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Iranyitott fehérje-szabaszat: az acilpeptid hidrolaz szer kezetvizsgalata

A fehérjelanc elhasitasat, a peptidkotés hidrolizisét végz6 enzimek miikodésekor
nagyon fontos a miikddés szabalyozasa, példaul, hogy a funkciotol fiiggéen csak bizonyos
fehérjeket, illetve csak Kkitiintetett helyeken legyenck képesek elhasitani (specificitas,
szelektivités). Ezen feliil a mitkodésiik helyének/idejének kontrolldldsa is kulcsfontossagu, pl.
az enzim ,,be- és kikapcsolasaval”, vagy gatlasaval. A modern szerkezetvizsgalati modszerek
(rontgendiffrakcio és NMR-spektroszkopia) a molekula haromdimenzios szerkezetének
meghatarozasaval a fehérjemiikodés atomi szintii megértését teszik lehetévé, megkonnyitve
ezzel akar jobb tulajdonsagt molekuldk (pl. gydgyszer, vagy novényvéddszer hatdanyagok,
mas célra hasznosithato enzimek) tervezéset is.

Vizsgéataink célpontjaaz acilpeptid hidrolaz (APH) ami képes egy védett aminosavat
lehasitani a fehérjelanc végérdl. Két szerkezeti egységbdl (doménbol) all, amelyek koziil az
egyiken taldlhatd az aktiv hely, itt torténik a reakcidkatalizis, a masik méreténél fogva
meggatolja kb. 30 aminosavasna nagyobb fehérjék hozzaférését az aktiv helyhez, ami a két
domén kozti iiregben talalhatd (1. abra). Ezzel a méret-szelektivitassal fiigg Ossze az APH
egyik funkcidja is: neuropeptidek szintjének szabalyozasat végzi. Eppen ezért farmakolégiai
szempontbdl jelentds potencidllal bir, mint egyes memoriandveld gyogyszerek lehetséges
célpontja. Miuikodését bizonyos raktipusokkal is Osszefliggésbe hoztak, de ennek még
tisztazatlan a mechanizmusa. Miikodésének megértése és esetleges késébbi szerkezet-alapu
gyogyszerfejlesztés céljabol régota probaljak meghatarozni térszerkezetét, am mindeddig
sikerteleniil. Az emberi enzimmel ellentétben egy mikrobabol, az Aeropyrum pernix K1-bol
szarmaz6 variansanak (ApAPH) sikeriilt meghatarozni a szerkezetét, S ezért ezzel az
enzimformaval foglalkozunk mi is.
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1. dbra a: Az két molekulabol allé6 homodimer ApAPH szalagmodellje és molekularis felszine. b: Az egyik
ApAPH molekula metszete a két domén, és a molekula liregében elhelyezkedd aktiv hely feltiintetésével.

Kutatédsaink egyik célja az emlés APH és a mikrobabol szarmazdé ApAPH Kkozti
funkcionalis kiilonbség jellemzése: vajon mennyire jo modell az ApAPH [1]. Vizsgatuk
kiilonféle peptidek elhasitasat oldatban, és eredményeink azt mutattak, hogy az ApAPH més
specificitdst, mint az emlés enzim: el6bbi elsésorban fenilalanin aminosav utani helyen
hasitja el a peptidiancot. A masik fontos kiilonbség, hogy az ApAPH nem csak a peptidlanc
sz€1ér6l képes lehasitani egy védett aminosavat, hanem lanckozi hasitast is képes elvégezni
(Un. endopeptidaz). Meghataroztuk az ApAPH ¢és kiilonb6z6, az enzimreakcid termékének
megfelelé kis peptidek (2.a abra) komplexeinek a szerkezetét. A szerkezetek alapjan
azonosithatok a specificitdst meghatdrozo régidok az enzimben: a nagyobb méretli hidrofob
zseb, ami a hasitando kotés el6tti fenilalanint fogadja be (an. S1 zseb), és a kis peptid azt
megel6z6 két csoportjat befogadd zsebek (S2 és S3), amelyek szintén hidrofob jellegiick (2.b
abra). A szerkezetek alapjan egyértelmii, hogy nincs semmilyen szerkezeti elem, ami lezarna
a kotorégiot az enzimben, ez magyarazza az endopeptidaz aktivitast (2.c abra). A szerkezet
ismeretében mar végezhetdk olyan szerkezetmddositasok (pl. aminosav-mutaciok) az
ApAPH-ban, amelyek hatasara hasonld szelektivitast lesz az emlds enzimekhez.

Ac-Phe Gly-Phe

2-aminobenzoil-Gly-Phe

2. &bra Reakciotermék molekulakkal alkotott ApAPH komplexek szerkezetvizsgalata. a: A harom vizsgalt
molekula a komplexben kotott konformacioban. (Szinezés: szén narancs/zold/lila, oxigén piros, nitrogén kék, a
hidrogén atomok nem latszanak.) b: A legnagyobb molekula kdtésében részt vevd aminosavak (hidrogén
kotések: szaggatott vonal). c: Az enzim molekularis felszine és a legnagyobb molekula a komplexben. Az abra
baloldalan latszik, hogy a k6t6hely akér hosszabb peptidlancot is be tudna fogadni.



Felfedeztiik tovabba egy érdekes tuladonsdgdt az enzimnek. A Kkatalitikus
aminosavaktol kiilonallé hisztidin (His367) oldallancanak megvaltoztatasa az enzimaktivitast
harom nagysagrenddel lerontja. Ez a tulgjdonsag valdsziniileg univerzalis az APH enzimek
korében, mivel ezen a helyen minden ismert APH enzimben hisztidin van (konzervat His). A
His367 szerepének vizsgalata céljabol meghataroztuk annak a mutdns enzimforménak a
szerkezetét is ahol hianyzik ennek az aminosavnak az oldallanca (a His367-et aaninra
cseréltiik) [2]. Az eredeti ApAPH és a mutans szerkezetének Osszehasonlitasakor kidertilt,
hogy a His367 szerepe az, hogy a katalitikus mechanizmusban részt vevé Un. oxianion hely
egyik aminosavjét, a Gly369-et tartd fehérjehurkot stabilizalja a szerkezetben (3. abra). Az
oxianion hely szerepe a katalitikus reakcid soran képz6ddé atmeneti allapot stabilizalasa
azaltal, hogy hidrogénkotést 1étesit annak negativ toltésii oxigénjével. Az abran ehhez az
oxigénhez hasonld helyzetben talalhatd a reakcidtermék oxigénje az ApAPH kompexében, és
megfigyelhetd az Gly369 aminosavval 1étesitett hidrogénkotés. A mutans enzimben viszont a
Htartd hurok” szerkezetének megvaltozasa miatt a Gly369 kedvezétlen orientacioban van.
Eredményeink az oxianion zseb kialakitas egy ujfajta modjanak szerkezeti alapjat deritették
fel. Erdekes médon ez a szerkezeti elrendez6dés APH enzimekkel rokon més proteézokndl
nem talalhatdo meg, csak néhany nagyon tavoli homoldgiat mutatd, mas funkcioju enzimnél.

3. &bra A His367Ala mutaci6 hatasa az ApAAP szerkezetére. a: A His367 kornyezete (a hidrogénkotéseket
szaggatott vonal jeloli, az oxianion helyet alkotd két NH csoportot zold karika). b: Az eredeti enzimben lilaval és
sargaval jel6lt hurokrégié konformécidja eltér az Ala367 mutans formaétdl (vildgoskék). c: Az elébbi abra
nagyitasa. A mutacid hatasara az oxianion hely torzul, az egyik NH csoport iranya nem megfele6 a
hidrogénkotés kial akitédsahoz (zold karika, az Uj irényt zold szaggatott nyil jelzi).
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