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1. BEVEZETES

A 3-foszfoglicerat kindz (PGK) enzim szerepe nélkiilozhetetlen a legtobb ¢él6 szervezetben. Aerob
¢él6lényekben a glikolizis egyik 1épéseként a foszfat csoport reverzibilis atadasat katalizélja az 1,3-
biszfoszfoglicerat (1,3-BPG) és magnézium-adenozin-difoszfat (MgADP) kozott. A reakcid sordn 3-
foszfoglicerat (3-PG) és magnézium-adenozin-trifoszfat (MgATP) keletkezik.

Az utobbi egy évtizedben fény deriilt a human PGK (hPGK) egy igen fontos tulajdonsdgara,
miszerint D- és L- nukleotid-analogok széles spektrumat képes foszforilalni. Az L-nukleotid-
analogok a természetben eldfordulé D-nukleotid-analdgok tiikorképi parjai, tehat enantiomerek. A
PGK ezen tulajdonsaga azért figyelemre méltd, mert mind a D- mind az L-nukleotid-analégok rak-
¢és virusellenes gyodgyszerek egy fontos csoportjat alkotjak. Az analdégokat nukleozid formaban kell
bevinni az €16 szervezetbe, hogy a sejtmembranon at tudjanak jutni. Ahhoz, hogy farmakologiailag
aktiv gyogyszer hatdéanyag valjon beldliik, nukleozid-trifoszfatta kell oket foszforilalni. A
foszforilaciot a szervezet kindz enzimei végzik, tobb 1épésben. A foszforilacio utolséd 1épését a hPGK
katalizalja, ennek soran a nukleozid-difoszfatbol nukleozid-trifoszfat keletkezik. A hPGK tehat
rendkiviil fontos szereppel bir ezen gyogyszermolekulak aktivalasaban. Fontos megjegyezni, hogy a
foszforilacidos kaszkadd utolsd 1épése a folyamat sebesség limitdld része, ugyanis sok esetben
kimutattdk a farmakologiailag hatastalan mono-, vagy difoszfatok sejten beliili felhalmozddasat.
Gyakran nagy doézisokat (tobb szdz mg) kell beadni a betegnek egy-egy nukleozid-analogbol (pl.:
Cidofovir, Valtorcitabine, Pentacept stb.), hogy terapiasan elegendd dozisu aktiv gyogyszer valjék
bel6le a szervezetben. Ennek oka, hogy a hPGK bizonyos nukleozid-analogokat kevésbé hatékonyan
foszforilal. Ahhoz, hogy ndveljiik a foszforilacios hatékonysagot, és minél konnyebben aktivalhato
gyogyszerjelolteket tervezhesslink, fontos, hogy atomi szinten tisztaban legylink a hPGK
miikddésével és a hatékony foszforilacio szerkezeti-dinamikai koriillményeivel.

A PGK két hasonl6 nagysagii doménbdl felépiildé monomer enzim. A nukleotidok (ADP/ATP) a C-
termindlis doménen (C-domén), a 3-PG ¢és az 1,3-BPG pedig az N-termindlis doménen (N-domén)
kotédnek. A korai szerkezetmeghatarozasok soran az enzim minden esetben egyértelmiien nyitott
konformacioban kristalyosodott, azaz a domének kozott széles arok mutatkozott. Ezen
szerkezetekben a kotott szubsztratok talsigosan tavol (12-15 A) vannak egymastol ahhoz, hogy a
katalitikus reakcio végbe mehessen. Ennek alapjan arra kovetkeztettek, hogy a katalizis soran a két
domén egymashoz képest relativ, 6sszehajlo-szétnyilod, merev test szerli mozgast, Gin. csuklomozgast
végez. Az 0sszehajlo mozgas soran, feltételezték, a két domén olyan kozel keriil egymashoz (zart

konformécio), hogy direkt foszfotranszfer johet létre a szubsztratok kozott. Az enzim zart
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meghatarozasaval igazolast nyert a csuklomozgas hipotézise. A két konformacios végallapot ismerete
azonban nem elegendd a funkcionalis doménmozgasok atomi szinten torténd jellemzésére,
megértésére. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek mind kisérleti, mind szimulacios téren, hogy még
teljesebb képet alkothassunk a hPGK dinamikajar6l és hatékonyan foszforildlhatdo gydgyszereket
tervezhessiink.

Doktori munkdm soran szdmitogépes szimulaciés modszerekkel atomi szinten jellemeztem a hPGK
lokalis ¢és kollektiv mozgasait, valamint a hatékony enzimaktivitds szerkezeti-dinamikai

koriilményeit.



2. CELKITUZESEK

A kérdések, melyekre doktori munkam soran kerestem a valaszt, a kdvetkezd két fo téma koré
csoportosithatok:

1. A szubsztratkotédés hatiasa a dinamikara: Milyen modon befolyasolja a hPGK dinamikgjat a
természetes szubsztratok kotddése? Nanoszekundumos iddskalan mutat-e szignifikansan eltérd
dinamikai viselkedést a komplex az apo enzimhez képest? Ha igen, kapcsolatba hozhaté-e ez az
eltéré dinamikai viselkedés az enzim ismert funkciojaval?

2. A szubsztratkiralitas hatisa a dinamikara: Hogyan magyarazhaté a hPGK alacsony
enantioszelektivitdsa és széleskorli nukleotid specificitasa? Milyen szerkezeti-dinamikai okokra

vezethetO vissza az eltérd kiralitasu és bazisu nukleotidok kiilonb6zo kotodési affinitasa?



3. MODSZEREK

MD szimulaciot hajtottunk végre az apo hPGK-n és négy terner komplexén: D-/L-ADP*1,3-
BPG*Mg*hPGK (D-/L-ADP komplex), D-/L-CDP*1,3-BPG*Mg*hPGK (D-/L-CDP komplex).
1VJC) humén homoldégia modelljét hasznaltuk. A homolégia modellezést a Modeler 8v2
programcsomaggal végeztiik. Az 1,3-BPG-t és a kiilonb6z6 nukleotidokat dokkolassal modellezve,
szarmaztattuk a fenti terner komplexeket. A dokkolast a GOLD 3.2 program segitségével végeztiik.

A MD szimulaciok futtatdsit NAMD programcsomaggal (all-atom CHARMM 22-es er6tér), SGI
Altix 350 szerveren végeztiik. Elokészitéslikhoz és analizisikh6z CHARMM programcsomagot
alkalmaztunk. Szimulaci6 elott a modellszerkezetek energidjat 1500 Iépés steepest descent, 200 1€pés
conjugate gradient és 1000 lépés adopted-basis Newton-Raphson modszerrel minimalizaltuk. A
rendszereket a fehérje feliiletétdl mért 12 A vastagsagli vizdobozba helyeztiik, melyre periodikus
hatarfeltételeket rottunk ki. A vizdoboz felépitéséhez a CHARMM TIP3 vizmodelljét hasznaltuk.
Véletlenszerti poziciokba Na-ionokat, Cl-ionokat helyeztiink. A szolvatalt rendszereket a fentiekkel
megegyezO moddon energia-minimalizacionak vetettik ala. A PME modszert hasznaltuk az
elektrosztatikus energiak szamolasara. A racsallandot 1 A-nek, az interpolacio rendjét 6-nak, a valos
térbeli szummacié cut-off értékét 12 A-nek, a Gauss fiiggvény szélességét 0,34 A'-nek, a
dielektromos alland6 értékét 1-nek vettiik. A van der Waals kolcsonhatasokat switch modszerrel
szamoltuk, 10 és 12 A cut-off-fal. A szimulacié sordn az id6lépés 1 fs volt. Az energia-minimalizalt
szerkezeteket - 1000 lépésenként 10 K-nel névelve a hémérsékletet - 300 K-re fiitottok fel. 50 ps
kanonikus, majd 500 ps NpT (izobar-izoterm) ekvilibracioval folytattuk a szimulaciot. Az
ekvilibracio utan 20 ns NpT (p=1 atm, 7=300 K) MD szimulacioét hajtottunk végre minden
rendszeren. Az atomi koordinatékat 1 ps-ként mentettiik.

A lokalis mozgasokat az atomi elmozdulasok RMSF ¢és kereszt-korrelacios értékeivel analizaltuk.

A kollektiv mozgasokat PCA modszerrel és atomi elmozdulasok kereszt-korrelacids értékeivel
analizaltuk.

A fehérje csuklépontjainak azonositasahoz a peptidgerinc C, atomjai kozott definialt torzids
szogek idoébeli valtozasat vizsgaltuk az interdomén régioban.

A fehérjekonformaciok gyakorisagi eloszlasanak karakterizalasa. A fehérje szerkezetének
tehetetlenségi fotengelyeire vetitettiik a domén tomegkdzéppontokat dsszekotd vektort a trajektoria
minden egyes szerkezete esetében. A projekcidk gyakorisiganak monitorozasaval az egyes

konformaciok betoltottségérol szerezhetiink informaciot.
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4. EREDMENYEK

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

A domén tomegkodzéppontok tavolsaganak idébeli fejlodését nyomon kdvetve a szimulacio soran,
informaciot szereztiink a domének relativ helyzetvaltozasairdl. Mind az apo enzim, mind a D-ADP
komplex esetén megfigyelheté domén kozeledés és tavolodas. Tehat csuklomozgasra utalod jeleket
mutat mindkét rendszer. Mig a mozgas perioddus ideje 20 nanoszekundum koriil lehet az apo esetben,
addig az feltehetden hosszabb a komplex rendszer esetén. Az apo enzim tobb konformacios allapotot
térképez fel a szimulécios id6 alatt, mint a D-ADP komplex.

A lokalis mozgasok fluktuaciés analizise. Mind az apo enzimben, mind a D-ADP komplexben a
hurok régiok nagy flexibilitdssal rendelkeznek. Emellett az 1,3-BPG kotddése a kotohelye koriili
aminosavak flexibilitasat noveli. A D-ADP kot6dés hatasa Osszetettebb. Mig a foszfat- és ribozkoto
aminosavak rigiditasa, addig néhany bazisk6td aminosavnak a flexibilitasa n6 a D-ADP kotédése
altal. A nukleobazist tehat egy tobbnyire laza hidrofob zseb veszi koriil. Ezzel szemben a negativan
toltott foszfatlancot a koté aminosavak elektrosztatikus kolcsonhatasai mereven tartjak, feltehetéen
ennek koOszonhetd a riboz- és foszfatk6td aminosavak flexibilitds csokkenése is. Fluktudcios
analizisiink tovabba megmutatta, hogy a domének  magjai igen merev szerkezeti egységet képeznek
a domének centruméaban.

Az intra- és interdomén mozgasok korrelacios analizise. Az interdomén mozgasok egyértelmiien
kollektiv jelleget mutattak mindkét rendszer esetén. A teljes N- illetve C-domén merev test szeriien
egylitt mozog, egymashoz képest antikorrelaltan (mozgasuk iranyultsaga ellentétes). A C-terminalis
mindkét rendszerben jelentds pozitiv korrelaciokat mutat az N-domén egészével. Azaz a C-terminalis
egylitt mozog az N-doménnel. Ez érthetd, hiszen a rendelkezésre allo kristalyszerkezetek alapjan
egyértelmil, hogy a C-terminalis visszahajlik az N-doménhez és annak szerkezetileg szerves részét
képezi.

Az intradomén mozgéasok korrelacios analizise alapjan altalanosan megallapithat6, hogy a
szubsztratok kotddésével mind az N-, mind a C-doménen beliili mozgasok korrelacidja megnétt. Az
N-doménen beliili mozgasok korrelacidja egyik rendszer esetében sem jelentdés. A C-doménben
viszont a nukleotid kot6 aminosavak kozott jelentds korrelaciok mutatkoznak mindkét rendszer
esetén. Tehat a kotd aminosavak szervezetten, egyiitt mozognak a szimuldcidé soran. A D-ADP

meg. Tovabbi érdekes jellegzetessége a D-ADP komplex dinamikéjanak, hogy bizonyos, a C-domén
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ellentétes oldalan taladlhatd szerkezeti elemek erds antikorrelaciot mutatnak egymadssal, ami
valosziniisithetden a domén csavarodd mozgasara utal.

Kollektiv mozgasok vizsgilata PCA médszerrel. Mindossze harom modus segitségével leirhatd a
rendszerek kollektiv mozgasa. Apo enzim esetében az elsé harom modus rendre nyir6, csukld és
csavarodd doménmozgasnak felel meg. Ez azt jelzi, hogy apo enzim esetében a nyird jellegl
doménmozgas (fehérjefluktuacio 40,1 %-a) dominansabb a csukld jellegiinél (fehérjefluktuacio
30,3%-a), de utobbi is fontos komponense a fehérjedinamikanak. A D-ADP komplex esetén szintén a
fentebb emlitett harom mozgasforma hatarozza meg a kollektiv mozgast, viszont itt az elsé modus
csavarodod, a masodik csuklo, a harmadik pedig nyird6 doménmozgast ir le. Tehat a komplex rendszer
dinamikajaban a csavaroddé doménmozgas (40,3%-a a teljes fehérjefluktuacionak) bizonyult
dominansnak, de a csukld jellegi mozgas (fehérjefluktuacid 24,1%-a) is meghatarozo eleme a

kollektiv mozgasnak.

Csuklopontok meghatarozasa. Az apo enzim esetében az a7 hélix C-domén fel6li végén kettd

(Val199, Ser202), a C-terminalis el6tti régioban — a nukleotid kotéhely kozelében — harom
csuklopont (Gly372, Asn383, Thr393) miikodik. D-ADP ko6tédés hatdsara azonban lecsokken a



csuklopontok szama, egy-egy mikodd csuklopont marad az o7 hélixnél (Pro203) és a C-

terminalisnal (Gly372), melyek koziil az utobbi dominanssa valik.

Asn383

© Glu3ss
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y 1 e \J y 1

y

Pro203

Ser202

2. abra A csuklopontok elhelyezkedése az (A) apo enzim és a (B) D-ADP komplex szerkezetében. A
csuklopontként funkcionalé aminosavakat kék van der Waals gombok, a két interdomén régiot piros szalag
reprezentacié szemlélteti. A konnyebb Osszehasonlithatosag érdekében a szubsztratok nincsenek jeldlve a

komplex enzimben.

4.2. A D-/L-ADP - és D-/L-CDP komplexek dinamikai elemzése

A nukleotid kotodés jellemzése. A szimulaciok szolgaltatta dinamikai adatok segitségével joslatokat
tettlink a kilonbozé nukleobazisu (ADP, CDP) és kiralitasu (D, L enantiomerek) nukleotidok
kotédesi affinitdsdra vonatkozdan. Az eredmények azt sugalljadk, hogy a D- és L-ADP kotodési
affinitdsa igen hasonld, wvaldszinli az L-ADP valamelyest kisebb affinitassal rendelkezik.
Szimulécioink soran mindkét CDP enantiomer igen lazan ko6tédott a hPGK-hoz. Mind a D-, mind az
L-bazis igen rovid ido alatt disszocialt a hidrofob kotézsebbdl. Emellett viszont foszfatlancuk
mindvégig viszonylag szorosan kotodott a kotdhelyhez. A fluktuacios gorbék is a bazisok
mobilitasarol és a foszfatlancok rigiditasarol arulkodnak. A CDP nukleotidok nemkotd kdlcsonhatési
energiai szintén a gyenge kotddést bizonyitjak. Mivel a CDP enantiomerek részlegesen disszocialtak
a hPGK kotézsebébdl, ezen nukleotidok komplexeit nem vetettiik ala tovabbi analiziseknek.

Az 1,3-BPG kotodés jellemzése D- és L-ADP jelenlétében. Az 1,3-BPG kontaktustavolsag,
fluktuacios és kolcsonhatasi energia adatai arrol arulkodnak, hogy a szubsztrat kotddési affinitasa D-
ADP jelenlétében kisebb, mint L-ADP jelenlétében. Szimuladcids adataink alapjan feltételezhetd,
hogy a D- és L-ADP foszfatlancok eltéré kotddési modja tehetd feleldssé az 1,3-BPG affinitasaban
latott kiilonbségekért. Az eltérd orientacidé kovetkeztében, L-ADP esetén a foszfatlanc 1,3-BPG-re
kifejtett elektrosztatikus taszitasa nem érvényesiil olyan nagy mértékben, mint D-ADP esetén. Ezen
hipotézis igazoldsa azonban tovabbi szdmoldsokat igényelne.
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Kollektiv mozgasok. A fehérjekonformaciok gyakorisagi eloszldsainak szamitasaval és PCA analizis
segitségével a szubsztratkiralitas kollektiv mozgasra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. A tehetetlenségi
fotengely projekciok gyakorisagi eloszlasanak ismeretében elmondhatod, hogy a D-ADP komplex
mind a csukld, mind a nyird iranyu tehetetlenségi fotengelyek mentén nagy rigiditassal rendelkezik.
Tehat a konforméacios allapotok igen kis szamat térképezi fel a rendszer a szimulacié soran. A PCA
analizis alapjan a D-ADP komplex dominans kollektiv mozgasa a csavarodoé jellegii doménmozgas
(teljes fehérjefluktuacid 40,3%-a). Ez megmagyarazza a csukld és nyird irdnyl mozgésok
besztikiilését, hiszen csavaroddé doménmozgas esetén a domén tdmegkdzépponttok tavolsaga csukld
¢és nyir6 iranyban minimalis mértékben valtozik.

A = D-ADP komplex
B L-ADP komplex

0.6

T 1
3 25 30 35 40 45
Vetiilet az els6 tehetetlenségi fétengely mentén (A)
— D-ADP komplex
L-ADP komplex

Gyakorisag

-10 -5 0 5 10
Vetiilet a harmadik tehetetlenségi fétengely mentén (A)

3. abra (A) A hPGK molekula harom tehetetlenségi fétengelye. (B, C) A domének tomegkozéppontjait
0sszekotd vektor (B) elso és (C) harmadik tehetetlenségi fotengelyre esd vetiileteinek gyakorisagi eloszlasai a

D-ADP - (kék) és L-ADP (piros) komplexekben. L-ADP komplexnél a konformacios eloszlas kiszélesedik.

Az L-ADP komplex esetében viszont a konformacids eloszlas mindkét, de legfoképpen a nyird
iranyt tehetetlenségi fotengely mentén erdsen kiszélesedik. Ez egyértelmiien az L-ADP komplex
nagyfoku nyiré iranyu flexibilitasat jelzi. A fehérje nagyszamu konformacios allapotot vesz fel a
szimulacio id6tartama alatt. PCA modszert hasznalva, hasonlé eredményre jutottunk. L-ADP
komplexnél az els6 PCA mddus a nyiromozgasnak, mig a masodik médus a csuklomozgasnak felel

meg. Mivel az els6 modus a teljes fehérjefluktuécio 80,7 %-at teszi ki, kijelenthetjiik, hogy az L-
9



ADP komplexben a nyir6 jellegii doménmozgéas a dominans. Erdekes modon a csuklomozgas (teljes
fluktuacio 7 %-a) csak nagyon kis mértékben vesz részt a kollektiv mozgas kialakitasaban.

Lokalis mozgasok. Az L-ADP komplex nukleotid kotéhelye valamelyest merevebb, mint a D-ADP
komplexben. Példaul a hidrofob koétézseb, mely D-ADP kotodés hatasara nagyfoku flexibilitasra tett
szert, L-ADP komplexben olyan rigid, mint az apo enzim esetében. A foszfatk6tohely tekintetében a
két nukleotid hasonl6 hatassal van fehérjére: mindkét enantiomer csokkenti a foszfatk6té aminosavak
flexibilitasat. Ez a foszfatlanc hasonléan szoros kotddését jelzi mindkét nukleotid esetében (bar ez a
kotodés L-ADP esetében kis mértékben gyengébb).

Az intra- és interdomén mozgasok korrelacioi. A C, elmozdulasokra szamolt kereszt-korrelacios
matrixok hasonlé mintdzatot mutatnak a D- és L-ADP komplexekben. Az intradomén mozgasokat
tekintve, a nukleotidkoté aminosavak mozgasai kozott figyelhetok meg nagyobb pozitiv korrelaciok.
A D-ADP komplexben ezen korrelaciok erételjesebben jelentkeznek. A korrelacids 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
doménmozgasaiban nincs csavarodo irdnyt komponens, amit a PCA analizis is bizonyit.

Az interdomén mozgésok korrelacidi is igen nagy hasonldsdgot mutatnak a két rendszerben. A merev
test szeri doménmozgésra utald jelek mindkét komplexben megfigyelhetok, egyezésben eddigi
eredményeinkkel.

Csuklépontok azonositasa. 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). A csuklépontok
helyzete és a szogvaltozas amplitiddja hasonld a két esetben, tehat a szubsztrat kiralitasanak nincs
jelentés befolyasa a kotShelytdl tavoli csuklopontra. Ezzel szemben a kotdhelyhez kozeli, C-
terminalis el6tti interdomén régioban az eltérd szubsztratkiralitas er0sen érezteti hatasat. Mig a D-
ADP komplexben egy f6 csuklopont dominal a Gly372 aminosavnal, addig az L-ADP komplexben
két kevésbé jelentds, kisebb amplitidoju szogvaltozassal jellemezhetd csuklopont jelentkezik,

melyek az [1e370 és a Trp382.
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. A szubsztratkotodés hatasai

az apo enzim kis amplitudoji csuklomozgas egy teljes periddusat irja le 20 ns alatt, a D-ADP
komplexben a csuklomozgas periodus ideje tilmutat a szimulacios idéablakon

apo enzimben a kollektiv interdoménmozgas tulnyomoan nyir6 és csuklo jellegli mozgasok
keveréke, a D-ADP komplexben a kollektiv interdoménmozgés viszont foként csavarodo és
csuklo jellegii mozgasokbol tevodik Gssze

az apo enzimben tapasztalt tObb, hasonld erdsségli csuklopont helyett szubsztratkdtodés
hatésara egyetlen jol definialt, dominans csukldpont jelenik meg

szubsztratkdtodés hatasara a kollektiv interdoménmozgas iranyitottabba valik

mig az 1,3-BPG és a nukleobazis kotdhely flexibilisebbé, addig a foszfat- és rib6z kdtohely
merevebbé valik szubsztratk6tddés hatisara

a lokalis intradomén mozgasok a szubsztratok kotodésével korrelaltabbakka valnak

5.2. A szubsztratkiralitas hatasai

a nukleotid analogok foszfatlancainak hasonld k&tddési mechanizmusa tehetd felel0ssé a
hPGK sz¢leskorti nukleotid specificitasaért

kolesonhatésai befolyasoljak

a négy nukleotid kétddési affinitasa novekvo sorrendben: D-CDP < L-CDP << L-ADP < D-
ADP

az L-ADP komplex — D-ADP komplexhez viszonyitott — kisebb katalitikus hatékonysaganak
a kollektiv interdoménmozgasok nagy nyiro6 irdnyu flexibilitasa lehet az oka

a lokalis intradomén mozgasok korrelacioi kifejezetebbek a D-ADP komplexben, mint L-

ADP komplexben
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az enzim alacsony enantioszelektivitasa az eltérd kiralitdsu nukleotidok hasonlo kotédési
modjaval magyarazhatd

a hatékony enzimaktivitds dinamikai koriilményei a kovetkezok: (i) stabil nuklotidktodés,
(i1) nagy csukl6 jellegli interdomén mozgaskomponens, (iii) korreldld intra- €s interdomén
mozgasok, (iv) kisszamu csuklépont

a fenti dinamikai koriilményeket monitorozva, eldonthetd egy 1j gyogyszerjeldlt nukleotid

analogrol, hogy az enzim hatékonyan képes-e foszforilalni azt
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