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Tanszék) opponensi véleményére

Szeretném megkoszonni birdlomnak dolgozatom alapos attanulmanyozasat és a biralat gyors
elkészitését. Kérdéseire és épitd kritikai megjegyzéseire az alabbiakban, pontonként valaszolok.

- Mivel az értekezés nagy szdmban haszndl roviditéseket mind az enzimek, mind a fehérje-DNS komplexek
valamint a szdmitdsi médszerek emlitésekor, az érthetéséghez ill. kivethetdséghez hidnyzott szdmomra egy
konzekvens révidités jegyzék. Jo szolgdlatot tett volna az is, ha a mellékelt kézleményeket az ezeket felsorolé
jegyzék szerint sorszdmozta volna.

A tézises dolgozat terjedelmi korlatai és formai kovetelményei nem tették lehet6vé kiilon
roviditésjegyzék készitését. Ezért a szakcikkeknél hasznalatos mddszert alkalmaztam, zardjelben
bevezetve a fogalmakat, roviditéseket az els6 el6fordulaskor. Egyetértek birdldmmal a roviditésjegyzék
hasznossagat illetéen, ezért ezt elkészitettem és valaszomhoz kiilén csatoltam.

A Kkozlemények felsorolasa ABC sorrendben tortént az els6 szerz6 alapjan (Elsevier, Cell
formatum). Valéban szerencsésebb lett volna a sajat kozlemények szamozasa a csatolt publikaciéknak
megfelelen. Ez esetben viszont az dsszes kdzlemény el6fordulds sorrendjében torténé szamozasa nem
teljesiilt volna .

- A fehérje - DNS kézotti térben megtaldlhaté vizek tanulmdnyozdsa sordn az eredményeket a kisérleti
szerkezetekkel vetette Gssze. Ismert azonban, hogy a réngenkrisztallogrdfidval nyert kisérleti szerkezetek
hibdkat tartalmazhatnak (Trends Pharma. Sci. 2005;26:10-14). Ezzel kapcsolatban fontos adat, hogy a jelen
dolgozat dsszehasonlitdsaihoz felhaszndlt szerkezetek felbontdsa 2 A kériil volt. Mivel és eqy dtfogd
tanulmdny rdmutatott arra, hogy mig a PDB adatbank 2 A felbontdsii szerkezeteiben dtlagosan 1 viz jut 1
aminosav egységre, addig ez az érték a nagy felbontdsii szerkezetekben (1 A) mintegy 1,6-1,7 (Acta Cryst. D
Biol. Crystallogr. 1999;55:479-83), felmeriil a kérdés hogyan lehetne elemezni az 6sszehasonlitdsokhoz
felhaszndlt szerkezetekben megtaldlhaté vizek tényleges jésdgdt?

A magasabb felbontdst szerkezetekben az elektronstirliségi térképén sokszor a nagyobb
mozgékonysaggal rendelkez6 vizmolekulak is azonosithatok. A BamHI enzim esetén specifikus komplex
(1bhm) felbontasa 2.2 A, mig a csillag komplexszé 1.9 A volt. A nagykanonikus Monte Carlo médszerrel
szamitott vizmolekuldkat mindig az adott szerkezet kisérleti adataival vetettiik 6ssze. Magat a mddszert
magas felbontasu szerkezetekre parametrizaltdk (Resat, H., and M. Mezei. 1994. Grand canonical Monte
Carlo simulation of water position in crystal hydrates. ]. Am. Chem. Soc. 116:7451-7452; Resat, H., and M.
Mezei. 1996. Grand canonical ensemble Monte Carlo simulation of the dCpG/proflavine crystal hydrate.
Biophys. J. 71:1179-1190). A BamHI-en végzett szamolasoknal a specifikus complex kot6félszinén mind a
97 kisérletileg megfigyelt vizmolekulat sikeriilt azonositani. A csillag komplexnél 150 vizmolekulabdl 149-



et talaltunk meg. A hidnyzd vizmolekula h6mozgastényezdje (B faktor) azonban kiugréan magas volt,
tehat elképzelhetd, hogy itt a szerkezet finomitasanal tortént pontatlansag. Az opponens altal idézett
munkaknak megfeleléen a megfigyelteknél mi is 1ényegesen tobb vizmolekulat taldltunk a szamitasok
sordn, a csillag komplexnél 579 vizmolekula helyett 787-et sikertilt megfigyelni. Ezek josagat a megfeleld
kémiai potencidl és a korrekt tdmbfazisu vizsiiriség garantalja.

- A fémionokkal végzett vizsgdlatok sordn magas szinti ab initio mddszerekkel (DFT 2+ 2+MP2)
megdllapitotta, hogy a Mg ionok ,keményebbek”, mig a Mn ionok polarizdlhatébbak és hajlamosabbak
téltésdtaddsra. Mennyire jelenithetéek meg ilyen szintii kiilénbségek pl. az elsésorban a BamHI restrikciés
endonukledz tanulmdnyozdsa sordn alkalmazott a MD szimuldcidk sordn?

A molekuladinamikai szamitasok soran a finom elektroszerkezeti effektusokat csak korlatozottan
tudjuk figyelembe venni, kivéve, ha polarizalhaté eréteret hasznalunk. Ez utébbi alkalmazasa azonban a
parametrizalds és a megfelel6 mintavétel (szimulacids id6korlatok és a konvergencia hidnya miatt) Gjabb
problémakat vet fel. A klasszikus eréterek esetén két lehetségiink van, hogy a finom-elektronszerkezeti
hatasokat reprodukaljuk. Az egyik a fémionok van der Waals sugaranak megvaltoztatasa, hogy a szamitott
koordinaciés geometria a kvantumkémiai szamitasokkal egyezzen (lasd Biol Chem 388, 73-78). A masik
az elektrosztatikus tagok skalazasa, melyeket tovabbi, a dolgozatban nem emlitett munkaknal hasznaltunk
(pl. Zn2* ionoknal).

- Ugyancsak a BamHI restrikcids endonukledz fémion koté helyeinek tanulmdnyozdsa sordn olvashaté (Biol
Chem. 2007;388:73-78), hogy az MD eredmények jé ésszhangban voltak a reakcié QM/MM szdmitdsokkal
nyert adataival. Ezek milyen QM/MM szdmitdsok voltak és kézlésre kertiltek-e késébb?

A hibrid kvantumkémiai/molekulamechanikai (QM/MM) szamitasok a Mones L, Kulhanek P,
Florian ], Simon I, Fuxreiter M (2007) Probing the two-metal ion mechanism in the restriction
endonuclease BamHI. Biochemistry 46(50): 14514-14523 cikkben keriiltek kozlésre. Itt a reakcid teljes
szabadentalpia felszinének felderitését végeztiik Empirikus Vegyértékkotés mobdszer, valamint
szabadenergia-szdmitisok felhasznalasaval. 3 lehetséges reakciomechanizmust vizsgaltunk és
meghataroztuk a fémionok hozzajarulasit az enzim Kkatalitikus effektusdhoz. Ennek eredményei
aldtdmasztottdk a korabban klasszikus er6térrel végzett szamitasokat a fémionok pozicidinak
tekintetében. A tAmadoé nukleofilt koordindlé A fémion 1ényegesen stabilabbnak mutatkozott a QM /MM
szamitasok soran is, és az OH- ion koordinaciéja a tdmadas sordn végig megmaradt. Az 1 fémionnal
végzett QM/MM szimulacioknal az A fémion esetében megfigyelt dtmeneti allapot (A”) jO egyezést
mutatott a Biol. Chem. Cikkben ,M”-el jeldlt, klasszikus erétérrel meghatarozott poziciéval.

- Az MD szdmitdsok sordn alkalmazott, kisérleti paraméterezéseket tartalmazo mdédszerek esetében hogyan
tértént a fémionok paraméterezése? E mddszerek hajlamosak lehetnek a révid tdvi, ionos hatdsok
tiulhangsiilyozdsdra és kevésbé képesek figyelembe venni a tdvoli diszperz kélcsonhatdsokat. Ugyancsak nem
alkalmasak tényleges protondtmenetekkel jdré folyamatok modellezésére, ami nem kizdrhaté a vizsgdlt
esetekben. Ezt mennyire befolydsolhatja az eredményeket?

A Mg2+ ion van der Waals sugarat 1.3 A-re, a negativan toltott oxigén atomok sugarat 1.9 A-re
modositottuk. Ezzel sikeriilt reprodukalni a fémion és a foszfat oxigének kozotti, kristalyszerkezetekben
megfigyelt tdvolsagot. A parametrizalashoz a Florian, J., Goodman, M.F., and Warshel, A. (2003). Computer
simulation of the chemical catalysis of DNA polymerases: discriminating between alternative nucleotide
insertion mechanisms for T7 DNA polymerase. ]. Am. Chem. Soc. 125, 8163-8177 cikket vettiik alapul.
Ebben a munkaban a dGTP kot6dését vizsgaltak T7 polimerazhoz templat DNS jelenlétében. Az AMBER 95
er6tér alapjan végzett, 1.6 ns hosszii molekuladinamikai szimulaciék soran kiderilt, hogy a Mg-O
tavolsagok tul révidnek bizonyultak a kisérletben meghatarozottal szemben (1.8 A a szamolt, mig 2.1-2.3
A a mért érték). Ezért az eredeti 1.1 A (Mg) és 1.7 & (0) van der Waals sugar értékeket megnovelték, hogy
a kisérletekkel jobb egyezést érjenek el. Az eredmények elsdsorban a Mgt ion szolvatacids
szabadentalpidjat befolyasoljak, igy kozvetve a tanulmanyozott reakcid energiaviszonyait. A fémion
toltésének valtoztatidsaval (jelen esetben 1.66-r6l 2.0 atomi egységre) azonban a mért oldashét jol
kozelitjik.



Még egyszer szeretnék kdszonetet mondani opponensemnek, hogy a nyari sziinetben idét szentelt
munkam alapos attanulmanyozasanak és kérdéseivel olyan fontos szempontokra hivta fel a figyelmemet,
melyek a tovabbi tanulmanyokat el§segitik.

Debrecen, 2013. augusztus 27.
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A specifikus DNS felismerés molekularis mechanizmusai

MTA Doktori értekezéséhez

Fehérjék
BamHLI: 11 tipusu restrikcids enzim a Bacillus amyloliquefaciens H baktériumbdl. Felismerési
szekvenciaja: G?GATCC. (* a hasitas helyét jeloli; Uniprot kod: P23940)

Hox gén: homeobox vagy homeotikus gének, melyek a tobbsejtli allatok egyedfejlodése soran
a hosszanti tengelyt alakitjak ki, hozzajarulva a szegmensekhez tartozo fliggelékek
(pl. csapok) fejlodéséhez.

Homeodomének: a homeoboxok altal kodolt, 60 aminosav hosszt fehérje alegységek. Ezek
transzkripcids faktorokként miikodnek, melyek els6sorban a szoveti morfogenezisért
felelds géneket kapcsolnak be.

PD..D/ExK tipusu restrikcios endonukleazok: 11 tipusu restrikcids enzimek, melyek aktiv
helyét altaldban egy P, két savas aminosav és egy lizin alkotja. Divergens
evolucidval alakultak ki.

EcoRI: 11 tipusu restrikcids enzim az Escherichia coli RY13 baktériumbol. Felismerési
szekvenciaja: G?AATTC. (* a hasitas helyét jeloli; Uniprot kod: P00642)

Rsrl: 11 tipusu restrikciés enzim az Rhodopseudomonas sphaeroides baktériumbol.
Felismerési szekvencidja: G*"AATTC. (* a hasitds helyét jeloli; Uniprot kod:
P21763)

EERE: Az EcoRI és Rsrl enzimekbdl 1étrehozott kiméra (hybrid) enzim, melyben a His147—
Ala206 EcoRI szegmenst a Rsrl enzimbdl helyettesitettiik.

UDG: Uracil DNS-glikozildz. DNS javitd enzim, mely a DNS-be hibdsan beépiilt uracilt
baziskivagas utjan tavolitja el.

EndoV: EndonukleazV. DNS javitd enzim, mely a DNS-ben képzddott cis,syn timin dimert
baziskivagas utjan tavolitja el.

NK-2: Homeodomént tartalmazé transzkripcids factor, mely az idegrendszer kialakuldsdban
¢s fejlodésében jatszik szerepet.

Antp: Az Antennapedia gén altal kodolt homeotikus traszkripcios factor, mely a rovarokban a
csapok fejlodését szabalyozza.

Max: Leucin zippzar transzkripciés faktor, mely a E-box (CACGTG) DNS szekvencidval
torténd kolcsonhatasa révén a Myc gének kifejez6dését gatolja. A fehérje altalaban
homodimer formajaban van jelen, a felismerés hélix-kanyar-hélix motivummal
torténik.

Ets-1: Transzkripcids faktor, mely szamos gén kifejez0dését szabalyozza a differencidciotol a
rakos sejtek kialakuldsaig. Autoinhibicidés modullal rendelkezik, melyet egy
rendezetlen rész szabalyoz.

Ubx: Ultrabithorax homeotikus transzkripcids faktor, mely kiillonbozd szovetekben eltérd
DNS szekvencidk specifikus felismerésére képes.



HMGBI: High-mobility group protein Bl, mely a DNS szerkezetét befolydsolva a
transzkripcids szabalyozasban vesz részt. A HMGBI meghajlitia a DNS-t, mellyel
szamos mas fehérje kotddését segiti eld.

Octl: DNS oktamerekhez kotédé transzkripcidos faktor, mely két POU domén altal
kapcsolodik a célszekvencidhoz (TATGC(A/T)AAT). Ezeket egy rendezetlen linker
szakasz koti Ossze.

NKx3: NK-2 homeodomének csalddjaba tartozo prosztata tumor szuppresszor. A szerkezetileg
jol definialt homeodomént egy savas, rendezetlen szakasz el6zi meg.

TDG: Timin DNA-glikozildz enzim, mely baziskivagas utjan a GT és GU hibédkat javitja
DNS-ben. A rendezetlen N- és C- terminalis domének az enzim konformaciovaltozasat
segitik.

PPAR-y: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma. Maghormon receptor, mely a
zsirsavak tarolasat és a gliilkoz metabolizmusat szabalyozza. Az aktivator A/B rész
nem rendezddik az RXR-el alkotott komplexekben, hanem dinamikus marad.

UvrD: 1A szupercsaladba tartozo DNS helikdz. Miikodéséhez ATP energidjat hasznalja fel,
melynek eredményeképp széttekeri a DNS kettds hélixét.

Szamitasi modszerek

EVB/FEP-US: Empirical Valence Bond/Free Energy Perturbation-Umbrella Sampling
modszer, melyet Ariech Warshel fejlesztett ki. Ez a vegyértékkotés modszert, mely
formailag egy kombinalt kvantummechanikai-molekulamechanikai médszer, 6tvozi az
un. esernyé mintavételezéssel. Ez a kombinalt eljards a magas energidji, adtmeneti
allapot régiok energiaviszonyainak feltérképezésére alkalmas.

PDLD/S: Szemi-empirikus Protein Dipoles Langevin Dipoles modszer, mely a szamunkra
érdekes reaktiv régid fehérje-kornyezetének Langevin dipolusokkal torténd leirdsan
alapul. A szemi-empirikus valtozatot a megfeleld mutacidkat kiséré szabadentalpia-
valtozasok szamitasara vezették be, a kisérleti adatokkal torténd még jobb egyezés
eléréséhez. Ennek lényege, hogy a szimulacid pontossagatdl fiiggden (pl. indukalt
dipolusok figyelembevételével torténik-e) az eredményeket adott skalafaktorral
korrigaljuk.

MC: Monte Carlo mintavételezési eljards, melynek sordn a rendszerbdl véletlenszeriien
vesziink mintat. Ennek eredményeképp a tanulmanyozott rendszer id6fiiggése nem, de
atlagos tulajdonsagai szamithatoak.

MD: Molekuladinamika. Szimulécios eljaras, melyben a rendszert a Newtoni egyenleteknek
megfelelden mozgatjuk es id6fliggését tanulmanyozzuk.

GCMC: nagykanonikus rendszeren végzett Monte Carlo szimulacid, melynek soran a
rendszerben 1évd atomok, molekuldk mennyisége valtozhat.

CG: coarse-grained (alacsony felbontasu) szamitasi eljaras, melyben a rendszert leir6 energia-
fiiggvény alapegységei nem atomok, hanem egy biomolekula nagyobb egységei. PL
fehérjénél egy aminosav, nukleinsavnal egy bazis képvisel egy elemet. Parametrizalasa
minden atomot figyelembe vevd, un. all-atom szdmitdsok alapjan torténik. Nagyobb
rendszerekre, vagy hosszabb idéskalan torténd szimulacidkra alkalmas.



