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MIO-enzimek

Ammonia-liaz (AL) illetve 2,3-aminomutaz (AM) aktivitassal rendelkeznek

Aromas aminosavak (Phe, Tyr és His) metabolizmusaban vesznek részt
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o-Phe (E)-fahéjsav B-Phe

Egyedi, harom aminosavbol autokatalitikusan képz6do katalitikus csoport
(3,5-dihidro-5-metilidén-4 H-imidazol-4-on — MIO)
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MIO-enzimek jelent6sége
PAL: fontos szerep novények metabolizmusaban és szekunder metabolitok
el6allitasaban; PAM: szekunder metabolitok képzése
Fenilketonurias paciensek kezelése PAL enzimszubsztitacids terapiaval

A MIO-enzimek biokatalizatorként felhasznalhatoak értékes gyogyszermolekulak
szintézisében: PAL (x-Phe szarmazékok és analogonok),

PAM (B-Phe szarmazékok és analogonok) )\/\/\fo
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MIO-enzimek szerkezetének és mechanizmusanak vizsgalata

A mechanizmus els6 részének pontos
tisztazasa

Mitdl lesz egy MIO-enzim ammonia-liaz
vagy aminomutaz?

Az egyuttmukodésben alkalmazott
vizsgalati modszerek:

Rontgenkrisztallogratia

MOIGkulﬂIIlOd@HGZéS L-fenilalanin (E)-cinnamat
SAXS

@ AZ NKFI ALAPBOL
HéfOkfﬁggé IR NEMZETI KUT}:A/SI FE]LESETESI MEGVALOSULO

ES INNOVACIOS HIVATAL PROGRAM

7 INNOV, =:‘, (n LEND ( / ETE



MIO-enzimek szerkezetvizsgalata rontgenditfrakcioval

* Kulonboz6 prokariota és eukariota M1O-enzimek szerkezetének meghatarozasa

* Petrezselyem (Peroselinum crispum) PAL (PcPAL): szerkezetmeghatarozas
apo allapotban és szubsztratanalog inhibitorokkal
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Inhibitorok kovalens kotédése a MIO-csoporthoz
* Katalitikus tirozin pozicidja (Tyrl10) egyértelmi az inhibitor-PcPAL
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* Krisztallografiai adataink az N-MIO mechanizmust tamasztjak ala
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MIO-enzimek mechanizmusanak vizsgalata molekuladinamikaval

A PcPAL szerkezetek alapjan molekuladinamikai vizsgalatok

Eddigi hipotézisek: a PAL / PAM kulonbség oka az aktiv hely flexibilis
Tyr hurok eltéré mozgasaban lehet
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PcPAL ¢és Taxus canadensis fenilalanin 2,3-aminomutaz (TcPAM):
a szusztrat és termék ki- és bemeneti utvonalak vizsgalata RAMD
(Random Acceleration Molecular Dynamics) modszerrel

RAMD ¢és CAVER (tehérje-uregkeresd algoritmus) vizsgalatok: 2 AZ NKFI ALAPBOL
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PAIL. / PAM szubszrat és termék be- és kimeneti itvonalak

* Nagy sulyy, 4j, a C-terminalis doménen at vezet6 be-/kimeneti utvonal (IV)
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MIO-enzimek: konzervalt szubszrat és termék be- és kimenett Gtvonalak

* MIO-enzimek CAVER (tehérje-tiregkeresé algoritmus) vizsgalata:
az eukariota MIO-enzimek négy utvonalanak kozos kezdorésze konzervalt

Az (5)-szelektiv PaPAM (Pantonea
agglomerans) a leginkabb zart MIO-
enzim

A PaPAM  zartsagit  okozo
aminosav oldallancok bevitele a
tobbi MIO-enzimbe
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TcPAM: Konzervalt utak részleges zarasa, egyszeres és kétszeres mutansok

* TcPAM: az (R)-szelektiv aminomutaz Q319E, egyszeres, valamint
Q319E+ kett6s mutansainak létrehozasa
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MIO-enzimek: konzervalt szubszrat és termék be-

TcPAM:
(R)-szelektiv 2,3-aminomutaz

TcPAM | ‘ TcPAL (N458F)
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Dupla mutans:
(S)-szelektiv B-liaz, megfordult enantiomerpreferencia

Bata et al. : ACS Catal. 2021, 11, 4538 — 4549.

és kimeneti utvonalak

* Egyszeres mutansok:
enantiomerszelektivitas és
reakciosebesség csokken,
megszint az aminomutaz
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. e N @S}lp Tovabbi MIO-enzimek: Pseudogyma antarctica PAL

* Kulonbozo MIO-enzimek azonositasa bioinformatikai iton

own * Pseudozyma antarctica PAL: karakterizalas / kristalyositas
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Varga et al.: Cat. Today 2021, 366, 185 — 194.




PcPAL szerkezetvizsgalata SAXS modszerrel oldatfazisban

* Oldat fazisban tudjuk vizsgalni a fehérjék alakjat

* Méréseink alapjan az Rg (Guinter radius) a
homérséklettel kismértékt novekedést mutat

* Bz arra utal, hogy az enzim szerkezeti egységei
novekvd hémérséklettel "fellazulnak"

Rg = 4.66 +/- 0.05 nm 20°C-on
470 +/-0.27 nm 50°C-on
477 +/-0.71 nm 70°C-on
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PcPAL hofokfugeo IR vizsgalata oldattazisban - konformaciévaltozas

IR: a PcPAL szekunder konformacios elemek homérséklett _

valtozasanak vizsgalata (az amid I sav valtozasa)
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Osszefoglalas, tovabbi tervek

MIO-enzimek szerkezetének meghatarozasa (PcPAL)

Ammonia liazok és aminomutazok kozotti kulonbségek vizsgalata
Enantiomer szelektivitas vizsgalatok (értelmezés, megvaltoztatas)
Uj MIO-enzimek azonositasa és izolalasa, kristalyositasa (PzaPAL)

PcPAL aktivitas - alak hémérséklettiggése (SAXS, IR)
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