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BEVEZETES

A Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudoméanyi Kar, Laboratériumi Medicina
Intézet, Klinikai Laboratoriumi Tanszékén végzett kutatomunkaim koziil, a doktori
disszertaciom alapjaul két téma szolgalt. Az els6 a cisztein proteazok enzimmechanizmusanak
elméleti kémiai modszerekkel torténd vizsgalata a papain enzim példajan keresztiil, mig a
masodik téma a papain-szeri katalitikus doménnel rendelkezd, huméan transzglutaminazok
aktivaciojanak vizsgalata a véralvadasi kaszkad XIII-as faktoranak A alegységén és a szoveti
transzglutaminazon keresztiil klasszikus molekuladinamikai modszerek segitségével.

Jollehet, az utobbi évtizedekben 6risi fejlédésen esett at a siirliségfunkcional kémia,
melynek oka részben az, hogy a meglehet6sen intenziv szamitasi id6t, amit a poszt Hartree-
Fock modszerek altal szolgaltatott szerkezeti, termodinamikai, spektroszképiai és mas
tulajdonsagokra kellene szanni, jo kozelitéssel redukalt szamitasi id6 mellett tudjuk
eldallitani. Munkamhoz idealis alapul szolgalt a papain enzim, mivel mind kisérletesen, mind
pedig elméleti modszerekkel széles korben tanulmanyozott, azonban t6bb szempontbdl is a
teljesség igénye nélkill. Modern slirliségfunkcional mddszerek alkalmazasaval, a
baziskészletek méretének szisztematikus novelésével, geometria optimalt,
frekvenciaanalizissel igazolt stacionarius pontokat allitottunk el az enzimreakcié potencidlis
energiafeliileteit. Az ONIOM-EE tipusu kombinalt kvantummechanikai/molekulamechanikai
(QM/MM) szamitasainkban, az enzimmechanizmust az enzim nyugvé allapotabdl kiindulva
az acil-enzim intermedier képz6désén at annak hidroliziséig vizsgaltuk.

Nem lehetiink érdektelenek a természetben lejatszodd folyamatok dinamikus
viselkedésével szemben. A klasszikus mechanika jo segitséget nyujthat az olyan id6tdl fiiggd
jelenségek vizsgalatdban, melyeket egyel6re mashogyan egyaltalan nem, vagy csak
koriilményesen tudnank vizsgalni. Célszertien, a makromolekulak esetében pikoszekundum és
miliszekundum kozotti idéskalan lejatszodo események tanulmanyozasanal alkalmazhato
modszer a molekuladinamika (MD). Jelenleg ezen mddszer hatarat az elérhetd szamitasi
kapacitas, a klassszikus er6terek josaga, a szamitasi problémak skalazhatésaga, valamint a
tanulmanyozni kivant rendszer mérete szabja meg. Ezek egyiittesen definidljak azt az
eseményablakot, mely szdmunkra informdciéval szolgéalhat a tanulméanyozni kivant atomi
szintli valtozasokrol. Figyelembe véve a szamitasi er6forrasok ndvekedését és az elérhetd
szoftverek intenziv fejlesztését, feltehetGen ezen modszerek jelentdsége a jovoben még inkabb
néni fog.

A XIllI-as véralvadasi faktor A alegysége (FXIII-A) és a szoveti transzglutaminaz

(TG2) kapcsan azon dinamikus jelenségek kertilnek targyalasra, melyek az aktivaciojuk soran



bekovetkez6 nagy szerkezeti valtozasokhoz vezetnek, és amelyeket feltehet6en a
kalciumionok kot6édése indukal mikroszekundumos id6skalan. Molekuladinamikai
szimulacidkat ezen rendszerekre nem, vagy csak nagysagrendekkel rovidebb iddskalan
végeztek. Kiemelendd, hogy magat, az ionok kot6dését és azok jelenlétének tulajdonithat6

dinamikus valtozasokat még egyaltalan nem targyaltak elméleti modszerek segitségével.

IRODALMI ATTEKINTES

A papain elméleti vizsgdlatdnak el6zményei

A papain enzim (EC 3.4.22.2) a cisztein endopeptidazok C1 szupercsaladjanak tagja.
1970-ben, részben az akkor Gjonnan nyert krisztallografiai adatok alapjan, Lowe javasolt egy
mechanizmust a peptidkotés hasitadsara a szerin proteazok analdgidjan. Ugyanakkor a kozolt
eredmények alapjan nyilvanvalo, hogy egyetlen, altalanosan érvényes reakciémechanizmus
nem irhaté fel ezen enzimekre.

Mind a szerin, mind a cisztein protedazok acil-enzim (AE) koztitermék képz6désén
keresztiil hasitjak a peptidkotést (ami rendre észter vagy tioészter). Lényeges kiilonbség a
kimotripszin és a papain kozott, hogy mig az els6 esetben a katalitikus triadot az Asp102,
His57 és a Ser195 aminosavak alkotjak, gy a masodik esetben az Asnl75, His159, Cys25
aminosavak talalhatéak az katalitikus tiregben. A nukleofil centrumot alkot6 aminosavon ttl
lényeges kiilonbség, hogy az Asp102-nek megfelel6 aminosav a papainban a megfeleld amid,
azaz aszparagin (Asn), amely hozzajarul az enzim nyugvo allapotaban jelen 1évé tiolat-
imidazélium ionpar forma stabilizdlasdhoz. Ugyanakkor az aszparagin hatédsa kevésbé
szignifikans, mint a szerin proteazok esetében az aszpartaté. Masik l1ényeges kiilonbség, hogy
a cisztein aminosav 4-8 pH tartomanyban deprotonalt formdban van jelen, mely a
mechanizmus szempontjabdl fontos, hiszen a deprotonalt cisztein jelenléte esszencidlis a
nukleofil timadas szempontjabol.

Ha feltételezziik, hogy az aktiv hely Cys25 és His159 aminosav-oldallancai ionpart
formalnak a papain-szerti cisztein peptidazok nyugvé allapotaban, az oxianionos koztitermék
(OI) szerepe mar kevésbé fontos (ha egyaltalan létezik). A cisztein protedzok esetében az acil-
enzim intermedierben a formdlis toltés centrumok elmosédhatnak szemben a szerin
proteazokkal, ahol az oxianionos koztitermék valoban kialakul. A GIn19 aminosav mely
fontos szerepet tolt be a tetraéderes koztitermék stabilizalasaban is, cseréje viszont csekély
mértékben befolyasolja az els6 (acilezési) 1épést a reakciokban.

Az elmilt négy évtized alatt szamos elméleti tanulmany sziiletett az emlitett

mechanizmus részleteinek tisztazasara. Az eredetitl eltérd javaslatok is sziiletettek,



melyekben a protonatmenet a hisztidin imidazol gylri{ijér6l a peptidk6tés nitrogénjére
koncertikusan torténik a cisztein kenének tamadasaval, vagy megel6zi azt. Tobb izben
javaslatot tettek arra is, hogy az aktiv centrum ciszteinje protonalt formaban is jelen lehet.
Suhai és munkatarsai, HF/B3LYP:AMBER hibrid potencial segitségével végzett hibrid
szamitasaikban ugy talaltak, hogy a tetraéderes intermedier csak abban az esetben stabil, ha az
amid nitrogén mar protonalddott az imidazolium oldallancrol.

Kiilénb6z6 protein kdrnyezetekben vizsgaltak a cisztein-hisztidin diad protonaltsagi
allapotat is. Bizonyos esetekben észszeri volt megvizsgalni, az aktiv helyet kdrnyez6 vizek
szerepét a protontranszferben. Ez alapjan tanulmanyoztak a szubsztrat hatasat a protonatmenet
aktivaldsi gatjara és egyenstlydra vonatkozéan. Osszehasonlit6 QM/MM  szamitdsok
segitségével vizsgaltak az olddészer hatasat implicit modell segitségével is. Egyszeri modell
rendszerek kondenzalt fazisban térténé vizsgalatanal gy talaltak, hogy a hemi-tioacetal anion
mely megfelel a tetraéderes intermediernek, a szerin protedzok esetében nem stabil
koztitermék. Ma és munkatarsai kimutattak, hogy a katepszin K esetében az acilezési 1épés
potencialis energiafeliiletén a tetraéderes koztitermék lokalis minimumot képvisel, mig a
dezacilezési 1épésre nem talaltak ilyet. Wei és munkatarsai az elsd (acilezési) és a masodik
(dezacilezési) folyamatra is két 1épéses reakciokat irtak fel.

A cisztein peptidazok esetében a legmagasabb szinti szamitasokat B3LYP, B-LYP,
stiriségfunkcional (DFT) moddszerekkel végezték vegyérték dupla vagy tripla zéta tipusu
baziskészletekkel, polarizacids és diffuz fiiggvényekkel kiegészitve az energidk szamitasara.
Geometriai optimalasra altalanossagban alacsonyabb szintli elméletet alkalmaztak. A
QM/MM tipust szamitasokban a kvantummechanikai rétegre alkalmazott elmélet szintén
alacsonyabb volt.

A DFT modszer idedlis valasztas a hibrid szamitasok kvantumkémiai
komponenseként, mivel a relativ és aktivalasi energiakat, valamint a szerkezeteket a nagy
teljesitoképességli és koltséges poszt-Hartree-Fock modszerekkel dsszemérhetGen képesek
josolni. Ugyanakkor a klasszikus slirliségfunkcionalok hianyossaga a diszperzios
kolcsonhatasok megfelel6 leirasa, a hosszi tavd kicserél6dési tag hianya vagy tapasztalati
uton tortén6 paraméterezése.

Jelenleg szamos olyan DFT modszer elérhetd, melyekben a London-féle diszperziés
korrekcidt figyelembe vették. Ezen energiatag egyszeriien és kielégitGen szamithat6 a Ce/r®
par tagokon keresztiil, melyeken megfeleld csillapit6 fliggvényt alkalmazva a van der Waals
(vdW) parkolcsonhatasok helyes aszimptotikus viselkedése megkaphato. Ilyen tagot
alkalmaznak példaul az wB97X-D és a B97-D funkcionalokban. Az ®B97X-D funkcional

tartalmaz tovabba egy hosszu tavu elektron kicserél6dési tagot is, amely magyarazhatja jo



teljesitoképességét vdW komplexekben. Az egyszerli empirikus diszperzios parkorrekcio is
jelent6sen javitja a reakciok aktivalasi gatjanak szamitasat biokémiai reakciok DFT alapu
QM/MM szamitasaiban.

Szintén megoldas lehet olyan funkciondlok hasznalata is, melyek paramétereit
nagypontossagi energiaadatok felhasznalasaval optimalizaltdk. Az MO06-2X funkciondl
harminc6t finomhangolt paramétert tartalmaz, igy tipikus példa ezen funkcionalokra. Ilyen
értelemben az M06-2X nem tartalmaz direkt tagot a diszperziés korrekciéra, ugyanakkor
paraméterein keresztiil felfoghaté egyfajta diszperzio-korrigalt DFT moddszernek. Maga a
funkcional jol teljesit az aktivalasi energidk és atmeneti allapotok geometridjanak
szamitasanal is.

Nemrégiben megjelent munkakban kimutattak, hogy a megfelel6 aktivalasi gatak,
atmeneti allapot geometridk és az asszinkronitds nagy mértékben fiigg a silirliségfunkcional

modszerek és a baziskészletek megvalasztasatol.

A transzglutamindzok vizsgdlatdnak el6zményei

Mind a XllII-as véralvadasi faktor A alegysége, mind a szoveti transzglutamindz a
protein-glutamin gamma-glutamintranszferaz enzimek csaladjaba tartozik (EC 2.3.2.13). A
plazmaban az FXIII (pFXIII) A,B. heterotetramerként van jelen, melyben a B alegységek
hordoz6 szerepet toltenek be, mig a cellularis forma (cFXIII) homodimerként van jelen
(FXIII-A;) a monocitak és vérlemezkék citoplazmajaban. A pFXIII-A, proteolitikus
aktivacioja soran a trombin elhasitja az Arg37 és Gly38 kozotti peptidkdtést, igy szolgaltatva
az aktivacios peptideket (AP). A szarvasmarha o-trombin altal aktivalt forméaban a
krisztallografiai tanulmanyok alapjan az elhasitott N-termindlis peptidek tovabbra is
asszocialtak maradnak a homodimer felszinhez, elzérva azon iireg bejaratat, ahol a katalitikus
aminosavak talalhatéak (Cys314, His373, Asp396). A placentabdl vagy plazmabol szarmazo
pFXIII-A; aktivalhaté proteolitikus hasitas nélkiil, magas, fizioldégiailag nem relevans kalcium
koncentracio (= 50 mM) segitségével. Ugyanakkor ezen zimogén forma aktivalhat6 magas
natrium-klorid vagy kalium-klorid valamint 2 mM Ca®" jelenlétében is, habar kalciumionok
jelenléte nélkiil lasst, progressziv aktivacié figyelhet6 meg. Fizioldgiailag relevans
koriilmények kozott, a proteolitikus aktivaciot kovetéen az aktivacios peptideknek
disszocialniuk kell a homodimer felszinérél, valamint nagy konformadciés valtozasnak kell
bekovetkeznie annak érdekében, hogy a protein enzimatikusan aktiv konformaciét (FXIII-A")
vehessen fel. Ilyen nagy mértéki{i konforméacios valtozas lathat6 azon rekombinans cFXIII

krisztallografias szerkezetében, melyet 300 mM NaCl és 3 mM Ca** segitségével aktivaltak



proteolitikus hasitas nélkiil. Ezen munka alapjan az 1-es, valamint a 2-es (-hord6 domén
térbeli helyzete jelent6sen megvaltozik, az aktiv hely pedig megkozelithetové valik
szubsztratok szamara, mikézben maguk a hord6 domének valtozatlanok maradnak.
Mindazonaltal ezen doménmozgasok alapvet6en kiilonboznek attél, melyet a szdveti (TG2) és
az epidermalis (TG3) transzglutaminaz enzimek esetében lathatunk, illetve szerkezeti
homoldgia alapjan feltételeztek az FXIII-A, esetében is. Osszefoglalva elmondhatd, hogy a
kalciumionok egyszerre felel6sek a B alegységek és az aktivacios peptidek egymast kovetd
az FXIII-A alegységei felel6sek a kalciumionok kot6déséért. A fluoreszcencia mérések
alapjan a kalciumkd&todésének egyensilyi allanddja (Ky) 0,12 mM-nak adodott. Tovabba also
becslést adtak a dimerenként kotott kalciumionok szamara vonatkozodan (1,2-1,5 egyenstlyi
dializis kisérletek alapjan) és feltételezték dimerenként egy-egy erds kotShely létezését.
Szerkezeti informaciok fellelhetdek olyan FXIII-A, szerkezetekrdl is, ahol Ca*, Sr** és Yb*'
ionok kotédnek a dimerhez. Mindharom ion vdW sugara nagyon kozel esik egymashoz (~200
pm), ami magyarazhatja, hogy a f6 kot6helyek (Ala457, Asn436, Asp438, Glu485 és Glu490)
mindhdrom kation esetében betoltottek. Az itterbium(III) (Yb**) esetében lathatéak a
legszembet(inébb kiilonbségek, ahol f6 kotéhelyeken kiviil az alegységek Asp270, Asp271,
Glu272 aminosavai egyiittesen négy Yb*" ion szamara formalnak koétGhelyet. Ez korabban
nem volt megjelolve kalciumkotShelyként, viszont a Stieler és munkatarsai altal kozolt és
aktivnak vélt monomer FXIII-A® szerkezet mar tartalmaz kalciumiont ezen a helyen.
Helyspecifikus mutagenezis kisérletekkel igazoltdk, hogy a Glu485 és Glu490 valdban
esszencialis a katalitikus miik6dés szempontjabol, tovabba azt is kimutattak, hogy az Asp476
és Asp479 aminosavak szerepet jatszanak az FXIII-A, szerkezet konformacios valtozasaiban
azaltal, hogy ,kapcsolénak” tekinthet6ek a proteaz-érzékeny és protedz-ellenalld szerkezeti
formak kozott. Feliileti polaritas analizis és “*Ca magneses magrezonancia (NMR) kisérletek
alapjan feltételezhetd, hogy gyengébb kotShelyek is taldlhatéak a dimeren, illetve az NMR
kisérletek alapjan a kalciumkd&todés disszociacios allandojara 0,51 mM adodott. Késébb
Turner és munkatarsai kifogasoltdk az NMR modszerek alkalmazhatdsagat azok limitalt
teljesitoképessége miatt, ezért H/D kicseréldodési kisérleteket végeztek, majd proteolitikus
emésztésnek vetették ala a fehérjét, és MALDI-TOF/MS technikaval detektaltak peptideket.
Az eredmények alapjan kovetkeztetni lehetett a kiilonb6zd kisérleti koriilmények (zimogén,
trombin-hasitott enzimek, trombin-hasitott + 1 mM Ca*" és zimogén + 50 mM Ca*") altal
indukalt, szerkezeti valtozasokra, amelyek az adott peptid régiok megndvekedett
deuteralédasaban nyilvanultak meg. Az in vitro aktivalt rekombinans zimogén FXIII-A

szerkezetét Stieler és munkatarsai kozolték és ahogyan azt korabban emlitettiik, nagy



doménmozgasok figyelhet6éek meg a [B-hordok helyzetét illetéen. Nemrégiben egy igen
kiterjedt szerkezet-funkcié tanulmany sziiletett, melyben szamitdsos modszerekkel generaltak
utvonalat az inaktiv (zart) és az aktivnak vélt (nyitott) FXIII-A esetében, valamint
tanulmanyoztdk a modellezett B alegységek kolcsonhatasat az A dimerekkel. A FXIII
szerkezetérdl és funkciojardl részletes Osszefoglalok taldlhatéak az irodalomban, melyek
azonban nem képezik szorosan targyat jelen értekezésnek.

A transzglutaminazok csaladjanak egy masik tagja, melyet jelen munkaban vizsgalni
kivantam, a szoveti transzglutamindz, ami monomer formaban megtalalhat6 kiilénb6z6
kompartmentekben, beleértve a plazma membrant, a citoszolt és a sejtmagot is. Mind az
FXIII-A alegység, mind a TG2 esetében kozos jellemzd a kalciumionok altal indukalt nagy
mértékli konformacios valtozas, azaz a transzglutaminaz aktivitas kizarolag kalciumionok
jelenlétében jelentkezik. Jdllehet szamos esetben sikeriilt kisérletes uton eredményeket
eldallitani a TG2 szerkezetérol, GDP, GTP és ATP jelenlétében, s6t még az aktiv (nyilt)
konformdciorél is, azonban mind ez idaig nem érhet6 el olyan szérasképbdl feloldott
szerkezet, ahol kalciumok lennének lathatoak. A szdveti transzglutaminaz rendelkezik GTPaz
aktivitassal, és a guanozin-foszfatok kot6édése negativan hat a transzamidaz aktivitasra.
Erdekesség, hogy egyenstilyi dializis kisérletek alapjan a kotott kalciumok szadma hatra tehetd,
a GTP pedig csokkenti a kotott kalciumok szamat. A mérsékelt szekvencia homologia
ellenére, szembetlinGen jol konzervalddott a masod- és harmadlagos szerkezet a nyolc human
transzglutaminaz esetében. Ezen szerkezeti homologia alapjan, a Yee és munkatarsai altal
kozolt FXIII-A, szerkezetet felhaszndlva homologiamodellezéssel el6allitott TG2 szerkezeten
50 ps hossztsagu, szabad molekuladinamikai szimulaciot végeztek, implicit oldoszermodellel,
és harom kalciumion jelenlétében. FeltehetGen az alacsony sztdchiometria és a rovid
szimulaciés id6 miatt nem volt tapasztalhato jelentds szerkezeti valtozas, azonban a
kalciumok jelenlétében a forgasi sugar novekedésérdl szamoltak be. Az enzim emésztése
soran a hurok régi6 a katalitikus kozponti és az 1-es f-hordé domén kozott hasithaté. A “*Ca
NMR kisérletek alapjan a GTP teljesen megsziintette a kalciumionok kot6dését, ami
meglehetdsen nehezen értelmezhet6 szerkezeti alapon. Kiraly és munkatarsai kortiltekint6 in
vitro kisérleteket végeztek, ami soran szisztematikusan mutaltak azon aminosavakat, melyeket
szamitasos modellezés és a szerkezeti homologia alapjan potencialis kotShelyként
azonositottak. Ez utobbi esetben az FXIII-A, és a TG3 enzimek esetében volt informéaci6 a
kalcium koét6 helyekr6l és 6t olyan helyet azonositottak melyek mindegyike hozzajarul a
kalciumionok k&t6déséhez, valamint befolyasoljak az enzim GTPaz és a transzglutaminaz
aktivitasat. Fontos kiemelni, hogy a szerkezeti tanulmanyok soran kozolt 1KV3

krisztallografiai szerkezet glicin aminosavat tartalmaz a 224-es pozicidban, ugyanakkor a



nativ enzim szekvenciajaban ez az aminosav valin (https://www.uniprot.org/uniprot/P21980).
Ez idaig egyetlen olyan szerkezet érhet6 el, melyben ugyan megtalalhat6 a nativ Val224,
azonban a szerkezet harom egyéb pontmutaciot is tartalmaz, de azok jelenlétének oka az
eredeti kdzleményben nem keriilt targyalasra (PDB ID: 4PYG). Ahogyan azt Kanchan és
munkatarsai kimutattdk, feltehetGen klonozasi hiba eredménye volt a Gly224. Jelent6s
eltérések mutatkoztak a kalcium affinitdsban és a GTPaz aktivitasban, ha a nativ Val224
aminosavval expresszaltak a fehérjét. Az aktiv (nyilt) TG2 szerkezete Pinkas és munkatarsai
altal lett meghatdrozva, ahol az enzimet 150 mM NaCl és 10 mM Ca*, valamint egy
irreverzibilisen kot6dé modositott pentapeptid inhibitor jelenlétében inkubaltak. A szoveti
transzglutaminaz protein-protein kdlcsonhatasairdl 6sszefoglalé taldlhatd az irodalomban.
Osszefoglalva elmondhat6, hogy mind a XIII-as véralvadasi faktor A alegysége, mind
a szoveti transzglutaminaz kisérletileg egyarant széles korben vizsgalt fehérjék, ugyanakkor
ezidaig a kalcium-fiigg6 aktivacié szamos tekintetben felderitetlen maradt. Munkdmban egy
sor mikroszekundum hossztisagu “all-atom” molekuladinamikai szimulaciot végeztiink a
zimogén, a proteolitikusan aktivalt és az aktivaciés peptidet nem tartalmazé FXIII-A,
esetében. A szoveti transzglutaminaz vizsgalatanal kiilonds figyelmet szenteltiink a
kalciumionok és a GDP/GTP jelenlétének egyedi, illetve azok egylittes hatasanak
tanulmanyozasara. A Gly224Val pontmutaci6 dinamikara gyakorolt lehetséges hatasait csupan

érint6legesen kivantam targyalni az emlitett pontmutaciok jelenléte miatt.

CELKITUZESEK

A papain teljes enzimmechanizmusdnak vizsgdlata

A papain enzimmechanizmusa kapcsan f6 célunk volt, hogy megvizsgaljuk hogyan
teljesitenek az egyes diszperzids korrekciét tartalmazé funkciondlok az ONIOM tipusu hibrid
szamitasok QM tagjaként, tovabba dsszehasonlitottuk 6ket az ilyen korrekciot egyaltalan nem
tartalmazo standard B3LYP modszerrel kapott eredményekkel. Megvizsgaltuk tovabba, hogy
ezen funkcionalokkal esetleg josolhat6-e diverz reakciout, vagy csupan igazolasra keriilnek
korabbi elméletek a papain enzimmechanizmusara vonatkozdan. A legjelentsebb ilyen
eltérés lehet az oxianionos és ikerionos tetraéderes intermedier létezése az acilezési 1épés
potencialis energiafeliiletén.

Annak érdekében, hogy igazoljuk azt, hogy a QM/MM (ONIOM) potencialis energia
feliileten valéban lokélis minimumokat vagy elsérend{i nyeregpontokat hatdroztam meg,

minden esetben kiszamoltuk a geometria szerinti masodik derivaltakat. A szamolasokat a



Gaussian szoftverben implementalt ,Electronic Embedding” (EE) ONIOM mddszerrel

végeztem.

Az FXIII-A; és a TG2 kalcium dependens aktivdcidjdnak vizsgdlata

Figyelembe véve azon faktorok sokasagat, melyek szerepet jatszanak az FXIII-A, és a
TG2 fehérjék kalciumionok kétddése altal indukalt konformacios aktivacidjaban, célul tliztiikk
ki ezen kezdeti események részleteinek vizsgéalatat. gy az FXIII-A, esetében vizsgalni
kivantuk a zimogén, a protetikusan aktivalt és az AP feltételezett disszociacidja utan
visszamaradt — még mindig zart, azaz inaktiv — homodimer dinamikai tulajdonsagait.
Vizsgalni kivantuk a kialakul6 kalciumkdét6helyeket, kiilonos tekintettel a f6 kot6zsebre.

Hasonlo részletességgel vizsgaltuk a TG2 esetében a GDP hatdsat a szoveti
transzglutaminaz dinamikajara, valamint a kalciumkotodésre, tovabba a dinamikai
trajektoriakbol nyert adatokat 6sszehasonlitottuk a relevans kisérleti el6zményekkel. A
kovariancia matrixok és fékomponens analizisek segitségével, azonositani kivantuk azon
szerkezeti elemeket melyeknek kiemelt szerep tulajdonithat6 az aktivacié soran.
Erintlegesen vizsgaltuk az FXIII-A® és TG2 aktiv formait, azok kalcium koté képességét.
Kiegészitésként a munka soran alkalmazott gémb-szer(i kationokkal t6rténd szimulaciékhoz,
két esetben vizsgalni kivantuk a kialakult kot6helyek relevancidjat olyan ionmodell
alkalmazasaval, amelyben a kalciumion koordinaci6jat toltéssel bird szinlelt (dummy)

atomokon keresztiil vessziik figyelembe (,,multi-site” modell).

MODSZEREK

A papain enzimmechanizmusdnak vizsgdlata

Az enzimreakciok vizsgalatanal az 1PPN krisztallografiai tton meghatarozott
szerkezetébdl indultam ki, és 250 ns hosszisagi NpT molekuladinamikai szimulaciokat
futtattunk, mind a neutrdlis (cisztein-hisztidin), mind az ionpar forméban jelen levd
aminosavakat tartalmaz6 fehérjére. Dodekaéderes szimulacios cellaban, TIP3P explicit viz
modellel szolvatalva a neutralizalt dobozban 150 mM NaCl koncentracié mellett, Amber
FF99SB er6térrel Berendsen barosztat és velocity-rescaling termosztat alkalmazasaval
kertiltek futtatdsra a szimulaciék, melyekhez a GROMACS szoftvert hasznaltunk. A révid
tadvi és van der Waals energiatagokra 10 A cut-off tavolsdgot hasznaltam, tovabba Ewald-féle
Osszegzés (Particle Mesh Ewald, PME) modszert alkalmaztam a hosszutavu elektrosztatikus

energiak szamitasara.
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Mivel a krisztallografias szerkezet nem tért el jelent6sen a dinamikai trajektériabél
szarmaztatottol — leszamitva dinamika hOmérséklet fiigg6 fluktuacidjat —, igy az el6bbi
szerkezetet az AMBER 12 sander szoftverrel optimaltuk, majd hasznaltuk fel a QM/MM
(ONIOM-EE) szamitasokhoz.

A mechanizmus részlépéseinek értelmezéséhez hasznalt abrakon palcika vagy golyo-
palcika modellekben az atomok jel6lése a kdvetkezo: fehérrel a hidrogént, kékkel a nitrogént,
pirossal az oxigént, feketével vagy semleges szinnel a szenet illetve sargaval a kenet jeldltiik.

A Kkatalitikus centrum ~15 A tavolsagon beliili kérnyezetére (Vall6-Ala30, Ser60-
Trp69, Val130-Alal36, Lys156-Ala162, Ile173-Gly178, Thr204-Phe207) csonkitottam a teljes
rendszert, a létrejové N- és C-terminalisokat acetil (ACE) és N-metil (NME) csoportokkal
zartam le. Ezen rendszer GIn19-Gly-Ser-Cys-Gly-Ser-Cys25, Gly62-Cys-Asn-Gly-Gly66,
Asp158-His159, Asn175-Ser-Trp177 aminosavait optimaltam a potencialis energiafeliiletek
azok rendre az (n-1) és (n+1)-ik aminosav N, Ca illetve C, O, Ca atomjaival azonos
poziciéban legyenek. A létrejott csonkitott ,fehérje” tartalmazott minden aminosavat,
melynek hatdsa lehet a mechanizmusra. A szubsztrat N-metil-acetamiddal (NMA) egyiitt
Osszesen 780 atomot tartalmazott ez a kiindulasi modell. Miutan a reakci6 minden elemi
lépése felderitésre kertilt, és rendelkezésre alltak a stacionarius pontok geometriai, a trunkalt
rendszer vissza lett illesztve az eredeti fehérjébe a VMD szoftver segitségével. A
tovabbiakban kizardlag a teljes rendszer hozzajarulasaval nyert adatok kertilnek targyalasra.

A QM (magas szintii) rétegre a B97-D, M06-2X, ®B97X-D és a B3LYP mddszereket,
valamint a 6-31G(d,p), 6-31+G(d,p), 6-311+G(d,p) és 6-311++G(d,p) Pople tipusu
baziskészleteket hasznaltam. Az MM (alacsony szint(i) rétegre az Amber erGteret hasznaltam,

mely implementalva van a Gaussian szoftverben.

Az FXIII-A; és a TG2 aktivdcidjanak vizsgdlata

Modellrendszerek

Annak érdekében, hogy az FXIII-A, kalciumk&t6dését megfelel6 alapossaggal tudjuk
vizsgalni harom szimulacios csoportot hoztunk 1étre. Az els6é csoportban (i) a zimogén enzim
két formajat tanulmanyoztuk. Az i/a modell alapjaul a kotott kalciumokat tartalmazé XRD
szerkezet szolgélt (PDB ID: 1GGU), a rendszer teljes kalcium koncentracidja 14 mM-ra lett
beallitva. Az i/b modellben a kalciumot nem tartalmaz6 szerkezetet vizsgaltuk (PDB ID:
1F13), és a rendszer kalcium koncentraci6ja ebben az esetben 50 mM volt. A masodik

szimulaciés csoportban (ii) az FXIII-A, a thrombin altal aktivalt fehérjéket tanulmanyoztuk,
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oly médon, hogy felhasitjuk az Arg37 és Gly38 kozotti kotést. Az ii/a és ii/b modellek az i/a
és i/b modellek megfelel6i voltak, mig a ii/c esetben i/b-vel azonos fehérjeszerkezetbdl
indultunk ki, de csupan 14 mM Ca®" koncentraci6 volt jelen. A csoport utols6 modell
rendszere a ii/d volt, mely kalciumionokat nem tartalmazott és referenciaként szolgalt. A
harmadik szimulacios csoportban (iii) az aktivaciés peptidet nem tartalmaz6 homodimerek
dinamikai vizsgélata volt a f6 cél az 1F13 szerkezetbdl kiindulva. A csoport harom modellt
tartalmazott, melyek rendre a kalciumot nem tartalmazé (iii/a), (iii/b) 14 mM Ca*"-ot
tartalmaz6 és végiil (iii/c) 1000 mM Ca**-ot tartalmazo rendszerek voltak.

A kovethetoség érdekében kiilon szimulaciés csoportban vizsgaltuk a szoveti
transzglutaminazt (iv). Az iv/a és iv/b modellek esetében a krisztallografiai szerkezetben
talalhato, kotdtt GDP eltavolitasra keriilt, mig iv/b esetében 8 mM kalcium Kkeriilt
hozzaadasra. Az iv/c és iv/d rendszerek megfeleltek az iv/a és iv/b modelleknek, azonban itt a
GDP-t megtartottuk, annak érdekében, hogy vizsgalhaté legyen annak feltételezett hatasa.
Ezen szimulaciokban az 1KV3 szerkezetet hasznaltuk fel, viszont ezen szerkezetben a Val224
aminosav feltehet6en klénozasi hiba eredménye, igy a 4PYG szerkezetet is vizsgaltuk (iv/e).
Ez mar a nativ Gly224 aminosavat tartalmazza, de ezen kiviil még harom pontmutaciét is
tartalmaz, melyeket nem diszkutaltak az eredeti k6zleményben.

Az utolsé (v) szimulaciés csoport a nyilt (aktiv) konformaciét tartalmazta az FXIII-A°
(v/a, PDB ID: 4KTY) és a TG2 (v/b, PDB ID: 2Q3Z) enzimeknek. Ezen szimulaciok érdekes
eseteket reprezentalnak, de nem tartoznak szorosan a disszertaciéban témajahoz.

A munka sordn az irodalomban elterjedt szdmozast alkalmaztuk a fehérjéket alkot6
aminosavakra, miszerint az els6 (iniciator) metionin nem keriilt szamozasra az FXIII-A,
esetében, ezzel szemben a szdveti transzglutamindz vizsgalatanal a szekvencia Metl-el

kezdddott.

Molekuladinamikai szimuldcidok

A modell rendszerek oktaéderes szimulaciés dobozban lettek szolvatalva TIP3P
vizmodellel, a celldk méretének megvalasztdsanal 12 A minimadlis tavolsagot biztositottam a
protein és a doboz fala kozott. A rendszerek 6ssztoltése minden esetben zérus volt és a teljes
natrium-klorid koncentraciét az izotonias sokoncentracionak megfeleléen (150 mM)
valasztottam meg. Rovid energiaminimalds utdn, 2 ns hosszisagi szimulalt hdékezelés
(simmulated annealing, SA) keriilt alkalmazasra, 310 K-en és 1 bar nyomason a rendszer
ekvilibralasa végett. Az ekvilibraldsi folyamat sordn a nehézatomokon 1000 kJ mol'nm™

kényszer er6k keriiltek alkalmazasra. A szimulaciés modellekt6l fiiggéen 1 vagy 2
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mikroszekundum hosszisagd NpT molekuladinamikai szimuldcidkat futtattam. Annak
érdekében, hogy a newtoni mozgasegyenletek megolddsara 4 fs-os 1épéskozt lehessen
alkalmazni, virtudlis kolcsonhat6 pontok keriiltek elhelyezésre, melyek magas rezgési
hullamhossznal adjak vegyértékrezgésiik els6 harmonikusat. A szimulaciok soran minden
kotés meg volt kdtve a LINCS algoritmus segitségével. Azon modellekben, ahol GDP vagy
GTP volt jelen 2 fs-os 1épéskozt alkalmaztam és a szimuldci6k minden esetben 1 ps-ig
tartottak. A Lennard-Jones és a rovid tava elektrosztatikus kolcsonhatasok szamitasara 10,0
A-6s cutoff érték keriilt alkalmazasra. Simitasi médszert alkalmaztam annak érdekében hogy
7,0 és 10,0 A kozott az erdk levagasa folytonosan torténjen. A hossziitavil kolcsénhatasok a
PME 06sszegzés segitségével keriiltek szamitasra. A homérséklet kozel alland6 értéken
tartasara a velocity-rescaling mddszert alkalmaztam, mig a nyomast izotrop Parinello-Rahman
barosztattal szabalyoztam. Amber-99SB-ILDN-NMR er6teret alkalmaztam a szimulaciék
soran, mig a GDP és GTP szubsztratokat Amber GAFF paraméterek segitségével vettiik
figyelembe. A hasznalt Amber-99SB-ILDN-NMR er6teret kordbban sikeresen alkalmaztuk
NMR adatokbdl kiindulva a kalciumk&t6dés vizsgalatara. A munka soran dsszesen tobb mint
21 ps-os atomi felbontasu (all-atom) molekuladinamikai szimulacio keriilt kivitelezésre.

Két esetben (ii/c és iv/d), tovabbi 50 ns NpT MD szimulaci6t végeztem Amber ff14SB
erétérrel és “multi-site” Ca** modell alkalmazasaval annak érdekében, hogy igazoljuk az
egyszeri ionmodellekkel kapott eredmények relevanciajat. Ezen két esetben a
mikroszekundumos szimulaciék utols6 pillanatképe keriilt felhasznalasra, valamint a kotott
kalciumionokat megtartottuk, és a “multi-site” modell XZ atomjat illesztettiik mindegyik
ionra. A rendszereket TIP3P vizmodellel toltottiik fel, neutralizaltuk, és 150 mM NaCl
koncentracio keriilt beallitdsra. A szimulaciék soran 10,0 A cut-off keriilt alkalmazésra, és
energia minimalas utan harom fazisu, 6sszesen 1,7 ns hosszisagu ekvilibralas kovetkezett,
melynek sordn a rendszer 310 K-re lett felfiitve, majd a siirisége keriilt bedllitasra, ezt
kdvetden pedig az ekvilibralas kovetkezett.

A molekuladinamikai szimulaciokat GROMACS 5.1.4 és az Amber csomag pmemd
szoftverével kertiltek futtatasra. A dinamikai trajektoriakat a Gromacs csomag szoftvereivel
valamint a cpptraj programmal analizaltuk. A dinamikus kereszt-korrelaciok szamitasahoz
(DCCM) 12500 pillanatképet hasznaltam és a Bio3D v2.3 csommaggal keriiltek szamitasra,
ami az R statisztikai programban van implementalva. A matrixmiiveletek szintén az R
program segitségével lettek elvégezve. A szerkezetek az UCSF Chimera 1.11.2 és a Visual
Molecular Dynamics (VMD) 1.9.1 programokkal keriiltek megjelenitésre. A fehérjék azon
szegmenseit, melyek nem megfelel6en vagy részben nem megfelelen voltak meghatarozva a

krisztallografiai szorasképbdl, a MODELLER 9.10 szoftver segitségével pétoltam és azon
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szerkezet keriilt felhasznalasra mely a legjobb DOPE score-ral rendelkezett. Mindezt a UCSF
Chimera grafikus interfészén keresztiil végeztem el. Figyelembe véve, hogy az FXIII-A,
1GGU krisztallografias szerkezetében a Thr508-Ser516 kozotti hurok régié hianyzik,
valamint ezen régi6 az 1F13 szerkezetben is két kiillénb6zd allapotban taldlhaté meg.
Ahelyett, hogy ab initio modelleztem volna a kérdéses régiot, egyszertien az 1F13-ban
talalhat6é hurkokat alkalmaztam az 1GGU-ban oly médon, hogy az 1F13 A f6lancahoz tartozé
hurkot az 1GGU B f6lancaba illesztettem. A munkaban lathat6 adatok a matplotlib és a
numpy python koényvtarak segitségével keriiltek megjelenitésre, melyekhez altalam irt
szkripteket alkalmaztam. A titralhat6 aminosavak protonaltsagat a H++ webszerver
segitségével hataroztuk meg 7,4-es pH-n. A szoveti transzglutaminaz esetében minden negativ

toltésii oldallanc deprotonaltnak adodott.

A molekuladinamikai szimuldciok kiertékelése

A trajektoriak 80 ps-onként keriiltek mentésre, és az atomi koordinatdk négyzetes
kozepe (RMSD), a forgasi sugar (rg:) és a fluktudciok (RMSF) szamoldsara a protein
nehézatomjait vettiik figyelembe. Annak érdekében hogy az FXIII-A, esetében az aktivacids
peptid (Ser2-Arg37) ne befolyasolja az eredmények osszevethetGségét, ezen régiokat
mell6ztiik az RMSD és 1y, szamitasanal. Az aminosavakra atlagolt RMSF értékek mindkét
alegységre kiilon-kiilon keriiltek szdmitasra, majd atlagolasra keriiltek. A DCCM matrixokhoz
a C-alfa atomok trajektéridjat hasznaltuk fel, igy szimmetrikus N XN -es matrixokat
nyertiink. Mivel az atomi mozgasok korrelaciojanak kiértékelése nehézkes ilyen méretli
fehérjék esetében, a kiilonbségek kiemelésére torekedtiink oly moédon, hogy a kiilonbségét
vettilk az adott matrix Cy(2) és egy referencia C;(1) matrix értékeinek. A Ca®>" kotési
tulajdonsagok vizsgalatanal a savas oldallancok karboxilat szenének és barmely
kalciumionnak a tavolsagat vettem figyelembe. A nagy amplitudéju, alacsony frekvenciaja
mozgasok szamitasanal az els6 10 sajatvektor keriilt szamitasra, melyeket a ProDy szoftver
segitségével végeztem el. A domén mozgasok valtozdsanak leirasira egy pszeudo torzids
szoget definiadltam és a dinamikai mozgasokbol szamolt szorasértékek is fel lettek tiintetve

minden esetben, az FXIII-A, szimulaciéinal.
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EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO
A papain enzimmechanizmusa

A papain nyugvo dllapotdnak vizsgdlata

A 250 ns hosszisagu molekuladinamikai szimulaciok, a szabad (N-metil-acetamidot
nem tartalmazo) papain esetében mind a neutrélis, mind az ionpar formaban 1évé cisztein-
hisztidin diad jelenlétében azt mutattak, hogy a rendszerek jol ekvilibralddtak az els6 100-150
ns szimulacids id6 alatt. Az is lathatd, hogy a neutralis forma szimulaci6jaban a (Cys25)Hy és
a (His159)Né kozotti jelent6s tavolsagbeli fluktuacié ellenére a legrovidebb tavolsagok (1,8-
2,0 A) megfelelnek az atlagos H-hid tdvolsagnak, és mint ilyen a szimulaci6 jelent6s részében
jelen van. Ez azt sugalja, hogy a protonatmenet a (Cys25)Sy és a (His159)N$ kozott
el6fordulhat viz jelenléte nélkiil is, ezért mediator vizmolekuldt nem vettiink figyelembe a
rendszer QM/MM (ONIOM-EE) vizsgalatanal. Masrészt, a protonatmenet utan a (His159N6)-
HS&...Sy-(Cys25) tavolsag tovabbra is megfelel a hidrogénkotésnek megfeleld.

A szimulaciok elemzése soran jelentds eltérések tapasztalhaték a katalitikus diad
kornyezetében el6fordulé vizmolekuldk szamaban. Mig a neutralis diad szimulacigjanal a
(Cys25)Sy atomndl nulla és harom kozotti szamossagu vizmolekula fordul, addig az ionpar
forméban jelen 1évé didd esetében ez a szdm kett6 és négy kozottire tehet6. Ez alapjan
feltételezhet6, hogy az olddészer hozzajarul az egyes formak stabilizalasahoz. Eltekintve a
hémérsékleti fluktuaciotél mindkét esetben a Cys-His didd és annak kozeli kornyezete
jelent6s hasonl6sagot mutatott a kiindulasi rontgenkrisztallografias szerkezettel.

A (His159)N6—Hy-Sy(Cys25) H-hid kapcsolat 1étezése a teljes szimulaciok soran
ahhoz az elfogadhato feltételezéshez vezetett, hogy a statikus ONIOM szamitasok
megfelel6en kivitelezhet6ek az optimalt H-kotéses szerkezetbdl. Ezen szamitasoknal minden
esetben azt talaltuk, hogy a zérusponti vibracios energia (ZPVE) nélkiil nagyjabol azonos
energia értékek adédtak a semleges (N) és az ionos (Z) didd formdkra is. Ezen rendszerek
energiai kozott nem tobb mint 0,8 kcal mol™ volt a kiilonbség. Az ®B97X-D modszerrel nyert
eredmények az ion par format josoljadk a legstabilabbnak, mig a t6bbi mddszerrel
meglehetGsen valtozd eredményeket kaptunk. Az M06-2X modszerrel kapott eredmények
kozelebb allnak az ®B97X-D értékeihez, ugyanakkor a B97-D és a B3LYP modszerek
esetében nagyon kis kiilénbség fedezhet6 fel, tovabba jellemzden azonos fiigglség
mutatkozik az alkalmazott baziskészlet min6ségét6l. Korabbi munkakban azt talaltak, hogy az

ionpar forma (Z) valdban stabilabb, mint a neutralis diad (IN).
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A zérusponti energiakorrekcié figyelembe vételével a neutrdlis forma adodik
stabilabbnak minden altalunk elvégzett szamitas esetében. Mindazonaltal a két jellemz6 forma
kozotti korrigélt energiakiilonbség kicsiny marad, kevesebb mint 2 kcal mol™ minden esetben.
Az ionpar - neutralis diad atmenetre az alkalmazott médszerek alacsonyabb ZPVE korrigalt
aktivalasi gatat joésolnak, mint a neutralis — ionpar diad iranyaban torténd atmenetre. Ez azt
jelenti, hogy spontan atmenet lehetséges a neutrdlis diadd irdnyaba ezen formak kozott, azaz
még 0 K homérsékleten is aktivalasi gat nélkiili reakciorol beszélhetiink.

Ezen zérusponti korrekciét tartalmazo elméleti energiaértékek a korabbi elméletekkel
ellentétesek, melyek az ionpar forma stabilitdsat hangstlyoztdk, ugyanakkor  van
valészinlisége a neutrdlis forma létezésének, azaz energidik feltehetGen kozel esnek
egymashoz.

Az oldészer molekuldknak az ionpar forma relativ energidjara gyakorolt hatasat
szofisztikalt QM/MM szamitasokkal demonstraltdk a katepszin példajan, mely papain
homolégnak tekinthets. Igy bizonyitott, hogy az ionpar didd csupan akkor adédik
stabilabbnak, ha figyelembe vessziik az azt koriilvevd vizmolekulakat.

Ezért ugy dontottiink, hogy elektrosztatikus oldédasi szabadenergia szamitasokat
végziink, mind az ionpar, mind a neutralis cisztein-hisztidin diadra, annak érdekében, hogy
becsiilni tudjuk a szolvatacié hatasat. A molekuladinamikai szimulaciék utolsé 100 ns-a
alapjan szamolt Poisson-Boltzman (PB) értékeket atlagolva az ionpar formara 20 kT-vel (~
11.9 kcal mol') nagyobb elektrosztatikus szolvaticiés energiatag adddik, melyeket a
késobbiekben korrekcios tagként alkalmaztunk az ONIOM szamitasokbol nyert ZPVE

E“PVE), Ezen korrekci6 elég nagy volt ahhoz, hogy megforditsa a relativ

korrigalt energiakra (
stabilitasat a két diad forménak, azaz az ionpar format adja stabilabbnak minden esetben.
Jéllehet az altalunk alkalmazott médszer alapveten kiillénbozik a Mladenovic és munkatarsai
altal alkalmazottél, ahol egyértelmiien hangstlyozzak az oldoszer fontossagat az ionpar forma
stabilizalasaban.

Az adatok azt mutatjak, hogy az altalunk kivitelezett ONIOM szamitasokban
alkalmazott sliriségfunkciondl modszerek nagyon hasonlé geometriai paramétereket
szolgaltatnak az S—H és a semleges imidazol oldallanc gamma protonja esetében, ugyanakkor
a B97-D modszer jelentdsen rovidebb N6—H9 tavolsagot és kicsit hosszabb Sy—Hy tavolsagot
becsiil, azaz er6sebb hidrogénkdotést josol az N6—Hy-Sy atomok kozott. A baziskészletek
méretének és mindségének hatasa itt elhanyagolhat6. Szintén érdekes, hogy ugyanezen

modszerrel adodtak a leghosszabbnak az S—H tavolsagok, mig az atmeneti allapot esetében

némiképp jobban szornak az eredmények.
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A dl és d2 tavolsagok a semleges és az ionpar diad, valamint az atmeneti allapot
esetében jO egyezést mutat a korabbi elméleti eredményekkel a papain—N-acetil-Phe-Gly-4-
nitroanilid enzim—szubsztrat komplex esetében publikaltakkal. Kiemelendd, hogy a d1I és d2
tavolsagok az ionpar formara szintén jol egyeznek szofisztikalt QM/MM-(MD) szamitasok
atlagolt értékeivel, mig a neutrdlis format illetéen jelent6sen eltérnek a Mlandenovic és
munkatarsai altal publikaltaktél. Ez utobbi eltérésre magyarazatként szolgalhat, hogy a
neutralis diad sokkal nagyobb konformaciés flexibilitassal rendelkezik, melyet a mi MD

szimulacioink is alatdmasztanak.

Az acil-enzim intermedier képz6dése

Szamitasaink aladtdmasztjak az ikerionos acil-enzim intermedier létezését, igy az
atmeneti allapotok energiait a Michaelis komplexek (MC) energiaival hasonlitottuk 6ssze.
Ellentétben eredményeinkkel Wei és munkatarsai egylépéses, elemi reakciot javasoltak a
mechanizmusra, stabil (tetraéderes) intermedier allapot nélkiil. Szamitasaikat B3LYP/6-
31G(d) szinten szamolt reakciolit modellezésre és B3LYP/6-13++G(d,p) augmentalt
baziskészlettel tortén6 energiaszamitasra és pszeudo-kotés szabadenergia becslésre alapoztak
a QM/MM szamitasok keretein beliil.

A Michaelis komplex geometriajat illet6en a kotéshossz paraméterek csupan csekély
fligg6séget mutatnak az alkalmazott elméletekt6l. Masrészt a nemkotd tavolsagok sokkal
inkabb mutatnak mddszerfiiggd eltéréseket. A leghosszabb kotéstavolsagok az Sy—C(peptid-
karbonil) és a (His159N8)H—N(peptid-amid) esetében a B3LYP modszerrel adodtak, amire
magyarazatként szolgalhat az, hogy a B3LYP funkcional nem tartalmaz megfelel6 tagot a
hosszttavi kélcsonhatasok leirdsara. A legszembetlin6bb kiilonbségek a nemkét6 tavolsagok
esetében a B3BLYP és az M06-2X mddszer 6sszehasonlitasanél jelennek meg. Osszehasonlitva
eredményeinket a Wei és munkatarsai altal kozoltekkel az N-acetil-Phe-Gly-4-nitroanilid
szubsztrat esetében kapott amid kotés hossza 1,37 A mely kissé révidebb mint az altalunk
kapott eredmények. Tovabbi hasonldsagok fedezhet6ek fel a korabban publikalt eredmények
és az altalunk kozoltek kozott a nemkoto tavolsagok tekintetében, azzal a kivétellel, hogy az
Sy—C(peptid-karbonil) kézétt tdvolsag 3,7 A-nek adodott a mar emlitett munkaban.

A papain-NMA Michaelis komplex hidrogénkotésekkel stabilizalt szerkezet, melyben
az NMA karbonil oxigénje H-hid kolcsonhatasban van a GIn19 oldallancaval, valamint a
Cys25 amid hidrogénjével. A megfelel6 orientacio kialakitdsdban a GIn19, a Trpl177 és a
Gly23 aminosavak fontos szerepet toltenek be, valamint meg kell jegyezniink, hogy a His159

imidazol gytir( és a Cys25Sy megkozelitleg egy sikban van.
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A kinyert tavolsagokbol lathaté, hogy a tetraéderes intermedier megfelel a formalis
ikerionos intermedier szerkezetnek. Ugyanakkor ezen szerkezet kiilonbozik a klasszikus
oxianionos intermediert6l, ahol a szubsztrat amid nitrogénje nem szenved koncertikus
protonalodast a nukleofil tdimadassal egy id6ben, és 1étezése egyértelmiien bizonyitott a szerin
protedazoknal. Kijelenthetd tehat, hogy esetiinkben a tiolat Sy nukleofil tdmadasa a szubsztrat
karbonil szén atomjan egy elemi lépésben torténik a hisztidin imidazélium oldallancanak
gamma nitrogénjérdl torténd protonatmenettel az NMA amid nitrogénjére. Mindazonaltal
megfigyelve a d1, d3 és d4 karakterisztikus tavolsagokat, azok elemi asszinkronitast adtak. Az
utobbi esetben a d1 (S—C) tavolsag kozel van a szerin proteazok esetében emlitett anionos
tetraéderes intermedierben (TI) feltételezhet6hoz, mig a d3 és d4 tavolsagok (protontranszfer)
értékeit illetGen azok inkabb atmeneti allapot jellegii értékek. Ez azt jelenti, hogy az atmeneti
allapot hasonlit egy olyan szerkezethez, mely 6sszekoti a mar kialakult szerin proteaz-szer(i
intermediert az ikerionos intermedierrel. Minden mas modszernél az atmeneti allapotot
féképp az S—C kotés kialakuldsa hatdrozza meg és a H—N(imidazélium) tavolsag sokkal
inkabb hasonlit a Michaelis komplexben mérhet6hoz, tovabba ezen esetek mindegyikében az
S—C kotés kialakuldsa latszélag megel6zi a protonatmenetet. A B97-D mddszer esetében
jelentdsen hosszabb S—C kotéshosszak mérhet6ek az atmeneti allapot esetében, szemben mas
mddszerekkel, fliggetleniil a baziskészlett6l. Hasonld, de joval mértékletesebb tendencia
figyelhet6 meg a tetraéderes intermedier vonatkozasaban.

Az atmeneti allapotokat és tetraéderes intermediereket jellemzéen ugyanazon
hidrogénkotések stabilizaljak, mint amelyeket mar emlitettiink a Michaelis komplex esetében.
Jelent6s kiilonbség figyelhet6 meg azonban a His159 imidazol gyftiriijének orientaci6jaban,
ami elfordul kezdeti allapotahoz képest és az N6—H kotés az NMA amid nitrogénjének
irdnyaba mutat az atmeneti allapotban, igy az imidazol gy{ir{i, mar nincs egy sikban a Cys25-
Sy atomjaval.

A B3LYP/6-31G(d,p) modszer esetében kivételes viselkedést tapasztalhatunk, mely
eltér minden egyéb esett6l. Ebben az egy esetben egy tovabbi atmeneti allapotot
azonositottunk, ami a Michaelis komplex és az ikerionos intermedier kozotti ttvonalon
talalhat6. A TS1a jelli atmeneti allapot igen hasonlé azon atmeneti allapotokhoz, melyeket
olyan modszerek esetében véltiink felfedezni, ahol valamilyen médon figyelembe vették a
diszperzios korrekciot. Azonban ebben az esetben, a TSla egy olyan intermedier
képzddéséhez vezet, amely megfelel az (oxi)anionos, szerin proteaz-szerli intermediernek, ezt
kovetben pedig kiilon 1épésben torténik az ikerionos intermedier kialakulasa.

Eredményeink alapjan belathat6, hogy a potencidlis energiafeliilet a két atmeneti

allapot (TS1a és TS1b) és kozottiik az (oxi)anionos tetraéderes intermedier (OI) kozel azonos
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energiaval foglalja el, az ikerionos intermedier (ZI) pedig jelentésen stabilabbnak adédik.
Figyelembe véve a ZPVE korrekciot az energiagat, amely elkiiloniti az anionos és az
ikerionos tetraéderes intermediereket elt(inik. Azaz ezen gatnak pusztan elméleti jelentséget
szabad tulajdonitani.

Megfigyelhetd, hogy az amid kotés felszakitasahoz sziikséges energia (TS2), mely az
acil-enzim koztiterméket eredményezi, jelent6ésen alacsonyabbnak adodik a B3LYP
madszerrel. Masrészt maga a szubsztrat szerkezete, a kémiai kornyezet és még az alkalmazott
optimalasi algoritmus is konnyedén befolyasolhatja eredményeinket, feltehetSen ezért talaltak
egy elemi lépésben végbemend reakcionak acilezési reakciot a B3LYP siirliségfunkcional
modszer alkalmazasanal.

A potencialis energiafeliiletek, melyeket B3LYP/6-31G(d,p) és M06-2X/6-31G(d,p)
modszerekkel végeztiink szintén megjésoljak az atmeneti allapotok eltérd szerkezeteit. Ezen
PES-ek alapjan vilagosan lathat6, miért volt meglehetGsen nehéz megtalalni az atmeneti
allapotokat és intermediereket a B3LYP/6-31G(d,p) mddszer esetében (és altalanossagban a
B3LYP szdmolasokndl). A B3LYP PES pdsztazéasanal a TS1a lathat6 d1 2,7 A, d3 1,8 A-nél,
valamint a TS1b esetén dI 2,26 A és d3 1,47 A-nél és az els6 koti 6ssze a Michaelis
komplexet (MC) a klasszikus oxianionos intermedierrel (OI), mig a TS1b koti 6ssze az
anionos tetraéderes intermediert (TI) az ikerionos tetraéderes intermedierrel (ZI). A
meglehetsen lapos B3LYP PES feliileten, a stacionarius pontok létezése mar csekély
geometriai perturbaciok vagy a baziskészletek valtoztatasa altal is nagy mértékben
befolyasolhat6. Ezzel szemben az MO06-2X PES sokkal szemléletesebb képet fest a
nyeregpont helyzetérdl.

A potencialis energia feliiletek pasztazasa soran nem tapasztaltunk spontan C-N
kotéshasadast az NMA szubsztratndl, igy annak érdekében hogy megvizsgaljuk ezen kotés
felhasadasanak jellemzdit, hasonldan ez el6bbiekhez kétdimenzios pasztazast végeztiink a C—
N(amid) és a Cys25Sy—C(amid), valamint az (amid)N-H6(His159) kotéstavolsagok mentén.
Erdekes moédon, az utébbi kombinaciéban a C-N kotés felhasaddsaval parhuzamosan
lejatszodott az S—C(amid) kotés kialakulasa, és az atmeneti allapot helyét ezen feliilet alapjan
becsiiltik meg. Fontos megjegyezniink, hogy a B3LYP modszer esetében a C—-N kotés
jelentésen megnyult (>2,0 A), mely szintén magyarazhatja az egy elemi lépésben lejatsz6do
acilezési 1épést add korabbi eredményeket.

Harrison és munkatarsai altal kivitelezett hibrid QM/MM szamitasok alapjan,
majdnem tokéletesen szinkronban van egymassal az Sy atom nukleofil tdmadasa és a proton
transzfer (B3LYP/3-21G*:AMBER). Kozel szinkronfolyamatot talaltak Wei és munkatérsai is

ugyanezen esetben az altaluk publikalt atmeneti allapot geometriaja alapjan (B3LYP/6-31+
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+G**:AMBER). Az eltérés ezen irodalmi eredmények és az altalunk publikaltak k&zott
feltehet6en az alkalmazott elméletek, az eltér6 modellek és az eltér6 QM/MM particionalasi
sémak kiilonbozdségében lelhetd fel. Ahogyan azt emlitettiik, ezen részletek kdnnyedén
befolyasolhatjak megfigyeléseinket. A masodik atmeneti allapot, mely 6sszekoti a tetraéderes
intermedier és az acil-enzim intermediert, jelentdsen lazult C-N kotést tartalmaz (~2,0 A),
ami modelliinkben a hasitandé peptidkotés megfelel6jének tekinthet6 az NMA szubsztrat
jelenlétében. Meg kell emliteniink hogy a B97-D mddszer esetében a legkisebb alkalmazott
baziskészlettél (6-31G(d,p)) eltekintve, minden mas esetben figyelemremélté eltéréseket
tapasztaltunk. Szintén fontos az is, hogy a B3LYP modszer esetében jelentésen alacsonyabb
aktivalasi gatat kaptunk az acilezési 1épés utolsé részfolyamatdra. Mindazonaltal az acil-
enzim képzédésére az eredményeink nagyon hasonléak. Altaldnossdgban véve a B97-D
modszer, baziskészlettdl fiiggetleniil némiképp hosszabb S—C tavolsagot adott, mas
modszerekhez képest, ugyanakkor a B3LYP mddszer esetében voltak tapasztalhatoak a
leghosszabb tavolsagok, mig mas moddszerek, kivaltképp az M06-2X jelent6sen révidebb
tavolsagokat adott. Ezen megfigyelés magyarazhato azzal, hogy a B3LYP modszer nem
tartalmaz hosszitavu elektron-elektron kicserélédést figyelembe vevd tagot. Eredményeinket
dsszevetve Wei és munkatarsai altal kozoltekkel, jelentésen révidebb d4 tavolsagot (2,09 A)
kaptak, mely erdsebb hidrogénkdotést sugall az NMA amid hidrogénje és a hisztidin N6 atomja
kozott.

Az aktivalasi energidk tekintetében altalanos kovetkeztetés vonhaté le, miszerint az
acil-enzim képzddése, azaz az els6 elemi 1épés determindlja a folyamat sebességét. A szamolt
ZPVE-korrigalt energidk ~10-13 kcal mol™ tartomanyban vannak, az alkalmazott médszert6l
fligg6en. Minden esetben azt talaltuk, hogy az ikerionos intermedier kevésbé stabilabb a
Michaelis komplexnél. Az acil-enzim intermedier képz6déséhez vezet6, masodik atmeneti
allapot, sokkal kénnyebben végbemehet, mint az els6 1épés. A képzodott acil-enzim + metil-
amin rendszer teljes energidja pedig magasabb a kiindulasi komplex energiajanal. Ez
onmagaban azt jelenti, hogy a reakci6 el van tolva a reaktansok iranyaba, ugyanakkor
feltételezhet6, hogy élettani koriilmények kozott specifikus kdt6helyek hianyaban a képz6d6
amin termék gyorsan disszociél az enzim feliiletérél, mely az acil-enzim termék irdnyaba tolja
el a reakcié lefolyasat.

Figyelembe véve a korrelacios és kicserélddési tagokban alkalmazott paraméterek
szamat, melyeket a B97-D, ®B97X-D és MO06-2X mddszerekben alkalmaztak, nehéz
megmagyarazni az energidk és a geometriak tekintetében kapott eltéré eredmények forrasat.
Mindazonaltal éltalanos megfigyelés, hogy a B3LYP mddszer minden esetben jelentésen

hosszabb nemko6t6 atomok kozotti tavolsagot adott, mely a mar korabban emlitett, hosszu tava
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kolcsonhatasokat megfelel6en figyelembe vevé korrelacids és kicserél6dési tagok hianyanak

tudhaté be, ezen tul a kémiai kotések tekintetében hasonldsagok fedezhet6ek fel.

Az acil-enzim intermedier hidrolizise

Az acil-enzim intermedier képz6dése utan a kovetkez6 1épés, annak hidrolizise. Ezen
reakcio vizsgalata soran az acilezési 1épés metilamin termékének metil csoportjat
eltavolitottuk, és a megmaradt, csonka amino csoportban a nitrogén atomot oxigénre
cseréltiik, azaz egy viz molekulat alkalmaztunk. A tadvolsagok, melyeket felhasznaltunk a
hidrolizis kovetésére az S—-C (d1), O(viz)-C (d2), H(viz)-O(viz) (d3), és a H(viz)-
N(imidazol) (d4) tavolsagok voltak. A B3LYP és B97-D modszerek esetében csupan csekély
mértékben néttek meg az S—-C és C-O tavolsagok. Ezen paraméterek egyike sem mutatott
jelentGs fligg6séget az alkalmazott baziskészletek minGségétol.

Azon atmeneti allapotot (TS) illetden, mely az acil-enzim—viz komplexet (C)
Osszekoti a papain—ecetsav komplexszel (P), tulajdonképpen nagyon hasonlé eredményeket
kaptunk a geometridkat illetGen. A szamolt atmeneti allapotokra a d2 tavolsagok esetében mar
emlitettem azok némiképp hosszabb voltat. A d3 kotés felhasadas és a d4 kotés kialakulas
esetében tulajdonképpen azonos eredményeket kaptunk, csupan az wB97X-D moddszerrel
szamoltunk kissé rovidebb d3 tavolsagot a d4-hez képest.

A szamolt PES-ek B3LYP/6-31+G(d,p) és M06-2X/6-31+G(d,p) elméleti szintek
esetén szinkron reakciot ad a d2 és d4 tavolsagok alapjan, mig a TS geometriaknal a dI
tavolsag csekély mértékben hosszabb, mint a reaktansokban. Az S—-C (d1) kd&téshasadas
spontan bekovetkezik révidebb d2 és d4 tavolsagoknal. Mivel bels6 reakciokoordinata
(Intrinsic Reaction Coordinate, IRC) szamitasokra nem volt moédunk, igy manudlisan
ellendriztiik azt, hogy a kapott atmeneti allapot valéban 6sszekéti-e a kiindulasi komplexet a
termékekkel. A geometriaoptimalasok a TS el6tti pontbdl kiindulva a kiindulasi acil-enzim—
viz komplexhez, mig a TS utani pontokbo6l kiindulva papain—ecetsav komplexhez vezettek

Ezen adatok alapjan egy elemi 1épésbdl allo reakcioé irhat6 fel, melyben az O(viz)-
C(karbonil) és a H(viz)-Né(hisztidin) kotések kialakulasa megel6zi az S—C kotés hasadasat. A
termék geometriak tekintetében szintén nagyon hasonl6 eredményeket kaptunk, melyek koziil
a B3LYP modszerrel végzett szamitasok ismét kissé eltértd eredményeket adtak a nemkotd
tavolsagokat illetGen.

Korabbi eredmények arra utalnak, hogy a reakcié két kiilonallé 1épésbol all,

ugyanakkor ezen eredmények alapjan a masodik részlépés aktivacids (szabad) energidja,
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rendkiviil alacsony, valamint az els6 részlépés atmeneti allapota és az altalunk kozolt
eredmények kozott hasonlosag figyelhetd6 meg. Az O(viz)-C(karbonil), O(viz)-H(viz) és a
H(viz)-N§(hisztidin) tdvolsagok 1,68 A, 1,16 A és 1,32 A-nek adédott Wei és munkatarsainak
munkajaban, melyek j6 egyezést mutatnak a d2, d3, d4 tavolsagokkal. A masodik részlépés a
S—C koétéshasadashoz tartozik, ami a mi esetiinkben nem spontan kévetkezett be.

Az atmeneti allapotok energiai az alkalmazott stirliségfunkcional modszerekkel a ~10-
14 kcal mol™ tartomanyba estek. Altaldnossiagban véve a legnagyobb baziskészletekkel
szamoltuk a legmagasabb aktivalasi gatakat, illetve az is belathat6, hogy a termékoldali
komplex energiaja mindig magasabb, mint az acil-enzim—viz komplex energiaja. Ahogyan azt
emlitettiik az acilezési 1épés esetében, nem vizsgaltuk sem az explicit szolvens hatasat, sem
pedig az ecetsav eltavozasat a szamolt reakcio energetikajara vonatkozoan.

Az acilezési és a dezacielzési reakcidkat Osszehasonlitva a sebességmeghatarozo
lépésekhez tartozo aktivalasi gatak dsszemérhet6ek, de a dezacilezési 1épés kissé magasabb
aktivalasi gattal rendelkezik. Altalanosan elfogadott, hogy az amid kétés hidrolizisének
sebességmeghatarozd lépése az acilezési lépés szemben az észterhidrolizissel, melynél a
dezacilezési 1épés a sebességmeghatarozd. A kevés cisztein-proteazok teljes mechanizmusat
vizsgalo elméleti munka alapjan, valoban 6sszemérhetd gatakkal bir eme két részlépés.

Alkalmazva az Eyring-Polanyi egyenletet a k.. értékekre (melyek tipikusan az 1-50 s™
tartomanyba esnek, szubsztrattdl, hOmérséklett6l és mas paraméterektdl fiiggden), 310 K
hémérsékleten és a transzmisszids egyiitthatét egységnyinek véve az aktivacios
szabadentalpia 15,8-18,1 kcal mol™* kozéttinek adédik. Feltételezve, hogy sem az entrdpia,
sem pedig az entalpia pAV tagjanak nincs jelentds hozzajarulasa, ezen értékeknek kozel kell
lennie az aktivalasi gatakhoz. A reakciokinetikai paraméterekbdl szarmaztatott aktivacios
energidk, vagy szabadentalpidk az ~5-18 kcal mol™ tartomanyba esnek. Ezen értékek
szarmaztathatoak a k. sebességi allandokbdl, az Arrhenius egyenlet segitségével és az
altalanos atmeneti allapot elméletb6l. Tehat a nyilvanvalo és sziikségszerli egyszeriisitéseink

ellenére, a modell rendszereink alapjan szamolt értékek megbizhatonak tekinthet6ek.

A FXIII-A; és TG2 aktivdcioja

A molekuladinamikai szimuldciok eredmények

Tekintettel a XIII-as véralvadasi faktor aktivaciéjanak bonyolult voltara, olyan
megkozelitést alkalmaztunk a munka soran, minek segitségével elkiilonithetGen targyalhatoak
azon jelenségek, melyek hozzajarulnak az aktiv enzim létrejéttéhez, kiindulva a zimogén

szerkezetekbdl (i/a,b) a thrombin altal aktivalt forman at (ii/a-d) azon elméleti jelentséggel
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bir6 szerkezetig, melyben az aktivaciés peptidek (AP) mar disszocialtak a homodimer
felszinérdl (iii/a-c).

Altalanossagban elmondhaté, hogy a kalciumionok jelenléte noveli az RMSD
értékeket minden esetben, a referencia modell szimulaci6ja soran kapott értékekhez képest.
Ugyanakkor érdekes, hogy az 50 mM Ca®* koncentracié nem befolydsolja szdmottevéen a
fehérjék dinamikai sajatsagait, noha ezen rendszerek (i/b, ii/b) sokkal lassabban konvergéalnak
a 2,5 A -6s végs6 RMSD érték felé, mint barmely mds. Nem zarhat6 ki, hogy sokkal hosszabb
id6skalan komolyabb szerkezeti valtozasok is végbe mennének, azonban erre nem talaltunk
kozvetlen bizonyitékot. Elmondhato, hogy az i és ii szimulacios csoportok modellrendszerei
alapvetden hasonl6 dinamikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, melynek gyokere az aktivacios
peptidek jelenlétében keresendd. A kalciumionok jelenlététdl fiiggben azonban jelentsen nott
minden esetben az N-terminalit tizenhét aminosav fluktuacioja.

Ez a megfigyelés fontos abban a tekintetben, hogy az egyik monomer Argll1 és Argl2
aminosavai egy mély {iregben talalhatdak, melyek a masik alegység negativan toltott
aminosavainak oldallancai altal (Asp343, Asp345, Asp367, Glu401) meglehetdsen erds séhid
kolcsonhatasokat jelentenek. Az aktivacios peptidek disszociacidja a dinamikai idéskalan
feltehetGen a ritka események korébe tartoznak, jollehet kisebb véltozasok megfigyelhet6ek
példaul a ii/c modell esetében, de az AP-k teljes disszociaci6ja nem volt megfigyelhet6. A 2
Hs hosszisagu szimulacidk esetében, ahol az aktivacios peptideket eltavolitottuk (iii/a-c),
mindhdrom esetben emelkedtek az RMSD értékek, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az
aktivaciéos peptidek f6 szerepe az intakt dimer szerkezet fenntartdsa az aktivacio
bekovetkezéséig. A forgasi (girdcids) sugarak (rg:) tekintetében szinte kivétel nélkiil minden
rendszer hasonlé értékekkel rendelkezik, a szimuldciék sordn atlagos értéke 36,90 + 0,1 A
volt. A lanconként szamitott értékek megtalalhatéak a fiiggelékben. A fluktuacidk tekintetében
szamos 1égié azonosithatd magas lokalis fluktudcioval, azonban ezek j6 része hurok régio,
vagy az aktivacios peptid N- vagy C-terminalisahoz térben kozeli szegmens. Kiemelend6
azonban négy régio, melyek rendre a Val274-Asp280, Met350-Trp370, Ile440-I1e460 és
Pro505-Arg515 aminosavak kozott talalhat6. Az utolsé harom régié térben egymashoz kozel
talalhato, melyb6l a Met350-Trp370 és az [le440-11e460 harom antiparallel béta-redoben,
illetve egy rendezetlen hurokban van. A hurok kézvetlen kapcsolatban all a masik monomer
aktivacios peptidjének N-terminalisaval (tobbek ko6zott biztositva a mar emlitett séhidat
képzd, negativan toltott aminosavakat), mig az Ile440-11e460 térben szomszédos a Pro505-
Arg515 hurokrégiéval, amelynek N-terminalisan taldlhaté hélix szerkezet szolgaltatja a f6
kalciumkot6hely aminosavait, igy egyfajta allosztérikus utvonal feltételezhetd ez alapjan.

Fiiggetleniil attol, hogy a korabban javasolt és a krisztallografiai eredmények altal sugallt
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aktivacié soran bekdvetkez6 nagy konformaciés valtozdsok koziil melyiket tartjuk
elfogadottnak, a Met350-Trp370 és az Ile440-Ile460 aminosavak éaltal kozrefogott régiok
mindkét esetben alapvet6 fontossaggal birnak, mivel ezekkel szomszédos az 1-es [-hordd
domén, melynek elmozdulasa nem csak az FXIII-A, esetében kisérletileg alatamasztott, de a
szoveti transzglutaminaz esetében is dokumentalt. Az aktivacids peptid nélkiil végzett
szimuldciék sordn ezen fluktudci6k még inkabb megnének, mely bizonyitani latszik azon
hipotézist, hogy kiemelt fontossagot kell tulajdonitsunk ezen régioknak.

Kovetve azon elképzelésiinket, hogy lépésenként targyaljuk az egyes faktorok
jelentdségét, a szoveti transzglutaminaz példajan megvizsgaltam a kalciumionok és a GDP
egyedi és egyiittes hatasat is. A GDP nélkiil kivitelezett szimulaciok esetében nem talaltunk
jelentds kiilonbséget az RMSD és gy, értékek iddbeli valtozasa kozott, azonban figyelembe
véve a GDP jelenlétét az alabbi tendencia fedezhet6 fel: iv/a ~ iv/b > iv/d > iv/c. Az, hogy a
GDP jelenlétében jelent6sen csokkent az RMSD, 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel,
hogy a GDP (zart) forma inaktiv, azaz transzglutamindz aktivitdssal nem rendelkezik. A
kalciumionok hatdsdra azonban az RMSD megnd, tehat az in vivo aktivaciot kivalto Ca*
ionok jelenléte befolyasolja a fehérje dinamikajat. A giraciés sugarak vizsgalata soran
jelentdsebb eltérés lathaté ez utébbi esetben. Hasonlo kovetkeztetések vonhatok el a iv/e
(4PYG) modell szimulacioja alapjan, azonban ki kell emelni, hogy bar ezen szerkezet
tartalmazza a nativ Val224 aminosavat, de emellett harom pontmutdcid is jelen volt, melyek a
GIn186Glu, Thr533Asn, Val655Leu aminosavakat érintik.

A 650 ns utan az RMSD-ben bekovetkezett valtozashoz, ezen mutaciok
hozzajarulhatnak a kondenzélt fazisban toérténé szimuldcié sordn, azonban a giracios sugér
alapjan elmondhat6, hogy a fehérje nem szenvedett komolyabb wvaltozast, megtartotta
feltekeredett szerkezetét. Az FXIII-A, esetében kiemelten nagy fluktuaciokkal bir6 régiok a
TG2 esetében is megfigyelhet6ek (Ile313-Asn333, Val401-Val422, Asn460-Thr471), mely
egyrészt az igen hasonl6 masodlagos- és harmadlagos szerkezetnek tulajdonithat6, masrészt
hangstlyozza ezen szegmensek fontossagat az aktivacioban bet6ltott szerepiikre vonatkozdan.
A fluktuaciok valtozasanak tovabbi targyalasanal az egyes szimulaciok kozotti kiillonbségekre
fékuszaltunk.

Ahogyan a fluktuaciok kozotti kiilonbségekbdl lathato, a legtobb nagy eltérés a -
szendvics domént érinti, ahol szamos magas fluktuaciéval rendelkez6 régio talalhato,
melyeknek feltehet6en nincs jelent6sége az aktivacio soran (Leul2-Lys30, Gly64-Gly72,
Leu79-Asp87). Az Arg240-Tyr245 régié fluktudcidja kalcium jelenlétében megnd, ami olyan
szempontbol érdekes megfigyelés, hogy az aktiv hely Cys277 aminosava ezen rendezetlen

hurok régio takarasaban talalhat6, valamint egy kalciumkotOhely taldlhatdo az Asp232 és
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Asp233 aminosavaknal, igy ez a kot6hely indukalhat valtozasokat a kot6hely kozelében
amely hatassal lehet a B-hord6 doménekre is. A Thr343-Glu352 kozotti hurokrégid szintén
nagy fluktuaciot mutat, de csupan a kalcium és GDP jelenlétét nélkiil6z6 esetben. Abban az
esetben ha kalcium is jelen volt a szimulacios rendszerben, ez a hurok rogzitve lett, igy
fluktuaciéja csokkent. Az Asn460-Thr471 régié tekintetében az aldbbi magyarazat adhato:
ellentmondasos, hogy az FXIII-A,-ben a f6 kot6helyeket az Asp438, Gly457, Glu485, Glu490
aminosavak biztositjak és ezen aminosavak majdnem teljesen konzervaltak maradtak a TG2-
ben is (Asp400, Ser419, Glu447, Glud452), azonban mégsem tudtunk megfigyelni
kalciumkotdést ezen a helyen. Az nyilvanvald, hogy az Thr449-1le460 aminosavak kozotti 3-
szalag rendezetlen a TG2-ben (Ser411-Val422), tovabb az is lathatd, hogy a kot6zseb altal
biztositott zseb sokkal tagabb, mint az FXIII-A, esetében. Ezen feltételezett hélix mogotti
kotéhely helyett egy masik hely keriilt azonositasra a hélix alatt, mely tulajdonképpen lefelé
htizza az Asn460-Thr471 hurok régiét. A fluktuacidk valtozasanak jelent6sége lehet a hordd
domének helyzetének, az aktivacio soran bekovetkezd valtozasanal, hiszen az emlitett hurok
régio nagy valdsziniiséggel vesz fel egymenetes a-hélix konformaciot, ami indukalhatja az 1-
es B-hord6 kotéhely irdnyaba torténd elmozdulasat, tovabba, mindkét hordé domén fejjel
lefelé torténé elmozdulasat, azaz az atmenetet a nyilt konforméaci6 iranyaba. Ezen hipotézis

illeszkedik a svajci bicska-szerti konformdciés aktivacié elméletébe.

A kalciumkétédés vizsgdlata

Ahogyan azt korabbi tanulmanyok soran mar igazoltak, az FXIII-A, alegységenként
egy er0s kotohellyel rendelkezik. Szamos szerkezet elérhetd a protein adatbankban
(http://rcsb.org) ahol két vagy harom vegyértékii kationok vannak jelen a homodimerhez
kotédve (1GGU, 1GGY, 1QRK, 1EVU). Ezen tanulmanyok alapjan a dimer egy Ca** vagy
Sr** iont kot alegységenként ugyanazon kotGhelyen (Asp438, Gly457, Glu485, Glu490),
mindazonéltal az itterbium(IIl) esetében végzett kisérletek soran nyolc kotott Yb** kertilt
azonositasra harom kiilonb6zd, részben aszimmetrikusan elhelyezkedd kotShelyen (4 Yb** az
A/B lancok Asp270, Asp271, Glu272 aminosavai altal; 2 Yb** a B lanc Asp438, Glu485,
Glu490 aminosavaindl; 1 Yb®" az A lanc Asp438, Glu485, Glu490 aminosavaindl és 1 Yb*" -
az A lanc Asp574, Glu585 aminosavai altal). Meg kell emliteniink, hogy a 4KTY
rontgenszerkezetben, mely a nyitottnak vélt (aktiv) konformaciénak felel meg, harom kotott
Ca* taldlhat6. Ezen kalciumionok koéziil egy, az itterbiumkotédés esetében mar korabban
azonositott helyen az Asp270, Asp271 aminosavaknal talalhat6. Ezen aminosavak egy hélix

C-terminalisanal talalhatoak és maga a kotGhely ismert a TG3 esetében is. Miutan a
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krisztallografias tanulmanyok soran hasznalt kationok vdW sugara kozel megegyezik (~200
pm) igy feltételezhet6, hogy a dimer Asp270, Asp271 aminosavai, valoban képesek kotni
kalciumiont vagy ionokat, jollehet ezen kitGhely jelentGségét és funkcidjat részleteiben eddig
nem targyaltak.

Molekuladinamikai szimulacioink alapjan szamos lehetséges kotohely kertilt
azonositasra, tobbségiik térben kozeli vagy szekvenciaban egymast kdvetd savas aminosavak
altal kialakitott felszini kot6helyként keriilt azonositasra. Annak érdekében, hogy kiszlirjiik a
gyenge és atmeneti kotShelyeket, a kovetkezd kivalasztasi kritériumot allitottuk fel. Az
kalciumionokat akkor tekintettiik kotottnek, ha azok a megfelel6 negativ toltésii oldallanc
karboxilat szén atomjahoz képest 4,5 A tavolsdgon beliil voltak talalhatéak, a teljes
szimulacids id6 legalabb 5 %-aban. A kalciumkotddések szamszertien teljes részletességiikben
megtalélhatéak az értekezés alapjéul szolgalé kozlemény kiegészitésben. Ertekezésemben
csupan azon kot6helyek részletes vizsgalatara szoritkozok, melyek elsGsorban konzervalt
kotohelyeket jelenthetnek az FXIII-A, TG2 és TG3 enzimek vonatkozasaban.

A kalciumkot6dés vizsgalatanal mind az 1GGU (2 db kétott Ca*), 1F13 (nincs kotott
kalciumion jelen) szerkezetek vizsgalatat egyforman fontosnak gondoltuk. Ki kell emelnem,
hogy bar az 1F13 szerkezet nem tartalmazott kotott kalciumot az ii/c szimulacio esetében az
egyik alegység f6 kot6helye néhany 10 ns szimulacids id6 elteltével betoltédott és az ion
kotve maradt a szimulacié soran, ugyanakkor a masik alegységnél nem detektaltam kotodési
eseményt. Egy kordbbi 2 ps hossziisagi szimuldcioban, melynél a titralhat6 aminosavak
protonaltsagat nem vettiik figyelembe 7,4 -es pH-n — ugyanakkor egyéb paramétereiben
megegyezett az ii/c -vel — azt taldltuk, hogy az A lanchoz tartoz6 f6 kot6hely 500 ns
szimulaciés id6 utdn, mig a B lanchoz tartozé f6 site 900 ns utan bet6lt6dott. Fontos
megemliteni, hogy ebben a szimuldciéban az alegység szomszédos Asp270, Asp271
aminosavai két kalciumot is képesek voltak kotni a Glu272 hozzajarulasaval, ami késobb a
protonaltsagi fok szamitasa soran protonéltnak adodott. A lanconként f6 kotShelyek eltérd
mértékben tortén6 betoltddésére kézen fekvé magyarazat lenne az, hogy a Pro505-Arg515
hurokrégio félanconként eltéré konformacioban van jelen. Ezen régiék hianyoztak az 1GGU
szerkezetben, igy jelentOségiik vizsgalatanak céljabol azok ugy keriiltek modellezésre,
ahogyan az 1F13-ban talalhatéak. Az ii/a szimulaci6 soran azt talaltuk, hogy ezen
hurokrégiok konformaciojanak nincs jelent6sége a kalciumk&t6dés szempontjabol, legalabbis
a krisztallografiai szerkezetben. Azaz a kalciumok helyzete véltozatlan maradt az 1 ps-os
dinamika soran. Még részletesebben megvizsgalva ezen hurokrégiok masodlagos szerkezetét,
azt taldltuk, hogy nincs osszefliggés a kot6dési események és a Pro505-Arg515 régid

konformacioja kozott.
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Az 1GGU-ban modellezett hurok régidk, szinte tokéletesen megorizték
konformacidjukat, azaz egyikiik teljesen rendezetlen, masikuk gyakorta vesz fel egymenetes
hélix elrendezddést, ami sokkal szembetlinébb a DSSP analizisben, tovabba a k&t6helyek
geometridja kozott nincs szamottevd kiilonbség. Ezen informacidk alapjan nehéz megjosolni,
hogy in vivo lehet-e kiemelkedo jelent6sége ezen hurokrégioknak az FXIII-A, aktivaciojaban,
miutan a Pro505-Arg515 régié a koti 6ssze a katalitikus kdzponti és az 1-es f-hordé domént.

Fontosnak talaltuk megvizsgalni azt, hogy az ii/c esetében miért nem detektaltunk
kotédést a B lanc féhelye esetében, ezért az ii/c szimulacié utolsé pillanatképébdl kindulva, a
kotott kalcium megtartasaval tjraszolvataltuk a rendszert, 100 mM Ca** jelenlétében, majd az
elokészitési 1épéseket kovetden 17x25 ns szimulaciot inditottunk, eltérd kezdeti sebességeket
alkalmazva. Azt talaltuk, hogy egyetlen esetben 11 ns utan a B lanc f6 kotdhelye is
betoltédott. Igy feltehetSen a latens preferencia a f6 kotShelyeket illetéen csupan a dinamika
sztochasztikus természetének és az ionok véletlenszer(i elhelyezésének tulajdonithato.

A masodik kotohely, mely szinte minden esetben betoltéttnek wvolt tekinthetd
szimulaciéinkban az alegységek Asp270 és Asp271 aminosavainal talalhat6. Korabbi
tanulmanyok alapjan ismert volt, hogy ezen a kotShelyen taldlhatéak koétoétt Yb** ionok,
valamint az aktiv (4KTY) monomer szerkeztben egy kalciumion is fellelhet§ az Asp270 és
Asp271 aminosavaknal, tovabba a TG3 szerkezetben (PDB ID: 1NUD, szintén monomer) is
talalunk itt kalciumot. Eredményeink azt sugalljak, hogy ezen a helyen mindig talalhat6 a
kotéshez hozzajarulé aminosavak protonaltsagi fokatol (Glu272) és a kalcium koncentraciotol
fligg6en legalabb egy kalcium.

Eréfeszitéseink ellenére ezen kot6hely szerepe az aktivacioban tovabbra is homalyos
maradt, ugyanakkor egyrészt meglehetsen kozel talalhaté az alegységek kozott talalhato
sohid hal6zathoz, masrészt ezen site-ok kozvetlen kapcsolatban vannak a Ser278-Gly294
hurok régioval, amely kijel6li a katalitikus tireg hatarat és amely részben kapcsolatban van a
1-es B-hordé doménnel. Az utébbi megéallapitas érvényes a TG3 és a TG2 esetében is.

A 4KTY és az INUD szerkezetek alapjan rendelkezésre all6 szerkezeti informaciokbol
lathatd, hogy egy olyan kotéhely is taldlhaté (Asp343, Asp345, Asp351, Asp367), amely az
FXIII-A, (zart) szerkezetben az aktivacios peptid altal oldoszer molekulaktdl és ionoktol el
van zarva. Az ionkotésért felelés oldallancok kozil az Asp343 és az Asp367 séhid
kolcsonhatasban all a masik alegység aktivaciés peptidén talalhato Argll és Argl2
aminosavakkal, mig az Asp345 és az Asp351 meglehet6sen tavol van a masik két aszpartattol,
igy konformdcios valtozasok sziikségesek ahhoz, hogy ezek valéban kothessenek kalciumot.

Az aktivacios peptid jelenlétében végzett szimulaciok igy alkalmatlanok arra, hogy

ezen feltételezett kot6hely szerepét vizsgaljuk. Az iii/b szimuldciéban, ugyan az AP-ek mar
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nem voltak jelen, de mégsem tudtuk ezen kotOhelyet teljes egészében megfigyelni, csupan az
A lanc esetében detektaltunk kalciumkotddést az Asp343 és Asp345 aminosavaknal. Ahogy
azt mar emlitettiik, a rendkiviil magas 1000 mM Ca*" koncentraci6 jelenlétében (iii/c),
nagymértékii alegységmozgas figyelhetd meg, ebben az esetben mindkét lancban
detektalhatunk 250 ns utan kalciumokat az emlitett négy aszpartat hozzajarulasaval, valamint
szinte minden gyengébb kotohely bet6ltddott. Feltételezhetd tehat, hogy ezen kit6hely csupan
akkor valik fontossa, ha mar az aktivacios peptidek disszocialtak a dimer felszinér6l. Az
alegységek elfordulasa feltételezhet6en osszefiiggésben all azzal, hogy a nagy ionerdsség
letori az alegységek kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasokat, mig a [(-hordé domének
elmozdulasa nem volt megfigyelhetd, tovabba az sem vilagos, hogy mi indukalja a figyelemre
méltéan nagy elmozdulasukat. Hangsulyoznunk kell az Asp472, Glu631, Glu720, Asp722
aminosavak altal definidlt kotShely jelent6ségét, mely tulajdonképpen a [(-horddk és a
katalitikus kdzponti domén kozott teremt kapcsolatot.

Fontos kérdés lehet, hogy az egyszerisitett molekulamechanikai paraméterek vajon
mennyire képesek pontosan prediktalni a kalciumionok kotddését. Ezért ugy dontottiink, hogy
az ii/c szimulacié utolsé szerkezetébdl kiindulva, a kotott kalciumokat megtartva, “multi-site”
ionmodell segitségével megvizsgaljuk a kialakult k&t6helyeket és 50 ns hossziisagi NpT
dinamikat futtattunk. Eredményeink alapjan egyértelmiien latszik, hogy az 1 ps hossztisagu
dinamika soran kialakult kot6helyek, megtartottak jelentdségiiket a “multi-site” ionmodell
alkalmazasaval is, ezen szimulacié utols6 képe, a koordinal6dé vizekkel egyiitt, megtalalhatd
a disszertacio alapjat képzd publikacio kiegészitésében. Megemlitenénk, hogy a 4KTY
szerkezet segitségével végzett FXIII-A° szimulaciéban 6t kotGhelyet talaltunk, melyek szinte
folyamatosan kotottek kalciumot a dinamika soran, ez alapjan jelent6ség tulajdonithat6 nekik,
az aktivacio valamely fazisaban, ugyanakkor a zimogén és hasitassal aktivalt szimulacids
modellek esetében ezen kotOhelyek koziil kett6 (Asp138, Glul39 or Glu355, Glu356,
Asp357) gyengének adddott, illetve a rendelkezésre all6 informdacidk alapjan nem tudtunk
kiiléndsebb szerepet tulajdonitani nekik.

A szoveti transzglutaminaz esetében végzett iranyitott mutagenezis kisérletek alapjan,
sikeresen meghatarozasra keriilt 6t kot6hely a hatbol. A kisérletek részben szerkezeti
homologia, részben pedig a feliileti elektrosztatikus toltéseloszlas éltal definidlt negativ
toltésli centrumok alapjan lett megtervezve. A koriiltekintd munka ellenére, ezen kisérletek
alapjaul statikus krisztallografiai szerkezet szolgalt, mely csupan egy olyan szerkezet
szorasképébdl adddott, mely feltehet6en egy alacsony energiaval bird, igy nagy szamban
betoltott részét képezi a valodi sokasagnak. Annak ellenére, hogy a molekuladinamikai

szimulacidk altal leirhaté id6tartomanyt behatarolja a szimuladlni kivant rendszer mérete,
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valamint az elérhet§ szamitasi er6forrds, a modszer minden kétséget kizardan alkalmas
modszer az olyan atomi jelenségek vizsgalatara, melyeket kisérletes uton, valos id6ben és
megfeleld felbontasban igazolni masképp nehezen lehet. Mivel hasonléan részletes
mutagenezis kisérletek nem érhetéek el az FXIII A alegysége esetében, igy idealis
valasztasnak tlint kihasznalni a szdveti transzglutaminaz esetében elérhet6 kisérletes adatokat
és kozvetleniil 6sszevetni azokat a dinamikai szimulaciéink eredményeivel. Ahelyett, hogy a
kalciumko6tddés eseményeit abrazoltuk volna, itt a megfelel6 oldallanc karboxilat szene és a
legkdzelebbi kalcium tavolsaga kertilt abrazolasra.

A kotott GDP-t tartalmazé szoveti transzglutaminaz (iv/d) esetében kapott eredmények
a 15. Abran lathatéak, a kétShelyek proteinen valé elhelyezkedése pedig a 16. Abran lettek
feltiintetve. A statikus modellezés alapjan végzett in vitro kisérletek eredményeit dsszevetve a
molekuladinamikai szimulaciok eredményeivel szembeting kiilonbség, hogy legalabb két
olyan kotohely talalhatd, melyeknek az aktivacioban betoltétt relevanciaja kérdéses. Ezen
kot6helyek jelent6sége mérséklédik a GTP kotott forma (iv/e) vizsgalatanal, ugyanakkor
teljesen elvetni nem lehet jelentGségiiket, mivel a nyilt (aktiv) TG2 esetében végzett
szimulaciéban (v/b) is részben megfigyelhet6ek.

A kisérleti eredményekkel ©6sszhangban az S1 kotShely a dinamikai szimulaciok
esetében is igazolva lett, kivételt képez ez aldl a iv/b (GDP nélkiili) 2 ps -os szimulacio,
melynek soran nem sikeriil kotodést detektalni. Ezen kotShely az Asp232, Asp233
aminosavak hozzajarulasaval alakul ki és megfelelnek az Asp270, Asp271 aminosavaknak az
FXIII-A szekvenciajaban, tovabba szintén ismert kot6hely a TG3 esetében.

Az S2A és S2B kotohelyet illetGen lathato, hogy a Glu396 aminosav oldallanca a
katalitikus centrum domén belseje felé orientalodik, igy teljesen temetett. Ezen aminosav
mellett az S2A kot6hely egy masik negativan toltott aminosava az Asp400. Az iv/a-d
szimulaciok esetében az Asp400 Cy és a Lys464 N atomok kozotti tdvolsag 5,55 + 1,25 A
atlagosan, mely nem vaéltozik szamottevGen a dinamikai szimuldciok folyaman.
Osszehasonlitva ezt az értéket a ii/a-d (FXIII-A,’) esetekben a megfelel§ aminosavak kozotti
tavolsag 6,25 + 1,30 A, igy a jelentSsen révidebb tavolsag felfoghato tigy, mintha az Asp400-
at a Lys464 blokkolva tartana, igy az mar nem lesz alkalmas arra, hogy részt vegyen a
kalcium kotésében.

Az S2A és S2B kotbhely helyett egy 1uj zseb keriilt azonositasra, mely magas
betoltottséggel rendelkezik. Ezen feliileti zseb a Glu381, Glu451 és Glu454 aminosavak altal
alakul ki és betoltottsége kozel folyamatos. Egy masik — szintén kordbban ismeretlen —
kotohely alakulhat ki a Glu381, Asp408 és Asp409 aminosavak hozzajarulasaval. Meg kell

emliteni, hogy az aktiv forma szimuldci6jaban az Asp581 is részt vesz ezen kotOhely
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kialakitasaban, valamint a $-hord6 1 és B-hord6 2 domének elmozduladsa szintén sziikséges,
hiszen a zart formaban az Asp581 ~30 A tavolsadgra helyezkedik el a masik harom
aminosavtol. A 460-as loop régio Glu467, Glu469, Glu470 aminosavai gyenge affinitast
mutatnak, de a “multi-site” ionmodell alkalmazasa mellett is kozel talalhaté a kotott kalcium
a Glu467 és Glu470-hez.

Az S3A és S3B kot6zsebeket egy-egy negativ toltésii oldallancal bir6 aminosavakbdl
altal determinalt és valéban mindkét aminosav részt vesz ugyanazon kalciumion kotésében,
valamint néhany esetben a Glu363 is részt vesz az ion kotésében. A negyedik kot6zseb (S4) az
Aspl151 és Glul58 kozotti régio 6t negativ toltésti oldallanccal rendelkezd aminosavat
tartalmaz és ez a kot6hely kozel talalhatéo az S5-héz. Szimulacioink alapjan az Asp151 és
Glu155 hozzajarulasaval valoban kialakulhat megfelel6 kot6hely.

A mar kordbban feltételezett 6t kot6helyen til egy olyan 1j kotShely keriilt
azonositasra, mely az Asp640, Glu643 és Glu464 aminosavak segitségével alakul ki és
minden szimulacié esetében megfigyelhet6. Hasonl6an, ahogy azt az FXIII-A, esetben tettiik,
a iv/d szimulaciot is folytattuk 50 ns szimulaci6 erejéig a “multi-site” kalcium modell
alkalmazasaval és a kapott eredmények azt mutattak, hogy a kialakult két6helyek ttilnyomo
tobbsége valtozatlan maradt.

Eredményeink alapjan, az alabbi altalanos kovetkeztetések vonhatéak le a TG2
kalcium kot6 tulajdonsagaival kapcsolatban, Kiraly és munkatarsai eredményeihez hasonlitva.
Az S1, S3A/S3B valamint az S4 kot6helyeket illet6en a dinamikai szimulaciék alapjan is
megfelelének adodtak a kalciumok kotésére. Mindazonaltal az S2A/S2B  kotShelyet
egyaltalan nem adédott olyan k&t6helynek, ahol megfigyelhettiink volna kalciumkotédést.
Osszevetve ezen megfigyelést az FXIII-A, f6 kotShelyével kapcsolatban kapott
informaciokkal, ahol a dimer esetében legalabb az egyik lanc esetében megfigyelhetd
kalciumkotodés az 1 vagy 2 ps-os szimulacios ido alatt lathatd, hogy a TG2 esetében is
elérhetd a kot6hely, mely némiképp tagabb is mint az FXIII-A, esetében. Mindazonaltal nem
zarhato ki, hogy a kot6hely jelent6sége valtozik az aktivacio kés6bbi fazisaban, de az elérhetd
krisztallografias szerkezetekbdl kiindulva egyetlen kot6dési eseményt sem sikertilt
megfigyeliink. Végiil, az S5 kot6hellyel kapcsolatban azt talaltuk, hogy az aktivacio ezen
korai fazisdban, nem tulajdonithaté jelent6ség ezen kotShelynek, valamint az aktiv (nyilt)

TG2 (v/b) esetében sem adodott potencialis kdt6helynek, igy jelent6sége megkérddjelezheto.
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Korrelalt mozgasok analizise

Altalanos konkliziét tudunk levonni az FXIII-A, esetében végzett szimulaciok Co
trajektoriai alapjan végzett kereszt-korrelaciok szamitasanak eredményeivel kapcsolatban. A
zimogeén (i) és a hasitott (ii) szimulacios csoportok osztoznak azon a k6zds sajatsagon, hogy
erds (pozitiv) korrelaci6 van az alegységek [-szendvics doménjei, valamint az 1-es [3-hordok
kozott is. Ezen korrelaciok szemléletesebb értelmet nyernek, ha a pozitiv korrelaciét az egyes
atomok azonos iranyba torténd, mig a negativ (anti-) korrelaciét az atomok ellentétes iranyba
torténd elmozdulasaként fogjuk fel. Az i/a és i/b valamint a ii/a és ii/b szimulacidk soran
kapott korrelaciok kiilonbségét véve azt kapjuk, hogy ahogy azt mar korabban emlitettiik, a
Met350-Trp370 és az I1e440-11e460 régioknak kiemelt jelent6sége lehet. Fiiggetleniil attol,
hogy milyen tton torténik az aktivacio, ezen régioknak mindkét mechanizmusnal szerepiik
kell hogy legyen. Ezen szegmensek korrelaciéja megné az 1-es f-hord6val valamint a masik
alegység ugyanezen régioival, mig a zimogén szerkezetek esetében ezen korrelaciok kevésbé
dominansak. Masik érdekes pont, a Gly210-Trp225 régiok kozotti korrelacié. Ezen régio az 1-
es [3-hordé C-terminalasaval, az 1-es és 2-es [3-hordét 6sszekot6 hurokkal és a 2-es -hordd N-
terminalasaval szomszédos és a zimogén szerkezetekben szintén csokken jelentdsége. A
kalciumionok jelenléte a ii/c és ii/d szimulaciok esetében kapott DCCM matrixok
Osszehasonlitasabol lathat6 a legszemléletesebben, miszerint a kalciumok jelenléte
egyértelmiien noveli a B-szendvics domének kozotti korrelaciot. Végiil, minden emlitett
korrelacio megtalalhat6 a harmadik szimulaciés csoport esetében, azaz az aktivacios peptid
jelenléte nélkiil kivitelezett dinamikakban. Ugyanakkor a rendkiviil nagy ioner6sség, extrém
modon megnovelte az alegységek [-szendvics doménjei kozotti korrelaciot és erds
antikorrelaciot lathatunk a B-szendvics és a -hord6 domének kozott. Ezek a felismerések
osszhangban vannak az alegységek megfigyelt rotacidival valamint a f6komponensanalizis
eredményével.

Annak ellenére, hogy az FXIII-A és a TG2 (és altalanossagban a transzglutaminazok
kozott) meglehet6sen jol konzervalodtak a masodlagos és harmadlagos szerkezeti elemek,
olyan kiilonbségek figyelhet6k meg a korrelaci6kban, melyek kizardlagos jellemzdi egyiknek,
s masiknak. Ilyen jellemzd kiilonbség, hogy a TG2 esetében az 1-es B-hordé korreldl a [3-
szendviccsel és a 2-es [-hordd korreldl a katalitikus doménnel és ez kizardlag a szoveti
transzglutaminaz esetében jellemzd. Fontos kiemelni, hogy az Ile313-Asn333 és a Val401-
Val422 kozott talalhatd harom anitparallel 3-redé (mely rendre megfelel a Met350-Trp370 és
1e440-11e460 szegmensnek az FXIII-A, szerkezetében) korreldlnak az 1-es [-hordéval és a

kozponti doménnel is, mig az FXIII-A; esetében nem figyelhet6 meg ilyen korrelacio.
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A nyilt (aktivnak vélt) szerkezetek szimulacioibdl (v/a,b) nyert korrelaciés matrixok
tisztan lathatd kiilonbségeket sugallnak. Nevezetesen, az v/b (TG2, 2Q3Z) esetében a 2-es
hordé6 domén korreldl a [-szendvics doménnel, melyek térben meglehet6sen tavol
helyezkednek el egymastél és erds antikorrelacié fedezhet6 fel a katalitikus kozponti és az 1-
es 3-hordé domén kozott. Az v/a (FXIII-A, 4KTY) esetében pontosan az ellenkezdje érvényes
az el6bbi megéllapitasnak. Jelenlegi tudasunk birtokdban azt lehet feltételezni, hogy ezen
enzimek vagy két, részleteiben teljesen eltérd aktivacios utvonalat kovetnek vagy az aktivnak
vélt szerkezet valamelyike kinetikusan csapdazva lett egy olyan atmeneti termékként, mely az

aktivacios utvonal valamely mozzanataban megrekedt szerkezetet reprezentalja.

Fo6komponens analizis és a kozponti domének kdzétti sohid hdlézat szerepe

A nagy amplitudoju (esszencialis) mozgasok valds szimulaciés id6ben torténd
megfigyelése, altaldban még hosszabb dinamikai szimuldcidk soran is rejtve marad, igy ugy
gondoltuk hasznos lehet megvizsgalni ezen mozgasokat leird sajatvektorokat. A dinamikai
trajektoriakban megjelend doménmozgasokat lehetséges leirni egy kvazi-torzids szoggel,
melyet a megfelel6 domének tomegkozéppontjainak segitségével tudunk definidlni. Az
altalunk kivitelezett szimulaciokban a 17. abran lathato értékek nagyjabol -40° -ot mutatnak,
mig a iii/c esetben ez az érték -70°, amely azt jelenti hogy az alegységek 30°-ot mozdulnak el
egymashoz képest. Erdekes médon, ez az elmozdulds pontosan megegyezik azzal, melyet a
fékomponens analizis soran kaptunk és amelyet az els6 sajatvektor reprezentdl a iii/a-c
szimuldcidk esetében. Fontos kihangsulyozni, hogy ezen fékomponensvektor az aktivacios
peptid jelenlétében nehezebben vagy egyéltalan nem figyelheté meg. Osszhangban azzal,
hogy a iii/a esetben (Ca*" nélkiil) is megfigyelhet6 ezen sajatvektor, j6l egyezik a kisérleti
megfigyelés, miszerint nagy ionerdsség jelenlétében kalcium nélkiil is lasst, progressziv
novekedés tapasztalhaté a zimogén FXIII-A, magas ionkoncentracioval indukalt aktivacioja
soran. Mivel ezen mozgasok az aktivacios peptid jelenlétében rejtve maradnak, feltételezhet6,
hogy az N-terminalis peptidek f6 szerepe az, hogy az aktivaciot késleltessék. Az alegységek
elfordulasaval kapcsolatban elmondhaté, hogy az els6 sajatvektorok Aaltal leirt mozgas
kozéppontjaba rajzolhat6 tengely pontosan athalad egy olyan sohid halézaton, mely az
alegységek ugyanazon aminosavainak hozzajarulasaval talalhat6 meg a dimer szerkezetekben.
Ezen aminosavak az Asp404, Asp427 és az Arg260, Arg408. Ez a kodzponti s6hid halozat
részleteiben még nem volt vizsgalva, ugyanakkor még a iii/c esetében is csak csekély mértékii

valtozasokat figyelhetiink meg.
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Erdekességképpen megemlitenénk, hogy a sohid halézat Arg260 tagjanak mutacidja,
komoly deficiencidval jar és szamitdsos mddszerekkel tanulmanyoztdk a mutdciék soran
kapott kolcsonhatasi energiak valtozasat. A szamitasos modszerekkel készitett Arg260Cys
mutans esetében altalunk kivitelezett 1 ps-os szimulaciék alatt nem volt megfigyelhet6
valtozas a homodimer szerkezetében, annak ellenére, hogy a Cys260 nyilvanvaléan képtelen
nativ kapcsolatokat kialakitani.

Lehetséges magyarazat lehet ezen mutacio altal okozott stlyos miikddésbeli
zavarokra, hogy a fehérje feltekeredésében kovetkeznek be valtozasok, melyek utan az intakt
dimer szerkezet mar nem tud megfeleléen 6sszeszerel6dni. Ezt a hipotézist tAmogatja az a
gondolat, hogy az Arg408 aminosav a TG2 szerkezetében a Cys370 aminosavnak felel meg,
melynek jelent6sége a Cys371 aminosavval alkotott diszulfid-kapcsoloként ismert.
Feltételezhetd tehat, hogy amennyiben ez a mutaci6 az oka annak, hogy a szoveti
transzglutaminaz monomerként miikddik, ugy vélhetGen ugyanez az oka annak, hogy az
Arg260Cys mutacié a felel6s azért, hogy a mutans FXIII-A képtelen a dimer szerkezet

kialakitasara.

KONKLUZIO

A papain enzimmechanizmusa

A papain proteolitikus reakciojat vizsgaltuk ONIOM tipusi QM/MM modszerekkel,
melyben az egyszeri N-metilacetamid szubsztratot alkalmaztuk. Az ONIOM QM/MM
szamitasainkban, QM komponensként a hibrid GGA (B3LYP) mddszer mellett, olyan tjabb
DFT modszereket is alkalmaztunk, melyekben a hosszutavi korrekcios tag vagy azt
megfelel6en leir6 paraméterek mar jelen voltak a kdlcsonhatas leirasara.

Szamitasaink megmutattak, hogy a papain nyugvo allapotaban a semleges és az ionpar
forméban jelen 1év6 cisztein-hisztidin didd energidja igen kozel esik egymashoz és csupan
csekély aktivalasi gat valasztja el 6ket. A zérusponti energia korrekciét figyelembe véve, az
egyenstly enyhén eltolédik a semleges forma irdnyaba, mig a Poisson-Boltzman (PB)
szamitasok alapjan becsiilt, implicit oldészer modell korrekciét figyelembe véve az
ionparként jelen levd diad tlinik a leginkabb bet6lt6tt populacionak, mely j6 egyezést mutat a
kisérleti adatokkal.

Az enzimmechanizmussal kapcsolatban elmondhaté, hogy a diszperzids korrekciét
tartalmazé DFT maddszerek, valamint a B3LYP mddszerek a nagyobb (6-31+G(d,p) - 6-311+
+G(d,p)) baziskészletek alkalmazasa mellett két elemi lépés josolnak az acilezési 1épésre, mig

egy lépésben torténik az acil-enzim hidrolizise. Szamitasaink alapjan az acilezési 1épésben az
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ikerionos tetraéderes intermedier létezik. A szarmaztatott aktivacios energiak jol egyeznek az
irodalomban talalhat6 kisérleti uton meghatarozott kinetikai konstansokbol szarmaztatokkal.
Habar az alkalmazott siirliségfunkcional médszerek asszinkron sebességmeghatarozé els
l1épést josoltak az acilezési folyamatra, ki kell emelniink, hogy a diszperziés korrekciét
tartalmazé DFT moddszerek az ONIOM QM/MM szamitasainkban jelentGsen eltér6 atmeneti
allapotot adtak a B3LYP (6-31+G(d,p) — 6-311++G(d,p)) mddszerhez képest. Ugyanakkor a
protonatmenet lemarad (de legalabbis nem el6zi meg) az S—C kotés kialakulasat. A B3LYP/6-
31G(d,p) modszer esetében harom elemi 1épést talaltunk, mely a klasszikus oxianionos, majd
az ikerionos intermedieren keresztiil vezet az acil-enzim intermedier kialakulasahoz. Ezen két
intermedier kozotti aktivalasi gat igen alacsony volt. Mivel a B3LYP madszer altal az amid
kotés felhasadasara josolt gat nagyon alacsony volt, feltételezhet6en a kémia kdrnyezettdl és
az alkalmazott modszer részleteitdl fiiggden az acilezési 1épésre 2-3 elemi lépésben lejatszodd
mechanizmus felirasa lehetséges.

Eredményeink alapjan a cisztein proteinaz reakciok tanulmanyozasaban erGsen
ajanlott a diszperzio-korrigalt DFT modszerek hasznalata a QM/MM szamitasok, tiszta QM
rétegében, mivel ezek nagyban befolyasolhatjak a tanulmanyozott reakciok kimenetelét,

ellentétben a szerin-proteazok mechanizmusaval.

A FXIII-A; és a TG2 aktivdcidjanak korai eseményei

Mikroszekundumos hosszisagu ,,all-atom” molekuladinamikai szimulaciok keriiltek
kivitelezésre annak érdekében, hogy fényt deritsiink azon finom részletekre, melyek a
tanulmanyozott transzglutaminazokban nagy konformacios valtozasokat indukalnak és els6
sorban a kalciumkd&t6déshez kothetGek.

A FXIII-A, esetében kimutattuk, hogy a kalciumionok jelenléte egyértelmiien
befolyasolja az aktivacios peptidek mozgékonysagat. Javaslatot tettiink ezidaig keveset vagy
egyaltalan nem vizsgalt kalcium kotd helyekre, azok vélhet6 szerepére. Aktivacios peptidek
hidnyaban az egyensulyi szimulaciok eredményeként a nagy kalcium koncentraci6 az A
alegységek egymastol valé elforduldsat okozta, mely lathat6 a C-alfa atomok dinamikus
keresztkorrelaciojabol és a fékomponens analizis alapjan prediktalt elsd sajatvektor altal
josolt mozgasokbdl is. Az elfordulas koézéppontjaban egy alegységek kozott sohid halozat
talalhat6, melyet részleteiben eddig nem targyaltak, igy ezidaig jelent6sége nem Kkeriilt
hangsulyozasra.

A szerkezetileg az FXIII-A-hoz nagyon hasonlo, am eltérd bioldgiai szereppel bird

szOveti transzglutaminaz enzim esetében megvizsgaltuk a Kiraly és munkatarsai altal végzett
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kalciumkotohelyek relevanciajat, szamitasos eredményeink az esetek tobbségében jo egyezést
mutattak a kisérleti el6zményekkel, illetve egy eddig nem ismert, azonban nagy affinitassal

rendelkez6 kotShely keriilt azonositasra.
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A JELOLT SAJAT EREDMENYEL UJ MEGALLAPITASAI

*Az értekezésben szerepl6 és alapjaul szolgal6 publikaciokban kozolt szamitasos eredmények

teljes mértékben a sajat munkamat tiikrozik.

*A papain enzimmechanizmusanak vizsgalata soran igazoltuk, hogy annak nyugvo
allapotaban a semleges és az ionpar formaban jelen 1év6 cisztein-hisztidin diad kozott a
protonatmenethez nem sziikséges mediator vizmolekula.

*A protonatmenet a zérusponti vibracidos energia korrekcié alkalmazasaval spontan
atmenetnek adodott.

*A szolvatacios szabadentalpia korrekciéval az ionpar format minden esetben stabilabbnak
szamoltuk.

*A papain acilezési 1épése két 1épéses folyamat, melyben az ikerionos intermedier l1étezik. Az
intermedier képzOdéséhez vezetd asszinkron atmeneti allapotban koncertikusan torténik a
protonatmenet és a nukleofil tamadas.

*Az acil-enzim hidrolizise egy koncertikus atmeneti allapoton keresztiil torténik egy
vizmolekula jelenlétében, mely termékként ecetsavat ad és visszaalakul az enzim nyugvo

allapotanak ionpar formaja.

*A human transzglutaminazok dinamikajat befolyasolja a kalcium jelenléte.

*A FXIII-A; esetében a f6 kot6helyek betolto6dése kozott nincs preferencia, de allosztérikus
utvonal irhaté fel az aktivaciés peptid Argl1 és Argl2 aminosavait rogzit6 iireg iranyaba.

*A FXIII A alegységeinek Asp270 és Asp271 aminosavai kozosen alakitanak ki egy
kot6helyet, mely minden esetben megfigyelhet6 és eddig a zart forma esetében nem volt
igazolva. Ezen tul szamos gyengébb kotdhelyet azonositottunk.

*Magas (1 M) kalcium koncentracié jelenlétében, az A alegységek 30°-kal elfordulnak, melyet
igazolnak a dinamikus kereszt-korrelaciok és a f6komponensanalizis is.

*A szoveti transzglutaminaz (TG2) esetében a kordbban azonositottnak vélt kotéhelyek koziil
az S1, S3, S4 kotohelyek valéban minden esetben jelen vannak.

*Az S2A/S2B (FXIII-A analog) kotohelyek és az S5 kot6helynek esetében nem tulajdonithato
szerep a tanulmanyozott mikorszekundumos idskalan.

*Héarom uj kot6hely kertilt azonositasra a TG2 esetében, melyek koziil egy a mind ez idaig

ismeretlen S6 kotohely.
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OSSZEFOGLALAS

A cisztein proteazok enzimmechanizmusat tébb izben vizsgaltak, mind kisérleti, mind
pedig elméleti modszerekkel a papain példajan keresztiil, azonban mind ez idaig nem kertilt
publikdlasra olyan kozlemény, melyben egyrészt a teljes enzimreakciot osszefoglaléan
targyaltdk volna, masrészt pedig a mechanizmust optimalt, frekvenciaanalizissel igazolt
stacionarius pontokkal jellemezték volna. Jelen munkaban ONIOM-EE tipusd hibrid
szamitasokkal kivantuk vizsgadlni a mechanizmus részleteit. A QM/MM szamitasok
kvantumkémiai  rétegjére a  slrliségfunkciondl = mddszereket  alkalmaztuk  és
teljesitoképességiiket is Osszehasonlitottuk. Szamitasaink alapjan a semleges és az ionpar
(tiolat-imidazo6lium) formaban jelen 1év6 katalitikus diad kozotti atmenet spontan gaz fazisu
szimulaci6 szerint, melyet a szolvatacié az ionpar forma iranyaba tol el. Az acilezési 1épést
illetéen koncertikus reakciot talaltunk, melyben a cisztein tiolat kenének nukleofil tdmadasa
és az imidazélium formdaban jelen 1évé hisztidin delta nitrogénjérél, a szubsztrat amid
nitrogénjére torténd protonatmenet erdsen csatolt, de nem teljesen szinkronban torténik. A
peptidkotés hasadasa csekély energiagattal rendelkezik, kiilon részlépésnek tekintend6 és
csupan elméleti jelent6séggel bir. A kialakult acil-enzim intermedier hidrolizisének aktivalasi
gatja 0sszemérhet0 az acilezési részlépés esetében sziikséges energiamennyiséggel, ezen —
szintén koncertikus — reakci6 eredményeként, megfelel§ karbonsav termék és a regeneralédott
aktiv centrum marad vissza.

A papain-szerii katalitikus, k6zponti doménnel rendelkez6 human transzglutaminazok,
kalciumionok é&ltal indukélt konformacios aktivacigjat két fehérje példajan keresztiil
targyaltuk. Ugyan meglehet6sen jol konzervalodott masod- és harmadlagos szerkezet
fedezhetd fel a véralvadasi kaszkad XIlII-as faktoranak A alegysége (FXIII-A) és a szoveti
transzglutaminaz (TG2) kozott, azonban a szekvenciahomoldgiarél ugyanez mar nem
mondhat6 el, mely talan mar el6re vetiti azon diverz bioldgiai funkciokat, melyek ezen
enzimekhez tarsithatdak.

Munkank soran els6 izben targyaltuk mikroszekundumos molekuladinamika
segitségével, ezen fehérjék aktivacidjanak azon korai fazisat, melyben a kalciumionok
kotodése torténik. Szimulacioink azt mutattak, hogy az FXIII-A, esetében korabban
feltételezett gyengébb kot6helyek valdban léteznek, melyek koziil kiemelend6 az alegységek
ugyanazon aminosavai (Asp270, Asp271) altal formalt kotShely. A TG2 szoveti
transzglutaminaz vizsgalatanal kiemelt figyelmet forditottunk a kordbban mutagenezis
kisérletekkel felderitett kalciumkot6helyek vizsgalatdra. A mar azonositottnak vélt zsebek
vizsgalata mellett, egy j — a dinamikai szimulaciok alapjan - erdsnek vélt kotShelyet is

azonositottunk, mely feltehetGen a mind ez idaig ismeretlen hatodik kot6hely.
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