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Rendezetlen fehérje kotodésvizsgalata: kalpain/kalpasztatin rendszer

A biokémia egyik legfontosabb aapvetése a fehérje szerkezet-hatas Osszefliggés
feltételezi, hogy a funkcid a fehérjeszerkezeti motivumok segitséegével valosul meg. Ezt a
tételt erbsitette az a tény is, hogy sokaig elvalasztas nehézségek miatt csak globularis
fehérjéket izoldtak, csupan az 1980-as évektdl azonban sikerllt térszerkezettel nem
rendelkezd fehérjéket eldallitani. A human genom feltérképezése vildgitott ra igazabol a
rendezetlen fehérjék (intrinsically unstructured protein, [UP) bioldgiai jelentGségére.
Szerkezetjod 6 mddszerekkel kimutattdk, hogy az ismert rendezetlen vagy részben rendezetlen
fehérjeszakaszok el6fordulasa a fejlettebb ¢€l6lényekben meghaladja a 30 %-ot [1,2].
Szerkezeti adottsdgaikbdl kifolydlag az IUP-k a fehérje-kdlcsonhatasi hdl6zatok Un. HUB
fehérjéi kozott nagy gyakorisaggal fordulnak elé (1.8bra).

1. abra Az élesztd gomba fehérje kolcsOnhatasi halozata. Az élesztdgomba fehérjeinteraktom
halozataban a teljes fehérjeallomany majd 30%-arendezetlen. A rendezetlen fehérjesszakaszok
gyakoribbak, az un. HUB fehérjék kozott. Ezeknek afehérjéknek jellemzdje, hogy tobb partnerrel
képesek kolcsonhatasba |épni.

A kapan egy kalcium aktivalt intracellularis ciszteinproteaz, két alegységbdl allo
heterodimer fehérje. A papain-szerii katalitikus domén a 80 kDa-0s nagy alegység része, mig
a 28 kDa-0s kis alegység szabalyozo funkciét lat el. A molekula tébb mint szaz fehérje
aktivitésdt szabdlyozza azaltal, hogy elhasitja ket (limitélt proteolizis). Ezzel fontos szerepet
jadtszik a sgjtosztodas és differencidddasi folyamatokban valamint a sgit mozgasdban. A



kalpain szabdlyozésdnak hibas miikodése szamos betegséget eredményezhet (muscle
dystrophy, diabetes).

A kalpain egyetlen ismert specifikus fehérje-inhibitora a szervezetben a kalpasztatin [3]. Ez
egy nem szovet-specifikus, rendezetlen fehérje. Az emberi kalpasztatin 708 aminosavbdl épll
fel, 5 doménje van, melybdl 4 (LILIILIV) homolog, ezek egy-egy kapain molekula gétlésara
képesek. Az els6 domén (L) funkcidja egyelére ismeretlen (2. abra).

A gatlo doméneken beliil harom szekvencialisan konzervalt révidebb szakasz ismerhetd fel
(A, B, C szubdomén). Részletes biokémiai vizsgalatok bizonyitotték, hogy elsésorban ezek a
szakaszok feleldsek a kalpasztatin kalpainhoz vald kotodéséért, és az enzim gatlasaért. A
harom szubdomén koziill az A és C kalciumfliggd moddon kapcsolodik a kalpainhoz és
feltehet6en a kal pasztatinmolekula lehorgonyzasaért felelés. A gatlast a B szubdomén fejti ki:
az enzim aktiv centrumahoz kotédve gatolja a szubsztratok hozzaférését (2.abra).
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2. abra. A human kal pasztatin domén szerkezete. Az L domén funkciéjanem ismert. Az 1. I1. 111 TV.
domének egyenkent képesek gatolni egy-egy kalpain molekula miikodését. Mind anégy inhibitor
domeén h&rom szekvencidlisan konzervalt régidt tartalmaz. Az A és C amolekula kalpainhoz valé

kotodéséért felelds, a B az inhibiciOs hatast fejt ki.

Az MTA Enzimologiai Intézetben Tompa Péter kutatocsoportjaval egylittmitkodésben végzett
vizsgdlataink célja, hogy a kalpasztatin molekula szerkezeti tulgjdonsagait NMR
spektroszkdpiaval jellemezzik oldatfazisban, szabad dlapotban, valamint, hogy a kal painhoz
valo kotddésének folyamatat feltérképezziik. Ehhez az els6 domént tartalmazé6 hCSD1
molekul & hasznaltuk.

Ismert hogy a molekula szabad formdban szerkezeti szempontbdl rendezetlen, a kotédési
dlandd értéke és a kolcsonhatéds specifikussaga azonban feltételezi elére megformalt
szerkezeti elemek meglétét is. Ezért elvegeztik a hCSD1 molekula NMR analizisét
(mésodlagos kémiai eltolddés, dinamikai tulgjdonsédgok, pH- és hémérsékletfiiggés). A
vizsgdlat eredményeként megallapitottuk, hogy a molekula tartalmaz el6re kialakult
mésodlagos szerkezeti elemeket (3. dbra), ezek a funkcionalis doménekhez kothetéek, és
szerepet jatszanak a kalpainhoz vald kotédés kinetikajaban [4].

A kotédésvizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a kalpasztatin harom kiilonbdz6 ponton
kotédik a kalpain molekuldhoz [5]. Ezek a pontok jol atfednek a konzervat szekvencia
szakaszokkal, hasonl6an a komplex kristalyszerkezetében tapasztaltakhoz (4. és 5. abra).
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3.abra A masodlagos kémiai eltolodasok a hCSD1 aminosavszekv
arnyékolt szakaszok a funkciondlis doméneknek felelnek meg. A nullétél tendencidzusan eltérd
értékek masodlagos szerkezeti preferenciakra, tehat a szerkezet helyi rendezddésére utalnak [4]

4.abra Kalpainhoz kotott kaplasztatin kristalyszerkezete [6]. A kalpain 80kDa-0s al egysége fehér,
25kDa-o0s aegysége zold szinnel jeldlve. Piros szalag jel6li a kotott kal pasztatin azonositott részl eteit.



A kristalyszerkezet részletekkel szolgal a kotddo régiok kolcsonhatasairdl, azonban a kotodés
soran bekovetkez0 dinamikai valtozasokrdl, és a konzervalt szekvenciaszakaszok kozotti
hajlékony 6sszekotd régioknak a kotddésben betdltott szerepérdl, és valtozasairél nem ad
informéciét. Az NMR adatokkal viszont jellemezni tudtuk a krisztallogréfia szdmara
lathatatlan szekvencia szakaszok valtozasait is a kotddés soran. A teljes kotddést kivaltd
kalciumszintnél aacsonyabb koncentraciot alkalmazva megfigyelhettik azt az &meneti
komplexet, amiben a kalpainhoz csak részlegesen, az A és C régid segitségével kotédik a
kalpasztatin (5. dbra).
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5. abra. A hCSDI1 relativ NMR-jelintenzités vesztése kal pain adagol asa k6zben ahCSD1
aminosavszekvenciganak azon régioirdl szolgatat informaciét, amelyek kolcsdonhatasba lépnek a
kalpainnal a k6tédés soran. (A hCSD1:kalpain koncentrécidarany abord6-sarga-vilagoskék-lila
sorrendben né.) Az NMR adatok azokrdl a szakaszokrdl isinformaciét nyUjtanak, amelyek a
krisztallogréfia szdméra lathatatlanok [5].

Tompa Péter kutatocsoportjaval kdzosen végzett vizsgaataink eredményeképpen sikertilt
feltérképezni egy rendezetlen fehérje dinamikai tulajdonségait, és jellemezni a kotédésének
sgjatsdgait. Ezek az informaciok a fehérje aapl raciondlis gyogyszertervezés soréan
hasznosithat6ak.
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