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Biraloi vélemény

Ambrus Attila
“A lipoamid-dehidrogenaz és az alfa-ketoglutarat-dehidrogendz komplex molekularis
patoldgiaja”
ciml MTA doktori értekezésérdl

A human (dihidro)lipoamid-dehidrogenaz (hLADH) szamos létfontossagu dehidrogenaz komplex kdzos
alegysége (E3), amelynek mutdcids eredet(i funkciévaltozasai altaldban sulyos lefolydsu kérképekhez
vezetnek. A betegségek hatterében all6 aminosavszekvencia-valtozasok tobbféle molekularis
mechanizmus révén is befolydsolhatjdk a hLADH élettani mikodését: a LADH aktivitas valtozdsa mellett
a reaktiv oxigénszarmazék (ROS)-képz6 aktivitas novekedése, valamint a dimerizaciét illetve magasabb
szintld komplexképzést meghatdrozé fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokban illetve a FAD prosztetikus
csoport kotésében bekovetkezd valtozasok is hozzdjarulhatnak a sejtes mikodészavarokhoz. A
molekulaszerkezeti ismeretek hidnya azonban nagyban hatréltatja e molekuldris patomechanizmusok
felderitését. Ambrus Attila és kollégai jol tervezett munkajukkal, kitarto eréfeszitéseikkel e terilethez
tettek jelentds hozzajarulasokat.

A doktori mlinek a jelolt altal Uj eredményként ismertetett tézispontjait elfogadom; ezek az
olvasatomban a kovetkezG6k:

1. Kimutattdk, hogy a liponsav savas korilmények kozott gatolja az a-ketoglutarat-dehidrogendz
komplex (KGDHk) altal katalizalt ROS-képzést (Ambrus et al. (2009) J. Neurochem. 109:222). E
felfedezés hozzdjarulhat jov6beli ROS-képzés gatldszerek fejlesztéséhez.

2. Ismert betegségokozd hLADH variansok rekombinans formaban tortént el&allitasa, és a tisztitott
fehérjék vizsgalata révén kimutattdk, hogy egyes hLADH varidnsok megemelkedett ROS-képz6
aktivitdst mutatnak, ami a patomechanizmus fontos eleme lehet (Ambrus et al. (2011) Hum. Mol.
Genet. 20:2984).

3. Kimutattak, hogy a hLADH (E3) aktivitdas mellett — csokkent komplexképzd képességli E3 variansok
esetében — a KGDHk E1-E2 alkomplexének un. forward iranyd ROS-képzése is hozzajarulhat a
patomechanizmushoz (Ambrus et al. (2015) Free Radic. Biol. Med. 89:642).

4. Rontgenkrisztallografia segitségével meghataroztak szamos betegségokozé hLADH varians nagy
felbontdsu szerkezetét (Szabd et al. (2018) Free Radlic. Biol. Med. 124:214 (a jeldlt utolsé szerzG6); Szabd
et al. (2019) Hum. Mol. Genet. 28:3339 (a jelolt utolsé szerzd)), és az aminosavszekvencia-valtozasok
altal kivaltott szerkezeti-dinamikai valtozasokrél hidrogén-deutérium kicserél6dés-
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tomegspektrometrids (HDX-MS) technikaval is szereztek informaciét (Ambrus et al. (2016) Biochem.
Biophys. Acta — Mol. Basis Dis. 1862:2098).

5. A hKGDHk DHLA szukcinil transzferaz (E2) komponensének szerkezetvizsgdlataban is attorést értek
el krio-elektronmikroszkdpia, keresztkotéses tomegspektrometria illetve molekuladinamikai
szimulaciok integrdlt alkalmazasaval (Nagy et al. (2021) Biochem. Biophys. Acta — Gen. Subj.
1865:129889 (a jelodlt utolsé szerzd)).

A doktori m( rovid értekezés formdjaban, elbiraldsra alkalmas allapotban kerilt benyujtasra. A fent
felsorolt tézisek hét publikacidban kdzolt munkdn alapszanak. A cikkek koziil a jelolt négyben elsg,
haromban pedig utolso szerzé.

Kritikai észrevételek:

(1) Atézisfuizet szovegével ellentétben a doktori ml egésze nem olvasmanyos, a nagy mennyiségl adat
kozlése a legtobb helyltt meglehetdsen leird jellegl, kevés értés-segitd értelmezést tartalmaz.

(2) Az eredmények és jelentéségik folyékony befogadasat tovabb neheziti, hogy a doktori miben
rendkivil sok helyen fordulnak el6 a jel6lt publikacidinak konkrét elemeire (pl. abrdira) torténd kiilsé
hivatkozasok. A doktori mU 6nall6 feldolgozhatdsagat ez a bemutatasi méd erésen hatraltatja. Néhany,
Onkényesen kiemelt példa: (/) a 4. abran a kisérletekben effektorként alkalmazott liponsav
koncentracidja csak a hivatkozott cikkbdl deriilhet ki; (ii) (27. o0.) ,,A Fig. 4 [cikkben] mutatja be azokat
az eseteket [...] (sic!); (iii) 8., 15. dbra szbvegei: ,lasd az dbraalairast a cikkben”.

(3) A szerzd a kisérletek koriilményeit egyes helyeken egy MTA doktori mi jellegétsl némileg idegen
maodon, aprolékos technikai részletességgel ismerteti, kevés értelmezés mellett (pl. a 44. oldalon a
hLADH variansok kristalyositasi korilményeit).

Masrészrél viszont dicséretesnek tartom, hogy a szerz6 az egyes fejezetek végén precizen ismerteti
sajat és kollégdi hozzajaruldsat az egyes munkakhoz.

Kérem, hogy a jelolt vélaszoljon a dolgozattal kapcsolatban felmerdlt aldbbi kérdésekre:

(1) A4. dbran bemutatott NADH-fogyasi, szuperoxid-képzési illetve H,0,-képzési reakcidosebességekbdl
— illetve tovabbi, részletesebb kinetikai analizisb6l — meghatdrozhaté az E3 alegység illetve a KGDHk
adott enzimreakcidkra vonatkozé atviteli szdma (pl. s egységben)? Ezen értékek 6sszevetd analizise
tovabbi értékes mechanisztikus informacidéval szolgalhat.

(2) (19.0.),[...] a hLADH ROS-képzésére pH-fligg6 mddon szelektiv gatldszereket kezdiink el fejleszteni
[...]. Ezekkel a gydgyszerjelolt molekuldkkal az LS-nél nagyobb hatékonysagot probalunk majd elérni,
bar az egyik molekularis kiindulépont maga az LS lesz.” A hivatkozott molekuldk valéban elérték a
,gyogyszerjelolt” statusz farmakolégiai kritériumait? Milyen megfontolasok alapjan gondoljak azt,
hogy a liponsavnal nagyobb potenciaju effektor molekulak fejleszthet&k?

(3) A 20. oldalon bemutatott kisérletekben a KGDHk forward irdnyd ROS-képzését liponsav-
koncentracié fliggvényében vizsgaltak. Hogyan fligg ez az aktivitds a szubsztratok (O,, DHLA)
koncentrdciéjatol?

(4) (34. 0.) ,[...] a szabadgyok/ROS-képzésnek szerepet tulajdonitottak mér — a direkt patoldgias
transzdukcidban [...] is.” — Az emlitettek a dehidrogendz komplexek aktivitasanak rendkivil izgalmas
vonatkozasai, aminek bévebb kifejtését kérem. A jeloltnek szandékdban all jévébeli kutatasait e témak
felé irdnyitani?
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A doktori mi hiteles adatokat tartalmaz. A mvet nyilvanos vitara alkalmasnak taldlom. A doktori
munka eredményeit elegendének tartom az MTA Doktora cim megszerzéséhez, és a nyilvanos védés
kitlizését javaslom.

Budapest, 2022.02.09.

Kovacs Mihaly
az MTA doktora
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