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1. Bevezetés

Az ELTE Fehérjekrisztallografiai Laboratériumat 1993-
ban alapitottdk Néray-Szab6é Gabor ¢és Bocskei Zsolt,
ezzel elinditottak a fehérjekrisztallografiai vizsgalatokat
Magyarorszagon. Az egyik els6 siker a prolil-oligopeptidaz,
egy Uj enzimcsalad els6 képviseldjének szerkezetmegoldasa
Filop Vilmossal, és az enzimcsalad felfedezdjével, Polgar
Laszloval egyiittmikodésben.! A prolil-oligopeptidaz
enzimcsaladba fizioldgias szempontbol fontos fehérjék
tartoznak (a névadd prolil-oligopeptiddz, a dipeptidil-
peptidaz IV, az oligopeptidaz B és az acilaminoacil-
peptidaz), amelyek ezért farmakoldgiai kutatasok célpontjai
is.>* Ennek a kutatasnak a folytatdsa az acilaminoacil-
peptidazok (oligopeptidek N-terminalis acilezett aminosavat
lehasitani képes proteazok) krisztallografiai vizsgalata,
ami az egész enzimcsaladra altalanosithaté konkluzidkra
vezetett a szubsztrat szelekcid és enzimaktivitis egylittes
szabalyozasi mechanizmusat illeten.

A peptidkotés hidrolizise az €él6 szervezetben enzimek
(proteazok, peptidazok) altal katalizalt médon megy végbe.
Mivel ezek potencidlis veszélyt jelentenek a szervezet
f6 alkotorészeinek lebontasa révén, muikodésiik id6ben
és térben korlatozott moédon valdésul meg. A kiilonbozd
feladatokra (pl. emésztés, jelatvitel, jelerdsités, pozitiv
és negativ visszacsatolds, mas fehérjék aktivitasanak
szabalyozasa, sejtosztodas ¢és -migracid, hibds fehérjék
eltavolitasa) specializalt protedzok szelektivitisa ¢és
specifitasa (milyen tipusu fehérjéket, peptideket és azokban
milyen aminosav-szekvencia részletet ismer fel és hasit el az
enzim) széles skalan mozog. Legtobbszor inaktiv formaban
szintetizalodnak, és ez az eléenzim csak a miikodés helyére
valé eljuttatas utan aktivalodik. Aktivitasukat kofaktorok
befolyasolhatjdk ¢és inhibitorok szabalyozzak. Végiil
lebontasuk is szabalyozott modon megy végbe.

2. A prolil-oligopeptidaz csalad: szerkezet és
méretszelekcio

A prolil-oligopeptidaz enzimcsalad tagjai szerin protedzok,
a katalitikus apparatust Ser-His-Asp katalitikus tridd alkotja,
megtalalhatok benniik a klasszikus szerin-proteazokra
(kimotripszin ¢és szubtilizin csalad) jellemzd, oxianion
kotohely és a szubsztrat aminosavjait koté zsebek. A
kimotripszin és szubtilizin csalad tagjaival ellentétben
azonban nem eléenzim formdban szintetizalodnak a
szervezetben, hanem rdgtdon az aktiv forma képzddik.
Csak oligopeptid mérettartomanyba tartozd szubsztratokat
képesek hasitani, nagyobb, feltekeredett fehérjéket nem.
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A szubsztrat méret szerinti szelektdlasanak szerkezeti
hatterére az elso kristalyszerkezet szolgaltatott magyrazatot:
két szerkezeti egységbdl, doménbdl allnak, amelyek koziil
a hidrolaz domén hordozza a Kkatalitikus apparatust, a
B-propeller domén pedig a méretszelekcioért felelds azaltal,
hogy a szubsztratkotd és katalitikus helyet a két domén
kozotti iiregbe rejti (1. Abra).

N-terminalis
helikalis régio

1. Abra. A sertés prolil-oligopeptidaz szerkezete (PDB * kod: 1qfs). Balra:
szalagmodell; jobbra: szalagmodell és az enzim molekularis felszine,
metszeti kép.

Ebben a szerkezetben az enzim zart, az {ireg belsejébe csak
néhany keskeny porus vezet, ezért nem egyértelmil, hogyan,
milyen Gtvonalon juthat be az liregbe a szubsztrat (és hogyan
tavoznak a termékek). A propeller domén tengelyében
talalhatoé egy porus, valamint a két domén kozott néhany
szlik oldalsé nyilas, ezek azonban tilsagosan sziikek.

3. A szubsztrat bejutasa az aktiv helyre

A sertés prolil-oligopeptiddz szerkezetet felhasznalva
elvégzett molekuladinamikai szimulaciok, a molekula
mutaciokkal  (diszulfid-hidak  kiépitésével)  torténd
merevitése és enzimkinetikai vizsgalatok arra utaltak, hogy
a két domén kozotti dinamikanak /elmozduldasnak fontos
szerepe van a szubsztrat bejutdsaban. Egy kristalyositasi
miterméket tartalmazo szerkezetben a két domén szétnyilt,
és a kristalyban szomszédos molekula egy régioja kozéjik
ékelddott.> 10

Az enzim dinamikus mozgasai helyett egy masik szubsztrat
bejuttatasi stratégiara lehetett kdvetkeztetni a kiillonbozo
dipeptidil-peptidaz IV szerkezetekb6l.!1213 Ttt két lehetéges
allandd bejarat is vezet az aktiv helyhez, az egyik a két
domén kozotti oldalsd nyilas, a masik a propeller domén
tengelyében levd csatorna, ami szélesebb, mint a prolil-
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oligopeptidaz esetén (2. Abra). A két domén egyméshoz
képesti helyzetét a dipeptidil-peptidaz IV dimerben a két
monomer kozotti kolesonhatasok rogzitik.

2. Abra. A dipeptidil-peptidaz IV szerkezete (dimer; balra: szalagmodell,
jobbra: molekularis felszin abrazolasa metszeti képen; nyilak jelzik a
szubsztrat lehetséges bejutasi Gtvonalait az aktiv helyhez; PDB kod:
Inlm).

4. Szubsztratszelekcié
dinamikus doménmozgas

acilaminoacil-peptidiazokban:

Az Aeropyrum pernix-b6l szarmaz6 dimer acilaminoacil-
peptidéz els6 szerkezete a sertés prolil- oligopeptidézhoz
varidnsait  kristalyositva 51keru1t olyan kristalyait
elallitanunk, amelyekben a dimer egyik vagy mindkét tagja
nyitott's (3. Abra).

propeller domén-_
S

propeller domén

3. Abra. Az A. pernix acilaminoacil-peptidaz dimerjének lehetséges
konformacioi. (molekularis felszin;PDB kodok: a két monomer csukott/
csukott 2huS5; nyitott/csukott 304g; nyitott/nyitott 3041 ).

A nyitott szerkezetek fontos tulajdonsaga, hogy bar az
aktiv hely hozzaférhetd lenne nagyobb fehérjék szamara
is, a katalitikus aminosavak elrendezédése megvaltozott,
ezért ez a konformacios allapot nem képes a peptid-
hidrolizist katalizalni. Az enzim kinyilasakor a két domén
kozti masodlagos kolcsonhatasok egy része megsziinik,
tobb hurokrégié mozgékonnya valik és elmozdul, koztik
a katalitikus hisztidint hordozé hurok is. A szubsztrat-
meéretszelekcid tehat azaltal valosul meg, hogy a szubsztrat
hozzaférése az aktiv helyhez és a katalitikus 1épés az enzim
kiilonboz6  konformacids allapotaiban  tortenik meg (4.
Abra).

Mivel a nyitott €s csukott allapotok kozotti atmenet
fehérjekrisztallografiaval kozvetleniil nem vizsgalhato,
csak nagyon oOvatos kovetkeztetések vonhatok le oldatban
1étrejovo konforméciods atalakuldsok mechanizmusara. Az
Aeromonas punctata b(’)l szeirmazc') prolil oligopeptidéz

s

szerkezeteit is meghataroztak.'® Azt tapasztaltak, hogy

az enzim kiillonb6zé mértékben lehet nyitott, de inhibitor-
kotédés (szubsztratanaldg kovalensen kotddd inhibitor)
hatdsara az enzim molekulak becsukodtak, a komplexalatlan
szerkezetek mind nyitottak, a szubsztratkotott szerkezetek
pedig csukottak. Ezért azt valoszintsitették, hogy az enzim
becsukodasa a szubsztratkotés hatasara, indukalt illeszkedés
mechanizmusaval torténik.

4. Abra. Szubsztrét szelekcié megvalésuldsa doménmozgas és a
katalitikus hely torzulasa révén (fekete: propeller domén, sziirke: hidrolaz
domén; vékony vonal: hisztidint tartalmazo6 hurok). Fent: csukott
szerkezet, a katalitikus triad katalitikusan aktiv elrendez8désben van. Lent:
nyitott szerkezet, a katalitikus hisztidin eltavolodott és rendezetlenné valt.

Az A. pernix acilaminoacil-peptidaz esetében a csukott
szerkezetek egy része komplexdlatlan, masik része
ligandumkotott (az enzimreakcid terméke vagy atmeneti
allapot anal()g inhibitor). Vannak olyan kristélyszerkezetek
vannak jelen, tehat hasonldo energidji konformacios
allapotokrol van sz6. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy oldatban a nyitott és csukott forma egyensulyakor a
két forma Osszemérheté koncentracioban van jelen, és a
szubsztratkotés tolja el ezt az egyensulyt: a csukott format
stabilizalja'® (konformacios szelekcios mechanizmus).

5. Szubsztratszelekcio
oOsszefiiggo iiregrendszer

acilaminoacil-peptidazokban:

Kiilonbozo fajokbol szarmazd acilaminoacil-peptidazok
kiilonb6zé multimereket képeznek. Az 4.  pernix
acilaminoacil-peptidaz dimer felépitésii, az emlésdkben
jelenlevé — gyogyaszati szempontbol is érdekes — tetramer
acilaminoacil-peptidaz szerkezet-meghatarozasara iranyuld
kisérletek sikertelenek voltak. Meghataroztuk a szerkezetét
a Pyrococcus horikoshii-b6l szarmazo acilaminoacil-
peptidaznak,'” ami hexamer formaban létezik. A hexamer
merev felépitésii, két kristalyformaban, eltéré kristalybeli
masodlagos kdlcsonhatasok sem befolyasoltak a szerkezetét
(a monomerek C_ atomjai pozicidinak atlagos négyzetes
eltérése 0,25- 041 A). A hexamer dimerek trimerje, ahol
a hidrolaz és propeller domének helyzetét a szomszéd
molekuldk kozotti  kolesonhatasok  rogzitik (5. Abra).
A szubsztrat egy csatorna- és liregrendszeren keresztiil
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kozelitheti meg a monomerek aktiv helyét: a hexamer
harom oldalbejarata egy kdzponti tiregbe vezet, ahonnan a
monomerek dipeptidil-peptiddz IV-hez hasonld, domének
kozotti oldalbejaraton keresztiil jut be a monomer iiregébe.
Ez az iregrendszer biztositja, hogy csak letekeredett,
és oligopeptid mérettartomanyba esé peptidek jutnak
el az aktiv helyre. Az enzimnek ebben a ’félig nyitott’

sy

s

stabilizald, masodlagos kdlcsonhatasok nagy része hianyzik,
dipeptidil-peptidaz IV és a P horikoshii acilaminoacil-
peptidaz esetén is, az aktiv hely nincs eltorzulva — ez a félig
nyitott konformacids allapot katalitikusan aktiv.

N-terminalis
helikalis régio

5. Abra. A P, horikoshii acilaminoacil-peptiddz hexamerét felépitd
monomer szerkezete (PDB kod: 4hxe), a hexamer (dimerek trimerje) és az
aktiv helyhez vezetd lireg- és csatornarendszer (metszeti kép).

6. A multimerizacié szerkezeti szerepe

A kiilonb6zé multimer acilaminoacil-peptiddzok tehat
kiilonb6z6é szubsztratszelekcios stratégiaval miikodnek. A
prolil-oligopeptidaz csaladon beliil megismert szerkezetek
érdekes kiilonbségeket mutatnak a szubsztratszelekcios
stratégia szerint: a kinyildsra és becsukodasra képes
enzimek monomerek vagy olyan dimerek, amikben a két
monomer kozotti kolesonhatasok csak az egyik domént
érintik (prolil-oligopeptidaz, oligopeptidaz B, 4. pernix
acilaminoacil-peptidaz); a merev, permanens oldalbejarattal
rendelkez6 enzimek viszont olyan multimerek, ahol minkét
domén részt vesz a multimer masodlagos kdlcsonhatasainak
kialakitasaban (dipeptidil-peptidaz IV: dimer, P. horikoshii
acilaminoacil-peptidaz: hexamer). Annak a vizsgalatara,
hogy ez utdbbi enzimeknél a multimerizacid szerepe a
félig nyitott allapot stabilizalasa-e, molekuladinamikai
szimulaciot végeztiink, ami cafolta ezt a feltételezést: a
P horikoshii acilaminoacil-peptiddz hexamerbdl kiemelt
monomerjének a domén-elrendezddése idében stabil.

AXkiilonb6z6 enzimek hidrolaz doménje kozponti B-reddjének
a sz¢éls6 B-szalat (kozponti B-redd élét) megvizsgalval” azt
talaltuk, hogy ez aggregaciora, amiliodképzésre hajlamos,
un. ragados -¢l minden ismert szerkezetben. Ez a szervezet
szempontjabol veszélyes szerkezeti rész azonban minden

szerkezetben le van fedve: azokban az oligopeptidazokban,
amik monomerek (prolil-oligopeptidaz, oligopeptidaz B), a
helikalis N-terminalis peptidszakasszal. Azok az enzimek
viszont, ahol ez a peptidszakasz tul rovid, multimerek, és a
multimerben a szomszédos molekula latja el ezt a védelmi
funkciot (6. Abra).

N-terminalis

a szomszéd
monomer
kézponti
béta-reddje

I

V2 M) monomer
e 2o
775 propeller doménje

6. Abra. A hidroldz domén p-redéjének (vilagos sziirke keretben) ragadds
¢élét eltemet6 szerkezeti részek (fekete) prolil-oligopeptidazban (balra fent,
PDB kod: 1qfs), A. pernix acilaminoacil-peptidazban (jobbra, PDB kod:
304g) és P. horkoshii acilaminoacil-peptidazban (balra lent, PDB kod:
4hxe).

7. Osszefoglalas

Az oligopeptid szubsztratok kivalasztasa és proteolitikus
aktivitas kettés funkcidjanak megvalositasara a prolil-
oligopeptidaz csaladban két mechanizmust ismertiink meg.
1) nyitott, szubsztratok szamara hozzaférhetd és csukott,
katalitikusan aktiv konformacidés allapotok egymasba
alakulasa altal; 2) egy olyan beléptetd rendszer segitségével,
amin valé athaladashoz a szubsztrat letekeredése sziikséges
(7. Abra).

7. Abra. Szubsztrat-méretszelekciés mechanizmusok sematikus
abrazolasa (balra: dinamikus doménmozgas; jobbra: merev szerkezet
csatorna ¢és liregrendszer).

Mindkét mechanizmus el6fordul osbaktériumok,
baktériumok és gerincesek oligopeptiddz enzimeiben,
valamint kiilonb6z6 funkcidji enzimeknél is (doménmozgas:
prolil-oligopeptidaz, oligopeptidaz B és A. pernix
acilaminoacil-peptidaz; csatorna- és tiregrendszer: dipetidil-
peptidaz IV és P. horikoshii acilaminoacil-peptidaz). Mig a
hidroldz domének aminosav-szekvencidja jobban konzervalt,
a B-propeller domének nagy valtozatossagot mutatnak, nem
konzervalt sem a két domén kozotti kdlesonhatd régid, ami
szétvalik az elsé csoportba tartozé enzimek kinyilasakor,
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sem a merev multimerek stabilizaldsaban részt vevo
régiok nagysaga és helye az aminosav-szekvenciaban.
Ezek egyiittesen arra utalnak, hogy a kétféle mechanizmus
kiilonbz6 utakon, konvergens evolucioval fejlodhetett ki az
enzimcsaladon beliil.
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serine proteases with double function: size selection of their
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activity. Crystal structures helped to understand the two strategies
for fulfilling this double function are reviewed in this paper.
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open form with distorted active site is responsible for effective
substrate access. The equilibrium and transition between the two
forms either by substrate induction or by conformational selection
mechanism ensures the size limitation of the substrates. In contrast,
the second group of the oligopeptidases, dipeptidyl peptidase IV
enzymes and Pyrococcus horikoshii acylaminoacyl peptidase have
permanent side opening (for dipeptidyl peptidase IV also a wide
pore through its propeller domain) and they form rigid multimers
where the substrate can access the active sites through a channel
and/or chamber system (for P. horikoshii acylaminoacyl peptidase
hexamers: self-compartmentalization). In this case the substrate
must pass the channel(s) to reach the active site, that is why only
unfolded peptides in the oligopeptide size range are the substrates
of these enzymes.
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