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Bevezetés, irodalmi hattér

(Megjegyzés: A téma igen széleskorii (~ 80 évnyi) irodalma és a révid disszertdacios forma miatt csak a
legfontosabb eredeti kézleményekre hivatkozom itt a szovegben, néhany esetben a megfelelé
osszefoglalo kozleményeket adom mindossze meg, amelyekben az eredeti referenciak megtalalhatoak).

A humén (dihidro)lipoamid/lipoil-dehidrogendz enzim [h(DH)LADH, hE3 (alegység),
EC 18.14., génje: DLD] egy piridin-nukleotid-diszulfid-oxidoreduktdz, melynek
elégtelensége/deficiencidja egy autoszomalis recessziv 0roklodést, ritka genetikai betegség
[1-3]. A rendellenesség hordozoi a legnagyobb aranyban az Ashkenazi zsido populécidoban
fordulnak el (1:94-1:110, a G194C-hE3 patogén variansra nézve; a betegség kialakulasi
valészintisége 1:35000-1:48000) [4, 5]. Ebben a disszertacidban az aminosavak szamozasa a
474 aminosavat tartalmazod érett enzimre vonatkozik (a 35 aminosav hosszusagu
mitokondrialis vezetd szekvenciat nem veszi figyelembe). A betegség elsdsorban az intenziv
metabolizmust folytatd, nagy oxigénfelhasznélassal jellemezhetd szoveteket érinti €s éppen
ezért a vonatkozo klinikai tiinetek is els6dlegesen neurologiai és kardiologiai jellegliek, habar
a majat érinté funkcidzavarok is meglehetésen gyakoriak [1, 6, 7]. A hLADH-deficiencia
jellegzetes klinikai fenotipusai: novekedés elmaradasa, hipertrofids kardiomiopatia,
enkefalopatia, az izomzat tOnustalansaga, laktat-acidozis, hipoglikémia, Leigh-szindroma,
ataxia, fejlodési rendellenességek, latas-karosodas, mikrokefalia, illetve majelégtelenség [1, 5-
17]. Noha egyes esetekben a klinikai tiinetek csak a felnéttkorban jelentkeznek, sokszor mar a
neonatélis korban is megmutatkoznak és ekkor gyakran korai haldllal végzddnek [1]. A
betegség korai kezdetli formajaban gyakran egy hipotonias csecsemdvel talalkozik a klinikus
¢s laktat acidozist észlel. A beteg altaldban az elsé vagy ismétlddé anyagcsere-
dekompenzacidja soran vesziti életét, mig ha tal is €éli ezeket, a fejlédésben visszamaradott
lesz, illetve maradando idegrendszeri kdrosodéasokat (pl. intellektualis deficit, ataxia) szenved
[1]. Metabolikus dekompenzaciét kivalthat példaul barmilyen betegség vagy orvosi
beavatkozés, de akar kiegyenstlyozatlan taplalkozas is. A betegség diagnozisa a klinikai
lefolyas, illetve vonatkozo biokémiai eredmények alapjan feltételesen lehetséges, de teljes
bizonyossagot csakis a genetikai vizsgélat szolgaltat. Diagnosztikus klinikai biokémiai
eredmény lehet a hLADH, illetve a hLADH-t komplexal6 mitokondrialis o-ketosav-
dehidrogenaz enzimkomplexek (a-ketoglutarat/2-oxoglutarat-dehidrogendz (KGDH/OGDH),
piruvat-dehidrogenaz (PDH), a-ketoadipat/2-oxoadipat-dehidrogendz (KADH) és elagazo-
(szén)lanci  a-ketosav-dehidrogendz (ELKDH) komplexek) csokkent —miikddése
(enzimaktivitdsa). A hLADH ezen fenti komplexek k6zos harmadik alegysége/komponense

(hE3). Az emlitett enzimkomplexek metabolikus szerepét az 1. dbra, mig felépitésiik, illetve
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1. dbra. A LADH metabolikus szerepe. A LADH enzim az aerob szénhidrat anyagcserében (PDHk), a Szent-
Gyorgyi-Krebs-ciklusban (annak egy sebességmeghatarozo 1épésében [18-23]) (KGDHKk), illetve aminosavak
lebontasaban (elagazd szénlanct aminosavak, metionin, treonin — ELKDHK; lizin, triptofan — KADHk; glicin —
GHR) jatszik meghatarozé szerepet [3]. Az abran a metabolikus 1épéseket nyilak jeldlik (a duplafejii nyilak a
ketté vagy tobb I1épésben megvalosuld atalakulasokat, mig a kétiranyu nyilak a megfordithaté folyamatokat
jelolik). Az a-ketosav-dehidrogenaz reakciokban NADH és CO, is felszabadul, melyek itt nincsennek
feltiintetve. Az abra Dr. Szabo Eszter Ph.D. disszertaciojabol (2020) lett atvéve.
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2. abra. Az a-ketosav-dehidrogeniaz komplexek és a GHR sematikus felépitése, illetve miikodése. Az o-
ketosav-dehidrogenaz enzimkomplexek (A) és a GHR (B) specifikus szubsztratjaikon oxidativ dekarboxilezést
(mig az elobbiek KoA-kapcsolast is) hajtanak végre. Az 0j katalitikus ciklust a LADH-alegység teszi lehet6vé
azaltal, hogy reciklizaltatja a komplexekben kovalensen kapcsolt liponsav kofaktort, melyhez kapcsoltan
redukalo ekvivalens (NADH) is termelddik. Az abrak bemutatjak a vonatkozé részreakciokat (1-5) és feltiintetik
a reakciokhoz  sziikséges alegységeket (El:  o-keto/2-oxo-sav-dehidrogendz/dekarboxilaz,  E2:
(dihidro)lipoamid/lipoil-aciltranszferaz/transzacilaz, E3: (dihidro)lipoamid/lipoil-dehidrogenaz (LADH, kozos
alegység), P: Gly-dehidrogenaz/dekarboxildz, H: “liponsav-kotd (kapcsolo) fehérje”, T: aminometil-transzferaz,
L: LADH), illetve kofaktorokat (TPP — tiamin-pirofoszfat, LipS,/Lip(SH), — oxidalt/redukalt liponsav, FAD —
flavin-adenin-dinukleotid, KoA — koenzim A, PLP — piridoxal-foszfat, THF — tetrahidrofolsav) [3]. Az a-
ketosav-dehidrogendz komplexek alegység-sztochiometridja fajonként és komplexenként valtozik [24]. Az abra
Dr. Szabo Eszter Ph.D. disszertacidjabol (2020) lett atvéve.
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miikodésiik 0sszefoglald sémajat a 2. abra mutatja be. Ezek az enzimkomplexek a legnagyobb
¢és legbonyolultabb multienzim komplexek kozé tartoznak, molekulastlyuk elérheti akar a 9
MDa-t is (fajtol fiiggden). Emlosokben a PDHk és az ELKDHk a megfeleld E1 alegység
foszforilacidja (inaktivacioja), illetve defoszforilacioja (aktivacioja) altal regulalodik [25, 26],
melyhez human esetben négy PDHk kinaz, kettd PDHk foszfataz, egy ELKDHk kinaz és egy
ELKDHk foszfataz all rendelkezésre [26, 27]. Ezek a kinazok és foszfatazok kiilonb6zd
metabolitokra és hormon szignédlokra érzékenyek, amely altal a f6 enzimkomplexek igen
a hKGDHk E2 alegységét hasznalja a funkcidjdhoz [28, 29]. A hLADH ELKDHk-ben
betoltott szerepe miatt a hL ADH/hE3-deficiencidt 3-as tipusu juharszirup vizelet betegségnek
(MSUD-3, maple syrup urine disease type 3), illetve elagazd-szénlanct ketoaciduridnak is
hivjak (MSUD-1 ill. 2: az ELKDHk E1 ill. E2 komponensének (biallélikus) deficiencidja).
Mivel a hLADH enzim alulmiikdése egyszerre érinti az 0sszes fenti metabolikus komplexet,
a hLADH-elégtelenség altalaban sokkal sulyosabb tiinetekkel jar egyiitt, mint az izolalt
enzimkomplex deficienciak. Az ezektdl torténd differencial diagnosztika altaldban konnyd,
tekintve, hogy hLADH-elégtelenségben altalaban mindegyik fenti enzimkomplex jelentds
mértékben érintett. A hLADH a glicinhasito-rendszernek (GHR, masnéven: Gly-dekarboxilaz
komplex, reverz irdnyban: Gly-szintaz) is része (L-fehérje, lasd az 1. és 2. 4brakat), illetve
szabad formaban is el6fordul (lasd alabb). A hLADH-deficiencia érdekes mddon viszont a
GHR miukodését altalaban nem befolyasolja [1, 3]. A disszertacié masik targyat, a hKGDHk-
t, a metabolikus szerepén kiviil az utébbi években 0Osszefiiggésbe hoztdk még a HIFla
stabilizacidjaval [30], a metabolizmus Ojraprogramozasaval, epigenetikai valtozasokkal [31],
sejtproliferacioval, hiszton-szukcinilacioval [32], illetve rékbetegségben MY C-medialt
leukemogenézissel [33], amely funkciokat szintén befolydsolhatjdk a hLADH patogén
mutécioi.

A hLADH-aktivitds csokkenésének a mértéke a klinikai mintdkban 4altaldban nem
korreldl jol a betegek tlineteinek a stlyossagaval. Tovabba még a pontos genotipusbol sem
lehet egyértelmiien megjosolni a korlefolyas karakterisztikait [6, 7, 14]. Ezért is feltételezhetd,
hogy egyéb (biokémiai) faktorok is hozzdjadrulnak a vonatkozd6 molekularis
patomechanizmusokhoz. Példaul, hLADH-deficiencidban sem csak kizardlag a hE3 alegység
hLADH-aktivitdsanak csokkenésébodl eredhet az o-ketosav-dehidrogendz enzimkomplexek
alulmiikdése. Mindegyik fenti enzimkomplex alulmiikodéséhez hozzajarulhat példaul az is,
hogy bizonyos betegséget-okoz6 hLADH mutinsok — a hLADH-aktivitds részleges

elvesztésén felill — még rdadasul csokkent affinitassal is kotddnek ezekhez a komplexekhez
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[2, 34-37]. Ezzel 0Osszefiiggésben, a klinikai irodalom is jol megmutatja, hogy néha
jelentékenyen nagyobb mértékben csokken a fenti enzimkomplexek aktivitasa, mint maga a
hLADH aktivitas [6, 7]. Az a tény, hogy a kiilonb6z6 enzimkomplexek aktivitasai ilyenkor
eltéré6 mértékben csokkennek azt valoszinlsiti, hogy a kérdéses patogén hLADH mutansok —
csakugy mint maga a vad tipusi hLADH is [38] — mas erdsséggel kotddnek a kiilonbozd
komplexekhez [9, 10].

A vonatkoz6 enzimkomplex-aktivitdsok csokkenése végiilis — akar csak iddszakosan is
— laktat felszaporodast, emelkedett a-ketoglutarat (KG) szintet (vizeletben), emelkedett
eldgazo-szénlancu aminosav (Leu, Ile, Val) szintet (plazmaban), illetve elagazd-szénlancu
ketosav (vizeletben) és/vagy allo-lle (plazméban) felszaporodast okoz. Gyakran emelkedett
transzamindz-, citrullin-, illetve kreatin-kindz-szint is kiséri a betegség lefolyasat [1]. A
liponsav-metabolizmus defektusai sokszor hasonld klinikai lefolydstiak mint az E3-
deficiencia, ott azonban a Gly emelkedett koncentracioja jellemzé a kiilonb6zo
testfolyadékokban, amely differencial-diagnosztikus értékdi [39]. A maradék hLADH-
aktivitast diagnosztikus célbol gyakran mérik fibroblasztokbol, limfocitdkbol, illetve maj
vagy izom szovetmintakbol [1, 6, 7]. Ezen adatokat sokszor nehéz Osszevetni in vitro —
tisztitott rekombinans fehérjével mért — adatokkal, i. a klintkumban gyakran tapasztalt Un.
Osszetett heterozigota beteganyag (heterozigotak nem mutatnak tiineteket), ii. az alkalmazott —
sokszor igen eltérd biokémiai karakterisztikdji (pl. forward avagy reverz reakcidiranyu) —
enzimesszék, illetve iii. a mért fehérjék eltéré biokémiai (szoveti, illetve tiszta oldat)
kornyezete miatt [3].

Az akut rohamok kozott a betegek kezelése empirikus alapokon torténik, amely
figyelembe veszi a vonatkozdé enzimkomplexek érintettségét [ELKDHk: eldgazo-szénlanct
aminosavak, illetve fehérjék bevitelének csokkentése, éheztetés keriilése; KGDHk: nincs
elfogadott ajanlas; PDHk: ketogén/zsirdls étrend, tiamin bevitel, diklér-acetat adasa (a PDH-
kinaz gatlasara)]. Altalaban a betegek kapnak még vitaminokat (féleg B2, B7),
antioxidansokat, Koenzim Q10-et, liponsavat, illetve intravénas gliikdézt az akut epizdédok
soran [1]. Utobbi esetben elsésorban a metabolikus acidozist kell kontrollalni és a
normoglikémiat kell fenntartani, illetve altalanossagban egy stabil metabolikus statuszt kell
megprobalni elérni (pontosabb klinikai ajanlasokért, lasd [1]). Nincs elfogadott klinikai
protokoll az akut epizodok megeldzésére, mindenesetre megfigyelték, hogy azok frekvenciaja
a korral altalaban csokken [1].

A patogén hLADH variansok eltérd aminosavra (missense) vagy stop kodonra

(nonsense) torténd valtas, splice hely perturbacio, illetve (kisméretii) kivagodasok/beépiilések
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hatasara jonnek létre [6, 7]. Exon vagy a teljes gén kivagodasat avagy duplikacigjat a
hLLADH-elégtelenség okaként még nem irtdk le [1] (egy exon kihagydsa kombinalddva a
leolvasasi keret eltolodasaval — egy rovidebb fehérjeterméket eredményezve — azonban
1étrejott egy dokumentalt esetben [8]). Az érett hLADH enzimre vonatkozdan 14 betegséget-
okoz6 aminosavcserét (vagy deléciot) irtak le eddig a klinikai szakirodalomban [3] (eredeti
referenciakért lasd a klinikai fenotipusokhoz kapcsolédd cikkeket fentebb). A hLADH
korabbi rontgenkrisztallografids szerkezetvizsgalata megmutatta, hogy a patogén aminosav
(pL. 12T, K37E), az aktiv centrumba (pl. P453L), illetve a dimerizacios felszinre (pl. E340K,
D444V; a hLADH egy nemkovalens, funkciondlis/obligat homodimer [MW(monomer)=~50
kDa], melynek fiziologias aktivitdsdhoz mindkét aktiv centrumdban a szomszédos monomer
bizonyos aminosavai is sziikségesek) [40]. Az in vitro, illetve in vivo hLADH-aktivitas
csOkkenésének a hatterében - a korabbi irodalom szerint — alacsony fehérjeexpresszio, a
fehérje kedvezodtlen feltekeredése/stabilitisa és gyorsabb lebomlédsa, kedvezdtlen
konformécids valtozasok, a FAD-kofaktor (részleges) elvesztése (mivel az erdsen, de nem
kovalensen kotddik az enzimhez), kritikus aminosav-interakciok megsziinése, illetve a
funkcionalis homodimer felbomlésa allhat(nak) [14, 40-42].

Amint azt a 2. dbra is mar bemutatta, a hLADH-nak az a fiziologias szerepe az o-
ketosav-dehidrogendz komplexekben, hogy az E2 alegységekhez kovalensen kotott
dihidroliponsav (DHLS) kofaktort liponsavva (LS) oxidalja. Ezaltal a reakcio altal johet csak
létre a kovetkezd katalitikus ciklus. A 3. abra bemutatja a LADH katalitikus
mechanizmusanak fobb elemeit ¢és Iépéseit. A LADH képes katalizalni egy- illetve
kételektronos reakciokat is, akar alternativ (nem fizioldgias) szubsztratok/elektron-akceptorok
— mint példaul a 2,6-diklér-fenol-indofenol (DCPIP, un. diaforaz reakcio), Fe’* (tn. elektron-
transzferdz reakcio), vagy a molekularis oxigén (O», Un. oxidaz reakcio) — felhasznéalasaval is
(ezekben az esetekben NADH oxidaciojanak a terhére jonnek létre a reakciok) [3, 42-47].
Erdekes megfigyelés, hogy a diaforaz és az elektron-transzferdz reakciok pH-optimumai
meglehetésen savasak (5,6 és 4,8) [42, 45], bar a LADH reakcié pH-optimuma is nagyon
valtozo attol fliggden, hogy melyik katalitikus irdnyban mériink, illetve hogy milyen liponsav
szarmazeékot hasznalunk (5,5-8,3) [42, 45, 48]. Az O, esetében az egyelektronos reakcidé —
amelyet a LADH FAD kofaktora tesz lehetdvé — létrejohet mind a forward mind pedig a
reverz katalitikus irdnyban is (lasd 3. 4bra), melyek soran mindig szuperoxid-anion (O;")
keletkezik [43, 49]. A reverz katalitikus irdnya szuperoxid-képzés és az elektron-transzferaz

reakci6 analog mechanizmusuak abban a tekintetben, hogy minddssze egy elektron



dc_1766_20

,
Ambrus Attila Akadémiai Doktori Ertekezés
A forward
Physiological reaction: DHLA + NAD* —_— LA + NADH
reverse
ROS-generating reactions: 0O,- + NAD* — O, + NADH
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3. abra. Az E3 LADH és ROS-képzé reakcidinak egyszeriisitett, 6sszefoglalé mechanizmusa. A LADH-
reakcié ping-pong bi-bi mechanizmust, amelynek itt csak az un. reduktiv (sebességmeghatarozo) félreakcioja
van részletezve. A FAD (prosztetikus csoport), Cys45-Cys50 (redox-aktiv diszulfid-kotés) és a His452'
(katalitikus bazis) az aktiv centrum részei, R=ribitil-ADP, E =oxidalt E3, EH, illetve EH,=két- illetve négy-
elektron (altal) redukalt E3. Az EH, allapot egy un. kevert diszulfid intermedieren (1) keresztiil alakul ki és a 2-4
specieszek egyensulyi keveréke, a toltésatviteli komplex (3) dominanciaja mellett. Ditionit (Na,S,04) vagy
NADH (és acidikus pH) sziikséges az EH, tovabbi redukciojahoz (EH,-allapotba), amely a LADH-reakcio teljes
gatldsat eredményezi. A NAD' jelenléte destabilizalja az EH, allapotot, ezaltal reaktivalja a LADH aktivitast (ez
ramutat a NADH:NAD" ardny reguldlé szerepére az o-ketosav-dehidrogenaz komplexek esetében). Az O, egy
alternativ elektron-akceptor lehet az EH, és az EH, allapotban is, mely esetekben szuperoxid-anion (O,)
keletkezik a FAD kofaktor kdzremiikddésével a primer ROS-képzé folyamatban. A NAD' jelenléte gatolja a
LADH-altali ROS-képzést. Az abra a Szabd E. és mtsai, Hum. Mol. Genet., 2019 cikkiink S1 abraja. Eredeti
referenciakért 1asd [3, 50, 51].

atmenetével jarnak. A szuperoxid egy primer reaktiv oxigénszarmazék (ROS) a fenti

folyamatban, amely részleges, spontan diszmutacidval/diszproporciondlodassal H,O,-vé —
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egy masik ROS-4 — alakul [52-54]. Flavinok és flavoenzimek esetében mar korabban leirtak,
hogy azok képesek az Or-t (részlegesen) redukalni [49, 53, 55]. A Zn>" képes stimulalni a
LADH-altali ROS-képzést, amelynek iszkémia-reperfuzioban, illetve Alzheimer-korban lehet
szerepe, hiszen ezekben az allapotokban a Zn®" koncentracidja megné [43, 56, 57]. Mivel a
LADH multienzim komplexektdl fiiggetleniil is 1étezhet [58-62], illetve szintén megallapitast
nyert, hogy a legnagyobb koncentracioban jelenlévd flavoprotein izom ¢&s agyi
mitokondriumokban [63], ezért ROS-képzése — megfeleld koriilmények kozott — akar
onmagaban is relevans lehet patologids szempontbol [2, 3]. A LADH szabad formaju
eléfordulasahoz az is hozzajarulhat potencialisan, hogy a KGDHk-hoz ¢és az ELKDHk-hoz
sokkal gyengébben kotddik mint a PDHk-hoz [62, 64-66] (ezeket a kotodéseket pedig
bizonyos patogén mutaciok még tovabb gyengithetik, lasd fentebb). A LADH ROS-képz6
tulajdonsagat rakterapidban is tervezik kihasznalni [67]. Leirtdk, hogy a LADH diaforaz és
ROS-képz6 aktivitasaihoz elsésorban a FAD jelenlétére van sziikség az aktiv centrumban és
igy ezekhez az aktivitasokhoz elegendé az enzim monomer formdja is [42, 43, 68, 69]. A
LADH monomerizacidjdhoz meglehetdsen extrém kisérleti koriilmények sziikségesek
(apomerizacio, extrém higitas, tobbszori fagyasztas-olvasztas, denaturacid, extrém sav- vagy
sO-koncentracio alkalmazésa) [23, 42, 44, 45, 68-71]. A diaforaz aktivitas fokozddasat enyhe
(patologids mértékil) savasodasra, illetve egy ,mellék” (“moonlighting”) protedz-
aktivitas/aktiv centrum megjelenését egy dimerizacids felszint érintd patogén mutaciod
hatdsara a LADH dimer (részleges) monomerizaciojaval magyaraztak [41, 42].
Altalanossagban is javasoltak, hogy a dimerizacios felszint érinté patogén mutaciok gy
hatnak, hogy monomerizaciét indukdlnak a LADH enzimben [14, 40], bar ezt analitikai
ultracentrifugalasi eredmények késébb cafoltak [34]. A LADH enzimre vonatkozdéan a
fentieken kiviil (diaforaz, protedz, elektron-transzferaz, oxidaz) kiilonb6z6 fajokban mas
mellék (moonlighting) funkciokrél is beszamol az irodalom (ezekre itt nem tériink ki, de
megjegyezziik, hogy potencialisan ezeket a funkciokat is érinthetik a LADH mutécioi) [3, 30,
32, 72-81]. A hLADH kristalyszerkezetét mar tobbszor meghataroztdk kiilonbozd kisérleti
koriilmények kozott (pl. ligandok illetve fehérje-interakcids partner jelenlétében) [34, 37, 38,
40]. A patogén hLADH varidnsokat azonban direkt experimentalis szerkezetmeghatarozo
modszerekkel kordbban (eldttiink) nem vizsgaltak.

Az o-ketosav-dehidrogendz komplexek altali ROS-képzésért is egyértelmiien a
flavoenzim E3 alegységet lehet felel6ssé tenni [82, 83]. A NAD' jelenléte gatolja ezekben a
komplexekben a ROS-képzést mindkét katalitikus iranyban [82]. A hKGDHk-4ltali ROS-

képzés a mitokondridlis oxidativ stressz egyik legmarkansabb (ha nem a legmarkansabb)
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forrasa (a tobbi rokon a-ketosav-dehidrogenaz komplex nem mutat ilyen szamottevé mértéki
ROS-képzést) [82-87]. A fokozott mitokondridlis ROS-termelést az akut iszkémia-reperfiizid
szindromaval és kronikus neurodegenerativ betegségekkel hoztak kiilondsen szoros
Osszefiiggésbe [88, 89]. Erdekes, hogy mindekozben a KGDHk igen érzékeny oxidativ
agensekre [19, 90-92]. A hKGDHk ROS-termelése akkor jelentékenyebb, ha a fiziologias
elektronakceptor, a NAD" nem all elegendd mennyiségben rendelkezésre (a forward
reakcioban), illetve ha a NADH/NAD-arany megemelkedik (amely pedig a reverz katalitikus
iranya ROS-képz6 E3-reakciot tamogatja, lasd fent) [82, 83]. Szignifikdns mértékben
emelkedik a NADH/NAD "-arany példaul iszkémidban, fokozott kaloriabevitel esetén vagy
Komplex I elégtelenségben [89]. A KGDHk belsé gyokos mechanizmussal torténd
szerepe (tiil gyok képzésén keresztiil; ezt a mechanizmust a tioredoxin felfiiggeszti) [93, 94].
Az LS-kofaktor H,O,-medidlt reverzibilis glutationildcigja — amely a KGDHk reverzibilis
inaktivaciojaval jar — egy antioxidans valasznak bizonyult, amely megvédi oxidativ stresszben
a KGDHk-t az oxidativ karosodasoktol (pl. a 4-hidroxi-2-nonenaltdl, amely a fo lipid-
peroxidacios szarmazék és egy nagyon reaktiv molekula) [95, 96]. Megjegyzésre érdemes,
hogy Bacillus stearothermophilus PDHk-E1 (Elp), illetve E. coli KGDHk-E1 (E1k) esetében
kimutattak, hogy ezen izolalt alegységek dnmagukban is képesek H,O,-t termelni a forward
katalitikus iranyban [97]. Szintén érdekes megfigyelés, hogy a KGDHk reakcionak az enyhe
acidozis altalanos esetben még eldnyos is [98-100], bar ez agyszovetben nem igaz (itt
pH=7,2-7,4 az optimum) [101]. A KGDHk aktivitasdnak akar kismértékili csokkenése is
energia-deficithez €s oxidativ stresszhez vezet, amely egy ongerjesztd kort indit el mélyiild
acidozissal, tovabbi oxidativ stresszel és anyagcsere deregulacioval, végiil pedig klinikai
tiinetekkel [88, 89]. Az izoldlt KGDHk-elégtelenség tipikus klinikai fenotipusai a
kovetkezdek: hipotonia, motoros készségek lassulasa, progressziv magasvérnyomas betegség,
disztonikus mozgés, enkefalopatia, gorcsrohamok, majnagyobbodas, kognitiv zavarok,
metabolikus dekompenzécio és fiatalkori hirtelen halal [1]. A hKGDHk elégtelen miikodése,
illetve ROS képzése szamos egyéb betegségben ¢€s patoldgias folyamatban is szerepet jatszik,
mint példdul: hipoxia- illetve glutamat-indukélta agykarosodasok, Wernicke-Korsakoff-
szindroma, neurodegenerativ betegségek (Alzheimer-, Parkinson-, Huntington-koérok),
Friedreich-ataxia, iszkémia-reperfuzié szindroma, progressziv szupranuklearis parézis,
(sejt)oregedés, csecsemdkori laktat acidozis, kiillonbozé neoplasztikus elvaltozasok, hLADH-
elégtelenség, stb. [89]. A hKGDHk-aktivitds fokozasara javasolt egyes stratégidk (mint

példaul a szoveti transzglutamindz enzim gatlasa), illetve a hKGDHk-altali ROS-képzés
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farmakologiai regulacidja potencidlisan segithetik majd a jovében kivaltképp az dregedéssel
Osszefiiggésbe hozhatd neurodegenerativ betegségek terapidjat [88, 102-105].

Amint fentebb is lathatd, szamos megvalaszolatlan kérdés volt/van az irodalomban
kiilonosen a LADH-elégtelenség molekularis patomechanizmusa tekintetében. Kutatdsaink
soran a patomechanizmus kérdéses elemeit céloztuk meg, kiilonos tekintettel a ROS-képzés
esetleges szerepére. FO célunk volt a klinikumban leirt hLADH varidnsok nagyfelbontasu
szerkezeteinek a meghatarozdsa, amelytél azt vartuk, hogy atomi szinten magyardzza majd
meg a mutansok patologias viselkedését. Munkahipotézisiink szerint pedig, a biokémiai,
biofizikai ¢és szerkezeti informdciok birtokdban potencialisan 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 és gatolhatosaganak vizsgéalata. Ezen feliil a komplex szerkezetvizsgalatat is

célul tiiztiik ki farmakoldgiai regulacios stratégiak jovobeni szerkezetalapu tervezéséhez.

Megjegyzés: Ez a bevezetd elsésorban a hLADH ¢és a hKGDHk patologias viselkedésére és a
vonatkoz6 aspektusokra fokuszalt, nem targyalta tobbek kozott a LADH enzim kiilonb6zo
fajokban leirt részletes szerkezeteit ¢és azok mechanisztikus aspektusait, illetve a
komplexekkel kapcsolatos korai biokémiai eredményeket sem, elsdsorban a valasztott rovid
disszertdciés forma miatt. A patologids aspektusok targyalasahoz sziikséges vonatkozo
informéaciokat az eredmények megbeszélése soran ismertetem.
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Célkitiizések
1. Rekombinans, tiszta dallapota ¢és funkciondlisan aktiv hElk, hE2k ¢és hE3

alegységek/komponensek eldallitasa.

2. A hLADH ¢s a hKGDHk ROS-képz6 aktivitasanak részletes vizsgalata. Izolalt illetve
rekombinans enzimek vizsgélata. A hE1k komponens és a h(E1k-E2k) alkomplex vizsgélata.

Osszehasonlitas mas rokon komplexekkel.

3. A hLADH 14 patogén variansanak eldallitasa rekombinans moddon, tiszta (homogén)
formaban. A varidnsok részletes biokémiai, biofizikai és szerkezeti jellemzése, kiilonos
tekintettel a  ROS-képz6  képességre. Javaslattétel a  vonatkozd  molekularis

patomechanizmusokra.

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

crer

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

Itt csak a legfontosabb alkalmazott modszereket foglaljuk 6ssze roviden.

A  hLADH ¢és betegséget-okozd variansai eldallitasara  bedllitottunk egy
periplazmatikus és egy citoszolikus E. coli expresszids rendszert is. A periplazmatikus
rendszer elméletileg funkciondlisan jobb mindségii fehérjét szolgaltat, mig a citoszolikus
rendszer lényegesen nagyobb mennyiségben termeli a fehérjéket, amely pedig
szerkezetvizsgalati céljaink miatt valt mindenképpen sziikségessé (NMR, kristalyositasi
probak). A fehérje-variansokat a laboratéoriumban hoztuk létre standard protokollt kdvetve
(QuikChange II kit, Agilent). A vonatkoz6 expresszios vektorok egy affinitds cimkét (N-
terminalis Strep-tag) is tartalmaztak, mely segitségével egy lépésben is képesek voltunk
megtisztitani a fehérjetermékeinket FPLC kromatografiat alkalmazva. Az optimalizalt
tisztitdsi modszeriinkkel kristalyositashoz is megfelel6 homogenitast tudtunk elérni. Egy
refolding eljarast is kifejlesztettiink az inkluzids testekbe jutott fehérje visszanyerésére. A
forward illetve reverz LADH reakciot NADH keletkezésén illetve fogyédsan keresztiil mértiik
spektrofotometridsan (340 nm). A KGDHEK, illetve PDHk forward katalitikus iranyu, teljes
reakciokat szintén NADH keletkezésén keresztiil mértiik. Szuperoxid-termelést részlegesen
acetilalt cit ¢ (spektrofotometridss modszer, 550 nm) vagy dihidroetidium (fluorimetriés
modszer, 470/600 nm [gerjesztés/emisszid]) alkalmazéasaval detektaltunk. A cit ¢ esszé
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 tobbszorosen — emelkedett ROS-
képzést mutatnak. H,O,-t torma-peroxiddz (horseradish peroxidase, HRP) jelenlétében
Amplex-Red alkalmazasaval detektaltunk (fluoreszcens rezorufin keletkezik, 550/585 nm
[gerjesztés/emisszid]). A ROS-képzés soran — az altalunk vizsgalt enzimek esetében — az
els6dleges termék a szuperoxid, a H,O, a szuperoxidbdl részleges, spontan
diszmutacioval/diszproporcionalddassal keletkezik. A LADH enzim mind a forward mind
pedig a reverz iranyu reakcioban képes ROS-t termelni (lasd fent). A szakirodalom viszont
metodikai okokbol —a DHLS pro-oxidans volta miatt, amit a ROS-detektal6é rendszerekben
kifejt [97], tovabba korabbi nehéz beszerzése avagy szintézise miatt is — szinte kizarolag a
reverz reakciot alkalmazza, igy ezt a moddszert kovettiik mi is. A KGDH illetve PDH
komplexek esetén mindkét irdnyu reakcioban képesek voltunk ROS-termelést detektalni a
fenti modszerekkel. Kalibralt gélsziirés kromatografidval kapcsolt nanoLC-MS technikat
alkalmaztunk a hLADH és patogén varidnsai monomerizacidjanak vizsgalatara. Tavoli-UV
cirkuléris dikroizmus (CD) spektroszkopiat hasznaltunk a patogén hLADH varidnsok globalis

szerkezeti valtozasainak detektalasdra. A patogén hLADH mutdnsok esetében a - nem
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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 kristalyositas
alkalmazasa sem volt célravezetd a patogén hLADH variansok szerkezetvizsgalata
tekintetében, molekuldris dinamika (MD) szimulacidkat hajtottunk végre (X-PLOR-NIH
program, szuperszamitogépes kapacitds) az Osszes (14) patogén hLADH variansra
vonatkozdan. Ezen eredményeket csak nagyon roviden emliti ez a disszertacid, minddssze
Osszehasonlitasban a késobbi experimentalis szerkezeti adatokkal. Szintén a szerkezeti
informaciokhoz probaltunk kdzelebb keriilni — akkor még kristalyszerkezeti adatok hianyaban
— a hidrogén-deutérium-csere (HDX-) MS technika alkalmazasaval, mellyel a 10 legjobban
expresszalodo patogén hLADH varianst tudtuk megvizsgalni. A modszer oldatfazisban, nem-
kriogén hémérsékleten, illetve peptid-szinten mutatta meg a mutaciok hatasara bekovetkezo
fehérjesszerkezeti/dinamikai valtozasokat. Sokéves munka gylimolcse volt, hogy sikeres
kristalyositast tudtunk végrehajtani — a berlini szinkrotron munkatarsainak segitségével —
szamos betegséget-okozd hLADH varidns esetében, amelybdl eddig hét nagyfelbontast
szerkezetlink sziiletett. A kristalyositdst minden esetben iildcsepp technikaval végeztiik,
illetve a kristalyositasi koriilményeket részletesen optimalizaltuk. A Helmholtz-Zentrum
Berlin BESSY II rontgen-szinkrotronjaban végeztik a diffrakciés méréseinket. A
szerkezetszamitasokat — a molekuléris helyettesités technikdjat alkalmazva — ¢és az
eredmények analizisét magunk végeztiik (némi kollaboracioban a berlini kollégakkal). Krio-
EM méréseinket a brno-i Krio-EM centrumban végeztiik, kollaboracioban az ottani
kollégékkal. Ezen technikdval a hKGDHk-E2 komponens szerkezetét vizsgaltuk. Kémiai
keresztkotéssel kapcsolt MS (CL-MS) és molekulamodellezés technikakat is felhasznaltunk a
hKGDHk-E2 komponens teljes szerkezetének megoldasa céljabol, mivel bizonyos flexibilis
régiok nem voltak lathatéak a krio-EM technika szamdara. Az experimentalis adatok
hibaszamitasanal altaldban a kozépérték standard hibajaval (standard error of the mean,
S.E.M.) szamoltunk, mig a statisztikai szignifikancia megallapitdisdhoz mindig kétmintas t-

probat végeztiink (eltérd varianciat feltételezve, legalabb p<0,05 szignifikancia szint mellett).
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Eredmények és megbeszélésiik
(Megjegyzés: Minden cikk 6sszefoglaldjaban a targyaldshoz legfontosabb néhany abrat mutatom minddssze be a
cikkbdl a terjedelmi korlat miatt.)

A LADH és a KGDHk ROS-képzésének vizsgalata és gatlasa liponsavval

(Ambrus A”, Tretter L*, Adam-Vizi V, Inhibition of the alpha-ketoglutarate dehydrogenase-mediated
reactive oxygen species generation by lipoic acid, J. Neurochem. 109(S1): 222-229 (2009)
(*=megosztott els6 szerzok))

Jelen tanulmény célja a kutatécsoport KGDHk-val kapcsolatos korabbi vizsgalatainak
kiterjesztése volt. Elsddleges célunk az volt, hogy megvizsgaljuk az izolalt KGDHk és LADH
ROS-képzésének pH-fiiggését mind a forward, mind pedig a reverz katalitikus irdnya
reakciokban. Szerettiik volna megvizsgalni tovabba, hogy az exogén LS képes-e gatolni a
KGDHk ¢s a LADH ROS-képzd aktivitasat. Ellendrizni szerettiik volna szintén azt — az
irodalmi adatot — , hogy képes-e tényleg a LADH enyhén (patologidsan relevans) savas
kdzegben monomerizalddni és ezaltal fokozni a diafordz/ROS-képzd aktivitasat. Ezen célok
mellett szdmos mas fontos megfigyelést is tettiink.

A legtobb korabbi biokémiai és biofizikai adat a sertéssziv LADH enzimmel mérddott,
amely azért relevans mégis, mivel 95% szekvenciahomoldgia van a sertés és a human
ekvivalensek kozott [106]. Ebben a tanulmdnyban mi is a sertéssziv LADH-t alkalmaztuk,
illetve a KGDHk is ebbdl a forrasbdl szarmazott.

A LADH diaforaz-aktivitasanak pH-optimuma alacsonyabb (savasabb, pH=5,8) mint a
fiziologias aktivitasé [42, 45, 48]. pH=5,8-on végzett dinamikus fényszords és analitikai
ultracentrifugalas (szedimentacid) eredmények alapjan azt javasoltdk, hogy ebben az enyhén
savas kozegben a LADH-dimer (részlegesen) disszocialt és ez stimuladlhatta a diaforaz
aktivitast [42]. A pontosabb szedimentacidés eredményeket azonban reverz micellakban,
illetve oktanban mérték, amely szerintlink potencidlisan indukélhatja a nemkovalens LADH
dimer (legalabb részleges) monomerizaciojat. Ezeknek az el6zetes eredményeknek a tiikrében
meg kivantuk vizsgalni, hogy fiziologidsan és — a pH tekintetében — patologidsan relevans
oldatkornyezetben ténylegesen torténik-e akar csak részleges monomerizacid is a LADH
enzim esetében. Kalibralt méretkizarasos kromatografiaval (gélsziirés) azt talaltuk, hogy sem
7,8-as, sem pedig 5,8-as pH-n nincs detektalhaté mértékii monomerizacio (Fig. S1 [cikkben]).
Az eredményeket 1D "H NMR és DOSY-NMR adataink is meger6sitették. Ez azt jelenti,
hogy a pH-csokkenés hatasara fokozddd diaforaz/ROS-képzd (utobbit lasd lentebb) aktivitas
belsé szerkezeti vagy mechanisztikus valtozasnak koszonhetd ¢és nem pedig

monomerizacionak.
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4. abra (Fig. 1). A liponsav (az abran “LA” [lipoic acid]) hatasa a pH fiiggvényében a NADH fogyasra
(a,c) és a ROS képzésre (b,d) LADH (a,b) illetve KGDHKk (c,d) esetében a reverz reakcioban. A NADH-
fogyast fotometridsan (a) illetve fluorimetridsan (c) mértiik. (b) A szuperoxid-képzést DHE-fluoreszcenciaval
detektaltuk; a beagyazott abran egy nyers kisérleti eredmény lathato. (c) és (d) esetében ugyanabban a mintaban
parallel mértink NADH-, illetve rezorufin-fluoreszcenciat (utobbit az Amplex-Red/HRP-alapti rendszerben
H,0, detektaldsa céljabol). Részletes kisérleti informacidért 1asd az abraalairast a cikkben.

A fenti irodalmi adattal 6sszhangban azt talaltuk, hogy a LADH reverz katalitikus
iranyu ROS-képzése is — csakiigy mint a diaforaz-aktivitds — fokozodott savasabb pH-n (4/b.
abra). pH=6,3-ig mértiink savas iranyban, mivel az irodalom még ennyire alacsony pH-t is
leirt iszkémias agyban (6,26+0,03 (n=12) [107]), amely allapotban a NADH/NAD" arany
emelkedett és ez tdmogatja a LADH ¢és a KGDHk reverz katalitikus iranyt ROS képzését
(lasd fent). A pH csokkentésével az exogén modon adott LS egyre jobb inhibitorra valt a
ROS-képz6 reakcioban, mig ezzel parhuzamosan jelentdsen ndtt a NADH-fogyasztas (4/a.
abra). Ez arra utal, hogy az exogén LS a LADH szubsztratjaként vett részt a ROS-képzés
gatlasdban (versenyzett az O,-vel), ami altal még egy potencidlisan erds antioxidanst is
termelt (DHLS, bar ennek a molekuldnak van pro-oxiddns tulajonsdga is bizonyos
koriilmények kozott, lasd késébb). Ez a gatlasi pH-profil egybevag azzal, hogy az LS
részvételével a reverz LADH reakcié pH optimuma 5,5 [48]/5,9[45] (mig lipoamiddal ez 7,0
[42]/6,5[45, 48], illetve 0Osszehasonlitasként a forward reakci6 pH optimuma
dihidrolipoamiddal 8,3[48]/7,9[45]). Mivel a LADH létezik [58-62] és potencidlisan ROS-t is

termelhet a komplexektdl fliggetleniil is - kivaltképp acidézisban (lasd fent) -, illetve a

18



dc_1766 20 _ o . )
- Ambrus Attila Akadémiai Doktori Ertekezés

legnagyobb koncentracioban jelenlévd flavoprotein izom és agyi mitokondriumokban [63],
ezért ROS-képzésének gatlasa a megfeleld patologias allapotokban (lasd a Bevezetd részt)
terapids szempontbol is hasznos lehet. A szabad/exogén formaban alkalmazott LS és DHLS
antioxidans hatast molekuldk, amelyek hatékony redox regeneratorai is endogén
antioxidansoknak [108]. Az LS képes atjutni a vér-agy gaton és potencidlisan neuroprotektiv
hatast fejthet ki [109]. Patkanyokon végzett kisérletekben LS és DHLS hatasara tényleg
csokkent a ROS-képzés ¢€s javultak a mitokondrialis funkciok [110]. A kanadai illetdségli
Cyclica, Inc. gyogyszerfejlesztd céggel nemrég megallapodas sziiletett, hogy a kozeli jovoben
a hLADH ROS-képzésére pH-fliggd modon szelektiv gétloszereket kezdiink el fejleszteni
egylttmitkddésben. Ezekkel a gyogyszerjelolt molekuldkkal az LS-nél nagyobb
hatékonysagot probalunk majd elérni, bar az egyik molekularis kiindulépont maga az LS lesz.

A KGDHk reverz katalitikus irdnyban a LADH-hoz tobbnyire hasonléan viselkedett
mind a ROS-képzés, mind pedig az ehhez kapcsolt NADH-fogyasztds pH-fiiggése
tekintetében (4/c,d. dbra). A ROS-képzés gatlasa szempontjabol azonban eltérés mutatkozott
abban, hogy itt csak a legalacsonyabb pH-n volt szamottevéen érzékelhetd az LS gatlo hatésa.
Ebbdl potencialisan arra is lehet kovetkeztetni, hogy a magasabb pH értékeken az LS nem fért
hozza a sajat szubsztrat-csatornajahoz — a LADH aktiv centruma felé vezetd Gton —, mivel az
be van csatorndzva a komplexen beliil [111], de az alacsonyabb pH-n ez potencialisan jobban
lehetségessé valt. Ez utobbi azért johetett 1étre esetleg, mert a savasodas tovabb gyengithette
az E3 alegység amugy is gyenge kotddését a komplexhez [62, 64, 65] (mivel ez a gyenge
kapcsolat igen konnyen fel is bonthat6 [23, 62, 112]). Az hogy ennek nem volt szamottevden
érzékelhetd hatdsa a forward reakcidra (pH=6,3-on, lasd Fig. 2 [cikkben]) magyardzhato
azzal, hogy az alfa-ketosav-dehidrogenaz komplexekben a sebességmeghatarozo 1épés az E1
reakcio [111, 113, 114], tehat egy valamennyivel gyengébben kotott (ritkdbban
felkapcsolddott) E3 alegység mellett is miikodhet nagyjabdl valtozatlan sebességgel a
KGDHk (ez mar kevésbé lehet igaz bizonyos patogén mutdnsok esetében, ahol ennél
részt). Mindez a koncepcionk mindazondltal még experimentalisan igazoland6. Az
eredmények alapjan megallapithatd azonban, hogy acidozisban — a LADH mellett — a
KGDHk reverz katalitikus iranya ROS-képzése is gatolhatdo LS-sel. A gatlas alapja pedig
valdsziniileg Gijfent az E3 reverz LADH reakciojanak aktivalodasa az exogén LS hatasara.

A KGDHk forward katalitikus iranyu ROS-képzését vizsgalva (Fig. 2 [cikkben])
megallapitottuk, hogy az nem fiiggott szamottevé mértékben a pH-t6l. Amikor NAD'-dal
gatoltuk — barmelyik vizsgalt pH-n — ezt a ROS-képzést, LS adasa nem okozott tovabbi
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gatlast. A NAD" hatasara ily modon kialakulo6 NADH-produkciét azonban gitolta az LS
hozzaadasa (minden alkalmazott pH-n). Ha az LS-t adtuk elészor, szintén tapasztaltunk ROS-
képzés gatlast, melynek mértéke nem fiiggdtt jelentékenyen a pH-t6l. Igy egy pH-n (7,3)
megvizsgaltuk a koncentracid-fiiggést is és azt talaltuk, hogy 2 mM LS hatasdra a NADH-
képzés 90%-kal, mig a ROS-képzés 70%-kal csokkent. Az LS — nagyjabdl pH-fliggetlen
modon — hasonld mértékben gatolta a fiziologias (NADH-képzd) és ROS-képzo aktivitasokat,
amely egy koz0s elektrontranszport-titvonalra utal a komplexen beliil. Mivel — pH>6,8 esetén
legalabbis — a KGDHk reverz katalitikus irdnyu ROS-képzése nem volt gatolhatdé azonos
elhelyezkednie. Korabban leirtdk, hogy a PDHk-t az LS mindkét enantiomerje gatolta az E2p
alegységen hatva [115, 116]. A KGDHk ¢és PDHk kozotti szerkezeti és mechanisztikus
hasonlosagokat figyelembe véve azt javasoljuk, hogy a KGDHk forward iranya katalitikus
aktivitasait az LS az E2k alegységen tdmadva gatolja. Az LS — nem antioxidans
étrendkiegészitOként torténd hanem — potencialis terapids (relative nagy mennyiségil)
alkalmazasat kérddjelezhetné meg elvileg az tény, hogy a LADH és a KGDHk acidézisban
tapasztalt fokozott reverz katalitikus irdnya ROS-képzése mellett szintén gatolja a PDHk és
KGDHk normal (forward Kkatalitikus irdnyu) enzimatikus aktivitasat is. Mindazonaltal,
példaul hipoxidban/iszkémidban — ahol laktat acidozis is jelen van — az emelkedett
NADH/NAD" ardny mar eleve gatolja az a-ketosav-dehidrogenaz komplexeket és a KGDHk
dominans aktivitasa ekkor a reverz katalitikus iranyt ROS-képzés, tehat a terapias-dozisu LS
ilyenkor nem gatolnd tovabb a mitokondrialis energiatermelést, a mitokondrialis ROS-
képzést/oxidativ stresszt azonban potencialisan csokkenthetné.

Tengerimalac agybdl preparalt izolalt mitokondriumokat felhasznalva meg kivantuk
vizsgalni milyen hatassal van az LS a mitokondrialis oxigénfogyasztasra (respiracio) illetve
teljes ROS-termelésre. KG mint 1égzési szubsztrat jelenlétében, 2 mM LS 20%-kal
csokkentette a State 3 respiraciot (+ADP), mig a State 2 respiracio (nincs ADP) kissé
felgyorsult (Table 1 [cikkben]). Glutamat+malat (G-M)-tdmogatott mitokondriumokban
gyakorlatilag hasonld adatokat kaptunk, a State 3 esetben volt kissé nagyobb mértékii a gatlas.
Ezen adataink jol korreldltak az irodalommal (HepG2 sejtek, 4 mM S-LS, 25%-os piruvat-
anyagcsere gatlas, R-LS-nek nem volt hatdsa [115]). A mitokondridlis ROS-termelés
tekintetében sajnos nem kaptunk megbizhaté adatokat az Amplex-Red/HRP detektalod
rendszerrel, a keletkez6 DHLS pro-oxidans volta miatt (keresztreakcido a HRP-vel, amely
végiil szuperoxidot eredményez ¢€s elfedi a valos effektust [97, 117, 118]; ezért hasznaltunk

DHE-t az 4/b. abra kisérletében is), a DHE-essz¢ pedig itt tilsdgosan érzéketlen volt. A fenti
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adatokkal Osszhangban, az LS-sel torténd eldinkubacid depolarizaciot indukalt a
mitokondriumokban (Fig. 3 [cikkben]; G-M: lassu, KG: gyors és nagyon szignifikans). Amint
varhat6 volt ADP csokkentette a AWV, értékét, kivéve amikor KG volt a 1égzési szubsztrat és
LS is jelen volt, mert ott mar eleve nem volt mérhetd AW¥.,. A kisérletek végén adott
szétkapcsoloszer megsziintette a AWy-et. A depolarizacio illetve a 1égzésgatlas 1wjabb
bizonyitékok voltak a KG oxidacidjanak gatlasara LS jelenlétében. A G-M-tdmogatott
mitokondriumokkal nyert eredményeket az LS malat- illetve glutamat-dehidrogenadzokra

kifejtett gatlo hatasaval lehet megmagyarazni [119, 120].

A kisérleteket Dr. Tretter Laszloval kézésen terveztiik meg és hajtottuk végre, kevés technikusi
segitséggel. A cikk elso verziojat kézésen irtuk Dr. Tretter Laszloval, mig a végso formatumot
Dr. Adam Veronika segitségével hoztuk létre.
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A hLADH Kklinikailag relevans mutansainak vizsgalata

(Ambrus A, Torocsik B, Tretter L, Ozohanics O, Adam-Vizi V, Stimulation of reactive oxygen
species generation by disease-causing mutations of lipoamide dehydrogenase, Hum. Mol. Genet.
20(15): 2984-2995 (2011) és még kozlésre varo eredmények alapjan)

Ebben a munkdban célunk volt a hLADH 14 patogén varidnsanak eldallitdsa
rekombinans mddon, tiszta (homogén) formaban. Szintén meg kivantuk valositani a patogén
variansok részletes biokémiai és biofizikai jellemzését in vitro, kiillonos tekintettel a ROS-
képzo képességre.

E. coli-ban — egy altalunk kidolgozott és optimalizalt periplazmatikus expresszios
rendszerben, JM83 sejteket és pASK-IBA6C expresszios plazmidot felhasznalva [121] —
kifejeztiink 12 hLADH varianst (Fig. S2 [cikkben]) és a vad tipusit hLADH-t. Ehhez az
alapplazmid mutagenezisét a QuikChange II kit-tel végeztiik el (a felhasznalt primer
szerkvencidkat a Table S1 [cikk] tartalmazza). A tisztitdst — egy korabban optimalizalt
protokollunk alapjan [121], FPLC affinitas-kromatografiaval — egy lépésben el tudtuk
végezni ¢és teljesen homogén fehérjetermékeket kaptunk (Fig. S1 [cikkben]). A minddssze
nyolc aminosavnyi N-terminalis affinitds-cimkét (Strep-tag) nem volt sziikséges levagnunk a
funkcio teljesfoki megdrzése érdekében [121]. Mind DNS- (szekvendlds), mind pedig
fehérje-szinten (MS) ellendriztilkk a mutacidk sikeres bevitelét. A klinikailag relevans
mutansok mellett megvizsgaltunk még egy human agyban minddssze mRNS szinten
azonositott varianst (L174F, EMBL#:AB209703), illetve harom masik mutanst (az egyik
dupla mutans) is, amelyek vagy gatoljak (S456A, E431A), vagy részben reaktivaljak
(D444V/S456A) a hLADH proteolitikus mellék-aktivitasat [41].

Igen fontos volt ebben a munkaban, hogy pontos fehérjekoncentraciokat tudjunk
mérni, ezért a Bradford-modszert [122] allitottuk be erre a célra, hiszen a 280 nm-es
klasszikus fehérjemérést zavarta a FAD prosztetikus-csoport jelenléte (illetve sokszor
kiilonb6z6é mértékli koordinacidja a fehérjéhez, lasd alabb). Megerdsitettik mi is
experimentalisan, hogy a Bradford-mérés hullamhosszan (595 nm) a FAD nem nyel el fényt
egyaltalan [71].

A vad-tipust enzim funkcionalis épségének ellendrzése céljabol, meghataroztuk annak
enzimkinetikai paramétereit a reverz katalitikus irdnyban (Kynapp=45,34+1,83 uM,
Kymiam=1,379£0,056 mM, Viuu=18152+731  pmol*min " *umol(enzim)'), amelyek
hasonldéaknak adodtak az irodalmi adatokhoz [43, 48, 71, 123, 124]. Mivel az irodalomban
sokszor kiilonbozd koriilmények kozott meghatarozott katalitikus aktivitdsok vannak kozolve

a patogén mutansok tekintetében, célunk volt, hogy egy egységes protokoll alapjan
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hatdrozzuk meg ezeket az értékeket, eldszor az irodalomban, a jobb Osszehasonlithatosag
érdekében (Fig. 1 [cikk]). A forward katalitikus iranyban a G194C- és L174F-hLADH
variansok kivételével minden mutdns specifikus aktivitasa csokkent a hLADH-hoz képest,
altalaban kiilonb6z6 mértékben, a varakozasnak megfeleléen. Az M326V- és P453L-hLADH
variansok gyakorlatilag teljesen elveszitették a katalitikus képességiiket (ez a P453L mutans
esetében teljes Osszhangban van az irodalommal [125]). A reverz katalitikus irdnyban is a
legtobb esetben csokkentek a specifikus aktivitasok, azonban itt két mutans esetében (L174F-,
K37E-hLADH) még szignifikdns mértékli aktivitas-novekményt is tapasztaltunk, illetve
masik két varians esetében (G194C-, D444V/S456A-hLADH) nem talaltunk (szignifikdns
mértékill) valtozast. Az egyes mutdnsokra vonatkoztatva elmondhatd, hogy a legtobb
ténylegesen patogén mutdns esetében hasonld volt a két katalitikus irdnyban a valtozas
mértéke (a kivétel a K37E-hLADH volt), mig a tobbi mutdnsnal érdekes modon ez egyik
esetben sem volt igaz. Amellett, hogy az in vitro nyert aktivitds adatokat — a Bevezetoben
részletezett okok miatt — szamottevd fenntartas mellett szabad csak direkt modon sszevetni a
klinikai riportokban leirt adatokkal, megallapithatjuk, hogy a fenti adatok tobb esetben jo
0sszhangban voltak a klinikai értékekkel. Ki kell emelni azonban a G194C-hLADH varianst —
amely egy igen jol dokumentalt mutans, nagy esetszdmmal [3] —, hiszen ebben az esetben
nem taldltunk egyik katalitikus irdnyban sem szignifikans mértékli valtozast, amely viszont
ellentétben van a klinikai adatokkal.

A hLADH mutansok szuperoxid-képzését (részlegesen) acetilalt cit ¢ redukciojan

keresztiil mértiik pH=6,3-on a reverz katalitikus iranyban (5. dbra). A D444V-, G194C-,
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5. abra (Fig. 2 [cikkben]) A hLADH variansok ROS-képzése. A szuperoxid-képzést (részlegesen) acetilalt cit
c redukcidjan keresztiil mértiik a reverz katalitikus irdnyban spektrofotometridsan (pH=6,3, 550 nm). A citc és a
szuperoxid kozotti reakcio sztochiometridja 1:1. Részletes kisérleti informacidért 1asd az abraaldirast a cikkben.
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P453L-, E340K- ¢és D444V/S456A-hLADH varidnsok esetében a ROS-képzd kapacitas
szignifikans mértékii fokozodasat talaltuk a vad-tipusi enzimhez képest. A tobbi mutansnal
vagy nem tapasztaltunk szignifikans mértékii valtozast, vagy kiilonb6z6 mértékli csokkenést
detektaltunk a ROS-képzés intenzitdsaban. Hogy ellendrizziik, illetve megerdsitsiik a fenti —
patologidsan potencidlisan fontos — eredményeinket, Gjabb expressziot és tisztitast hajtottunk
végre a fenti — fokozott ROS-képzést mutatd — patogén mutansok, illetve a hLADH esetében
(mivel a D444V/S456A dupla mutans nem valddi patogén muténs, ezért ROS-képzését nem
vizsgaltuk tovabb). Karakterizalas (LDS-PAGE, MS) utan, ezeket a fehérjepreparatumokat is
megmértilk a cit ¢ esszével, amely azonos konkluziot szolgéltatott mind a négy patogén
mutans esetében (bar tapasztalhatd volt eltérés az elsé prepardtumokhoz képest): G194C:
171+4%, E340K: 153+0%, D444V: 188+2%, P453L: 2544+4% (n=3, minden esetben).
Ezeknél a mutansoknal egy fliggetlen masik modszerrel — az Amplex-Red/HRP rendszerrel —
is megmértiik a ROS-képzés sebességét, de itt mar pH-fliggést is vizsgaltunk minden enzim
esetében (6. abra). A (rekombinans) hLADH savasodas hatdsara — pH=7,3 és 6,3 kozott
koriilbeliil haromszorosara — fokozodd ROS-képzést mutatott, a természetes forrasbol izolalt
(sertés-sziv) enzimhez hasonloan (lasd 4/b. dbra). Ez az arany megvalosult a vizsgalt
mutansok esetében is, amely azt mutatja, hogy a mar eleve fokozott ROS-képzésiik (a vad
tipushoz képest, pH=7,3-on) alacsony pH-n még tovabb fokozodik. Erdekes megfigyelni,
hogy mig pH=6,8-on a hLADH nem mutat szignifikdns ROS-képzés ndvekedést pH=7,3-hoz
képest, addig a D444V-, E340K- és P453L-mutansok fokozdédd ROS-képzést mutatnak mar
ekkora mértékli pH-valtozas hatdsara is. Ez azt mutatja, hogy ezen mutansok esetében a ROS-
képzd képesség pH-érzékenysége is megnétt a vad-tipusi enzimhez képest. A vonatkozd
szubsztituciok elhelyezkedése a fehérjén beliil (Fig. S2 [cikkben]) nem mutatott nyilvanvalo
Osszefiiggést a ROS-képzeést stimulald hatassal: két aminosavcsere a dimerizacids felszinen
(D444V, E340K), egy az aktiv centrumban (P453L), egy pedig a kofaktor-ko6td régioban
(G194C) helyezkedik el. Mas aminosavcserék ezekben a régidkban azonban nem ndvelték a
ROS-képz6é kapacitast. A ROS-képzést fokoz6é mutdnsok esetében, a forward és reverz
maradék LADH aktivitasok szempontjabdl sem mutatkozott meg egy kozds/hasonld mintazat
(Table 1 [cikkben]). Ha a ROS-képzd aktivitdsokat aranyositjuk a maradék forward illetve
reverz aktivitasokkal, egyértelmiien megéllapithato, hogy ezek a mutdnsok — nem meglepd
modon, de itt most kvantitative is kimutatva — extra ROS-képzd kapacitasra tettek szert a
normal katalitikus aktivitasok rovasara. A legnagyobb effektust a P453L mutans szolgaltatta,
a maradek forward katalitikus aktivitdssal azonos mértékiit ROS-képz6 aktivitdst mutatva be.

Ez azt jelenti, hogy ez a szubsztiticio egy meghatdrozd mértékben ROS-képzésre
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specializalédott enzimet hozott 1étre a hLADH-bol. Ennek a mutdnsnak a klinikai
manifesztacidja nagyon sulyos, még akkor is amikor egy sokkal kevésbé destruktiv masik
mutacioval kombinalddik (a klinikumban vizsgalt beteg P453L/K37E Osszetett heterozigota
volt) [17, 126]. Az itt kimutatott nagymértékben megndtt ROS-képz6 kapacitas hozzajarulhat
a vonatkoz6é molekuldris patomechanizmushoz és potencidlisan sulyosbithatja a mutaci
mutans esetében is. A G194C mutans esetében kiemelendd koriilmény azonban, hogy a
fiziologias aktivitds teljes megtartdsa mellett nétt meg a ROS-képzO kapacitds. Ez
Osszefliggésben lehet azzal, hogy itt az ¢érintett betegek altaldban enyhébb tiineteket
tapasztalnak, melyek sokszor csak késobbi életkorban jelentkeznek (talan pont akkor,
amikorra a ROS karosito hatdsai az évekkel kritikus mértékben felhalmozddtak) [1-3]. Fenti
eredményeink felvetik egy antioxidans terapia esetleges hasznossagat az érintett betegek
kezelésében.

A fenti eredményeket mintegy megerdsitette, hogy késébb masok kimutattak, a
D444V, E340K ¢és G194C mutansok — az R460G ¢és R447G mutansokkal egyiitt — oxidative
karositottdk a KGDHk és a PDHk LS-kofaktorat éleszté modellben. Ugyanilyen hatast
tapasztaltak human D444V homozigota fibroblasztokban is [127]. Ismert tény, hogy az LS-
kofaktor oxidativ behatasokra igen érzékeny (lasd a Bevezeto részt, illetve [89, 95, 128, 129]).

5
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pH
6. abra (Fig. 3 [cikkben]). A hLADH mutansok pH-fiiggé H,0,-képzése. A H,0O,-képzés sebességét az
Amplex-Red/HRP-alapu fluoreszcens detektalod rendszerrel mértiikk. Az Amplex Red és a H,O, kozotti reakcid

sztochiometridja 1:1. A statisztikai szignifikancia szdmitdsa a pH=7,3-on mért adatokhoz képest tortént.
Részletes kisérleti informacioért 1asd az dbraalairast a cikkben.

A fokozott ROS-képzést mutatdé mutansok, illetve a K37E-hLADH esetében (ahol mar

ismert volt a FAD részleges elvesztése az irodalombol), megvizsgaltuk a fehérjéhez kotott
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FAD mennyiségét (lasd Alkalmazott modszerek). Igen nagy pontossaggal sikertilt
meghataroznunk/ellendrizniink az irodalombo6l mér régrél ismert adatot, hogy a LADH
monomerenként egy FAD molekulat kot (1,01+0,017). Ez az eredmény validélta is az
experimentalis moddszeriinket. Az E340K- (0,99+0,027 FAD/monomer), illetve D444V-
hLADH (0,95+0,024 FAD/monomer) nem veszitett szdmottevd mértékben a prosztetikus
csoportjabol. A P453L- (0,66+0,047 FAD/monomer), G194C- (0,72+0,011 FAD/monomer),
illetve K37E-hLADH (0,67+0,048 FAD/monomer; irodalmi érték: 0,76 FAD/monomer [130])
viszont jelentékeny mértékben veszitett FAD-ot. A hLADH egy korabbi kristalyszerkezete
[40] alapjan megallapitottak, hogy monomerenként legalabb 36 aminosav oldallanc jatszik
szerepet a FAD kotésében. Ebben a tekintetben érdekes, hogy akar egyetlen aminosavnak —
amely nem is feltétleniil volt kozvetlen kapcsolatban a FAD-dal (mint pl. a G194) — a
szubsztitucioja is igen markans hatast gyakorolhat a FAD kdotésére. Ez a megfeleld patogén
szubsztitiiciok kiterjedtebb és tavolhatd szerkezeti hatasaira utal. A FAD részleges (~30%-
nyi) elvesztése a P453L, G194C, illetve K37E mutdnsok esetében csak megneheziti a
fokozott, illetve megtartott ROS-képzés megmagyarazasat, mivel kozvetleniil a FAD-on
keresztiil valosul meg a LADH ROS-képzése (lasd a Bevezetd részt). Mivel a mutaciok altal
indukalt szerkezeti valtozasok moduldlhatjdk a FAD szerkezetét, dinamikai tulajdonségait,
kornyezetét és hozzaférhetdségét, illetve ezeken keresztiil akar a redox-potencialjat is, ezért
konnyen elképzelhetd, hogy a FAD reakcidoképességének ndvekedése adott esetben — akar thl
is — kompenzalhatja a FAD-veszteség mennyiségi hatasat. Masrészrol, a FAD-tartalom
csOkkenése a P453L-hLADH esetében viszont direkt modon is hozzajarulhatott a markans
LADH-aktivitas-vesztéshez. A FAD-tartalomra eddig nem vizsgalt mutdnsok analizise
folyamatban van. A FAD-tartalom patologias csokkenésének, illetve a terapias-célu FAD-
potlas hatdsainak tovabbi vizsgéalata mindenképpen indokolt, mivel mar az irodalom is emlit
FAD-potlasra jol reagalo betegeket (az egyik ilyen beteg G194C homozigodta volt [11], amely
FAD-vesztéssel jar (lasd fent), mig a masik beteg G426E/140Lfs*4 Gsszetett heterozigota volt
[8] (a masodik mutacidé exon kihagyast, illetve leolvasasi keret eltolodast okozott), melyre
vonatkozéan még egyetlen laboratorium sem vizsgalta a FAD-tartalom esetleges
csOkkenését).

Tavoli-UV-CD spektroszkopiaval — amely alkalmas fehérjék globdlis szerkezeti
valtozasainak a detektalasara — azt talaltuk, hogy a rekombinans hLADH a sertés enziméhez
nagyon hasonldé CD spektralis ujjlenyomatot adott (>95% szekvencia-homologia) [131],
amely igaznak bizonyult mas fajokb6l szarmaz6 LADH enzimekkel torténd

Osszehasonlitasban is [132]. Amikor CD spektroszkopia segitségével a vizsgalt patogén
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mutansokat vetettiik 0ssze a hLADH-val, azt tapasztaltuk, hogy egyik esetben sem volt
relevans eltérés a globalis konformacioban. A Fig. 4 [cikkben] mutatja be azokat az eseteket,
ahol kismértékii valtozas azért detektalhatdo volt, mig a Fig. S3 [cikkben] gyljtotte Ossze
azokat az eredményeket, ahol gyakorlatilag nem volt valtozas a spektralis ujjlenyomatban. A
fokozott ROS-képzést mutatdo mutansok koziil egyediil a G194C mutans esetében detektaltunk
kismértékli valtozast a CD-ujjlenyomatban (Fig. 4 [cikkben]). A fenti eredmények azt jelzik,
hogy a megvaltozott katalitikus aktivitdsok — amelybe beleértem a ROS-képz0 aktivitast is —
mogott nincs radikalis  globalis konformacidvaltozas avagy a feltekeredés (folding)
nagymértékli elvesztése egyik vizsgalt patogén mutidns esetében sem. Ez valamennyire
egyébként logikus is a legtobb mutdns esetében — a fizioldgias aktivitds tekintetében
legalabbis —, hiszen egy még mindig jelentds maradék enzimaktivitds mogott kell, hogy a
fehérjeszerkezet, illetve a katalitikus apparatus nagyrészben ép maradjon. A megvaltozott
funkcidk mogott tehat inkabb finomszerkezeti valtozasokat kell keresniink, a vizsgalt
mutansok esetében legaldbbis. A CD-ujjlenyomatra eddig nem vizsgalt mutansok analizise
folyamatban van.

Kalibralt méretkizarasos kromatografiaval (pH=6,8, Fig. 5 [cikkben]) és az eluatumok
tovabbi (“kiméletes”-ionizacidji) nanoLC-MS analizisével (Fig. S4 [cikkben]), az itt vizsgalt
dimerizécios felszint érintd patogén mutansok, illetve a P453L-hLADH (mint egy masik
tipusi mutansra referencia) esetében azt talaltuk — irodalomi feltételezésekkel [8, 14, 40, 41]
ellentétben, illetve analitikai ultracentrifugalasi eredményekkel [34] Osszhangban —, hogy
ezen fehérjék egyike sem mutat szamottevd mértékli monomerizaciot. A D444V- és R460G-
hLADH mutatott gyakorlatilag elhanyagolhaté intenzitasti, de potencialisan a monomer
formanak megfeleld kromatografids csucsot, amely — az effektus nagysagat illetéen is —
0sszhangban van egy korabbi hasonldo D444V-hLADH-t vizsgalo kisérlettel az irodalomban
[41]. Mindezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a vizsgalt dimerizacios felszint érintd
patogén mutdnsokban a kiilonboz6é katalitikus (LADH, diaforaz, ROS-képz0, proteaz)
aktivitaisok — specifikus [127] — moduldciéjat nem a monomerizacidé okozza. A
monomerizaciora eddig nem vizsgalt mutansok analizise folyamatban van.

A feltételezett proteolitikus mellékreakcid szempontjabdl 1étrehozott mutaciok hatésait
nem értelmezem itt részleteiben, mivel mara mar azt gondoljuk, hogy a Babady és mtsai. altal
publikalt alapkisérlet/effektus nagy valdszinliséggel kisérleti hiba (pl. proteaz szennyezés)
eredménye lehetett. Mindazonaltal a D444V/S456A dupla mutdns ROS-képzd képessége
(133%) jol validalja a D444V-re kapott érteket (131%).
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A fenti eredmények afelé mutattak, hogy valamilyen szerkezetvizsgalati modszerrel
tudunk csak kozelebb keriilni a vonatkozé molekularis patomechanizmusok részleteihez. A
fenti funkcionalis eredmények tovabbi értelmezését is a szerkezeti adatok fényében fogom
megadni a disszertacid késobbi részeiben.

A fenti cikk megjelenése utan joval, de megvaldsult a maradék hat patogén hLADH
mutans funkciondlis analizise is, amelyet itt alabb Osszegzek, de szintén a szerkezeti
eredmények alapjan fogok késdbb értelmezni (ezen adatok még mind kozlés eldtt allnak,
részben azért, mert meg szeretnénk néhanyat ismételni, illetve ki is kivanjuk oket egésziteni
enzimkinetikai adatokkal, lasd alabb). A hat patogén mutins a kovetkezd szazalékos
eltéréseket adta forward, reverz, illetve ROS-képzd katalitikus aktivitdsok tekintetében a
hLADH-val 0sszevetve (*=statisztikailag szignifikdns eltérés, p<0,05): 112T (107+2,
198+20%*, 7242%), I318T (105+5, 89+3, 87+1%), G101del (5+0%*, 12+1%*, 4+15%), G426E
(110£2%*, 36+1%*, 67+2%), R447G (69+1%, 55+4%* 83£1%), [445M (77£2%*, 16£2%*, 83+2%).

Szamos patogén mutans esetében van enzimkinetikai adat (Kyv, Vimax, Keat, Keat/Knm) 18
az irodalomban [133-138]. Mind a 14 patogén hLADH mutéans részletes — azonos kisérleti
protokoll alapjan megvalositott — kinetikai analizise a kozeljovoben megtorténik a mi
laboratoriumunkban is. Jelenleg a vad-tipusi hLADH-val van folyamatban a moddszer
beallitdsa egy nagypontossagi miszerre. A ping-pong bi-bi mechanizmus pontos kinetikai
analizise egyaltalan nem trivialis feladat experimentalisan [139], a Jeloltnek a fenti cikkben —
egy korabbi miiszert hasznalva — szamottevo erdfeszitésébe keriilt, hogy a hLADH kinetikai

analizisét elvégezze.

A fenti munkaban a mutagenezist Dr. Torocsik Beata, az MS méréseket Dr. Ozohanics Olivér,
mig az Amplex-Red/HRP méréseket Dr. Tretter LaszIo végezte. A tobbi oOsszes kisérletet a
Jelolt vegezte, bar a fehérjetisztitasban Mattias Nilsson TDK hallgato alkalomszeriien
segédkezett. A cikket a Jelolt irta, melynek végsé formdja Dr. Adam Veronika segitségével
sziiletett meg. A kozlésre varo eredmények joval késobbrol Dr. Szabo Eszter poszt-dok,
Nemes-Nikodém Eva Ph.D. hallgaté és Vass Rubina TDK hallgato kisérleteib6l szarmaznak.
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A rekombinans hKGDHKk, h(E1k-E2k) alkomplex és hE1k alegység vizsgalata
(Ambrus A, Nemeria NS, Torocsik B, Tretter L, Nilsson M, Jordan F, Adam-Vizi V, Formation of
reactive oxygen species by human and bacterial pyruvate and 2-oxoglutarate dehydrogenase

multienzyme complexes reconstituted from recombinant components, Free Radic. Biol. Med. 89: 642-
650 (2015))

Ebben a munkéban Osszeépitettiik in vitro a funkcionalis hKGDHk-t, illetve E1-E2
alkomplexét rekombindns, tisztitott alegységekbdl és vizsgaltuk a katalitikus tulajdonsagokat
a fizioldgias, illetve ROS-képz6 aktivitasok tekintetében. Mindezt szintén megtettiik harom
masik rokon komplex esetében is (E. coli KGDHk [ecKGDHk], ecPDHk, hPDHk) és
Osszehasonlitottuk a kiilonbozoé komplexeket, amely alapjan kovetkeztetéseket vontunk le az
o-ketosav-dehidrogendz komplexek miikodésével kapcsolatban. Ebben az Osszefoglaldban
elsésorban a hKGDHk tekintetében sziiletett eredményekre koncentralok, a tobbi komplexre
vonatkoz6 részletes eredmények a cikkben lesznek csak megtalalhatoak.

A négy komplexet kordbban optimalizalt protokoll [140] alapjan épitettiik Ossze, a
megfeleld alegységeket kiilonb6zo sztochiometrikus ardnyokban alkalmazva. A protokoll
roviden a kovetkezd: a megfeleld (rekombinans, tisztitott) E2 és E3 alegységeket kell eloszor
Osszepipettazni, majd 25 °C-on egyiitt inkubalni 1 6ran keresztiil, majd ezutan adjuk csak
hozzéa a megfeleld E1 alegység preparatumot €s inkubalunk tovabbi 10 percig. A fent emlitett
alkalmazott kiillonboz0 alegység-aranyok az irodalomban korabban felvetett — és néhol vitatott
— kiilonboz6 értékek voltak mindegyik komplex esetében [24]. ElsOsorban azért vannak néha
kiilonb6zé komplex sztdchiometridk leirva az irodalomban az egyes komplexek esetében,
mert altalaban természetes forrasbol — tobb 1épésben — izolalt komplexekre vonatkozdan irtak
le korabban ilyen jellegli ajanlasokat, €s a kiilonboz6 tisztitasi protokollok néha kiilonbozo
mértékben “mostak le” alegységeket a komplexekrol [82, 83, 141-146]. Célunk volt tisztdzni
— a rekombinans, tiszta alegységek birtokdban, egy egyszerli aktivitdsmérésen keresztiil —,
hogy melyik irodalomban ajanlott sztochiometrikus ardny adja a legnagyobb aktivitast €s
ezaltal melyik 0ssszetétel jellemezheti legjobban az adott komplexet. A kiillonbozé funkcioju,
illetve az eltérd evolucids szervezddési szinteken megjelend azonos funkcidji oa-ketosav-
dehidrogendaz komplexeket sokszor kiilonbozé 0Osszetétel jellemzi [24]. A komplexek
katalitikus aktivitasait ezutdn kiilonbozo fizioldgidsan, illetve patologiasan relevans kisérleti
koriilmények kozott — beleértve a forward, illetve reverz katalitikus irdnyokat is — vizsgaltuk
¢s kovetkeztetéseket vontunk le a pH (acidozis), a lipoilacids-statusz, illetve relevans
effektorok (példaul Ca®”, ADP) hatisaval kapcsolatban. A két human komplexet
Osszeépitettiik a legelterjedtebb patogén hLADH muténs (G194C-hLADH) felhasznalasaval is
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¢és megvizsgaltuk, hogy a teljes komplex szintjén az hogyan fejti ki a hatasat. A legfontosabb
altalanos konkluzidink a kiilonb6zo komplexek Osszehasonlitasa tekintetében a kovetkezdek
voltak: i. mind a négy komplex képes volt ROS képzésére, bar eltérd intenzitassal, ii. a
hPDHk — némileg meglepd moédon, az irodalommal latszolag ellentétben (lasd a Bevezetd
részt) — szignifikdnsan gyorsabban termelt ROS-t a hKGDHk-hoz viszonyitva, amikor a
kozos hE3 alegység egységnyi tomegére szamoltuk a ROS-képz6 aktivitasokat, iii. kizarolag
a h(E1k-E2k) alkomplex, illetve a hElk alegység képzett szignifikans mértékli ROS-t, ez az
aktivitds a tobbi megfeleld rokon entitasok esetében nem volt szamottevd, iv. a G194C-
hLADH beépitése a hPDHk-ba, illetve hKGDHk-ba mindkét esetben csokkentette a teljes
komplex aktivitasokat, a hKGDHk esetében viszont a reverz katalitikus irdnyban fokozta a
ROS-képést, v. megallapitottuk a kérdéses alegység-sztochiometridk koziil mindegyik vizsgalt
komplexre vonatkozoan a legvaldsziniibb 6sszetételt (ez a hKGDHk esetében 24 hElk : 24
hE2k : 12 hE3-nak adodott, lasd alabb).
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7. abra (Fig. S4 [cikkben]) Az in vitro osszeépitett hKGDHk (hOGDHc az abran) teljes aktivitisanak
vizsgalata kiilonb6zo koriilmények kozott. Statisztikailag szignifikans eltérést talaltunk (p<0,05 mellett) az 1.
oszlophoz képest a 3. oszlopban (*, de a 2. oszlopban nem), a 3. oszlophoz viszonyitva a 4., 5., 8. és 9.
oszlopokban (**; de a 6., 7., 10. és 11. oszlopokban nem), illetve az 5. és 9. oszlopok kozott (***). Részletes
kisérleti koriilményekért lasd az abraalairast a cikkben.

Ezen feliil specifikusan a hKGDHk-val kapcsolatban a kovetkezokben leirt

megallapitasokat tettiik még. Az emlds KGDH komplexek szerkezet és regulacié tekintetében
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nagyban hasonlitanak a prokaridta analégokhoz [22, 23, 99, 106, 147-151], viszont amiben
eltérnek t6liik az az, hogy pozitiv regulaciot szenvednek el Ca®" és ADP hatasara (csokken
altaluk a KG Ky-je) [106, 147, 152, 153]. 100 pM-nal magasabb Ca*"-koncentracid viszont
mar gatolta a patkany agybol izolalt enzimet [101], illetve az is ismert, hogy az AMP nem
aktivalja a komplexet [82, 106, 147, 154, 155]. Korabban a kovetkezd alegység-
sztochiometridkat javasoltdk az emlés KGDHk-kal kapcsolatban: 1:1:1,5 [100], 1:1,2:1,4
[142], illetve 1:1:0,5 [94]. Ezek koziil az elsd kettonek nincs kiillondsebb racionalitdsa, ha
figyelembe vessziik az eddig megismert szerkezeti topologidkat ebben az enzimcsaladban
[24]. Irodalmi megfontolasok alapjan, a harmadik javaslat mellett még a 0,5:1:0,5 (vagy
1:2:1, illetve 12:24:12) sztochiometria johetne esetleg szoba, amely meg is valosul példaul az
ecKGDHk esetében (lasd cikk).

Amint az a 7. abran lathato, kiilonbozo (tomeg)aranyban adott alegységek esetén
valtozik a teljes komplex aktivitdsa. Az 1:1:1 tomegarany egy egyszert, tradicionalis arany az
irodalomban, ezt is tesztelni szerettiik volna, bar nincs értelmes kapcsolata a molaris
sztochiometrikus arannyal. A 4,3:1,68:1 tomegarany felel meg az 1:1:0,5 (vagy 24:24:12)
mol/alegység-aranynak, mig a 2,15:1,68:1 tomegarany reprezentalja a 12:24:12 alegység-
aranyt. Amint lathatdé az abrén, a 24:24:12 Gsszetételi komplex adta a legnagyobb mértékii
aktivitast. Az eredmények alapjan azt javasoljuk tehat — 6sszhangban a [94]-es referenciaban
leirt adattal —, hogy a hKGDHk 06sszetétele 24 hE1k : 24 hE2k : 12 hE3. Ezen komplexnek
sikerlilt tovabb javitani az aktivitdsat a hE2k tovabbi lipoilalasaval. Ezt egy lipoil-ligaz
reakcioval értiik el, amelyet akkor szoktak alkalmazni ha azt feltételezik, hogy a rekombindns
fehérjéhez nem kapcsolodik sztociometrikus aranyban az LS kofaktor, példaul a fehérje
nagymennyiségii termeltetése kovetkeztében. Erdekes, hogy sem a Ca’"-nak, sem pedig az
ADP-nek itt nem tudtuk kimutatni az aktivitast stimulalé hatasat, az irodalmi adatokkal
ellentétben (lasd fent). A G194C-hLADH mutanssal Osszeépitett hKGDHk-nak mindkét
vizsgalt pH-n szamottevéen csokkent az aktivitdsa a vad-tipusi komplexhez képest. Ez azt
mutatja, hogy bar nem tudtunk erre a mutdnsra nézve kimutatni aktivitds-esést izolalt
formajaban, a hKGDHk-ba beépiilve mégis negativan hat ez a mutdns a komplex teljes
aktivitasara. Az is elképzelhetd, hogy a G194C-hLADH részben disszocial a hKGDHk-rol.

A hKGDHEK, illetve a h(E1k-E2k) alkomplex ROS-képzése tekintetében az alabbiakat
allapitottuk meg. A 24:24:12-es alegység-Osszetételi hKGDHk fiziologias (forward

katalitikus iranyt) aktivitdsanak minddssze 1,9%-a volt a mért — szintén forward katalitikus
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8. abra (Fig. 4 [cikkben]) Az in vitro 6sszeépitett hAKGDHk (hOGDHec az abran), a h(E1k-E2k) alkomplex
(h(El0-E20) az abran), illetve a hE1k alegység (hElo az abran) ROS-képzésének vizsgalata. A specifikus
ROS-képz6 aktivitasokat a hE3 mennyiségére vonatkoztattuk, kivéve az 5. és 6. oszlopok esetében (#-vel
jelolve), ahol a hE1k mennyiségével szamoltunk. A beagyazott abran (amely a cikkben nem szerepel) a ROS-
képz6 aktivitasokat a sztochiometrikus mennyiségii (de jelen nem 1évd) hE3-ra vonatkoztattuk az elsé két
oszlopban (lasd szoveg), mig a 3. és 4. oszlopok megegyeznek a féabra 5. és 6. oszlopaival (a jobb
Osszehasonlithatosag végett). Statisztikailag szignifikans kiilonbségek jeldlése: az 1. oszlophoz képest (*), mig a
2. és 4. oszlopok kozott (**) (p<0,05). F illetve R: forward illetve reverz katalitikus iranyok. A pH minden
esetben 6,598 volt. A h(E1k-E2k) és hElk esetében ugyanannyi hE1k, illetve hE2k volt jelen mint a hKGDHk
esetében. Részletes kisérleti kortilményekért 1asd az abraalairast a cikkben.

iranytu — ROS-képz6 aktivitas (szubsztrattelités mellett, az alkalmazott kisérleti koriilmények
kozott, lasd 8. abra). Lathatd, hogy a rekombinans komplex esetében is szignifikansan
nagyobb a reverz katalitikus iranytt ROS-képz¢€s intenzitasa (a forward katalitikus irdnyhoz
képest, hasonldan a sertés-sziv enzimhez [82]). A tobbi vizsgalt rokon komplextdl eltérden, a
hKGDHk h(E1k-E2k) alkomplexe, illetve hElk alegysége Onmagaban is képes volt
szignifikans mértékben ROS-t termelni a forward katalitikus irdnyban. Az adatok mélyebb
elemzése azt mutatta, hogy ez a két entitds majdnem akkora mértékben képes ROS-t képezni
mint a teljes hKGDHk, amennyiben a hKGDHk-ban jelenlévé hE3 mennyiségére
vonatkoztatjuk a mért aktivitas értékeket (lasd a 8. abran a beagyazott abrat). A hElk ROS-
képzését tovabb karakterizaltuk egy kapcsolodo egylittmiikddési projektben (errdl a cikkrdl a
disszertacibban nem szamolok be, mivel ez els6sorban az egylittmiilk6dd partner munkdja

volt) [156]. A G194C-hLADH mutans hKGDHk-ba torténé beépitésével a ROS-képzo

kapacitas szignifikansan (21,5%-kal) csokkent a forward katalitikus irdnyban, mig a reverz
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katalitikus irdnyban 11,3% (szignifikans mértékii) emelkedést talaltunk. A G194C-hLADH-ra
itt kapott — fiziologias, illetve ROS-képzd teljes komplex aktivitas — adatok jobban
megmagyarazzak a vonatkozo klinikai tiineteket, mint az izoldlt mutans hE3 alegységre
kapott adatok (lasd az el6z6 cikk osszefoglalasat).

Fontos megemliteni, hogy ez a cikk irta le eldszor az ecPDHk és ecKGDHk ROS-
képzo tulajdonsagat. Ezaltal nagy valdszinliséggel altalanosan is elmondhatd, hogy
valamilyen mértékben minden o-ketosav-dehidrogenaz komplex képes ROS-t termelni — mar
csak a kozos E3 alegység miatt is, ahol a ROS-képzés megvaldsul — és ez a funkcid
konzervalodott az evolucioval. Ennek a funkcionak az esetleges fiziologias, illetve patologias
szerepét természetesen a jovoben tisztazni sziikséges kiilonbozd fajokban (ahol ennek a
funkcidnak a szerepe felmeriil), hiszen a szabadgy6k/ROS-képzésnek szerepet tulajdonitottak
mar — a direkt patologids hatasain felil [88, 89, 157-159] — a fenti enzimkomplexek
onregulacidjaban [94], szignal-transzdukcidban (pl. transzkripcidés faktorok altali
regulacioban) [88, 160, 161], illetve a sejtszintli védelemben (pl. citotoxikus limfocitak altal)
[162] is. Az hogy in vitro — adott kisérleti koriilmények kozott — milyen mértékben képes
ROS-t termelni egy adott komplex, erdsen moduldlodhat in vivo az elérhetd szubsztrat, illetve
kofaktor koncentraciok fiiggvényében fiziologias, illetve patoldgidas koriilmények kozott.
Efelett természetesen az adott komplex fizikai mennyisége — a transzkripcids regulacion
keresztiil — és regulacidos mechanizmusai is befolyasoljak a komplex altal megvalosulé6 ROS-
képzés mértékét, illetve ennek hozzdjarulasat a teljes mitokondrialis ROS-képzéshez [85].
Mas izolalt ROS-képzd enzimekkel (pl. Komplex I, Komplex II, dihidroorotat-dehidrogenéaz)
Osszehasonlitva az allapithaté meg, hogy a hKGDHk hasonl6 nagysagrendben képezett ROS-
t, habar nyilvan az alkalmazott essz¢é kortiilmények kiilonb6zdségei nem teszik lehetdvé a mért
értékek rigordzus direkt 6sszehasonlitasat [163-166]. Ugyanez igaz az in vitro és in situ/in
vivo eredmények direkt Osszevethetdségével kapcsolatban is [167]. Egy megbizhatébb
Osszehasonlitds azt mutatja — izolalt patkany izom mitokondriumban —, hogy az in situ ROS-
képzd képesség/kapacitds a KGDHk, PDHk (~fele), ELKDHk (~negyede), Komplex I (Ir
hely, ~nyolcada) sorrendben csokken [85]. Erdekes megjegyezni, hogy ebben a tanulmanyban
azt talaltak, hogy a magas NADH/NAD -arany nem elegendé koriilmény in situ a magas
ROS-képzési sebességhez, ahhoz sziikséges a megfeleld komplexek specifikus
szubsztratjainak jelenléte is. Ennek a jelenségnek a tisztazasa fontos lehet a vonatkoz6 in vivo
relevancidk pontosabb meghatirozasa szempontjabol.

Evolucio-szintli kiilonbségre utal, hogy az ecKGDHk E1-E2 alkomplexe, illetve El

komponense nem termel szignifikans mértékben ROS-t, a hKGDHk megfeleld entitasaival
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ellentétben. Ez felveti ezeknek a funkcioknak a specifikus — elsGsorban patoldgids — szerepét
a magasabbrendii organizmusokban. A hElk-altali ROS-képzésnek akkor lehet patologias
szerepe, ha a hKGDHk sztochiometrikus Osszetétele sériil és a hElk feleslegben van jelen a
mitokondriumban [156, 168-173]. A h(E1k-E2k)-altali ROS-képzésnek pedig akkor lehet
szerepe, amikor a hE3 nincs sztochimetrikus aranyban jelen avagy az eleve gyenge kapcsolat
a hE3 alegységgel [62, 64, 65] potencidlisan tovabb gyengiil példaul bizonyos hE3 patogén
mutansok [34-37] és/vagy acidozis [141] altal. Azt javasoljuk, hogy az utobbi esetekben — €s
amennyiben elegendd KG, illetve megfeleléen magas NADH/NAD -arany van jelen — a
h(E1k-E2k) alkomplex (a forward katalitikus irdnyban) és a disszocidlt hE3 (avagy megfeleld
patogén mutdnsa, a reverz katalitikus irdnyban) egyiitt igen szamottevd mennyiségii ROS
termelésére lehet képes patoldgidsan relevans koriilmények kozott. A Scheme 1 [cikkben]
Osszefoglalja a hKGDHk-n beliill megjelend kiilonb6z6 ROS-képzd helyeket és (javasolt)
mechanizmusokat [40, 43, 49, 156]. A h(Elk-E2k) esetében itt még nem javasoltunk
mechanizmust a hE2k-n, de ezt megtettiik egy késobbi 6sszefoglald kozleményiinkben [3].

A cikkben — a Fig. 4/S4-hez hasonl6 formdban — bemutatjuk még az ecPDHk (Fig.
1/S81), ecKGDHk (Fig. 2/S2) ¢s hPDHk (Fig. 3/S3) esetében nyert kapcsolodd adatokat is. A
Table 1 [cikkben] Osszegylijti az optimalis sztochiometria mellett mért teljes komplex

(forward), illetve ROS-képz6 (forward/reverz) aktivitasokat.

Ez a munka a Jelolt Fulbright munkdja volt a Rutgers Egyetemen. A fehérjék — a
hLADH és patogeén G194C mutansa kivételével — mind a Frank Jordan laborbol szarmaztak
(néhany tisztitott alegységet, illetve vektort a Jordan labor is mas egyiittmiikodo partnereitol
szerzett be). Az osszes mérest a cikkben a Jelolt végezte, illetve a cikket is a Jelolt irta. Ezutdan
a munka utan elkeszitettiik a sajat hElk és hE2k vektor konstruktjainkat is és sikeresen
expresszaltuk, illetve tisztitottuk is ezeket a fehérjéket. Mi mds expresszios rendszert
hasznalunk - ezen fehérjék esetében is - mint a Jordan labor, a Strep-tag affinitas-
kromatogrdfia elonyeit szem elott tartva.
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Patogén hLADH mutansok szerkezetvizsgalata oldatban HDX-MS technikaval

(Ambrus A*, Wang J*, Mizsei R”, Zambo Z, Torocsik B, Jordan F, Adam-Vizi V, Structural alterations
induced by ten disease-causing mutations of human dihydrolipoamide dehydrogenase analyzed by
hydrogen/deuterium-exchange mass spectrometry: Implications for the structural basis of E3
deficiency, Biochim. Biophys. Acta — Mol. Basis Dis. 1862: 2098-2109 (2016) (*=megosztott elsé
szerzok))

A Jelolt sokat — tobb egyiittm(ik6dd laboratoriumban (BME, ELTE, Richter, Firenze,
Pittsburgh), kiilonb6z6 térerékon (500-950 MHz proton frekvencian) — probalkozott azzal,
hogy az éaltala kordbban magas szinten miivelt NMR spektroszkopiat [174-181] tudja
felhasznalni a vad-tipust, illetve mutans hLADH fehérjék vizsgalatara. Sajnos a
legkorszeriibb késziilékekkel sem sikeriilt megfeleld jeldiszperzitast elérniink, igy az NMR
technika helyett mas szerkezetvizsgalati modszert kellett valasztanunk. A nyilvanvalé masik
lehetéség a rontgenkrisztallografia volt. Szintén kollabordcidoban (ELTE, Pittsburgh)
megprobaltunk kikristalyositani néhany patogén hLADH muténst, illetve a hLADH-t. Béar
kristalyokat sikeriilt nyerniink, azonban a diffrakciés adatok nem voltak alkalmasak
szerkezetelemzésre egyik esetben sem. Bar nem adtuk fel és probalkoztunk tovabbra is
kristalyositassal is, elvégeztikk az Osszes ismert patogén hLADH mutdns molekularis
mivel a konkluzidkat részben feliilirtdk a késObbi experimentalis eredmények, ezért ezt a két
cikket ebben a disszertdcioban nem ismertetem. Ezutan egy modern, indirekt, experimentalis
szerkezetvizsgalati modszert is  kiprobaltunk, amely a hidrogén/deutérium-csere
tomegspektrometria (HDX-MS) névre hallgat. Ezt a modszert is tobb egylittmiikodésben
(KKKI, Arizonai Egyetem) probaltuk mar megvalositani — sajat miszerlink ugyanis akkor
még nem volt —, mire a Rutgers Egyetemen sikeres méréseket tudtunk végiil végrehajtani
(késobbi/mostani poszt-doktorunk, Ozohanics Olivér — akkor Ph.D. hallgaté a KKKI-ban és
egylittmiik6do partneriink — segitett technikailag beallitani a mddszert a kiilfoldi partnernél).
A HDX-MS alkalmas — tobbek kozott — a térszerkezet megvaltozasanak a detektdlasara
oldatfazisban (sajat Osszefoglaldé metodikai kozleményiink: [184]). Ezt gy éri el, hogy
Osszehasonlitja a vad-tipusu és mutans fehérjéket oldatfazist deutérium(D)-csere/beépiilés
szempontjabol. Ahol ebben eltérés mutatkozik a fehérjén beliil, ott a muticid hatdsara
megvaltozott szerkezeti dinamika/oldoszer-hozzaférés jelentkezett. A D-cserét fiziologidsan
relevans oldatkoriilmények kozott lehet vizsgalni intakt fehérjék felhasznalasaval. A D-csere
lezajlasa utan limitalt proteolizisnek vetjik ala a fehérjéket és vizsgaljuk a képzodott

peptideket D-beépiilés szempontjabdl (peptid-szintli felbontds). A moddszer legnagyobb
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kihivdsa a nemkivant D-csere visszaszoritdsa a peptidek analizise sordn, amelyet a kozeg
szamottevo savanyitasaval, illetve a hdmérséklet csokkentésével érnek el.

Elészor a periplazmatikus expresszios rendszer alternativdjat kerestilk nagyobb
fehérjehozam elérése céljabol. Szadmos expresszios rendszert kiprobaltunk mig a pET-
52b(+)/BL21(DE3) E. coli expresszids rendszer mellett dontottiink (a kiprobalt expressziods
rendszerekr6l Mizsei Réka Ph.D. disszertacidja (2021) emlékezik meg réviden). Ez a rendszer
tovabbra is beépit a fehérjetermékbe egy N-termindlis Strep-tag-et, amelyet itt sem
tavolitottunk el a tisztitds utan. A hLADH génjét kodon-optimalizalt médon (DNA2.0, Inc.,
Menlo Park, CA, USA) épitettiik be. A mutagenezist a korabbival azonos mddon hajtottuk
végre (lasd a 2011-es Hum. Mol. Genet. cikkiink 6sszefoglalojat). A fehérje-expressziot és a
feldolgozas 1épéseit részletesen optimalizaltuk (lasd cikk). A periplazmatikus rendszernél
bemutatott végso tisztasagi’/homogenitasi szintet itt is sikertilt elérniink (nem mutatunk gélt a
cikkben errdl). Mig a periplazmatikus rendszerbdl nagyon kevés (mindossze ~120 pg/L)
nagytisztasagl fehérjét nyertiink ki, addig az 0j rendszerrel a kitermelés megsokszorozodott
(akar tobb mg/L is lehet, féleg a dupla Strep-tag (Twin-Strep-tag) alkalmazasa mellett).
Néhany patogén mutans (G101del, 112T, M326V, G426E) esetében igy sem tudtunk elég
fehérjekoncentraciot elérni a HDX-MS méréshez, igy a 14 patogén hLADH mutansbol tiz
esetében tudtunk sikeres analizist végrehajtani. A fenti négy patogén mutans esetében
kiprobaltuk az Osszes lehetséges kodon-szinonimat, mégsem sikeriilt megfeleld kitermelést
elérniink.

A HDX-MS kisérletek koriilményeinek optimalizalasa utan, maguk a HDX kisérletek
10 mM KH;PO4, 50 mM KCI, 2 uM FAD, 99,9% D,O, pD=7.0 pufferben (végsé D,O
tartalom: 94,9%), egyetlen (3 min) csereidd alkalmazasaval torténtek 25 °C-on. A
cserefolyamatot azonos térfogata 0 °C-os 0,2 M KH,POg4-oldat (pH=2,6) hozzaadasaval
allitottuk le, majd injektaltuk a mintakat az LC-MS rendszerbe, ahol az online proteolizis
(pepszinnel) és az elvalasztas tortént. Az MS mérések utdn azonositottuk a proteolitikus
peptideket és meghataroztuk a deutérium-beépiilés mértékét, amely informaciét hordoz a
fehérjeszerkezetrdl. Referenciaként deutérium-mentes kdzegben is elvégeztiink minden
analizist. Minden kisérletet haromszor hajtottunk végre. 33 peptidet valasztottunk ki analizisre
a hLADH szekvencidja alapjan, amely 95% szekvencia-lefedettséget biztositott (Fig. S1
[cikkben]). Efelett néhany mutacio-specifikus peptidet is felhasznaltunk az analizishez (Table
S1 [cikkben]). A Fig. 1 [cikkben, oszlopdiagrammal] és Fig. 2 [cikkben, kristalyszerkezeti
modellen] bemutatta a hLADH deutérium-beépiilési mintdzatat, amely alapjan

megallapithatoak voltak az eleve dinamikusabb vagy olddszer szaméara jobban elérhetd
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9. abra (Fig. 3 [cikkben]). A vizsgalt patogén mutinsok hLADH-val szemben mért differencialis D-
beépiilési mintazatai (a megfelel6 numerikus adatok a Table S2-ben [cikkben] talalhatdoak). AAD: D-beépiilés
kiilonbsége (mutans-vad tipus). Az eredmények harom parhuzamos mérésnek az atlagat reprezentaljak (£S.D.).
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(pl. 81-85, 275-289, 339-351), illetve rigidebb vagy oldoszer elol elzartabb (pl. 434-441, 459-
464) fehérjerégiok. A 9. abra (Fig. 3 [cikkben]) bemutatja a tiz vizsgalt mutans hLADH-val
szemben mért differencidlis D-beépiilési mintazatait (a numerikus adatokat a Table S2
[cikkben] tartalmazza). Amint az lathat6, a patogén mutaciok nem csak a szubsztiticiok
kozvetlen kdrnyezetében, hanem a fehérjeszerkezet tdvolabbi részeiben is okoztak szerkezeti
perturbaciokat. A hLADH négy doménbdl all, ezek a FAD-koté (Alal-Glyl149),
NAD'/NADH-ko6té (Serl150-Pro282), kdzponti (Phe283-Asp350) és dimerizacios (Tyr351-
Phe474) domének (lasd a 2019-es Hum. Mol. Genet. cikkiink Fig. S2. abrajat) [40]. A HDX-
MS eredmények azt mutatjak, hogy D-beépiilés tekintetében egyik mutans esetében sem volt
markéans valtozas a dimerizaciés doménben a hLADH-hoz képest. Ez megerdsiti korabbi
eredményeinket, miszerint nem torténik monomerizacio a patogén hLADH mutéciok hatasara
(az erre eddig vizsgalt mutaciok esetében legalabbis).

A kovetkezOkben egy reprezentativ mutans (D444V-hLADH) esetében mutatom be az
adatok részletes elemzését és a levont legfontosabb kovetkeztetéseket. A D444V-hLADH
varians LADH aktivitdsa rekombinans fehérje felhasznalasaval a kontroll 80 [127], 35 [185],
100 [34], illetve 90% [41]-anak addodott (kiilonboz6 esszé koriilmények kozott). Ugyanez egy
homozigota beteg izom-homogenizatumaban 15% volt, amellett, hogy a fehérje
immunreaktivitdsa 10%-ra csokkent [14]. Az utdbbi vizsgalatban a hKGDHk 2%, mig a
hPDHk 0% aktivitast mutatott a kontrollhoz képest. A mutanst rekombinans hPDHk-ba épitve
15% teljes komplex aktivitdst kaptak a kontrollhoz viszonyitva [34]. Ugyanebben a
kozleményben azt is kimutattak, hogy annak ellenére, hogy a mutacié hatdsara elvész az
Asp444 ¢és Tyr438' ('=masik monomer) aminosavak kozotti H-kotés, monomerizacié nem
torténik, a hE3 kotddése a hPDHk-hoz (annak E3-kot6 fehérjéjéhez [E3KF]) azonban érdekes
modon megszlinik. A D444V-hLADH volt az egyik olyan mutans, amely fokozott ROS-
képzést (130%) mutatott a reverz katalitikus irdnyban a hLADH-hoz képest (lasd a 2011-es
Hum. Mol. Genet. cikkiink 6sszefoglaldjat), illetve oxidative karositotta a PDHk ¢s KGDHk
LS kofaktorat éleszté modellben (erre a mutansra az utobbi effektust human homozigdta
fibroblasztban is kimutattak) [127].

A hLADH korabbi kristalyszerkezete [40] alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk
kimutatott hét megvaltozott dinamikaja peptid (1asd 10. dbra [Fig. 4 a cikkben]) koziil harom
(146-162, 183-191, 352-374) kozvetlen szerepet jatszik a hLADH FAD-kotésében, amely
potencidlisan magyardzhatja a kordbban tapasztalt 5% FAD-vesztést a D444V-hLADH
mutansban [185]. A fenti harom peptid a FAD izoalloxazin gylriijének re oldalahoz esik
kozel, ahol a NAD/NADH-kotés torténik. A NADH-kot6 (6sszesen 13, az 1ZMD [PDB ID-
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ju] hLADH szerkezet [40] alapjan), illetve NAD'-kétd (szintén Osszesen 13, az 1ZMC
hLADH szerkezet [40] alapjan) aminosavak koziil rendre 6t (38%), illetve kettd (15%) a fenti
harom peptidben lokalizalodik, amely a NAD /NADH-kéotés esetleges perturbacidjara utal a
mutansban. Nem talaltunk viszont megvaltozott dinamikaju peptidet az izoalloxazin-gylri si

oldalan, ahol a katalitikus diszulfid-cserehely és az LS-k6t6 zseb/csatorna talalhato.

10. abra (Fig. 4 [cikkben]) A D444V-hLADH patogén mutinsban HDX-MS technikaval kimutatott
megvaltozott dinamikajua peptidek elhelyezkedése a hLADH-E3KF szerkezetben (PDB ID: 1ZY8 [37]). A
hLADH monomerek kékkel, illetve pirossal vannak szinezve (rendre a G és H lancok az 1ZY8 szerkezetben), a
FAD lila szinti, az E3KF E3-ko6t6 doménje (44 aminosav, 130-173, N lanc az 1ZY8 szerkezetben) szlirke szini,
a fontos aminosavak karikdzva vannak, a kén atomok (az aktiv-centrum Cys-ekben) sarga szintiek, a
megvaltozott dinamikaji peptidek pedig fehér/halvany sziirke sziniiek és a szekvencia-tartomanyuk meg van
adva. A megvaltozott dinamikaju peptidek csak a G lancban vannak feltiintetve, a jobb attekinthetéség kedvéért.
B. Nagyitott reprezentacio, amelyben mind a két monomeren fel vannak tiintetve a megvaltozott dinamikaju
peptidek. Tovabbi informaciokért 1asd az abraalairast a cikkben.
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A masik négy érintett peptid messzebb helyezkedik el az aktiv centrumtol (a
szubsztiticios helyhez kozelebb lokalizalodik). Ezért a D444V-hLADH esetében a HDX-MS
eredmények alapjan a LADH-aktivitds csokkenéséért, illetve a fokozott ROS-képzd
tulajdonsagért elsdsorban a 146—162, 183—191, 352374 peptidekben bekdvetkezd szerkezeti
valtozasok tehetdk feleldssé, amelyek tehat a hLADH nukleotid-kofaktor interakcidit érintik
elsésorban.

A keét ismert hLADH-E3KF kristalyszerkezet alapjan [34, 37], az Asp444-hLADH,
illetve Tyr438'-hLADH aminosavak (lasd fent) rendre ot, illetve hét kozvetlen kontaktust
létesitenek az E3KF E3-k6té doménjével. A D444V-hLADH mutansban az Asp444-hLADH
megfeleld eredeti oldallanc kontaktusai természetesen elvesznek. Ezen feliil a mutéciod
indukélja a 434441 peptid szerkezeti/dinamikai valtozasat is (lasd 10/B. abra), amely
érintheti a Tyr438 interakcioit is (a hLADH dimerben a Tyr438-Tyr438'-par egy fontos
hidrofob feliiletet is biztosit az E3KF kotddéséhez (lasd 10/B. abra) [34, 37]). A fenti peptid
tovabbi interakcios partnereket is tartalmaz az E3KF szdmara (Gly439, Glu437) [34, 37],
amelyek szerkezete/dinamikaja szintén perturbalodhat a mutacié kovetkeztében. A 403—418
peptid szintén érintett a dinamikai valtozasok tekintetében (lasd 10/B. dbra) és tartalmaz két
E3KF interakcids partnert is (Thr412, Asp413) [34, 37]. A fenti szerkezeti/dinamikai
effektusok alatamasztjak az E3KF-iranti affinitas elvesztését (lasd fent).

A tobbi vizsgalt mutansra kapott eredmények elemzd diszkusszidjat és a vonatkozo
abrakat (Fig. S2-10) lasd a cikkben. Megjegyzésre érdemes, hogy a HDX-MS ¢és MD
szimulacios adatok kozotti legjobb korrelaciok a K37E-, G194C-, P453L-, R460G-, és
[445M-hLADH variansok esetében jottek létre.

Ebben a kozleményben Mizsei Réka Ph.D. hallgato munkaja volt a nagyobb hozamu
expresszios rendszer bedllitdasa, illetve a mutansok expresszioja és tisztitasa. Az expresszio és
tisztitas egy késobbi szakaszaban Zambo Zsofia TDK hallgato is részt vett. A mutagenezist
ujfent Dr. Toérdcsik Bedta végezte. A HDX-kisérleteket Junjie Wang végezte a Rutgers
Egyetemen (Frank Jordan munkacsoport). A Jelolt amellett, hogy irdanyitotta minden
réesztvevo munkajat, elvégezte az osszes nyers eredmeény részletes analizisét és értékeléset,
illetve megirta a cikket. Az adatanalizisben kis mértékben Mizsei Réka is részt vett. Jelenleg is
folyamatban van a sajat HDX-box-unk tesztelése a nemrég vasarolt MS késziilékiinkon. A
modszer egyediil a mi laboratoriumunkban (lesz) elérheto egyelore az orszagban és két
egytittmiikodo partnert maris érdekel (ELTE, Richter).
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Betegséget-okozo hLADH variansok szerkezetvizsgalata rontgenkrisztallografiaval

(1. Szabo E, Mizsei R, Wilk P, Zambo Z, Torocsik B, Weiss MS, Adam-Vizi V, Ambrus A, Crystal
structures of the disease-causing D444V mutant and the relevant wild type human dihydrolipoamide
dehydrogenase, Free Radic. Biol. Med. 124: 214-220 (2018)

2. Szabo E, Wilk P, Nagy B, Zambo Z, Bui D, Weichsel A, Arjunan P, Torocsik B, Hubert A, Furey
W, Montfort WR, Jordan F, Weiss MS, Adam-Vizi V, Ambrus A, Underlying molecular alterations in
human dihydrolipoamide dehydrogenase deficiency revealed by structural analyses of disease-causing
enzyme variants, Hum. Mol. Genet. 28(20): 3339-3354 (2019))

Ebben a munkdban az volt a célunk, hogy rontgenkrisztallografids moddszerrel
meghatarozzuk a hLADH betegséget-okozd varidnsainak nagyfelbontasti szerkezeteit. A
szerkezeti informacidk birtokdban a hLADH-deficiencia molekularis hatterét kivantuk jobban
feltérképezni.

A fehérjék eldallitasdhoz a HDX-MS projektben 1étrehozott expresszids €s tisztitasi
protokollt hasznaltuk. A kristalyositasi probakat iilécsepp gdézdiffuziés modszerrel végeztiik.
Kiinduldsként a kereskedelemben (Qiagen, Hampton Research [HR]) beszerezhetd
kristalyositasi tesztoldat-sorozatokat probaltuk meg alkalmazni. Az 1445M-, G426E-, illetve
R447G-hLADH mutansok esetében a HR-Crystal I tesztsorozat 39. oldatkoriillménye (2 M
(NH4)2S04, 2 (v/v)% PEG-400, 0,1 M Hepes, pH=7,5) vezetett sikeres kristalyositashoz (itt
tovabbi optimalizdldsra nem is volt sziikség a sikeres adatgytlijtéshez). A hLADH esetében a
HR-Index 83.-85. kondiciokat optimalizaltuk tovabb a sikeres kristalyositdshoz ¢és
adatgytijtéshez (0,2 M MgCl,, 25 (m/v)% PEG-3350, 0,1 M Bis-Tris, pH=7,45). A G194C-,
P453L-, illetve R460G-hLADH mutansok esetében a HR-Crystal 1 39. kondicidjanak (lasd
fent) kismértékli modositasai vezettek eredményre (G194C-hLADH: 2 M (NH4),SO4, 2
(v/v)% PEG-400, 0,1 M Bis-Tris, pH=6,9; P453L-hLADH: 2 M (NH4),SO4, 1,5 (v/v)% PEG-
400, 0,1 M Hepes, pH=7,3; R460G-hLADH: 2 M (NH4),SOy, 2 (v/v)% PEG-400, 0,1 M Bis-
Tris, pH=6,5). A D444V-hLADH sikeres kristalyositasahoz a Qiagen NeXtal pHClear II
tesztoldat-sorozat (kizarélag) Na/K-foszfat-tartalmt kondicioit optimalizaltuk tovabb (sikeres
oldatkoriilmény: 1,6 M Na/K-PO,, pH=8,1). Csakis a hLADH (Parabar 10312) és a D444V-
hLADH (1,8 M Na/K-PO4, pH=7,5, 20 (v/v)% glicerin) esetében hasznaltunk krio-
védooldatot. A kristalyokat folyékony nitrogénben taroltuk az adatgyljtésig. A diffrakcios
adatgytijtés 100 K hoémérsékleten a berlini Helmholtz-Zentrum Berlin-ben (BESSY II
szinkrotron, BL14.1 munkadallomas) tortént. Az adatok elsddleges feldolgozasat az XDSAPP
2.0 szoftverrel végeztiik. A fazisproblémat molekularis helyettesitéssel oldottuk meg (Molrep
program, kiinduldsi modell: hLADH [PDB ID: 1ZMD, ,,A” monomer] [40]). A

szerkezetfinomitas elsd 1épése egy merev test finomitds volt (CCP4, Refmac5 program).
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Ezutan a tovéabbi finomitds (Refmac5, illetve phenix.refine programok) mar modellépitéssel
(Coot program) egyiitt (iteralva) tortént. A szerkezetek validalasara a Molprobity programot
hasznaltuk. Az atomi koordinatakat feltoltottiik a Fehérjeszerkezeti Adatbazisba (Protein Data
Bank, PDB): hLADH [PDB ID: SNHG ¢és 614Q], D444V-hLADH [5J5Z], P453L-hLADH
[614Z], G194C-hLADH [614P], R460G-hLADH [614R], R447G-hLADH [614S], 1445M-
hLLADH [614T], illetve G426E-hLADH [614U]. A szerkezetek jellemz6 paramétereit a Table
1.-ben foglaltuk 6ssze (1. és 2. cikk). A mutans szerkezeteket a 614Q PDB ID-ju hLADH
szerkezethez hasonlitottuk. A szerkezetek illesztéséhez a ProFit programot hasznaltuk. A
fehérje-interakciok vizsgalatdhoz a PISA és a CONTACT (CCP4) programokat hasznaltuk. A
fehérjecsatornak tulajdonsagait a Caver Analyst 2.0 programmal vizsgaltuk. A szerkezetek ¢és

a fehérjefelszini polaritas-térképek megjelenitésére a PyMol programot hasznaltuk.

Egyik altalunk meghatarozott hLADH szerkezet sem tartalmaz ligandumot vagy mas
fehérjepartnert. A két 0j vad-tipusi szerkezet alapvetéen nem valtoztatta meg eddigi
ismereteinket az enzimszerkezettel, illetve a katalitikus mechanizmussal kapcsolatban.
Mindazonéltal az eddigi legnagyobb (1,75 A) felbontast hLADH szerkezet (PDB ID: 614Q)

felfedett néhany olyan részletet, amely fontos lehet a katalitikus mechanizmus szempontjabol.

Uﬁl.

13187, 4

 J
E340K

11. abra (Fig. 1. a 2. cikkben) A hLADH 1,75 A felbontasii szerkezete (PDB ID: 614Q) a 14 patogén
szubsztitucios hely feltiintetésével. A szubsztiticios helyek csak az egyik monomerben vannak jeldlve. A
gombok a Ca atomokat jelolik a megfeleld aminosavakban a kdvetkezd szinkodolas szerint: a 2. cikkben vizsgalt
mutansok — piros, az 1. cikkben vizsgalt mutans — kék, nem vizsgalt mutansok: narancssarga. A (DH)LS-ko6t6 és
H'/H,0 csatornik rendre kék és zold sziniiek. A hLADH A és B monomerjei rendre bézs és sziirke szintiek. A
FAD prosztetikus-csoport, a Cys45-Cys50 diszulfid-kotés és a His452' aminosav palcikamodellel van
bemutatva. Tovabbi részletekért 14sd az dbraalairast a cikkben.
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A (DH)LS-kot6 csatornara kozel merdlegesen taldlunk egy masik fehérjecsatornat is
(H'/H,O-csatorna), amely potencialisan H,O molekulak, illetve H'/H;0" ionok szidméra
jelenthet ki(/be)vezetd utat az aktiv centrumbol(/ba) (lasd a 3. abrdt a LADH
mechanizmusaval kapcsolatban, a 11. abrat és a Fig. 3.-at az 1. cikkben) [186, 187]. Ebben a
csatorndban két aminosav (Glu332, Arg460’) oldallancanak figyeltiik meg a konformdacios
flexibilitasat. A jelenlévd alternativ konformerek dinamikusan szabalyozzak a H'/H,O-
csatorna geometriajat, illetve felszini polaritasat (Fig. 3. a 2. cikkben). A masik hLADH
szerkezetben (2,27 A felbontas, PDB ID: SNHG) pedig azt vettiik észre, hogy a hPDHk-
E3KF/hELKDHk-E2-kot6 felszin flexibilis szerkezetli (Fig. 2. és 4. az 1. cikkben, illetve Fig.
S4 a 2. cikkben).

A vizsgalt betegséget-okozo szubsztiticiok kiillonbozd funkcionalis régidkat érintettek a
fehérjében: a G194C a NAD'/NADH-kotd domént, a P453L az aktiv helyet, a D444V,
G426E, 1445M, R460G ¢és R447G pedig a dimerizacios felszint (lasd 11. abra, illetve Fig. 2. a
2. cikkben). Az altalunk meghatarozott szerkezetek felbontds értékei 1,44 és 2,34 A kozott
valtoztak. Amint azt mar fentebb emlitettem, a mutins szerkezeteket altalaban a nagyobb
felbontasu (részletgazdagabb) hLADH szerkezettel hasonlitottuk 6ssze. Amint azt korabban
az indirekt szerkezeti informaciok (CD, HDX-MS) is megmutattak, globalis szerkezetvaltozas
egyik vizsgalt patogén mutans esetében sem jott 1étre (12. abra, Fig. S2. az 1. cikkben, illetve
Table 2. és Fig. S6 a 2. cikkben). A legnagyobb szerkezeti eltérést a P453L-hLADH mutéans

esetében tapasztaltuk. Az aminosavcsere itt kozvetleniil a katalitikus bazis (His452) mellett

12. abra (Fig. 1. az 1. cikkben). A D444V-hLADH és hLADH (SNHG) szerkezetek osszehasonlitasa
szerkezetillesztéssel. A mutans szerkezet barna szinii, mig a vad-tipusu szerkezet (A és B lancok) kék szinii (két
szindrnyalat jelzi mindkét fehérjében az Osszetartozd monomereket). A FAD piros palcikamodellel van
reprezentalva (a mutacioé nem indukalt valtozast a FAD szerkezetében).
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A

13. abra (Fig. 4. a 2. cikkben). A P453L-hLADH szerkezete. (A) A 2mF,-DF.-tipusi kihagyasos
elektronstirtiségi térkép (1,50, Ala451-Thr454) megerdsiti a Leud53 jelenlétét, illetve a His452-Leud53

sy

aktiv hely kdrnyezete (B monomer) a P453L-hLADH (z6ldeskék/vilagoskék, FAD: pirosaslila, H-hid: szaggatott
sziirke vonal) és a hLADH (614Q; bézs/sziirke, FAD: bézs, H-hid: szaggatott sarga vonal) egymasra illesztett
szerkezetei altal van reprezentalva. (D) A Leud453, His452, Argd60 ¢és Glu332' aminosav-oldallancok
konformacios flexibilitasat a P453L-hLADH nyolc egymasra illesztett monomere mutatja be.

jon létre. Megfigyelheté volt a mutansban, hogy a His452-Leud53 peptidkotés transz
orientacioju (13. abra). Mivel a megfeleld His452-P453 peptidkotés a hLADH-ban cis
lényegesen eltér a két szerkezetben. Funkcionalisan Iényegesnek tartott interakciok
eliminalodtak a His452 szerkezeti perturbacidja miatt: a His452 (C=0) — FAD’ (N[3]H) H-hid
¢s a His452 — Glu457 so6hid sem jott [étre a mutansban (Table S1 és S2 a 2. cikkben, illetve a
FAD-atomok nomenklatarajaért lasd a Fig. S5.-6t a 2. cikkben). Eltéréseket tapasztaltunk a
hLADH-hoz képest a FAD izoalloxazin gyliriijének kornyezetében is. A legmarkansabb
valtozéas az volt, hogy az Arg393 oldallanca szamottevd mértékben elmozdult a FAD' és a
Lys54' irdnyaba. Efelett, az LS-kot6 zseb és a H'/H,O-csatorna is perturbalodott
szerkezetileg, ami befolyasolhatja az aktiv hely hozzaférhetéségét. Ez a patogén hLADH

mutans gyakorlatilag teljesen elveszitette a LADH aktivitasat a korabbi eredmények szerint
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(lasd a 2011-es Hum. Mol. Genet. cikkiink Osszefoglalojat). Ez a fenti eredmények alapjan
nem meglepd, hiszen az aktiv hely szerkezete szdmottevé mértékben perturbalddott ebben a
variansban. A felfedett szerkezeti valtozasok modulalhatjak a (DH)LS szubsztrat kotodeését,
illetve deprotonalodasat (a His452 altal). A fokozott ROS-képzé kapacitas vélhetéen a FAD-
ot érintd szerkezeti valtozdsoknak koszonhetd. Ezek a szerkezetvaltozasok potencialisan
modulalhatjdk a FAD redox-potencialjat is. A fokozott ROS-képzés mechanizmusat ezen
szerkezeti eredmények alapjan a j6voben tovabb fogjuk vizsgalni.

A G194C szubsztitacio kismértékii valtozast indukalt csak a hLADH szerkezetében
(Fig. 5. és S3. a 2. cikkben). A patogén aminosavcsere egy konzervalt a-hélixben (Vall88-
Gly201) jon létre. Ez a hélix részt vesz a NAD /NADH-k&tShely (azon beliil is a nikotinamid-
kotéhely) kialakitdsaban. Azt taldltuk, hogy a patogén szubsztitici6 nem indukalt
szerkezetvaltozast a nikotinamid-koté aminosavakban, csak a kézvetlen kdrnyezetében levo
aminosav oldallancokban. Nem taldltunk eltérést az aktiv helyben, a FAD szerkezetében
(vagy az azt stabilizalo interakciokban), illetve az LS-kotd csatornaban sem a hLADH-hoz
képest. A H'/H,O-csatornaval kapcsolatban azt az egy megfigyelést tettiik, hogy az Arg460
elveszitette a konformacios flexibilitasat. Az indukalt szerkezeti valtozasok csekély mértéke —
amely nem érintette a kozeli kofaktor-kotd aminosavakat — jo Osszhangban van a megtartott
enzimaktivitassal. A  fokozott ROS-képzés mechanizmusanak felderitése tovabbi
vizsgalatokat igényel.

A G426E patogén aminosavcsere a dimerizacidés felszint érinti, a nikotinamid-
kotéhelyhez relative kozel (Fig. 9. és S3. a 2. cikkben). A Glu426 a patogén mutdnsban két
masik glutamat (Glu427, Glu363) kozé ¢kelddik be. A vad-tipust szerkezetben jelenlévd
Glu363-Arg393’, illetve Glud27-Arg393’ sohidak sztérikus okokbol nem tudtak Iétrejonni a
mutans szerkezetben, helyettiik itt egy Glu426-Arg393’ kolcsonhatds volt észlelhetd. A
mutacidé altal kozvetleniil érintett térrészben a Glu426 jelenléte szadmottevd mértékil
toltéseloszlas-valtozast, illetve konformacios dinamikat is indukalt: a Glu363, illetve Glu426
oldallancok alternativ konformacidkat vettek fel, amelyek (sztérikus okokbol) egymassal
,kapcsoltak” voltak. Habar a NAD /NADH-ko6t6hely kozelében jottek létre a fenti szerkezeti
valtozasok, a hLADH-hoz viszonyitva nem mutattak szerkezeti perturbaciot a kofaktor-kotd
aminosavak. A G194C-hLADH-hoz hasonloan, itt sem talaltunk szamottevo eltérést az aktiv
helyben, az LS-koté zsebben, illetve a FAD-interakciokban a hLADH-hoz képest. A H'/H,0O-
csatorna tekintetében minddssze elhanyagolhatd szerkezeti eltéréseket talaltunk. A mutans

LADH aktivitasa a reverz katalitikus irdnyban csokkent, mig a forward katalitikus iranyban
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kismértékben emelkedett. Ezen mutans esetében a molekularis patomechanizmust még tovabb
sziikséges vizsgalnunk.

Az R460G, D444V ¢és R447G betegséget-okozd szubsztiticiok hatdsara elsddleges
effektusként megsziint egy-egy intermonomer interakcié (rendre Fig. 6. a 2. cikkben, Fig. 2.
az 1. cikkben, illetve Fig. 7. a 2. cikkben). Az 1445M patogén szubsztitiicié a dimerizacios
felszin hidrofob aminosavakban gazdag teriiletét érintette (Fig. 8. a 2. cikkben). A
kristalyszerkezetek megmutattdk, hogy az aktiv centrumhoz vezeté H'/H,O-csatorna

kornyezetében lokalizalodik mind a négy aminosavcsere (illetve az E340K szubsztitcid is,

lasd 11. és 14. abrak).

14. abra (Fig. 5. az 1. cikkben). Patogén szubsztitiiciés helyek a H'/H,0O-csatorna kérnyezetében. A
hLADH H'/H,0O-csatorn4janak belsd felszine van megjelenitve (PDB ID: SNHG, A-B dimer). A FAD és a
redox-aktiv Cys45-Cys50-pér rendre piros és sérga szinti (palcikamodell).

A részletes analizis azt is megmutatta, hogy az egyes patogén szubsztituciok kiillonb6zo
mértékben modulaljdk a H'/H,O-csatorna fizikai tulajdonsagait (polaritisat és/vagy
geometriajat). Az R460 és R447 aminosavak a hLADH-ban fizioldgias pH-n toltéssel
rendelkeznek és a H'/H,O-csatorna integritasaban kulcsszerepet jatszanak. Ezen aminosavak
szubsztitiicidja a H'/H,0O-csatorna lokélis tagulasat, illetve megndvekedett negativ polaritdsat
okozta. Az 1445M-, D444V- ¢s R460G-hLADH mutansokban az Arg460 ¢és Glu332
oldallancok — a hLADH-t6l eltéréen — nem mutattak konforméacios flexibilitast: a D444V-
hLADH mutinsban az Arg460'[A] és Glu332[B], az [445M-hLADH mutansban pedig az
Arg460' [B] és Glu332[A] konformerek voltak jelen. Az R460G-hLADH muténsban — az Arg
oldallanc hianya mellett — minddssze a Glu332[A] konformer volt megfigyelhetd. Az R447G-
, D444V- ¢és R460G-hLADH mutdnsok esetében efelett — egy-egy stabilizalé soéhid
eliminalédasa révén — a H'/H,O-csatornat hataroldo Leu327'-Gly344' a-hélix C-terminalis

szakaszanak kismértékli elmozduldsa is megfigyelhetd volt (a D444V-hLADH tekintetében
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lasd még: Fig. 3., S3. és S4. az 1. cikkben). Az [445M-, R460G-, R447G- és D444V-hLADH
mutansokban sem az aktiv hely geometriajaban, sem pedig a NAD'/NADH- vagy FAD-kot6

crer

képest. A fenti négy patogén szubsztitucido kozds jellemzoéje, hogy mindegyikiik igen
szamottevd LADH-aktivitas-csokkenéssel jar egyiitt (kivétel az 1445M-hLADH forward
katalitikus iranyt LADH-aktivitasa). Ezt a kristalyszerkezetek alapjan a H'/H,O-csatorna
szerkezeti perturbacidja okozhatja. A megsziint interakciokbol, illetve az aminosavcserék
lokalizaciojabol kovetkezden tovabbi — a-hélixek dipdlus-momentumai altal kozvetitett,
illetve megvaltozott dinamikdbdl eredd —hatasok is feltételezhetdéek, amelyek potencidlisan
modulalhatjadk a His452 katalitikus bazis pK értékét, illetve a FAD prosztetikus-csoport

redox-potencialjat.

Ez a munka Dr. Szabo Eszter Ph.D. projektje volt elsosorban, bar sok mas kolléga is
hozzajarult az eredményekhez. A projekt kezdeti szakaszaban a Jelolt allitotta elo és
kristalyositotta a fehérjéket (a korai, pittsburgh-i kollaboracio idején). Késobb a sajat
laborunkban a rengeteg kristalyositasi proba kivitelezésében és az ehhez sziikséges
fehérjetisztitasokban Dr. Szabo Eszter Ph.D. hallgato mellett részt vett még Mizsei Réka,
Zambé Zséfia, Dr. Nagy Bdlint (mind Ph.D. hallgatok), Dr. Hubert Agnes poszt-dok és Bui
David TDK hallgato. A tébbi tarsszerzo a cikkekben a kiilfoldi egyiittmiikodo laborokban
dolgozik. Ok mind a projekt kiilonbozd szakaszaiban segitették (tobb szinten) ezt a nem kevés
kihivassal terhelt kutatdsi feladatot. A Jel6lt a munka iranyitasa mellett részt vett az
eredmények analizisében és a cikkek megirasaban, illetve meghatdrozott egy
kristalyszerkezetet is (PDB ID: 6HGS, R460G-hLADH; a cikkben egy ennél nagyobb
felbontasu szerkezet szerepel).
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A hKGDHk, valamint E2  komponensének  krio-EM- és  MS-alapu
szerkezetmeghatarozasa

(Nagy B, Polak M, Ozohanics O, Zambo Z, Szabo E, Hubert A, Jordan F, Novacek J, Adam-Vizi V,
Attila Ambrus, Structure of the dihydrolipoamide succinyltransferase (E2) component of the human
alpha-ketoglutarate dehydrogenase complex (hKGDHc) revealed by cryo-EM and cross-linking mass
spectrometry: Implications for the overall hAKGDHc structure, Biochim. Biophys. Acta — Gen. Subj.
1865(6): 129889 (2021))

Ezen munka f6 célja a hKGDHk E2 alegységének/komponensének (dihidrolipoamid-
szukciniltranszferaz, hE2k, mechanizmus: Scheme S1. [cikkben]) szerkezetmeghatarozasa
volt. A 2,9 A felbontasu krio-EM adatokat MS eredményekkel is kiegészitettiik, igy lehetdség
nyilt nem csak a krio-EM-mel fel nem derithetd hE2k részek, de a teljes hKGDHk (topologia-
szintll) szerkezetanalizisére is.

A vizsgalatokhoz felhasznalt fehérjemintakat a korabban mar kidolgozott expresszios
¢s tisztitasi protokoll [188] aktualizalt és az adott fehérjére optimalizalt valtozataval hoztuk
létre. A fehérje ebben az esetben egy N-termindlis dupla Strep-tag (Twin-Strep-tag) affinités
cimkét tartalmazott (ezzel mégnagyobb hozamot sikeriilt elérniink). A mintdk mindségét
LDS-PAGE-val (Fig. S1A [cikkben]), illetve MS-sel igazoltuk.

A mérésekhez elengedhetetlen eldvizsgalatokat (negative-stain EM, Fig. S1B.
[cikkben]) Magyarorszagon, mig a fokisérleteket (krio-EM, Fig. 1., 2., S2, illetve Table 1.
[cikkben]) nemzetkozi egylittmiikddésben valositottuk meg (Magyarorszdgon nincs még
jelenleg krio-EM késziilék). A krio-EM felvételek a Kozép-eurdpai Technoldgia Intézetben (a
brnoi Central European Institute of Technology-ban), mig az MS adatok a Rutgers Egyetemen
késziiltek, a laborunk munkatarsainak kézremukodésével.

A hE2k alegység ilyen magasszintii felbontdsat a rendkiviil nagy partikulumszam
biztositotta. A denzitadsba vald szekvenciabeillesztés feltétele a megfelelé mértéki rigiditas,
melynek az enzim N-terminalis vége azonban nem felelt meg. Emellett is komoly eredmény
volt a 236 aminosavat magéaba foglald6 magdomén és egy rovid kotdszakasz atomi pozicidinak
meghatarozasa (Fig. S3. [cikkben]). A monomer szerkezet mind masodlagos szerkezeti
elemeiben, mind pedig globalisan nagyfok hasonlésdgot mutatott a mas fajokbdl szarmazo
E2 alegységekkel (pl. ecE2k), illetve a hPDHk-ban taldlhaté megfeleld alternativaval (hE2p;
Fig. S4. [cikkben]). A monomer alegységek szerkezetén tll leirtuk az identikus alegységekbdl
felépiilo trimereket és a teljes 24-mert is (1asd 15. abra).

Az atomi-szintli kapcsolatok felderitése érdekében a szerkezeteket mélyrehatod
analizisnek vetettilk ala. Ennek soran azonositottuk a magasabb rendli multimerek
kialakulasdban kulcsszerepet jatszo aminosavakat (Fig. 4. és 5., illetve Table S3. és S4.

[cikkben]). Figyelemre méltod tény, hogy mig az E2 trimerek a hKGDHk esetén kocka alakot

48



dc_1766_20

Ambrus Attila Akadémiai Doktori Ertekezés

(8 trimer), addig a hPDHk esetén pentagonalis dodekaédert (20 timer) képeznek. Célunk volt
ezen magasabb rendll strukturdk kialakuldsanak okat is felderiteni. Megallapitottuk, hogy a
hKGDHk esetén a kocka alak kialakulasanak oka a nagyobb belsé stabilitas kell legyen,
melyet adatokkal is alatdmasztottunk (Table S5. [cikkben]).

_.-' C terminus

termanalistol C-terminalisig jelolt szekvencian beliil betiikkel (B-reddk) és szamokkal (a-hélixek) lathatoak a
masodlagos szerkezeti elemek (lasd még: Table S2. [cikkben]). B-C. A monomerekbdl felépiilé magasabb rendli
(trimer, illetve 24-mer) szerkezetek. Az alkotd monomerek eltéré szinnel vannak jellve. Tovabbi részletekért
lasd az abraalairast a cikkben.

Az analizis lehetsOséget teremtett az enzimaktivitds (Scheme S1. [cikkben])

szempontjabol legfontosabb aminosavak, illetve szekvenciaszakaszok azonositasara is. Az
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aktiv centrum nagyfoku egyezdséget mutatott az E2 fehérjék megfeleld szakaszaival (Fig. 6.
[cikkben]) [189]. A tovabbi nagyjelentdségli aminosavak azonositasan til leirtuk a katalitikus
aktivitashoz elengedhetetlen csatornahalozatot, illetve kotofelszineket is (Fig. 6. [cikkben]).
Ezek szerepét toltéseloszlasuk is megerositette (Fig. 7. és 8. [cikkben]). Az Azotobacter
vinelandii E2p (avE2p) alegységbdl — annak kristalyszerkezeti adataibdl [190] — kiindulva
(Fig. S5. [cikkben]) a szubsztratok (KoA és szukcinil-lipoat) helyzetét és kotési modjait is
modelleztiik (Fig. 6. [cikkben]).

Ugyanezen moddszert (molekulamodellezés) hasznaltuk fel az MS-sel nyert adatok
értelemezéséhez is. A kétféle kémiai keresztkotd agens segitségével kimért tavolsagadatokbol
kiindulva (Table S1. [cikkben]) modelleztiik a krio-EM szdmara lathatatlan N-terminalis régio
szerkezetét (lasd 16. abra). Az avE2k megfeleld szegmensén [191] alapuld szerkezet
magyarazatot adott a fehérjeszakasz miikodésére. Eszerint a 150 aminosavnyi szekvencia elsé
flexibilitasu rész az eldbbi pozicidba helyezéséért.

Hosszu ideje vizsgalat targya az a-ketosav-dehidrogenaz enzimkomplexeket alkotd
alegységek bels6 aranya, illetve a teljes komplexek szerkezeti topologiaja (Table S6.
[cikkben]). A kérdés megvalaszolasanak legkézenfekvobb modjat az alkotdegységek
mindegyikét tartalmazé mintak (krio-EM) adatfelvétele jelentené. Erre magunk is kisérletet
tettiink, am az E1 és E2 alegységek Osszekapcsolodasat jelzé negativ festéses képeket (Fig.
S10. [cikkben]) leszamitva (egyeldre) nem jartunk sikerrel. Ennek egyik oka az E3 alegység
komplexhez val6 gyengébb kapcsolodasa lehet (lasd fent). Korabbi — egylittmiikodésben
publikalt MS — adatainkra tdmaszkodva [192], ismervén az alegységek kozotti kapcsolatokat
biztositd fehérjerészeket (Fig. S7. és S9. [cikkben]), megalkottuk a hKGDHk legvalosziniibb
tekintetében jO egyezést mutat a kordbban készitett negativ festéses képiinkkel.
Feltételezésiink szerint a komplex felépiilése az alabbi sorrendben mehet végbe. Elsd 1épésben
az alegységek magasabb rendli szerkezetbe vald rendezédése kovetkezhet be (E1, E3:
dimerképzések, E2: trimer, majd ezekbdl 24-mer képzés), melyet az E1 és E2 alegységek

.....

(E1:E2:E3=24.24:12) megfelel korabbi enzimaktivitason alapul6 javaslatunknak [193].
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16. abra (Fig. S6 [cikkben]) A hE2k fehérje N-terminalis régioja. A. Az avE2k ismert szerkezetén alapuld
modell. A keresztkotések kialakitasaban résztvevd aminosavakat és a koztik kialakuld kapcsolatokat piros
szinnel jeloltiik. A fehérjerészlet N- és C-terminalisai a megfeleld betiikkel vannak jelolve. B. Az N-terminalis
szakasz kapcsolata a trimer szomszédos magdoménjével. Az N-terminalis és a szomszédos magdomén kozott
kialakulo keresztkotések és az ezekben résztvevo aminosavak piros szinnel vannak jeldlve. C. Az N-terminalis
szakasz nagyobb (belsd) stabilitdssal bird szekvenciaszakasza. A nagyobb (belsd) stabilitasu rész (1-78.
aminosavak) lila szinnel van jeldlve. Tovabbi részletekért lasd az abraalairast a cikkben.
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A

17. abra (Fig. S8 [cikkben]) A hKGDHKk valésziniisitett szerkezeti topologiaja. Az alabrakon a fehérjék
felszinei lathatoak. A., C. A kockaszerkezetet (8x3-as szimmetriat) mutatd hE2k 24-mer két orientacioban. B. Az
El (kék) és E2 (zold) alegységekbdl létrejové komplex (h(E1k-E2k) alkomplex). D. A teljes hKGDHk
szerkezeti topoldgiaja (E3: narancssarga). Lasd még: Fig. 9. [cikkben]. Tovabbi részletekért lasd az abraalairast a
cikkben.

A fehérjeexpresszios és tisztitasi protokollt Dr. Nagy Bdlint (Ph.D. hallgato) optimalizalta. A
kiilonboz6 tipusii adatfelvételekben Dr. Hubert Agnes (poszt-dok), Zambé Zséfia (Ph.D.
hallgato), illetve Dr. Ozohanics Olivér (poszt-dok) vettek részt a laborunk részérol. A nyers
experimentalis adatok feldolgozasat Dr. Nagy Balint, Dr. Ozohanics Olivér és Martin Polak
(Ph.D. hallgato Brno-ban) végezte. A nyert szerkezeti adatok analizisét, illetve értelmezését
Dr. Nagy Balint, Dr. Ozohanics Olivér és a Jelolt kozosen végezték. A Jelolt a projekt
iranyitasa mellett a cikk megirasaban is részt vett.

Szamos biofizikai €s biokémiai modszert alkalmazva, mi jellemeztik eddig a
legnagyobb részletességgel az irodalomban a betegséget-okoz6 hLADH mutansokat és a
hKGDHk molekulat. Az elsé (majd a méasodik €s eddig utolsd) 0sszefoglalo kozleményt is mi
irtuk a betegséget-okoz6 hLADH mutansok témdjaban. A laboratérium egylittmiikddésben
inditotta el az els0 farmakoldgiai projektet a hLADH-elégtelenség potencialis jovobeli
terapidja tekintetében. A projektben egylittmiikodd partnerek a Cyclica, Inc. (Toronto, ON,
Kanada; egyiittmikodési szerzodés), a Lev Therapeutics (Westport, CT, USA), a University
of Towa (Iowa City, IA, USA) és a Children's Hospital of Philadelphia (Philadelphia, PA,
USA; egyiittmikodési szerzodeés).
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A disszertaciohoz kapcsolodo uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

1. Az exogén liponsav acidozisban gatolja a KGDHk és a LADH reverz katalitikus iranyt
ROS képzését. Ez a megfigyelés specifikus ROS-képzés inhibitorok jovdbeli fejlesztésének

lehet majd az alapja.

2. Mind a 14 betegséget-okozo6 hLADH varianst eldallitottuk rekombindns modon
nagytisztasagi formaban, illetve mindet jellemeztiik is forward és reverz katalitikus iranyt
enzimaktivitas €s reverz katalitikus irdnyl ROS-képzd kapacitds szempontjabol. Szamos
varianst tovabbi biofizikai és biokémiai modszerekkel is megvizsgaltunk. Legfontosabb
megfigyelésiink, hogy a hLADH négy betegséget-okoz6é mutécidja szignifikdnsan fokozta a
reverz katalitikus irdny ROS-képzést és annak pH-érzékenységét. Ez a jelenség részét
képezheti a vonatkozd molekularis patomechanizmusoknak, illetve a tobbnyire igen stlyos

klinikai tiineteknek.

3. A forward Kkatalitikus irdnyl ROS-termeld képesség tekintetében a hKGDHk El
komponense, illetve EI1-E2 alkomplexe 0Osszemérhetd a teljes hKGDHk-el. Ezen
jelenségeknek E2- illetve E3-elégtelenségben patoldgias relevancidja lehet. Azon patogén
hLADH mutansok esetében, ahol csokken a mutans kotodési affinitdsa a multienzim
komplexekhez, a hHKGDHKk-E1-E2 alkomplex altali forward katalitikus irdnyt ROS-képzés
szignifikansan hozzajarulhat a vonatkoz6é molekularis patomechanizmusokhoz és a klinikai

tunetekhez.

4. Krio-EM, CL-MS ¢és molekulamodellezés technikdk egyiittes alkalmazasaval
meghataroztuk a hKGDHk E2 komponensének szerkezetét. A hKGDHk ezen komponensére
vonatkozoan eddig egyaltalan nem volt szerkezeti informécié az irodalomban. Utobbibol

kifolyolag, a szerkezetet igen részletesen jellemeztiik is.

5. Meghataroztuk a hKGDHk alegység-sztochiometriajat, 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

crer

citrat-kori enzim, illetve az egyik legfontosabb — ha nem a legfontosabb — eleme a
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mitokondrialis ROS-képzésnek, az eredmény (a 4. ponttal egyiitt) kiemelt jelentdséggel bir,

tobbek kozott potencialis jovobeli farmakologias regulacio tekintetében is.

6. Tiz betegséget-okozd6 hLADH varidnsra vonatkozdéan meghataroztuk a peptid-szintii
molekulaszerkezeti/dinamikai valtozdsokat oldatban, 25 °C-on, HDX-MS technikaval és
javaslatot tettlink a vonatkozé molekularis patomechanizmusokra. Ezen experimentalis adatok
jol kiegészitik a késObbi krisztallografiai adatokat, amelyek esetén — a kriogén vizsgalati
homérséklet, illetve a kristalypakoldédas miatt — bizonyos szerkezeti mozgasok ¢€s eltérések
potencialisan masként is modulalodhattak, mint fizioldgidsan relevans(abb) koriilmények

kozott.

7. Hét Dbetegséget-okoz6 hLADH variansnak meghataroztuk a nagyfelbontast
kristalyszerkezetét, illetve — a fenti HDX-MS adatokat is figyelembe véve — a vonatkozd
molekularis patomechanizmusokra is javaslatot tettiink. Meghatdroztuk a hLADH eddigi
legnagyobb felbontast kristalyszerkezetét is. A hLADH katalitikus mechanizmusa, illetve
bizonyos betegséget-okozd hLADH variansok molekuléris patomechanizmusai tekintetében
fényt deritettiink egy ezidaig kevéssé vizsgalt in. H'/H,O-csatorna szerepére. A szerkezeti

adatok megteremtik az esetleges jovObeli farmakologias reguléacio alapjat.
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Koszonetnyilvanitas

Szakmai életem sordn szdmos kivalo tandrral és kutatoval volt szerencsém talalkozni
illetve egyiitt dolgozni. Mindenekel6tt, a debreceni Erdey-Gruz Tibor Vegyipari Technikum
elkdtelezett és kivaloan felkésziilt tandrainak mondok kdszonetet. Kiilon szeretném kiemelni
Dr. Ling Jolan" versenyfelkészité tanarnémet, aki igen sokat adott nekem szakmailag és nagy
hatassal volt rdm. Ezutan szdmos kivalé tanarral és kutatoval volt lehetdségem
megismerkedni a Kossuth Lajos Tudomanyegyetemen (Debrecen) vegyész-szakos
hallgatoként is, de a legnagyobb hatassal Beck Mihaly', Banyai Istvan, Kover Katalin and
Batta Gyula professzorok voltak ram, akiknek ezlton is kdszondm mindazt, amit kaptam
toliik. Kiilon koszonet illeti Féslis Laszlo professzort — Ph.D. témavezetémet — a Debreceni
Egyetemen a sok tdmogatasért és lehetdségért. Jacquelyn Gervay-Hague, Danzhou Yang,
William Montfort and Laurence Hurley professzorok szintén koszonetet érdemelnek, amiért
poszt-doktorként kivald szakmai tapasztalatokban részesiiltem altaluk az Arizonai Egyemen.
Nem lehetnék halasabb Adam Veronika professzor asszonynak, aki a Semmelweis
Egyetemen felépitett szamomra egy laboratoriumot az USA-bol vald hazatérésem utdn €s
minden elképzelhetd mdédon tamogatott az utdbbi 15 évben. Sosem fogom elfelejteni és halas
vagyok az egyiitt toltott orakért a laborban, a javaslatokért, a tdimogatasért és a szakmai illetve
személyes beszélgetésekért Tretter Laszlo professzornak szintén a Semmelweis Egyetemen.
Sok koszonet illeti még Dr. Manfred S. Weiss-t, Dr. Piotr Wilk-et (Helmholtz-Zentrum
Berlin) és William Furey professzort (University of Pittsburgh) is, a krisztallografiaban
nyUjtott tdmogatasukért. Kiilon kiemelném Dr. Manfred S. Weiss-t, akinél volt szerencsém
mar doktoranduszként is egy honapot eltdlteni és aki akkor egy életre elegendd motivacidval
latott el a makromolekulédris szerkezetvizsgalat szépségei tekintetében. Frank Jordan
professzor - egyiittmiik6dé partneriink a Rutgers Egyetem-r6l — amidta ismerem kovetendd
példa szdmomra és halas vagyok minden tdmogatasaért, amit az évek soran adott nekem és a
laboratériumnak. Szerencsés vagyok, hogy olyan kivalo hallgatokkal dolgozhattam egyiitt az
évek soran mint Mizsei Réka, Zambo Zsofia, Szabd Eszter, Nemes-Nikodém Eva, Vass
Krisztina, Mattias Nilsson, Ozohanics Olivér ¢és Nagy Balint, akiknek koOsz6ndom a
lelkiismeretes munkat és azt, hogy minden nap j6 volt bemenni Hozzajuk a laborba. Végiil, de
egyaltaldn nem utolsd sorban, koszonom édesanyamnak és feleségemnek Evéanak a sok
szeretetet, motivaciot, timogatast és tiirelmet — nélkiiliik ez fentebb mind bizonyosan nem
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