VALASZ
) ) ~ Dr. Martinek Tamasnak ) ) ) )
»SZENHIDRATOKON AKTIV ENZIMEK SZERKEZETE, AKTIVITASA ES GATLASA”
cimii
az MTA doktora fokozat elnyerésére benyujtott értekezésem birdlatara

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni hogy dolgozatom birdlasat elvallalta, koszonom az
értékeld megjegyzéseket, valamint timogatd véleményét €s elgondolkodtatd kérdéseit. Az
alabbiakban igyekszem ezekre részletes valaszt adni.

pl5: Hosszabb probaszekvencidknal nincsenek parhuzamos reakciok? Vagy ezt a SUMA
egyidejuleg illeszti a dG additivitas feltételezésével?
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V1. abra CNPG)5 szubsztrat LdAmy katalizalta hidrolizisének kinetikai gérbéje (CNPGs: +
CNPGy: m, CNPG3: ¢, CNPG:: o, CNPG: A)

A bontasi kép adatok a kinetikai gorbék azon kezdeti, lineéris szakaszar6l szarmaznak, ahol
még kezdeti sebesség koriilmények érvényesek, és nincs masodlagos hasitas (V1. abra, piros
vonal jeloli a kotéshasitasi frekvencia meghatarozas idejét). Parhuzamos reakciok vannak,
hiszen abbol addédnak a BCF kotéshasitasi frekvencia értékek. Ennek oka, hogy egy adott
hosszisagl szubsztrat tobb olyan poziciot vehet fel az enzim-szubsztrat komplexben, amelyben
van a kotohelyet atfedd glikozidos kotés (produktiv komplex, Id. a dolgozat 5. abraja). A
szubsztrat kiilonbozd pozicidban valo kotddése eltérden kedvezményezett, ami azt
eredményezi, hogy az egyes kotések hasitdsa eltérd gyakorisaggal torténik. Annal nagyobb egy
adott pozicidban a hasitds valoszinlisége, minél nagyobb a betoltott alhelyek dsszenergidja.

pl7 és mindeniitt a sz6vegben: A DP rovidités definicidjat nem talaltam a roviditésjegyzékben.
Feltételezem, hogy a polimer kémidban hasznalatos polimerizacié fokra utal. Ez a teriileten
jaratlan olvasd szamara nem nyilvanvald. Kiilonosen amiatt zavard, hogy a “DP N tagszamu”
formatumot hasznalja, ami redundans. Ezt javaslom DP N-re vagy N-tagszamu jelolésre
moédositani.

A DP a degree of polimerization — polimerizaciofok roviditése, valoban kimaradt a
roviditésjegyzeékbdl. Modositasra sajnos mar nincs lehetdségem.

p28: Megdobbentd, hogy egy egyszeri szerkezet minimalizalas ennyire prediktivnek bizonvult.
Szerencsés lett volna néhdny grafikont bemutatni az adatok illeszkedésérdl a statisztikai




adatokon tul, hogy az olvas6é kaphasson egy grafikus képet a valds illeszkedésr6l esetleges
kilbgd pontokrol.

Az alabbi V2. dbra mutatja a vizsgalt enzimek esetében a mért (Esuma) és a josolt
(Esysyi) alhely kotési energiak korrelacidjat. A zold egyenesek a 95 szazalakos predikcios
intervallumot jelolik. A regresszios analizist a -1 és +1 alhelyek energiainak kihagyasaval

végeztiik, mivel ezek a produktiv komplexben mindig betdltottek, igy a SUMA programmal
nem szamithatok.

Az optimalizalas soran a molekulamechanikai erétér kivalasztasa utan (Sybyl programcsomag
Amber7 FF99) a dielektromos allandd, nem kot kolesonhatasok hatotavolsaga, iteraciok

szdma ¢€s a szubsztrat és a modositott aminosav oldallancok koriili teriilet nagysaga voltak a
valtoztatott paraméterek.

Az AMY ! tanito csoport értékei

a linearis transzformdlas eldit

Egyyy (keal/mol)

IrE.';}B]-]_ = 15' 905 x E_g.{_,}“ - 17.731).

Az AMY1 ellenér=é csoport értékei

a linedris transsformelas wtan.
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V2. abra Az AMYI1 arpa eredetii o-amilaz alhely kétési energidak (Esuma) és a josolt értékek

(Esysyr) kozotti linedris regresszios analizis.A regresszios egyenesek fekete sziniiek, a zold
vonalak a 95% predikcios intervallum hatdrokat jelolik.

Ahhoz, hogy ez a relative egyszerli szdmitdsos eljards ilyen pontossidggal becsiilhesse az
energidkat, a fentebb felsorolt paraméterek szamos lehetséges kombinéciojat teszteltiik, és a
legmegfelelobbnek itélt beallitasokat valasztottuk ki tovabbi optimalizalasra. Ennek részeként



teszteltiik a szénhidratok szamitdsara optimalizalt GlycamO06 erdteret is, de meglepé moédon
ennek az alkalmazasa kevésbé bizonyult hatékonynak az AMBER erdtérhez képest.

Azt tapasztaltuk, hogy a linearis regresszios analizis soran a rossz korrelaciot okoz6 pontok
eloszlasa nem egyenletes, a 95 %-os predikcids intervallumon kiviil es6 pontok tobbsége V47D,
V47K/S48G és V47G/S48D AMY1 mutans enzimhez tartozik. Ezen enzimek mindegyike
tartalmaz olyan mutaciot, melyben egy toltés nélkiili aminosav oldallanc t61tott oldallancra van
cserélve. A fentebbi grafikonok 6sszképet mutatnak, de az egyes mutansokra kapott értékeket
alhelyenként is érdemes lehet értékelni. Ez alapjan azonosithatdk lehetnek azok az alhelyek,
ahol a becslés bizonytalanabb. Igaz ugyan, hogy t61tott aminosavak bevezetése esetén (V47D,
V47K/S48G és V47G/S48D AMY 1 mutansok) néhany alhely esetében a szamitott érték a 95%
predikcios intervallumon kiviil esik, azonban a tobbi alhelyen a becslés pontossaga megfeleld.

p28: Mi lehet az oka a toltott oldallancok kilbogasanak a predikciobdl? Oldoszer modell
figyelembevétele javitott volna ezen?

A tanit6 halmaz esetében csak irodalmi bontési kép ¢és alhelytérkép adatokat hasznaltunk. A
modell kidolgozasanal a tanit6 halmazban nem voltak t6lt6tt aminosavat bevezetd mutaciok,
igy ezeknek a valtozasokra a modell rendszeriink nem volt betanitva. A kutatasok idépontjaban
az akkor rendelkezésre allo Osszes kisérletes adatot 6sszegytijtottiik és felhasznaltuk a modell
tanitasahoz vagy teszteléséhez, igy a tesztelést is csak limitalt adathalmazon tudtuk elvégezni.
Mivel a célunk egy gyors eljaras kidolgozasa volt ezért elkeriiltiik a kdlcsonhatési energidk
nagy mennyiségii oldoszermolekula kdrnyezetében vald szamitasat. Az ellenérzé halmazba
mar sajat, mutaciot tartalmazo6 enzimeken végzett méréseink keriiltek. Ezekben az enzimekben
né¢hany mutacido miatt toltésvaltozas is tortént, de az eredmények azt mutatjak ekkor nem
megfeleld a joslas. A predikcid pontossagan feltehetden javitana ha a szamitasokat
oldoszermodellben végeztiikk volna. Ezzel kapcsolatban két megjegyzés: i) A kutatasok
idépontjaban (2011) csupan korlatozott szamitasos kapacitas allt rendelkezésiinkre, igy mar
ezeknek a szamitdsoknak az elvégzése is relative sok id6t vett igénybe. Napjainkban ezek a
szamitdsok oldészer modellben sokkal gyorsabban lennének elvégezhetdek, hiszen
rendelkezésre all Debrecenben is a szuperszamitogép igen nagy kapacitasa. ii) A cél egy relative
gyors ¢és egyszeri becslési eljaras kidolgozasa volt, ami nem indokolta bonyolultabb rendszer
felépitését (a megfeleld oldoszerrel, ionokkal, pH ¢és ionerdsség beallitasaival a modszer
kidolgozasa még tobb idot vett volna igénybe).

Bér ez az egyszerii eljards nem megfeleld minden esetben a tobb aminosav mddositdsdnak
hatasara bekovetkezd, sszetett hatasok joslasara, sok esetben mégis jol miikodott, pl. az AMY 1
esetében az Y105A és T212Y mutéciok esetében a bontési képeket az egyszeres €s a dupla
mutans esetében is jo pontossaggal sikeriilt becsiilni.



p30: Nagyon érdekes, hogy az oligoszacharid préba hidrolizisének a hasonlosdga a LdAmy és
PPA fehérjék szerkezetének hasonldsagaval is egyiitt jar. Itt csak a katalitikus felszin a hasonlo
vagy a teljes fehérje?

En megforditanam a kérdést, tigy gondolom, hogy a hasonld szerkezet jar egyiitt a hasonld
termék eloszlassal. Az a kérdés viszont jogos, hogy ez a teljes fehérjére, vagy csak a
szubsztratkotd és katalitikus hely kornyezetére vonatkozik, foleg ha latjuk azt a kis szekvencia
azonossagot, ami az amilazok esetében eléfordul. A HSA-PPA-LdAmy esetében viszont a
szekvencia és szerkezeti hasonldsag is nagy, dolgozatomban is bemutattam (dolgozat 17.4bra)
a HSA PDB adatbazisbol szarmaz6 szerkezet és az LdAmy AlfaFold josolta szerkezet
nagymértéki hasonlosagat.

V3. abra Szerkezet osszehasonlitas HSA: (barna) ISMD LdAmy: (kék) AF-AOAOF6TN63-F1
AlfaFold josolta szerkezet a L. decemlineata 1-300 aminosav szekvencia részletére.

p42: A sebességi dllandok értékeit nem szemléltette az dbran, de az latszik, hogy parhuzamos
reakcidutak jelen vannak. Mennyire unikélis az elméleti modell? Hogyan zarhato ki, hogy
mas modell is illeszkedik a kisérleti adatokra?

A mérési pontokat a modell alapjan felépitett differencial egyenleteket felhasznalva Scientist
programmal illesztettiik minden szubsztrat esetében. Igy ugyanarra a Iépésre tobb szubsztraton
végzett mérésbol is kaptunk sebességi allanddkat. Az igy kapott sebességi allandok egyezése
nem minden esetben volt megfeleld, amit azzal magyaraztunk, hogy ez a modell nem
tartalmazza a kezdeti szakaszban tapasztalt transzglikozilezést. Masrészt igy a processziv
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lépéseket egy sebességi allandoval jellemezziik, ami tartalmazza az egyes részlépések
sebességét és a szubsztrat athelyezddését is. Ez elhanyagolasokat jelent, igy nem is értelmeztiik
ezeket az értékeket. Tobb modellt probaltunk ki, a bemutatott mutatta a legjobb illeszkedést, de
csak a kezdeti pontok elhagyasaval. Nem zarhat6é ki, hogy mas modell is miikodhetne a
folyamat leirasara.

p43: “Az is kideriilt, hogy a hidrogénk6tés dnmagaban nem magyarazza nagyobb stabilitast,
ehhez a hidroféb (van der Waals) koélesonhatasok is nagymértékben hozzajarulnak.” Vizes
kozegben hatékony kotddés soha sem lehetséges kizardlag hidrogén kotésekkel, a hidroféb
kolcsonhatasok és azok kooperativ. H-kotés arnyékold hatasa nélkiilozhetetlen. Hogyan
érvényesiilt ez a modellezett DspB komplexnél?

V4. abra p(1,4)-oligoszacharid (a) és p(1,6)-oligoszacharid (b) illeszkedése a DspB aktiv
helyére (89 hivatkozas a dolgozatban)

A modellezés alapjan a B(1,6) kotést oligomer hajlott strukturaja sokkal jobb illeszkedést tesz
lehetové az aktiv hely feliileti &rokban, mint a kitin szerkezetének megfeleld B(1,4) kotésu
oligomer.
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V5. abra A DspB enzim f(1,6) kotésii GlcNAc tetraszachariddal alkotott komplexének
sztereodiagramja. A fehérjeatomokat feketével, mig a tetraszacharid atomjait sziirkével
jeloltem. Négy alhely lathato, az abra aljan —1, feliil pedig a +3.

Szamos aminosav, koztiik a Trp216, Trp237, Tyr278 ¢és Trp330 aromds csoportok hidrofob
stacking kolcsonhatdsokat biztositanak a megkotott monoszacharid egységekkel. Ezek az
aminosavak jol konzervaltak a GH20 hex6zaminiddz csalddban.




p46. 25. dbra: A HPLC kromatogramokat annotacié nélkiil 4brazolja, ami neheziti a megértést.
Az elegyek Osszetétele alapjan megéllapitja, hogy a DspB enzimet exo mechanizmusu
enzimként azonositottdk. Ez a megfogalmazds kizardlagossdgot sugall. Ugyanakkor az
eredmény nem zar ki egy parhuzamos endo folyamatot. Ezt a kdvetkezd 1épésekben be is
mutatja a korabbi megallapitassal ellentétben. Javaslom az emlitett szoveg finomitasat,
elkertilendd az olvas6 nem kivant irdnyba torténd terelését.

Valoban az abrarol lemaradtak a csticsok azonositasat jelzé szamok, amiért elnézést kérek. Bar
a szOvegben szerepld szamadatokbol, amelyek a csucsteriiletek aranyait mutatjak
megfeleltetheték a csticsok a komponenseknek, de nyilvan jelolni kellett volna az 4bran is
ezeket. A forditott fAzis elvalasztas miatt az oligomerek forditott sorrendben jelennek meg a
kromatogramon, a legpolarisabb hexamer szubsztrat eludlodik legkordbban, ezt kovetik
cs00kkend méret szerinti sorban rdvidebb termékek, ahogy az alabbi kiegészitett V6. abran
lathato.
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V6 abra Hexamer szubsztrat DispB enzim katalizalta hidrolizisének forditott fazisu HPLC
termékanalizise

Az adott hivatkozott kdzleményben [89] a termékanalizis alapjan az exo azonositas szerepel,
amit a masik szubsztrat sorozaton végzett késobbi méréseink utan valtoztattunk meg. Azzal
egyetértek, hogy igy olyan megallapitas szerepel a dolgozatban, ami azota helytelennek
bizonyult, de médositani a dolgozaton mar nincs lehetdségem.

p49. 29. abra: “A szubsztratok fogyasa alapjan kapott kezdeti sebesség mérések azt mutattak,
hogy a tetramer és pentamer szubsztratok kozott mar nincs jelentds kiilénbség a hidrolizis
kezdeti sebességében.” Az abran észrevehetden a DP5 kisebb bomlasi sebességet mutat. Mi
lehet erre a magyarazat?

A fenti megallapitds nem a dolgozatban kozolt kinetikai gérbék alapjan tortént, hanem a
hivatkozott [90] kozleményben kozolt adatokra alapozva. Itt a kezdeti sebesség mérések kis
(0,4 mM) szubsztrat koncentracioknal torténtek HPLC moddszerrel (1d. a cikk abraja alabb).
Ezen egyértelmiien latszik, hogy a tertamer és a pentamer szubsztrat kinetikai gorbék
meredeksége egyforma.
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V7. abra. Tiofenil glikozidok DspB katalizalta hidrolizisének kinetikai gorbéi. [S] = 0,4 mM,
pH =59, T=250C o dimer m trimer A tetramer ® pentamer glikozid szubsztratok
tertiletaranyai a HPLC kromatogramokon (90. hivatkozas a dolgozatban)

A dolgozatban bemutatott teljes hidrolizis kinetikai gérbék 3.5 mM kiindulasi szubsztrat
koncentracidval késziiltek. A dolgozat 31. dbrdjan bemutatott modell szerint lathatd, hogy mar
a reakcio kezdeti szakaszan szdmos olyan termék képzddhet, ami szubsztratja az enzimnek és
igy kotédve csokkentheti a pentamer kotésére és hidrolizisére rendelkezésre all6 enzim
koncentracidjat. Ez eredményezheti a kismértékii sebesség csokkenést. Az enzimkoncentracio
0,2 uM volt ezeknél a méréseknél.

p52, 30. dbra: Az 4bra alairds nem definidlja, mit jelentenek a szdmok az 4bran.
Reakcidsebességre vonatkoznak? Relativ specificitas? Ha igen, akkor ennek a mennyisegnek
mi a definici6ja?

A BCF jelolés sajnos lemaradt az abrarol, a szamok a kotéshasitasi frekvencia szazalékos
értékei, ami a reakcid kezdeti szakaszan a termékek aranyat jelenti. Az dbra megjelenik a
hivatkozott [91] kdzleményiinkben, ahol szerepel a BCF jelolés, bar tudom ez nem mentség a
hianyos jelolésre. A bontasi kép meghatarozas korabban mar tobbszor szerepelt mas enzimek
termékeloszlasadnak vizsgalatakor, és ez a termékek aranyanak mérését jelent, amit szamszertien
szazalékosan szoktunk kifejezni

Ahogy a kozleményben is szerepel, ezek az ardnyok az adott szubsztrattal lejatszodo
parhuzamos reakcidokat tartalmazé modell alapjan illesztéssel (Scientist) kapott
reakciosebességi allandok aranyaval jo egyezést mutattak.

p53: Altaldnos az az dsszefiiggés, hogy ha nincs jelen hosszi oligo, akkor a rovidekkel
transzglikozilezés torténik? Elég rontani a hosszuak kot6deset mutacioval?

Nem csak a szubsztratok mérete szamit, sokkal inkdbb a reakcid sebessége. A mutaciok
altalaban akkor novelik a transzglikozilezés mértékét, ha a hidrolizis sebessége csokken.
Ilyenkor egyrészt hosszabb élettartami lehet az glikozil-enzim &tmeneti termék, ami
megteremti a lehetdséget az akceptor tamadasra a viz helyett. Masrészt a kisebb
hidrolizissebesség miatt kisebb a termékek hidrolizisének esélye.

p55, 35. abra: Az dbra mindsége, értelmezhetdsége és a feliratok olvashatdosdga nem

megfeleld.
Sajnos a Word fajlban még elfogadhat6 dbra mindsége a pdf konvertalas soran valoban tovabb

romlott.




Az abrak a dolgozat [97] hivatkozasabol lettek egybe szerkesztve, részletes értelmezésiik nem
keriilt be a dolgozatba, amit most pdtolok. A donor és akceptor koncentraciok novelése a
vartnak megfeleléen novelte az elérhetd konverziot, itt a korlatot a vegyiiletek oldhatdsaga
jelentette. A pH esetében egyértelmii optimumot allapitottunk meg a pH=5,5 értékénél, mig az
akceptor olddszereként hasznalt DMSO 10 %-nal nagyobb koncentraciéi mar gatoltak az enzim
miikodését. igy a preparativ szintézist 40 mM DMSO-ban oldott MUB-a-Glc akceptor és 25
mM pH=5,5 acetat pufferben oldott maltoheptadz donor (1:9) aranyut elegyében, 0,5 nM V47F
arpa AMY1 mutans enzim jelenlétében 25 °C hémérsékleten végbemend 12 o6ras reakcioval
végeztiik el. igy a DMSO koncentracio 10 % volt a reakcidelegyben. Itt kiemelném, hogy az
optimalizalas az olcsobb MUB-B-Glc akceptorral tortént.

p58: Az ITC mérési eredményeket igy vezeti fel: *“...modszerek, amelyek lehetdvé teszik a
természetes szubsztraton és koriilmények kdzott valé mérést a folyamatba vald beavatkozés
nélkiil.” Igaz ugyan, hogy a komponensek viselkedését nem befolydsoljuk kémiai jelléssel,
de az ITC tisztitott komponenseket és optimalizalt koriilményeket igényel (pH, puffer,
hémérséklet) a megfeleld AH eldidézéséhez. Emiatt az ITC minden eldnyevel egyiitt sem
tekinthetd altalanosan beavatkozas-mentes médszernek.

Ezzel a megallapitassal vitatkoznék. Természetesen minden mérés beavatkozast jelent, de az
altaldnosan hasznalt enzim aktivitismérésekhez képest, amikor gyakran modositott szintetikus
szubsztratokat hasznalnak, vagy egyes esetekben kapcsolt enzim reakcidkat az enzim
mitkodésének kovetésére az ITC mindenképpen tobb lehetdséget nyujt. Nincs sziikség
feltétleniil tisztitott komponensekre, szuszpenzioban, nem oldhat6 polimer szubsztrat
jelenlétében, immobilizalt enzimekre is alkalmazhatd. Nem zavar az inhibicios méréseknél ha
az inhibitor szines, ami a mi méréseinknél okozott problémat a fotometrias aktivitasmérés
esetén. A legnagyobb eldny, hogy kozvetlentil a rekcidosebességet mérjiik, nem koncentraciot
az id6 fliggvényében. Természetesen ez a modszer sem mindenhato, bizonyos reakciok tal kis
entalpiavaltozassal rendelkeznek a kalorimerids méréshez, mint pl, az izomerazok, masoknal

mellékreakciok zavarhatjak az egyértelmii méréseket.
(Hagedoorn, Peter-Leon Isothermal titration calorimetry, Biocatalysis, enzyme kinetics, enzyme inhibition,
Reaction enthalpy Frontiers in Catalysis, 2, (2022) 2673-7841. DOI:10.3389/fctls.2022.906668)

p60: A AQ/At kifejezés véges differencia hanyadost jelol. A leirt ITC mérésben a cellaban
termel6do/elnyelddd hoteljesitmenyt mérjiik, amit matematikailag differencialhanyados
dQ/dt helyesebben ragad meg. A szovegben igy is talaljuk.

A megjegyzéssel egyetértek, a dQ/dt jelolés lett volna helyes.

p61, 8. tabl.: A Km értékek becsiilt kisérleti hibai hidnyoznak a tdblazatbol, ami ITC méresek
esetében jellemz6éen nem elhanyagolhaté. fgy a Km értekek alapjan tett megéallapitéasokat
Ovatosan kell kezelniink.

A Km értékek hibajat nem gondolom nagyobbnak ITC mérések alapjan meghatdrozva, mint
egyeéb modszerekkel. A szubsztratkoncentracio fliggésének kiértékelése helyesen nem linearis
illesztéssel torténik. Nagyobb hibat jelenthet a kozleményekben még mindig gyakran lathato
linearizalassal vald kiértékelés (1/v= f(1/[S]), vagy az aktivitdismérés koriilményeinek nem
megfeleld megtervezése, pl. nem a kezdeti sebesség tartomanyban valdo mérés, vagy a nem elég
nagy szubsztrat koncentraci6 tartomany.

p69. 10. tabl.: Az inhibicios allanddkat nem egységes mértékegységgel adja meg. Javaslom a
molaris koncentraciok megadasat minden esetben. A tablazatban levo adatoknal nincs
feltiintetve, hogy melyek irodalmi eredmények.

A tablazat utolso oszlopa mutatja a hivatkozasokat, melybdl kideriil, hogy csak a PPA adat sajat
mérési eredmény. A tablazat adatai olyan mértékegységgel szerepelnek, ahogy az a hivatkozott
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cikkben meg volt adva. Atszdmitasuk molaris koncentraciovd csak a molekulatomeg
ismeretében lehetséges, ez pedig a tannin esetében, ami nem egy vegyiilet, hanem egy elegy,
nem mindig ismert.

p70: Megallapitja, hogy detergens hatasara nott az inhibicids allando, amit a tannin fehérje
aggregaciot noveld hatdsaval magyaraz. Torténtek-e kiegészitd részecskeméret mérések az
aggregacid alatamasztasara hasonldan a 82. oldalon bemutatott mérésekhez (pl. méretkizarasos
kromatografia, dinamikus fényszoras, diffuzios NMR)? Hogyan zartak ki a kozvetlen
detergens-enzim kolcsdnhatast, mint az egyik lehetséges, nem aggregacid-alapi magyarazatot
a 47. abran bemutatott eredményekre?

DLS ¢s SEC mérésekkel igazoltuk a tannin aggregaciot, az alabbi V8. és V9. abrak a [130]
kozlemény Supplementjében szerepelnek, €s mutatjak a tannin aggreatumok méretét (150 nm
és 5000 nm) ¢€s az eloszlas iddbeli valtozasat. Igazoltuk, hogy a tannin aggregatumok lépnek

kolcsonhatéasba a fehérjével, a fehérje nem aggregalodik.
Size Distribution by Intensity
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V8. abra Gallotanninok részecskeméretének valtozasa idoben kovetve DLS modszerrel (zold-
5 perc, piros 10 perc, kék 60 perc). Az elso csucs a monomer a masodik és harmadik eltéro
méretii aggregatumok.
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V9. abra Gallotannin SEC-HPLC analizise 25 perccel (kék) és 20 oraval (piros) a feloldas
utan. A kezdeti 6-9 perc kozotti régio nagyitott képén jol lathatok a nagyobb aggregatumok
jelenléte.



A detergens —enzim kdolcsonhatast kontroll kisérletben vizsgaltuk. Negativ kontrollként
akarbozt hasznaltunk, mint az a-amildz ismert, nem aggregacié alapu gatloszerét. A detergens
jelenlétében elvégzett akarboz gatlasvizsgalat adatai nem mutatnak eltérést az alabbi V10. dbran
lathatd6 médon.
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V10. abra Akarboz gatlo hatasanak koncentraciofiiggése PPAenzim és GalG>CNP szubsztrat
reakciojaban 0,01% TritonX-100 nem ionos detergens jelenlétében (zold) és tavollétében

(piros).

enzim maradék aktivitisa (%/100)

p79, 14. tabl.: A gyogyszerkémiai tesztek a kismolekulas talalatok és keményito esetén magas
mikromolos IC50-et mutattak, ami sajnos nem ad jo kiindulépontokat egy kismolekulas
fejlesztéshez. Egyrészt a korabbi vizsgalataik azt mutattak, hogy tobb alk6tdhely egyiittes
miikodése képes kialakitani a megfelelo kolesonhatast az enzimekkel. Ezzel 6sszhangban a
referencia akarbdz is nagyobb molekula. Valdszinlsithetd, hogy az enzim nagyfeliiletre
kiterjedo, de sekély kotohellyel rendelkezik. Lehetséges az, hogy a talalt kismolekulak
kiilonb6zo alkdtohelyekkel hatnak kdlcson és fragmens-alapu ligalasuk j6 inhibitorhoz
vezetne?

Az inhibitornak bizonyuld kismolekulak koziil néhannyal végeztek dokkolasi kisérleteket,
példaul a dolgozat 53. adbrajan lathatd 2 és az 54. abra 12 vegyiiletével, amelyek méréseink
szerint kompetitiv gatloszerek. Ezzel 6sszhangban a dokkolds az aktiv helyen vald kotodést
megerdsitette. Ezek az inhibitorok az aktiv hely —2 —1 +1 régidjaban a katalitikus aminosavak
(Glu 233 és Asp300) mellett foként aromas (Tyr151 és TrpS8 vagy TrpS9) és alifas apolaris
aminosav oldalldncokkal alakitanak ki kdlcsonhatast, amint az alabbi abran lathato (V11. abra).
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Vil1. ébra A dolgozathan taldlhaté 2 (feliil) és 12 (alul) vegyiiletek illeszkedése a HPA (PDB 30LE)
aktiv centrumdba. A nyilak hidrogén hid, a sarga korok hidrofob kélcsonhatdsokat jeleznek. (hivatkozds
a dolgozatban 145,146).

Valamennyi vizsgalt kismolekula Gigy lett kivalasztva, hogy az enzim modell aktiv centruméba
valé illeszkedését vizsgaltak, tehat a molekulak részletei azonos alhelyek kornyezetével tudnak
kolesonhatdsba 1épni. Az 4bra alapjan szerintem nem a kismolekuldk fragmens alapu ligalasa
eredményezhet jobb inhibitort, hanem inkabb ezeknek a molekuldknak a “hosszabbitasa™ cukor
egységekkel. Erre a molekuldkon talalhaté hidroxil csoportok lehetdséget biztositanak. Az
elnytjtott 4rok jellegil aktiv hely tovabbi glikon (-3 -4) és aglikon (+2 +3) alhelyein ugyanis a
gliikoz egységek bizonyitottan jol k6tédnek (Id. a V11. dbrén a piros jelolést). fgy akar a 2
vegylilet C gyiiriijének hidroxil csoportjat maltézzal glikozilezve, vagy az A gyfirlin levd
hidroxilhoz maltozt kapcsolva varhatoan hatékonyabb inhibitort kapnank. Béar az aroméas gytiirti
elektronszivo hatasa miatt a fenolos OH-t nem kénnyii glikozilezni, de szdmos példa talalhat6
ilyen tipust szintézisekre (pl. Marten Jacobsson, Jesper Malmberg, Ulf Ellervik, Aromatic O-glycosylation,
Carbohydr. Res., 341, (2006) 1266-1281.).

Korabban tettiink kisérletet arra, hogy az o-amildzon gyenge inhibitornak bizonyuld
gliikkopiranozilidén-spiro-tiohodantoin (GTH) vegyiilethez pszeudo-oligoszacharid egységet
kapcsolva jobb inhibitort allitsunk el6 enzimatikus szintézissel (95 hivatkozas a dolgozatban).
Donorként akarbézt hasznaltunk. A keletkez6 vegyiilet jobb inhibitor lett, mint a kiindulasi
GTH - tehat a kotédése javult az aktiv helyhez, de rosszabb, mint az akarb6z. Tulajdonképpen
az akarb6z gatlé hatésat sikeriilt lerontani a gliikoz GTH-ra val6 cserélésével.

Debrecen, 2025. 01.08.
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