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Bevezetés

A humén (dihidro)lipoamid-dehidrogenaz (hLADH,
hE3) elégtelenség/deficiencia egy ritka és altaldban sulyos
klinikai lefolyasti — autoszomalis recessziv 0Oroklodésti —
genetikai betegség. A hLADH az anyagcserében kiemelt
szereppel bir6 mitokondridlis a-ketosav-dehidrogenaz (piruvat-
dehidrogenaz (PDH), a-ketoglutarat-dehidrogenaz (KGDH),
eldgazo-szénlancu a-ketosav-dehidrogenaz (ELKDH) és a-
ketoadipat-dehidrogendz (KADH)) komplexek k6zos harmadik
alegysége (hE3), illetve része a glicinhasito-rendszernek is. A
fenti a-ketosav-dehidrogendz komplexekben a hLADH szerepe
az E2 alegységekhez kovalensen kotott dihidroliponsav
(DHLS) kofaktor liponsavva (LS) torténd oxidalasa. Az enzim
alulmiikddése egyszerre €rinti az Osszes fenti enzimkomplexet
¢és igy sokkal sulyosabb tiinetekkel jar egyiitt mint az izolalt
enzimkomplex  deficiencidk.  Els6ésorban az  intenziv
metabolizmust folytatd, nagy oxigénigényli szoveteket érinti a
betegség és igy a klinikai lefolyast is foleg a neurologiai,
illetve kardiologiai tiinetek domindljak, mig a m§j
funkcidzavarai is meglehetésen gyakoriak. Jellemz6 klinikai
fenotipusok: novekedés elmaradasa, fejlddési rendellenességek,
enkefalopatia, majelégtelenség, az izomzat toénustalansaga,
laktat-acidozis, hipertrofias kardiomiopatia, hipoglikémia,
Leigh-szindroma, latas-karosodés, mikrokefalia, illetve ataxia.
A klinikai tiinetek sokszor mar a neonatdlis korban
megjelennek és gyakran korai halallal végzédnek. Az akut
rohamok kozott a betegek kezelése empirikus alapon folyik
(étrendi megkotések, antioxidansok, illetve vitaminok adasa).
Az érett enzimre vonatkozoan a klinikai szakirodalomban
eddig 14 patogén aminosav-szubsztituciot (vagy delécidt) irtak
le. A tiinetek sulyossaga tobbnyire nem korrelal jol a klinikai
mintakban mérheté LADH-aktivitas-csokkenés mértékével. igy
joggal feltételezhetd, hogy egyéb sulyosbité faktorok is
hozzajarulhatnak a patomechanizmushoz.
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A hKGDHk meglehetésen érzékeny oxidativ
behatasokra, mikozben a sajat maga altal termelt reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS [itt szuperoxid, illetve H,O,, lasd
alabb]) a  mitokondridlis  oxidativ  stressz  egyik
legmeghatdrozobb forrasai (a tobbi rokon komplex nem mutat
ilyen szamottevdé mértékii ROS-képzést). A hKGDHk ROS-
képz6 aktivitasa akkor fokozodik, ha a fiziologids
elektronakceptor, a NAD" nem all megfelelé mennyiségben
rendelkezésre (a forward reakcidban), vagy ha a
NADH/NAD "-arany megemelkedik (ami pedig a ROS-termel&
reverz E3 reakciot tamogatja; a hLADH egy flavoenzim, amely
egyelektronos reakciokban is képes részt venni, példaul az O,-
nel is). Szignifikans mértékben emelkedik a NADH/NAD'-
arany példaul iszkémiaban, fokozott kaldriabevitel esetén vagy
Komplex I elégtelenségben.

Mivel a hE3 alegységen keresztiil valésul meg mindkét
katalitikus iranyban a hKGDHk ROS-képzése, felvetodott,
hogy vajon hogyan modulaljak ezt az aktivitast a patogén
hLADH mutaciok. A hE3 alegységet tartalmazo o-ketosav-
dehidrogenaz enzimkomplexek elégtelen mitkddése hLADH-
deficienciaban  nem = kizar6lag a  hLADH-aktivitas
csOkkenésébdl eredhet. A hPDHk alulmiikddéséhez példaul
nagy valoszinliséggel hozzajarul az is, hogy bizonyos patogén
hE3 mutdnsok csokkent affinitdssal kotdédnek a hPDHk-ben
jelenlevé E3-kotd fehérjéhez (E3KF). Klinikai eredmények
alapjan azt is valoszinisithetjiik, hogy egyes betegséget-okoz6
aminosav-szubsztiticiock a hE3 hKGDH- ¢és hELKDH-
komplexekre vonatkoztatott affinitasait is befolyasoljak. A hE3
egy nem-kovalens, funkciondlis homodimer, amelyben a
fiziologias aktivitdshoz a szomszédos monomer bizonyos
aminosavai is sziikségesek mindkét aktiv centrumban. A
patologias koriilmények kozott megjelend acidozis okozta
diaforaz/ROS-képz6-aktivitds novekedés, illetve a dimerizacids
felszint érinté mutaciok hatterében is a hE3 monomerizaciojat
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feltételezték. Egy hLADH monomer egy FAD prosztetikus
csoportot kot, erés, de nem-kovalens médon. A FAD kotésében
— a hLADH kristalyszerkezete alapjan — monomerenként
legalabb 36 aminosav oldallanc jatszik szerepet. Potencialisan
szintén része lehet bizonyos esetekben a pathomechanizmusnak
a FAD részleges elvesztése is, amelyre vonatkozdan voltak mar
korabbi irodalmi adatok (a betegséget-okoz6 mutaciok
potencialisan tavolhatd szerkezeti valtozasok altal is képesek
lehetnek befolyéasolni példaul a FAD kotését is).

Amint fentebb is lathatd, szamos megvalaszolatlan
kérdés volt/van az irodalomban kiilonésen a LADH-
elégtelenség molekularis patomechanizmusa tekintetében.
Kutatdsaink sordn a patomechanizmus kérdéses elemeit
céloztuk meg, kiilonds tekintettel a ROS-képzés esetleges
szerepére. FO célunk volt a klinikumban leirt hLADH
varidnsok nagyfelbontasti szerkezeteinek a meghatarozasa,
amelytol azt vartuk, hogy atomi szinten magyarazza majd meg
a mutansok patologias viselkedését. Munkahipotézisiink szerint
pedig, a biokémiai, biofizikai és szerkezeti informaciok
birtokédban potencidlisan képesek lehetiink akar
farmakologiailag is megcélozni a jovoben a komplex
patomechanizmusok egyes elemeit. Ez bizonyos esetekben
talan javithatnd ennek az igen sulyos genetikai betegségnek a
klinikai lefolyasat. A hKGDHk tekintetében pedig célunk volt
a komplex-altali ROS-képzés részletes karakterizalasa ¢&s
gatolhatésaganak  vizsgdlata. Ezen felil a komplex
szerkezetvizsgalatat is célul tlztiik ki farmakologiai regulacios
stratégiak jovobeni szerkezetalapu tervezéséhez.
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Célkitizéesek

1. Rekombinans, tiszta allapoti és funkcionalisan aktiv hE1k,
hE2k és hE3 alegységek/komponensek eldallitasa.

2. A hLADH és a hKGDHk ROS-képz0 aktivitasanak részletes
vizsgalata. 1zolalt illetve rekombindns enzimek vizsgalata. A
hElk komponens ¢s a h(Elk-E2k) alkomplex vizsgalata.
Osszehasonlitas mas rokon komplexekkel.

3. A hLADH 14 patogén varidnsanak eldallitasa rekombinans
moddon, tiszta (homogén) formdban. A varidnsok részletes
biokémiai, biofizikai ¢és szerkezeti jellemzése, kiilonos
tekintettel a ROS-képzd képességre. Javaslattétel a vonatkozo
molekularis patomechanizmusokra.

4. A hElk ¢és hE2k komponensek szerkezeti jellemzése. A

crer

5. Gyobgyszerjelolt molekuldk tervezése a hLADH-
elégtelenség, illetve a hKGDHK/hLADH ROS-képzése
tekintetében.
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Alkalmazott modszerek

A hLADH ¢és betegséget-okozo variansai eldallitasara
beallitottunk egy periplazmatikus és egy citoszolikus E. coli
expresszios rendszert 1s. A periplazmatikus rendszer
elméletileg funkcionélisan jobb mindségii fehérjét szolgaltat,
mig a citoszélikus rendszer 1ényegesen nagyobb mennyiségben
termeli a fehérjéket, amely pedig szerkezetvizsgélati céljaink
miatt valt mindenképpen sziikségess¢ (NMR, kristalyositasi
probak). A fehérje-variansokat a laboratoriumban hoztuk létre
standard protokollt kovetve (QuikChange II kit, Agilent). A
vonatkoz6 expressziés vektorok egy affinitas cimkét (N-
terminalis Strep-tag) is tartalmaztak, mely segitségével egy
1épésben is képesek voltunk megtisztitani a
fehérjetermékeinket FPLC kromatografiat alkalmazva. Az
optimalizalt tisztitdsi modszeriinkkel kristalyositashoz is
megfeleld6 homogenitast tudtunk elérni. Egy refolding eljarast
is kifejlesztettiink az inkluzidés testekbe jutott fehérje
visszanyerésére. A forward illetve reverz LADH reakciot
NADH keletkezésén illetve fogydsan keresztiil mértiik
spektrofotometridsan (340 nm). A KGDHk, illetve PDHk
forward katalitikus irdnyu, teljes reakciokat szintén NADH
keletkezésén  keresztil ~ meértiik. Szuperoxid-termelést
részlegesen acetilalt cit ¢ (spektrofotometrids moédszer, 550
nm) vagy dihidroetidium (fluorimetrias modszer, 470/600 nm
[gerjesztés/emisszid]) alkalmazasdval detektaltunk. A cit ¢
essz€¢ meglehetdsen kis érzékenységli, ezért azt legtobbszor
csak pH=6,3-on alkalmaztuk, mivel ezen a pH-n a vizsgalt
enzimjeink — pH=7,3-hoz képest tobbszordsen — emelkedett
ROS-képzést mutatnak. H,O,-t torma-peroxidaz (horseradish
peroxidase, HRP) jelenlétében Amplex-Red alkalmazésaval
detektaltunk (fluoreszcens rezorufin keletkezik, 550/585 nm
[gerjesztés/emisszio]). A ROS-képzés soran — az altalunk
vizsgalt enzimek esetében — az elsddleges termék a szuperoxid,
a H,0, a szuperoxidbol részleges, spontan
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diszmutécioval/diszproporcionalodassal keletkezik. A LADH
enzim mind a forward mind pedig a reverz iranyt reakcioban
képes ROS-t termelni. A szakirodalom viszont metodikai
okokbol — a DHLS pro-oxidans volta miatt, amit a ROS-
detektalo rendszerekben kifejt, tovabba korabbi nehéz
beszerzése avagy szintézise miatt is — szinte kizarolag a reverz
reakciot alkalmazza, igy ezt a modszert kovettik mi is. A
KGDH illetve PDH komplexek esetén mindkét irdnya
reakcioban képesek voltunk ROS-termelést detektalni a fenti
modszerekkel. Kalibralt gélsziirés kromatografiaval kapcsolt
nanoLC-MS technikat alkalmaztunk a hLADH és patogén
variansai  monomerizaciojanak  vizsgalatara. Tavoli-UV
cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiat hasznaltunk a
patogén hLADH variansok globalis szerkezeti valtozasainak
detektalasara. A patogén hLADH mutansok esetében a - nem
kovalens modon kotott - FAD prosztetikus csoport (részleges)
elvesztését ugy vizsgaltuk, hogy hokezeléssel denaturaltuk a
fehérjéket, majd kalibralt médon mértiik a felszabadult FAD
mennyiségét 455 nm-en. Minthogy az NMR technika, illetve
kezdetben a kristalyositds alkalmazasa sem volt célravezetd a
patogén hLADH varidnsok szerkezetvizsgalata tekintetében,
molekularis dinamika (MD) szimulaciokat hajtottunk végre (X-
PLOR-NIH program, szuperszamitogépes kapacitds) az 0sszes
(14) patogén hLADH varidnsra vonatkozoan. Ezen
eredményeket csak nagyon réviden emliti ez a disszertacio,
mindossze Osszehasonlitisban a késébbi experimentalis
szerkezeti adatokkal. Szintén a szerkezeti informacidkhoz
probaltunk kozelebb keriilni — akkor még kristalyszerkezeti
adatok hidnyaban — a hidrogén-deutérium-csere (HDX-) MS
technika alkalmazaséaval, mellyel a 10 legjobban expresszal6do
patogén hLADH varianst tudtuk megvizsgalni. A modszer
oldatfazisban, nem-kriogén homérsékleten, illetve peptid-
szinten mutatta meg a mutdciok hatasara bekovetkezo
fehérjesszerkezeti/dinamikai valtozasokat. Sokéves munka
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gytimdlcse volt, hogy sikeres kristalyositast tudtunk
végrehajtani — a berlini  szinkrotron munkatarsainak
segitségével — szdmos betegséget-okoz6 hLADH varians
esetében, amelybdl eddig hét nagyfelbontasu szerkezetlink
szliletett. A kristalyositdst minden esetben iildcsepp
technikdval végeztiik, illetve a kristalyositasi koriilményeket
részletesen optimalizaltuk. A Helmholtz-Zentrum Berlin
BESSY II rontgen-szinkrotronjaban végeztiik a diffrakcios

méréseinket. A szerkezetszamitasokat — a molekularis
helyettesités technikdjat alkalmazva — ¢és az eredmények

analizisét magunk végeztiik (némi kollaboracidoban a berlini
kollégakkal). Krio-EM méréseinket a brno-i Krio-EM
centrumban végeztiik, kollaboracioban az ottani kollégakkal.
Ezen technikdval a hKGDHk-E2 komponens szerkezetét
vizsgaltuk. Kémiai keresztkotéssel kapcsolt MS (CL-MS) ¢és
molekulamodellezés technikdkat is felhasznaltunk a hKGDHk-
E2 komponens teljes szerkezetének megoldéasa céljabol, mivel
bizonyos flexibilis régiok nem voltak lathatéak a krio-EM
technika szamara. Az experimentalis adatok hibaszamitasanal
altalaban a kozépérték standard hibdjaval (standard error of the
mean, S.E.M.) szamoltunk, mig a statisztikai szignifikancia
megallapitdsdhoz mindig kétmintas t-probat végeztiink (eltérd
varianciat feltételezve, legalabb p<0,05 szignifikancia szint
mellett).



dc_1766_20

Eredmények

Sikeriilt megfeleld6 mindségben ¢és mennyiségben
eléallitanunk mindharom hKGDHk komponenst, habar a hE1
komponens expresszidjan szeretnénk még tovabb javitani.
Létrehoztuk és megtisztitottuk mind a 14 betegséget-okozd
hLADH varidnst is. A patogén hLADH mutansok LADH-
aktivitasai kiilonb6z6 mértékben csokkentek a vadtipushoz
képest, mind a fiziologids (forward), mind pedig reverz irany
reakcioban. Kivételt képezett a G194C-hLADH varidns,
amelynek gyakorlatilag nem véltozott az aktivitdsa, mig a
K37E-hLADH varians fokozott reverz Kkatalitikus iranyu
aktivitast mutatott, csokkent forward katalitikus irdnya
aktivitds mellett. Bizonyos hLADH-varidnsok ROS-termeld
kapacitasa — és annak pH-szenzitivitasa is — fokozodott a
hLADH-hoz képest (P453L-, E340K-, D444V- ¢és G194C-
hLADH). A fenti G194C-, E340K- ¢és D444V-hLADH
mutansokrol, illetve az R447G- ¢és R460G-hLADH
variansokrol éleszté modellben kimutattdk tovabba, hogy a
KGDHk ¢s PDHk enzimkomplexekben az E2-kotott liponsav-
kofaktor oxidativ karosoddsat okozzak (ugyanezt a hatést
figyelttk meg D444V-homozigdta betegbdl szarmazo
fibroblasztokban is). A ROS-képzd aktivitds emelkedése
mellett a megfeleld mutansok LADH-aktivitasai a kontrollhoz
képest altaldban csokkentek (lasd fent). Erdemes megemliteni,
hogy a GI194C-hLADH variansban a hLADH-aktivités
gyakorlatilag nem valtozott (ahogy azt emlitettiik fent is), mig
ezzel szemben a P453L-hLADH varians fiziologias aktivitasa
gyakorlatilag teljesen elveszett. A P453L aminosavcsere igen
sulyos klinikai kovetkezményekkel jar, amihez feltehetden az
erésen emelkedett ROS-termelés is hozzajarul. A G194C
aminosavcsere esetén a klinikai tlinetek inkdbb csak
felnéttkorban jelentkeznek, ami dsszhangban van a megtartott
hLADH-aktivitds mellett fokoz6d6 ROS-termelé kapacitassal
(az intenzivebb ROS-képzés okozta oxidativ eredetii
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kérosodasok az iddvel valdsziniileg akkumuldlédnak). Fontos
megjegyezni, hogy a patogén muticiok fehérjén beliili
pozicidja nem volt direkt Osszefliggésben a ROS-termeld
képességgel. Ezen, illetve mas adatok alapjan a hLADH-
elégtelenség patomechanizmusa magaban foglalhatja bizonyos
esetekben a fokozott ROS-képzést (kiillondsen acidozisban, ami
hLADH-elégtelenségben eléggé gyakori), a patogén hLADH-
variansokat tartalmazo enzimkomplexek fokozott
disszociaci6 utan visszamaradé h(E1k-E2k) alkomplex intenziv
ROS termelését (amit rekombinans alegységek
felhasznalasaval szintén sikeriilt kimutatnunk).

In vitro 0sszeépitett komplex esetében, a kis mértékii
acidozis tamogatta a fiziologidas KGDHk-reakciot. Emellett
azonban savas kozegben a LADH reverz katalitikus iranyu
ROS-képzése is fokozodott. A természetes forrasbol (sertés
sziv) nyert KGDHk-altali ROS-képzés intenzitasa szintén
megndtt acidozisban, azonban csak a reverz katalitikus
iranyban. Kimutattuk, hogy a reverz katalitikus irdnya ROS-
képzést mind a KGDHk, mind pedig a LADH esetében az
exogén liponsav gatolja, azonban csak acidozisban (pH<6,8).
Ebbdl arra is kovetkeztetiink egyébként, hogy acidozisban talan

LADH eleve sokkal gyengébben koordinalédik a KGDHk-hoz,
mint példaul a PDHk-hoz). A KGDHk forward katalitikus
iranyu ROS-képzését is gatolta a liponsav, habar itt eltérd
mechanizmussal, az E2 alegységen hatott. Ha a komplex-kotott
hLADH mennyisége nem optimalis (példaul hLADH-
deficiencia vagy acidézis esetén), a hKGDHk h(E1k-E2k)
alkomplexe valoban bemutathatja — akar az adott hLADH
varians fokozott ROS-termelésével (a reverz katalitikus
iranyban) parhuzamosan — a kordbban kimutatott szignifikans
forward Kkatalitikus irdnya ROS-termelését (elegendd alfa-
ketoglutarat  jelenlétében), amely tehat a vonatkozo
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patomechanizmushoz szintén hozzajarulhat (lasd fent). Hairom
masik hasonl6 modon 1étrehozott alkomplex (E. coli PDHK, E.
coli KGDHk, hPDHk EI1-E2 alkomplexek) nem mutatott
szignifikans mértékli ROS-képzést, mig a teljes komplexek
esetén jelentékeny intenzitasi ROS-termelést tapasztaltunk (in
vitro). A h(E1k-E2k) esetén, a DHLS kofaktor pro-oxidans
tulajdonsaga feltételezhetd a fokozott ROS-képzd képesség
hatterében. Kimutattuk, hogy in vitro a hKGDHk hElk
alegysége is képes szignifikdns mértékli ROS-képzésre, szintén
eltérden a masik harom vizsgalt rokon El alegységtdl. Ez az
aktivitas példaul E2-deficiencidban patoldgias jelentdséggel
birhat. Javaslatot tettiink — rekombindns alegységeket
felhaszndlva — az irodalomban kérdéses multienzim-komplex
alegység-sztochiometridk szempontjabdl is. A hKGDHk
tekintetében a 24:24:12 alegység-sztochiometriat javasoltuk,
amely a tudomanyteriilet egyik vitatott kérdése volt.

HDX-MS eredményeink ¢és a hE3-E3KF-komplex
kristalyszerkezete alapjan, csokkent E3KF-iranti affinités
feltételezhetd az irodalomban megadott varidnsok (R447G-,
E340K-, K37E-, D444V-, R460G-, P453L-hLADH) mellett
tovabbi harom mutans esetében is (I318T-, 1445M-, 1358T-
hLADH). A megfelel6 kozleményben egyéb fontos
megallapitasokat is tettlink a HDX-MS mérések alapjan az
egyes variansok kofaktor-kotése, aktiv-hely geometridja és
egyéb  szerkezeti tulajdonsdgai  szempontjabol.  Ezen
megfigyelések egy része korrelacidban volt az altalunk szintén
elvégzett MD szimulaciok eredményeivel.

1D 'H és DOSY-NMR spektroszkopia, ultracentrifugalas
(masok altal), HDX-MS, kalibralt gélsziirés, nanoLC MS, MD
szimulacid és ujabban kristalyszerkezeti adat is bizonyitotta,
hogy sem a patologiasan relevans savasodas, sem pedig az
eddig vizsgalt patogén dimerizacids felszint érintd mutacidok

------

vizsgalt hLADH-varidnsok FAD-tartalma (mol FAD/1 mol
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hLADH monomer egységben kifejezve): G194C-hLADH
(0,72), P453L-hLADH (0,66), E340K-hLADH (0,99), K37E-
hLADH (0,76, illetve 0,67), D444V-hLADH (0,95). A HDX-
MS analizis azt mutatta, hogy az egyes szubsztitliciok
fehérjeszerkezetre gyakorolt hatdsai a FAD-kotésben szerepet
jatszd aminosavak valtozd szamat érintették, mindazonaltal - a
fehérjeszerkezet szintjén - minden esetben tudtuk a FAD-
vesztés potencialis okait (kvalitative) értelmezni. A hLADH és
szamos patogén mutansa CD spektrumjait 6sszehasonlitva nem
talaltunk szignifikdns eltéréseket egyik vizsgalt varidns
esetében sem. Ez a globalis konformécié nagymértékii
megorzottségére utal és a fenti eredményeket is tekintetbe véve
kifejezi, hogy a mutans fehérjék finomszerkezetében sziikséges
tovabb keresniink a funkcidvaltozasok hatterében allo
szerkezeti eltéréseket.

Magatol értetdd0 moddon, akkor kaptuk a legtobb és
legbiztosabb szerkezeti informacidkat, amikor sikeriilt hét
betegséget-okozd varidns nagyfelbontasti kristalyszerkezeteit
meghataroznunk. Legfontosabb eredményeink ezzel
kapcsolatban a kovetkezdek voltak: A P453L szubsztitcio
szamottevd mértékll szerkezeti valtozasokat indukalt az aktiv-
helyben. Ezek a szerkezeti eltérések valamilyen szinten
valoszintileg gatoljak a (DH)LS-szubsztrat megfeleld kotodését
¢s/vagy — katalitikus bazis altali — (de)protonaldédasat. A
P453L-hLADH jelentésen fokozott ROS-képzése a FAD
kornyezetében — a szuperoxid-képzés helye kozelében -
bekdvetkezd szerkezeti perturbaciokkal, illetve egyes FAD-ot
stabilizal6 — és annak redox-potencialjat esetlegesen modulalo —
kolcsonhatasoknak a megsziinésével indokolhat6. A G194C-
hLADH  eset¢ben minddssze  kismértéki  szerkezeti
perturbaciokat talaltunk a kozeli kofaktor-k6té aminosavak
érintettsége nélkill. Ez az eredmény jO Osszhangban van a
megtartott katalitikus aktivitassal. A G426E-hLADH esetén
csupan kisebb —elsdsorban a lokalis toltéseloszlast, illetve az
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oldallanci dinamikat moduldld — szerkezeti perturbaciokat
talaltunk, szintén a kofaktor-kotohelyhez kozel. Ebben az
esetben még tovabb kell vizsgdlnunk a molekularis
patomechanizmust. A dimerizacios felszint érintd patogén
szubsztiticiok egy csoportjanal (D444V, R447G, 1445M,
R460G) jelentds aktivitds-csokkenés volt megfigyelhetd
altalanossagban, amelynek hatterében —a kristalyszerkezetek
alapjan — az aktiv-helyhez vezeté wn. H'/H,O-csatorndban
1étrejovo szerkezeti valtozasok allhatnak.

A hLADH szerkezetét, illetve a katalizalt reakciot érintd uj
megfigyeléseink a kovetkezdk voltak: A hLADH szerkezete
alapjan a Glu332 ¢és az Arg460’ (" a masik monomerre utal)
aminosavak — alternativ konformacidok felvétele altal -
modulaljgk a H'/H,O-csatorna felszini polaritasat, illetve
szélességét. A fenti két aminosav az R460G-, D444V- ¢és
[445M-hLADH variansokban nem mutatta a hLADH-ban
megfigyelt konformacios flexibilitast. A Glu332 és az Arg460
szerepét részletesen kivanjuk vizsgalni a jovoben.

Keresztkotéses MS-sel (CL-MS) és
(molekula)modellezéssel kombinalt krio-EM  vizsgélattal
sikeriilt meghataroznunk a hKGDHk hE2k komponensének
szerkezetét (2,9 A felbontissal). A vizsgilat egy 8x3-as
szimmetridju (kocka-alakt) szerkezetet eredményezett. Ezt a
szerkezetet alaposan analizaltuk elsdsorban a trimerek és a 24-
mer kialakulasanak szerkezeti feltételei, illetve a szubsztrat-
interakciok szempontjabol. Korabbi — in vitro 0sszeépitett
hKGDHk-val (kollaboracidéban) gyujtétt — HDX- és CL-MS

e ey

szintén javaslatot tettiink.
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A disszertaciohoz kapcsolodo 4j tudomanyos eredmények
osszefoglalasa

1. Az exogén liponsav acidézisban gétolja a KGDHk és a
LADH reverz Kkatalitikus iranya ROS képzését. Ez a
megfigyelés specifikus ROS-képzés inhibitorok jovdbeli
fejlesztésének lehet majd az alapja.

2. Mind a 14 betegséget-okoz6 hLADH varianst eléallitottuk
rekombindans modon nagytisztasagi formaban, illetve mindet
jellemeztik is forward ¢és reverz Kkatalitikus irdnyt
enzimaktivitds és reverz Kkatalitikus iranyt ROS-képz6
kapacitas szempontjabol. Szamos varianst tovabbi biofizikai és
biokémiai moddszerekkel is megvizsgaltunk. Legfontosabb
megfigyelésiink, hogy a hLADH négy betegséget-okozd
mutacidja szignifikansan fokozta a reverz katalitikus irdnyt
ROS-képzést €s annak pH-érzékenységét. Ez a jelenség részét
képezheti a vonatkozd molekularis patomechanizmusoknak,
illetve a tobbnyire igen stlyos klinikai tiineteknek.

3. A forward Kkatalitikus irdnya ROS-termelé képesség
tekintetében a hKGDHk E1 komponense, illetve EI1-E2
alkomplexe 0Osszemérhetdé a teljes hKGDHk-el. Ezen
jelenségeknek E2- illetve E3-elégtelenségben patologias
relevanciaja lehet. Azon patogén hLADH mutansok esetében,
ahol csokken a mutans kotddési affinitdsa a multienzim
komplexekhez, a hKGDHk-E1-E2 alkomplex altali forward
katalitikus irdnyG ROS-képzés szignifikdnsan hozzajarulhat a
vonatkoz6 molekularis patomechanizmusokhoz és a klinikai
tiinetekhez.

4. Krio-EM, CL-MS és molekulamodellezés technikék egytittes

alkalmazasaval meghataroztuk a hKGDHk E2 komponensének
szerkezetét. A hKGDHk ezen komponensére vonatkozoan
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eddig egyaltalan nem volt szerkezeti informéci6 az
irodalomban. Utobbibol kifolydlag, a szerkezetet igen
részletesen jellemeztiik is.

5. Meghataroztuk a hKGDHk alegység-sztochiometridjat,
amely 24:24:12-nek adddott. Ezt az eredményt, valamint a fenti
(krio-EM, CL-MS és molekulamodellezési) és kollaboracioban
mért HDX-MS szerkezeti adatokat is felhasznalva — el6szor az
irodalomban — javaslatot tettiink a teljes multienzim komplex
kori enzim, illetve az egyik legfontosabb — ha nem a
legfontosabb — eleme a mitokondridlis ROS-képzésnek, az
eredmény (a 4. ponttal egyitt) kiemelt jelentdséggel bir, tobbek
kozott  potencialis  jovObeli  farmakologids — regulécio
tekintetében is.

6. Tiz betegséget-okozO0 hLADH varidnsra vonatkozdan
meghataroztuk a peptid-szinti molekulaszerkezeti/dinamikai
valtozasokat oldatban, 25 °C-on, HDX-MS technikaval és
javaslatot tettiink a vonatkozo molekularis
patomechanizmusokra. Ezen experimentalis adatok jol
kiegészitik a késdbbi krisztallografiai adatokat, amelyek esetén
— a kriogén vizsgalati hdmérséklet, illetve a kristalypakolddas
miatt — bizonyos szerkezeti mozgasok ¢és eltérések
potencialisan masként is modulalodhattak, mint fizioldégidsan
relevans(abb) koriilmények kozott.

7. Hét betegséget-okozd6 hLADH varidnsnak meghataroztuk a
nagyfelbontasu kristalyszerkezetét, illetve — a fenti HDX-MS
adatokat is figyelembe véve — a vonatkoz6 molekularis
patomechanizmusokra is javaslatot tettiink. Meghataroztuk a
hLADH eddigi legnagyobb felbontast kristalyszerkezetét is. A
hLADH  katalitikus = mechanizmusa, illetve  bizonyos
betegséget-okozd hLADH variansok molekularis
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patomechanizmusai tekintetében fényt deritettiink egy ezidaig
kevéssé vizsgalt in. H'/H,O-csatorna szerepére. A szerkezeti

adatok megteremtik az esetleges jovobeli farmakologids
regulacio alapjat.
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