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Targy: Valaszok MTA doktori értekezés biralatara

Tisztelt Professzor Ur!

Halas vagyok, hogy elfogadta doktori munkam biralatat. Kész6ném szépen, hogy tamogatd
javaslattal élt a nyilvanos vitara bocsajtas tekintetében. Az alabbiakban engedje meg, hogy
valaszoljak a megjegyzéseire és kérdéseire.

Kritikai észrevételek:
(1) A tézisfiizet szovegével ellentétben a doktori mii egésze nem olvasmanyos, a nagy
mennyiségli adat kozlése a legtobb helyiitt meglehetdsen leird jellegli, kevés értés-segitd
értelmezést tartalmaz.

Vélasz: A jel6lt elfogadja a kritikat és sajnalja, hogyha ezzel megnehezitette a Biral6 munkajat.
Nem volt konnyli megtartani a rovid értekezési format és ugyanakkor leirni az egyes cikkekkel
kapcsolatban minden olyan informécidt, amivel kerek egészként lehetett bemutatni az adott
munkat. A jelolt probalta ertelmezni és betartani a Doktori Szabalyzat rovid értekezésre
vonatkoz6 irdnyelveit, konzultalt elore tobbszor a megfeleld illetékesekkel errdl a még nem
annyira altalanos disszertacios formarol, ill. beszerzett és atnézett jonéhany révid formaban
benyujtott értekezést. A Doktori Szabalyzat a kovetkezOképpen fogalmaz ez tigyben (13.0.):
”...16vid értekezeés, amelyben a kérelmezd tomoren foglalja Ossze 6nallo, valamely jol
meghatarozott tudomanyos kérdés megoldasaval foglalkozé tudoméanyos dolgozataiban
megjelent eredményeit, mellékelve magukat a dolgozatokat.” Nyilvanvalo a jelolt altal
megtekintett MTA-ra korabban benyujtott rovid értekezésekbdl is, hogy sem a palyazok, sem
pedig gondolom a Biralok szamara nem konnyli még ezt a disszertacios format megszokni,
mivel egyeldre nincs még meg ennek a formdnak a tradicidja. A jelolt mindazonaltal
ténylegesen probalt minden szempontot figyelembevéve legjobb tudasa szerint eljarni a
formatum betartasa tigyeben.

(2) Az eredmények és jelentéségiik folyékony befogadasat tovabb neheziti, hogy a doktori
miiben rendkiviil sok helyen fordulnak eld a jel6lt publikacidinak konkrét elemeire (pl. dbraira)



torténd kiilsé hivatkozasok. A doktori mii 6nall6 feldolgozhatdsdgat ez a bemutatasi mod
erOsen hatraltatja. Neéhany, onkényesen kiemelt példa: (i) a 4. abran a kisérletekben
effektorként alkalmazott liponsav koncentracioja csak a hivatkozott cikkbdl deriilhet ki; (ii)
(27.0.) ,,A Fig. 4 [cikkben] mutatja be azokat az eseteket [...] (sic!); (iii) 8., 15. abra szovegei:
,,Jasd az abraalairast a cikkben”.

Véalasz: A jeldlt hivatkozik részben a fentebb targyaltakra, ugyanakkor megjegyzi, hogy
lehetetlen lett volna betartani a rovid disszertacios format, ha cikkenként tobb mint 1-2
reprezentativ abrat hasznal a disszertacioban. llletve Ujfent csak a Doktori Szabalyzat
megfeleld szekcidjara hivatkozik a jel6lt (13.0.): “A rovid értekezés és a mellékelt dolgozatok
egyiitt képezik a doktori miivet.”. A iii. kritikai pont tekintetében megjegyzi a jel6lt, hogy az
emlitett ,,lasd az 4braalairast a cikkben” szovegrész a 8. abra alairasaban példaul akkor jelent
meg amikor az mar igy is 10 sort képezett (nyelvi szempontbdl ismert, hogy a magyar széveg
sokszor hosszabb mint a megfeleld angol verzid), ill. pontosan igy hangzott: “Részletes
Kisérleti koriilményekért lasd az abraalairast a cikkben.”. A 15. abra alairasaban a 6. sorban
irddott és pontosan a kovetkezd: “Tovabbi részletekért lasd az abraalairast a cikkben.”. Itt ha
minden informaciot atirunk a publikacioban szerepld abraalairasbol akkor az meghaladta volna
a disszertacio szovegében hasznalt részletességet és akkor az jelentett volna értelmezési
nehézséget az olvasé szamara. A jel6lt probalt a disszertacioban szerepld abrak alairasaban a
legfontosabb  informaciokra hagyatkozni, @sszhangban a disszertacio szdvegének
részletességevel.

(3) A szerzo a kisérletek koriilményeit egyes helyeken egy MTA doktori mii jellegétol némileg
idegen maddon, aprélékos technikai részletességgel ismerteti, kevés értelmezés mellett (pl. a 44.
oldalon a hLADH variansok kristalyositasi korilményeit).

Vélasz: Minddssze a legfontosabb — &ltaldban részletes optimalizaciok eredményeképpen
szlletett — technikai informéaciokat szerette volna megjeleniteni a dolgozatban a jel6lt, hogy az
olvasonak legyen elképzelése arrol, hogy pl. milyen kémiai kdrnyezetben sikerilt sok év utan
kikristalyositani végil a hE3 mutansokat. De egyetért a jelolt a Birdldval, hogy ezt a széveg
jobb olvashatdséaga érdekében akar el is lehetett volna hagyni, a jel6lt is hataresetnek gondolta
ezt a tartalmi megjelenitést.

Kérdések:
(1) A 4. abrdn bemutatott NADH-fogyasi, szuperoxid-képzési illetve H202-kepzési
reakciosebességekbdl — illetve tovabbi, részletesebb kinetikai analizisb6l — meghatarozhat6 az
E3 alegység illetve a KGDHk adott enzimreakciokra vonatkozd atviteli szama (pl. s-1
egységben)? Ezen értékek Osszevetd analizise tovabbi értékes mechanisztikus informacioval
szolgalhat.

Vélasz: A 4. abran lathatd analizishez még természetes forrasbdl szarmazé (sertés sziv)
enzimeket hasznaltunk. Mig a LADH enzim prepardtum meglehetdsen tiszta volt (MS alapjan),
a KGDHk preparatum nagy mennyiségii BSA-t és egyéb fehérje-szennyezdket is tartalmazott
(SDS-PAGE alapjan). Atviteli szamok szamitasara inkabb alkalmasak azok a mérések,
amelyek a 2014-es JBC, ill. a 2015-0s FRBM cikkeinkben szerepelnek.



A fizioldgias (forward Katalitikus iranyd) KGDHk reakcioban az E1 alegyseég altal
katalizalt reakciolépés a sebessegmeghatarozd. Ez valoszinileg érvényes a forward-iranyd
ROS-képzésre is, mivel megallapitast nyert, hogy azonos kérilmények kdzott az izolalt hE1k
alegység és az intakt hAKGDHk 6sszemérhetd ROS-képz6 kapacitassal rendelkezik (Ambrus et
al., FRBM, 2015). Az izolalt hE1lk alegységspecifikus Kinetikai analizise (o-KG+2,6-DCPIP,
600 nm [normal aktivitds mérése kiilsé oxidaloszer jelenlétében]) dsszehasonlitasban az in
vitro 0sszeépitett LKGDHk megfelel6 adataival (NADH-detektéalds, 340 nm) azt mutatta meg,
hogy keai=6,7 s (normal hE1k aktivitas, pH=7,5; Nemeria®, Ambrus*, Patel”, et al., JBC, 2014,
Table 1 alapjan; *megosztott elsé szerzok), ill. 0,55 st (normal hKGDHKk aktivitas, de a hE1k-
ra szdmolva, pH=6,3; Ambrus et al., FRBM, 2015, Fig. S4. alapjan). A két esszét nem lehet
megfeleléen Gsszevetni elsOsorban a vizsgalt rendszerek szamottevd kiilonbsége miatt. Ha a
hE1k-specifikus értékhez hasonlitottuk az izolalt hE1k szuperoxid-képzését (a-KG(+O2) cyt ¢
jelenlétében [a keletkezd primer termék, a szuperoxid detektalasara, 550 nm]) 0,12%-nyi
(keat=0,0076 s1) katalitikus hatékonysagot kaptunk (pH=6,3; Nemeria*, Ambrus*, Patel?, et al.,
JBC, 2014, Table 1 alapjan; *megosztott elsé szerzdk; a H,O, a szuperoxidbdl spontan
diszmutacioval keletkezik, nem enzimatikus folyamatban). Az intakt hKGDHk forward-iranyd
ROS-termeld reakcidja esetében ke=0,0106 s (hElk-ra szamolva Gjfent, pH=6,598; Ambrus
et al., FRBM, 2015, Fig. 4. alapjan; 28% eltérés az izolalt hE1k enzimre mért értékt6l), amely
a normal hKGDHKk aktivitdshoz hasonlitva 1,9%-nyi hatékonysag.

A reverz katalitikus iranyd ROS-képzé hKGDHk reakcioban 0,07 s az atviteli szam (az
E3 alegységre szamolva, pH=6,598; Ambrus et al., FRBM, 2015, Fig. 4 alapjan). Ezt nem
tudjuk Osszevetni a reverz-irdnyd normal hKGDHk reakcioval, mert a normal hKGDHk
reakcio irreverzibilis. A megfelelé forward-iranya értékkel Osszevetve ~7-szeres faktort
kapunk, amely szintén jél mutatja, hogy a reverz katalitikus irdnyld ROS-képzés sokkal
hatékonyabb mint a megfelelé forward iranyd folyamat. Az izolalt hE3 esetében a reverz-
irany ROS-képzési reakcioban atviteli szamra 0,19 s értéket kaptunk (pH=6,3; Ambrus et
al., HMG, 2011, Fig. 2 alapjan). A megfelels reverz-irany( LADH reakcioban a kca=279,4 st
(pH=7,3; Ambrus et al. HMG, 2011, Fig. 1B alapjan), amely azt mutatja, hogy a megfeleld
ROS-képzési kapacitas ennek az aktivitasnak a 0,07%-a.

A fenti eredmények egyrészt azt mutatjak, hogy az egyes alegységek mas hatékonysaggal
miikodnek amikor a hKGDHk részei, masrészr6l pedig megallapithatd, hogy a ROS-keépzési
potencial a normal szubsztratokkal végbemend megfeleld reakcidk hatékonysaganal
nagysagrendekkel alacsonyabb (a tobbszor eltérd pH értékek pedig nem okoznak nagysagrendi
kilonbsegeket). A szuperoxid-anion és a bel6le késébbiekben képz6dé reaktiv termékek (pl.
H202, hidroxil-gyok, peroxinitrit, stb.) reaktivitasat, a (kismolekulds és enzimatikus
antioxidans rendszerek altal) nem teljesen ellenstlyozott ROS-termelés esetenkénti kronikus
jelenlétét és a specifikus esetekben kiilondsen szamottevéen megemelkedett ROS-képzési
potencialt (pl. acidozis, bizonyos patogén mutansok esetében) is figyelembe véve a hKGDHK,
a hE3 és patogén mutansaik ROS-képzése patologias jelent6ségli lehet még a kimutatott
relative csekély katalitikus hatékonysag ellenére is.



(2) (19.0.) ,,[...] a hLADH ROS-képzésere pH-fiiggé modon szelektiv gatloszereket kezdiink
el fejleszteni [...]. Ezekkel a gyogyszerjelolt molekulakkal az LS-nél nagyobb hatékonysagot
probalunk majd elérni, bar az egyik molekularis kiindulépont maga az LS lesz.” A hivatkozott
molekulak valoban elérték a ,,gyogyszerjelolt” statusz farmakologiai kritériumait? Milyen
megfontolasok alapjan gondoljak azt, hogy a liponsavnal nagyobb potencidju effektor
molekuldk fejleszthetok?

Vélasz: Hivatkozva majd szintén a Dr. Gal Péter Biralé Urnak részletesen megirt 8. valaszra
(a kérdés ez volt: “Kérem a jeloltet, hogy fejtse ki bévebben a gyogyszerfejlesztési
koncepciojat, és azt, hogy eddig milyen eredményeket értek el.”), amelyet a védésen
természetesen részletesen ismertet majd a jelolt, meg kell jegyeznie a jeldltnek, hogy az ebben
a kérdésben emlitett munkak (a ROS-termelés elleni inhibitorok fejlesztése) még csak
koncepcio szintjén léteznek €s megvaldsitasuk kozéptava cél. Ez foleg azért van igy, mert a
gyogyszerfejlesztési projektjeinkben egylittmiikddé partneriink, a Cyclica, Inc. (Toronto,
Kanada) nagyobb kezdeti érdeklédést tanusitott az adaptor-molekula fejlesztési otletiink irant
(olyan molekulak fejlesztése, amelyek potencialisan visszakapcsolhatjak a disszocialé patogén
hE3 mutdnsokat a megfeleld komplexekre).

Amikor ez a (ROS-képzés elleni inhibitor-fejlesztési) projekt beindul — és a tobbi jovobeli
kismolekulas gyogyszerfejlesztési projektiinkben is — természetesen nagy figyelemmel és
korultekintessel szelektaljuk majd (iterativ mddon) a gyogyszerjellt molekulakat. Ennek
keretében természetesen elsdrendli szempont lesz a farmakologiai kritériumok (pl. a Lipinski-
szabalyok) betartasa. Szerencsére a Cyclica cégnek nalunk nagyobb tapasztalata van
gyégyszerfejlesztési projektekben és segitségiinkre lesznek ezligyben is.

A masodik alkérdésre reflektalva, nem tudjuk, hogy képesek lesziink-e a liponsavnal
nagyobb potenciaju effektor molekulak kifejlesztésére az E3 ROS-termelésének gatlasa
szempontjabol. Mindazonaltal ezt mindenképpen szeretnénk megcélozni, hiszen ROS-képzeés
elleni inhibitor-fejlesztési motivacidinkat nem szeretnénk kénnyen feladni, ill. maga a liponsav
csak relative nagy koncentracioban hatékony ilyen tekintetben (pl. a KGDHk forward-iranyu
ROS-képzését ~70%-ban csak 2 mM-os koncentracidban tudta gatolni, in vitro; Ambrus?,
Tretter®, et al. INC, 2009, Fig. 2F; “megosztott elsé szerzék). Mivel a liponsav valamennyire
hatékony tehat ebbdl a szempontbol, elképzelhetd a jeldlt szerint, hogy az irodalomban leirt
szamos liponsav-derivativum kozil lesz amelyik esetleg még hatékonyabb is lesz néla, ill.
szerkezeti informaciok birtokaban fejleszthet6 is lesz esetleg potensebb liponsav-szarmazék
vagy mas alapvazu molekula.

(3) A 20. oldalon bemutatott kisérletekben a KGDHk forward iranyd ROS-képzését
liponsavkoncentracio fuggvényében vizsgaltak. Hogyan fugg ez az aktivitas a szubsztratok
(02, DHLA) koncentracidjatol?

Vélasz: Ezekben a kisérletekben csak a kisérleti médiumban természetes modon oldott O
koncentracidjan (~250 uM) dolgoztunk. Az elektron-donor szubsztrat az alfa-ketoglutarat volt,
amely esetében telitési koncentracidt allitottunk be (1 mM) és azt sem valtoztattuk. Mindezeket
azért tettlik, mert ebben a kisérletsorozatban kifejezetten csak a pH, a liponsav és a NAD™
hatésait akartuk vizsgalni. A levegdvel érintkezd kiivettaban 1évo oldatok esetében egyébként
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magasabb az oldott Oz koncentracié (amely az esetleges folyamatos kevertetés miatt még
fenntartott is altalaban) mint in vivo kortlmények kozott (pl. a mitokondridlis matrixban).
Mivel magasabb O» koncentracional természetesen intenzivebb a ROS-képzés s, ill. ez minden
ROS-képz6 helyre hasonléan hat, igy szisztematikusan magasabb ROS-képzést mérink
kivettdban minden ROS-képz6 hely tekintetében (pl. a mitokondriumban). Ez
méréstechnikailag hasznos is lehet egyébkent, mert érzékenyebben lehet adott esetben kimérni
a ROS-képzésheli kilonbségeket. A fenti Kisérleteket ha oxigrafos O,-fogyasztasi méréssel
kombinaltuk volna akkor meg lehetett volna allapitani, hogy az éppen aktualis O2-koncentracio
mellett hogyan alakul a ROS-képzés sebessége. Ez mindenképpen érdekes jovobeli kisérlet
lesz a szamunkra és ezért is koszonjik ezt az észreveételt/kérdést.

(4) (34. 0.) ,,[...] a szabadgyok/ROS-képzésnek szerepet tulajdonitottak mar — a direkt
patoldgias hatasain felil [...] — a fenti [PDHk, KGDHK] enzimkomplexek énregulacidjaban
[...], szignal transzdukcioban [...] is.” — Az emlitettek a dehidrogenaz komplexek aktivitasanak
rendkiviil izgalmas vonatkozasai, aminek bévebb kifejtését kérem. A jeldltnek szandékéaban all
jovobeli kutatasait e témak felé iranyitani?
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kimutattak az E1 alegységen keresztill, amelyben a liponsav-kofaktornak van elsédleges
szerepe, tiil-gyok képzésén keresztil. A mechanizmus bizonyitdsara szolgalt, hogy a
szuperoxid-diszmutaz (SOD) nem gatolta meg az enzim inaktivaciojat, az ismert tiil-gyok-
eliminalo tioredoxin viszont sikeresen felfliggesztette azt (Bunik és Sievers, Eur. J. Biochem,
2002). A tiil-gyok azéltal indukalja a komplex(ek) gétlasat, hogy az alfa-
ketoglutarat(/ketosav)-dehidrogenaz (E1) reakcid Kkatalitikus koztitermékének — az alfa-
ketoglutarat(/ketosav)-ThDP adduktnak — egyelektronos oxidaciéjat képes hatékonyan
elémozditani. Ennek az oxidacionak a terméke - az alfa-ketoglutarat(/ketosav) gyokos
fragmentuma - fogja az E1 alegységet kdzvetlenill inaktivalni azaltal, hogy egy szén-kdzpontu
gyokos fragmentumot hoz létre az E1 aktiv centrumaban. Olyan koriilmények kozott amikor
kevesebb NAD™ (mint végsé elektron-akceptor) van jelen, magasabb a tiil-gyokok steady-state
koncentracidja és igy nagyobb mértékli a komplexek sajat-gatlasa is. Telitési NAD*-
koncentréacid (ill. a tioredoxin jelenléte, lasd fent) megdvja a komplexeket a sajat-gatlastol. A
sajat-gatlas bioldgiai jelent6sége az lehet, hogy az alacsonyabb NAD*-koncentracié mellett
feler6sodé ROS-képzéstél (aerob-korilmények kozott) dvja meg (legaldbb részben) a
mitokondriumot/sejtet. Ez a mechanizmus igy egyfajta “beliilrél-kodolt” indirekt prooxidans-
kontroll hataskent is felfoghato; elképzelhetd, hogy enélkiil a mechanizmus nélkiil sokkal
nagyobb hatékonysaggal termelne ROS-t a KGDHk/PDHK. Mivel a NAD*/NADH-arany ill.
abszolut koncentracié ily modon érintett, ez a mechanizmus a mitokondrium/sejt redox-
statuszaval is kdzvetleniil dsszefiigg.

Erdekes szintén megjegyezni, hogy a liponsav-kofaktor HO2-medialt reverzibilis
glutationilacioja — 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-nonenaltol, amely a f6 lipid-peroxidacios szarmazék és egy
nagyon reaktiv molekula).



Az emelkedett ROS-szint transzkripcids, ill. poszt-transzkripcios valtozasokon keresztil
modulalhatja a sejt szignalizacidjat (Gibson et al., BBA, 2010). llyen értelemben a reaktiv
oxigénszarmazékok egyfajta szignalmolekulak is lehetnek. A H2O>-t az irodalom a {6 “hirvivé”
molekulak kozott emliti. A mitokondriumot pedig egy kdzponti ROS-visszacsatolasi
csomopontnak is tekintik a cellularis ROS-szignalizacios halozatban, mivel nem csak forrasa,
de elnyelé helye is a ROS-oknak (a ROS-eliminaléd rendszerei altal). A mitokondrium
“érzékeli” a sejten beliili metabolikus sziikségleteket, a tapanyag-ellatottsagot, a sajat
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keresztul, amelyet a sajat ROS-termelése és ROS-eliminalé képessége alapjan allit be; a sajat
ROS-termelés mértéke nagyban Osszefiigg az éppen aktualis metabolikus/redox statusszal
(Starkov, Ann N'Y Acad Sci, 2008). H>O; &ltal regulalt transzkripcios faktorokra példa az AP-
1, NRF2, CREB, HSF1, HIF-1, TP53, NF-kB, NOTCH, SP1 és SCREB-1 (Marinho et al.,
Redox Biol., 2014). Mivel a KGDHK-t tekintik az egyik legmeghatarozobb (ha nem a legfébb)
ROS-termel6 helynek a mitokondriumban (amely raadasul érzékeny is az oxidativ/ROS-
hatasokra), a KGDHk hatékony és érzékeny modulaldja és mindenképpen része a fent emlitett
folyamatoknak.

Szandékunkban all elsdsorban az 6nregulacié belsé molekularis mechanizmusat tovabb
vizsgalni a jov6ben, amikor elegendé szerkezeti adat &ll majd rendelkezésunkre az adott
komplexekrol.
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