A szerin oligopeptidazok egy proteadz és egy hét-lapatos propeller doménbél allnak. Az utobbi
lefedi a katalitikus centrumot és csak oligopeptideket enged a katalitikus helyre. A szubsztrat
bejutdsanak mechanizmusat vizsgaltuk a prolil oligopeptiddz esetében, melynek térszerkezetét
eléz6leg meghataroztuk, és megallapitottuk, hogy a kristalyszerkezet egy merev struktirat
reprezental, amelyben nincs bejarat még kis peptidek szdmara sem. Ehhez egy flexibilis
szerkezetre van sziikség. Két lehet6ség meriilt fel: a fehérje vagy a propeller elsé és utolsd
lapatja kozott nyilik szét, mivel ezek nincsenek kovalens mddon dsszekotve, vagy a két

domén kdzott jut be a szubsztrat.

A problémat a kdvetkezéképpen oldottuk meg. A fehérje szabad mozgasat mindkét helyen (a
propelleren belil és a domének kdzott) diszulfid hidak beépitésével korlatoztuk. A
ciszteineket hely-specifikus mutagenezis segitsegével vittiik be a fehérjébe és kidolgoztuk a
ciszteinek diszulfidda tértené oxidalasanak optimalis kérilmenyeit. Rontgen diffrakcids
modszerrel megéallapitottuk, hogy a diszulfid hidak valdban kialakultak a megfelel6 helyen és
novelték a fehérje szerkezetének stabilitdsat. Azt talaltuk, hogy mind a katalitikus aktivitast
mind a szubsztrat kotédeset gatoltak a diszulfidhidak. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a

propeller és a peptidaz domén dsszehangolt mozgasa sziikséges az enzim mukddeéséhez.

Hogy a propeller domén egymagaban felelés lehet-e az oligopeptidaz aktivitasért, a prolil
oligopeptidaz propeller doménjének eléallitasaval és stabilitasanak vizsgalataval
tanulmanyoztuk. A propeller domént sikerlt kifejeznink a peptidaz doméntél elkilonitve.
Cirkularis dikroizmus és tripszines emésztés segitségével kimutattuk, hogy a domén
strukturaja megegyezik a természetes prolil oligopeptidazban Iévé domén struktdrajaval, sét a
mesterséges molekula Iényegesen stabilisabbnak mutatkozott, mint a teljes oligopeptidaz
molekula. Ezt tdbb mddszerrel igazoltuk: differencialis pasztazo kalorimetria, kinetikus
denaturacio ureaval, egyensulyi denaturacié guanidinium kloriddal. A hét-lapatos propeller
stabilitasa alapjan feltételeztiik, hogy a hetedik lapéat eltavolitasaval keletkez6 hat-lapatos
propeller is létezhet. Ezt a mesterséges propellert sikerilt is delécios mutacioval eléallitanunk.
Az eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a kovalens médon 6ssze nem kotott
propellerek stabil szerkezetek és a prolil oligopeptidaz katalizisénél az 1-es és 7-es lapat nem

tdvolodik el egymastol, a szubsztrat a két domén kozott jut el az aktiv centrumba.

Az oligopeptidazok szerkezetének jelentds flexibilitasa kell ahhoz, hogy a szubsztrat

eljuthasson az aktiv centrumhoz. A prolil oligopeptidaz aktivitasat a FIRST (Floppy Inclusion



and Rigid Substructure Topology) modszerrel és atomi fluktuacioval, amit molekularis
dinamikaval hataroztunk meg, megallapitottuk, hogy a propeller szerkezetének merevsége
nem engedi meg, hogy a szubsztrat azon keresztll kdzelitse meg a katalitikus helyet. Ehelyett
egy nagyon flexibilis csatornat talaltunk a két domén kozoétt, amely a peptidaz domén N-
terminalis részét es a propeller domeénhez tartozé hurkot (1992-205 aminosavak) foglalta
magaban. A flexibilis hurok funkcionalis jelent6ségét kinetikus vizsgalatokkal is kimutattuk,

amennyiben a hurok elhasitdsa megvéltoztatta a katalitikus aktivitast.

Mivel a peptiddz domén N-terminalis része ahhoz a kapuhoz tartozik, amelyen keresztil a
szubsztrat eljut az aktiv centrumhoz, megvizsgaltuk, hogy a kapu kitagitdsa hogyan
befolyasolja a katalizist. Ehhez a termofil Pyrococcus furiosus prolyl oligopeptidazt
hasznaltuk, mivel a csonkitott emlés enzim nem bizonyult stabilisnak. A termofil Pyrococcus
furiosus prolil oligopeptidaz génjét klonoztuk, Escherichia coli sejtekben kifejeztik, és
kidolgoztuk az enzim tisztitasat. Az N-termindélis rész (1-32 aminosavakat) eltavolitasa utan
kinetikai, termodinamikai és stabilitasi vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a specifitasra
jellemz6 sebességi allandd a harmadara csokkent, mig a reakcio hémérsekleti optimuma 20
°C-kal lett alacsonyabb. A pH-sebességi allando profil, a sebesség-meghatarozo Iépés és a
termodinamikai paraméterek nem valtoztak Iényegesen, mig a protein stabilitisa, amit
cirkularis dikroizmus, differencidlis pasztazo kalorimetrids mérés és guanidinium kloriddal
torténd denaturacio segitségevel allapitottunk meg, jelentésen csokkent. Az eredmeények azt
mutattak, hogy az N-terminalis rész eltavolitasa nem konnyiti meg a szubsztratnak az aktiv
centrumhoz val6 kétédését, fuggetlenil a szubsztrat nagysagatél, hanem a protein stabilitasat

gyengiti, a stabilitas pedig a megfelelé aktiv hely kialakitasahoz sziikséges.

A termofil és a mezofil prolil oligopeptidaz kdzotti kilonbséget vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy
a termofil enzim az irodalmi adatokkal szemben gyakorlatilag nem képes hidrolizalni az
azokazeint. Az autolizis, amit kordbban megfigyeltek, a glicerinben 1év6 szennyezésre
vezethet6 vissza. Kimutattuk tovabbé, hogy az acilezési reakcio sebességi allandojanak pH-
fuggése kilonbozik a sertés enzim pH-fuggésétol és a talalt pK értek a katalitikus hisztidinre
jellemzé. Az eredmenyekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a termofil enzim — hasonl6an a

mezofilhez — valodi oligopeptiddz, nagy molekula tdmegi fehérjéket nem hasit.

A prolil oligopeptidaz csaladba tartoz6 enzimek fontos célpontjai a gyogyszerkutatasnak.

Ezen belil a prolil oligopeptidazt idegrendszeri zavarokkal hoztak kapcsolatba. Szamos adat



mutatja, hogy 6sszefuiggésbe hozhat6é az amneziaval, a tanulassal és a depresszioval. Mivel a
gyogyszertervezésnél fomtos az enzim specifitdsanak az ismerete, megvizsgaltuk, hogy a
prolil oligopeptidaz egyes kétohelyei mely aminosavakra a legspecifikusabbak. Kimutattuk,
hogy az Arg, Arg, Pro, Tyr, lle, Arg aminosavak mutatjak a legnagyobb affinitast az S3, S2,
S1, S1', S2 illetve az S3' kétohelyhez.

A bipolaris zavar, mas néven manias depresszio, a magyar lakossag tobb mint egy szazalékat
érinti. Kozullk minden tizedik 6ngyilkossag kdvetkeztében hal meg. Feltételezik, hogy a
betegségben a prolil oligopeptidaz is szerepet jatszik. Megvizsgaltuk, hogy a
hangulatstabilizal6 gydgyszer, a valproinsav gatolja-e a prolil oligopeptidazt. Azt talaltuk,
hogy 0,5 mM valproinsav, amely megfelel a terapias dézisnak, jelentésen gatolja az enzim
aktivitasat. A kinetikai analizis azt mutatta, hogy az inhibitor mind a katalitikus aktivitast,
mind a szubsztrat kotédeset gatolja. Egyéb adatokat is figyelembe véve arra kdvetkeztettiink,
hogy a valproinsav a hangulatnak a depresszio iranyaba térténé valtozasat gatolja a prolil
oligopeptidazzal val6 kélcsonhatéas kévetkeztében.

A KIAA0436 gén, az 0j nomenklatura szerint a PREPL gén hianya sulyos betegseghez vezet.
A gén terméke a primer szerkezet szerint a prolil oligopeptidaz csaladba tartozik, és az
oligopeptidaz B-vel val6 homoldgia alapjan az arginin és a lizin utan kellene a szubsztratot
hasitania. A gén egyik termékét, a PREPL A proteint, ki tudtuk fejezni Escherichia coli
baktériumban, majd tébb kromatogréafias Iépésben megtisztitottuk. Kimutattuk, hogy az enzim
dimer formaban létezik, és nem mutat katalitikus aktivitast. A masodlagos szerkezete hasonl6
volt az oligopeptidaz B szerkezetéhez, de a differencialis pasztazé kalorimetria szerint a
konformaécios stabilitdsa nagyobb volt. Ez 6sszhangban volt azzal a megfigyelésiinkkel, hogy
a dimer allapotban fordul el6. Jollehet a PREPL protein a peptideket nem hasitotta, a
katalitikus szerin reagalt diizopropil-foszfattal, ami a szerin fokozott reaktivitasara utalt.
Sikerilt a fehérjét kristalyositanunk, de a kristalyok nem voltak alkalmasak a 3-dimenzids
szerkezet meghatarozasara. Szemben a csalad ismert tagjaival ez a fehéerje nem rendelkezik

szamottevd hidrolitikus aktivitassal.

A prolil oligopeptidéaz csalad enzimeinek primer szerkezetét 6sszehasonlitva arra lehetett
kdvetkeztetni, hogy az acilaminoacil peptidaz esetében a katalitikus intermedier stabilizalasa
eltér a tobbi peptidazetdl. Itt ugyanis az oxianion kétéhelynek megfelelé helyen nem egy

tirozint, hanem hisztidint (His507) talaltunk az aminosav sorrend 6sszehasonlitasa soran. A



specifikus sebességi allandd (Kea/Krm) pH-fliggése nem utalt a His507 aminosavnak a
katalizisben valé részvételére. Ugyanazon pK értékeket (7.0 és 8.7) kaptuk akkor is, ha a
His507-et alaninra cseréltik. A Ke./Knm értéke azonban 85-sz0r kisebb volt, mint a nativ enzim
esetében. Ez arra mutatott, hogy a His507 egy fontos amionosav, amelynek a szerepe

feltehetéen a térszerkezet kialakitasaban és nem kozvetlenil a katalizisben jelentés.

Mivel az eml6s acilaminoacil peptidaz terszerkezete nem ismert az oxianion szerepét a
termofil Aeropirum pernix acilaminoacil peptidazzal vizsgaltuk, amelynek a
kristalyszerkezetét az emlds enzimmel kapott eredményeink publikalasa utan k6zélték. Az
enzimet Escherichia coli sejtekben fejeztlk ki és kidolgoztuk a tisztitasat. A szerkezetbdl
nagy valoszintiséggel megallapithaté volt, hogy az oxianion kétéhelyen a Gly369 aminosav
szerepel, nem pedig a His367, amely megfelel az emls His507-es aminosavanak. Az
oxianion kotéhely kdrnyezete nagymértékben konzervalt a két enzimnél. A H367A varians
aktivitasa itt meg jelentésebben lecsokkent. Ennek okat a kristalyszerkezet meghatarozasaval
allapitottuk meg. Eszerint a mutansban az alanint tartalmazo6 hurok szdmottevéen elmozdul és

magaval hizza a Gly369 aminosavat, ami eltorzitja az oxianion kétohelyet.

Az Aeropirum pernix acilaminoacil peptidaz esetében Kinetikai vizsgélataink azt mutattak,
hogy az enzimreakciok sebességi allanddja komplex pH-fiiggést mutat a téltéssel rendelkezé
szubsztratok esetében, ami az aktiv centrum kornyezetében jelentds elektrosztatikus hatasra
utal. Azt talaltuk, hogy az enzim nem csak az acilaminosavat képes lehasitani a peptidlanc
vegerol, amint ezt eddig gondolték, hanem a belsé peptidkdtéseket is képes hasitani, vagyis az
enzim nemcsak exopeptiddz, hanem endopeptidaz is. Kimutattuk tovabba, hogy az enzim
nemcsak a nagymeérett hidrofob aminosavak utan hasit, mint amilyen a fenilalanin, hanem a
joval kisebb alanin utan is. Az enzimnek acetilfenilalaninnal és glicinfenilalaninnal képzett
komplexeinek meghataroztuk a kristalyszerkezetét. Kimutattuk, hogy az S2 kétéhelyen tual is
van lehet6ség az enzim és a szubsztrat kdzotti kdlcsdnhatasra, ami érthetové teszi az
endopeptidaz aktivitast. A killonbdz6é komplexek szerkezetébél kiderilt, hogy az S1 kétohely

jelentékeny konformacios kilonbséget mutat, vagyis szamottevé plaszticitassal rendelkezik.



