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Targy: Valaszok MTA doktori értekezés biralatara

Tisztelt Tudomanyos Tanacsadd Ur!

Halas vagyok, hogy elfogadta doktori munkam biralatat. Orémmel vettem tudomasul, hogy
alapvetéen meg volt elégedve a disszertaciomban leirt tudomanyos munkéaval, és hogy
tdmogatd javaslattal élt a nyilvanos vitara bocsajtas tekintetében. Az aldbbiakban engedje meg,
hogy vélaszoljak a megjegyzéseire és kérdéseire.

Kérdések:

1. Az ,Alkalmazott médszerek™ fejezetben meglehetdsen szerencsétlen megfogalmazasnak
tartom a kovetkezd mondatot: ,,A periplazmatikus rendszer elméletileg funkcionalisan jobb
mindségl fehérjét szolgaltat, mig a citoszolikus rendszer lényegesen nagyobb mennyiségben
termeli a fehérjéket, amely pedig szerkezetvizsgélati céljaink miatt valt mindenképpen
sziikségessé (NMR, kristalyositasi probak)”. A szerkezetvizsgélat soran nyilvan nem lehet a
nagyobb mennyiség miatt funkciondlisan rosszabb mindségli fehérjével dolgozni. A
szerkezetvizsgalathoz nagy mennyiségli, funkciondlisan teljesen aktiv fehérjére van sziikség.
Osszehasonlitottdk-e a periplazmatikus rendszerbdl nyert rekombindns enzimpreparatumok
specifikus aktivitasat a citoszolikus rendszerbdl nyert preparatumok specifikus aktivitasaval?
Jel6lt azt is megemliti, hogy még egy refolding eljérast is kidolgoztak az inkluzids testekbe
jutott rekombinans fehérjék renaturdlasdra. Ez a moddszer milyen mindségl
fehérjepreparatumot szolgaltatott, és hasznaltdk-e valamelyik fehérje szerkezetvizsgalata
soran?

Vélasz: A hE3 fehérje elballitasat megel6zéen irodalmazott a jelolt és azt taldlta, hogy a
periplazmatikus fehérjeexpresszio tobb szempontbdl elonydsebb lehet mint a citoszdlikus (de nem
feltétlendl az). Ezek a szempontok a kovetkezdek: i. a fehérjetisztitas egy elsé 1épése lehet, mivel
a periplazmaba iranyitott fehérje mentes lesz az Osszes citoszolikus fehérjétdl (a megfeleld
protedzokat is beleértve, ami miatt azok inhibitorait el lehet hagyni potencialisan a tisztitas
kovetkez6 1épései soran, és ez koltséghatékonyabbd is teszi a mddszert), ii. a periplazma nem-
redukalé kornyezetet biztosit a feheérjék szdmaéra, a citoszollal szemben, ahol az inkabb redukal6



kornyezet szerkezetileg fontos diszulfid-hidak kialakulasat befolyasolhatja; ez nem megfeleld
feltekeredést, denaturécidt, ill. aggregéciét okozhat bizonyos fehérjéknél, iii. a kils6 membran
szelektiv mddon kiméletesebb kezeléssel bonthatd meg mint a citoszdlikus tartalom felszabaditasa
sorén (pl. EDTA, lizozim, ozmotikus sokk, az altalaban alkalmazott er6s mechanikai mddszerekkel
szemben, mint pl. szonikalds, French press, amelyek lokalis tllmelegedést és denaturaciot
okozhatnak); a szferoplasztok pedig — a teljes citoszdlikus tartalommal egyutt — kdnnyen
kicentrifugalhatdak, iv, a periplazma 600 Da alatti molekulak szamara konnyen elérhetd, igy pl.
kiilonb6z6 ligandok, prosztetikus csoportok alkalmazhatdak, amelyek potencidlisan fokozzak a
rekombinans fehérjek feltekeredeset, stabilitdsat. A periplazmaba lehet iranyitani a fehérjéket
megfeleld szignalpeptid alkalmazasaval (pl. ompA), amely levagddik egy E. coli szignal-peptidaz
altal. A periplazma akar 40% sejttérfogatot is elfoglalhat, igy akar megfeleld kitermelést is el lehet
vele érni elméletileg. Mindezeket figyelembe véve el6szor egy periplazmatikus expresszios
rendszert allitottunk be a hE3 elballitasara. Az ezzel nyert tisztitott (>95%) hE3 enzim specifikus
aktivitasa 1,5-szer magasabb volt, mint a természetes forrasbol nyert sertéssziv E3 enzimeé (95%
szekvencia-azonossag, Sigma-Aldrich termék, MALDI-MS alapjan gyakorlatilag szintén teljesen
tiszta fehérje), és ez nem valtozott akkor sem amikor eltavolitottuk a tisztitashoz alkalmazott Strep
affinitds cimkét. A két fehérje CD spektruma kozott nem volt gyakorlatilag eltérés. A
fehérjekitermelés javitasa érdekében optimalizaltunk egy refolding mddszert is. Az igy kapott
fehérje specifikus aktivitasa 2-szer magasabb volt mint a sertéssziv ekvivalensé. A két fehérje CD
spektruma kozott itt sem volt gyakorlatilag eltérés. A refolding eljarassal elballitott hE3 fehérjét
kozvetlenll nem hasznaltuk eddig szerkezetvizsgalatra, azonban a dimerizacios domén nélkuli °N-
jelolt hE3 konstruktunkat — amelyet szintén ezzel a refolding eljarassal allitottunk el6 — NMR
vizsgalatokban mar hasznaltuk (nem kozélt eredmény, a munka folyamatban van jelenleg). A
citoszolikusan eldallitott fehérjénk mindségét is ellendriztiik és mivel gyakorlatilag megegyezd
specifikus aktivitast (Iasd Ambrus et al., Hum. Mol. Genet., 2011, Fig. 1A (periplazmatikus hE3),
ill. Szabo E., Ph.D. disszertacio, 2020, 23A. abra (citoszolbol tisztitott hE3; utébbi még ~10%-kal
magasabb aktivitast is mutatott)) és CD ujjlenyomatot (nem koz0lt adat) mutatott a periplazmatikus
fehérjével Osszehasonlitasban, igy a jobb kitermelés miatt ezt a fehérjeforrast hasznaltuk a
késObbiekben a nagy mennyiségii fehérjét igényld kristalyositasi probainkhoz. A citoszélikus
fehérjéink megfelel6 minéségéhez valoszinilleg nagyban hozzajarul: i. a vonatkozé irodalom altal
is gyakran hasznalt ,proteaz-gyengitett” BL21(DE3) expresszios gazdasejt alkalmazasa, ii. a
kereskedelemben Gjonnan bevezetett kiméletes B-PER sejtlizis-puffer alkalmazasa (szonikalas
helyett), és iii. az a tény, hogy minddssze egy diszulfid-hid van jelen a hE3 fehérjében (Cys45-
Cysb0) és az is szekvencialisan kdzeli Cys-ek kozott jon Iétre (a kdtés esetleges atmeneti redukcidja
pedig lathatélag nem befolyasolja szamottevéen/tartds modon a feltekeredést).

A Jelolt egyetért azzal, hogy félrevezetd volt a birdlatban megjelolt mondat és semmiképpen
sem akarta azt a benyomast kelteni, hogy szerkezetvizsgalatokra kevesebbel is beérjik mint a
teljesen funkcionalis enzim.

2. A dolgozatban olvashatjuk, hogy a kiilonb6z6 patogén mutansok esetében a hLADH
enzimaktivitas csokkenésének mértékébdl nem jelezhetd jol elére a betegség lefolyasanak
sulyossaga. Nyilvanvald, hogy egyéb tényezoket is figyelembe kell venni. Ilyen tényezd lehet,
hogy a mutans hLADH csokkent affinitassal kotédik a komplexekhez. Elképzelheté-e olyan
eset, hogy a mutans nagy affinitassal kotédik a komplexhez, viszont improduktiv madon (pl.
nem megfeleld térbeli orientacidban), vagy pedig sériil a komplex sztochiometridja?



Vélasz: A klinikai laboratoriumi adatok azt mutatjak, hogy a LADH-aktivitas csokkenesének
mértéke gyakorlatilag soha nem egyezik meg pontosan egyik érintett enzimkomplex aktivitas-
csokkenese mértékevel sem (eltér6 mértékben modulalédnak altalaban a kiilonb6z6 E3-at
koordinalé enzimkomplexek aktivitasai is egy adott patogen mutécio esetében). Mivel van
szamos mutans amelynél krisztallografiaval relative kismértékii szerkezeti perturbaciot lehet
felfedezni, illetve ezek kozdétt van olyan mutans, amely esetében a maradek LADH-aktivitas
jéval magasabb mint a komplex-aktivitasok (és nincs szamottevd disszociacio, mint pl. a
G194C-hE3 esetén), teljesen mértékben elképzelhetd, hogy egy 6nmagaban relative aktivabb
hE3 mutans azaltal rontja le nagyobb mértékben a komplex aktivitast, hogy nem megfeleld
orientacioban vagy lokalis szerkezettel kapcsolddik a komplex tobbi alegységéhez (pl. a
hKGDHk-nal az E1-nek is van szerepe az E3 kotésében). A G194C mutansnal mindazonaltal
meg kell jegyezni, hogy a komplex emelkedett ROS-képz6 kapacitasa is hozzajarulhat a
patoldgias viselkedéshez.

Egy egyiittmiikodésben nemrégiben irt cikkiink bemutatja, hogy egy a vizsgalataink
targyaba tartozo rokon komplex — az alfa-ketoadipat-dehidrogenaz komplex (KADHK) — E1
alegységében jelentkez6 patogén mutacio (G729R) éppen azaltal rontja le a komplex aktivitast,
hogy nem engedi az E1 alegységet megfelel6 orienticidban/poziciéban koordinalodni az E2
alegységhez és ez a szubsztrat-csatornazast hatranyosan befolyasolja. Ez a patogén mutacid
~50-szeres komplex-aktivitas-csokkenést okoz, amellett, hogy az alegység-specifikus
aktivitast gyakorlatilag nem befolyasolja (Zhang et al., J. Biol. Chem, 2020).

A komplexek optimalis sztochiometriaja az esetlegesen megvaltozott kétésmaodok, ill. a
vonatkozo affinitasok fiiggvényében szintén elképzelhetd, hogy sériilhet. Ennek a vizsgalatat
a kozeli jovében el is fogjuk kezdeni, mert fel is vallaltuk ezt a feladatot egy nemrég elnyert
palyazatunkban. A mutans komplexek efajta analiziséhez ITC, SPR, CL-MS, HDX-MS és
krio-EM technikékat is fel fogunk hasznalni. A krio-EM vizsgalatokat is kombinalni fogjuk a
kémiai keresztkotés technikdjaval a gyakran gyenge alegység-alegység affinitasok és a
nagymértékil belsd flexibilitdsok miatt.

3. Jeldlt azt is kimutatta, hogy az izolalt LADH képes ROS-t termelni a komplexektdl
fuggetlendl is, és felveti, hogy ennek a ROS képzésnek a gatlasa terapids szempontbol hasznos
lehet. Van-e arra valami adat vagy becslés, hogy patolégias allapotokban milyen mennyiségben
van jelen szabad LADH ¢és ez az 6sszes ROS képzddés mekkora hanyadaért felelds?

Vélasz: i. Flavinok és flavoenzimek kapcsan irodalmi adat, hogy képesek lehetnek szuperoxid,
ill. H,O, képzésére. ii. Agyi és izom mitokondriumokban a LADH enzim a legnagyobb
mennyiségben jelenlévo flavoenzim. iii. Eritrocitdkban és szérumban jelentékeny mennyiségi
szabad LADH-val szdmolnak az irodalomban. iv. 1zolalt patkany izom mitokondriumokban a
KGDHEk kétszer annyi ROS-t termelt mint a PDHK, és ez az arany négyszeres volt az elagazo-
szénlancu o-ketosav-dehidrogenaz komplexszel (ELKDHk) szemben, mig nyolcszoros a
Komplex | tekintetében (az egyes komplexekre vonatkozé optimalis koriilmények kdzott, a
dehidrogendz komplexek forward reakcidjaban). v. A fenti o-ketosav-dehidrogenaz
komplexekben egyértelmiien az E3/LADH-alegység termeli a ROS-t mind a forward, mind
pedig a reverz reakciokban, intakt komplexeket figyelembe veve. vi. A KGDHk ~30-szor



gyengébben koti az E3 alegységet, mint a PDHk és ez tovabb gyengiilhet acid6zisban ill.
megfeleld patogén E3 mutansok esetén. Ekkor viszont megfeleld szubsztrat (a-KG) ellatottsag
esetén a hKGDHk E1-E2 alkomplexe hasonlé mennyiségii ROS-t tud képezni mint az intakt
hKGDHEk, a forward reakcidban. vii. A reverz-irdnyl ROS-képz6 E3 reakcioban tobb ROS
termel6dik, mivel a magas NADH/NAD™-arany el6segiti az E3 négyelektronos redukalt
allapotanak letrejottét, amely nagyobb aranyban tartalmaz teljesen redukalt FAD-ot — amely
altal a ROS-képz6 reakcio hatékonyan jatszodik le — mint a forward reakcioban 1étrejovo
kételektronosan redukélt enzim (amely dontéen egy toltésatviteli-komplex allapotaban van
jelen, ahol a FAD csak részlegesen van redukéalva; a DHLA nem képes négyelektronosan
redukalt allapotba hozni az E3 enzimet). viii. A NADH/NAD™-ardny befolyasolja a reverz-
irdnyl ROS-kepzés mértékét, amely elvileg ugyanugy hat az izolalt E3-ra is mint a KGDHKk-
ra. ix. Aciddzis mind az E3, mind pedig a KGDHk reverz-iranyd ROS-képzését stimulélja, de
a KGDHKk forward-irdnyd ROS-képzését nem.

Az irodalomban tudtommal nincs olyan adat vagy becslés, hogy patolégias allapotokban
milyen mennyiségben van jelen szabad LADH. Mindazonaltal a LADH relative magas
mitokondrialis 6sszkoncentracidja, szabad formajanak természetes megjelenése, a KGDHk-
hoz val6 gyenge kotédése, acidozisban vélhetéen megjelené még alacsonyabb affinitisa a
KGDHk-hoz, a szamos hE3 patogén mutans esetében kimutatott nem mérhetd mértéki
affinitdsa a PDHk-hoz, mind azt sejteti, hogy bizonyos patoldgias korilmények kozott
ténylegesen meghatéarozé lehet a szabad (vad tipust vagy mutans) LADH jelenléte és ROS-
képz6 aktivitasa (a fentebb pontokba szedett informéciokat is figyelembe véve). Ezen ROS-
képzés hozzéjarulasanak pontos és aktualis mértékét nehéz megbecstilni az 6ssz mitokondrialis
ROS-képzéshez viszonyitva adott kortlmények koézott és nincsennek is ilyen adatok
tudtommal az irodalomban egyel6re. Olyan ROS-képzés gatldszerek alkalmazasa mellett,
amelyek csak a szabad (vad tipusu vagy mutans) E3-ra hatnak, valosziniileg meg lehetne mérni
ezt a paramétert. Munkahipotézisink egy ilyen gatldszer kifejlesztése tekintetében az, hogy a
molekula példaul a liponsav-csatornan keresztiil tdmadjon, amely a komplexekben be van
csatornazva €s igy ott nem elérheté (ehhez elbzetes eredményeket szolgaltatott a J.
Neurochem., 2009-es cikkunk anyaga).

4. A G194C hLADH mutanssal kapcsolatban azt olvashatjuk a dolgozatban (26. oldal), hogy
részleges (kb. 30%) FAD vesztés mellett fokozott ROS képzés jellemzi. Ez némileg
ellentmondés, mivel az LADH ROS képzése kozvetlenll a FAD-on keresztul valdsul meg.
Jel6lt szerint elképzelhetd, hogy a mutacio a FAD reakcioképességének novelése altal akar tal
is kompenzalhatja a FAD veszteség mennyiségi hatdsat. Ehhez képest meglepd, hogy az
irodalom leir egy G194C homozigota beteget, aki a terapias céelu FAD potlasra jol reagalt.
Hogyan oldhatok fel ezek az ellentmondasok?

Vélasz: A riboflavin és ezért a FAD is antioxidans hatasu molekulak (lasd példaul: Olfat et al.,
Riboflavin is an antioxidant: a review update, Br. J. Nutr, 2022). Elképzelhetd, hogy a FAD-
potl6 terapia sordn a mutadns hE3 FAD-tartalma nd, ezaltal ROS-képzése tovabb novekszik,
azonban a feleslegben 1év6 (nem enzimkotott) FAD - mint antioxidans - eliminalja a keletkez6
ROS-t és ez 0Osszességében terapidsan jotékony hatdsu. Ez a hipotézis természetesen



bizonyitasra var. A birdlatban emlitett ellentmondést sajnos tényleg nem prébalta meg feloldani
a disszertacio.

5. Jelolt CD spektroszkdpiaval is vizsgalta a hLADH és patogen mutansainak szerkezetét. A
tavoli UV fényben felvett CD spektrum a fehérje masodlagos szerkezeti elemeirdl (pl. a-hélix,
B-lemez), ezek aranyairdl szolgaltat informaciot. A CD spektrumok felvétele semleges pH-n
(pH=7,3) tortént. Erdekes lett volna megnézni a CD spektrumok pH fiiggését, kiilénds
tekintettel arra, hogy patologias szituaciokban a pH savas iranyba tolodik el.

Vélasz: Teljesen egyetértek a Biraloval. Ezt és méas CD analiziseket is beterveztiink mar jo
ideje, ill. mar el is végeztlink tobbet ezek kozll (lasd aldbb; a pH-fliggés még hatra van; nem
publikalt adatok). Ezzel a technikéaval tervezzilk még a kozeli jovoben a patogén hE3 mutansok
hostabilitsat is vizsgalni példaul (a pH-figgés mellett). A FAD prosztetikus-csoport
mikrokornyezetét, konforméacidjat és redox statuszat/oxidacios allapotat a 290-600 nm-es
régidban mar vizsgaltuk is a vad tipust hE3-ban (itt kiilonboz6 szubsztratok jelenlétében is),
ill. 20 mesterségesen létrehozott aktiv centrum hE3 muténsban, 12 His-Ala hE3 mutansban és
6 FAD-derivativumokkal komplexalt vad tipusu hE3-ban. Ezen analizisek a vad tipust hE3
ROS-képz6 mechanizmusanak felderitése céljabol lettek elvégezve, elemzésik és
kiegészitésiik még tart. Ebben a FAD-ra érzékeny hullamhossz-tartomanyban a patogén hE3
muténsokat is vizsgalni kivanjuk a kozeli jovoben, pH-fiiggd mddon.

6. A dolgozat egyik fontos eredménye, hogy sikerilt az LADH tartalmd enzim komplexeket
rekombinans alegységekbdl Osszeépiteni. Mivel rendelkezésre allnak a mutdns hLADH
fehérjék is tisztitott formaban, nem lehetne valamilyen modszerrel legalabb kozelito
pontossaggal megmérni a kiilonb6z6 hLADH mutansok kotddésének erdsségét a
komplexekhez?

Vélasz: Korabban a hE3 ill. szdmos patogén és mesterségesen eldallitott mutansa affinitasat
megmeérték a hPDHk E3-kot6 fehérjéjéhez ITC és SPR technikakkal (Park et al., BBRC, 2010;
Patel et al., J. Mol. Cat. B, 2009; Brautigam et al., Structure, 2006). Egy nemrégiben elnyert
palyazatunkban felvallaltuk, hogy létrehozzuk az 6sszes - szamunkra még hianyzé - human
rekombinans PDHKk, KADHk és ELKDHKk alegységet és tobbek kdzott pont a Biralo altal is
javasolt affinitas-vizsgalatokat is elvégezziik a patogén hE3 mutansok esetében. Ehhez ITC és
SPR készulékink is van, de egy specialis MS-alapl vizsgalattal is ki Kivanjuk ezeket az
analiziseket egésziteni. Ezek az eredmények fontosak lesznek abbol a szempontbdl is, hogy
esetleg érdemes lesz-e valamelyik disszociaciora hajlamosabb patogén hE3 mutans esetében
olyan molekulékat fejleszteni, amelyek legalabb részben vissza tudjak esetleg kapcsolni az
adott mutanst a komplexekhez.

7. A hidrogén/deutérium kicserélddési kisérletek kiértékelésével kapcsolatban a dolgozatban
azt olvashatjuk, hogy a deutérium beépulés tekintetében egyik mutans esetében sem volt
markans valtozas a dimerizacids doménben a vad tipushoz képest. A 9. abran viszont az lathatd,
hogy az E340K, 1445M, R447G és a P453L mutansok esetében a dimerizaciés domén C-
terminalisaban, mig a D444V és 1358T mutansok esetében a domén egész hosszaban
detektalhatdk valtozasok. Ezek a valtozasok nem befolyasoljak az LADH dimerizaciojat?



Vélasz: A dimerizacios domén ~120 aminosav hosszUsagu. Ebben 4 db olyan f6lanci amid-
csoport van, amely intermonomer interakcioban vesz részt (a hE3 kristalyszerkezete alapjan,
CONTACT program [CCP4 program csomag], lasd Table S1 a disszertaciohoz is csatolt Hum.
Mol. Genet., 2019-es cikkinkben) és amit mért a mi HDX-MS kisérletiink (nem Pro; az
oldallancok cseresebességei pedig altalaban sokkal nagyobbak (oda-vissza iranyban, a vissza
irdnyban ez teljes mértékben elmondhatd), mint a kisérletben vizsgalt cseresebességek
(alkalmazott/vizsgalt csereid6: 3 min)). Ezek egyike sincs az utolsd 2 C-terminalis peptidben
(amelyek igazabdl erésen atfednek: 465-474 és 469-474), amelyek relative nagyobb effektust
adtak tébb mutansnal. Igazabol ez a 4 aminosav a 451., 452., 455. és 456. aminosavak, amelyek
mind egyutt a 445-458-as peptidben vannak jelen (jobbrol a 4. peptid az emlitett abran).
Monomerizacio esetén ez a 4 félanci N-H vélhetden teljesen lecserélédott volna D-ra €s egy
igen erételjes effektust adott volna AAD tekintetében (min. 3,5 Da 0sszesen, a 445-458-as
peptiden belil, mivel ez a peptid a WT-hE3-ban minddssze ~0,5 Da D-beépulést produkalt
0sszesen a 14 aminosavra nézve). Ilyen mértéki effektust egyik mutans esetében sem talaltunk
ebben a peptidben és ezért mondhatjuk azt, hogy az eredmények alapjan nincs jelen
monomerizacio egyik vizsgalt mutansban sem. Ezen eredmények tobb més - a disszertacioban
is emlitett - modszerrel (rontgenkrisztallogréfia, MD szimulacio, analitikai ultracentrifuglas,
nano-LC MS, kalibralt gélsziirés) is meger6sitést nyertek, altalunk ill. masok altal is kiilonb6z6
muténsok esetében. A jeldlt belatja, hogy pontosabb magyaréazat lett volna helyénval6 a
megfeleld helyen a disszertacidban.

8. A célkitlizések kozott szerepel (5. pont), hogy a jelolt gydgyszermolekulakat fog tervezni, a
hLADH elégtelenség, illetve a hKGDHk/hLADH ROS képzésével kapcsolatos betegségek
kezelésere. Az eredmeények ezt egyéltalan nem targyaljak, minddssze arra torténik utalds a
dolgozatban, hogy a liponsav jé kiinduldsi molekula lehet ilyen fejlesztéseknél. Kérem a
jeloltet, hogy fejtse ki bovebben a gyogyszerfejlesztési koncepciojat, és azt, hogy eddig milyen
eredmeényeket értek el.

Vélasz: A rovid disszertacios forma és abban a kiemelt csatolt cikkekben bemutatott
eredmeényekre torténd fokuszalas miatt nem lettek ezek az elképzelések, ill. (nem kdzolt)
eredmények leirva, csak mint eredeti és jovobeli célok lettek megemlitve.

A genetikai betegségekre nagyon ritkan van jelenleg még hatasos gyogymod. A jeldlt
laboratériumaban (részben kilfoldi egytittmiikodések keretében) modern megkozelitéseket
prébalnak alkalmazni komplex - mitokondrialis dehidrogendz-enzimekhez kapcsol6do -
patomechanizmusok elemeinek szelektiv befolydsolasara. Ezek a kutatasok potencialisan
klinikailag relevans terapias megkozelitéseket alapozhatnak meg a jovoben.

A jel6ltet nemrégiben megkeresték a University of lowa-r6l (USA), hogy legyen szakmai
konzultans egy fehérje-alapt gydgyszer kifejlesztésében a hE3-deficiencia betegség terapiaja
céljabodl. A kollaboracidban fejlesztett enzimpétlo terapias fehérjekonstrukt mar allatmodellen
torténd kiprobalas alatt all és potencialisan hamarosan eljuthat (a tervek szerint) egy Un.
investigator-initiated clinical trial” fazisba az USA-ban (FDA). A jeléltnek meghatarozo
szerepe volt a fehérjekonstrukt megfelelé megtisztitisanak optimalizalasaban. Szintén
egylittmikodo partner a projektben a Children’s Hospital of Philadelphia, akikkel rektori szintii
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egylttmiikodési megallapodast irtunk ala a projekt tekintetében. A projekt alapvetése, hogy a
hE3 fehérjét bejuttatjuk a mitokondriumba, ahol az — kompeticié Gtjan, a patogén hE3 mutans
fehérjek ellenében — visszadllitja az érintett alfa-ketosav-dehidrogendz enzimkomplexek
normal miikodését. Ehhez egy megfeleld, bioldgiai membranokon athaladni képes hE3-
fehérjekonstrukt kifejlesztése sziikséges, amely korabban mar az egyik egyiittmiik6do partner
altal kozlésre is kerult (sejtkulturaban és allatmodellben tesztelve, affinitas-kromatografiaval
tisztitva). A mostani feladat az volt, hogy tiszta (GMP-szint(), affinitas-cimke nélkuli
konstruktot hozzunk létre, mert az FDA nem fogad be olyan fehérje-gydgyszer jeldltet, amely
affinitas-kromatografiaval lett tisztitva, még akkor sem ha a cimke le lett vagva utolag (mert a
nem tokeletes vagas potencialisan immunogenitast okozhat). A fehérjekonstrukt a hE3 fehérjén
kivul tartalmazza az N-termindlis végen a mitokondrialis szignalszekvenciat (MTS, 35
aminosav), illetve egy 11 aminosavbdl allé peptidet (YGRKKRRQRRR) a HIV-1 virus altal
kodolt TAT (Trans-Activator of Transcription) fehérjébol.

Egy kanadai gyogyszerfejlesztd céggel (Cyclica, Inc., Toronto) szintén folytat a jeldlt
laboratériuma gyogyszerfejlesztési iranyd kutatasokat (a cég és a Semmelweis Egyetem
egylittmiikodési megallapodast is alairt a projekt kapcsan rektori szinten). Itt is vannak kezdeti
eredmények kismolekulas gyogyszertervezés tekintetében az E3-deficiencia korképpel
kapcsolatban. A cég modern mesterséges intelligencia alapl algoritmusokat alkalmaz
gyégyszerjelolt molekuldk fejlesztésére (az alkalmazott algoritmusokhoz mi sem fériink hozza,
azok szabadalomi oltalom alatt allnak). A jelenlegi kdzo6s projekt azon alapul, hogy az altalunk
meghatarozott nagyfelbontasl patogén hE3 mutans kristalyszerkezeteket, illetve a hPDHK E3-
koté fehérje kotddoménjének kristalyszerkezetét felhasznalva megprobalunk an. adaptor
molekulakat fejleszteni, amelyek mindkét fehérjével interakcidba lépve potencialisan
visszaragasztjak a disszocial6 mutanst a hPDHk-ra (és ezzel legalabb részben visszaadjak a
komplex funkcionalitasat). Ez a megkozelités potencialisan enyhitheti az altalaban igen sulyos
klinikai tuneteket. ~100 potencialis adaptor molekulat mar tervezett is a Cyclica szamunkra,
ebbdl mi 9-et valasztottunk ki szintetizaltatasra sajat tovabbi szerkezet-dokkol&si analizistink
alapjan. A szerves szintézisekre most szerezzik be éppen az arajanlatokat.

Tervben van még szintén a céggel kdozosen ROS-termelés gatldszerek jovébeli fejlesztése
is (liponsavbdl kiindulva, a KGDHK/E3 ROS-képzése tekintetében).
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