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A kutatas f6 célja az egyikiink altal felfedezett és jellemzett prolil oligopeptiddz csaladhoz
tartoz6 acilaminoacil peptidazok miikddési mechanizmusanak kisérleti vizsgalata volt
kinetikai ¢és fehérjekrisztallografiai moédszerekkel. A csalad elsOként felismert, névadd
enzimje, a prolil oligopeptidaz szerkezetére, miikodésére és biologiai szerepére vonatkozd
tudomanyos eredményeket dsszefoglaloban ismertettiik [1].

A katalitikus apparatus a prolil oligopeptiddz csaladban kevésbé konzervalt, mint a
kimotripszin csalddban: az enzimreakcio tetraéderes intermedierjét hidrogénkotésekkel
stabilizadl6 oxianion hely kiilonbozdféleképpen épiil fel a prolil oligopeptidazban, és az
acilaminoacil peptiddzban. Az acilaminoacil peptiddzokban konzervalt, oxianion hely
kozelében 1évo hisztidin (deropyrum pernix-b6l szarmazd enzimben His367) szerepét
vizsgaltuk az enzimmilkddésben. Kinetikai moddszerekkel igazoltuk, hogy a H367A
mutansban a katalitikus aktivitas harom nagysagrenddel csokken a vad tipushoz képest.
Meghatdroztuk a mutans kristalyszerkezetét, és ebbdl kiindulva megéllapitottuk, hogy a
mutacid hatasara a 367. aminosavat tartalmazé hurokrégié konformacidja megvaltozik, ¢€s
mozgékonysaga is nd, ezaltal az oxianion hely torzul. Ez okozza az aktivitas csokkenését [2].
A katalitikus tridd aszparaginsavjanak (Asp524) szerepének vizsgalata céljabol
enzimkinetikai méréseket végeztiink az enzim két mutdnsaval (D524A ¢és D524N). A
vizsgalatok soran jellemeztilk a szubsztraton beliili hasitdsi helyt6l vald fiiggést is
(szubsztratok, amelyeken exopeptidaz, illetve endopeptidaz aktivitdssal rendelkezik az
enzim). Azt talaltuk, hogy — szemben a vad tipussal — egy kivétellel a mutansok kinetikaja a
pH fiiggvényében kettds szigmoid gorbével jellemezhetd. A sebességi dallando 3-4
nagysagrenddel csokkent a vad tipust enzimhez képest. Osszehasonlitottuk a vad tipus és a
D524A, valamint a D524N mutansok térszerkezetét. A mutansok eltérd kinetikai viselkedése
magyarazhaté6 a mutaciok okozta eltérd szerkezeti torzulasokkal. A D524A mutansban az
aszpartat karboxilat csoportjanak helyén egy vizmolekula talalhato, ami a katalitikus hisztidin
gyuriijének elmozduldsat, a hisztidin-szerin hidrogénkotés torzulasat okozza. A D524N
szerkezetben a torzulas még nagyobb mértékii, és a kedvezdtlen konformdcioban rogzitett
Asn524 a hisztidin katalizis szempontjabol kedvezdtlen tautomer;jét stabilizalja [5].

Megvizsgaltuk oligopeptidek kotddését az enzimekhez, és a katalitikus szerin oldallancot
alaninra cseréltiik, hogy ezzel meggatoljuk a ligandum hidrolizisét. Azt talaltuk, hogy a
kotédést az aszparaginsav mutacidja nem befolyéasolja jelentésen. Ezzel szemben az Ac-Phe-
OH inhibitor kotédése az Ala mutans esetében lényegesen eltért a vad-tipusu és az Asn
mutansnal kapott eredménytdl, amennyiben itt a kotodés gyengébb és nem fiigg a pH-tol. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a katalizis nem csak a mutacié milyenségétél, hanem a
vizsgalt szubsztrat természetétdl is fiigg [5].

Rontgen-diffrakcioval, molekulamodellezéssel ¢és mas modszerekkel vizsgaltuk az
enzimcsalad prototipusa a prolil-oligopeptiddz kiilonb6zd, R-Pro-(dekarboxi-Pro) tipust
inhibitorokkal alkotott komplexeit. A vizsgalt komplexekben a Pro-(dekarboxi-Pro) részlet
hasonloan kotédik. Az R-csoport gylirirendszerét az inhibitor tobbi részétdl elvalasztd lanc
idedlis hossza viszont az R-csoport alakjatol fiigg: planaris gytrlirendszer esetén két
szénatomnyi, térben kiterjedt gytirlirendszer esetén pedig harom szénatomnyi [3].



Az acilaminoacil peptidazok Pyrococcus horicoshii-bdl szarmazo6 képvisel6jének vizsgalata
soranméretkizardsos kromatografidval kimutattuk, hogy a hat azonos alegységbdl épiil fel,
ami egyediilallo az oligopeptidaz csalad enzimjei kozott [4]. Szerkezeti és funkcionalis
szempontbol is meglepd eredmény, hogy a hexamer enzim dimerek trimerjeként felépiild
merev szerkezet, tehat az Aeropyrum pernix enzimre és prolil-oligopetidazra jellemzé
interdomén hajlékonysag itt nem tapasztalhatd. Ehelyett 1j modon, a hexameren beliili
csatorndk segitségével valosul meg a csaladra jellemz6 méret-szelektivitas, ezeken csak kis
méretll, letekeredett fehérjefregmensek vagy oligopeptidek juthatnak el az aktiv helyhez. A
dimereken beliil a két domén kozotti stabilizald kolesonhatast a propeller domén boviilése
biztositja, ez stabilizalja a katalitikus hisztidint tarté hurkot. Az endopeptiddz aktivitas a
szubsztratkoto régid nyitottsaga kovetkeztében 1ép fel.

Négy vizsgalt Aeropyrum pernix acilaminoacil peptidaz kristalyszerkezet (vad tipus, D524N
¢s két D524A kristadlyforma) elemzése alapjan tisztaztuk a szubsztratfelvétel és -leadas
az oldat feldl akar nagyobb fehérjék szdmara is hozzaférhetd. A kinyilas azonban a katalitikus
hisztidint tartalmaz6 hurok jelentés konformacio valtozasat, és a katalitikus tridd felbomlasat
okozza a mutéiciotol fiiggetleniil. Mivel a szubsztritot vagy terméket nem tartalamtod
enzimszerkezetek kozott nyitott és csukott is van, feltételezziik, hogy oldatban a katalitikusan
aktiv csukott és az inaktiv nyitott konformaci6 egyenstlyban van, ezaltal a szubsztrat felvétele
konformacids szelekcios mechanizmus szerint megy végbe €s a kémiai reakciot lehetévé tévo
csukott alakot stabilizalja, igy biztositva az oligopeptidek szelektiv hidrolizisét [5]. A
kiilonb6z6 ApAAP dimer szerkezeteket az 1. abran mutatjuk be.
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1. abra. Az ismert ApAAP dimer szerkezetek molekulagrafikai dbrazolasa (kék és zold:
monomerek, sdtétebb szinek: hidrolaz domének). A koradbban publikalt szerkezetek (PDB id
1VE6, 1VE7, 2HUS, 2HU7 és 2HUR) zart/zart, az altalunk meghatarozott harom szerkezet
nyilt/zart, a negyedik nyilt/nyilt konformaciot vesz fel. A domének kozotti nyilast piros nyillal
jeloltik.

Az enzim-inhibitor komplexek péld4jan elemeztik a molekularis felismerés szerkezeti
vonatkozdsait az acilpeptid hidroldz és prolil oligopeptidaz esetében rontgen-diffrakcidval
meghatarozott szerkezetek alapjan. Kimutattuk, hogy a térbeli felismerés mindkét enzimnél
jelentds szerepet jatszik, a viszonylag merev és kicsiny inhibitor molekuldk egymaésra
helyezve jol kirajzoljak a farmakofor térbeli részét [6]. Az Aeropyrum pernix acilpeptid
hidrolaz kovalens, irreverzibilis klormetil-keton inhibitorat alkalmazva arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy a nyitott formaban, amelyben a katalitikus hely torzult, helyreéllhat-e



a katalitikus triad szerkezete a szubsztratkotés hatdsara. Nyitott és csukott enzimformat is
tartalmazd kristdlyokat az inhibitor oldataba aztatva azt taldltuk, hogy ez csak a csukott
enzimmolekulakkal alkot kovalens komplexet. Ebbol arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
enzim becsukoddsa sziikséges ahhoz, hogy a katalitikus hely aktiv konformdacioba billenjen, a
kisméretii szubsztrattal esetleg kialakitott nemkovalens komplex képzddése ehhez nem nyujt
elég segitséget.

Az acilaminoacil peptiddiz két doménjének elmozdulasdval kapcsolatban érdekes
tanulsagokkal szolgalt a szintén két doménbdl allé6 kalmodulin vizsgalata. Ismeretes, hogy ez
az enzim legtobbszor ugy fejti ki a hatasat, hogy ,,racsukddik™ a célfehérje egy szakaszara,
ezaltal idézve eld a konformécid megvaltozast. Vizsgalataink az enzim szfingozil-foszforil-
kolinnal kialakitott kolcsonhatasara vonatkoztak. A kalmodulinnak a lipid micellakkal vald
kolesonhatasat kétlépéses folyamatként irtuk le, amelyben eldszor a kalmodulin molekulak
korbeveszik a micellat, majd a masodik 1épésben felbontjak azt mikdzben egy-egy kalmodulin
molekula néhany lipidmolekulat zar korbe. A fehérje becsukodasa itt is indukalt folyamat,
azonban ebben az esetben nem specifikus hidroféb kélcsonhatasok a meghatarozok, ami a
lipid molekuldk rendezetlenségét okozza a komplex szerkezetében (1. 2. abra) [7]. A hidrofoéb
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2. dbra. A CaCaM-SPC kolcsonhatas folyamatabraja. Az SPC micellat kék gombbel jeloltiik,
a fehérje felszinét az elektrosztatikus potencial szerint szineztiik ki (piros: negativ, kék:
pozitiv). Els6 két 1épés: a CaCaM molekuldk kotddnek a pozitiv toltésii micellahoz, itt az
elektrosztatikus kdlcsonhatasok meghatarozok. Harmadik 1épés: a micella felszine telitddik a
fehérjékkel, majd a micella szétesik €s a fehérje zart konformaciot vesz fel, melyben tobb,
szlirke szinnel jelolt SPC monomert kot meg (1. a jobb oldalon). Ebben a fazisban a hidrofob
kolcsonhatasok jelentds szerepet jatszanak a komplexképzddésben.

illeszkedés aspektusait a kalmodulin kis molekulakkal képezett komplexei szerkezetének
elemzésével vilagitottuk meg egy Osszefoglald cikkiinkben [6]. Osszefoglalo cikkben
elemeztiik a kalmodulin fehérjékkel €s kis molekulakkal képezett komplexeinek a szerkezetét

[8].

Analogiat talaltunk a dUTPaz enzim és az acilaminoacil peptidaz kolcsonhatasai kozott,
mikozben Osszehasonlitottuk elébbi a vad tipusu és D28N mutans formajat. A konzervalt
aszpartat oldallanc toltésének semlegesitése az enzim, és a felszinéhez kotott vizmolekulak
hidrogénkotés rendszerének megvaltoztatasa révén egyrészt kozvetleniil a kémiai reakcidban
résztvevl szereplok (dUTP a-foszfo csoport és katalitikus viz) elrendezddését valtoztatja



meg, masrészt a konzervalt régiok kozvetitésével destabilizalja a szubsztratkto régiot [9]. Az
acilaminoacil peptiddz esetén is jellegzetesen megvaltozik a hidrogénkotés héalozat a toltott
Asp524 oldallanc  semlegesitése esetén [5]. A dUTPaz-zal kapcsolatos vizsgalatok
rdmutatnak, arra, hogy egy muticid nagyobb szerkezeti egységek kolcsonhatdsat is
destabilizalhatja a hidrogénkotés halozaton keresztiil. Annak a kideritése, hogy ez az
acilaminoacil peptiddz esetén igy van-e, tovabbi vizsgalatokat igényelne. A Staphylococcus
aureus szuperantigén-hordozo patogenicitas-szigetei szabalyozasa szerkezeti alapjainak a
megértésében segit a Stl SaPlbovl ¢és a @11 segité fagbol szarmazé dUTPaz
kolesonhatasanak vizsgalata. Ehhez a munkahoz kapcsoloddan részt vettiink a @11 dUTPaz
enzim szerkezet-meghatarozasaban [13].

Egy masik szerin protedz, a MASP-1 szerkezetvizsgalata érdekes parhuzamot mutatott ki az
acilaminoacil peptidazzal. Bar a MASP-1 masik szerin proteaz csalddba tartozik, az aktiv hely
kornyezetének nyitottsaga itt is Osszefiiggésbe hozhatd a szélesebb szubsztrat-szelektivitassal.
A szubsztrat specificitasi zseb szokatlan elektrosztatikus arnyékoltsaga pedig hipotézisiink
szerint hozzdjarul az alacsony enzimaktivitashoz [10]. A szerin protedzok specificitasanak
szerkezeti hatterét vilagitotta meg a MASP-2 és a MASP-1 in vitro evolucidval kifejlesztett
specifikus fehérje-inhibitorokkal alkotott komplexeinek krisztallografiai vizsgalata. Az
inhibitorok a kotd régié négy aminosavaban kiilonboznek, ez lehetdévé teszi a két enzim
specifikus gatlasat. Megallapitottuk, hogy mig a MASP-1 komplexének 1étrejottéhez az enzim
szerkezetének minimalis valtozasa sziikséges csak, a MASP-2 esetén allosztérikus effektus
figyelhetd meg, aminek hatasara megvaltozik az S1 hely specificitasa [14].

A Protein Data Bank adatait felhasznalva vizsgaltuk a szerin protedzok aktiv helyén talalhato
Asp-His-Ser és az analog Glu-His-Ser triddok geometriai elrendezédésének atvihetdségét.
Megallapitottuk, hogy minddssze négy térbeli pont (egy-egy az Asp ¢€s a Ser oldallancok O
atomjain, kettd a His oldallanc N atomjain) elegendd rokon enzimcsalddok jellemzéséhez. Az
OPTICS programmal csoportokba osztottuk a térbeli elrendezddést jellemz6 3x4 dimenzids
vektorokat, a csoportok jo kozelitéssel kiadtak a tripszin-tipust szerkezeteket és azokat is,
melyek o/B hidroldz fold-ot tartalmaznak. Ennek alapjan felhivtuk arra a figyelmet, hogy az
OPTICS program alkalmas bizonyos szerkezeti egységek felismerésére abban az esetben is,
ha pl. a SCOP klasszifikacidé nem all rendelkezésre [11].

Két, jelentésen kiillonbozd oxigénaffinitissal jellemezhetd, de nagyon hasonld szekvenciajua
bakteridlis H-NOX fehérje oxi komplexének ¢és nyugalmi allapotdnak a szerkezetét
tanulmanyoztuk molekuladinamikai szdmitdsokkal 300K ¢és 400K hdémérsékleten. A
varakozassal ellentétben az eltéré oxigénaffinitdst a nyugalmi allapot szerkezeteiben
megmutatkoz6 kiilonbségek is tiikrozték. Az egyetlen sikeres O,-k6té molekula, a Tt H-NOX
300K homérsékleten észlelheté nyugalmi allapotu egyenstlyi sokasdgéban a legnagyobb
valoszinliséggel felvett konformacioban eldzetesen kialakitott oxigénkotd zseb jon 1étre, ami
azt sugallja, hogy a kdlcsonhatést a konformacios szelekcid hatarozza meg [12].

Az olddszer hatasat figyelembe vevd kvantumkémiai médszerrel az alanin diamid modellen
vizsgaltuk a fehérje gerinc proton és szén kémiai eltolodasait a konformacid fliggvényében.
Megallapitottuk, hogy a gazfazisti modellhez képest javult az egyezés a kisérleti adatokkal,
igy nincs sziikség nagyobb, oligoalanin modelleken végzett, joval nagyobb gépidét igényld
szamitasok elvégzésére ahhoz, hogy értelmezni tudjuk az dsszefiiggéseket [15].

Fehérjekrisztallografiai és magneses rezonancia-spektroszképiai  moddszerekkel

crer



¢s kimutattuk, hogy oldatban strukturalatlan, de az ERK2-pepRSK1 komplex kristalyosithato,
meghatarozott szerkezettel rendelkezik, mely hidrogénhidak révén stabilizalodik [16].

A

[14-16] kozlemények a palyazat keretében végzett munka eredményeként sziilettek,

publikalas alatt vannak. A megjelent kdzlemények Osszes impakt faktora 43,258, egy impakt
faktor pontot 762 eFt OTKA pélyazati tdimogatasbol valdsitottunk meg.
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