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»SZENHIDRATOKON AKTIV ENZIMEK SZERKEZETE, AKTIVITASA ES GATLASA”
cimii
az MTA doktora fokozat elnyerésére benyujtott értekezésem birdlatara

Az értekezéssel kapcsolatban feltett kérdések megvalaszolasa eldtt szeretném megkdszonni
Prof. Dr. Poppe Laszlonak az értekezésem alapos attanulmanyozasat, a birdlat elkészitését és
az értekezésben dsszefoglalt eredmények elismerését.

Aprébb formai észrevételek az értekezéssel kapcsolatban:

Az atomtipusokra utalo roviditések doltek: pl. 5. oldal: ... N-acetil ..., 6. oldal ... O-glikozidizok ...
N-glikozidazok ... S-glikozidazok ... és késébbi esetek;

Az 1. abra, 2. dbra esetében sajat készitésii, jobb felbontasu dbrak elegdnsabbak lettek volna, az 1. abra
félig kitakart magyaritasa sem elegans;

Kicsit elnagyolt a hivatkozasok formazasa, pl. a 45. hivatkozas cimében .,A-Amylase ...”, az ..o-
Amylase ...” helyett.

A biralonak a dolgozattal kapcsolatos formai kritikai megjegyzéseit elfogadom.
A birdlatban megfogalmazott kérdésekre azok sorrendjében valaszolok.

1. A prokaridta és eukaridta eredetii enzimek kozt jelentds eltérést okoz(hat) az eukaridta enzimek
nagyobb foku poszttranszlacios modosuldsa (pl. nagyobb foku glikozilaltsag). Van-e valamilyen

informacid errdl a vizsgalt a-o-amilazok (és tovabbi enzimek) esetében? (Ennek lehet jelentdsége abban
az esetben, ha a vizsgalatokhoz felhaszndlt enzim rekombinans bakterialis expresszids eredetil).

Az eukariota eredetli enzimek kdoziil novényi (arpa), rovar (burgonyabogar), €s emlds (sertés
pankredsz, human nyal) enzimeket vizsgaltunk. Ezeknek az enzimeknek a poszttranszlacios
modositasarol (PTM) tobb informacié is elérheté. Arpa eredetii a-amildz enzim esetében mar
a kilencvenes években vizsgaltak a PTM hatasat, és proteolitikus hasitast tapasztaltak'.
Egyiittmikodé partnereink részletesen vizsgaltdk a sor és whisky gyartasban alkalmazott,
¢lesztében kifejezett arpa eredetii a-amilaz PTM-t. A szignal peptid hasitasan tal, C terminalis
ArgSer hasitast, Ser-glutationilezést és O-glikozilaciot (Man,) irtak le?.

A korabbi szerkezeti vizsgalatok szerint a HPA esetében az N terminalis glutamin pirrolidon
szarmazékka alakulasa stabilizalja az enzimet egyes emésztd enzimekkel szemben®.

A human amildz enzimek C termindlis régioja két potencidlis N glikozilezési helyet tartalmaz
(N427 és N476). Kiilonbozd tenyésztett emlds sejtekben (HEK293, COS-7, CHO és KLM-1)
kifejezett HSA és HPA esetében is vizsgaltak a glikozilaciot*. Altalanossigban elmondhato,
hogy a nyal-a-amildz gyakrabban glikozildlodott, mint a hasnyalmirigy-a-amildz. (Ez a human
szervezetben is igy van, bar a nyalban talalhatdo endoglikozidaz enzim (ENGaz) késébb
deglikozilezi a szekretalt amilaz egy részét. Ez azt jelenti, hogy az amildz aktiv marad
glikozilalatlan forméaban is.) Azt talaltdk, hogy nem volt jelentds valtozas a glikozilalt
molekuladk ardnydban az ugyanazon tenyésztett sejtek altal termelt izoenzimek (HSA, HPA)
kozott. Megallapitottak, hogy az a-amilaz glikozilaciojat inkabb az enzimet termeld sejt tipusa
befolyasolja. Elemezték az N-glikozilacids helyek glikozilacids hatékonysagat, és 3- 50 %
glikozilaciot figyeltek meg, ami gyakrabban kovetkezik be a N476 pozicidban. Emiatt
feltételezték, hogy az a-amilaz glikozilacid nélkiil is megfeleld konforméacidju és aktiv, amit



késobb kisérletesen is igazoltak. Bar még mindig nem teljesen tisztazott, mi a glikozilacid célja
ezeknél az enzimeknél, 0sszességében ugy tlinik inkabb a szekrécidoban van szerepe, mint az
aktivitasban.

A kristalyszerkezeti €s aktivitas vizsgalatokhoz Pichia pastorisban kifejezett, tisztitott HPA
enzimet a vizsgalatok elétt endoglikozidaz F enzimmel deglikozilezték®. Ezzel a protokollal
allitottdk el6 a PDB adatbazisban elérhetd legtobb o-amildzt a szerkezetvizsgalathoz,
kihasznalva a glikozilalatlan fehérjék jobb kristalyosodasi hajlamat.

2. Mennvyire stabilak ezek az enzimek a termékeloszlasi vizsgalatok sordn? Befolyasolhatja-e az
eredményeket inaktivalodott, am kotésre még képes formak jelenléte?

Az a-amiladz enzimek egyik nagy eldnye, hogy kelléen robusztusak, stabilak igy hosszl ideig
nem veszitik el aktivitasukat szobahOn sem, de az oldatban vald tarolas 5 °C homérsékleten
akar hetekig is aktivitas csokkenés nélkiil megvaldsithatd. Jol tiirik a fagyasztas felolvasztés
ciklusokat is, igy az enzim oldat hosszabb ideig hasznalhat6. A bontasi képet nem befolyasolja,
ha inaktiv, de a szubsztratot megkotd forma van jelen, hiszen a produktiv ES komplexek
termékaranyat hatarozzuk meg és ilyen szempontbol mindegy, hogy a komplex azért inaktiv
mert a szubsztrat kotddéskor nem fedi at az aktiv, hasito helyet, vagy azért, mert az enzim maga
nem aktiv.

A Dispersin B enzimrél idén jelent meg egy dsszefoglalé jellegi munka®, ami az enzim 2003-
ban tortént leirasa ota elvégzett kutatasokat €s a kapott eredményeket 6sszegzi. (Ebben harom
kozleményiinket hivatkozzak.) Mar a kezdeti vizsgélatok soran kideriilt, hogy a vad tipusu és a
E. coli-ban kifejezett rekombinans, hexahisztidin jellot tartalmazd enzim is stabil szilard és
oldat formaban is. Ujabb vizsgalatok szerint az enzim szilard fazishoz rogzitése még novelheti
is a stabiltast és az aktivitast. Ez teszi lehetové alkalmazasat bakterialis biofilmek eltavolitasara
gyogyaszati eszk6zokrdl, illetve hasznalatat olyan feliiletek kialakitasara beépitett eszkozokon,
melyeken nem képzddik biofilm. Poliuretan és teflon katétereken kialakitott bevonatok 4 °C-
on egy honapos tarolas utan is aktivak maradtak.

3. A sajat munkak harmadik alfejezetében eldszor bemutatja, hogy a 2-klor-4-nitrofenil (CNP) jeldlo
funkcié a nyal vazizom eredeti glikogén foszforilaz (rmGFb) vizsgalatahoz felhasznalt oligomer
szubsztratok esetében szubsztrat gatlast okozhat. Ezek utan ismerteti a CNP jel6lo funkcidval ellatott
oligomerek felhasznalasat o-amilaz HPLC-alapi aktivitasmérésen alapuldé Kkinetikai és gatlasi
vizsgalatokra. Itt nem szamit a médosit6? Mennyire vizsgaltak?

A dolgozat 8. abraja mutatja a szabad ¢s PNP-glikozid maltooligomerek bontési képe alapjan
késziilt a-amilaz alhely térképet (ezek a mérések még a PhD dolgozatomban szerepeltek), ami
alapjan lathat6, hogy nincs eltérés az alhely szerkezetben, és a bontasi képben a kromofor
csoport jelenléte miatt. A szubsztrat gatlds a rmGP esetében 7 mM szubsztrat koncentracio felett
jelentkezik (42. abra a dolgozatban), illetve 5 mg/ml koncentraci6 felett HSA és PPA
enzimeken a kék keményit6 esetén (40. abra). Bontasi kép és kinetikai méréseinket 1 mM vagy
még kisebb (0,1 mM) koncentracid mellett végeztiik, ahol a szubsztrat gatlds nem jatszik
szerepet.

Bar a Dispersin B enzim esetében is torténtek vizsgilatok kromofort nem tartalmazé
szubsztrattal, ebben az esetben csak a polimer hasitasanak termékeit azonositottak. Az E.coli-
ban thltermeltetett poli-N-acetil-gliikozamint (PNG) tisztitottdk és hasznaltdk szubsztratként.
16 oras hidrolizis utan VRK-val és MALDI-TOF MS modszerrel azonositottak a termékeket.



Ezek alapjan monomer, dimer termékek is kimutathatok voltak, de oligomer (9-23 tagszdmu)
termékeket is azonositottak, igy nem lehetett eldonteni, hogy endo-, vagy exo- hatasmodu
enzimrdl van sz6. Természetesen ebben az esetben nem tudtuk azt megallapitani, hogy van-e
hatdsa a bontasra a szubsztraton levé kromofor csoportnak. Ismerve a DspB aktiv hely
szerkezetét, amiben szamos aromas aminosav talalhato (Id V1. dbra), nem lenne meglepd, ha
lehetne ilyen hatast kimutatni.

Asp290
Phe287
‘ﬂgﬁ:‘ Tyr275

Tyr278

Ser274

Vi. abra Aromas aminosavak elhelyezkedése a DispersinB aktiv centrumaban (1 YHT szerkezet
alapjan)

4. A gatlészerek vizsgalatai soran tobb esetben is alkalmaztak nagyméretii, viszonylag flexibilis
ligandumokat. Mennyire érvényesiil a Koschland féle indukalt illeszkedés ezeknél az enzimeknél és
hogyan kezelték az enzimet a dokkolasok soran? Sajat tapasztalat alapjan nagyobb konformacios teret
fed le nagy és flexibilis ligandumok dokkolasa esetén az eljaras, ha t6bb kiinduld konformaciébodl, to6bb
dokkolasi sorozat késziil. Az értekezésben bemutatott esetekben hogyan jartak el (ez inkabb az
értelmez6 munka, mint a virtualis sziirés esetén fontos)?

A dolgozatban szerepld kutatasok koziil két olyan téma volt, ahol a kisérletes munkat
szamitasokkal egészitettiik ki. Az egyik esetében a berlini egyetem (Freie University of Berlin)
Jeremier Mortier vezette kutatocsoportja in silico szamitasokkal valasztotta ki a tesztelésre
érdemesnek vélt molekulakat. A biologiai hatasvizsgédlat utan ellendrizték a hatékonynak
bizonyult molekuldk illeszkedését a HPA szerkezetébe (PDB kod 30OLE) GOLD 5.1
alkalmazasaval, amiben az acarviostatin 1103 inhibitor aktiv helyen valo elhelyezkedését is
felhasznaltak. A tesztelés soran a konforméaciokat minimalizalasi miivelet utan (LigandScut 3.1
MMFF94 er6tér) analizaltak, minden vegyiilethez 100 dokkold poziciot generaltak.

A masik esetben az o-amildazok alhely térkép szamitasait szerettilk volna modellezéssel
megvaldsitani a kisérletes bontési kép adatok helyett, felhaszndlva az ismert kristalyszerkezeti
adatokat és sajat korabbi alhely térképeinket (PPA, HSA, BLA, AMY1). Ebben az esetben az
enzim-szubsztrat komplexek felépitéséhez, azaz a szubsztrat aktiv helyre torténd illesztéséhez
nem dokkolasi eljardsokat alkalmaztunk, hanem a kutatdsok idOpontjaban elérhetd
kristalyszerkezeti adatokat hasznaltuk fel. A maltooligoszacharid szubsztrat szerkezetét és
illeszkedését szubsztrat ¢és inhibitor (akarbdéz) molekuldk ismert szerkezete alapjan
modelleztiik, egy katalitikusan inaktiv AMY 1 enzim maltoheptadzzal alkotott komplex



kristalyszerkezete alapjan (1RP8.pdb). A kisérletes médszerekkel meghatarozott ktédési mod
alapjan torténé modell-épitést megbizhatobbnak itéltiik, mint dokkokisi modszerek hasznalatat.
Azért is alkalmaztunk minimalizilasi eljarast, hogy a felépitett szubsztrat esetében az
esetlegesen kedvezdtlen konformacios llapotokat finomitsuk. Az enzim esetében a mutaciok
bevezetése utan is végeztiink minimalizalast az oldallancok konforméaciéjanak optimalizalasa
érdekében. Ezt megkotésekkel végeztik (a muticié kdrnyezetére korlitozva), azonban a
késObbi szdmitasok soran ezeket a megkotéseket mar nem alkalmaztuk. Béar az indukalt
illeszkedés modellt hasznaljak inhibitor jeloltek dokkolasandl, de mi ilyen jellegii modelleket
nem vettiink figyelembe. Ezekben a szamitisokban egy modell rendszert hoztunk Iétre, abban
az értelemben, hogy az enzimek egy oligoszachariddal alkotnak komplexet, holott az alfa-
amildzok természetes szubsztratjai 4ltalaban ennél hosszabb poliszacharidok. A vizsgalatainkat
az aktiv hellyel kozvetleniil kolcsonhaté glikéz egységekre korlitoztuk, hiszen ezek
vizsgalatara alkalmas a SUMA program is. Természetesen nem zérhaté ki, hogy a hosszabb
szubsztratokkal — végzett szAmitasok esetében a szubsztrdt flexibilitAsa  miatti
konforméacidvaltozasok hatassal lehetnek a glikkoz egységek kotodésére az aktiv hely ,,sz€1s6”
alhelyein (pl. az AMY1 esetében a felszin felé nyitottabb -7 és -6 glikon kotShelyeken). A
jelentdsebb konformaciovaltozasok ilyen jellegii vizsgalatahoz az dltalunk is hasznalt szamitasi
rendszer mar nem lenne elegendd, nagyobb kapacitasok és molekuladinamikai szamitasok
alkalmazasat tenné sziikségessé. A kutatasok id6pontjaban (2011) csupdn korlatozott
szamitasos kapacitas 4llt rendelkezésiinkre, igy mar ezeknek az egyszeriibb szamitisoknak az
elvégzése is relative sok iddt vett igénybe.

A hosszabb szubsztratokkal alkotott komplexek vizsgalata valaszt adhat tovabbi kérdésekre is.
Példaul kiderithetd lenne, hogy a méasodlagos kot6helyek hogyan jarulnak hozza a szubsztrat
flexibilitisdnak csokkentéséhez, €és ezt a szerepiiket hogyan befolyasoljdk a mésodlagos
kotohelyet érintd mutaciok. A hosszabb molekuladinamikai szimulaciok pedig lehetdséget
adnanak annak meghatdrozasara, hogy a masodlagos kotohely-mutécioknak van-e olyan tavoli
hatdsa, amely hatéassal lehet az aktiv helyen 1év6 alhelyekre.
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