a
kotohelyekrol.

kristalyszerkezetbdl lettek szarmaztatva. Ehhez képest mind az apo enzim, mind a
komplex mutat tovabbi, bizonyos mértéki doménnyitodast. Zerrad és mtsai SAXS

mérései szerint az oldott enzim nyugalmi allapotaban joval nyiltabb konformacidt vesz

crer
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Ezek a mérések tehat igazoljak szimuldcidink érvényességét.

A szubsztratkotédés hatiasa az enzim lokalis mozgasaira. A C,-atomok RMSF
analizisével szamot adtunk a fehérje lokalis mozgasairol (14. dbra). Az eredmények
alapjan altalanosan elmondhat6, hogy a mind az apo enzimben, mind a D-ADP
komplexben a hurok régiok nagy flexibilitassal rendelkeznek, ami jo egyezést mutat a
csoportunk altal éleszté PGK-ra k6zolt korabbi szimulacids eredményekkel (125). A
fluktudcios adatok ismeretében az is megallapithatd, hogy az 1,3-BPG kd&tddése a
kotohelye koriili aminosavak flexibilitdsat noveli. A D-ADP kotédés hatasa
Osszetettebb. Mig a foszfat- és ribozkoté aminosavak rigiditasa, addig néhany baziskoto
aminosavnak a flexibilitaisa n6 a D-ADP kotodése altal. A nukleobazist tehat egy
tobbnyire laza hidrofob zseb veszi koriil. Ezzel szemben a negativan t61tott foszfatlancot
a koté aminosavak elektrosztatikus kdlcsonhatdsai mereven tartjak, feltehetéen ennek
koszonhetd a riboz- és foszfatkdtd aminosavak flexibilitds csokkenése is. A katalizis
szempontjabol az utdbbi jelenségnek nagy jelentdsége van, hiszen a foszfatlanc
megfeleld poziciondlasval ¢és a doménzarodassal az akceptor [-foszfat kedvezd
orientdcioba keriilhet a foszfo-transzfer soran. Valoban, ezen elektrosztatikus
kolcsonhatasoknak koszonhetd, hogy a foszfatlanc a C-doménbdl kifel¢, az 1,3-BPG
iranyaba mutat (97).

Fluktuécios analizisiink tovabba megmutatta, hogy a domének  magjai igen merev
szerkezeti egységet képeznek a domének centrumaban. Ez ramutat arra, hogy a B magok
bizonyosan jo referenciapontként hasznalhatok intradomén mozgasok vizsgalatanal.
Amennyiben a trajektoria szerkezeteit az elsé szerkezet valamely doménjének [
magjara szuperponaljuk, feltérképezhetdvé valnak a domén egyes szerkezeti elemeinek
B maghoz viszonyitott intradomén mozgésai. Az itt leirt B mag szuperponalasi technikat
mar  rontgen-krisztallografusok 1s  alkalmaztdk  szerkezeti elemek relativ
elmozdulasainak vizsgalatara (101). Szamolédsaink tehat bizonyitjdk a moddszer

érvényesseget.

A szubsztratkotédés hatasa az intra- és interdomén mozgasok korrelacioira. A C,
atomi elmozduldsok korrelacidinak szamitasdval a fehérjedinamika tovabbi

feltérképezése valt lehetdvé (16. és 17. éabra). Analizisiink eredményei alapjan az
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interdomén mozgasok egyértelmtien kollektiv jelleget mutattak mindkét rendszer
esetén. A teljes N- illetve C-domén merev test szeriien egyiitt mozog, egymashoz képest
antikorrelaltan (mozgasuk iranyultsaga ellentétes).

A korrelacios analizis tovabbi figyelemre méltd6 eredménye, hogy a C-terminalis
mindkét rendszerben jelentds pozitiv korreldciokat mutat az N-domén egészével. Azaz a
C-termindlis egyiitt mozog az N-doménnel. Ez érthetd, hiszen a rendelkezésre allo
kristalyszerkezetek alapjan egyértelmli, hogy a C-terminalis visszahajlik az N-
doménhez és annak szerkezetileg szerves részét képezi (143). Fontos megjegyezni, hogy
ez a korrelacié a D-ADP komplex esetén erdteljesebb és a C-terminalis kiterjedtebb
részét (al4 és al5 mellett al3 hélixet is) érinti.

Az intradomén mozgésok korreldcios analizise alapjan altalanosan megallapithato, hogy
a szubsztratok kotédésével mind az N-, mind a C-doménen beliilli mozgasok
korrelacidja megnétt. Az N-doménen beliili mozgasok korrelacidja egyik rendszer
esetében sem jelentés. A C-doménben viszont a nukleotid kotd aminosavak kozott
jelentds korrelaciok mutatkoznak mindkét rendszer esetén. Tehdt a kotd aminosavak
szervezetten, egyiitt mozognak a szimuldcid soran. Bar szekvencialisan tavol 1évo
aminosavakrdl van sz9, a kotéhely kialakitasaban egyiitt vesznek részt, tehat sztérikusan
kozel helyezkednek el. Feltehetden a térbeli kozelségbdl adodo erds kontaktusoknak
koszonhetok ezek a korrelaciok. A D-ADP komplexben bizonyos bazis- és rib6zkotd
beko6tddd nukleotid kozvetitd szerepével magyarazhato. Tovabbi érdekes jellegzetessége
a D-ADP komplex dinamikéjanak, hogy bizonyos, a C-domén ellentétes oldalan
talalhatd szerkezeti elemek er6s antikorrelaciot mutatnak egymadssal, ami
valésziniisithetden a domén csavarodd mozgasara utal. Mint azt az irodalmi
attekintésben emlitettem, Guilbert és mtsai (123) NMA modszerrel vizsgalta az éleszto
PGK kollektiv mozgasait, eredményeinkkel Osszhangban szamitdsaik szintén josoltak

csavarodo jellegli doménmozgést.

Kollektiv mozgasok. A PCA moédusok kiszamitdsaval a fehérje kollektiv mozgésait
kivantuk jellemezni. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az 1248 PCA modus
koziil minddssze az elsd harom segitségével leirhaté a rendszerek kollektiv mozgasa

(21. és 22. abra).
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Apo enzim esetében az elsé harom modus rendre nyird, csukldo és csavarodd
doménmozgasnak felel meg. Ez azt jelzi, hogy apo enzim esetében a nyird jellegii
doménmozgas (fehérjefluktuacio 40,1 %-a) domindnsabb a csukld jellegiinél
(fehérjefluktuacié 30,3%-a), de utdbbi is fontos komponense a fehérjedinamikanak. A
fehérjefunkcio ismeretében elsé pillantasra ugyan meglepdnek tlinhet a nyiromozgas
dominans volta, mégsem az, hiszen — mint arr6l az irodalmi attekintésben mar irtam — a
doménmozgas kiilonb6z6 jellegli mozgasok szuperpozicidjaként all el. Tehat nem
l1étezik tisztan csukld- vagy nyir6 jellegli doménmozgés. Emellett megjegyezném, hogy
Gerstein és mtsai (69) egy korai munkaban, mikor a PGK =zart konformacioja
kristalyszerkezetei még nem alltak rendelkezésre, a nyitott szerkezetek alapjan és mas
ismert dinamikaja fehérjékkel vald 6sszehasonlitds alapjan, nyirdé doménmozgast josolt
PGK-ra. Erdekes médon a hPGK kollektiv dinamikai repertoarja a nyird és
csuklomozgason kiviil — a Gerstein-féle osztalyozasban nem szereplé — csavarodo
doménmozgassal is boviil. Ezen mozgés soran a fehérje doménje egy, a doméntesten
athalad6 tengely koril forog (21. (C) abra). A PCA szolgaltatta eredmények
Osszhangban vannak Guilbert és mtsai NMA szamitasaival (123), melyek szintén
csukld, nyir6 és csavarodo jellegli mozgaskomponenseket josoltak az éleszt6 PGK
kollektiv mozgasaira.

D-ADP komplex esetén szintén a fentebb emlitett harom mozgasforma hatarozza meg a
kollektiv mozgést, viszont itt az elsé mddus csavarodd, a masodik csuklo, a harmadik
pedig nyir6 doménmozgast ir le. Tehat a komplex rendszer dinamikajaban a csavarodd
doménmozgas (40,3%-a a teljes fehérjefluktuacionak) bizonyult dominansnak, de a
csuklo jellegli mozgas (fehérjefluktudcio 24,1%-a) is meghatarozé eleme a kollektiv
mozgasnak. Az eredmény megerdsiti a korrelacios analizis alkalmaval megfogalmazott
feltételezésiinket, miszerint a D-ADP komplex C-doménjének atellenes oldalain
megfigyelhetd antikorrelaciok, annak csavarodo jellegli mozgasara utalhatnak. Zerrad €s
mtsai (98) SAXS és DEN (deformable elastic network refinement) modszereket
alkalmazva megmutattak, hogy a hPGK katalitikus koriilmények kozott valoban végez
csavarodd jellegli doménmozgast, ami ahhoz sziikséges, hogy a szubsztritok a

doménzarddas soran ,,egy vonalba” kertilhessenek.

92



DOI:10.14753/SE.2013.1794

A szubsztratkotodés és a csuklopontok kapcesolata. A doménmozgasok tovabbi
karakterizalasa céljabol azonositottuk a fehérje csuklopontjait. Az apo enzim esetében
az a7 hélix C-domén feldli végén ketté (Val199, Ser202), a C-terminalis el6tti régioban
— a nukleotid kothely kozelében — harom csuklopont (Gly372, Asn383, Thr393)
mikodik (26. (A) abra). D-ADP kotddés hatasara azonban lecsokken a csuklopontok
szadma, egy-egy miikodo csuklopont marad az a7 hélixnél (Pro203) és a C-terminalisnal
(Gly372), melyek koziil az utobbi dominanssa valik (26. (B) abra). A Gly372
csukloponti mivoltat korrelacids analizislink is megerdsiti. D-ADP kotddés hatasara
ugyanis nagy pozitiv korrelacié jelenik meg az al3 hélix és a teljes N-domén kozott
(17. (B) abra). Mig az a13 hélix utan (szekvencialisan) elhelyezkedd szerkezeti elemek
erésen korreldlnak az N-doménnel, addig az al3 hélix eldtt elhelyezkedd szerkezeti
elemek viszont mar nem korreldlnak vagy antikorrelaciét mutatnak az N-doménnel. A
korrelaciés minta hatara pontosan az al3 hélix eldtt elhelyezkedd Gly372-nél (K13
hurok, 2. tablazat) van. Tehat a Gly372 koriil sziinnek meg, vagy kezdenek a szerkezeti
elemek az N-doménnel egyiitt mozogni.

Kisérleti munkak is jo egyezést mutatnak eredményeinkkel. Példaul Szilagyi és mtsai
nyitott (sertésizom D-ADP*3-PG*PGK) és zart (Trypanosoma brucei D-ADP*3-
szintén csuklopontként azonositottak az a7 hélix C-domén fel6li végét (101). Emellett a
BL reddt — mint fentebb emlitettem — 6 csuklopontként hatdroztak meg (aminosavszintii
pontossag nélkiil), ami szintén egyezést mutat az apo enzimre kapott eredményeinkkel,
hiszen a Thr393 csuklopont része a PL redonek. Ezzel szemben a K13 hurokban
talalhaté Gly372, mint a D-ADP komplex dominans csukldpontja, nyilvanvalo eltérést
jelent Szilagyi és mtsai eredményeihez képest.

A domén tomegkdzéppont tavolsag vizsgalatnal nyilvanvalova valt, hogy az apo enzim
flexibilisebb, egységnyi 1d6 alatt tobb konformacids allapotot térképez fel, mint a D-
ADP komplex. Ezzel egyiitt az apo rendszer esetében tobb csuklopontot sikeriilt
azonositani, mint a komplexben. Valosziniisithetd tehat, hogy a csuklopontok
mennyisége 0Osszefliggésben van a fehérje szdmara elérhetd konformdacios tér
nagysagaval. A csuklopontok szamanak ndvekedésével ndé azon pontok szadma, melyek
koriil a domén rotaciot végezhet, azaz nd a szabadsagi fokok szama, kovetkezésképpen

a fehérje flexibilisebb lesz. Feltehetden ennek kdszonhetd, hogy az apo enzim esetében
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mar a nanoszekundumos iddskalan is lathatdo a doménfluktuaciok egy teljes periddusa.
Ezzel szemben a D-ADP komplexben egyetlen f& csuklopont koordinalja a
doménmozgasokat, igy lecsokken a fehérje szamara elérheté konformacios tér
nagysaga, a fehérje doménmozgasa iranyitottabba valik. Ezen koriilmény pedig kedvezd
a katalizis szempontjabol, hiszen a fehérje nem Kkatalitikusan irrelevans
konformaciokban t6lti az idejét, hanem irdnyitottan taldlja meg a legkedvezdbb aktiv

konformaciot.

6.2. A szubsztratkiralitas hatasa a dinamikara

A D-/L-ADP és D-/L-CDP nukleotidok kotodési affinitasa. A szimulaciok szolgaltatta
dinamikai adatok segitségével joslatokat tettiink a kiilonb6z6 nukleobazisi (ADP, CDP)
¢és kiralitasu (D, L enantiomerek) nukleotidok kotddési affinitdsdra vonatkozdan. Az
eredmények azt sugalljak, hogy a D- és L-ADP kotddési affinitasa igen hasonlo,
valoszinli az L-ADP valamelyest kisebb affinitdssal rendelkezik, amit az irodalmi
adatok is igazolnak (lasd Ky adatok az 5. tablazatban, (106)). A csekély kiilonbségért
foként az L-ADP foszfatlanc gyengébb kotddése és az L-nukleobazis nagyobb mértékii
flexibilitasa tehetd feleldssé (28. és 29. abra). Példaul a foszfatlanc és a Lys219 kozotti
elektrosztatikus vonzas L-ADP esetén kevésbé érvényesiilt szimulacionk soran. Ez
Osszhangban van az irodalmi attekintésben mar emlitett, Varga és mtsai (106) altal
végzett mutacios kisérletekkel. Eszerint a Lys219 fontos szereppel bir a foszfatlanc
pozicionalasaban. A Lys219 Ala-ra torténd mutdldsaval ugyanis minden esetben
csokkent a nukleotidok kotddési affinitasa és az enzim katalitikus hatékonysaga.

Szimulécidink soran mindkét CDP enantiomer igen lazan k6t6dott a hPGK-hoz. Mind a
D-, mind az L-bazis igen rovid id6 alatt disszocialt a hidroféb kotézsebbdl. Emellett
viszont foszfatldncuk mindvégig viszonylag szorosan kotddott a kotdhelyhez (27. és 28.
arulkodnak (29. abra). A CDP nukleotidok nemk&té kolcsonhatasi energiai szintén a
gyenge kotddést bizonyitjak (30. dbra). Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a D-
¢s L-CDP kotédési affinitasa a hPGK irant joval kisebb, mint az ADP nukleotidoké, ezt
az eredményeinkkel egy idében kozolt kotddési adatok is megerdsitik (lasd Ky értékek

az 5. tablazatban, (106)). Valoszinii, a bazis ¢és a kotdézseb kozotti hidrofob
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kolcsonhatasok csokkenésével illetve megsziinésével magyarazhatdo a CDP nukleotidok
igen kis mértékii affinitasa. A bazisok nagyfokti mozgékonysaga valamelyest noveli a
CDP nukleotidokkal mutatott kisebb mértékii katalitikus hatékonysagahoz vezethet
(lasd kea/ Kn értékek az 5. tablazatban). Varga és mtsai (106) mutacios kisérleteik
értelmezése soran szintén hasonld kovetkeztetésekre jutott. A D- és L-CDP gyenge
kotodési affinitdsa ellenére, a hPGK ezen nukleotidokra is aktiv, azaz Kkis
hatékonysaggal ugyan, de képes Oket trifoszfatta foszforilalni (lasd 2.5.2. fejezet).
Eredményeink fényében ennek az lehet az oka, hogy bar a CDP bazisok igen lazan
kotddnek a fehérjéhez, foszfatlancaikat a fehérjével kialakitott elektrosztatikus és H-hid
kotések viszonylag mereven képesek tartani. Ez egyben megakadalyozza a CDP teljes
a foszfatlancot. Bar igy is a CDP foszfatlancok (kiilonésen a D-CDP) nagyobb
flexibilitassal rendelkeznek, mint az ADP foszfatlancok (29. abra).

A fluktuacids, kontaktustavolsag €s nemkdotd kolesonhatasi energia adatok ismeretében
azt lehet mondani, hogy az altalunk vizsgalt négy nukleotid k6tddési affinitdsa novekvo

sorrendben: D-CDP < L-CDP << L-ADP < D-ADP.

Az 1,3-BPG Kkotodési affinitasa D- és L-ADP jelenlétében. Az 1,3-BPG
kontaktustavolsag, fluktuacios és kolcsonhatasi energia adatai arrdl arulkodnak, hogy a
szubsztrat kotddési affinitasa D-ADP jelenlétében kisebb, mint LADP jelenlétében (31.
¢és 32. abra). A szubsztrat antagonizmus jelenségének targyaldsa soran mar emlitettem,
hogy a Gondeau és mtsai (112) altal kozolt kotédési adatok azt bizonyitjak, hogy 3-PG
jelenlétében a D-ADP kotddési affinitasa kisebb, mint az L-ADP nukleotidé. Mi itt
hasonlo esetet latunk az 1,3-BPG szubsztritra nézve, azaz az 1,3-BPG affinitasa
csokken D-ADP jelenlétében. A Lallemand és mtsai (104) altal nemrégiben ko6zolt
adatok megerdsitik szimulacioink eredményét, ugyanis tranziens kinetikai meérésekkel
sikeriilt bizonyitaniuk, hogy D-ADP jelenlétében az 1,3-BPG disszociacios allandoja
nagyobb, mint L-ADP jelenlétében. Tehat arra lehet kovetkeztetni, hogy az 1,3-BPG és
a D-ADP kolcsonosen csokkentik egymas kotédési affinitasat az enzimhez. Mindez nem
mondhaté el az L-ADP ¢és az 1,3-BPG viszonyardl. Szimuladcioés adataink alapjan

feltételezhetd, hogy a D- és L-ADP foszfatlancok eltérd kotddési modja tehetd feleldssé
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az 1,3-BPG affinitasaban latott kiilonbségekért. Az eltérd orientacid kdvetkeztében, L-
ADP esetén a foszfatlanc 1,3-BPG-re kifejtett elektrosztatikus taszitdsa nem érvényesiil
olyan nagy mértékben, mint D-ADP esetén. Ezen hipotézis igazolasa azonban tovabbi

szamolasokat igényelne.

A szubsztratkiralitdis hatidsa a kollektiv mozgasokra. A fehérjekonformaciok
gyakorisagi  eloszldsainak  szamitasaval ¢és PCA  analizis segitségével a
szubsztratkiralitas kollektiv mozgasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

A tehetetlenségi  fOtengely projekciok gyakorisdgi eloszlasdnak ismeretében
elmondhato, hogy a D-ADP komplex mind a csukld, mind a nyird iranyua tehetetlenségi
fotengelyek mentén nagy rigiditassal rendelkezik (33. abra). Tehat a konformacios
allapotok igen kis szamat térképezi fel a rendszer a szimuldci6 sordn. Ez megerdsiti a
csukloponti analizis alkalmaval megfogalmazott feltételezésiinket, miszerint a D-ADP
komplex kis szamu csuklopontja kapcsolatban all annak viszonylagos rigiditasaval.
Inoue és mtsai (144) kozelmultban k6z6lt neutron spin echo mérései szerint a fehérje
kollektiv doménmozgasainak rigiditdsa nagy mértékben nd a természetes szubsztratok
kotodésével, ami dsszhangban van eredményeinkkel. A PCA analizis alapjan a D-ADP
komplex dominans kollektiv mozgasa a csavarodd jellegi doménmozgas (teljes
fehérjefluktuacio 40,3%-a). Ez megmagyarazza a csukld és nyird irdnyu mozgasok
besziikiilését, hiszen csavaroddé doménmozgis esetén a domén tomegkdzépponttok
tavolsaga csuklo és nyird iranyban minimalis mértékben valtozik.

Az L-ADP komplex esetében viszont a konformacios eloszlas mindkét, de legfoképpen
a nyird iranyu tehetetlenségi fétengely mentén erdsen kiszélesedik (33. abra). Ez
egyértelmilen az L-ADP komplex nagyfoku nyird irdnya flexibilitasat jelzi. A fehérje
nagyszamu konformacios allapotot vesz fel a szimulacio id6tartama alatt. PCA modszert
hasznélva, hasonld eredményre jutottunk. L-ADP komplexnél az els6 PCA modus a
nyirdmozgasnak, mig a masodik modus a csuklomozgasnak felel meg (35. abra). Mivel
az elsé modus a teljes fehérjefluktuacio 80,7 %-at teszi ki, kijelenthetjiik, hogy az L-
ADP komplexben a nyiré jellegii doménmozgas a dominans. Erdekes médon a
csuklomozgas (teljes fluktuacié 7 %-a) csak nagyon kis mértékben vesz részt a kollektiv
mozgas kialakitasaban. Ezzel szemben a D-ADP komplexnél a csuklomozgas - a maga

24,1 %-os jarulékaval - joval meghatarozobb eleme a kollektiv mozgasnak. Ez
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megmagyarazhatja az enzim kiilonb6z6 kiralitasu nukleotidokra mért eltéré katalitikus
hatékonysagait (lasd 5. tablazat). A D-ADP komplex dinamikajaban ugyanis a
katalitikusan kedvezd csuklo jellegi doménmozgasok nagyobb szerephez jutnak (24,1
%), mint az L-ADP komplexben (7%). Emellett az L-ADP nagyfoki nyiré iranya
Osszegezve, a természetes kiralitisii nukleotidot (D-ADP) koété komplex jelentdsen
kevesebb szdmu konformacios allapotot térképez fel szimulacioink alatt, mint a
tiikkorképi parjat (L-ADP) koté komplex. Mig a D-ADP komplex kollektiv mozgasait a
katalitikusan kedvezd csavarodo- ¢és csukld jellegli doménmozgas szuperpozicidja
alakitja, addig az L-ADP komplex dinamikajdban a katalizis szempontjabol kevésbé

kedvezd nyir6 jellegli doménmozgés az uralkodo.

A szubsztratkiralitas hatasa a lokalis mozgasokra. A D- és L-ADP komplexek C,
RMSF értékeit szamolva, a szubsztratkiralitds hatasait probaltuk tetten érni a lokalis
mozgasokban (36. abra). Az eredmények fényében elmondhatd, hogy az L-ADP
komplex nukleotid kot6helye valamelyest merevebb. Példaul a hidrofob kotézseb, mely
D-ADP kotédés hatasara nagyfoku flexibilitasra tett szert, L-ADP komplexben olyan
rigid, mint az apo enzim esetében. Gondeau és mtsai (97) D- és L-ADP-t tartalmazo
komplexek (D-ADP*hPGK - 2ZGV, L-ADP*Mg*3-PG*hPGK — 3C3A)
kristalyszerkezeteit Osszehasonlitva, az L-ADP bazisat mintegy 40°-kal elcsavarodva
talaltdk a D-ADP-hez képest. Elképzelhetd, hogy ilyen jellegli konformacios kiilonbség
okozza a bazis kotOhely flexibilitas csokkenését. Ennek tisztazasa érdekében azonban a
kotodési modok tovabbi analizisére lenne sziikség. Ismervén az enzim katalitikus
hatékonysagat D- és L-ADP-re, az eredmények azt sugalljak, hogy a hidrofob koétézseb
bizonyos mértékll flexibilitasa sziikséges lehet a hatékony foszforilaciéo érdekében. A
foszfatkotohely tekintetében a két nukleotid hasonld hatassal van fehérjére: mindkét
enantiomer csokkenti a foszfatk6td aminosavak flexibilitdsat. Ez a foszfatlanc
hasonloan szoros kotddését jelzi mindkét nukleotid esetében (bar ez a kétddés L-ADP
esetében kis mértékben gyengébb, lasd 5.2. fejezet). Mint azt a D-ADP-nél mar fentebb
emlitettem, a foszfatldnc kotd aminosavakkal torténd pozicionalasa kiemelten fontos a

hatékony foszforilacié szempontjabol.
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A szubsztratkiralitas hatasa az intra- és interdomén mozgasok korrelacioira. A C,
elmozdulasokra szamolt kereszt-korrelacios matrixok hasonlé mintazatot mutatnak
mindkét komplexben (37. dbra). Az intradomén mozgésokat tekintve, a nukleotidkotd
aminosavak mozgasai kozott figyelhetok meg nagyobb pozitiv korrelaciok. Tehat ezen
oldallancok rendezett mdédon, egylitt mozognak. Valoészinii, hogy a térbeli kdzelség és a
szubsztratokkal valo szimultdn kolcsonhatasok tehetok feleléss€é a nagyfoka
korrelaciokért. A D-ADP komplexben valamelyest erdteljesebb korrelaciok alakulnak ki
a nukleotidk6td aminosavak kozott. Ez Osszhangban van a fluktudcios analizis
eredményeivel, ugyanis az RMSF gorbék a D-ADP kotohely rugalmasabb voltat
jelezték. A flexibilis kotéhelyen nyilvanvaldéan nagyobb korrelaciok alakulhatnak ki az
alkotd aminosavak kozott. A bizonyos mértékig rugalmas kotdhely feltehetéen a
szubsztratnak kelld6 mozgasi szabadsagot biztosit a katalitikusan kedvezd orientacid
megtaldlasaban, ezzel ndvelve a katalitikus hatékonysagot. Fontos megjegyezni
azonban, hogy a szubsztrat talzott mozgasi szabadsaga, mint azt a CDP nukleotidok
esetében lattuk, karos a hatékony foszforilacio szempontjabol. A D- ¢és L-ADP
kotdhelyek kozotti nagyon hasonld korrelacios mintdzat ugyanakkor arr6l is arulkodik,
hogy a két szubsztrat kotddési modja hasonld, mint azt a rontgen-krisztallografiai
analizisek is bizonyitottak (97). A hasonld korrelacidos mintazat tehat megerdsiti
Gondeau és mtsai (97) feltételezését, miszerint a hPGK purin bazisu nukleotidok irant
mutatott alacsony enantioszelektivitdsa, azok hasonlo kotddési modjanak koszonhetd.

A korrelaciés analizis tovabbi fontos eredménye, hogy a D-ADP komplex C-
doménjének ellentétes oldalain latott antikorrelacios mozgasok, L-ADP komplexben
nem jelentkeznek. Ez arra utal, hogy az L-ADP komplex doménmozgésaiban nincs
csavarodo iranyu komponens, amit a PCA analizis is bizonyit.

Az interdomén mozgasok korrelacioi is igen nagy hasonlosdgot mutatnak a két
rendszerben. A merev test szerli doménmozgasra utald jelek mindkét komplexben

megfigyelhetdk, egyezésben eddigi eredményeinkkel.

A szubsztratkiralitis és a csuklépontok kapcsolata. A C, torzids szogvaltozasok
analizalasaval a szubsztratkiralitds és a csuklopontok kozotti kapcsolatot jellemeztiik.
Mind a D-, mind az L-ADP komplex egy-egy csukloponttal rendelkezik az a7 hélix C-

domén feldli végén, ezek a Pro203 (D-ADP) és a Glu201 (L-ADP) (39. abra). A
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csuklopontok helyzete és a szogvaltozas amplitidoja hasonld a két esetben, tehat a
szubsztrat kiralitdsdnak nincs jelentds befolydsa a kotohelytdl tavoli csuklopontra. Ezzel
szemben a kotOhelyhez kozeli, C-terminalis eldtti interdomén régioban az eltérd
szubsztratkiralitas erGsen érezteti hatasat. Mig a D-ADP komplexben egy f6 csuklopont
dominal a Gly372 aminosavnal, addig az L-ADP komplexben két kevésbé jelentds,
kisebb amplitadoji szogvaltozassal jellemezhetd csuklopont jelentkezik, melyek az
11e370 és a Trp382 (39. abra). Tehat a D-ADP komplexben egy f6 csuklopont koriil
valosulnak meg a doménrotaciok, ami a mozgast nagy mértékben iranyitotta teszi. Mint
azt korabban targyaltam, valdszinli, hogy ez az irdnyitott mozgds a katalizis
szempontjabol kedvezd, hiszen a fehérje nem katalitikusan irrelevans konforméciok
feltérképezésével tolti az id6 nagy részét. Az L-ADP komplexben viszont harom
hasonlo6 erdsségii csuklopont koordinalja a doménrotacidkat, ez nagyobb konformacios
teret tesz elérhetévé a fehérje szdmara, kovetkezésképpen flexibilisebbé valik a
molekula. Ezt az L-ADP komplex konformacids gyakorisagi eloszlasa is bizonyitja. Az
eredmény azt sugallja, hogy az L-ADP komplex katalitikusan kevésbé hatékony, ami

Osszhangban van az ismert kisérleti adatokkal (lasd 5. tablazat).
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7.
Kovetkeztetések

7.1. A szubsztratkotodés hatasai

Az apo és természetes szubsztratjaival (D-ADP és 1,3-BPG) komplexet képezéd hPGK
MD szimulacidival nyomon kdvettem a szubsztratkotddés fehérjedinamikara gyakorolt
hatasait. Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy a fehérje doménjei szubsztratok
nélkiil és azok jelenlétében is végeznek merev test szerii mozgast a nanoszekundumos
iddskalan. A kollektiv doménmozgasok karaktere azonban jelentsen eltér az apo és a
terner komplex esetében. Az apo enzim mar a 20 nanoszekundumos szimulécios
idétartam alatt kis amplitid6ji csuklomozgas egy teljes peridodusat irja le. Ezzel
szemben a D-ADP komplexben megvalosuld csukld jellegi mozgaskomponens
periddusideje tilmutat a szimuldciés idOablakon (20 ns). Mig az apo enzim
doménmozgasa tilnyomoan nyird és csukld jellegli mozgasok keveréke, addig a D-ADP
komplex doménmozgasa foként csavarodd és csukld jellegli mozgasokbdl tevodik
Ossze. Az apo enzimben tapasztalt tobb, hasonld erdsségii csuklopont helyett
szubsztratkotédés hatdsara egyetlen jol definidlt, dominans csuklépont jelenik meg a
szubsztrat kothelyek kozelében, a K13 hurokban. Ezzel lecsokken a kollektiv mozgas
szabadsagi fokainak szdma, a doménmozgéds irdnyitottabba valik. Az elérhetd
konformacios tér besziikiilésével a fehérje hatékonyabban talalhatja meg a katalitikusan
aktiv, zart konformaciot.

Ami a lokélis mozgasokat illeti, mig az 1,3-BPG ¢és a nukleobéazis kotShely
flexibilisebbé, addig a foszfat- és riboz kotdhely merevebbé valik szubsztratkdtddés
hatasara. Utdbbi két kdtdhelynek fontos szerepe van a foszfatlanc katalitikusan kedvezo
pozicionalasaban, rigiddé valasuk a foszfatlanc szoros kotdédésérdl arulkodik. A lokalis
intradomén mozgésok a szubsztratok kotddésével korrelaltabbakka valnak. A nukleotid
kothelyet alkotdé aminosavak kompakt dinamikai egységként, nagy korrelacioval
mozognak egyiitt mind az apo, mind a terner komplexben. A kotd aminosavak
korrelacidja a D-ADP kotédésével erdsodik, ami feltehetden a szubsztrattal kialakitott

szimultan kolcsonhatasok kdzvetitd szerepével magyarazhato.
100



DOI:10.14753/SE.2013.1794

7.2. A szubsztratkiralitas hatasai

MD szimulaciokat végezve a hPGK kiilonboz6 kiralitdsu és nukleobazisti nukleotidokat
kot terner komplexein (D-/L-ADP - és D-/L-CDP komplex), a fehérje széleskorii
nukleotid specificitasanak és alacsony enantioszelektivitasanak szerkezeti-dinamikai
okat kerestem. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az ADP nukleotid mindkét
enantiomerje hasonléan nagy kotddési affinitdst mutat az enzim irdnt. Szimulacioink
soran szorosan ¢s stabilan kotodtek a fehérjén. Ezzel szemben eredményeink a D- és L-
CDP joval alacsonyabb kotddési affinitdsarol arulkodnak. Mindkét kiralitdsu citozin
bazis nagy fluktuacidokat mutatva, instabilan k6tddott a C-domén hidrofob zsebébe. A
CDP foszfatlancok viszont az ADP foszfatlancokhoz hasonld6 modon, szorosan kétddtek
az enzimhez szimulacidink sordn. A foszfatk6td aminosavak tehat mindvégig hasonld
orientacidban tartottdk mind a négy nukleotid foszfatlancat. A hatékony foszforilacio
kritikus feltétele a megfeleld foszfatlanc orientacio. Tehat a szorosan kotddd foszfatlanc
(a bazis fluktuaciojatol fliggetleniil) lehet az oka, hogy a hPGK még az olyan kis
affinitast nukleotidokra is, mint a D-/L-CDP, aktiv tud maradni. Feltehetéen a
kiilonb6z6 nukleotid analdogok foszfatlancai hasonldé modon, katalitikusan megfeleld
pozicioban, szorosan kotddnek az enzimhez. Ez okozhatja a hPGK széleskorti nukleotid
specificitasat. A katalitikus hatékonysagot pedig valdszintisithetéen a nukleobazis
a kiilonb6zé nukleotidokra mért eltérd hatékonysag. A MD szolgaltatta dinamikai
adatok fényében az altalunk vizsgalt négy nukleotid kotddési affinitasa novekvo
sorrendben: D-CDP < L-CDP << L-ADP < D-ADP.

Eredményeink alapjan az 1,3-BPG kotédési affinitdsa D-ADP jelenlétében kisebbnek
bizonyult, mint L-ADP jelenlétében. Ez az irodalomban leirt szubsztrat antagonizmusra
emlékeztet, viszont ahhoz, hogy err6l meggy6zddhessiink biner komplexekre (1,3-
BPG*hPGK, D-ADP*hPGK, L-ADP*hPGK) is végezniink kellene szimulaciokat.
Doktori munkam keretei kozott erre mar nem volt lehetdség.

Az eltérd kiralitast nukleotidokat koté terner komplexek (D-ADP - és L-ADP komplex)
kollektiv mozgésait vizsgalva megallapithatd, hogy az L-ADP komplex nagy nyird
iranyu flexibilitassal rendelkezik, szemben a D-ADP komplexszel, melynek

doménmozgasait csavarodo- ¢és csuklo jellegi mozgaskomponensek uraljak.
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Feltehetéen, a katalitikusan kedvezOtlen nyir6 doménmozgas dominans volta
kapcsolatba hozhaté az L-ADP komplex — D-ADP komplexhez viszonyitottan — kisebb
katalitikus hatékonysagaval. Az L-ADP komplex doménfluktuaciéit harom, azonos
mértékben koordinaldo csuklopont alakitja, szemben a D-ADP komplex egyelten
dominans csuklopontjaval. Ez megmagyarazza az L-ADP komplex nagyobb mértéki
flexibilitasat.

Mindkét enantiomer kotohelye kompakt dinamikai egységet képez, melynek alkoto
aminosavai nagy korrelaciokkal mozognak egyiitt. A D-ADP kotohely elemei kozott
tobbnyire hangstlyosabb korrelaciok figyelhetok meg. Az, hogy a kotéhelyek
korrelacids mintazata a kiilonboz6 kiralitasti nukleotid bekotddésével nem valtozik nagy
mértékben, a nukleotidok nagyon hasonld kotddési modjardl arulkodik. Az enzim
alacsony enantioszelektivitdsa tehat az eltérd kiralitds nukleotidok hasonld kotédési
modjaval magyarazhato.

A lokalis mozgasok tekintetében elmondhatd, hogy az L-adenin kotdhelye kisebb
flexibilitassal rendelkezik, mint a D-adeniné. Feltehetden a bazist k6té hidrofob zseb
nagyobb mértékii flexibilitasa jelentdséggel bir a hatékony foszforilacidé szempontjabol.
Osszevetve az altalunk vizsgalt négy nukleotid (D-ADP, L-ADP, D-CDP, L-CDP)
ismert katalitikus hatékonysag adatait a MD szolgaltatta eredményekkel, lehetOség
nyilik a hatékony foszforilaci6 dinamikai koriilményeinek meghatarozasara.
Eredményeink alapjan a hPGK katalitikusan hatékony egy nukleotidra, ha (i) a
nukleotid stabilan k&tddik az enzimen a nanoszekundumos iddskalan és atomjai kis
fluktuaciot mutatnak (legfoképpen foszfatlanc atomjai), (i) a kollektiv interdomén
mozgasok meghatarozé eleme a csuklomozgas, (iii) az intra - és interdomén mozgasok
korrelaltak, (iv) az interdomén mozgasokat kisszamu csuklopont koordinalja. Az
eredmények azt sugalljak, hogy akar nanoszekundum hosszisagh MD szimulécioval is
eldontheté — a fenti dinamikai koriilményeket monitorozva — egy uj gyogyszerjelolt
nukleotid analdgrol, hogy jo szubsztratja-e a hPGK-nak, azaz hatékonyan képes-e az
enzim foszforilalni azt. Ezaltal a gyogyszertervezés és fejlesztés néhany koltséges
kisérleti 1épése kivalthato lehet szimulacids vizsgalatokkal. Ezt valdszintisitik Henzler-
Wildman és mtsai kisérleti és szimulaciés munkai is (60,145), melyekben ravilagitottak
a hierarchikusan szervez6dd fehérjedinamika kiilonbozé iddskalan megvaldsuld

mozgasai kozotti kapcsolatra. A nanoszekundumos fluktuaciok jellege alapvetden
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meghatarozza a milliszekundumos funkcionalis mozgasok karakterét. Mindez a
nanoszekundum iddéskalan torténd vizsgalatok bioldgiai jelentOségét és 1€tjogosultsagat

bizonyitja.
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8.

Osszefoglalas

Doktori munkam soran a human 3-foszfoglicerat kinaz (hPGK) dinamikai
tulajdonsagait vizsgaltam szamitogépes szimulaciés modszerekkel. Az enzim a foszfat
csoport reverzibilis atadasat katalizalja az 1,3-biszfoszfoglicerat (1,3-BPG) és a MgADP
kozott, valamint rak- és virus ellenes gyogyszerhatdbanyagok, a D-/L-nukleozid
analogok farmakologiai aktivalasaban jatszik szerepet. Munkam f6 célja a
szubsztratk6todés és szubsztratkiralitas fehérjedinamikara gyakorolt hatdsainak atomi
szinten torténé nyomon kovetése volt. MD szimulacidink megerdsitették az tn. hinge
bending hipotézist: az apo enzim és a természetes terner komplex (D-ADP*Mg*1,3-
BPG*hPGK) mar ns idéskalan is mutat csukl6 jellegli doménmozgést. A csuklomozgas
karaktere eltér6 a két rendszerre. Mig az apo rendszer esetében a csuklomozgas
perioddusideje 6sszemérheté a 20 ns szimulacids idéablakkal, addig a D-ADP komplex
esetében egyértelmlien hosszabb annal. A kollektiv doménmozgas mindkét rendszer
esetében kevert jellegli, azaz a csukl6 jellegli mozgas mellett nyird és csavarodo jellegii
mozgaskomponensek is megjelennek. Az apo enzim flexibilisebb, az interdomén
régioban tobb csuklopont vesz részt a doménrotaciok koordinalasaban. Ezzel szemben a
D-ADP komplexben egyetlen, jol definialt, dominans csuklopont figyelheté meg. Azaz
szubsztratkotddés hatasara a doménmozgasok szabadsagi foka lecsokken, az interdomén
mozgas iranyitottabba valik. Szimuldcioval sikeriilt igazolni, hogy a vizsgalt négy eltérd
kiralitasi és nukleobazisti nukleotid kotddési affinitdsa a hPGK irant ndvekvd
sorrendben a kovetkezd: D-CDP < L-CDP << L-ADP < D-ADP. Eredményeink alapjan
valoszintsithetd, hogy a hPGK széleskori nukleotid specificitasaért a kiilonféle
nukleotid analdégok hasonld foszfatlanc kotddési mechanizmusa tehetd feleldssé. A
katalitikus hatékonysag csokkenését pedig a bazisok megnovekedett fluktuacidja és
hidrofoéb kontaktusainak gyengiilése okozhatja. Szimulacios eredményeink fényében a
hatékony enzimaktivitds dinamikai korilményei a kovetkezok: (i)  stabil
nuklotidk6tédés, (ii) jelentds interdomén csuklomozgas komponens, (iii) korrelalé intra-

és interdomén mozgasok, (iv) kisszamu csuklopont.
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9.

Summary

In the present work, the dynamic properties of human 3-phosphoglycerate kinase
(hPGK) were investigated using various computational simulation methods. The
biochemical function of the enzyme is to catalyze the reversible transfer of phosphate
between 1,3-bisphosphoglycerate (1,3-BPG) and MgADP. In addition hPGK was found
to be involved in the activation of D-/L-nucleoside analogues, a new class of anticancer
and antiviral agents. Our main objective was the molecular understanding of the
influence of substrate binding and chirality on protein dynamics. According to our
simulation results both in the absence and presence of the natural substrates (1,3-BPG,
MgADP) the enzyme exhibits a hinge bending type motion, which corroborates the
previously proposed hinge-bending hypothesis. However the characteristics of this
motion vary considerably for the two systems. In the apo form, the enzyme exhibits a
hinge bending motion with a time period around 20 ns while that of the complexed form
is much longer than our simulation time. The collective motion is a superposition of
shear, hinge bending and twisting domain motions for both the apo and the complex
form. The apo form is more flexible, there are more hinge points that contribute with
similar significance to the hinge bending motion, while in the ternary complex only one
dominant hinge point is identified. Upon substrate binding smaller conformational space
is available for the enzyme, its domain motion becomes more directional. Based on our
simulation data the ranking of the observed nucleotides with respect to the binding
affinity towards hPGK is: D-CDP < L-CDP << L-ADP < D-ADP, which is in a good
agreement with experimental data. We conclude that the similar binding mechanism of
phosphate chain of the various nucleotide analogues may be responsible for the broad
nucleotide specificity of the enzyme. Nevertheless the observed reduction in the
catalytic efficiency on particular nucleotides can be due to the loss of strength of
hydrophobic contacts between the nucleobase and protein. Based on our simulation
results we propose the following conditions for an efficient catalytic activity: (i) stable
nucleotide binding, (ii) significant hinge bending component of interdomain motions,

(iii) correlating intra- and interdomain motions, (iv) low number of hinges.
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