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,.SZENHIDRATOKON AKTI{V ENZIMEK SZERKEZETE, AKTIVITASA ES GATLASA”
cimu
az MTA doktora fokozat elnyerésére benyujtott értekezésem birdlatara

Ko6szondm a Prof. Dr. Kilar Ferenc birdloi munkéjat, amit dolgozatom attekintésére és
elemzésére forditott és értékeld, elismerd megjegyzéseit. A kovetkezOkben a kritikai
megjegyzésekre valaszolok.

A biralo szerint dolgozatom ,,sajatos szoveges leirdsat adja az elvégzett munkanak™,
.osszefoglalo jellegli munka, ... valosziniileg konnyebben forgathatd lett volna egy kiilonalld,
Az eredmények megbeszélése fejezettel, amelynek tartalmat most részleteiben talalhatjuk meg
a sajatos szerkesztésii, eldzményeket és eredményeket felsorold, valamint az &sszefoglald
részekben”

Valoban a célom egy olvasmanyos Osszefoglald dolgozat Gsszeallitdsa volt, amiben a sajat
eredmények is hivatkozasként jelennek meg (hasonloan az attekinté jellegli “review*
cikkekhez, ahol szintén nem szokatlan a sajat eredményekre valo hivatkozas). Az eredmények
targyalasa soran a fejezetek elején elhelyezett bevezetéseket az indokolja, hogy a teriileten
kevésbé jartas olvasonak ne a dolgozat elejérdl kelljen keresgélni a témahoz a kozvetlen
elozményeket. Természetesen elfogadom a biralo kritikajat, €s nem gondolom, hogy ez a forma
volt a legjobb valasztas, de reményeim szerint egy lehetséges csoportositasat és osszefoglalojat
adja az eddig végzett munkanak.

Biralom hianyolta az 4brak hivatkozasait. Valoban csak akkor hasznaltam hivatkozast, ha
valamilyen dbra az adott kozleménybdl valtoztatas nélkiil keriilt atvételre. A legtobb sajat abra
magyar nyelvii feliratokat kapott, igy eltér az eredeti kozleménytdl, melyekre a szovegben
minden alkalommal hivatkozas tortént.

Ahogy a biral6 is észrevételezte, ,,az értekezés témajaval kapcsolatos tudoméanyos munkajdnak
csak egy rész¢Et tartalmazza az értekezés.” Ennek oka, hogy az adott teriileten PhD dolgozatom
beadasa utdn mar késziilt egy MTA doktori értekezés (Kandra 2006), ezért ebben a munkaban
csak az ezutan sziiletett eredményeket mutattam be.

A formai megjegyzéseket elfogadom, sajnos sikeriilt igazolni azt, hogy nincs hibatlan munka.
Az elirdsok magyarazata részben az, hogy egy id6 utdn mar nem azt olvassa az ember, amit
leirt, hanem amit le akart irni, igy atsiklik a hibakon.

Valaszaim a feltett kédésekre:

A jelolt és munkatarsai altal kidolgozott és alkalmazott SUMA programmal jellemzett
(szamitott) alhelyek szdma nagy intervallumban valtozik az értekezésben is felsorolt enzimek
esetében, akar pl. 12 alhelyet is meg lehet kiilonboztetni. Lehet-e a fehérje-mérettel
kapcsolatba hozni a lehetséges alhelyek szaméat és a kiszamithat latszolagos kotési energia-
értékek nagysdgrendjét?
Az amilaz enzimek igen elterjedtek, gyakorlatilag az ¢l6vildg minden rendszertani egységében
megjelennek (baktériumok, archedk, és az eukariotak valamennyi orszagaban).
Rendkiviil valtozatosak szekvencidban és méretben is. A szekvencia azonossdg extrém
alacsony is lehet (akar csak 10 %), a méret pedig tag hatarok kozott valtozik pl. 10 kDa (Bacillus
caldolyticus) - 210 kDa (Chloroflexus aurantiacus ) a bakterialis amilazok esetében!. Erésen
konzervaltak viszont az aktiv hely katalitikus tridd aminosavai (katalitikus nukleofil - Asp,
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proton donor - Glu, 4tmeneti allapot stabilizald - Asp), és a harmadlagos szerkezet®. A legtobb
ilyen szempontb6l vizsgélt amilaz (B/a)s hordd szerkezetii (esetleg hianyos (p/a)7 hordo) ahol
a a-hélixeket és B-redoket Osszekotd feliileti hurkok aminosavai vesznek részt a szubsztrat
gliikoz egységeinek rogzitésében. Sajat eredményeink koziil nézve egy példat: a ndvényi, arpa
eredeti amilaz (Amyl) hossza kotdhellyel rendelkezik (7 glikont2aglikon+1gat alhely) az
emlds, sertés pankredsz eredeti amilazhoz (PPA) képest (3 glikon+2 aglikon), pedig a PPA
molekulatdomege nagyobb (57 kDa) az AMY1 kisebb (48 kDa). Az sem mondhato
egyértelmiien, hogy a hosszabb kotohely feltétleniil nagyobb latszdlagos kotési energiat jelent
Osszességében, hiszen a hosszabb kotohelyen lehetnek gat alhelyek, amire szintén az AMY1 a
J6 példa. De a PhD dolgozatom keretében vizsgalt Bacillus licheniformis a-amildz (BLA) 9
kotdhelye (5+3+1 alhelly szerkezettel) is kisebb kotési energiat jelent, mint a PPA 5 kotdhelye.

2. Lényeges hatassal van az enzimek aktivitasara és mikodésére az aminosavak célzott
mutacidjaval 1étrehozott cseréje. Szeretném megkérdezni, hogy az ilyen cserék esetén az
esetlegesen bekovetkezd izoelektromos pont-beli valtozas az elsddleges oka, vagy inkabb mas
tulajdonsagokban torténo valtozasokat kell figyelembe venni az enzimek mitkodésében?

A valaszhoz a muticiok izoelektromos pontra gyakorolt hatidsit az arpa amildz AMY1
izoenzimén szeretném bemutatni. A mutdnsok nagy részénél a cserék nem okoznak
izoelektromos pont valtozast, mert toltés nélkiili aminosavak cseréje tortént, szintén toltés
nélkiilire.

Ilyen mutaciok a kovetkezok:

Y105A, W, F

V47A,F, G, L, 1

S48Y, G, A, 1

Savas vagy bazikus aminosavak bevezetése izoelektromos pont valtozast okoz a kovetkezo
esetekben, de nem ez az aktivitas valtozas elsddleges oka. Egyrészt a valtozas kis mértéki
(kozelitd izoelektromos pont értékek Protein Calculator-ral szamitva:

wild type 5,89

Serd48Asp 5,77

Vald7Asp 5,77

Val47Lys 6,0

H395A 5,79 masodlagos kétdhely mutans)

Lényegesebb az a kiilonbség, ami az aktiv hely kdrnyezetében levé aminosavak polaritdsaban
¢és a H hid, vagy n-stacking kdlcsonhatés létrehozasara vald alkalmassdgaban van a vad tipus
¢és a mutaciot hordozo6 fehérjében. Ilyen pl. az Y105A csere, aminek jelentds hatasa volt. A
masodlagos kotohely esetében a fehérje mutacio hatasara bekdvetkezd konformacié valtozasa
lehet a f6 ok, ami miatt az aktiv helytdl tdvoli mutacio is befolyasolja a kotési energiakat és igy
a bontasi képet.



3. Az értekezésben feltiintetett abrak és abraalairasok, sajnalatos médon, nem mindig adjak meg
az abran megjelen6 értékek, jelek, spektrum-komponensek pontos azonositasat, Egy kiragadott,
de fontosnak és jellemzének mondhatd &abrardl szeretnék kérdezni, Bar a hivatkozott
kozleményekben altalaban kiderithet6k az utalasok és értelmezések, a pontos értelmezésa[11]-
es hivatkozasbdl kiemelt 18, abran sziikséges lenne a tomegspektrumban megjelend mindegyik
komponens azonositasaval, Megkdszéndm, ha ezt roviden felvazolna, miutan az édesburgonya
béta-amilaz enzimének miikodése tényleg kiilonleges, amelyet a tomegspektrumon is
megjelend komponensek jelenléte igazolhat.

Sajnos a tobb kords ellendrzések ellenére is maradtak az abrak jelolésében, és az dbra
alairasokban hianyossagok.
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18. abra A CNPG7 édesburgonya [-amilaz katalizalta hidrolizisének termékdsszetétele MALDI-TOF MS
spektrum alapjan. Szamitott m/z értékek: [CNPG7+Na']= 1330.35 Da; [CNPG5+Na*]= 1006,242 Da:
[CNPG3+Na']= 682,132 Da; [G2+Na']= 365,106 Da, [G4+Na]= 689,3 Da.

V1. abra. A kérdésben szerepld 18. dbra a dolgozatbol

A spektrum a hét gliikéz egységet tartalmazd, redukald végén kromofor (2-klor-4-nitrofenil
CNP) csoporttal jelolt szubsztrat hidrolizisének termékosszetételét mutatja. Az &bra
alairasaban is szerepld intenzivebb csucsok tartoznak a natrium ionnal ionizalt oligomerekhez.
Minden CNP tartalma cstcs mellett 16 Da kiilonbséggel megjelenik egy kisebb csucs, ami a
kromofor csoport UV elnyelése miatti fragmentacidval keletkezik (Az UV lézer hulldmhossza
377 nm, a CNP-glikozidok elnyelési maximuma 302 nm). Ilyen ,,mellékcstics” nincs a szabad
maltéz (G2 365,27) mellett. A redukdlé végi, CNP tartalmt hidrolizistermékek 324 Da
kiilonbséggel jelennek meg a spektrumban, ami megfelel 2 gliik6z egységnek.

A kis intenzitassal jelen levé csucsok koziil a 1175 Da megfelel egy szabad maltoheptadznak
(G7), ami a reakcidelegyben kis mennyiségben jelen van a CNPG7 mellett, és természetesen
szintén szubsztratja az enzimnek. Hidrolizistermékei kis intenzitassal lathatok 850 Da és 500
Da koriill. A 335 Da ¢és 301 Da m/z értéknél megjelend csucsok matrix vagy puffer
komponensek lehetnek. A tobbi kis intenzitdsu csticsot nem azonositottuk.



A spektrum igazolja, hogy a hasitas nem jatszodhat le parhuzamos reakcioban, mikor az enzim
vagy 2 vagy 4 glikdzegységet hasit a 7 tagli szubsztrat nem redukald végérol és igy 5 és 3
tagszamu CNP-glikozid termék keletkezik, mert akkor a nem redukald végrol lehasado tetramer
[G4+Na']csucsanak meg kellene jelenni 689 Da-nal, ahol jol lathatban semmi nincs a
spektrumban.

4. Az értekezésben bemutatott munka egyik legfontosabb eredménye, amely tjabb
lehetéségeket nyit a teriileten, a kiilonb6z6 enzim-gatld folyamatok kovetésének és
jellemzésének jovébeni kifejtése, Az alkalmazott és kidolgozott folyadékkromatografias
eljarasok, valamint a izotermikus titralasi kalorimetria ebben a munkaban elsdsorban a
glikoenzimek vizsgalatara iranyultak, Véleménye szerint az enzim-inhibitorok kutatdsaban,
masfajta enzimek miikodési teriiletein lehetséges-e ezen technikanak az alkalmazasa?

Az enzimaktivitds méréshez szamos enzim esetében haszndlnak folyadékkromatografias
méréseket. Ez minden olyan esetben célravezetd lehet, ahol a szubsztrat és a termék(ek)
spektralis tulajdonsagai nem kiilonbdznek, vagyis spektrofotometridval a szubsztrat és/vagy a
termék koncentraciovaltozdsa nem kovethetd. Ilyenkor sziikséges lehet a reakcidelegy
komponenseinek elvalasztasa. Mar egy 1994-ben késziilt 6sszefoglald kozel 80 enzimre irja le
a HPLC-s aktivitasmérést, koztilk az amilazra is maltoheptadz szubsztraton refraktiv index
detektorral>. A leggyakrabban forditott fazist hasznaltak, és ha sziikséges, elvalasztas eldtti,
vagy utani szarmazékképzést a detektalas eldsegitésére. A HPLC modszer hatranya id6- és
eszkozigényesége mellett, hogy kinetika esetén csak szakaszos mérésre hasznalhatd. Ehhez
vagy kinetikai gorbét kell felvenni, tobb idépontban meghatarozva a valtozast, vagy pl.
gatlasvizsgalat esetén mar elegendé azonos inkubacios idé utdn 6sszehasonlitani az inhibitor
nélkiil és jelenlétében torténd atalakulas mértékeét.

Bar az ITC méréseket régota hasznaljadk kotddési energidk mérésére €s igy enzim gatlasok
vizsgalatara is, az enzim kinetikai mérésekre vald alkalmazasa a kétezres évek elején az
érzékeny, kis térfogatti mikrokalorimetrias ITC késziilékek megjelenésével é¢s Todd és Gomez
uttdré munkaja utan kezdett elterjedni®.

Részletes 0Osszefoglaldo kozlemény jelent meg 2020-ban az ITC enzimkinetikai
alkalmazasair6l’, amiben talnyomorészt hidrolaz enzimekre val6 alkalmazasok talalhatok, ezen
beliil is sok glikozidaz (itt két kdzleményiinket is hivatkozzak), de ezeken kiviil észterazok,
proteazok reakcioit is vizsgaltdk. A transzferazok koziil kinazok és glikozil transzferdzok
(egyediiliként a glikogén foszforilaz a mi kozleményiink) szerepelnek, de lidz, izomeraz és ligaz
enzimek vizsgalatara is hasznaltak ITC modszert. A hidrolazok feliilreprezentaltsagat ezekben
a vizsgalatokban nem gondolom véletlennek. A hidrolizis esetében ugyanis, bar megfordithato
reakciordl van szd, a viz nagy koncentracidja biztositja, hogy gyakorlatilag egyiranya reakcio
torténjen. Ezen kiviil ez pszeudo egy szubsztratos reakcionak tekinthetd, ellentétben tobb
enzimosztaly reakcidival, ahol koenzim, vagy masik szubsztrat is kell a reakcidhoz. A cikk
Supplementjében szemléletes grafikon (V2. dbra) mutatja az ilyen targya kozlemények szamat
2000 és 2020 kozott. Az emelkedés 2010-ig egyenletes, majd 2011-ben valtozik a meredeksége
és intenzivebb ndvekedési szakasz kezdodik.

Egy ujabb kiterjesztését jelentik a kalorimetrias méréseknek a 2D ITC kisérletek®, amiben két
szubsztratos enzimreakciok kinetikai jellemzését végzik el egy mindkét szubsztrat
koncentracidjat szisztematikusan valtoztatd kisérletsor segitségével. A reakcidsebesség



mindkét szubsztrat koncentriciojatél valé fiiggését bemutaté feliilet kiértékelésével
kinyerhet6k a kinetikai allandok és a mechanizmus is megallapithatd.
ITC Enzyme Kinetics Studies
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Supplemental Figure 1. Cumulative graph of iTC enzyme kinetics studies by year.

V2. Az ITC enzim kinetikai alkalmazdsaival foglaikozo kozlemények szamanak alakuldsa [5].
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