Biraldi vélemény

Ambrus Attila: ,A lipoamid-dehidrogenaz és az alfa-ketoglutarat-dehidrogenaz komplex
molekuldris patolégiaja”
cimd MTA doktori értekezésérdl

Ambrus Attila MTA doktori értekezésében a human (dihidro)lipoamid/lipipoil-dehidrogenaz
enzimmel (LADH), és az ezt az enzimet tartalmazd enzimkomplexekkel, els6sorban az alfa-
ketoglutarat-dehidrogenaz komplex-szel (KGDHk) foglakozik. Az LADH illetve az LADH
tartalmu enzimkomplexek kulcsszerepet toltenek be a metabolizmusban, ezért az LADH
elégtelensége/deficiencidja egy ritka de sulyos autoszémalis recessziv 6roklédésl genetikai
korkép. Az LADH-t tartalmazé piruvat dehidrogendz komplex szolgdltatja az acetil-KoA-t a
citrat ciklus szdmadra, ezért alulm(ikodése a piruvat felhalmozédasahoz, laktat képzédéshez,
acidézishoz vezet. A KGDHk a citrat ciklus egy sebességmeghatdrozd |épésében jatszik
meghatdrozd szerepet, ezért funkcidvesztése altalanos energiadeficit kialakuldsahoz,
komplex anyagcserezavarok megjelenéséhez vezet. Ezeknek a betegségeknek a kezelése ma
még tavoltdl sem megoldott, ezért a jelolt altal vdlasztott téma az alapveté biokémiai
jelent6ségén és érdekességén kivil, gydgyaszati szempontbdl is rendkivil fontos. Ahhoz,
hogy gyodgyszereket tudjunk fejleszteni, ismernink kell a vad tipusd enzimek,
enzimkomplexek szerkezetét és miikodését, valamint azt, hogy az eddig leirt mutaciok
milyen zavarokat okoznak a fehérjék és a fehérjekomplexek szerkezetében és a multienzim
komplexek mikodési mechanizmusaban. Ambrus Attila dolgozataban erre tesz kisérletet:
rekombinans formaban elGallitotta az enzimkomplex izolalt alegységeit, rekonstitudlta a
KGDH komplexet, elGallitotta a hLADH mind a 14 patogén variansat, és ezeket részletes
biokémiai, és fehérjeszerkezeti jellemzésnek vetett ald a ma rendelkezésre 3allé
legmodernebb technikdkat alkalmazva. Kilénds hangsulyt forditott az enzimek és enzim
komplexek ROS-képzd aktivitdsanak tanulmanyozasdra, mivel a ROS-képzés alapvetéen
hozzajarulhat a molekularis patomechanizmusokhoz. Véleményem szerint Ambrus Attila
munkaja értékes felfedezésekkel jarult hozza az LADH és a KGDHk szerkezetének és
m(ikédésének jobb megismeréséhez, valamint az orvosi szempontbdél fontos molekularis
patomechanizmusok feltarashoz.

Jelolt eredményeit ,rovid értekezés” formajaban ismerteti. A 68 oldal terjedelm( értekezés
egy irodalmi bevezetésbdl (5.-13. oldal), 5 pontban megjelolt célkitlizésekbdl (14. oldal),
néhany alkalmazott médszer rovid ismertetésébdl (15.-16. oldal), és a dolgozat alapjaul
szolgalé 7 publikaciéban szerepl6 eredmények targyaldsabol all (17.-55. oldal). Az (j
tudomdnyos eredményeket 7 pontban foglalja 0ssze az értekezés végén. A dolgozatot egy
193 referencidt felvonultaté irodalomjegyzék zarja.

A dolgozatban csak nagyon tomoren ismerteti jelolt a kutatasi eredményei lényegét, a
részletesebb leirdasokért a publikdcidkhoz kell fordulni. Jel6lt a dolgozatban targyalt mind a
hét publikacid létrehozasaban meghatarozd szerepet jatszott, részt vett a kutatdsi koncepcio



kialakitasaban, a munka iranyitasaban, a cikkek megirasaban, és sokszor a laboratdriumi
munkaban is. A munka egy része nemzetkozi kollaboraciéban, kilfoldi helyszineken készilt.
Jelolt tudomanyos felkésziiltségét és j6 szervez6képességét bizonyitja, hogy eredményesen
irdnyitotta és hangolta 0Ossze az egyszerre tobb helyszinen folyd tevékenységet. A
dolgozatban ismertetett eredményekbdl jelolt témavezetésével két PhD dolgozat is sziiletett.
A dolgozatot alaposan attanulmdnyozva nem maradt kétségem afel6l, hogy jelolt a
tudomadnyteriilet nemzetkozileg elismert szakértje, aki 6nalldé munkaja révén jelentGsen
hozzajarult ismereteink gyarapitasahoz. A dolgozat ezenkiviil tobb érdekes, tovabbi
kutatdsra érdemes kérdést is felevet.

A jelolt altal a dolgozat végén osszefoglalt hét tudomanyos eredményt UGj tudomdanyos
eredménynek fogadom el. Ezek roviden a kovetkez6k:

1.) Az exogén liponsav aciddzisban gatolja a KGDHk és az LADH reverz katalitikus irdnyd ROS
képzését.

2.) ElGallitottdk mind a 14 ismert betegség-hordozé hLADH varidanst rekombinans mddon
nagytisztasagu formaban. Jellemezték a varidnsok enzimaktivitasat és ROS-képz6
kapacitdsat. Kimutattak, hogy a hLADH négy betegséget okozd mutacidja fokozza a reverz
katalitikus irdanyd ROS-képzést és annak pH-érzékenységét.

3.) A forward katalitikus iranyd ROS-termel6 képesség tekintetében a hKGDHk E1
komponense, illetve E1-E2 alkomplexe 6sszemérheté a teljes hKGDHk-vel. A csdkkent
kotédési képességli patogén hLADH mutdnsok esetében a hKGDHk-E1-E2 alkomplex altali
forward katalitikus irdnyd ROS-képzés jelent6sen hozzajarulhat a patomechanizmusokhoz és
a klinikai tiinetek kialakulasahoz.

4.) Krio-EM, CL-MS és molekulamodellezés technikdk egylittes alkalmazasaval meghataroztak
a hKGDHk E2 komponensének szerkezetét.

5.) Meghataroztdk a hKGDHk alegység-sztochiometridjat, amely 24:24:12-nek adddott.
Javaslatot tettek a teljes multienzim komplex szerkezeti topolégidjara.

6.) Tiz betegséget okozd hLADH varidnsra vonatkozéan meghatdroztak a peptid szint(
molekulaszerkezeti/dinamikai valtozasokat oldatban, 25 °C-on, hidrogén/deutérium-csere
tomegspektrometridval és javaslatot tettek a vonatkozé molekularis patomechanizmusokra.

7.) Hét betegséget okozd hLADH variansnak és a vad tipusi hLADH-nak meghatdroztdk a
nagyfelbontasu kristalyszerkezetét, illetve a hidrogén/deutérium kicserél6dési adatokat is
figyelembe véve, a vonatkozé molekularis patomechanizmusokra is javaslatot tettek.



Az értekezéssel kapcsolatos megjegyzéseim illetve kérdéseim a kévetkezok:

1.) Az ,Alkalmazott mddszerek” fejezetben meglehet6sen szerencsétlen megfogalmazasnak
tartom a kovetkezé mondatot: ,A periplazmatikus rendszer elméletileg funkcionalisan jobb
minGségli fehérjét szolgaltat, mig a citoszdlikus rendszer Iényegesen nagyobb mennyiségben
termeli a fehérjéket, amely pedig szerkezetvizsgalati céljaink miatt valt mindenképpen
szlikségessé (NMR, kristalyositasi probak)”. A szerkezetvizsgdlat soran nyilvdn nem lehet a
nagyobb mennyiség miatt funkciondlisan rosszabb min&ségl fehérjével dolgozni. A
szerkezetvizsgdlathoz nagy mennyiség, funkciondlisan teljesen aktiv fehérjére van sziikség.
Osszehasonlitottak-e a periplazmatikus rendszerbél nyert rekombinans enzimpreparatumok
specifikus aktivitdsat a citoszolikus rendszerbél nyert preparatumok specifikus aktivitasaval?
Jelolt azt is megemliti, hogy még egy refolding eljarast is kidolgoztak az inkluzids testekbe
jutott rekombindns fehérjék renaturaldsara. Ez a moddszer milyen minGségl
fehérjeprepardtumot szolgaltatott, és hasznaltdk-e valamelyik fehérje szerkezetvizsgalata
soran?

2.) A dolgozatban olvashatjuk, hogy a kiilonb6z6 patogén mutansok esetében a hLADH
enzimaktivitds csokkenésének mértékébdsl nem jelezhetd jol el6re a betegség lefolydsanak
sulyossaga. Nyilvanvald, hogy egyéb tényezGbket is figyelembe kell venni. llyen tényezé lehet,
hogy a mutans hLADH csokkent affinitassal kotédik a komplexekhez. Elképzelhet6-e olyan
eset, hogy a mutans nagy affinitdssal kotédik a komplexhez, viszont improduktiv médon (pl.
nem megfelels térbeli orientdcidban), vagy pedig sériil a komplex sztdchiometridja?

3.) Jelolt azt is kimutatta, hogy az izoldlt LADH képes ROS-t termelni a komplexektdl
fliggetlendl is, és felveti, hogy ennek a ROS képzésnek a gatlasa terdpias szempontbdl
hasznos lehet. Van-e arra valami adat vagy becslés, hogy patolégias allapotokban milyen
mennyiségben van jelen szabad LADH és ez az 6sszes ROS képz6dés mekkora hanyadaért
felelés?

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
ellentmondas, mivel az LADH ROS képzése kozvetlentil a FAD-on keresztiil valdsul meg. Jelolt
szerint elképzelhet6, hogy a mutdcid a FAD reakcidképességének novelése altal akar tul is
kompenzdlhatja a FAD veszteség mennyiségi hatdsat. Ehhez képest meglep6, hogy az
irodalom leir egy G194C homozigdta beteget, aki a terdpids célu FAD podtlasra jol reagdlt.
Hogyan oldhaték fel ezek az ellentmondasok?

5.) Jel6lt CD spektroszkdpidval is vizsgalta a hLADH és patogén mutansainak szerkezetét. A
tavoli UV fényben felvett CD spektrum a fehérje méasodlagos szerkezeti elemeirdl (pl. a-hélix,
B-lemez), ezek aranyairdl szolgaltat informaciét. A CD spektrumok felvétele semleges pH-n
(pH=7,3) tortént. Erdekes lett volna megnézni a CD spektrumok pH fliggését, kiilonos
tekintettel arra, hogy patoldgids szituacidkban a pH savas irdnyba tolddik el.
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6.) A dolgozat egyik fontos eredménye, hogy sikerilt az LADH tartalmu enzim komplexeket
rekombinans alegységekbdl Osszeépiteni. Mivel rendelkezésre allnak a mutdns hLADH
fehérjék is tisztitott formaban, nem lehetne valamilyen mddszerrel legalabb kozelitd
pontossaggal megmérni a kilonb6z6 hLADH mutansok kotédésének erdsségét a
komplexekhez?

7.) A hidrogén/deutérium kicserélédési kisérletek kiértékelésével kapcsolatban a
dolgozatban azt olvashatjuk, hogy a deutérium beépiilés tekintetében egyik mutans
esetében sem volt markdns valtozds a dimerizaciés 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-terminalisdban, mig a D444V és I1358T mutdnsok esetében a domén
egész hosszaban detektalhatdok valtozasok. Ezek a valtozdsok nem befolyasoljdk az LADH
dimerizaciojat?

8.) A célkitlizések kozott szerepel (5. pont), hogy a jelolt gydgyszermolekuldkat fog tervezni,
a hLADH elégtelenség, illetve a hKGDHk/hLADH ROS képzésével kapcsolatos betegségek
kezelésére. Az eredmények ezt egyaltalan nem targyaljdk, minddssze arra torténik utalds a
dolgozatban, hogy a liponsav jo kiinduldsi molekula lehet ilyen fejlesztéseknél. Kérem a
jeloltet, hogy fejtse ki bévebben a gydgyszerfejlesztési koncepcidjat, és azt, hogy eddig
milyen eredményeket értek el.

A fenti észrevételek a dolgozat |ényegi részét nem érintik.

Osszefoglalva, Ambrus Attila doktori dolgozataban bemutatott munka jelent8s mértékben
jarult hozzd a tudomanyterilet fejlédéséhez. Jelolt tudomanyos teljesitménye megfelel az
MTA doktori fokozathoz elvart kdvetelményeknek, ezért javaslom a nyilvanos vita kitlizését
és az MTA doktori cim odaitélését.
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Gal Péter
tudomanyos tanacsado
az MTA doktora



