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Az értekezés szakmai anyaga 21 tudomanyos kdzleményen alapszik, melyet a jel6lt 6t kiilonb6z6
terliletre bontva mutat be. A doktori munka tehat egymast6l nagyon élesen elkiiloniil6 fejezetekben
kertil ismertetésre, melyekben a vizsgélt objektumok altaldban orvosbiol6giai szempontbdél fontos
enzimek, fehérjék illetve ezek magasabb rend{i makromolekularis és/vagy kismolekulas komplexei. A
tézisek is az egyes tematikailag kiilonboz6 fejezetek alapjan lettek szétbontva és a fragmentaltsag miatt
ezek egy elvarhat6an nagy és organikus modon felépitett ivet nem irnak le. Igazabol 6t kisebb ivet
lathatunk, melyeket a jel6lt egyértelmiien széles spektrumu szerkezeti biokémiai érdeklddése kot
egybe, ami aztan tébb esetben is nagyon érdekes eredményeket hozott az egyes vizsgalt objektumra
vonatkozolag: 1) hem fehérjék, 2) pszeudouridinaz, 3, K-ras, 4) podocin és 5) acil-aminoacil peptidaz.

A jelolt allitasa szerint a témak és tézisek idérendben keriiltek bemutatasra, amibdl latszik, hogy a
kezdeti in silico modellezés elméleti elefantcsonttornyabdl kitorve a jeldltnek hogyan sikeriilt végiil
nagyon eredményesen bekapcsolodni tn. kisérlet-vezérelt szerkezeti biologiai kutatasokba is, amik igy
mar klinikai szempontbdl is figyelemremélto eredményeket hoztak olyan kollégakkal szorosan
egylittmiikddve, akik egy-egy biologiai vagy orvosi problémanak a szakértdi voltak. Szerintem
elismerésre mélto az tit ahogyan a jel6lt a molekulamodellezéses in silico tanulmanyaibél kiindulva
eljut akar a kdzvetlen klinikai relevanciaig molekularis biologusokkal vagy orvosbiologusokkal
szorosan egyiittmiikodve: s példaul egy adott fehérjében el6fordul6 patolégias mutaciok mechanisztikai
hatterének megértésén tul akar genetikai tanacsadasban is hasznosithato tudast tar elénk.

Formai szempontbol a dolgozat kdveti egy-egy nagyobb lélegzetvételli tudomanyos munka klasszikus
szerkezetét (Bevezetés, Alkalmazott médszerek, Eredmények, Osszegzés). Tartalmilag azonban a négy
részbdl kett6 teljesen mas mint amire az olvasd szamitana. A Bevezetés (1 oldal) a konkrét tudomanyos
probléma felvezetése, a vizsgalni kivant problémahoz kapcsolédé eddig ismert eredmények 6sszegzése,
majd a kutato6 altal vallalt célkitlizéseknek ebben a tudomanyos térben val6 elhelyezése teljesen
hidnyzik, s az olvasé lényegében csak egy motivacids leirdst kap. Az Osszegzés (¥ oldal), amely
lényegében csak zarszo és kdszonetnyilvanitas szintén hianyérzetet hagy az olvaséban. Az Alkalmazott
modszerek (11 oldal) réviden végig veszi a molekulamechanika moédszertanat (MM), ennek
kvantumkémia szamitasokkal valo egyiittes alkalmazasanak lehetségét (QM/MM), a
rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalatot és a kriogén elektronmikroszkopiat. A dolgozat egyértelmii
er0ssége az Eredmények fejezet (95 oldal) amely az egyes vizsgalt rendszerre megadja a felvezetést, az
adott rendszerre vonatkozé konkrét tudomanyos kérdést, leirja annak megoldasat és bemutatja ezek
jelent6ségét. Kiilonosen nagyra értékeltem az aminosav vagy akar atomi szint{ részletességgel leirt
szovegrészek utani 6sszegz6 kitekintéseket, melyek sokat segitettek a szerkezeti dinamikai vizsgalatok
utan feltarul6 térbeli vagy dinamikai valtozasok jelent6ségének felismerésében és értelmezésében.
Osszességében a jeldlt dolgozatét tehat egy szerkezeti biokémiai érdeklédés és az elméleti
modellezésben megnyilvanul6 szakértelem/tudas koti 6ssze, s teszi bizonyos szempontbdl koherenssé,
de a vizsgalat targyat képez6 rendszerek tematikailag csak nagyon lazan kapcsolhat6ak 6ssze. Utébbi
kovetkezménye a dolgozat prezentaciojanak és konkrét téziseinek tagoltsaga. Fenti kritikus
megjegyzéseim ellenére dsszességében a mii megfelelGen szerkesztett és olvasmanyos. A szerkezeti
biokémiai koncepciok bemutatasa soran kiilondsen fontosak a megértést el6segit6é abrak, melyekbdl a
munka természetének megfelel6en szamos (93 db) van. Ezek 0sszességében jol segitik a szovegben



irtak megértését, viszont néhany esetben hibak is becstsztak (pl. 29. abrak és 49. abrak), illetve ennél
sokkal kellemetlenebb volt, hogy az dbrak mérete miatt az azokon bemutatni kivant informacié
szerkesztési problémak miatt olvashatatlanna valt (altalaban a tul kicsi méretek vagy felbontas miatt;
pl. 2., 4., 36.a, 58.a, 52.b, 76.a, 78.a), vagy az abraalairasok néha feliiletesek voltak és nem deriiltek ki
fontos részletek (pl. 13. dbra: MD szimulaciohossz, mintavételezés, stb vagy pl. 29. abra, amib6l
egyébként kettd volt, mit jelent az R2 és R1; vagy példaul a 31.abra, amin a panel értelmezhetetleniil
tul sok grafikont tartalmaz, az Y tengely ,,(normal) B-faktor” mint mennyiség pedig nincs definialva).

A jel6lth6z hasonléan az egyes témakhoz tartozo altalam elfogadott téziseket az Eredmények fejezet
tematikajara bontva fogom bemutatni és diszkutalni:

1) Hem fehérjék

Ebben a fejezetben harom egyméashoz kapcsol6do téma keriil ismertetésre, melyekben kdzos, hogy hem
prosztetikus csoportot tartalmazoé fehérjék miikodésének QM/MM vizsgélata torténik a nitrogén-
monoxid-szintazra (NOS), nitrophorin 4-re és az oldhaté guanilat-ciklazra (sGC) vonatkozoélag. A cél a
vizsgalt enzimek elektron és protontranszfer titvonalainak feltarasa volt a pontos reakciémechanizmus
feltérképezése végett.

Bemutatasra kertilt, hogy

a) a NOS esetén a kofaktor deprotonalddasa révén kivalthaté az elektron-atadas és a hemhez
koordinalédott oxigén igy aktivalddni tud.

b) a rablépoloska nitrophorin 4 fehérje esetén azonositottak egy aszparaginsav oldallancot mely a
szimulacidk alapjan ugy tlint, hogy fontos szerepet jatszik a fehérje altal becsapdazott NO molekula pH
fiigg6 felszabaditasaban, ami alapjan értelmezni tudtdk, hogy miért lehet értagité hatdsa a rablopoloska
csipésének.

c) a human sGC-hez hasonl6 szerkezet(i bakterialis H-NOX fehérjében az oxigén kotésére csak olyan a
modellezés soran megfigyelt variansok alkalmasak, melyek a nyugalmi allapotban ugy kétnek
vizmolekulédkat, hogy azok a fehérjét az oxigén kotésre alkalmas konformacioban régzitik.

d) illetve kidolgoztak egy olyan modellrendszert melyben a H-NOX-on beliili gazok (pl. oxigén,
nitrogén-monoxid és szén-monoxid) diffizié sebességét becsiilni tudjak.

2) Pszeudouridinaz

Ebben a fejezetben a jel6lt betegségokoz6 mutaciék mechanisztikus kovetkezményeit tarta fel a
pszeudouridinaz miikddésére vonatkozolag, ahol homolégia modellezést, MM és QM/MM
szamitasokat végzett.

- A jelolt szerkezeti magyarazatot adott arra nézve, hogy a boksz H/ACA pszeudouridindz komplex —
mely a diszkerin, Nop10, Nhp2 és Gar1l fehérjékbdl illetve egy vezérl6 RNS-bdl épiil fel — katalitkus
helyétdl tavol esd betegségokozo mutaciok a pszeudouridilacids hatékonysagot miképp csokkenthetik.

-A jeldlt megmutatta, hogy a szubsztrat-RNS kozel szekvenciafiiggetlen mdédon kotddik az aktiv hely
kornyezetében.



- MD szimulaciék alapjan bemutatta, hogy a vad tipust enzim esetében a szubsztrat uridin torzult
konformacioban kotédik az enzim aktiv helyén, melynek a reakciéra nézve fontos energetikai
kovetkezménye van, s ez a kotddési méd a betegség okozé mutansokban feltételezhet6en nem alakul
ki.

3) K-ras

Ebben a fejezeteben a jel6lt NMR mérésekkel, MD szimulaciokkal és QM/MM szamitasokkal viszgalta
a K-Ras GTP-4z jelatviteli fehérjét, melynek szdmos onkogén mutacidja ismert példaul a P-hurok G12-
es poziciojaban.

- A fehérje dinamikai viselkedésének, illetve a G12 pozicioban ismert két onkogén mutacié (G12C,
G12D) hatasanak, felderitésére tervezett NMR mérésekkel azonositotta a switch I régiéban 1évé Tyr32
aminosavat, mely viselkedésében kiilonbséget mutatott az aktiv GTP-kotott és a nyugalmi GDP-kotott
allapotok kozott, majd MM és QM/MM szamitasok alapjan felallitott egy hipotézist, ami alapjan a
Tyr32 szerepe eltérd lehet a vad tipust és mutans enzimek esetében.

- MD szimulacidk segitségével megallapitotta, hogy a katalitikus ciklusba illesztheté minor formak
esetében a switch-régiok fellazulnak és ezek a valtozasok mutacié-szenzitivek.

4) Podocin

Podocin a vese sziir6funkciojat ellat6 tn. résmembran fontos fehérjéje és a jelolt célul tiizte ki, hogy
molekulamodellezési eszkdzokkel feltarja a podocin oligomerek rendezé-elveit a résmembrant alkotd
fehérjekomplexben, illetve segit értelmezni betegségokozd mutacidk hatdsmechanizmusat.

- A fejezet els6 tézisét roviden megfogalmazva: a jeldlt feltarta egy recessziv rendellenesség klinikailag
is meghatarozo interallelikus kdlcsénhatasanak szerkezeti magyarazatat. Konkrétabban: a podocin
polimorf R229Q mutaciot hordozo6 variansaval patogén tarsulasokat képzé tin. asszocialt mutacidk az
intakt rendszertdl eltérdé dimerparokat hoznak létre és ezek eltéré dinamikai viselkedése meghatarozza a
az egyes allélek hatasanak penetraciojat.

- A szamitott dimer modellek szerkezeti aspektusait feltar6 munkaja hozzajarult egy 4j titmutatd
kidolgozasahoz a szteroid rezisztens nefrézissal kapcsolatos genetikai tandcsadasra vonatkozolag.

5) Acil-aminoacil peptidaz (AAP)

A huméan AAP egy homotetramer szerin proteaz és a jel6lt tanulmanyozta bakterilis és emlds
valtozatok miikodését, szubsztrat-specificitast, karbapanem antibiotikumokhoz valé kot6dését QM/MM
és molekulamodellezési szamitasokkal, tovabba részt vett kiillonboz6 multimer szerkezetii enzimek
rontgendiffrakcés vagy krio-elektronmikroszképian (krio-EM) alapulé szerkezetmeghatarozasaban.

- Krisztallografiai és molekulamodellezési modszerekkel igazolta, hogy az ésbaktérium (Aeropyum
pernix) eredetii ApAAP dimer formaban aktiv, melynek nyugalmi allapota nyitott és csukott formak
dinamikus egyensilyaként képzelhet6 el: a nyitott forma katalitikusan inaktiv és a katalitikus triad
Osszedallasat a domének kozotti kdlcsonhatasok alakitjak ki.

- Egy hexamer szerkezetli masik 6sbaktérium (Pyrococcus horikoshii) AAP esetében bemutatta, hogy a
merev monomerekbdl felépiil6 enzimstruktira olyan csatornarendszert tartalmaz, amely alkalmas a



szubsztratok méret és Osszetétel alapu szelekcidjara, illetve hogy ebben a rendszerben a katalitikus triad
a monomerben az aktivitasra nézve latens elrendezédésben van.

- Krio-EM modszerrel meghataroztak a sertésmajbol izolalt pAAP tetramer szerkezetét és MD
szimulacidk alapjan a katalitikus (Ser-His-Asp) triad relaxaciéjat lehetévé tévo emlés-specifikus AAP
kolcsonhatasi kdzpontot azonositottak, mely miatt az enzim katalitikus centruma inaktiv allapotban is
nagyobb valészinliséggel tartozkodhat.

- Krio-EM Kkisérletes és szamitasos hibrid szerkezeti analizis segitségével maghataroztak a meropenem
karbapenem antibiotikum pAAP-hez val6 kot6dési konformaciojat.

- Felallitottak egy hipotézist, ami alapjan a pAAP aktiv hely tagassagaban és képlékenységében a P506-
os aminosavnak kitiintetett szerepe van.

Fentiek alapjan és a jelolt atfogé szakmai teljesitményének ismeretében a doktori munka
tudomanyos eredményeit elegendonek tartom az MTA doktori cim megszerzéséhez és a nyilvanos
védés kitiizését javaslom.

Az értekezéshez kapcsolddo kérdéseim/megjegyzéseim illetve a mii birdlata soran bennem felmertilt
Egyéb kérdések, melyeket a nyilvanos vitan targyalasra érdemesnek gondolok, az alabbiak:

Kérdések/megjegyzések:

a) A dolgozat els6 fejezetében roviden bemutatasra keriil a H-NOX bakterialis modellrendszer,
melyben fontos élettani gazok diffizids sebességére tudnak becsléseket adni. A munkéaban konkrétan
bemutatasra kertiil egy relativ rangsor felallitdsa harom kiilonb6z6 bakterialis enzimre egy-egy adott gaz
ra. Ma mar a human SGC enzim szerkezete is ismert, s nyilvan érdekes lenne a gazok diffizidjanak
vizsgalata ezen a komplexebb dimer szerkezet(i enzimen is. Erdeklédnék, hogy végeztek-e ilyen
diffuzi6s sebességekre vonatkozo vizsgélatokat az Onék altal kidogozott QM/MM médszerrel ezen a
human fehérjén vagy mas hem tartalmu komplexebb fehérjén, s vajon a szimulaciék alapjan
meghatarozott értékek hogyan viszonyulnak kisérletes mérésekhez, ha egyaltalan voltak ilyenek?

b) A pszeudouridinaz katalitikus miikddésének tanulmanyozasa soran arra a kdvetkeztetésre jutott,
hogy a szubsztrat-RNS kozel szekvencia fiiggetlen modon kotédik az enzim aktiv helyéhez, s az egyik
tézisében felvetette a pszeudouridilacids atalakitas terapias felhasznalhat6sagat. Ugyanakkor az
értekezésében azt irja, hogy munkaja o6ta két kutatocsoport is feltarta ezt a lehet6séget, s arra jutottak,
hogy a hatés nagyon kontextusfiiggé és viszonylag gyenge. Amire On azt javasolta, hogy ,,ez azonban
csupan azt jelenti, hogy kicsit mas tton kell majd az indukalt pszeudouridilacio terapeutikus
felhasznalast megkozeliteni”. Kérem ismertesse, hogy a részletes szerkezeti és dinamikai informaciék
birtokaban, mely erre az RNS modifikacids rendszerre vonatkozik, milyen betegségek/kérképek
ellenében latja lehetségesnek az alkalmazast, illetve mit tenne masképp hogy egy kezelés/terapia
penetracioja hatékonyabb lehessen.

c) A K-Ras vad tipusu as onkogén mutansainak MD szimulacids vizsgalata soran arra a

kovetkeztetésre jut az egyik tézisében, hogy az in silico modszerrel feltért eltéré dinamikai
viselkedések lehet6séget teremtenek az onkogén variansok specifikus megcélzasara. Kérem fejtse ki

4



konkrétabban, hogy ezt hogyan érti és vajon ez a felismerés mennyiben 4j a Ras fehérjéket célzo
farmakoldgiai kutatasok tiikrében.

d) A podocin dimerek patolégias mutacioinak analizise soran azt talalta, hogy az R229Q) csere hatasara
a domének szerkezetében nem torténik valtozas, de azok relativ elhelyezkedése joval rogzitettebbé
valik, s 1ényegében a domének kozotti képlékenység sériil, ami viszont fontos szerkezeti tulajdonsag a
podocin funkci6jaban. Felvet6dott bennem az a kérdés, hogy vajon ebben a poziciéban csak a glutamin
aminosavra torténd mutacio okozza ezt a szerencsétlen szerkezeti valtozast, vagy ugyanez mas
aminosav csere révén is elképzelhet6, s vajon ezek milyen patologias hatast valtananak ki és/vagy
interallelikus kolcsénhatasban vennének részt a tébbi podocin mutaciéval. Az On altal a rendszerre
beallitott szamitasos modszertan vajon rendelkezik ilyen predikcios képességgel legalabb a domének
dimereken beliili képlékenységére vonatkozolag? Mas klinikailag relevans aminosav cserék ebben a
poziciéban nem fordulnak el6?

e) A pAAP tetramer esetében a katalitikus triad inaktivalasat a jelolt meglehet6sen tjszer( jelenségként
irja le, bar elismeri, hogy ilyesmire vannak mas példak is monomer vagy dimer S9 proteazok nyitott
konformerjeinek az esetében is (pl. a sajat ApAAP szerkezetiikben), bar igaz, hogy ott a tridd mas
szerkezeti okok miatt keriil szétkapcsolt allapotba. Az enzimaktivitas regulaciéban egy magatol
értet6d6 egyszerli mechanizmus, hogy alapallapotban nincs egy 6sszeallt katalitikus centrum.
Ugyanakkor feltételezhetd, hogy minden hasonl6 reakciomechanizmussal miikodé enzim aktiv
szerkezete hasonlo, hiszen erre szerkezeti biokémiai kényszerek hatnak, mig a ,lefojtott” aktivitasnak
sok szerkezeti megoldasa lehet. Az ismert szerin proteazok vilagaban talan elterjedt, hogy katalitikusan
aktiv tridd szerkezeteket latunk, de nem gondolja, hogy ez csupan a mi eddigi szerkezet-meghatarozasi
gyakorlatunkbdl is eredhet, s az aktivitas szabalyozas szempontjabdl relevans konforméacios
valtozatossag feltarasa nagyobb rendszerekre éppen a krio-EM mddszer heterogenitasra valé nagyobb
toleranciaja miatt lehetséges?

Egyéb kérdések:

1) A pszeudouridinaz fejezetben a 33. oldalon emliti, hogy az AlphaFold el6rejelzései j6 egyezést adtak
az On éltal homol6gia modellekb8l MD szimuléci6 segitségével felépitett human boksz H/ACA PSU
szerkezeti egyiittesre (4+1 fehérje-RNS kompex; 18.4bra). Az On tapasztalata szerint a kiilénb6zd MI
algoritmusok mar az ilyen komplex makromolekularis komplexekre is olyan jo modelleket adhatnak,
melyek MD szimulaciok vagy akar QM/MM szamitasok kiindulasi modelljeiként is megbizhaté m6don
hasznalhatoak?

2) A QM/MM szimulacidk soran egy kényes kérdés annak eldontése, hogy a vizsgalni kivant objektum
mekkora része fogja majd tartalmazni a kvantumkémiai analizisnek alavetett régiot és mi lesz az, amit
,»Csak” MM-mel kezeliink. A munkaban hianyoltam, hogy ez explicit az egyes rendszerekre nem lett
leirva/diszkutalva. Véleménye szerint az On altal végiil valasztott QM régiok modellezése és a
valasztott reakcidkoordinatak alapjan levont kovetkeztetések valtozhatnak e fundamentumaikban,
példaul ha egyre nagyobb QM régidk modellezése valik praktikus lehet6séggé?

A doktori munka és a mii szerkesztésére vonatkoz6 kritikdim természetesen nem kérd6jelezik meg a
munka magas szinvonalat és kérdéseim is inkabb csak a téma iranti érdekl6désem és kivancsisagom
tiikrozik.
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