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1. Bevezetés

1.1. a-ketosav-dehidrogenaz enzimkomplexek

Az a-ketosav-dehidrogenaz enzimkomplexek (KSDHKk-k) kulcsszerepet toltenek
be a mitokondrium és igy a sejt miikodésében. Az eltéré a-ketosavak oxidativ
dekarboxilezésére specializalodott komplexek egyszerre birnak jelentoséggel az
energiatermeld és metabolikus folyamatokban (1. dbra). Katalitikus reakcidikban magas
csoportatviteli potencialtt acil-koenzim-A (acil-KoA) ¢és CO: keletkezése mellett
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD") redukalddik [1, 2] (2. 4bra).

A komplexeket altalaban haromféle alegység épiti fel. Ezeket a szakirodalom az
enzimet kifejezé E melletti szammal (1, 2, 3), illetve kisbetiikkel jeloli. Ez utobbiak a faji
eredetre (pl.: human, h), illetve a szubsztratspecifitasra (pl.: a-ketoglutarat, k) utalnak (1.
tablazat). A reakciok pontos végbemeneteléhez a harom komponens (El: o-ketosav-
dehidrogenaz, E2: dihidrolipoamid-aciltranszferaz, E3: dihidrolipoamid-dehidrogenaz)

Osszehangolt miikodése sziikséges.

1. tabldazat. A KSDHKk alegységek

Komplex Magképzo alegységek Periférias alegységek
Qe . iruvat-dehidrogenaz
piruvat-dehidrogenaz dihidrolipoamid- P (E1p) 8
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a-ketosav-dehidrogenaz dihidrolipoamid- o-ketosav-dehidrogenaz
komplex aciltranszferaz (E2e) (Ele)
(ELKDHK, e) E3
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1. abra. A KSDHk-k altal katalizalt reakciok. A sematikus abran a metabolikus Iépéseket nyilak jel6lik. A tobb 1épéses reakcidosorok esetén szaggatott
nyilak lathatoak.
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2. abra. A KSDHKk-k altal katalizalt altalanos reakeio

A szerkezeti gerincet az E2 alegység biztositja. A 60 (az eukaridta PDHK-ra jellemzé
pentagonalis dodekaéder, 20x3-as felépités) vagy 24 (minden mas esetben jelentkezd
kocka/hexaéder, 8x3-as felépités) kopia Osszekapcesolodasabol 1étrejovo szabalyos maghoz
kotédhetnek a periférias alegységek (1-2. tablazatok). Az eukariota PDHk-k esetén egy
tovabbi - az E3 alegység kotésére szakosodott, éppen ezért ,,E3-kotd fehérje” (E3KF) névre
hallgato - alegység is sziikséges a funkcionalis komplex felépitéséhez. Ennek az alegységnek
a szerkezeten beliili kopiaszama jelenlegi tudasunk alapjan nem ismert teljes bizonyossaggal.
Az irodalom 12 [3], illetve 20 [4] (E2 alegységeket helyettesitd) E3KF alegységrol is ir, de
felmeriilt mar az 6tszogletii lapokhoz valo kotédése is [5]. Az E3KF enzimatikus (katalitikus)
aktivitassal nem bir. A harom enzimaktivitassal bir6 alapalkot6 alegység szamos aranyu
megjelenését irtak le (2. tablazat). A kiilonbségek okai a faji eredetben és a komplexek
(szubsztratspecifikus) kiilonbozdségében (valamint néhol sajnalatos mérési hibakban is)
gyokerezhetnek. Erds bizonyossdgot azonban csak az eddig meg nem sziiletett komplett
komplex szerkezetmeghatarozasoktol remélhetnénk.

Az alegységek kozott kialakulo kapcsolatok erdsségiik alapjan elkiilontilnek. Az E1-
dimerek erésebben, mig az E3-dimerek gyengébben kotédnek a magokhoz [1, 6, 7]. Ujonnan
publikalt kisérleti eredmények azt is kimutattak, hogy példaul a hKGDHk esetén a hE3 csak
hEI1k jelenlétében vehet részt a komplexképzésben [8]. A periférias alegységek kotésében
elsGsorban a magalkot6 E2 alegységek kinyulo periférias alegység-koté doménje vesz részt
[9-11], am bizonyos esetekben a magdomén is fontos szerepet tolt be az E1 egység kdtésében
[8, 12]. A KSDHKk-k szabalyozasaban a szubsztratok hatasain til a PDHk és az ELKDHk
esetén szabalyozo kinaz (gatlo) és foszfataz (aktivator) egységek is részt vesznek. Ezek
szerepét és aranyat a faji eredet és a katalizalt specifikus reakciok egyszerre befolyasoljak [1,
2,9-11, 13, 14].



2. tablazat. A KSDHK-kK felépitése

_ Lancarany Periférias _
Komplex Faj L alegységek Referencia
(E1:E2:E3) térbeli helyzete®
a-ketosav- Thermoplasma
dehidrogenaz . . 42 (E2) - [15]
komplex acidophilum
ichi i El: ¢élek
Escherichia coli 24:24:12 [13, 16, 17]
(E. coli, ec) E3: lapok
i i El: élek
Azotobacter vinelandii 24:24:12 [18]
(av) E3: lapok
i El: kiilso szféra
Bacillus 48:60:12 HRo s [19-22]
stearothermophilus E3: kiilsé szféra
Saccharomyces 60:12:12 E3: kiils6 szféra, (23]
cerevisiae (E2:E3KF:E3) lapok
120:60:10-12
El: élek
Bos taurus (E1[02B2]: [24]
E3: lapok
E2:E3)
60:12:12
PDHk Bos taurus E3: lapok [25]
(E2:E3KF:E3)
88:60:12:12
Bost (E1[osfs]-E2 E1: kiils6 szféra [26]
0s taurus azB2]:E2:
22 E3: kiilsé szféra
E3KF:E3)
48:12
Bos taurus - [3]
(E2:E3KF)
] 120:60:12:12
Homo sapiens E1: kiilsd szféra
(E1[02B2]:E2: ) [5, 13]
(humaén, h) E3: kiilso szféra
E3KF:E3)
160:40:20:40
] El: kiils6 szféra
Homo sapiens (E1[02p2]:E2: [4]
E3: kiils6 szféra
E3KF:E3)

10



El: élek és lapok

_ i kozott
Escherichia coli 12:24:12 [13, 27-29]
E3: élek és lapok
kozott
Acetobacter xylinum 12:12:12 - [30]
Rattus norvegicus 10:12:14 - [31]
Bos taurus 2:2:3 - [32]
KGDHk Bos taurus 6:1:6 - [33]
El: élek
Emlds 24:24:12 [34, 35]
E3: lapok
Homo sapiens 24:24:12 - [13]
Bos taurus 24 (E2) El: élek [36]
_ El: élek
Homo sapiens 24 (E2) [37]
E3: lapok
Bos taurus 24 (E2) El: élek [36]
ELKDHk _ El: élek
Homo sapiens 24 (E2) [37]
E3: lapok

A térbeli pozicio a 24-merre (kocka), illetve a 60-merre (pentagonalis dodekaéder) van
vonatkoztatva.

Az enzimek sorszamuk sorrendjében egyre csokkend szubsztratspecifitast mutatnak
[9, 10]. A specifitasban igy elsdrangu felelésséggel bird E1 alegység tiamin-difoszfat
(thiamine diphosphate, ThDP) koenzime révén a szubsztratot dekarboxilalja. A bekovetkez6
CO: felszabadulas teszi irreverzibilissé a teljes folyamatot. igy is kimutathat azonban némi
atfedés a szubsztratspecificitasban egyes alegységek esetében. Ugyan alacsonyabb
preferencia szint mellett, de az E1p a-ketobutiratot [38], az E1k a-ketoadipatot [39], az Ela
a-ketoglutaratot [40], mig az Ele piruvatot [41] is képes dekarboxilalni. A folyamat soran
keletkez6 a-hidroxialkil-egység végiil acilcsoportként kapcsolodik az E2 alegységhez
kovalensen kotott lipoamidhoz (LA). Ez a folyamat vezet el végil az El enzim

Az E2 alegység alacsonyabb specificitasat a KGDH ¢s KADH komplexek kdzdsen

hasznalt E2k/a alegysége mutatja [40]. Az enzim kettOs, transzporter és enzimatikus
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funkcioval bir. A mar fentebb leirt kotés altal a nagy mozgékonysaga N-terminalis rész, mint
gyoktranszporter miikddik. Az acilcsoport az enzim aktiv centrumaban KoA-ra helyezddik
at. Ez a lipoamid dihidrolipoamidda (DHLA) t6rténé redukcidjat vonja maga utan.
reoxidacioja soran az elektronok az E3 enzim redox-aktiv cisztein aminosavain és a
prosztetikus csoportként funkcionald flavin-adenin-dinukleotidon (FAD) keresztiil végso
soron a NAD* koszubsztratra keriilnek [2, 42, 43]. Ez teszi végiil teljessé a 3. abran felrajzolt
folyamatot.

Az E3 alegység a KSDHKk-knal megismerthez nagyon hasonlé szerepet tolt be a
glicinhasito rendszerben is. A négy enzimet fel6leld ,,enzim-csoport” a fenti komplexekkel
ellentétben nem alkot szoros konstruktot. A korabban leirtakkal analég modon az itt L-

fehérjeként azonositott enzim feladata a gyok szallitadsadban fontos H-fehérje regeneracidja.

1.2. A human a-ketosav-dehidrogenaz enzimkomplexek patologias szerepe

A metabolikus enzimdeficiencidk az emberi betegségek egy egyre fokozodo
figyelmet nyerd csoportjat jelentik. A betegségek hatterében a sejtek metabolizmusdban
résztvevd enzimek szerzett vagy 6roklott hianya, illetve elégtelen mitkkodése all. A hKSDHk-
k sebességmeghatarozd szerepiikbdl, illetve a metabolizmus elagazasi pontjaiban elfoglalt
helyiikb6l addédoan keriiltek a vizsgalatok kozéppontjaba [44]. Az 6roklott deficienciak
alapjat az enzimek mutacioi jelentik, melyek altalaban autoszomalis és X kromoszomahoz
kot6do recessziv modon jelentkezhetnek [44].

Patologias allapotok a kornyezet valtozdsabol adodoan is bekdvetkezhetnek. A
mitokondialis matrixban megjelend acidozis, illetve emelkedett NADH/NAD® arany
elsdsorban a kozos hE3 alegység miikodését és a komplexhez vald kapcsolodasat

befolyasolja [13, 35, 45, 46].
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3. dabra. A KSDHKk alegységek katalitikus szerepe
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A hKSDHk-kat kitiintetetten fontos enzimaktivitasukon tul reaktiv oxigénszarmazék
(reactive oxygen species, ROS) képz6 képességiik is kiemeli. A fent megjeldlt acidozis és
emelkedett NADH/NAD™ arany mind kivaltoi, mind pedig kovetkezményei lehetnek az
KSDHk-k helytelen miikodésének. Az igy keletkezé szuperoxid-anionok (O2~), valamint
H2>02 molekulak komoly tényez6t jelentenek a mitokondridlis oxidativ stressz kialakulasaban
[13, 45-54]. A legnagyobb ROS-képz6 kapacitasa révén kiemelt figyelmet érdemlé hKGDHk
[55] ilyen jellegli aktivitasat kutatocsoportom vezetéi mutattak ki elsdként [46].

A katalitikus funkciovesztéssel megszakadd biokémiai reakciosorok, a felszaporodod
metabolikus melléktermékek, valamint a ROS kiindulopontjat jelentik szamos betegségnek,
illetve hozzajarulhatnak egyes betegségek sulyosbodasahoz. Ilyen értelemben érintettek
példaul a neurodegenerativ korképek (Alzheimer-, Parkinson-, Huntington-koérok), a
Friedreich-ataxia, az iszkémia-reperfiizié szindroma, a progressziv szupranuklearis parézis,
hipoxia-, illetve glutamat-indukalta agykarosodasok, a Wernicke-Korsakoff szindréma, a
csecsemdOkori laktat acidozis, kiillonbozd neoplasztikus elvaltozasok, a (sejt)dregedés és
bizonyos raktipusok [34, 46, 56-69].

Az okok ismeretében jelenleg hétféle terapias mod ismert. A komplex szubsztratjanak
megvonasa, a megmaradt enzimaktivitas fokozéasa (kofaktorok nagy mennyiségli adasaval),
a toxikus metabolitok blokkoldsa, a helyteleniil miikodd enzim kiilsé forrasu potlasa,
szervtranszplantacio, génterapia, valamint bizonyos relevans, kapcsol6dd enzimmiikodések
kikapcsolasa mind segithetnek [44]. Kutatocsoportunk elsddleges célja a komplexek
szerkezetének megértésén keresztiil modern farmakoldgiai médszerekkel az eredeti funkcio

legalabb részleges visszaallitasa.

1.2.1. Dihidrolipoamid-dehidrogenaz deficiencia és ROS-képzés

Az enzim alulmiikddése a szamos komplexben betdltott dehidrogenaz funkcio miatt
stlyos kovetkezményeket von maga utan (1. abra). A hPDHk-hoz k&tddden kart szenved a
glikolizis soran keletkez6 piruvat citromsavciklusba 1épése, melynek egyarant
kovetkezménye a laktat képzOdésével megjelend szisztémas aciddzis, valamint a
NADH/NAD" arany csokkenése altal a glukoneogenezis gatlasa. A hKGDHK esetén a

citromsavciklus kozvetleniil sériil, mely az energiametabolizmuson tal bizonyos felépit6 és
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lebontd folyamatokat is negativan befolyasol. A hKADH ¢és hELKDH komplexek
alulmiikddése a kiilonb6zdé aminosavak felhalmozodasadhoz vezet.

A hKSDHk-k deficienciaja sokszor indirekt modon is képes oxidativ stresszt
indukalni. Ezt mélyiil6 aciddzis és tovabbi kovetkezményes oxidativ stressz kdvetheti, amely
végiil klinikai tlineteket is okozhat. A komplexek altali direkt ROS-képzésért intakt
komplexek esetén a hE3 alegység a felelés (4. abra). Erdekes modon mig in vitro
koriilmények kozott elsésorban reverz iranyban keletkeznek szabad gyokok [46], addig az
in situ kisérletek a forward iranya ROS-képzést tamasztjak ala [47]. Ezen folyamatokban
végs6 elektronakceptorként molekularis oxigén 1ép fel [45, 70-72], mely a gyokképzd
elektronokat kozvetleniil a FAD prosztetikus csoportrol veszi at. Emellett azonban a
hKGDHk esetén bizonyitottan, mig mas komplexek esetén feltételezhetden az E1 alegység,
illetve az E1 és E2 alegységek altal alkotott alkomplex is képes ROS-t termelni [13].

A DHLA + NAD* ——= LA +NADH + H*
B DHLA+20, ——~ LA+20,7+2H

C 20,7 +NAD"+H® =—— 20, +NADH
4. dbra. A hE3 normal funkciéja és ROS-képzése. A. Az izolalt hE3 alegységen

crer

NAD" jelenlétében (vagy teljes NAD™ hiany esetén) végbemend forward iranytt ROS-képz6
E3-reakcio. C. Emelkedett NADH/NAD™ arany mellett lejatszodo reverz katalitikus iranyu
ROS-képz6 E3-reakcio. A gyokosodé molekularis oxigén DHLA-rol (forward irany) vagy
NADH-16l (reverz irany) kap elektronokat.

A hE3 deficiencia autoszomalis recessziv 6roklésmenettel rendelkezik €s legtobbszor
az érett enzimtermék mutans valtozatdban manifesztalodik [73]. A leggyakoribb, az askenazi
zsid6 populaci6 minden 100. tagjanal legalabb hordozottként kimutathato G194C
szubsztitucion tal [73] 13 tovabbi patoldgias valtozatot tart szamon az irodalom [61, 73-87].
(A mutansok konvencionalisan aminosavcseréik egybetiis kodjaval vannak jelolve, a

szamozas minden esetben az érett fehérjére vonatkozik.) Ezek az enzimszerkezeti érintettség
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szerint csoportosithatdak, igy beszélhetiink a kofaktor-kotd régiot, az aktiv centrumot és
ahhoz kozeli tertiletet, valamint a dimerizacids felszint érintd patoldgias esetekrol.

Az eddig vizsgalt patogén mutansok tobbnyire (a varakozasnak megfeleléen) a
forward, illetve reverz iranyu aktivitasok csokkenését, négy esetiik pedig a ROS-képzés
fokozodasat is mutatta. A vizsgalatok azt is megmutattak, hogy ezen esetekben a
szabadgyokképzést az enyhe acidézis fokozta. Az aktivitdsvesztés potencidlisan a
funkcionalis homodimer szétesésével, a FAD prosztetikus csoport (részleges) elvesztésével,
a szerkezeti stabilitas csokkenésével (unfolding/részleges denaturacid/gyorsabb in vivo
lebomlas), strukturalisan/funkciondlisan meghatarozo interakciok elvesztésével, illetve
lokalis konformaciovaltozasokkal magyarazhato az irodalom szerint [54].

Kalibralt méretkizarasos kromatografiaval, illetve folyadékkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometriai analizissel (nano-liquid chromatography mass spectrometry,
nano-LC-MS) megallapitottak, hogy még a dimerizacios felszinen megjelend mutaciok
Szamos esetben lehetett megfigyelni azonban a FAD részleges elvesztését (még olyan
esetben is, amikor a ROS-képzé képesség novekedése volt megfigyelhetd). Cirkularis
dikroizmus (CD) spektropolarimetriai vizsgalatok pedig azt mutattak meg, hogy a patogén
mutansok harmadlagos szerkezete nem tér el szamottevé mértékben a vadtipusétol. Ezek
alapjan egyértelmii, hogy a kiilonbség a finomszerkezeti eltérésekben rejlik [54].

A szabadgyokképzések, valamint a metabolikus eltérések (laktat acidozis,
hipoglikémia, hiperammonémia, Sth.) stiilyos neuroldgiai elvaltozasokhoz (melyek skalaja a
letargiatol egészen a fejlodési visszamaradasig terjed), s6t az egyén korai halaldhoz
vezethetnek [61, 73-75, 78-83, 88]. Az idegrendszeri tiineteken tal a szintén nagy
energiaigényli egyéb szervek (mint a sziv [78, 83] és a maj) betegségei is jelentkezhetnek
[61, 73, 74, 84, 85, 89]. A deficiencia enyhébb formajanak tekintheté az egyes mutansok

esetén jelentkez6 miopatia [86, 87].

1.2.2. a-ketosav-dehidrogenaz deficienciak és ROS-képzés

Témavezetdm elsoként mutatta ki, hogy a hKGDHk esetén az E3 mellett az E1-E2-

alkomplex is részt vehet ROS-képzésben (acidozis vagy patogén mutans hatasara disszocialo
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hE3 esetén) [13]. Kérdés, hogy az altaluk vizsgalt hKGDHKk-n és hPDHk-n tal mas rokon
komplexek (esetleg mas koriilmények kozott) részesei-e hasonld folyamatoknak. A ROS
forrasa azonban minden esetben vitak targyat képezi, mivel mindkét alkotéenzim alkalmas
kiindulopontnak tiinik. Kiindulasi pont lehet az E1 alegységek koszubsztratjaként miikodo
ThDP, mely 2a-karbanion formaja tud reakcioba 1épni molekularis oxigénnel (5. abra) [90].
A mutaciok talan az aktiv centrum milkodésének vagy a koszubsztrat, illetve mas
komplexalkotok kotésének befolyasolasaval indukalhatjak a patogén folyamatokat.

A hEI1k fehérje esetén is azonositottak autoszomalis recessziv 6roklésmintat mutatod
deficienciat. Az alegység jelent6ségébdl adodoan (az enzimesaladban a komplexeken beliil
az El alegységek altal katalizalt reakciolépések a sebességmeghatarozok) a mutaciokat
hordozo6 egyedek dontd tobbsége mar magzatkorban elhal, igy az irodalom minddsszesen
Kilenc ismert esetet ir le. A komplex karosodasabol adodd izomgyengeség, fejlodési
lemaradas, kozponti  idegrendszeri  problémak, koztik — rohamok,  valamint
majmegnagyobbodas sorolhatdk a tiinetek kozé. A laktat acidozist kezdetben alacsony, majd
hipertoniaba atcsap6 vérnyomasallapot kiséri [91].

A szintén autoszomalis recessziv orokloédésii alfa-aminoadipat és alfa-ketoadipat
aciduriak oka a hKADHk E1 alegységének genetikai hibaja [92]. A metabolikus acidozis
[93] mellett rohamokhoz [94-96], elhizashoz [94], immundeficiencidhoz [97], hipotdnidhoz
és motoros fejlodési lemaradashoz [93, 98, 99], beszédzavarhoz [99, 100], visszatérd
hanyingerhez [101], Ilégzészavarokhoz [101], fejfajashoz ¢és migrénhez [102],
figyelemhianyos hiperaktivitashoz [99], valamint diszmorf jelenségekhez [95, 99]
kapcsolhatd betegség oka az enzim misszensz, nonszensz ¢és egyéb tipusu mutacidiban
keresendo.

A hPDHk El alegységéhez kotédo betegségesoport kiilonlegessége az enzim
Osszetételében rejlik. A fenti komplexeknél megismert E1-homodimerrel ellentétben egy a-
és P-alegységek altal kialakitott heterotetramer szerkezet teszi lehetévé két kiilon fehérje
mutacioinak jelenlétét [103]. Az egyik esetben X kromoszomahoz kotott (a-alegység), mig
a masik részalegységnél autoszomalisan 6roklédé (B-alegység) misszensz, nonszensz és

egyéb tipustt mutaciokat irt le a szakirodalom [104, 105]. A betegeknél a mentalis retardacio
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mellett kisfejliség, mozgéaskoordinacios zavarok, gorcsok, rohamok, latasi problémak, s6t
bizonyos esetekben vaksag is jelentkezik. A laktat acidozist esetiikben alacsony vérnyomas
kiséri [103, 104].

A hELKDHk alegységeihez kotédo hidnybetegségeket a vizeletben felgyiilemlo és
¢édes illatot ado elagazo szénlancu savak okan 0sszefoglaléan juharszirup vizelet betegségnek
nevezik. A hPDHK-nal leirthoz hasonld modon az El alegység itt is heterotetramerként
jelenik meg. Misszensz és egyéb tipusu mutacioik 6roklédnek autoszomalisan [106, 107].
Tilneteikként étkezési ¢€és 1égzési nehézségek, hasnyalmirigygyulladas, kozponti
idegrendszeri gorcsok, kontrollalatlan 1abmozgas, altalanos izom rigiditas és opisthotonus
jelentkezik. A kortikalis atrofia és az agyi 6déma végiil a betegek halalahoz vezet.

Labordiagnosztikailag hipoglikémiat és hiperammonémiat irtak le [106].

1.2.3. Dihidrolipoamid-aciltranszferaz deficienciak és ROS-képzés

A hE1k-hE2k-alkomplex altal termelt ROS masik forrasaként a dihidrolipoamid-
aciltranszferazok prosztetikus csoportjaként funkcional6 DHLA meriilt fel. Az utobbi erds
antioxidans hatasa ellenére bizonyos koriilmények kozott prooxidansként is fellép [35, 90,
108-110]. Ezen esetben a szubsztratjatol mar megszabadult és parcialisan deprotonalt DHLA
forward iranyban, egy kétlépéses reakcidban képezhet Oz -t molekularis oxigénnel (4. és 6.
abrak) [13, 45, 76, 111].

a-ketosav-dehidrogenaz parjahoz (hElk alegység) hasonloan a hE2Kk deficiencia is
elsdsorban a komplex miikodésének karosodasahoz, semmint az izolalt enzim miikddési
zavaraihoz kotddik. A szakirodalom igen kevés autoszomalis 6roklddésti misszensz mutaciot
ir le, melyek koziil egy mutans okozza a hElk esetén mar leirt tiinetegyiittest [91, 112].

A hPDHk E2 alegységéhez kotdédo deficiencia szintén szamos hasonlosagot mutat a
hE1p alegységnél leirtakkal. A betegség els6sorban neuroldgiai tiinetekként jelentkezik
(szemtekerezgés, ataxia, koordinacios problémak, végtagok gyengeségei), melyek végiil
tolokocsiba kényszeritik az érintetteket [113]. Eleddig csak autoszomalis 6roklésti misszensz

mutaciot irtak le [113, 114].
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A hE2e autoszomalis 6roklésii deficienciaja is elsdsorban a hELKDHk-n keresztiil
érvényesiil. Az eddig megismert mutansok kozott talalhatoak misszensz, nonszensz és egyéb

valtozatok is [107], melyek a juharszirup vizelet betegség tiineteit mutatjak [106].

o) S o) S
SH + 0, — = SH + 0,
HN HN
\ \
EZ E2
o) S o) S
SH s .
HN B HN + H
\ |
EZ E2
Q S Q S
S + ()2 —_— S + OZ
HN HN
\ \
E, E,

6. dabra. A hE2k javasolt ROS-képzési mechanizmusa. A mar parcialisan deprotonalt
DHLA eldszor egyik, majd pedig tovabb deprotonalodva masodik elektronjat is molekularis
oxigénre juttatja.

1.3. Térszerkezet-vizsgalati médszerek

A betegségek kezeléséhez elengedhetetlen a mutdnsok esetén fellépd patologids
allapotok molekularis hatterének megismerése. A , térszerkezet és funkcié egysége” elvnek
megfelelden ez csak a természetes és mutans formak térszerkezeteinek megértésével és
Osszevetésével érheto el [115].

A tobb szaz vagy akar ezer aminosavbdl felépiilé fehérjék mérete atlagosan néhany
nm-t6l 1 um-ig terjedhet. Ezen szubmikroszkopikus mérettartomanyban szorasi és
diffrakcios jelenségek alapjan, illetve spektroszkopiai modszerekkel kaphatunk szerkezeti
informaciokat [115]. Az atomi szintii felbontds jelenleg harom modszer segitségével

lehetséges.
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1.3.1. Rontgenkrisztallografia

A térszerkezeti adatbankban (Protein Data Bank, PDB) tarolt tobb mint 160 ezer
fehérjeszerkezet kozel 90%-a fehérjekrisztallografiai munka eredménye (forras:
rcsbh.org/stats). Ez jol mutatja a technika alapvetd fontossagat.

Az egykristalyos rontgendiffrakcio alapja a rontgensugarzas szabalyos, rendezett
tavolsagban 1évé racspontokrol vald diffrakcidja. A kristalyban periodikusan ismétlodé
molekuldk atomjairdl szort sugarzas bizonyos iranyokban nagymértékii erdsitést mutat. A kis
tavolsagban 1€évo racssikokrol szorodo reflexiokat Gsszegezve, az intenzitas adatok alapjan
felallithatd egy térszerkezeti térkép. Az elektronokrol vald szorddas okan elektronsiiriiségi
térképként megjelendé 3D-s képletbe a szekvencia ismeretében beépithetd a teljes fehérje. Igy
végso soron térszerkezete tarul elénk. A fentieknek megfelelden a technika alapja a néhany
tized mm-es egykristaly létrehozasa. Az azonos tavolsagokkal vald szabalyos betagozodas
feltétele a nativ allapot viszonylag 4llandd konformécidja, mely madasodlagos
kolcsonhatasokkal stabilizalodik. A 30-70 (v/v)%-ban vizet magéaba zard képletek képzésére
elsdsorban globularis fehérjék képesek. A mozgékony régiok azonban nem, vagy csak a
nativtol eltéré allapotban stabilizalhatdak [116].

Ezen sz{ikit6 koriilmények ellenére is az informacidgazdagsag szempontjabol legjobb
technikarol beszéliink, igy tudosok tizezrei dolgoznak manapsag is fehérje egykristalyok
létrehozasan. A kristalyositds sordn a cél egy olyan metastabil oldatkoriilmény kialakitasa,
melyben a fehérjeegységek szabalyos, lassu folyamat sordn tagozodnak be a kristalyracsba.
Ehhez elengedhetetlen egy kezdeti labilis allapot elérése, mely gocképzddéssel teszi lehetdvé
a késobbi kristalyndvekedést. Ebbe a stadiumba azonban fehérjeoldatunkat el kell juttatnunk,
melyre szamos technika all rendelkezésre [116].

A részletes kifejtést elkeriilendd a laboratériumunkban rutinszertien alkalmazott
g0zdiffazids ilécsepp modszert irom le. A zart térben nyitott platformra helyezett
fehérjeoldat a géztéren keresztiil érintkezik a vele egyensulyba keriild kristalyositd szer
oldataval. A fehérje- és kristalyositdo oldatok altalaban 1:1 aranya elegyeként megsziiletd
csepp (melynek térfogata néhany szazaléka a kristdlyositd szer oldatanak) lassu
toményedéssel éri el a labilis, majd pedig a metastabil allapotot. A kristalyosodas

természetesen nagyban fiigg az oldatok Osszetételétdl, koncentracidjatol, kémhatasatol és
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hémérsékletétdl. Ezen optimalis paraméterek megtaldldsa azonban még manapsag is
probalgatason alapul. Természetesen jo kiindulépontot jelent a még alacsonyabb mindségii
kristalyokat tartalmazé koriilmények, valamint mas hasonld szerkezetii fehérjék esetén

sikeresnek bizonyult oldatok optimalizalasa [116].

1.3.2. NMR-spektroszképia

A magmagneses rezonancia (nuclear magnetic resonance, NMR) spektroszkopia
foleg a paratlan rendszadmu vagy tomegszamu izotopok atomjainak magneses tulajdonsagan
alapul. A paranyi radmagnesek a kiilsé6 magneses tér hatasara két orientaciot vehetnek fel. A
magasabba keriilnek. Ennek megsziinése utdn az eredeti dallapotba visszatérve a
magnesvektorok Osszegzésével kapott elemi magnes egy tekercsben az adott atomokra
jellemzé frekvenciaju jelet produkal. A kivaltott jel erésen fligg a kémiai, illetve térbeli
kapcsolatoktol, igy a fehérjéket alkotd azonos tipust atomok kornyezetiiknek megfeleléen
eltér6 jelet produkalnak [117].

Az NMR-kisérletnek természetesen feltétele a magneses, paratlan rendszamu vagy
tomegszamu izotdpok jelenléte, melyek eldfordulédsi gyakorisaga eltérd. A kozel 100%-0s
eléfordulast *H-hoz képest a szintén aktiv *C izotép koriilbeliil, mig a ®N izotép csak
kevesebb mint 1%-os gyakorisigl. Igy az utobbi kettd fehérjékbe vald beépiilése az
izotopszelektiv forrason alapul, mely jelentsen noveli az eldallitas koltségeit [117].

A lokalis, illetve globalis térszerkezet-meghatarozas alapja a magnesezettség-atvitel.
Ez a szomszédos spinek esetében a kiils6 magneses teret erdsitd vagy gyengité hatdson
alapul. Az egymastol altalaban harom kovalens kotésnél nem tavolabb 1évo vagy a térben ~5
A tavolsagon beliil elhelyezkedd magok kozott magnesezettség-atvitel valosulhat meg. Ezek
ismerete jelenti alapjat az aminosavak szekvencian beliili azonositasanak, illetve egymashoz
viszonyitott térbeli helyzetiik meghatarozasanak [117].

A jelszolgaltato atomok szamanak novekedése (kiilondsen jelfelhasadasok esetén) az
elemzésiil szolgald spektrumot nagyon siriivé teszi. A méretndvekedés raadasul a jelek

kiszélesedését is eredményezi, igy kialakult egy mérethatar. A nagyobb térerével novelhetd
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érzékenység €s spektrumfeloldas mellett is tipikusan 10-30 kDa (esetleg 50 kDa) jelenti az
NMR-spektroszkopiaval meghatarozhato fels6 molekulatomeg hatart [117].
Emellett is azonban nagy eldnyt jelent az oldatfazisban val6 vizsgalhatosag, mely a

dinamikus kisérletekkel komoly motivaciot jelent ilyen iranyG mérésekre [117].

1.3.3. Krio-elektronmikroszkopia

A krio-elektronmikroszképia (krio-EM) a harmadik, jelenleg leggyorsabban fejlédé
szerkezetmeghatarozasi modszer. Az izzo6 katddrol az andd iranyaba kilép6 elektronok egy a
folyékony nitrogén hdmérsékletén tartott mintan athaladva transzmisszids képet adnak. Az
etdnban gyorsfagyasztott oldatban az elektronok a fehérjékkel eltéré orientacidkban
talalkoznak, igy a képek is eltérd orientadcidkat mutatnak be. Kelléen nagy partikulumszam
esetén nagyszamu orientacio, tehat gyakorlatilag a részecske minden oldala képe megjelenik.
Az egy-egy orientacidhoz tartozo tobb tizezer kép atlaga altal kiadott orientacids vetiiletekbdl
felallithaté a részecske 3D szerkezete [118].

A rontgenkrisztallografidval Osszevetve tobb ponton hasonld, mdas szempontbol
azonban eltéréseket mutato technika sziiletett. Az NMR-spektroszkopia szamadra jol lathatod
nagy flexibilitast részek (szamos orientaciojuk okan) igy sem lathatok, am az ott leirtakhoz
hasonloan nativ szerkezet vazolhato fel. Halvany eltérést jelent a rontgen fotonok és az
elektronok kozott fennallo elektrosztatikus kiilonbség. Ez a negativan toltott részek
lathatosagat befolyasolja. Hatranyként jelentkezik a detektorok ma még meglévd relativ
fejletlensége, mely igy alacsonyabb felbontast biztosit. Egyértelmii elény azonban a
kristalyositas 1épésének kiesése, mely rendkiviili mértékben gyorsitja meg a szerkezetek
megismerését. Ez rdadésul kifejezetten eldnyos lehet komplexek esetén, melyeknél egyszerre
tobb részecske, illetve a konjugatumok kozott kialakuld kapcsolatok stabilitasa kell
fennalljon.

A fentiek hatasara évrél évre n6 a krio-EM-mel meghatarozott szerkezetek szama (3.
tablazat).

23



3. tablazat. A krio-EM és a rontgenkrisztallografia segitségével meghatarozott

fehérjeszerkezetek szama (forras: rcsb.org/stats)

Ev 2017 2018 2019 2020 2021
Krio-EM 564 885 1452 2388 2952
Rontgenkrisztallografia 10073 9862 9643 11205 9259

1.4. Kismolekulas szintézisek

A térszerkezet-vizsgalatokon til més technikédk is érdekesek lehetnek a patoldgias
mutansok szerkezet-funkcié vizsgalatai tekintetében. A kismolekuldk a korabban felsorolt

kezelési modok szempontjabol is jelentdséggel birnak.

1.4.1. 1zoliponsav

Nyilvanvald Osszefiiggés mutathaté ki a hKGDHk-hoz kapcsolodd ROS-képzés,
illetve bizonyos patologias allapotok kozott (lasd fentebb). Kutatocsoportunk tagjai
kimutattak a szabad liponsavnak (LS) a hKGDHK, illetve hE3 altali ROS-képzésre gyakorolt
gatld hatasat [45]. Ez az enzimatikus mellékreakcio és gatlas mindkét katalitikus iranyban
kimutathato, de eltér6 mechanizmus a miikodés feltétele. Az LS a reverz katalitikus iranyban,
mint az oxigénnél jobb elektronakceptor képes megakadalyozni a gyokok képzodését, de
igazan hatékonyan csak alacsony pH-n (acidozisban, KGDHk és E3 esetében is). A forward
katalitikus iranyu folyamatban pedig az E2 alegység aktiv centrumanak elfoglalasaval
akadalyozza meg az enzimatikus és gyokképzo folyamatokat egyarant [45].

Ezen tények kézenfekvové tennék a molekula potencialis gyogyaszati felhasznalasat,
melyben azonban problémat jelent az alacsony hatékonysag (a ~70-80%-0s gatlas
kivaltasahoz minimum 2 mM koncentracio sziikséges) és az aspecificikussag. Gyogyszerészi
szemszOgbdl megvizsgalva ez rogton felveti a molekula modositott valtozatainak esetleges
alkalmazasat. Az ismert moédosulatok és derivativumok koziil [119] legkézenfekvObb

potencialis megoldasnak a molekula izomer valtozata, azaz az izoliponsav (ILS) adédik.
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1.4.2. FAD

Jelentds kapcsolat mutathat6 ki a hE3 fehérje FAD-tartalma és specifikus aktivitasa
kozott [120]. Az enzim vadtipustol eltéré mutans valtozatai esetén bizonyos esetekben leirtak
eltérd affinitdsu FAD-kotddéseket.

A fentick kapcsan a FAD redoxpotencialjaban esetlegesen fellép6 valtozasok
mindenképp kapcsolatban kell alljanak az izoalloxazin gytrti [72], illetve esetlegesen mas
molekularészek térszerkezet-torzulasaival is. Ennek kivalo vizsgalati modszere lehet a
magnesesen aktiv molekula jelmintazataban bekovetkezo valtozasok dinamikus kovetését is
lehetové tevd NMR-spektroszkopia. Ezen technika alkalmazasanak alapfeltétele azonban az
alkalmazand6 prosztetikus csoport részleges vagy teljes izotopjelolése, melyhez a magas

koltségek okan a leghatékonyabb eléallitasi modot kell kidolgozni.
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2. Célkitiizések

Kutatocsoportunk elsddleges célja a hKSDHk-khoz kotédoé patologias allapotok
szerkezetalapi magyarazata.

Ennek megfelel6en én a komplexek, kiemelten a hKGDHk térszerkezet-vizsgalatait
tlztem ki magam elé. Fokozott figyelmet forditottam a hKGDHK alegységeire, beleértve a
szerkezetek felderitését, modellek épitését, valamint ezek analizisét.

Céljaimat igy az alabbi pontokban foglaltam Gssze.

1. A hKGDHk vadtipusu alegységeinek eldallitasa. Ehhez ki kellett dolgoznom
a tisztitashoz sziikséges altalanos, illetve az alkalmazni kivant
szerkezetmeghatarozasi modszerekhez igazodo egyedi protokollokat.

2. Az alegységek tiszta mintainak birtokaban szerkezetmeghatarozasok. Ehhez
a rontgenkrisztallografia, az NMR-spektroszkopia és a krio-EM modszereket
kivantam alkalmazni.

3. Az alegységek betegséget okoz6 mutans valtozatainak eldallitdsa. Ehhez
pontmutacidoval mutansokat kodolé plazmidokat kellett 1étrehoznom.

4. Az alegységek szempontjabol relevans kismolekuldk vizsgalata. Ehhez a

koenzimként funkcionald molekulak szintézisei kinaltak lehetdséget.
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3. Modszerek
3.1. Vegyszerek

Kiilon jelolés hidnyaban molekularis bioldgiai tisztasagi vegyszereinket a Sigma-

Aldrich-to6l (St. Louis, MO, USA) szereztiik be.

3.2. Az izoliponsayv eldallitasa

Legjobb eldallitasi modnak a Joly és munkatéarsai altal kidolgozott szintetikus ut
kinalkozott [121]. Ennek 1épéseit a 7. abra mutatja be.

Az alapanyagok ¢és vegyszerek altalanos forrasa alol kivételt jelentettek a Tokyo
Chemical Industry (Tokio, Japan) altal biztositott 6-brom-1-hexén, illetve az Alfa Aesar
(Haverhill, MA, USA) altal fogalmazott kalium-peroximonoszulfat.

A munka Dr. Mirzahosseini Arash, a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai
Intézet adjunktusa vezetésével, az intézetiik altal biztositott laboratériumban tortént
egylittmiikodésben.

A céljainknak és eszkdzkészletiinknek jobban megfelelé modon az eredeti (kozolt

recept szerinti) anyagmennyiségek megkdzelitdleg 25%-aval dolgoztunk.
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3.3. Pontmutacios konstruktok létrehozasa

Az eldallitdas két egymastol jol elkiilonild projekt keretein beliil, két eltérd

technikaval tortént.

3.3.1. hLKGDHk
3.3.1.1. Vadtipusu fehérjéket kédolé plazmidok

A hKGDHk minden alegységének expresszidjahoz az ATUM cég (Newark, CA,
USA) altal eldallitott (géninszertet is tartalmazd) pET52b(+) tipust plazmid vektort
(alapplazmid: Novagen, Medison, WI, USA) hasznaltuk. Az E. coli BL21(DE3)
baktériumtorzsében (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) megvaldsuld expressziora
plazmidba integralva juttattuk tehat be a gazdasejtbe. A T7 promoterrel rendelkez6 konstrukt
a kodolo génszakaszon tul szdmos a fehérjék eldallitdsdhoz és alkalmazhatosagdhoz
elengedhetetlen szakaszt is tartalmazott. A sejtek szelekciojat a B-laktamaz gén, mig a
képz6do fehérjék konnyl megtisztithatosagat a gén N- és/vagy C-terminalisan elhelyezett

Strep affinitas cimkék egy vagy két kopids valtozata biztositotta.

3.3.1.2. In vitro helyspecifikus mutagenezis

A mutans valtozatokat kodolo hE3 plazmidok a vadtipusu szekvencian végrehajtott
pontmutaléssal jottek 1étre. Az ehhez sziikséges rovid oligonukleotidokat az online elérhetd,
QuikChange Primer Design programmal terveztilk meg. A QuikChange II XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA) leirasat kovetve 15 termociklust (Master
Cycle Personal, Eppendorf, Hamburg, Németorszag) alkalmaztunk a Sigma-Aldrich-tol
rendelt (HPLC-tisztitott) rovid oligonukleotidokban rogzitett mutansokat kodold plazmidok
felszaporitasara. A vadtipust valtozat eltavolitasat a Dpn I enzimmel torténd 1 Oras

inkubaciéval (37 °C) értiik el.

3.3.1.3. Plazmidok felszaporitasa és izolalasa

A plazmidokat egy 30 masodperc id6tartamu, 42 °C-os hésokk és az azt kovetd 2

perces jégretétel kombinacidjaval juttattuk be a (sokszorositasukra alkalmas) TOP10 tipusu
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E. coli sejtekbe (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). A 100 ul SOC-ban (super
optimal broth with catabolite repression; katabolit represszi6 alatt miikodé szuperoptimalis
taptalaj) torténd 1 oOras, 37 °C-os razatasos inkubacio utan a transzformalt sejtek negativ
szelekcidjat a 0,1 mg/ml ampicillin tartalma Luria-Bertani(LB)-agar taptalaj biztositotta. A
16 oras, 37 °C-os inkubaciot kovetden izolalt 1-1 jol elkiilonithetd telep adta alapjat a 15 ml-
nyi, azonos ampicillin tartalmu LB-kultaranak. Az ilyen modon felszaporitott sejtekbdl a
QIAprep Spin Miniprep csomag (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznalataval szabaditottuk
fel a plazmidokat. A protokollt a megnovekedett mennyiségnek megfeleléen modositottuk.

A kultara kettéosztasaval 1étrehozott parhuzamosokbol a baktériumsejteket
centrifugalassal (5 min, 8000g, 25 °C) izolaltuk. Az 500-500 ul RNaz-tartalma P1 pufferrel
(10 mM etilén-diamin-tetraecetsav — ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA, 50 mM Tris,
pH=8,0, 100 pg/ml RN4z A) reszuszpendalt mintdkat elébb 500-500 pl, alkalikus
koriilményeket biztositdé P2 lizispufferrel (200 mM NaOH, 1 (w/v)% SDS; 4 perc allas),
majd pedig 700-700 pl neutralizalé N3 pufferrel (titkos Gsszetétel) kezeltiik. A genomialis
DNS és fehérjék kicsapddasa mellett oldatfazisban maradt plazmidokat centrifugélassal (10
min, 16000g, 25 °C) kiilonitettiik el, melyeket a QlAprep 2.0 spin-oszlopon kotottiink meg.
Ezeket el6bb az oldoszerkomponensekt6l, majd pedig az 500-500 pl PB puffertdl
(endonukleaz mentesitd; titkos dsszetétel) és a 750-750 ul PE puffertdl (somentesitd; titkos
Osszetétel) ismételt centrifugalasokkal (40 s, 16000g, 25 °C) valasztottuk el. Az oldatfazist
végiil 50-50 pl RNéz- és DNaz-mentes elucios pufferrel centrifugalva allitottuk vissza. A
minta plazmid tartalmat egy NanoPhotometer P300 (Implen GmbH, Miinchen, Németorszag)
duplaszalua DNS-re specifikalt spektrofotometrias mérési protokollal hataroztuk meg.

Mivel a szekvenciaanalizisre kivalasztott LGC Genomics (Berlin, Németorszag) altal
meghatarozott minimalis koncentracidértékek ezen modszerrel nem voltak elérhetoek,
munkankat méretnoveléssel kellett folytatnunk. Ehhez immaron mar rutinszertien a QIAprep
Spin Midiprep csomagjat (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk.

Az el6bbiekben leirthoz képest e folyamat soran az azonos méodon izolalt telepeket
200 ml-es kulturaban novesztettiik, mely tartalmat 50 ml-es mérécsovekbe centrifugalva
nyertiik ki. A 8-8 ml P1 pufferben reszuszpendalt sejteket 8-8 ml P2, majd pedig 8-8 ml P3
neutralizalo (3 M kalium-acetat, pH=5,5) oldattal kezeltiik. A nagy mennyiségli csapadékot
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tartalmazo oldatot szlirboszlopon atnyomva helyeztik a QBT oldattal (750 mM NaCl, 50
mM 4-morfolin-propanszulfonsav — MOPS, pH=7, 15 (v/v)% izopropanol, 0,15 (v/v)%
Triton X-100) ekvilibralt tisztitd oszlopra. A még meglévé szennyezdket 20-20 ml QC
pufferes (1 M NaCl, 50 mM MOPS, pH=7, 15 (v/v)% izopropanol) mosassal tavolitottuk el.
Az oszloprdl alkalikus QF pufferrel (1,25 M NaCl, 50 mM Tris, pH=8,5, 15 (v/V)%
izopropanol) elualt mintak DNS tartalmat tiszta 3,5-3,5 ml izopropanollal csaptuk ki, melyet
egy szirdvel valasztottunk el. A 2-szer 2 ml 70%-0s etanolos tisztitomosas utan a

plazmidokat DNaz- és RNaz-mentes viz 800-800 pl-ével nyertiik ki. Az igy nyert minimum

cyey

3.3.1.4. Szekvenciaanalizis

Az LGC altal megallapitott nukleotidsort fehérjeszekvenciara forditva (Translate
Tool, Expasy, Swiss Institute of Bioinformatics, Lausanne, Svajc), és a vadtipusnak

megfeleldvel dsszevetve (BLAST online program) azonositottuk a mutaciokat.

3.3.2. hLKADHk
3.3.2.1. Vadtipusu fehérjéket kodolé plazmidok

A hEla egy mas tipust plazmid vektorba lett integralva. A szintén az ATUM altal
biztositott pET22b(+) tipust plazmidokban 1év6 géninszert ugyancsak az E. coli BL21(DE3)
baktériumtorzsben megvalosuld expressziora volt (kodon)optimalizalva. A hKGDHk
esetében leirtakkal ellentétben a fehérje megtisztithatosagat itt a C-terminalison megtalalhato

hexahisztidin affinitas cimke biztositotta.

3.3.2.2. In vitro helyspecifikus mutagenezis

A hKGDHk-nal leirtakhoz nagyon hasonlé modon jartunk el. Jelentds kiilonbséget
csak a felhasznalt révid oligonukleotidok eredete (Integrated DNA Technologies, Coralville,
IA, USA,; kisozott) jelentett.
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3.3.2.3. Plazmidok felszaporitasa és izolalasa

A plazmidokat (sokszorositasukra alkalmas) XL10-Gold tipusu E. coli sejtekben
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) szaporitottuk fel. A 45-45 ul ultrakompetens
sejteket, illetve 2-2 ul B-merkaptoetanolt tartalmazoé elegyet a 2-2 ul mutanst kodold plazmid
hozzaadasa utan féloraig jégen, majd 30 masodpercig 42 °C-on és végiil 2 percig tjra jégen
tartottuk. A 0,5-0,5 ml NZY+ médium hozzaadas utan 1 6raig 37 °C-on razatott sejtelegyeket
3 médon (150 pl médium és 5 pl kultara; 100 pl médium és 50 pl kultara; 250 pl kultara)
sz€lesztettik. A negativ szelekciot az agar gélek 0,05 mg/ml-es ampicillin tartalma
biztositotta. A kinyert telepeket mutansonként 5 db, 10 ml térfogata, a géllel azonos
ampicillin tartalmi LB-tapoldatban novesztettiik fel. A plazmidokat a Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, WI, USA) mddositott
protokolljanak megfeleléen izolaltuk. A centrifugalassal (5 min, 8000g, 25 °C) kinyert
sejteket 500-500 pl RNaz-tartalmu oldattal (10 mM EDTA, 50 mM Tris, pH=7,5, 100 pug/ml
RNéz A) reszuszpendaltuk, melyekhez 400-400 pl alkalikus lizispuffert (0,2 M NaOH, 1
(W/V)% SDS; 3 perc sejtfeltaras), majd pedig 800-800 ul neutralizalo oldatot (1,32 M kalium-
acetat, pH=4,8) adtunk. A 10 perc allas utan 15 perc centrifugalassal nyert szupernatansokat
a kit altal biztositott oszlopokon, vakuum segitségével szivtuk at. A mintakat 2-2 ml 4,2 M
guanidin-HCI 40%-os izopropanolos oldataval (30 ml 7 M guanidin-HCI oldat és 20 ml
izopropanol elegye), majd pedig 2-2 ml 55 (v/v)%-0s etanoltartalmii mosopufferrel
tisztitottuk. A plazmidokat végiil 50-50 pl elésterilezett MilliQ vizbe (Merck, Kenilworth,
NJ, USA) centrifugélassal nyertiik ki.

3.3.2.4. Szekvenciaanalizis

A Rutgers Egyetem (Rutgers University, Newark, NJ, USA) maganlaboratoriuma

altal megallapitott szekvenciat a hKGDHKk esetén leirtakkal azonos mddon ellendriztiik.

3.4. Rekombinans fehérjeexpresszio és -tisztitas

A Pontmutécios konstruktok létrehozéasa cimii fejezetben leirtakhoz hasonldé modon

a tiszta fehérje mintak eldallitasa is két, egymastol jol elkiiloniilé modszerrel tortént meg.
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3.4.1. Strep affinitas cimkével rendelkezé fehérjekonstruktok

3.4.1.1. Fehérjeexpresszio

A laboratériumunkban foly6 fehérjetisztitasok alapjat a pET52b(+) tipust plazmid
vektorok és az E. coli BL21(DE3) baktériumtorzs altal megszabott keretrendszer jelenti
[120]. A hKGDHk minden alegységét, valamint a harmadik alegység mutans valtozatait is
ezen rendszerrel tisztitottuk meg, immaron rutinszeriien. A human dimerizaciés domén
nélkiili (deletalt) dihidrolipoamid-dehidrogenaz (hdE3) megtisztitasa is ezen protokollon
alapult.

A plazmidok sejtekbe valo bejuttatasa, illetve a telepek képzése a 3.3.1.3. Plazmidok
felszaporitasa és izolalasa cimii fejezetben targyaltakhoz hasonld médon valosult meg.
Eltérést jelentett azonban a kompetens sejtként alkalmazott BL21(DE3) baktériumtorzs,
melynek izolalt telepei adtak az alapjat a 100 ml-es (,,&jszakai”) sejtkulturaknak. Ezek 16
inokulaltuk a 700 ml-es tapoldatokat. Az LB-alapu oldatok negativ szelekcidjat e 1épések
soran is a 0,1 mg/ml ampicillin tartalom biztositotta. A fotométerrel kovetett optikai denzitas
operont aktivald izopropil-B-D-1-tiogalakto-piranozid (IPTG; VWR, Radnor, PA, USA)
hozzaadasaval biztositottuk [120].

A hELK, illetve hE2k alegységek megfeleld hajtogatodasa e ponton 2 mM MgClI» és
0,5 mM ThDP, illetve 0,3 mM LS jelenlétét is igényelte.

Az alapprotokollunk szerint a 3 o6ran keresztiil, 25 °C-on folyo expressziot a sejtek
centrifugalassal (15 min, 75009, 4 °C) torténd 6sszegyljtése kovette [120]. Ezen expresszios
koriilmények a hElk és a hE2k fehérjék esetén a kisérleteknek €s a végsd protokollnak
megfelelden eltérést mutattak. (A megfeleld paramétereket a 4.3. A hKGDHk természetes és

modositott alegységeinek expresszidja €s tisztitasa cimil fejezetben foglaltam dssze.)

3.4.1.2. Sejtfeltaras és elotisztitas

A -20 °C-on tarolt sejteket 120 ml B-PER lizispufferben (Thermo Fisher Scientific)
feloldott 24 mg lizozim jelenlétében, Potter-homogenizator segitségével tartuk fel. A

kiszabadul6 proteazok semlegesitését 1,2 ml EDTA-mentes Halt proteaz inhibitor koktéllal
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(Thermo Fisher Scientific), mig az oldat jobb kezelhetdségét 12 ul Univerzalis Nukledzzal
(Thermo Fisher Scientific) biztositottuk. 30 percnyi, 4 °C-0s tovabbi kevertetés utan, a
sejttormelékektdl centrifugalassal (30 min, 27000g, 4 °C), mig a biotinilalt fehérjéktol 33 ul
50 mg/ml avidin oldattal (IBA, Gottingen, Németorszag) szabadultunk meg. Az FPLC
tisztitorendszer és a kolonnak dugulas elleni védelme érdekében a mintakat 0,45 pm
porusatmérdji filteren (Sartorius, Gottingen, Németorszag) is atsziirtiik.

A hE3 és variansai esetén 70 ul 20 mM FAD oldattal biztositottuk a prosztetikus
csoport feleslegben 1évo jelenlétét és ezaltal a fehérje helyes feltekeredését [120]. Az E1
alegység esetén a fenti 1épések mindegyike 2 mM MgCl, és 0,5 mM ThDP folytonos

jelenlétét igényelte.

3.4.1.3. Affinitaskromatografias tisztitas

A fehérjetisztitas alapjat a szekvenciaba kodolt nyolc aminosav hosszasagu Strep
affinitas cimke, illetve a Macroprep tipusu kolonnakban kotott (IBA) Strep-Tactin kozott
kialakul6 affinitas kapcsolat jelentette. A rendszer hatékonysdga és a fehérjék felhasznalasi
igényei a hE3 alegység mutans valtozatai esetén egy (original linkeres), a hE2k fehérje,
valamint a hE3 vadtipus esetén két Strep affinitas cimke szakasz (Twin-Strep) N-terminalis
jelenlétét, mig a hElk alegységnél a szekvencia mindkét végén Twin-Strep cimkék egytittesét
kivanta meg (4. tablazat).

A keletkezd fehérjék mennyiségének megfeleléen az egy vagy harom (ekkor sorba
kapcsolt) kromatografias kolonnat egy AKTA Purifier 10 UPC FPLC késziilékbe (GE
Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Svédorszag) épitve hasznaltuk. Az ekvilibraltatott (100
ml WO mosopuffer; 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 100 mM Tris, pH=8,0) oszlopokra torténd
mintafelvitelt a nem specifkusan k6t6d6 komponensek mosopufferrel valo eltavolitasa (350
ml; W1 puffer) kovette. Az elaciot (hétszeres oszloptérfogat W alapt E puffer) 2,5 mM
desztiobiotin (IBA), a regeneraciot (150 ml W alapu R puffer) 1 mM hidroxi-azofenil-
benzoesav (HABA), mig az utobbi komponens eltavolitasat tiszta mosopufterrel valdo mosas
(150 ml; W3 puffer) biztositotta. (Az elucio és a regeneracid elvalasztasa érdekében 7 ml-

nyi W2 mosasi 1épést is alkalmaztunk.) Az eluatumokat Amicon Ultracel ultrafiltralo

34



centrifugalis csovekben (sziirési mérethatir MWCO=30 kDa; Millipore, Cork, Irorszag)
koncentraltuk, illetve puffercseréltiik mosopufferre [120].

A hE1k alegység esetén e 1épéseknél is elengedhetetlen volt 2 mM MgCl; és 0,5 mM
ThDP hasznalata.

A fehérjék molekulatomegét, intaktsagat és tisztasagat az Invitrogen (Waltham, MA,
USA) altal kidolgozott protokollt kovetve litium-dodecilszulfat  poliakrilamid
gélelektroforézissel (LDS-PAGE, NuPAGE™ 4-12%, Bis-Tris, 1 mm), mig a szekvenciak
pontossagat MS-sel ellendriztiik. A fehérje mintakat felhasznalasig folyékony nitrogénes

hirtelenfagyasztas utan -80 °C-on taroltuk.

4. tablazat. Strep affinitas cimkék felépitése. Az affinitasért felelos Strep cimke szakasz

sarga, a cimke lehasitasat lehet6vé tevd HRV 3C hasitohely z6ld szinnel van kiemelve.

Strep affinitas

, Aminosavszekvencia
cimke

N-terminalis
original linkeres MASWSHPQFEKGALEVLFQGPG
valtozat

N-terminalis
Twin-Strep MASWSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEKLEVLFQGPG
valtozat

C-terminalis EEVIEFQGPWSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK
Twin-Strep

valtozat

3.4.2. Hexahisztidin cimkével rendelkezé hE1k fehérjekonstrukt

3.4.2.1. Fehérjeexpresszio

A hE1k fehérje esetén a fehérjetisztitas egy alternativ, pET22b(+) tipust plazmid
vektor és az E. coli BL21(DE3) baktériumtorzs alapu valtozatat is megvalodsitottuk. (A
plazmid tipusa megegyezik 3.3.2. hKADHK fejezetben leirttal.) Az amerikai egyiittmikddo
partneriinknél folyd munka soran a glicerinben tarolt (,,glycerol stock™) sejtek mar eleve
magukban 6rizték a kodolo plazmidokat.

Az osszesen 200 pl-nyi szuszpenziot ezerszeres térfogatu LB-tapoldatban 16 oran at,

37 °C-on razattuk. A négyszer 800 ml-nyi azonos Osszetételii médiumokba szétosztott
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sejteket 2 ora elteltével 0,5 mM IPTG hozzidadasaval késztettik a kivant fehérjék
l1étrehozasara. A fenti 1épésekben a negativ szelekciot 0,05 mg/ml ampicillin, mig a képz6do
fehérjék helyes feltekeredését 1 mM MgCl. és 0,5 mM ThDP biztositotta. A 15 6ran keresztiil
25 °C-on foly6 expressziot a sejtkulturak centrifugéalassal (15 min, 7500g, 4 °C) torténd
Osszegyljtése kovette. A foszfat pufferben (0,2 M K-PO4 — KH2PO4/K:HPO4s—, pH=7,4, 0,15
M NaCl) mosott sejteket felhasznalasig -20 °C-on taroltuk [90].

3.4.2.2. Sejtfeltaras és elotisztitas

A 60-80 ml szonikal6 pufferben (50 mM K-POs4, pH=7,5, 0,3 M KCI, 0,5 MM ThDP,
2 mM MgCl,, 1 mM benzamidin-HCI, 0,5 (v/v)% Triton X-100) felvett sejtek feltarasat 0,6
mg/ml lizozim melletti 20 perces, 4 °C-os inkubacio és 10 percnyi jégen vald szonikalas (20
masodperc szonikélas, 20 mésodperc sziinet) tette teljessé. A felszabadulo nukleinsavakat a
két 1épés kozott hozzaadott DNaz I-gyel, mikrokokkalis nukleazzal (20 perc inkubacio),
illetve a végén beoldott 0,8 (W/v)%-nyi sztreptomicin-szulfattal tavolitottuk el. A kivalo

csapadéktol centrifugalassal szabadultunk meg [122].

3.4.2.3. Affinitaskromatografias tisztitas

A fehérjetisztitas alapjat a szekvencia C-termindlisara kodolt 6 His aminosav altal
kialakitott hexahisztidin cimke jelentette, mely az oszlop agyazataban (Ni-Sefaroz, GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) 1évé Ni fémionokhoz (Ni-kelat formaban) koordinacios
modon kotddott. Az oldatok mozgasat a gravitacios erd biztositotta.

A mintat az oszlop mosopufferrel (100 ml, 50 mM K-POs, pH=7,5, 0,3 M KClI, 0,25
mM ThDP, 2 mM MgClI») val6 ekvilibracidja utan vittiik fel. Ezt el6szor a nem specifikusan
kotédd (700 ml mosopuffer) majd pedig a specifikusan kotédé (100 ml 45 mM imidazol
tartalmu mosopuffer) szennyezok eltavolitasa kovette. Az eluciot 100 ml, imidazolt 300 mM
koncentracioban tartalmazd mosopuffer biztositotta. Az igy gylijtott frakciok tisztasagarol €s
Osszetételérol sajat Osszeallitasu gélen vald elektroforézissel gy6zddtiink meg. Az oszlopot
200 ml mosopufferrel regeneraltuk.

A megfeleld frakciok egyesitésével sziiletett minta magas imidazol tartalma okan

dializist igényelt. A dializalo foliaba zart mintat 15 6ran keresztiil 4 °C-on kevertetett 2 |
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dializal6 kiilsé puffer oldatban (50 mM K-PQO4, pH=7,5, 0,3 M KCI, 0,5 mM ThDP, 2 mM
MgCl,, 1 mM benzamidin-HCI) tartottuk. A mintakat Amicon Ultracel ultrafiltralo
centrifugalis csovekben (MWCO=30 kDa) centrifugalva koncentraltuk, illetve
puffercseréltiik (50 mM K-PQO4, pH=7,5, 0,2 M NaCl, 0,5 mM ThDP, 2 mM MgClz, 1 mM
benzamidin-HCI). A fehérje mintakat felhasznalasig folyékony nitrogénes hirtelenfagyasztas
utan -80 °C-on taroltuk [122].

3.5. A dimerizaciés domén deletalt hE3 fehérje eléallitasa

A hdE3 fehérje mind felhasznalasi célja, mind pedig eltérd viselkedése okan szamos

ponton igényelte az eredetileg kidolgozott protokoll jelentés modositasat.

3.5.1. Fehérjeexpresszio

A fehérje génjének expresszidja a pET52b(+)/BL21(DE3) rendszernek megfeleléen
tortént. A folyamat tobb szempontbol megegyezett a 3.4.1.1. Fehérjeexpresszio fejezetben
leirtakkal, jelentOs kiilonbséget jelentettek azonban bizonyos expresszios koriilmények (lasd
alabb).

3.5.2. Minimum médiumos fehérjeexpresszio

A minimum médium alapjat egy elére elkészitett, az E. coli baktériumok
novekedéséhez elengedhetetlen asvanyi anyagokat, illetve vitamin-alapanyagokat tartalmazo
oldat jelentette (E. coli Genome Project, University of Wisconsin — Madison, WI, USA). A
tizszeres higitasu oldatba literenként 4 g gliikozt, illetve 1 g ammonium-kloridot oldottunk
be. Az izotopjelzett fehérjék eldallitaséhoz °N izotop tartalmii ammoénium-kloridot
(Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA, USA) hasznaltunk. A minimum médium
mellett varhaté alacsonyabb fehérjetermelést a szokasos expresszios térfogatok

megduplazasaval ellensulyoztuk.

3.5.3. Sejtfeltaras és elétisztitas

A 3.4.1.2. Sejtfeltaras és elGtisztitas fejezetben leirtaknak megfelelden elvégzett

sejtfeltarast kovetd centrifugalassal Osszegyllt pellettomeget Polytron diszpergatorral
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(Kinematica AG, Malters, Svajc) vittiik szuszpenzidba. A 0,1 (v/v)%-o0s Triton X-100-at
tartalmazo, illetve a tiszta WO mosopufferrel kétszer-kétszer ismételt folyamat
centrifugalasokkal (30 min, 270009, 4 °C) megszakitva egy nagy tisztasagu, tobbnyire

fehérjéket tartalmazo, fehér masszat (inklazids test frakcio) eredményezett.

erer

Az 6sszegylilt fehérjetdomeg minden grammjara 6,7 ml-nyi 6 M guanidin-HCl-ot és 5
mM ditiotreitolt (DTT) tartalmaz6 mosopuffert szamolva reszuszpendaltunk, majd az elegyet
1 6ran at 4 °C-on kevertettiik. A szuszpenzid végsé lecentrifugalasat kovetden nyert tiszta
ferhérje mintat cseppenként adagoltuk az 50-szeres térfogat, 10 uM FAD és 10 mM DTT
tartalma, mosopuffer alapt, a fehérje (Gjra)feltekeredést biztositd (refoldingot tamogato)
oldathoz. A 4 °C-on végrehajtott tobboras folyamat utdn a fényvédetten tarolt oldatot tovabbi
15 oran at kevertettiik [123].

3.5.5. Affinitaskromatografias tisztitas

A fehérjetisztitas alapjat a szekvencidba N-terminalisan kodolt Twin-Strep cimke
jelentette. A nagytérfogata oldatot a biotinilalt fehérjék kikiiszobolése érdekében 130 pl 50
mg/ml avidin oldattal kezeltiik, és a tisztitorendszer védelme érdekében a korabban
leirtakhoz hasonloan 0,45 um pérusatmérdjii steril filteren sziirtiik at. A harom sorbakdtott
kolonnaval megvalosulo tisztitdsi folyamat a minta és az oldatok térfogatainak
megnovekedését (WO0: 100 ml, minta: 2300 ml, W1: 450 ml, E: 115 ml, W2: 7 ml, R: 200
ml, W3: 200 ml) leszamitva a 3.4.1.3. Affinitaskromatografias tisztitas fejezetben leirtaknak
megfelelden tortént. Ezen hasonlosag kiterjedt a végsd fehérje minta tisztasdganak
ellendrzésére is. A mintékat felhasznalasig folyékony nitrogénes hirtelenfagyasztas utan -80

°C-on taroltuk.

3.5.6. A Strep affinitas cimke eltavolitasa

A Pierce™ HRV 3C Protease Solution Kit (Thermo Fischer Scientific) leirasat szem
el6tt tartva 200 ug fehérjének megfelelé mintat 5 ul HRV 3C reakciopufferrel (50 mM Tris,
150 mM NaCl, pH=8,0) és 1 ul (2 nemzetkozi egységnek megfeleld) HRV 3C proteaz
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oldattal elegyitettiink. A 16 o6ran at 4 °C-on folyé inkubaciot kdvetden egy erre a célra
kifejlesztett GST affinitaskromatografias oszloppal (Pierce Glutathione Spin Columns, 0.2
ml resin bed, Thermo Fischer Scientific) a glutation-S-transzferdz (GST) cimkével
rendelkezé proteazt is eltavolitottuk. Ehhez az oszlopot el6szor harom ismétléssel
lecentrifugalva ekvilibraltattuk a HRV 3C reakciopufferrel, melyet kovetett a pufferrel
tizszeresen kihigitott minta 90 percig vald oszlopon pihentetése, majd centrifugalassal az
immaron proteazmentesitett oldat visszanyerése. Az oszlopot a reakciopufferrel négyszer
atmosva a hasitott fehérjék utolsé maradvanyait is Osszegytijtottiik és egy oldatban
egyesitettiik. Az oszlopot a 10 mM redukalt glutation tartalmu elucids pufferével (50 mM
Tris, 150 mM NacCl, pH=8,0) regeneraltuk.

A mintaban megmaradt Twin-Strep cimkéket gravitacios affinitaskormatografias
oszlopok (IBA) segitségével tavolitottuk el. Ehhez a 3.4.1.3. Affinitaskromatografias tisztitas
fejezetben leirtakhoz hasonldéan az oszlopot elészor ekvilibraltattuk, majd pedig a minta

atfolyatasa utan a fehérjék minden mennyiségét a mosopuffer ujabb mennyiségeivel mostuk

« ey

crer

regeneralashoz elengedhetetlen volt a mosopuffer pH=10,5-6s valtozatanak atfolyatasa is.

3.5.7. Nativ gélelektroforézis

A NativePAGE™ Novex® Bis-Tris Gel System (Thermo Fisher) géljeit
protokolljuknak megfelelden hasznaltuk. Az enyhe koriilmények kozott (pH~7,5, Coomassie
G250) futtatott mintakat tartalmazo 3-12%-0s Bis-Tris géleket 40 (v/v)% metanolt és 10
(VIV)% ecetsavat tartalmazé elegyben fixaltuk (15 perc billegtetés 65 masodperc hékezelés
utan). A festék feleslegét 8 (v/v)% ecetsav oldattal 65 masodpercig hokezelve, majd pedig a

sziikséges ideig billegtetve tavolitottuk el.

3.6. NMR-elokisérletek

A kisérletekhez sziikséges NMR spektrométert (800 MHz Varian, Palo Alto, CA,
USA) és a hozza kapcsolodo hiitott mérdfejet a Richter Gedeon Nyrt, Szerkezetkutatasi

Osztalya bocsajtotta rendelkezésiinkre. Az 500 pl fehérje mintat 5 mm atméréjii, Wilmad®
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tipust NMR-cs6be toltottiik. A fehérje korlatozott stabilitdsa okan a méréseket alacsony
hémérsékleten (277, illetve 280 K) folytattuk.

Vizsgalatainkban  transzverzalis relaxaciora optimalizalt spektroszkopiaval
(transverse relaxation optimized spectroscopy, TROSY) kombinalt és egyszert, gradienssel
kombinalt, érzékenyitett, a N magra specifikus heteronukledris egyszeres-kvantum
koherencia (gradient sensitivity enhanced !H-®N Heteronuclear Single-Quantum
Coherence, gNHSQC) kisérleteket hajtottunk végre. Ezek paraméter adatai az 5. tablazatban

olvashatoak.

5. tablazat. NMR-kisérleti paraméterek

Gyijtott
o. o adatpontok
ir?loul(ijs ir‘goul(;zs szama Relaxacios Tranziensek Ablak-
gH) (E5N) (direkt és  Kkésleltetés szama fiiggvény
indirekt
dimenziok)
gNHSQC- Lorenz
TROSY 7,5 us 74,5 us 2048x64 1s 128 (lb 0.5 HZ)
gNHSQC- Lorenz
TROSY 9,3 us 74,5 ps 2048x64 1ls 32 (Ib: 0.5 Hz)
Lorenz
gNHSQC 7,5 pus 74,5 us 1024x32 1ls 32 (Ib: 0.5 H2)

3.7. Rontgenkrisztallografiai szerkezetmeghatarozas
3.7.1. Fehérjekristalyositas

3.7.1.1. Kristalyositasi koriilmények tesztelése

A laboratériumunkban folyo kristalyositasok els6 probait a Hampton Research (Aliso
Viejo, CA, USA) altal forgalmazott oldatsorozatok (Index Screen, Crystal Screen, PEG/lon
Screen és SaltRx Screen) jelentették. A gézdiffuzids tilécsepp modszerre Kifejlesztett, 24
nyilt platfomot, illetve az dket koriilvevd oldatiireget tartalmazo kristalyositd kazettakat
szintén a Hampton Research biztositotta. A pontosan 20 °C-os kornyezetet, illetve
razkodasmentességet biztositd inkubator (Peltier-cooled incubator, Memmert, Németorszag)

kivalo kristalyositasi kornyezetet tett lehetove.
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3.7.1.2. Kristalyositasi koriilmények optimalizalasa

A kristalyositasi koriilmények a megfelelé6 mértékii sikerességet mutatd oldatok
Osszetételének ismeretében optimalizalhatoak. Ehhez kisérleteinkben az opcioként adodoé so-
és kicsapdszer koncentraciok valtoztatasai, valamint a pH érték tartomannya valod
kiterjesztése koziil valaszthatunk. Munkank soran elsdsorban az utdbbi ketté megoldasra

koncentraltunk.

A vadtipusi hE3 esetén a kiindulasi alapot a Crystal Screen | 39. szamu oldata
jelentette. Az ehhez tartozd6 megfeleld optimalizacios tesztkoriilményeket a Hampton
Research cégtol vett torzsoldatokkal, polietilén-glikollal (PEG), illetve 5 M koncentracioja
NaOH- és HCl-oldatokkal hoztuk létre. A diffrakcios kisérletekhez hasznalt kristalyt az
alabbi oldatkoriilmények biztositottak:

Puffer: 0,1 M Bis-Tris, pH=6,9

S6 komponens: 2 M (NH4)2SO4

Kicsaposzer komponens: 1,5 (v/v)% PEG-400

3.7.2. A vadtipusu hE3 rontgendiffrakcios szerkezetmeghatirozasa

A 1étrejott kristalyt kihalaszas (CryoVial Assembly, MiTeGen, Ithaca, NY, USA)
utan folyékony nitrogénbe martva taroltuk a rontgendiffrakcidos adatgytijtés pillanataig. A
magas soOkoncentracid protektiv hatdsanak koszonhetden kriogén véddoldatot nem

hasznaltunk.

3.7.2.1. Adatgyiijtés és -feldolgozas

A kutatocsoportunk altal 1étrehozott kristalyok rontgendiffrakcios vizsgalatait a Dr.
Manfreid Weiss vezetésével a Helmholtz-Zentrum Berlin kutatdintézetben miik6do
Makromolekula Krisztallografia Kutatocsoportban végezziik. A BESSY II részecskegyorsito
(Adlershof, Berlin, Németorszag) BL14.1 mérdallomasan [124] egy CATS tipusa
mintacseréld robotkar helyezte a kristalyt a mini-kappa goniométerre.

A nagyobb mértékii sugarkarosodast megelézendé (és a kornyezd viztartalom amorf

modosulatban tartdasa miatt) a fehérjekristalyt 100 K-en tartottuk nitrogéngaz
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aramoltatasaval. A diffraktalt sugarakat Dectris Pilatus 6M pixeldetektorral gyt;jtottiik 6ssze.
Az MxCube vezérldszoftverrel bedllitott paraméterek a 6. tadblazatban olvashatoak. Az
XDSAPP 2.0 program [125, 126] biztositotta adatfeldolgozas eredményei a 7. tablazatban
talalhatoak.

3.7.2.2. Szerkezetmegoldas molekularis helyettesitéssel

A fazisprobléma feloldasara a molekularis helyettesités technikéja szolgalt, melyhez
a CCP4 szoftvercsomag [127] Molrep programjat [128] hasznaltuk. A kiindulasi modellt a
PDB 1ZMD kodu szerkezetének ,,A” monomerje jelentette.

3.7.2.3. Szerkezetfinomitas

Az els6 1épésként alkalmazott merev test finomitast (CCP4 program: Refmac5b, [129])
az egymast iterativ modon kovetd modellépitési és a valds térben végzett, a geometriai
megkotésekkel terhelt finomitasi 1épések kovették (Coot program, [130]). Mig a munka els6
szakaszaban a Refmac5 programmal dolgoztunk, a késébbiekben a Phenix szoftvercsomag
[131] phenix.refine programjaval folytattuk a munkat. Ez utobbit automatikus TLS
(Translation/Libration/Screw) csoport  kijeloléssel, non-crystallographic  symmetry
megkotéssel (NCS) és a H-atomok geometriai megfontolasokon alapuldé modellezésével
alkalmaztuk. Tekintettel arra, hogy a folyamat eredményeképpen kapott elektronsiiriiségi
térkép a vizsgalt kristalyt felépitd fehérjemolekulak mind térben, mind pedig az adatgyijtés
soran megjelend iddbeli atlagat adja, bizonyos aminosavak esetén tobbféle konformacios,
illetve rotamer helyzet is lathatova valt. Az igy kimutathato alternativ oldallancokat, illetve
funkciés  csoportokat a  modellépités/finomitds végsdé  szakaszdban  alternativ
konformerekként modelleztiik be. Ebben a Coot program volt segitségiinkre, mig a
konformerek bet6ltottségét a phenix.refine program finomitotta automatikusan a szamitasi
ciklusok soran. A 1étrejott modellszerkezet mért adatokhoz valo illeszkedését, illetve ennek
javulasat az R-faktor és a szabad R-faktor valtozasaval kovettiikk nyomon. A két paraméter
kozotti kiilonbség alacsony értéken tartasaval (R-Rszanad<0,05) a tulillesztést kontrollaltuk. A

modellszerkezetek validalasara a Molprobity programot hasznaltuk [132]. A kész szerkezet
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a PDB adatbazisba 614Q koddal lett feltoltve. A szerkezetet jellemz6 minéségi mutatok az 8.

tablazatban olvashatoak.

6. tablazat. Rontgendiffrakcios adatgyiijtési paraméterek

Adatgytijtés idopontja 2017.08.25.
Hulldmhossz (A) 0,9184
Kristalyszam 1

Adatsor 1
Detektor-kristaly tavolsag (mm) 319,766
Oszcillacios intervallum/felvétel (°) 0,1
Expozicids id6/felvétel (s) 0,3

Teljes rotacios intervallum (°) 180
Felvételek szama 1800

7. tablazat. Feldolgozott adatsorok. (A zardjelben feltiintetett értékek a legnagyobb

felbontasu héjat jellemzik.)

Tércsoport P212:2

Elemi cella a, b, ¢ (A) 119,411; 169,945; 61,555
Elemi cella a, B, v (°) 90,0; 90,0; 90,0
Felbontés tartomany (A) 46,002- 1,75 (1,85 - 1,75)
Reflexiok szama 827399 (127246)

Egyedi reflexiok szama 125138 (19837)
Multiplicitas 6,61

Adatsor teljessége (%) 98,1 (97,4)

I/l 10,72 (0,55)

Wilson B-faktor (A?) 40,24

Mozaicitas (°) 0,190

CCu2 (%) 99,9 (63,2)

Isa 21,65

A tablazatban szerepld, korabban nem jelolt CC rovidités jelentése: korrelacios koefficiens

(correlation coefficient).
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8. tablazat. A végso szerkezet jellemzése. (A zardjelben feltiintetett értékek a legnagyobb

felbontasu héjat jellemzik.)

Felbontas tartomany (A) 46,00-1,75 (1,85-1,75)
Reflexiok szama 123930
islea::i le(ésr;lgrllfséhoz hasznalt 2072
R-faktor 0,2052
Rszabad 0,2238
RMSD
Kotéshossz (A) 0,012
Kotésszog (°) 1,19
Atomok szama
Nem-H 7904
Fehérje-alkotd 7183
Ligandum-alkoto 184
Vizmolekula 537
Ramachandran eloszlés
Kedvezményezett (%) 98,21
Engedélyezett (%) 1,79
Tiltott (%) 0,00
Kedvezdtlen rotamer (%) 1,43
Atlagos B-faktor 49,15
Fehérje 19,01
Ligandum 61,36
Viz 46,84
TLS csoportok 15
Molprobity értékelés
,,Clashscore” 0,88 (99" percentilis)
Molprobity pontszdm 0,89 (100" percentilis)

A tablazatban szerepld, korabban nem jelolt RMSD rovidités jelentése: négyzetes kozép
eltérés (root-mean-square deviation).
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3.8. Krio-elektronmikroszkopiai szerkezetmeghatarozas

3.8.1. Negativ festéses elektronmikroszkopiai felvétel

Az eldzetes vizsgalatul szolgdlo negativ festéses kisérleteket a Magyar Tudomanyos
Akadémia Energiatudomanyi Kutatokozpontjaban, a Miiszaki Fizikai ¢s Anyagtudomanyi
Intézet Dr. Labar Janos altal vezetett Vékonyréteg-fizikai Osztalyan végeztiik.

A 4 pl-es mintakat egy 400-as halészem méretii (az egy hiivelyk tavolsagon beliil
elhelyezkedd lyukak szama) szénburkolt réz mikrorostély racshalora (CF400-Cu, Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) vittiik fel. Az 1 perces penetraciot elobb desztillalt
vizes, majd pedig 2 (w/v)%-os ammonium-molibdat oldattal Kivitelezett mosas kovette,
melyek folyadékfeleslegeit szlir6papirral itattuk le. A 300 kV gyorsitofesziiltség mellett
megvalosuld adatgylijtéshez egy GATAN Orius CCD kameraval (GATAN, Pleasanton, CA,
USA) felszerelt JEOL JEM-300 tipusu (JEOL, Tokio, Japan) magas felbontast analitikai

transzmisszios elektronmikroszkdpot hasznaltunk.

3.8.2. Krio-elektronmikroszképiai felvétel

A szerkezetmeghatarozashoz hasznalt felvételek a csehorszagi Brnoban, a Masaryk
Egyetem keretein beliil mikodé Kozép-europai Technoldgiai Intézetben (Central European
Institute of Technology), egy PhD-hallgato tarsam kozremiikodésével késziiltek. Az
adatfelvétel folyamata a kovetkezok szerint zajlott.

Az ismételten 4 pl-es mintakat egy 200-as halészemii szénburkolt réz mikrorostély
racshalora (R2/1, Quantifoil, GroBlobichau, Németorszag) vitték fel, melyrél az 1 perces
penetraciot kovetden a folyadékfelesleget leitattak. A rostélyt egy Vitribot Mark 1V tipusu
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gép segitségével gyorsfagyasztottak. A 300
kV gyorsitofesziiltséggel dolgozo Titan Krios tipust transzmisszios elektronmikroszkopba
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kapcsolt Falcon 11 (4k x 4K) tipusu direkt
detektoron gytijtdtt adatoknal 75000-szeres névleges nagyitast alkalmaztak. Az 1,06 A
kalibralt pixel méret mellett -1,8 és -2,6 um kozotti defokuszalassal dolgoztak.

Az EPU szoftverrel (Thermo Fisher Scientific) rogzitett 3810 dinamikus felvétel
minden eleme 16 képet tartalmazott, melyek 1-1 masodperc rogzitési id6vel és 48,8 e/A?

dozissal késziiltek. A sugarzas okozta elmozdulast a MotionCor2 szoftver [133] segitségével
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korrigaltuk, mig a kontraszt transzfer fliggvény paramétereket Getf alkalmazasaval [134]
hataroztuk meg.

Az adatgylijtés paraméterei a 9. tdblazatban olvashatoak.

9. tablazat. Adatgyiijtés és feldolgozasa

Mikroszkdp FEI Titan Krios
Kamera Falcon Il
Nagyitas 75000
Gyorsitofesziiltség (KV) 300
Elektrondozis (e /A2) 48,8
Defokuszalasi tartomany (um) -1,8--2,6
Pixelméret (A) 1,06

Kezdeti részecskeszam 1533026

Végso részecskeszam 740101

3.8.3. Szerkezetmeghatarozas

3.8.3.1. Onall6 részecskék rekonstrukcidja

Az automatikus részecske kivalasztashoz el0szor az EMAN2 szoftvercsomag
e2boxer programjaban [135] valasztottunk ki manualisan koriilbeliill 1000 elemet, melyek
mintaul szolgaltak a Cryosparc v2 [136] segitségével kivitelezett sziiréshez. A folyamat soran
kiemelt 1533026 részecske kivalasztasat tobbfordulos 2D osztalyozas kovette, mely soran
kigytijtott 740100 részecske adta a szerkezetfinomitas alapjat. A stochastic gradient descent
algoritmus alkalmazasaval keletkezett kezdeti modellt a Cryosparc v2 szimmetria megkotés
nélkiil hozta létre. A nagyfokt egyezOség okan a 3D osztalyozds soran nem tortént
szelektalas. A 3D finomitas sordn alkalmazott oktahedralis szimmetria végiil egy 2,9 A

felbontasu térkép megsziiletéséhez vezetett (Fourier shell correlation=0,143).

3.8.3.2. Molekulamodellezés és a térkép dokkolasa

A modellépités alapjat a hE2k-val 60%-0s szekvenciaazonossagot mutat6 E. coli
analog mar ismert szerkezete (PDB kod: 1E20 [137]) jelentette. Az UCSF Chimera

programban [138] végzett merevtest illesztést kovetéen a Coot programban aminosavak
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cseréjével tettiik a szerkezetet a human szekvencianak megfelelévé. A Phenix programmal
végrehajtott valos terli finomitasok, valamint lokalis optimalizaciok ismétlédé ciklusai
(Coot) utan sziiletett meg a végs6 szerkezet, amely validalasat a Molprobity program
biztositotta. A modellszerkezetet és a térképet az Electron Microscopy Data Bankbe toltottiik
fel, mely ezeket a sajat rendszerében alkalmazott kodjan (EMD-0108) tal a PDB
adatbazisban (6HO0S) is rogzitette.

A szerkezet, illetve finomitasi paraméterek a 10. tablazatban olvashatoak.

10. tablazat. Szerkezetfinomitas

Modell
Aminosavak szama 24x236
Finomitas
Felbontas (A) 2,9
CChraszk 0,7496
CCérfogat 0,7460
CCesucsok 0,7136
Térkép élesités (B-faktor; A?) -59,21
RMSD
K&téshossz (A) 0,012
Kotésszog (°) 1,062
Validalas
MolProbity érték 1,55
,,Clashscore” 2,58
Gyenge rotamerek (%) 0
Ramachandran térkép
Kedvezo (%) 91,45
Engedélyezett (%) 8,55
Nem engedélyezett (%) 0

3.8.3.3. Az N-terminalis szakasz dokkolasa

A krio-EM szamara flexibilitasa okan nem detektalhatd N-terminalis szakasz

térszerkezetét munkatarsam, Dr. Ozohanics Olivér hatdrozta meg. A keresztkotd
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komponensekkel (1,1'-karbonilimidazol, diszukcinimidil-vajsav-urea) nyert
tavolsagadatokon nyugvo, keresztkotott tomegspektrometriai (chemical cross-linking-
coupled mass spectrometry, CL-MS) alapu szerkezetet ugyanezen molekulak magdoménnel
mutatott tavolsagadatai alapjan illesztettiik modellemhez. Ebben a Chimera program volt

segitségiinkre.

3.8.4. Szerkezeti analizis

3.8.4.1. Belso szerkezeti analizis

A magasabb fokl szervezddési egységeket (trimerek, 24-mer) felépité monomerek
tavolsagadatait a Ring 2.0 [139], a PISA [140] és a CONTACT/CCP4 programok
segitségével hataroztuk meg. Reprezentaciora elsddlegesen a Pymol programot [141]
hasznaltuk, mig a masodlagos szerkezeti elemek, illetve a csatornahalozat elemzésében az
ENDscript [142] és a Caver 3.0 programok [143] voltak segitségiinkre. A csatornahalozat
meghatdrozasahoz sziikséges kiindulasi pontot az aktiv centrumot alkotd6 harom aminosav
térbeli kdzéppontjaban jeldltiik Ki. A lancok kozotti paros és tobbszords dsszevetésekbe a

LALIGN [144] és a Clustal Q programokat [145] vontuk be.

3.8.4.2. A hKGDHk szubsztratjainak dokkolasa

A dokkolashoz hasznalt DHLA és KoA molekulak az avE2p kristalyszerkezet alapt
PDB fajljaibol (1IEAE és 1EAD [146]) szarmaztak. (Tekintettel arra, hogy a
kristalyositashatosag érdekében a KoA termindlis tiolcsoportjat oxidaltak — SOH-csoport —,
a beiktatott oxigén atomot eldszor toroltiik a fajlbol.) A dokkolas helyét a trimer két
szomszédos monomerje altal 1étrehozott csatornarendszer jeldlte ki.

A megfeleld orientacidba helyezett szubsztratok, illetve a DHLA S8 atomjan
szukcinilcsoporttal konjugalt valtozat (szukcinil-DHLA, SLA) energiaminimalizacioja a
Chimera programban tortént meg. A fehérjekomponens rogzitése mellett végbement

folyamat paramétereit a 11. tablazat mutatja.
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11. tablazat. Energiaminimalizaciéo paraméterei

Nagy-energia-csokkenésii 1épések szama 1000

Nagy-energia-csokkenésii 1épések mérete 0,05 A

Kapcsolt gradiens 1épések szama 100

Kapcsolt gradiens 1épések mérete 0,02 A

3.8.4.3. A hKADHKk szubsztratjainak dokkolasa

A fent leirt modon tortént meg a hKADHKk esetében alternativ szubsztratként szolgald
adipoil-DHLA (ALA) ¢és KoA molekulak dokkolasa is. Jelents kiilonbséget csak a
(konjugalatlan) DHLA KoA jelenlétében végrehajtott energiaminimalizacié jelentett, amely
esetben két ciklust alkalmaztunk.

A folyamat paraméterei megegyeztek a 11. tablazatban leirtakkal.

3.9. A hKGDHKk szerkezeti topologiajanak meghatarozasa

A teljes komplex modellezés¢éhez az altalam rontgenkrisztallografiaval
meghatarozott hE3 szerkezetet (614Q), a krio-EM-mel megfejtett hE2k modellemet (6HO5)
és a Dr. Ozohanics Olivér altal modellezett hElk szerkezetet hasznaltuk. Korabbi
hidrogén/deutérium-csere  tomegspektrometria  (hydrogen/deuterium exchange mass
spectrometry, HDX-MS), valamint CL-MS mérések soran megallapitott kapcsolodasi adatok

alapjan a PyMol programban épitettiik fel a teljes komplexet.
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4. Eredmények
4.1. Kismolekulas szintézisek

4.1.1. Az izoliponsav eldallitasa

A protokoll pontos kovetésekor a termék bomlasat tapasztaltuk. Ebbél is adodoan
kismértéki modositas (a vizes oldatok savanyitasa, a viz kizarélag exszikkatoros elvonasa)
mellett dontottiink. fgy végeredményben az eredetileg elvart megkozelitSleg 40%-os elméleti
kitermelés helyett kozel 25%-o0s eredményt értlink el. A nagytisztasagh ILS-t végiil dimetil-
szulfoxidban oldottuk fel. A 8. abran bemutatott kromatogram bizonyitotta a biokémiai

vizsgalatoknak megfelel6 mindséget.

0.9

Intenzitas
(AU) 0.7 ]

0.5 |

0.3

>

2

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Idé (min)
8. abra. Az ILS extraktalt ion kromatogramja. Az ILS kiugro jelet mutat a minimalis
mennyiségll egyéb szennyezdk mellett.

4.1.2. Az izotépjelolt FAD eléallitasi protokolljanak kidolgozasa

A fentiek soran szerzett tapasztalatokra alapozva megterveztem a FAD molekula

eloallitasat is. Az igy megsziiletett experimentalis terv totalszintetikus és enzimatikus
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1épéseket Gtvozve egy Uj tipusu, izotdpjelolésre alkalmas eldallitasi protokollt biztosit az
irodalomhoz képest.

A szintézis elsé Iépésében barbitursav keletkezik. A monoetil-malonat és urea
etanolban képzett elegyét 7 oran at, 70 °C-on folyo6 refluxaltatas utan egy éjszakan at kell
jégen hiiteni. A szaritas utan tisztan kivalo csapadék varhatoan ~75%-0s kitermelési (9. abra)

[147].

(@] o]
W

OH _O
CHj
(o] (o}
W
monoetil-malonat
C,H.OH HN\]/NH
+ ——
70°C,7h |
HsN NH,
Y barbitursav
0
urea

9. dbra. A barbitursav szintézise

Ezt 80 °C-on 4 oran at foszforil-kloriddal reagaltatva lehet 6-kloruracilla alakitani.

Ennek metanolban torténd kikristalyositasa ~80%-os kitermelést biztosit (10. abra) [148].

0 0 0
W |

HNYNH POCI, HN |

o‘ 80°C. 4 h 07LN cl
H

barbitursav 6-kléruracil

10. dabra. A 6-kloruracil szintézise

A fenti reakcidtermék wjabb reakcidpartnere a D-ribitilamin, mely két Iépésben
keletkezik. Riboz etanolos oldataba sziikséges csepegtetni szintén etanolos hidroxil-amint,

majd beparlas kovetkezik [149]. Ez natrium-amalgam jeges vizes oldataban 1-2 perc alatt
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tovabbalakul. A 96%-os kitermeléssel keletkez6 D-ribitilamin alkoholboél kikristalyosithato
(11. abra) [150].

2 ' on AN
H——OH ——OH —1—OH
NH,OH, C,HOH Na, H,0 )
H—r—OH - H——OH » H OH
H——OH 70°C H——OH 0°C, 2 min H——o0H
oH oH oH
D-riboz D-ribézoxim D-ribitilamin

11. abra. A D-ribitilamin szintézise

A 6-kloruracil és D-ribitilamin vizes oldatat elébb 1 6ran at, 95 °C-on, majd 2 6ran
at, 110 °C-on vakuum alatt reagaltatva 6-ribitilamino-2,4-(1H,3H)-pirimidindion képzodik.
Ezen barna szirup natrium-nitrittel, pH=4,6-0s ecetsavas kézegben 5-nitrozo-6-ribitilamino-
2,4-(1H,3H)-pirimidindionna alakul. Ezt beparolva majd pedig ammonidban feloldva
anioncserés oszlopkromatografianak kell aldavetni. A hangyasavval létrehozott savas

eluatumot beparolva majd pedig vizben kikristalyositva 60%-os kitermelést lehet elérni (12.

abra) [151].

i
H HNi HN | "
6-kloruracil }\ %\
o o] N NH

NH 95 °C‘ 1 h H——r——0H 25 OC, 2 h H———0H
o2 110°C, 2 h H—!OH H—OH
H—+—OH H—1+—OH H—1—OH
H——OH
SoH SoH
H——OH
6-ribitilamino- 5-nitrozo-6-ribitilamino-
OH 2,4-(1H,3H)-pirmidindion 2,4-(1H,3H)-pirmidindion
D-ribitilamin

12. dbra. Az 5-nitrozo-6-ribitilamino-2,4-(1H,3H)-pirimidindion szintézise
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Ez palladium katalizator mellett, vizes oldatban hidrogénnel 20-40 oran at kezelve
teljes mértékben 5-amino-6-ribitilamino-2,4-(1H,3H)-pirimidindionna alakithaté (13. abra).
A szuszpenziét 2,3-butandionnal kell nitrogén-atmoszféra alatt egy éjszakan at savas
kozegben allni hagyni. Az oszlopkromatografiaval elvalasztott frakciobol szarazra parlas €s
vizbol torténd kikristalyositas utdn 93%-os kitermeléssel lehet zolden fluoreszkalo 6,7-

dimetil-8-ribitillumazint képezni (14. abra) [152].

i ]
N k NH
HN l/ HN |/ =
o)\N/\NH O%KN/\NH
pd pd
H H
H——OH H,, Pd, H,O H——OH
s
< 25 °C, 20-40 h i
H——OH H——OH
“SOoH \OH
5-nitrozo-6-ribitilamino- 5-amino-6-ribitilamino-
2,4-(1H,3H)-pirmidindion 2,4-(1H,3H)-pirmidindion

13. dabra. Az 5-amino-6-ribitilamino-2,4-(1H,3H)-pirimidindion szintézise

0 0
| NH, H CH,
HN | HN = |
o¢ N NH o CH O/kN/ N CH
! j: | — i |
H 4 2 -
H——OH o o H——OH
07 cH, 256, 16 K
H——OH H—1—OH
H—1—OH H——OH
“oH SoH
5-amino-6-ribitilamino- 2,3-butandion 6,7-dimetil-8-ribitillumazin

2,4-(1H,3H)-pirmidindion

14. abra. A 6,7-dimetil-8-ribitillumazin szintézise

Ezt a kereskedelmi forgalomban is beszerezheté riboflavin-szintazzal Ilehet
riboflavinna alakitani. A reakci6 natrium-szulfit mellett, foszfat pufferben 42 °C-on tartva 12

oOra alatt megy végbe. Az oszlopkromatografia utan (aceton és 2 M ammonia — 1:1 aranyt —
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elegyével) nyert eluatumot csokkentett nyomason kell szarazra parolni. Az ismételten
oszlopkromatografalt (protoncsere) mintat (0,1 M sosavval elualva) elébb szarazra kell
parolni, majd pedig 2 M ecetsavbol kell kristalyositani. Ez 96%-0s Kitermeléssel vezet a
kivant termékhez (15. abra) [152].

0 0
HN H S0 HN | 2 hs
TLX LT
0F SN N7 e, 07 N CH

riboflavin-szintaz e
2 .
H—1—OH H—+—OH
H——OH H——OH
“SoH SoH
6,7-dimetil-8-ribitillumazin riboflavin

15. dabra. A riboflavin szintézise

A végcélként megjelolt termék ismét enzimatikus reakcioval hozhatd létre. A
riboflavin, adenozin-trifoszfat (ATP), MgCly, foszfokreatin és kreatinfoszfokinaz elegyét a
kereskedelmi forgalomban is beszerezhetd FAD-szintetaz hozzaadasa utan egy napig kell
hagyni pihenni. Az enzimek eltavolitasa érdekében szlirt, majd pedig oszlopkromatografalt
¢és fagyasztva szaritott mintdbol 40-70%-o0s aranyban nyerhetd ki FAD. A reakcié ATP 20-
szoros feleslege esetén vezet elsdsorban FAD képzddéséhez (16. abra) [153].

A nyolc egymastol fiiggetlen publikacié kombinaciojaval fent leirt reakciosor a FAD
teljes 13C, illetve °N jelolésére teremt lehetdséget (17. abra, 12. tablazat). A kiindulasi
anyagokra nézve 20-30%-os végsd kitermelésli folyamatsorral lehetdség van szelektiv

jelolésre, mely kisérleti terveinkhez elengedhetetlen.
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16. abra. A FAD szintézise

17. abra. FAD. Az izotdpjelzett atomok reagenseredete a 12. tablazatbol olvashat6 ki.
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12. tablazat. A FAD izotopjelzett atomjainak eredete

Jelzett atom Reagens molekula
N1, C2, N3 Urea

Ca, Csa, C10a (Monoetil-)malonsav
Ns Natrium-nitrit

Csa, Cs, Co, Coa 2,3-butandion?

C7, Cra, Cg, Csa 2,3-butandion?

N1o Hidroxil-amin

Cy, Cy, Cs, Cy, Cs Riboz

Ni», C2», N3», Cs4», Cs», Ce», Nea», N7», ATP

Cs», No~,

Ci», Co», C3», Cg», Cs»
A két molekula ellentétes lefutasban épiil be.

4.2. Pontmutacios konstruktok létrehozasa
4.2.1. hE3 mutans valtozatok

A laboratoriumi igényeknek megfelelden Ilétrehoztam a munkidnk sordn
elegendhetetlen  rekombinans  fehérjék  expresszios  plazmidjait.  Els6ésorban a
fehérjekristalyositdsba bevont mutans hE3 valtozatokra koncentraltam (I112T, K37E,
G101del, G194C, 1318T, M326V). A kulcs aminosavak szerepének felderitése érdekében
tovabbi, a természetben elé nem forduld mutans modosulatoknak megfeleld plazmidokat
(G194A, H329Q) is eldallitottam.

A végcéljukat ért projekteken tul munkam soran olyan tapasztalatot szereztem, mely

elengedhetetlen volt a mienktdl eltéré plazmidok hasonld processzalasahoz.

4.2.2. hEla mutans valtozatok

A Rutgers Egyetemen foly6 kutatomunkam (Erasmus+ 0sztondij, 5 honap) egyik
feladata volt a hEla enzim bizonyos patogén mutansait kodold expresszids plazmidok
létrehozasa. A kivalasztott mutansok tobbségét (L234G, Q305H, R455Q, G729R, P773L)

nekem kellett 1étrehoznom. Ezt minden esetben sikeresen meg is valositottam (18. abra).
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<«—— hE1la variansok

dbra. hEla varians plazmidok analizise agaréz gélelektroforézissel. Az in

vitro helyspecifikus mutagenezissel 1étrehozott plazmidokat agaréz gélelektroforézisnek és

etidium-bromidos festésnek vetettiik ala. A kozel 8 kDa-0s vadtipusu (1) és az L234G,
Q305H, R455Q, G729R, valamint P773L szubsztiticioknak megfeleltethetd mutans
plazmidok (2-6) pozicidja 20 perc inkubacié utan UV-fény alatt valt lathatova.

4.3. A hKGDHk természetes és modositott alegységeinek expresszioja és tisztitasa

A laboratériumunkban a hE3 fehérje vonatkozasaban rutinszerlien alkalmazott

protokoll adta az alapjat a tovabbi fehérjék megtisztitasanak. Célom minden esetben az

optimalis expresszids koriilmények beallitasa volt. Természetesen meg kellett vizsgalnom a

kinyerhet6 szolubilis fehérjék mennyiségét is és ehhez képest kellett modositanom a tisztitasi

protokollunkat.
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4.3.1. A hE2Kk expresszioja és tisztitasa

Vizsgalataimat négy paraméterre terjesztettem ki, melyek kombinacidjaként
1étrejovo matrix legjobb esetét tekintettem az optimalis expresszids koriilménynek. Kisérleti
koriilményeim az aldbbiak szerint alltak fel.

Indukcios pont: OD=0,5, 2,0

IPTG koncentracio: 0,3, 1 mM

Expresszido homérséklete: 12, 20, 25 °C (25 °C-os expresszid esetén 37 °C-on torténd

— indukcio6 eldtti — ndvesztés utan az alapprotokollnak megfelelden)

Expresszi6 hossza: 5min, 1, 2, 3,5, 7, 10, 15, 20 és 24 h

A konstrukt N-terminalis végén Twin-Strep cimkével ellatott fehérje szamara
legmegfelelobbnek a 20 °C-on torténd expresszid bizonyult. Az OD=0,5-nél 0,3 mM IPTG-
vel torténd indukcid optimalizacidjat a 19. abra reprezentalja. (A 3.4.1.1. Fehérjeexpresszio
fejezetben leirtaknak megfelelden a hE2k fehérje megfeleld hajtogatddasa érdekében 0,3 mM

LS jelenlétét igényelte a fehérjeexpresszio.)
kDa 1 2 3 4 5 6

260 —

160 —

110 —
80 —

60 —

<«— hE2k

50 —
40 —

30 —
20 —

15—
10 —
3,5 —

19. abra. A hE2k indukciés prébai. A mintak 0,3 mM IPTG 0,5 OD-nal torténd hozzaadasa
utan novekvo iddmulas szerint keriiltek az LDS-PAGE gélekre. A 20 °C-on pelletbe zart,
illetve szolubilis formaban megjelend fehérjék felvaltva kovetik egymast 0, 1, 2, 3, 10 és 15
h (1-6) indukcios id6k szerint. A bal oldalon hiz6dé markersav a Twin-Strep-hE2k konstrukt
(MW=455 kDa) azonositasat hivatott el6segiteni. (A hKGDHk mas alegységeinél is gyakran
tapasztalt, nagyobb molekulatomegnél jelentkezd savok a latszolagos elektroforetikus

mobilitas jelenségére vezethetdek vissza.)
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Megallapithaté volt, hogy ugyan a pelletekbe keriil¢ fehérje ardnya jelentds, am a
szolubilis fazisban 1év0 mennyiség mégis megfeleld tisztitasi kisérleteim megkezdéséhez.
Mivel a 15 6ras expresszio nyujtotta a legjobb opciot, igy e mellett dontottem (13. tablazat).

A tisztitasi protokoll nem igényelt modositast, igy a 20. dbran lathato tisztasagnak

megfelelden sikeriilt a krio-EM vizsgalatokhoz mintat eléallitanom.

kDa 1 2 3

260 — I

160 —

e~ -
110 — e — —
80 — il

60 —

50 —  w .” <«— hE2k
40 — w8 oy
‘ s

s

30 — — -
15 — | — ! "

20. dbra. A hE2K tisztitasi eredményei. A bekoncentralt és puffercserélt mintakat novekvd
mennyiségben (2, 6, 10 ul; 1-3) vittem fel az LDS-PAGE gélre.

4.3.2. A hE1Kk expresszios Kisérletei

A hKGDHk els6 alegysége esetén sokkal hosszabb optimalizacidra volt sziikség.
Ennek oka a fehérje feltételezhetd kisebb szerkezeti stabilitasdbol eredd nagyfoku

érzékenysége lehet.

Ebbdl adodéan a hE2k esetén felvetett négy paramétert szélesebb skalaju
vizsgélatnak vetettem ald. Kisérleti koriilményeim az alabbiak szerint alltak fel.

Indukciés pont: OD=0,2, 0,4, 0,6, 0,7,0,8,0,9,1,1,1,3,1,5¢s 1,7

IPTG koncentracio: 0,1, 0,3,0,5,0,7,0,9,1,0,1,1,1,3és 1,5 mM

Expresszio homérséklete: 12, 20, 25, 30 és 37 °C (25 °C-os expresszio esetén 37 °C-

on torténd — indukcio eldtti — ndvesztés utan az alapprotokollnak megfeleléen)

Expresszio hossza: 5 min, 1, 2, 3,5, 7, 10, 15, 20 és 24 h
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A kisérleteket kezdetben az original linkeres valtozattal, mig késébb a Twin-Strep
cimkével ellatott fehérjekonstrukttal hajtottam végre. A mar kezdetben is tapasztalt alacsony

crer

megjelend frakciokat is megvizsgaltam (21. abra).

12345678 91011121314 kDa

260

160

110
80

hElk —>

60

50

21. dabra. hE1k indukcios probak eltéré IPTG koncentraciok mellett. A gél az indukcio
soran keletkez6 fehérje szolubilis, illetve pelletbe zart frakcidit is bemutatja az alabbi

paraméterek szerint.
Indukcios pont: OD=0,5

Expresszidé hdmérséklete: 12 °C

Expresszi6 hossza: 24 h

Szolubilis frakciok IPTG koncentracioi: 0,7, 0,9, 1,1, 1,3 és 1,5 mM (1-5)

Pelletbe zart frakciok IPTG koncentracioi: 0, 0,1, 0,3, 0,5,0,7,0,9,1,1,1,3és 1,5 mM
(6-14)

A markersav a jobb oldalon huzddik.

A szolubilis fazis egyetlen kisérleti paraméter csoport esetén sem eredményezett

megfeleld mennyiségli fehérjét. Megoldasi lehetdséget nyujthatott volna a fehérje nativ

crer

problémabol adédodan igyekeztiink elkeriilni.
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Mas konstruktok esetén hasznalt tisztitasi kisérleteink megmutattak, hogy az affinitas
cimkék szamanak novelésével nd az elicidval és igy a tisztitassal kinyerhetd fehérjék
mennyisége. Tapasztalataink alapjan a Twin-Strep cimkés, illetve original linkeres
valtozatok kozott sokszor tobbszords szorzo irhato le a végso fehérjekitermelés tekintetében.
Ebbdl kiindulva az affinitas cimkék szamanak novelése mellett dontottiink, mely alapjan az
N-terminalis mellett a C-terminalist is ellattam két-két affinitas cimkével. Az igy nyert
fehérjemintakkal késziilt LDS-PAGE gélek a 22-23. dbrakon vannak reprezentalva.

1 2 3 4 5 6 7 kDa

160

110
80

hElk —>

60

50
40

30
20

15
10
3.5

22. dbra. hE1k indukcids probak eltéré hossziusagu expresszids idék mellett 1. A gél az
indukcid soran keletkezd fehérje pelletbe zart frakciojat mutatja be az alabbi paraméterek
szerint.

Indukciés pont: OD=0,5

IPTG koncentracio: 0,3 mM
Expresszio hdmérséklete: 20 °C
Expresszi6 hossza: 0, 1, 3,5, 7,9 és 10 h (1-7)

A markersavok a kép szélein huzodnak.
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23. dabra. hE1k indukcids probak eltéré hosszusagi expresszios idok mellett 11. A gél az
indukcid soran keletkezd fehérje szolubilis frakcigjat mutatja be a 22. abranal leirtaknak
megfeleléen. A markersavok a kép szélein htizodnak.

A szolubilis frakciok tovabbra is fennalld viszonylagosan alacsony fehérjetartalma
ellenére is méltan bizhattunk az alegység hatékony megtisztitdsdban. Ebbdl kifolydlag a
tisztitds probdja mellett dontottiink. Mivel az optimalizacios kisérletek csekély eltérést
mutattak, a munkafolyamat sebessége felértékelddott. Igy az eredeti protokollt alkalmaztam
(13. tablazat).

13. tablazat. A hE1k és a hE2k optimalis expresszios koriilményei

Indukciés pont IPTG Expresszié Expresszié
(OD érték) koncentracio hémeérséklete hossza
(mM) (°C) (h)
hE1k 0,5 1 37/25 3
hE2k 0,5 0,3 20 15

4.3.3. A hE1K tisztitasa

Az alacsony varhato hozam okén, a nem specifikusan ko6tddé szennyezok
mennyiségét csokkentendd kevesebb kolonna alkalmazéisa mellett dontottiink. Emellett
azonban, a fehérje egyedi viselkedése ezen a ponton is megmutatkozott. Az egy kolonnaval
és a hozzaigazitott folyadéktérfogatokkal megtisztitott mintaval puffercsere és
bekoncentracido utan nyert gélkép meglepé modon kettds tisztitasi frakcidt mutatott (24.

abra). Ez felvetette egy esetleges szennyez$ vagy bomlasi termék jelenlétét, melyeket
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azonban kizart a tomegspektrometriai analizis. Egyértelmii volt a két frakcioban talalhato
fehérjék szekvenciaazonossaga. Kovetkeztetésink a két csikot a hElk kiilonb6zd
konformacidja és igy mas mobilitasi tulajdonsagt vagy koszubsztratjat, a ThDP-t tartalmazo,

illetve vesztett valtozataival azonositotta.
1 2 3 4 kDa

260

160
110

hElk —>

24, abra. A hE1K tisztitasa. A 37 °C-on torténd elondvesztés utan OD=0,5 mellett 25 °C-on
indukaltattam (1 mM IPTG-vel), 3 oran keresztiil. A tisztitashoz a kismértéki kitermelés
miattt elegend6 volt egyetlen affinitaskromatografias oszlopot hasznalnom. Balrol jobbra a
kovetkezd frakciok lathatoak: tisztitatlan frakcio (1); ,.flow-through” frakcio (2); oszlopon
megkotott, elualt, puffercserélt és bekoncentralt minta (3); ultrafiltacios szirlet frakciod (4).
A markersavok a két szélen huzodnak.

Az eléallitott fehérjékkel elsddleges célom kristalyositas volt, igy komoly problémat
jelentett az esetlegesen egyszerre jelenlévd két konformer. Ennek okan a fehérje egy uj,
amerikai egyiittmiikddé partneriink 4ltal javasolt protokoll szerinti eldéllitisa mellett
dontottiink. Az igy megtisztitott homogén, relative nagy mennyiségli és tisztasagl fehérjével

(25. abra) megkezdtem kristalyositasi kisérleteimet.
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25. abra. A hEI1Kk tisztitott és puffercserélt terméke. A 3.4.2. A hexahisztidin cimkével
rendelkez6é hE1k fehérjekonstrukt cimi fejezetben leirtaknak megfelelden tisztitott fehérje 2
(1), illetve 13 pl-es (2) mintait vittem fel LDS-PAGE gélre. A markersav a bal oldalon

hazodik.

Az optimalizalt tisztitasi protokoll szerint nyerhetd fehérjéket kristalyositasi és mas

tipusu kisérleteinkben hasznaltuk.

4.3.4. A szolubilis hdE3 expresszioja

A korabbi optimalizacids kisérletek eredményeire alapozva vizsgalataimat harom
paraméterre sziikitettem. Az indukcidés pontot minden esetben OD=0,5-re rogzitettem. A
matrix méretét csokkentve igy az alabbiak kombin4cioit alkalmaztam.

IPTG koncentracio: 0,5, 1,0 mM

Expresszio hdmérseklete: 12, 20, 25 °C (25 °C-os expresszid esetén 37 °C-on torténd

— indukcio eldtti — ndvesztés utan az alapprotokollnak megfelelden)

Expresszio hossza: 5 min, 1, 2, 3,5, 6, 7,9, 10, 15, 21 és 28 h

(26. abra)
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26. abra. hdE3 indukciés prébak. Az LDS-PAGE gél az indukci6 soran keletkez6 fehérje
szolubilis, illetve pelletbe zart frakcidit is bemutatja az alabbi paraméterek szerint.
Expresszio homérséklete: 25 °C (37 °C-on torténd — indukcid eldtti — novesztés utan

az alapprotokollnak megfeleléen)

Pellet frakciok sorrendben (1-4):
e 0,5mM IPTG, 2 h expresszio;
e 0,5mM IPTG, 3 h expresszio;
e 10mM IPTG, 2 h expresszio;
e 10mM IPTG, 3 h expresszio

Szolubilis frakciok sorrendben (5-8):
e 0,5mM IPTG, 0 h expresszio;
e 0,5mM IPTG, 1 h expresszio;
e 0,5mMIPTG, 2 h expresszio;
e 0,5mM IPTG, 3 h expresszio

A markersav a jobb oldalon huzodik.

Sajnos a fehérjék nagyfokt inklazids testekbe zarodasaval kellett szembesiilnom az
optimalizacios koriilménytol fiiggetleniil. A hElk fehérjével szemben itt mar nem volt
alternativa a nativ konformacié helyreallitasara, elsésorban a késdbb beépitendd stabil

izotopok ara miatt. Ezt felismerve minél nagyobb frakciot igyekeztem pelletbe juttatni,
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melyet az indukcidos hémérséklet 37 °C-on tartasaval, illetve a folyamat 10 oraig torténd

futtatasaval értem el.

erer

4.3.5.1. Nativ konformacio helyreallitasa és tisztitas

A hdE3 konstrukt esetén tovabbra is fenndllo alacsony stabilitds okan a t¢émavezetom
altal korabban kidolgozott protokoll [123] részleges moédositasa mellett dontottiink. A
fehérjék kitapadasi tulajdonsagaira alapozva a dializis 1épés helyett direkt kihigitasra tértem
at, igy a megszokottnal joval nagyobb mintatérfogattal dolgoztam

A stabilitasi probléma a tisztitds soran is fellépett, melytdl az FPLC késziiléket
alaposabb szliréssel védtem meg (azaz az altalanosnal tobbszor cseréltem a késziilék inline
filterét). A keletkez6 fehérje hoére érzékenységet mutatott, de a kapott koncentracio
elegendének tiint NMR-spektroszkdpiai vizsgalatokhoz.

A minimum médiumban végrehajtott expresszio LDS-PAGE gélelektroforézissel
igazolt sikeressége bizonyitotta fehérjénk eldallithatosagat (27. abra). A N izotdpot
tartalmazé ammonium-kloridon és természetes izotopeloszlasu gliikkdzon alapulé minimum
médiumban felndvekvo, megnyujtott indukcionak kitett kultirabol a fentieknek megfeleléen
(inkluzios testek kinyerése, nativ konformacié visszaallitasa, tisztitas) nyert fehérje mintat
puffercsere utan bekoncentraltam.
nativ gélelektroforézissel (27. abra), mig megfelelé feltekeredését/konformaciojat CD-

spektropolarimetriaval (28. abra) ellendriztem.
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27. dbra. A hdE3 gélelektroforézis eredményei. Az LDS-PAGE denaturald
gélelektroforézis soran a 40 kDa-os fehérje a szolubilis fazissal Osszevetve (1) nagy
homogenitast frakcioként jelent meg a pelletben (2). Az eredendéen dimer hE3 fehérje
dimerizacios doménjétdl megfosztva nativ gélelektroforézis (3) soran is monomerként
jelentkezett. A markersavok a két gél kiils6 szélein htizédnak.
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28. dbra. A hE3 és a hdE3 CD spektrumai. A. 190-250 nm. A dimerizacios domén deletalt
fehérje (sarga) spektruma nagyfokt hasonlosagot mutatott a vadtipust fehérje (kék) esetén
jelentkezdvel. A masodlagos szerkezeti elemeket jellemzd régioban meglévd eltérés a
delécios domén hidnyanak kovetkezménye lehet. B. 290-600 nm. Az A aldbraval azonos
jelolés mellett a dimerizaciés domén deletalt konstrukt a FAD-ra jellemz6 hullamhossz
tartoményban jelentds eltérést mutatott.

A CD spektrumok alapjan a fehérje megfelelden feltekeredett allapotban volt. A
FAD-ra jellemz6 hullamhossz tartomany pedig azt sugallta, hogy a FAD-kotés jelentdsen
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meggyengiilhetett (vagy teljesen megsziinhetett, esetleg a FAD izoalloxazin markans
szerkezeti atalakulason is étesett).

alkalmas volt NMR-spektroszkopiai mérésekhez. A mintat 7,5 (v/v)%-nyi nehézvizzel
kiegészitve hiitott fejes, 800 MHz-es NMR késziilékben vizsgaltuk. Eldzetes kisérletként egy
!H-15N HSQC (gNHSQC) mérést hajtottunk végre (29. abra).
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29. dbra. 'H->N HSQC (gNHSQC) NMR-kisérlet a °N-jelzett hdE3 mintin. A °N-
jelzett fehérjénket 800 MHz-es késziilékkel 280 K-en vizsgaltuk. A 0,1 mM koncentracioju
fehérje minta a pufferkomponenseken tal (50 mM K-PQOg4, pH=7,3) 7,5 (v/V)% nehézvizet is
tartalmazott.

Sajnos még a magas térerejii késziilék sem tette lehetévé a megfeleld jeldiszperzaciot.
A spektrum egyszeriisitése céljabol a Twin-Strep cimke eltavolitasa mellett dontottiink.

Ehhez ki kellett dolgoznom annak folyamatat.

4.3.5.2. A Strep affinitas cimke eltavolitasa

A pET52b(+) plazmid altal kédolt HRV 3C proteaz hasitohely lehetdséget ad az
affinitas cimkék eltavolitisara, melyhez a Pierce™ HRV 3C Protease Solution Kit mellett
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dontottiink. Vizsgalataimban (a kit ajanlasait nem figyelmen kiviil hagyva) az alabbi
paramétereket kivantam optimalizalni.
Hasitasi id6: 5 min, 1, 3, 6, 10, 16, 25 és 33 h
Hasitand6 fehérje mennyisége: 10, 50, 100, illetve 200 pg (2 nemzetkozi egységnek
megfeleld HRV 3C protedzra szamolva)
(30. &bra)

1 2 3 4 5 6 7 8 kDa

— 160
— 110
— 80
— 60

— 50

MBS — - e e -

— 30
— 20

— 15
— 10

30. dbra. Az affinitas cimke lehasitasanak folyamata. A 4 °C homérsékletii reakcidelegy
a hdE3 fehérje 200 pg-janak oldatan tul a hasitéoenzim pufferelt oldatat (1 ul HRV 3C oldat,
10 ul 10X HRV 3C Reaction Buffer 100 ul-re Kiegészitve) tartalmazta. Az elegy 5 min, 1, 3,
6, 10, 16, 25, illetve 33 6ra (1-8) utan vett 10-10 pl-es mintaja keriilt a gélre. A markersav a
jobb oldalon huzédik.

Latva hogy a protokoll megvaltoztatasa nem segit a folyamat hatékonysagan, a 200
ug-nak megfeleld fehérje mintat 16 oOra hasitasnak tettem Ki. Ezentdl meg Kkellett
szabadulnom a tovabbra is jelenlévo proteaztol, illetve a levagott, izotoposan jelolt cimkétol.

Az elobbit (a kit leirasanak megfelelden és mivel GST affinitas cimkével lett
fazionaltatva) kihorgonyzott glutationt tartalmazé oszloppal torténd centrifugalassal
tavolitottam el. Az utdbbitol a kismértékii kitermelés okan, a fehérje kitapadasanak esélyét
minimalizdland6é az FPLC tisztitorendszer kiterjedt cs6héaldzata helyett gravitacids alapu
tisztitassal szabadultam meg.

Az igy konstruktjaban, illetve mintdjéban is affinitds cimkéjétél elvalasztott, 1°N-

jelolt fehérjét hasznaltam a tovabbi NMR-spektroszkopiai vizsgalataimban (31. abra).
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31. dbra. Az affinitas cimkéjétél megfosztott hdE3 konstrukt. Az affinitas cimkét a 40
kDa-0s konstrukt tiszta mintajanak (1) HRV 3C proteazzal 4 °C-on torténé 16 oOras
kezelésével tavolitottam el. Az igy 1étrejott 36 kDa-0s fehérjét tartalmazo mintat (2) NMR-
kisérletekben hasznaltuk.

A fenti folyamatsor altal az NMR spektrum a korabbinal jelentdsen nagyobb
jelgazdagsagot mutatott (32. abra).
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32. dbra. Az affinitas cimkéjétél megfosztott hdE3 konstrukt *H-1°N HSQC (gNHSQC-

TROSY) NMR spektruma. Az 50 uM fehérje minta pufferén tul (50 mM K-PQO4, pH=7,3)
7,5 (VIv)% nehézvizet is tartalmazott. A kisérletet 277 K-en hajtottuk végre.

Azonban még ekkor sem rendelkeztem az aminosavak szamahoz mérten elégséges
keresztcstucesal. Mivel a hdmérséklet jelentds emelésére tovabbra sem volt lehetdség, igy a
jobb jelerésség érdekében a fehérjét savas kozegbe helyeztem. Ezt az eredeti puffer 50 mM

K-POs, pH=5,0 pufferre valo cseréjével értem el (33. abra).
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33. dbra. Az affinitas cimkéjétél megfosztott hdE3 konstrukt *H-N HSQC (gNHSQC,
illetve gNHSQC-TROSY) NMR spektrumai pH=5,0-nél. Az 50 uM fehérje minta
pufferén tal (50 mM K-POgs, pH=5,0) 7,5 (V/v)% nehézvizet is tartalmazott. A kisérletet 277
K-en hajtottuk végre.

Emellett az enzim koszubsztratjanak hozzaadasaval is igyekeztem tovabb javitani a

jelmindséget (34. abra).
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34. dbra. Az affinitas cimkéjétél megfosztott hdE3 konstrukt *H-1°>N HSQC (gNHSQC)
NMR spektruma NAD* jelenlétében. Az 50 uM fehérje minta pufferén tal (50 mM K-POs,
pH=5,0) 7,5 (v/V)% nehézvizet és 10 mM NAD™-ot is tartalmazott. A kisérletet 277 K-en
hajtottuk végre.

Sajnos a koriilmények ilyen mértékii valtoztatasa sem volt elégséges ahhoz, hogy a

fehérje teljes szerkezetének meghatarozasat elkezdhessiik ezzel a technikaval.
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4.4. A hKGDHKk alegységeinek rontgenkrisztallografiai analizise
4.4.1. A hE1k fehérje kristalyositasi probai

A hE1k kristalyositasi kisérleteibe mindkét tisztitasi protokollal eldallitott mintat
bevontam.

A szekvencia mindkét végén Twin-Strep cimkével ellatott fehérjekonstrukt a
Hampton Research oldatsorozataival sajnos csak nagyon alacsony szintli eredményeket
adott. Mivel a kristalyosithatosag egy fontos befolyasolo faktora a konformacios
homogenitas, igy célszertivé valt egy mas tipust konstrukt kisérletekbe valdo bevonasa. A
masik konstrukt (hexahisztidin cimkével ellatott hE1lk konstrukt, a Rutgers egyetemi
projektembdl) esetén némi javulas volt tapaszthatd, am a két legjobb oldatsorozat (Index és

Crystal Screen) eredményei Sem mutattak elég igéretes képet a kristalyosodas tekintetében.

4.4.2. A hE3 mutans variansok kristalyositasi probai

Kisérleteinket ezen esetben is a Hampton Research oldatsorozataival kezdtem. A
fehérje mintak rendkiviil magasfokt tisztasdga (35. abra) jelentds mértékben novelte az

esélyeket.
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35. dabra. Tisztitott K37E- (1) és E340K-hE3 (2) fehérje mintak. Az LDS-PAGE gél az 54
kDa-os fehérjéken tal bal oldalt markersavot is tartalmaz.

A létrejott kezdeti K37E-hE3 kristalyok (36. abra) mindsége sajnos nem volt
elégséges szerkezetmeghatarozashoz, am kivald alapot jelentett a munkatarsaim altal

folytatott késébbi optimalizaciokhoz.
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36. dbra. K37E-hE3 kristalyok. A kristalyok az Index Screen 83., illetve 85. szamu
oldatkoriilményei (0,2 M MgCly, 25 (w/v)% PEG-3350 — eddig mindkét esetben — és rendre
0,1 M Bis-Tris, pH=6,5, illetve 0,1 M Tris, pH=8,5) mellett jottek 1étre.

Az E340K-hE3 esetén alkalmazott kristalyositasi probak csak mikrokristalyokhoz

vezettek. Ezek szintén jo optimalizacios alapnak bizonyultak.

4.4.3. A vadtipusu hE3 kristalyositasa és rontgenkrisztallografiai szerkezete

Egy mar tobb hE3 mutans fehérje esetén alkalmasnak bizonyulo (14. tablazat), a

laboratoriumunkban kifejlesztett optimalt oldatsorozattal kezdtem meg a vadtipusu valtozat

crer

gyengébb mindségii valtozathoz, valamint a 37. abran lathatd jo mindségli egykristalyhoz

vezettek.
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14. tablazat. A hE3 vadtipusi és mutans valtozatai esetén laboratoriumunkban sziiletett

néhany egykristaly paraméterei

II\/Ionom,er Precipitalo oldat dsszetétele
Valtozat egysgflﬁr:lzeirr?aa - Puffer S6 komponens Ilgcr;ap(’szer
egységben ponens
w8 SAMBETE oo,  EoM
RAATG 2 PLNNEE aMNHgs0s o i
P453L 8 O’lr;\l/lﬂ F7|,e3peS' 2 M (NH.)250x 1F"EI)Eg-/X())(?
R460G 2 0’1;\,/'4 Ig?gpes' 2M (WHpso: D0
G194C 2 0.1 '\F;'HB(;S’S')T”S’ 2M (NHi)s0s  2L0V0%
RA60G 2 o '\SHB(;S,QT”S’ 2 M (NH4)2S0x §E(<V;/.V23/8

%a 37. abran lathat6 hE3 kristaly

37. dabra. A hE3 Kkristaly képe. A kristaly egy optimalis dsszetételti oldatban (0,1 M Bis-
Tris, pH=6,9, 2 M (NH.)2S04, 1,5 (v/v)% PEG-400) jott 1étre.
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A fenti kristalybol kiindulo szerkezetmegoldas vezetett el a munkacsoportunk altal
meghatarozott, az irodalomban eddig legmagasabb felbontast (1,75 A) vadtipusa hE3
kristalyszerkezethez (PDB kod: 614Q; 38. abra). A diffrakcios kisérlet és a
szerkezetmegoldas fontosabb 1épései, illetve paraméterei a Modszerek fejezetben talalhatoak
(3.7.2. A vadtipusi hE3 rontgendiffrakcids szerkezetmeghatarozasa fejezet, illetve 6-8.
tablazatok).

Ezen hE3 modell nagy hasonldsigot mutatott az irodalomban megtaldlhatdé NAD™,
illetve NADH ligandummal (koszubsztrattal) komplexalt (PDB kod rendre: 1ZMC, illetve
1ZMD [154]), és a szintén a mi laboratoriumunkbol szarmazo ligandum nélkiili, alacsonyabb
felbontasti (SNHG [155]) szerkezetekkel (15. tablazat). JelentOs egyszeriisitést jelentett a
szerkezetmegoldas soran a kordbbi nyolc (SNHG szerkezet) helyett két monomer egység
jelenléte az aszimmetria egységben. Ez a szerkezet sokkal részletgazdagabb képet mutatott
(kiillonosen a dimer belsejében kialakulo H*/H>O-csatornarol) mint az eddigi hE3

szerkezetek. (A részletes elemzés Dr. Szabo Eszter Ph.D. munkéja volt.)

38. dbra. hE3-dimer szerkezete. A kialakitasban résztvevé két monomer a szalagmodellben
z06ld és lila szinekkel van jeldlve. Egy (palcikamodellel megjelenitett) FAD prosztetikus
csoport kotdédik egy monomerhez. A széntdl eltéré atomok piros (oxigén), kék (nitrogén) és
narancssarga (foszfor) szinekkel vannak reprezentalva.
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15. tablazat. A 614Q modell mas szerkezetekkel valo osszevetése?

5NHG
Modell (ligandum nélkiili, 1ZMC 1ZMD
laboratoriumunkban (NAD"-komplexalt) (NADH-komplexalt)
megoldott)
RMSD (Ca) 0,309 A 0,471 A 0,410 A

A tablazatban szerepld értékek a 614Q és a tobbi modell monomer egységei kozott megjelend
eltéréseket mutatjak.

4.5. A hE2k krio-elektronmikroszkopiai szerkezete és annak analizise

Mar az eldkisérletek soran megsziiletett képek eldvetitették a kés6bb megismert
szerkezetet. A hE2k multimerjei négyzet alak(i képz6dményekként jelentek meg.

A krio-EM adatgyijtési kisérlet és a szerkezetmegoldas fontosabb 1épései, illetve
paraméterei a Mddszerek fejezetben olvashatéak (3.8. A hE2k krio-elektronmikroszkdpiai
szerkezetmeghatarozasa fejezet, illetve 9-10. tablazatok). Az adatfeldolgozas utan egy a tér
hirom irAnyaban szimmetriat mutat kocka alaku test tarult elénk (39-40. abrak). A 2,9 A
pontossagi denzitds térképen a legmagasabb, 2,5 A felbontas a nagy rigiditasti belsd
teriileteken, mig a legkisebb részletgazdagsag a csucsoknal jelentkezett (41. abra). A nem
tomor test liregei a kocka lapjaira nyiltak.

A nagyrészletességii térkép altal lehetdvé valt a hE2k szekvencidjanak beépitése (42.
abra). Ezéltal az aminosavak atomi pontossagi részletességétdl egészen a multimer

szerkezetig bezarolag lehetdségem adodott a fehérje megismerésére.
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45% =

41% =

3142 mikrografrol 740100 partikulum 3D finomitas —
1533026 partikulum kiemelése 3D osztalyozas per-partikulum defokusz finomitas —
kivalasztasa 2D Klasszifikacioval 3D finomitas

39. dbra. Adatfeldolgozas. A végso térkép 740100 6nallo részecske bevonasaval késziilt el.
A Fourier shell correlation=0,143 kritériumnak megfeleléen egy 2,9 A felbontast térkép
keletkezett [156].

40. dbra. Reprezentativ 2D-osztalyok a hE2k szerkezetmeghatarozasa soran
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41. dabra. A végsé hE2K térkép lokalis élességei. A szinskalan a piros szin jelzi a legkevésbé,
mig a kék szin a legjobban meghatarozott régiokat.

A\ 2
\ .
N terminus

42. dabra. A hE2k-monomer szerkezete és annak elemei. A hélixek és reddk jeldlése
megfelel az 16. tablazatban leirtaknak. Az N-, illetve C-terminalis aminosavak kiilon is
jelolve vannak.
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16. tablazat. A hE2k masodlagos szerkezeti elemei. (Ezen tablazat a [156] nyilt hozzaférési
kozleménybdl lett atvéve; Table S2.)

a-hélixek B-redok

H1 Argl62-Alal74 Argl157-Lys159
H2  Ser190-His207 Met180-Asp188
H3  Met214-Glu227 Glu241-Tyr244
H5 Asp275-Arg288 Asp249-Ala253
H6 Gly362-Ala375 Val264-Arg266
Phe302-Asn306

310-hélixek Leu313-Gly315
H4  Pro229-Asn232 Ala325-His330
H7  Pro379-Leu384 |  Phe333-Ala338
J  Val343-Asp356

T O Mmoo wm >

45.1. A monomer

Az elektrondenzitas a 151. aminosavtol kezdddden foglalta magaba az Gsszesen 386
egységbol felépiild fehérjét. Ez dontden a katalitikusan aktiv magdomént jelentette, mig a
nagyfok flexibilitdst mutatd N-terminalis szakasz (més rokon fehérjék rontgen-
krisztallografiaval megfejtett szerkezetéhez hasonloan [15, 18, 137, 157]) nem volt lathato.
A felbontas mértéke az oldallancok nagypontossagu elhelyezését is lehetdve tette.

Az alegységet szekvenciaanalizisnek ¢és a mar ismert szekvencidkkal wvalo
Osszevetésnek alavetve kitlint, hogy az aciltranszferaz aktivitasért és egyben a szerkezeti alap
biztositasaért felelds részt (153-386. aminosavak) sikertilt felderitenem. Ezzel szemben az
LS kotéséért és igy az acilgyok szallitasaért felelds lipoil domén (LD, 3-77. aminosavak),
valamint a periférias alegységekhez (hElk és hE3) valo kapcsolodasért felelds periférias
alegység-kot6 domén (105-173. aminosavak) nagyrésze kiviil esett meghatarozott
szerkezetemen [1, 2, 9-11, 14, 158-161].

A meghatarozott monomer szerkezet nagyfokt hasonlosagot mutatott az E. coli
azonos, illetve a hPDHk hE2p alegységével (43. abra). A fenti szerkezetek mindegyikére

igaz, hogy szekvenciajuk minimum 60%-a besorolhat6 a masodlagos szerkezeti elemek altal
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meghatarozott kategoriakba (ecE2k: 66%, hE2p: 62%, avE2p: 63%). A hE2k esetén ez 6t a-
hélix, kettd 310-hélix és tiz B-redd meglétét jelenti (42. abra, 16. tablazat).
A B

43. dbra. E2 fehérjék magdoménjeinek osszevetése. A. A hE2k- és az ecE2k-monomerek
egymasra illesztése. A vilagossziirke ecE2k (PDB kod: 1E20, felbontés: 3 A, meghatarozasi
modszer: rontgenkrisztallografia, aminosavak: 172-404, 233 aminosav) €s a sotétsziirke
hE2k (PDB kod: 6HOS, felbontas: 2,9 A, meghatarozasi modszer: krio-EM, aminosavak:
151-386, 236 aminosav) szerkezetek nagyfoku hasonlosagot mutatnak (Ca-RMSD az ecE2k-
ra vetitve: 0,82 A, 59,8% szekvenciaazonossag a meghatarozott régiokra vonatkoztatva). A
szignifikans eltérést mutato régiok (Glyl51-Leul52, Asp237-Thr239) a hE2k szekvenciaban
piros szinnel vannak jelolve. B. A hE2k- és a hE2p-monomerek szerkezeti dsszevetése.
Kisebb mértékii hasonldésag volt kimutathatdo a vilagossziirke hE2p szerkezettel vald
osszehasonlitas soran (PDB kod: 6CTO, felbontas: 3,1 A, meghatarozasi médszer: krio-EM,
aminosavak: 417-647, 231 aminosav; Ca-RMSD a hE2p-re vonatkoztatva: 1,07 A, 32%
szekvenciaazonossag a meghatarozott régiokra vonatkoztatva). A szignifikans eltérést
mutato régiok (Glyl51-Argl53, Lys205-His207, Asp237-Thr239, 1le265, Asn290, 11e339-
Lys342) itt is piros szinnel vannak kiemelve a hE2k szekvencian.

Kitlint, hogy a szerkezet belsé alapjat a B-red6k altal kialakitott csavart lap jelenti,
mely a monomer szerkezetet két részre 0sztja (egyrészrél az A, C és G jelti B-redok, valamint
az 1. hélix altal alkotott csoport, masrészrol a tobbi hélix). A szerkezeti elemek kozotti
Osszetartd erét H-hidak, sohidak, Van der Waals-kolcsonhatasok, valamint w-rt interakciok

képezik.
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4.5.2. Multimerek

A monomerekbdl szimmetria-operatorok alkalmazaséaval egy az
elektronmikroszkopiai képeken mar megismert kockaszerkezet rajzolodott ki. A 24
alegységbdl felépiild tlireges kockatest csticsaiban 3-3 monomer alkotta homotrimerek

helyezkednek el (44. abra). Az igy 1étrej6vé homomultimer Oh szimmetriat mutat.

A

44, abra. hE2k-multimerek. A. A homotrimer szerkezete. A kialakitasban résztvevé harom
monomer kiillonboz6é szinekkel van jelolve. B. A homo-24-mer szerkezete. A 8x3-as
szimmetriat mutatd képlet a térben kocka alakot vesz fel. A csucsokat elfoglald
homotrimerek eltérd szinekkel vannak jeldlve.

A multimer szerkezeten tul az azt kialakito kapcsolati eréket is megvizsgaltam.

A homotrimerek mar dnmagukban is egy globularis szerkezetet vesznek fel, mely
legnagyobb kiterjedtségében 79 A, mig legkisebb kiterjedtségében 43 A hosszasagu. A 16.
tablazatban részletezett masodlagos szerkezeti elemek koziil az A, B, C, G és J jelolést -
redok, valamint az 1. és 6. hélixek vesznek részt a trimereken belil a monomerek kozotti
kolcsonhatasok kialakitasaban. Ezek a 45. abran interakcios pontokként jelennek meg. A
koriilbeliil 14000 A2-et feldleldé monomer felszin 11%-anak elfoglalasaval kitiinik, hogy

milyen nagy jelentéségiik van ezen kapcsolodasi pontoknak a bels6 stabilitas kialakitasaban.
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A fenti érték nagy hasonlosagot mutat a korabban mar targyalt ecE2k és hE2p szerkezetek

trimerformal? felszineivel.

A B
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45. dbra. A trimereken beliil kialakulé kapcsolatok. A. Két trimeralkoté monomer kozotti
kapcsolodasi pontok. A két szomszédos monomert arany, illetve sziirke szinek jel6lik, mig a
legfontosabb szakaszok feketével, illetve narancssargaval szerepelnek. A szalagmodellben
reprezentalt kapcsolodasi pontok piros karikdkkal vannak kiemelve ¢és szamozva. A
szamozott régiok részletei a tovabbi alabrakon lathatéak. B-D. Interakcios pontok. A két
monomer az A panelnek megfelelé szinekkel van jelolve. A kotésben résztvevo, a 17.
tablazatban kiilon is részletezett aminosavak palcikamodelljei feketén és narancssargan
jelennek meg. A széntdl eltérd atomok piros (oxigén), kék (nitrogén) és sarga (kén) szinekkel,
mig az interakciok szaggatott vonalakkal vannak reprezentadlva. A szomszédos monomer
alegységen szereplé aminosavakat az ' jel6li ki. (Ezen abra a [156] nyilt hozzaférési
kozleménybdl lett atvéve; Figure 4.)

A dihidrolipoamid-aciltranszferazokra altalanosan igaz, hogy az altaluk alkotott
homo- és heterotrimer egységek egymassal dsszekapcsolodva magasabb szintii szerkezeti
elemek kialakulasat biztositjak. Igyekeztem folderiteni, min alapulnak ezen kapcsolatok.

A hE2k esetén létrejovo, 24 monomer altal alkotott kockaszerkezet legnagyobb
térbeli kiterjedtségében 169 A-6t, éleiben pedig 135 A-6t dlel fel. A belsd iireg legkisebb és
legnagyobb belsé tavolsagai 55, illetve 84 A. A trimereknél leirt, B-reddk altal dominalt
stabilizalo erdkkel szemben a 24-mer kialakitasaban elsésorban a hélixek vesznek részt. A
16. tablazat leirasa szerinti 2., 5. és 7. hélixek altal kialakitott kapcsolddasi felszin egy-egy
monomer felszinének 8%-at Oleli fel. Ez a trimereken beliil leirhatd kapcsolatokhoz
hasonldan erds hasonlosagot jelent a kordbban emlitett E2 szerkezetekkel. A szomszédos
monomer egységek kozott parosaval tiikkrozott, palindrom modon leirhato kapesolati haldzat
(46. abra) a kocka logikajat kovetve biztositja a kotést a minden csticsban elhelyezkedd
trimerek €s harom megfeleld szomszédos csucstrimer kozott. Az igy kialakuld kockaélek

kotddési pontul szolgalnak a tovabbi komplexalkoté alegységek szamara.
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17. tablazat. A homotrimereken beliil kialakul6 kapcsolatok?®

Aminosavak és atomok Tavolsag® (A)
Ser154(0) — Asp246'(0OD2) 3,39
Ser154(0G) — Asp246'(0OD2) 3,58
GIlul55(0OEL) — Arg245'(NE) 3,30
His156(N) — Tyr244'(0) 3,40
His156(0) — Tyr244'(N) 2,96
Argl57(NH1) — Glu241'(OE2) 2,71
Glul58(N) — Val242'(0) 3,44
Glul58(0) — Val242'(N) 3,17
Glul58(0OE2) — Tyr244'(OH) 2,94
Met160(N) — Lys240'(O) 3,35
Argl64(NH2) — Arg358'(0O) 2,84
Argl64(NH1) — Leu359'(0O) 3,39
Lys172(NZ) — Cys178'(O) 2,53
Asnl76(OD1) — Asnl76'(ND2) 3,40
Thr182(0) — Thr316'(N) 2,93
Thr182(0) — Thr316'(0G1) 3,25
Thr182(N) — Thr316'(0G1) 3,07
Thr183(0G1) — Phe314'(0) 3,33
Phe184(0) — Leu313'(N) 3,38
Phel84(N) — Phe314'(0O) 2,95
Asn185(0OD1) — Leu313'(N) 2,99
Phe310(0) — Arg370'(NE) 3,50
Phe310(0) — Arg370'(NH1) 2,43

8A trimereken beliili, eltér6 monomerparonként
azonos kolcsonhatasok csak egyszer szerepelnek.
bAz  értékekeket a CCP4  szoftvercsomag
CONTACT programja biztositotta.

(Ezen tablazat a [156] nyilt hozzaférési
kozleménybdl lett atvéve; Table S3.)
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46. abra. A trimerek kozott kialakulo kapcsolatok. A. Két trimer kozotti kapcsolodasi
pontok. Az abrazolasi mod megegyezik a 45. abra A paneljénél leirtakkal. B. Palindrom
modon felépiil6 két kapcesolddasi pont. A kialakuld interakciok szaggatott vonalakkal vannak
jelolve. C. Az interakcios pontok részletei. Az alabra az A panel mindkét bekarikazott
kapcsolodasi pontjat kinagyitva reprezentalja. Az interakciokban résztvevo, a 18. tablazatban
kiilon is részletezett aminosavak, illetve minden tovabbi abraalkotd a 45. abra B-D.
paneljeinek megfelelden van jeldlve. A szomszédos monomer alegységen szerepld
aminosavakat az ' jeloli ki. (Ezen abra a [156] nyilt hozzaférésti k6zleménybdl lett atvéve;
Figure 5.)

18. tablazat. Homotrimerek kozott kialakulé interakciok?

Aminosavak és atomok TavolsagP (A)
Asn191(0) — Arg380'(NH1) 2,54
Asn191(0OD1) — Arg380'(NH1) 3,12
Argl98(NH1) — Asp378'(0OD1) 3,54
Argl198(NH1) — Asp378'(0D2) 3,56
His199(NE2) — Asp378'(0D2) 2,97
Lys206(NZ) — Leu386'(O) 2,32
His207(NE2) — Leu384'(0) 3,38
His207(NE2) — Asp385'(0) 3,10
Phe273(N) — Leu383'(0) 3,39

%A paronként azonos kolcsonhatasok csak egyszer
szerepelnek.

bAz értékeket a CCP4 szoftvercsomag CONTACT
programja biztositotta.

(Ezen tablazat a [156] nyilt hozzaférési
kozleménybdl lett atvéve; Table S4.)

A magasabb rendl szerkezetek kialakulasanak okat felderitendd megépitettem egy a
hE2k-monomerek altal 1étrehozott 60-mer modellt is. Ehhez a megfejtett hE2k-monomer
szerkezetet illesztettem be a hE2p esetén szintén krio-EM-mel megoldott elektrontérképbe
[158]. (A két szerkezet kozotti szekvenciaazonossag a magdomének esetén 32%-0s.) A
trimereken beliil kialakult interakcids halozatban nem lattam jelentds eltérést a 24-merhez

képest, am a trimerek kozotti kapcsolatok szama jelentds csokkenést mutatott (19. tablazat).
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A hE2K-24-mer esetén természetes modon 1étrejovo interakcios haldzat raadasul nem csak a
képzeletbeli 60-merhez képest adott nagyobb kapcsoldédasi szamot, de a tobbi ismert
szerkezetnél (avE2p-24-mer [18], ecE2k-24-mer [137] és hE2p-60-mer [158]) is nagyobb

stabilitast sugallt.

19. tdblazat. Az E2 fehérjék magdoménjei esetén kialakulo, monomerek Kkozotti

kolcsonhatasok* [156]

Trimereken beliili Trimerek kozotti
kolcsonhatasok szama kolesonhatasok szama

H-kotések  Tonparok  H-kotések  Ionparok

hE2k (151-386, 24-mer) 22 4 18P 14P
hE2k (151-386, 60-mer?) 21 5 4 2
ecE2k (172-404, 24-mer) 16 6 11 4
hE2p (417-647, 60-mer) 18 0 2
avE2p (396-638, 24-mer) 21 1 0

“Az elemzés a PISA program segitségével késziilt.

®mesterségesen megalkotott modell

bA 18. tablazatban kozolt adatoktol vald eltérés (18+14, illetve 9 interakcié) oka a PISA
program esetén alkalmazott magasabb peremfeltételi (cut off) érték és az ott leirt azonos
(palindrom médon megjelend) kdlesonhatasok minddssze egyszeri megjelenitése. A PISA
program ezen tal két tovabbi interakcidt is leirt.

(Ezen tablazat a [156] nyilt hozzaférésii kozleménybdl lett atvéve; Table S5.)

A fentieken til érdemesnek tartom megjegyezni, hogy a szerkezetmegoldas 3D
osztalyozasi fazisaban megjelent egy kiilonleges, a kockat alkoto 8 trimer szerkezet egyikét
nélkiilozo csonka kocka valtozat is. Ez arra utal, hogy a logikus 1épéssorozatnak megfeleléen
a szerkezet felépiilése elészor a trimerek szintjén valosul meg, majd pedig ezek

Osszekapcsolodasaval jon 1étre a teljes kocka.

4.5.3. Az aktiv centrum

Az avE2p-vel vald Osszehasonlitas alapjan azonositottam az enzimaktivitasban

kulcsszerepet jatszo aminosavakat.
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Az enzimcsaladban jol konzervalodott megfeleld szekvenciaszakaszt megvizsgalva
(**DHRXXDG?*®?) [12] a 357. poziciot elfoglalé His (His357), valamint az Asp361 és a
Ser305" (47-48. abrak) alkotta katalitikus triadban azonositottam az aktiv centrumot.
Legfontosabb szereppel a His357 rendelkezik, mely az Asp361 altal kivaltott protonvesztése
kovetkeztében tudja deprotonalni a csatornahaldzaton at befogadott KoA tiolcsoportjat [137,
146]. A folyamat eredményeként 1ép ez a szubsztrat tiolat anionja nukleofil tdmadasba a
szukcinil-DHLA (SLA, a masik szubsztrat) szukcinilcsoportjanak karbonil szénatomjan.
Kijelenthetd, hogy a His357 megfelelé pozicidban tartdsdhoz elengedhetetlen a két
szomszédos aminosav (Asp356 és Arg358) kozott 1étrejovo sohid, mely a BJ és H6 kozotti
hurok stabilizaloja. A His357 megfelelé tautomerjének kialakulasahoz elengedhetetlen
Asp361 a szomszédos hE2k alegységen elhelyezkedé Argl64'-fal sohidat kialakitva segiti a
protonszivo hatast. Az aktiv centrumban harmadikként kulcsszerepet betolté Ser305' a
tetraéderes katalitikus intermedier stabilizalasaban fontos. (Egy nemrég publikalt tanulmany
alapjan a His357 szerepe szintén ebben van [162].) A fent leirtakat némileg arnyalja, hogy
az ecE2k szekvenciaban a hE2k-Ser305'-nak megfeleld pozicioban Thr [137], mig az avE2p
esetén a hE2k-Asp361-nek megfeleld helyen Asn talalhato [163].

A fenti aminosavak mindegyike egy mindkét iranybol atjarhatd csatornahalozatban
helyezkedik el. Az iireget a homotrimerek két, egymassal szomszédos monomeregysége
alakitja ki (47-48. abrak). Ez is bizonyitja, hogy az enzimfunkcio ellatasahoz elengedhetetlen
az oligomerizacié legalabb bizonyos fokl bekovetkezte. A csatorna kialakitdsaban az alabbi
masodlagos szerkezeti elemek vesznek részt: BB, BJ, H6, az ezek kozott 1évo kapesolo régiok,

HI1', H5', BD'-H', illetve a H2' és H3' k6z6tti kapesold régio.
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47. abra. A hE2K-homotrimer szubsztratcsatornai. A. A két csatornaag és az illeszked6
szubsztratok. A szubsztratok végsé helyét a szerkezetben a KoA ¢és az SLA
energiaminimalizacié utani pozicidja hatarozta meg. A KoA csak részlegesen 1ép be a piros
szinnel jel6lt csatornaba. Az SLA csatornat kék szin jeloli. A modellgombok atfedésével leirt
csatornahalézat a Caver 3.0 program segitségével megallapitott atmérdadatokkal bir. A
csatornaképzésben kozosen résztvevd monomerek arany ¢és soOtétsziirke szinnel, a
katalitikusan fontos aminosavak palcikamodell abrazolasban a monomereknek megfeleld
narancssarga €s fekete szinekkel vannak abrazolva. A széntdl eltéré atomok piros (oxigén)
és kék (nitrogén) szinekkel jelennek meg. A két szubsztrat palcikamodelljei zold szinben
lathatoak, ahol a széntdl eltérd, eddig nem emlitett atomokat sarga (kén) és narancssarga
(foszfor) szinek jelolik. B. Az SLA csatorna. A reprezentalhatosag érdekében a csatorna itt
kék haloként jelenik meg. A tobbi elem abrazolasa megfelel az A panelnek. C. A KoA
csatorna. A reprezentalhatosag érdekében a csatorna itt piros haloként jelenik meg. A tobbi
elem abrazolasa megfelel az A panelnek. D. A szubsztratok és az aktiv centrum katalitikusan
fontos aminosavai. A kiemelkedden fontos kapcsolatok sarga szaggatott vonallal jelennek
meg. A tobbi elem abrazolasa megfelel az A panelnek. (Ezen abra a [156] nyilt hozzaférési
kozleménybdl lett atvéve; Figure 6.)
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48. dbra. A csatornahalézat polaritasfelszine. A. A két csatornaag és szubsztratjaik. Az
oldoszer szamara elérhetd felszinek a sziirke szin harom (a két monomer és a koztiik képz6do
bels6 csatornafelszin) arnyalataban mutatkoznak meg. A felszini polaritas egy valasztott
skala szerint van megjelenitve a programon beliil, ahol a piros a negativ, a kék pedig a pozitiv
polaritast jeloli. A szubsztratok az 47. abranak megfelelden vannak reprezentalva. B. A
csatornahaldzat kinagyitdsa. A szubsztratok az A panelnek megfeleléen vannak
megjelenitve. Az aktiv centrum aminosavai az 47. abranak megfeleléen, am zold szini
palcikamodellben vannak reprezentalva. (Ezen abra a [156] nyilt hozzaférésii kozleménybdl
lett atvéve; Figure 7.)
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4.5.3. Szubsztratok megkotése

Az aktiv centrum aminosavainak azonositdsa utan a szubsztratok kotésében szerepet
jatszo interakciokat is fel kivantam térképezni. Ehhez analizis ald vettem a teljes, az aktiv
centrumot is magaba foglald csatornahaldzatot és kornyezetét.

A csatorna két egymasra merdleges szaranak bejarata a fehérjefelszinre nyilik [137].
A 4,5 (SLA), illetve 10,2 A (KoA) hosszlisigli csatornaszakaszok 4tlagos atmérdje rendre
2,6 és 1,9 A. Az SLA a komplex kiilsé felszine irdnyabol (Exit 1), mig a KoA a
magstrukturaba bedgyazott, féloldalas poziciobol (Exit 2) kozeliti meg az aktiv centrumot
(49. abra).

A csatorna belsd feliiletén természetesen szamos, a szubsztratok megkotésében fontos
aminosav talalhato. Szekvenciaillesztéseken, illetve a rokon fehérjékkel (ecE2k [137] és
avE2p [18, 146]) vald osszevetéseken alapuld elemzésekkel az alabbi aminosavak szerepe
valoszintsithetd a szubsztratok megkdotésében: Argl96', Ser305', Lys210', 11e326, Leu260',
Tyr355, Val366, Asn306', Gly307', Ser312', Gly315', His330', Gly362 és Arg363. A jobb
megértés és reprezentacio érdekében a két szubsztratot be is modelleztem a megfeleld
csatornakba (47-49. abrak). A modellezéssel kapott térbeli szubsztratpoziciok alapjan az LA
kotésében az Asn320'-nak, mig a KoA kotésében a Gly362-nek, az Arg196'-nak, a Lys210'-
nak, az Ala255'-nak, az Asn306'-nak, a Gly307'-nak és a Gly362'-nak lehet dontd szerepe. A
szukcinilcsoport megfeleld helyzetben tartasaért a Tyr355, a Ser305' és a Thr316' lehet
felelds.

A csatornat toltésslirliség szerint is megvizsgaltam. A belsé felszin, habar helyenként
valtozatos képet mutat, dsszess€égében megis inkabb apolaris karakterinek mondhaté (48.
abra), amely megfelel a szubsztratok toltésviszonyainak is. Az Exit 2 melletti fehérje felszin
hivatott biztositani. Ez azért elengedhetetlen, mert ezen szubsztratnak csak bizonyos része
hatol be a csatorna belsejébe (47. abra C panel). Ezzel analég mdodon az Exit 1 mellett lathato
pozitiv toltésteriilet (49. abra) az SLA csatornaba vald bejutdsat segitheti eld. Az aktiv
centrum kdornyezetében kialakuld pozitiv toltésegyiittes a szukcinilcsoport helyi
stabilizalasaban jatszhat szerepet (48. abra). (Hasonlo jelenség irhato le az ecE2k, a hE2p és

az avE2p szerkezetek esetén is.)
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A hE2k magjanak felszinén nagy altalanossagban toltéskiegyenlitettség lathato (49.
abra), am ez a rokonfehérjékhez képest (hE2p, avE2p és ecE2k) nagyobb polarizaltsagot

mutat.
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49. dbra. A hE2k polaritasfelszine. A. A 24-mert 1étrehozé nyolc homotrimer egy
példanyanak polaritasfelszine. A polaritasfelszin a 48. abranak megfeleléen van
reprezentalva. Az EXit 1 és Exit 2 jel6lések a homotrimereken beliili szomszédos monomerek
altal létrehozott csatorna két bejaratat jelolik. A tobbi homotrimer eltérd szini
szalagmodellekként van reprezentalva. B. Az Exit 1 és Exit 2 csatornabejaratokra valo
rakozelités. A megjelenitett szubsztratok az 47-48. abraknal leirtaknak, minden mas
reprezentacié az A panelnek felel meg. C-D. A homotrimerek polaritasfelszine két
orientacioban. C: a kocka csucsat kiviilr6l vizsgalva, D: a kocka csucsat beliilr6l vizsgalva.
(Ezen abra a [156] nyilt hozzaférési kozleménybdl lett atvéve; Figure 8.)

4.5.4. Az adipoil-dihidrolipoamid bekotodése

A fenti eredmények sikeres publikalasa utan [156] Rutgers Egyetemi egylittmikodo
partneriinkt6l felkérést kaptunk egy masik szubsztratnak, az adipoil-DHLA-nak (ALA) a
csatornaban valdo bemodellezésére. Ezen szubsztrat a hKADHk miikodése soran (az o-
hKADHk elsddleges szubsztratja, azaz az alfa-ketoadipat mellett az annal egy
metiléncsoporttal hosszabb alfa-ketopimelatot is képes atalakitani. Nem ko6zolt adat.)

Megallapithaté volt, hogy az egymashoz hasonld, de két metiléncsoportnyi
kiilonbséget mutatd SLA és ALA a csatorna azonos térhelyeit foglalja el. Az enzimatikus
reakcioban kulcsszerepet jatszo karbonil szénatom és a KoA S8 atomja egymashoz és a
reakcioban szintén résztvevd kulcsaminosavakhoz viszonyitva kozel azonos poziciokban

vannak a két szubsztrat esetében (20. tablazat).

20. tablazat. Az SLA és az ALA esetén kiemelt jelentdségii szubsztrat és csatornaalkoto

aminosav atomok kozétt felirhaté tavolsagok (A)

His357-N— KoA-S8- Ser305'-0O—
KoA-S8 acil karbonil C acil karbonil C
SLA 40 3,1 3,1
ALA 3,7 3,3 2,9
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50. dbra. Az ALA szubsztrat illesztése a hE2k-homotrimer szubsztratcsatornajaba. Az
abra kialakitasa €s jelolésmodja megegyezik az 47. abranal leirtakkal. A. A két csatornaag és
az illeszkedé szubsztratok. A szubsztratok végsé helyét a KoA ¢és az ALA
energiaminimalizacid utani pozicidja hatarozta meg. A KOA tovabbra is csak részlegesen 1ép
be a piros szinnel jel6lt csatornaba. Az ALA csatornat kék szin jeloli. B. Az ALA
szubsztratcsatorna. A reprezentalhatdsag érdekében a csatorna kék haloként jelenik meg. C.
A KOA szubsztratcsatorna. A reprezentalhatosag érdekében a csatorna piros haloként jelenik
meg. D. A szubsztratok és az aktiv centrum katalitikusan fontos aminosavai

4.5.5. Az N-terminalis régio

Felismervén, hogy a hE2k fehérje nagy flexibilitdssal bir6 N-termindlis részének
szerkezete krio-EM-mel nem hatarozhatd meg munkatarsaimmal mas modszerhez
folyamodtunk. A CL-MS a fent megnevezett régid belsé vizsgalatan tal annak a hE2k tobbi
részéhez vald viszonyar6l is informacidt nyutjtott (21. tablazat; a kisérletsorozatban
keletkezett eredmények egy része mar egy masik cikkben korabban publikalasra kertilt [8]).

Az N-terminalis részen beliili informaciok alapjan kollégdm, Dr. Ozohanics Olivér
megalkotta az 1-150. aminosavakat magaba foglald6 modellszerkezetet. (A modellezés
kiindulopontjat a rokon szekvenciak PDB adatbazisban elérhet6 szerkezetei jelentették.) Az
I-TASSER algoritmussal képzett szerkezetek koziil a keresztkotési adatokkal legjobb
korrelaciot mutatot valasztotta ki. Az elsésorban az avE2k alegység N-terminalisan (PDB
kod: 1GHJ [138]) alapulé modell (51. abra) az N-terminalis alacsony flexibilitassal biro
részére (1-78. aminosavak) magas, mig a nagy flexibilitasi C-terminalisara (79-150.
aminosavak) alacsonyabb bizonyossaggal adta meg a térszerkezetet. Ebbdl adodoan az LS-
koté Lys (Lys43), illetve az 6t koriilleld LD jol modellezett résznek mindsiil. (A domén
avE2k modellel torténd dsszevetése 2,4 A Ca-RMSD értéket ad.)

Kisérletet tettem az N-terminalis rész és a magdomén kapcsolatanak feltarasara is. A
24-98. aminosavak (N-terminalis) és a 210-240. aminosavak (magdomén) altal
meghatdrozott szakaszok kozotti kapcsolat alapjan sikeriilt felrajzolnom a két modell
Osszekapcsolasa mellett az N-termindlis rész legvaldsziniibb térhelyzetét (51. abra). Ennek
alapja az a felismerés volt, mely szerint az eredetileg a monomeren beliil elképzelt kapcsolat

valgjaban a trimer két kiilonb6z6 monomerje kozotti kapcsolatként valosul meg.
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21. tablazat. A hE2k-monomer keresztkotésben érintett aminosavai

Aminosavak Mért Ca-Ca Maximalis Ca-Ca
tavolsagok (A) tavolsagok? (A)
Thr8 — Lys24 18,0 17,8
Thr4l — Lys150 26,8 27,2
Lys78 — Lys87 14,8 27,2
Lys78 — Lys98 22,8 17,8
Lys85 — Lys87 5,7 27,2
Lys85 — Lys98 17,9 17,8
Lys85 — Lys150 141 17,8
Lys24 — Lys210® 17,8
Thr71 — Thr238' --- 17,8
Thr71 — Lys240' 17,8

21,1'-karbonilimidazol (17,8 A) vagy dlSZUkCInImIdI| -vajsav-urea (27,2
A) keresztkoté agensekkel mért maximalis aminosav Co-Ca tdvolsagok
[164, 165]

bEzen keresztkotés nem elégiti ki a modelliinket.

(Ezen tablazat a [156] nyilt hozzaférésii kzleménybdl lett atvéve; Table
S1.)
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51. dabra. A hE2k nagy flexibilitasi N-terminalis régiéjanak modellje. A. A CL-MS
informaciok alapjan peremfeltételek kozé szoritott hE2k N-terminalis modellszerkezet (1-
150). Az N- és C-terminalis végeket nagy betiik jelolik. A keresztkotésekben résztvevd
aminosavak piros kiemeléssel, mig a keresztkotések maguk szaggatott vonalakkal vannak
jelolve. A megfeleld tdvolsagadatok a 21. tdblazatban olvashatéak. B. A magdomén ¢és a
szomszédos monomerhez tartozo N-terminalis szegmens kozott 1étrejovo keresztkotések. A
magdomének sarga, ezilist és bézs szinekkel, mig az N-terminalis szegmens zolden van
jelolve. A keresztkotésekben résztvevd aminosavak és a keresztkotések az A panelnek
megfeleléen vannak jeldlve. A tavolsagadatok a 21. tdblazatban olvashatoak. C. A
keresztkotéseket legjobban kielégité teljes hE2k monomer konformacidja. A legnagyobb
bizonyossagi részek (1-78. aminosavak) lila szinnel, mig a tobbi rész a B panelnek
megfeleléen van jelolve. A lanctermindlisok az A panelnek megfelelden vannak jeldlve.
(Ezen abra a [156] nyilt hozzaférésti kozleménybdl lett atvéve; Figure S6.)

4.6. A hKGDHk szerkezete

Kisérletet tettem a hHKGDHK térszerkezetének leirasara is. Ehhez elengedhetetlen volt
a KSDHk-khoz kotédd szakirodalom felderitése. A biokémiai, biofizikai és szerkezeti
le.

A kutatdcsoportunk altal korabban kollaboracioban kozolt HDX-MS és a hozzajuk
kapcsolodd CL-MS adatok [8] alapjan a hE2k fehérje 144. és 173. aminosavak altal bezart
szakasza kritikus szereppel bir a hE1k fehérjével valo interakcioban. A 150. aminosav el6tti
rész flexibilitasa okan nehezen lokalizalhatd, am a 151. és 173. aminosavak altal hatarolt
szakasz jol kivehet6en a krio-EM-mel meghatarozott kocka kiils6 felszinén helyezkedik el.
Az 52. abran voros szinnel kiemelt aminosavak a kocka csucsain, illetve élein talalhatoak.
Ezen tényekbdl, illetve a rokon E2 alegységek esetén javasolt, élek mentén megvalosulo
kotodésekbol kiindulva joggal feltételezhetd, hogy a hE1k-dimerjei is a hE2k altal kialakitott

kocka éleihez kotodnek.
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52. abra. A hE1k kotohelyek elhelyezkedése a hE2k-24-mer magon HDX-MS alapjan.
A hE2k fehérjék altal 1étrehozott kocka alakti mag felszine két orientacidoban lathato (A és B
panelek). A hE1k-kot6 szegmensek (151-173. aminosavak) piros szinnel vannak jel6lve, mig
a tobbi rész zold. A kocka alaku magszerkezet itt nem tartalmazza a modellezett N-terminalis
régiot (1-150), (részben a jobb attekinthetdség érdekében) csak az experimentalisan validalt

koordinatakat jeleniti meg. (Ezen abra a [156] nyilt hozzaférésti kozleménybdl lett atvéve;
Figure S7.)

A szerkezeti topologia teljes leirasa érdekében Dr. Ozohanics Olivérrel megépitettiik

a hE1k fehérje dimerjének homolog modelljét is (53. abra). A fent leirt HDX-MS és a [8]
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cikkben rogzitett CL-MS adatok a hElk 18. és 40. aminosavai altal hatarolt szakaszban
jelolik meg a hE2k és hE3 kotéséért egyszerre felelds régiot (dual-subunit-binding domain,
DSBD; 53. abra). Ugyanezen cikk alapjan nincs kozvetlen kapcsolodas a hE2k és a hE3
alegységek kozott, melynek kovetkeztében nem johet 1étre hE3 kotés a hE1k jelenléte nélkiil.
(A hE2k és a hE3 kozott kialakulo kotés igy csak id6leges és gyenge lehet.)

Habér a modellekben a DSBD régi6 térbeli pozicidja nem vetithetd szorosan a hE2k
fehérje 151. és 173. aminosavai altal hatarolt régiora, ez betudhato a hE1k azon teriileten
meglévo jelentds flexibilitdsanak. A szerkezetek Osszeillesztése soran kideriilt, hogy a
kapcsolodast csak egy meghatarozott orientacioban lehet kialakitani. Ezt az orientaciot
tovabb erdsitette a legnagyobb felbontasu dimer hE3 szerkezet [166] hElk-hoz torténd
kapcsolasa.

A hE3 esetén a 35. és 70. aminosavak, illetve a 107. és 145. aminosavak altal hatarolt
régiok (mindketté a kofaktor-kotd région beliil helyezkedik el) és a 381., valamint 403.
aminosavak altal bezart régio (dimerizacios felszin) feleldsek a hElk-hoz val6 kotodésért. A
HDX-MS adatok alapjan gyengébb kapcsolat irhatd le a hE1k-hE3 par esetén, mint ami az
elébbi hE2k-hoz torténd kotdédésekor jelentkezik. A [8] cikkben megjelent megallapitasokat
erositik azon korabbi eredmények, melyek szerint a hE3 komplexhez valo kotddése 30-szor
gyengébb a hKGDHk esetén, mint a hPDHk-ban [1, 6, 7]. Emellett azonban a harom
megnevezett peptidszakasz koziil csak a 107-145. jelzésti tekinthetd racionalis kotéhelynek,
mig a masik kettd megvaltozott deutérium felvételét csak a hElk-hoz valo kotddés altal

indukalt szerkezetvaltozasnak tekinthetjiik.
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53. dbra. A hElk-dimer homologia modellje. A-B. A hElk szalag (A), illetve felszin (B)
reprezentacidos modelljei. A kettds kotédomén (DSBD, 18-40. aminosavak) sarga, a fehérje
tobbi része pedig kék szinnel van jelolve. C. A hE1k és a hE2k fehérjék alegység-koto helyei.
A szinezés €s a magszerkezet reprezentaltsaga megfelel az A-B panelek, illetve az 52. abra
esetén leirtaknak. (Ezen abra a [156] nyilt hozzaférést kozleménybdl lett atvéve; Figure S9.)
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A fenti informécidkat mérlegelve egy 1€épésrol 1épésre kialakulo hKGDHk felépiilést
feltételezhetiink, melyben elébb az erésebb kotddést jelenté hE1k-hE2k kapcsolat alakul ki
¢s a hE3 csak a mar kialakult prekomplexhez kapcsolddik. A hE1k-dimer kocka ¢lekhez valo
kapcsolodasa utan, a [8] cikkben leirt hE1k-hE3 kapcsolati halonak megfeleléen a hE3-dimer
mar csak a kocka lapjain tud bekotddni (54. abra). A hE3-dimer igy szdmos rokon
komplexben leirthoz (2. tablazat) hasonloan két alternativ (szerkezetileg ekvivalens)
pozicioban foglalhatja el a kocka lapjait.

Tekintettel arra, hogy az 54. abra altal bemutatott vélelmezett szerkezeti topologia
modell a ma elérhetd legjobb mindségii informacidkra épit, igy méltan feltételezhetd, hogy

Elméletem igazolasa érdekében egy negativ festéses kisérletet is elvégeztiink az in
vitro Osszeallitott komplexszel. A felvételeken jol kivehetéek a kocka alakt képletek,
melyeket referencia nélkiili 2D osztalyozassal csoportositottunk is. A korabbi tisztan hE2k
tartalmt mintakhoz képest extradenzitas volt kimutathatd. Az 55. dbrén piros szinnel kiemelt
extradenzitasok minden valdsziniiség szerint a (kocka éleihez kot6dé) hE1k-dimerekhez

tartoznak. A hE3-dimerek hianyat a korabban mar leirt gyengébb kotédésiik magyarazhatja.
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54. abra. A hKGDHKk felépiilése. Az alkot6 modellek felszini reprezentacioban vannak
megjelenitve. A magképzé hE2k z6ld, a hE1k kék, mig a hE3 narancssarga szini. A hE2k
fehérje nagy flexibiliasu N-terminalis régidja nincs bemutatva. A. A 24 monomerbdl felépiild
hE2K-multimer szerkezete. B. A hE1k fehérje 12 homodimerje kdtve a magi 24-mer éleire.
(A 24-mer oritencaioja megegyezik az A panelen bemutatottal.) C. A 24 monomerbdl
felépiilé hE2k-multimer egy masik orientacidja. D. A teljesen felépiilt LKGDHK szerkezeti
topologiaja. A hE1lk 12 homodimerje a 24-mer élein, mig a hE3 6 homodimerje a 24-mer
lapjain kotodik be. (A 24-mer orientacioja itt megegyezik a C panelen bemutatottal.) A
modell a Pymol program segitségével manualisan lett 0sszeallitva. Az alegységek lancaranya
¢s a kapcsolodasi mod korabbi (tobbek kozott HDX-MS) adatoknak felel meg. (Ezen abra a
[156] nyilt hozzaférésti kzleménybdl lett atvéve; Figure S8.)
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55. d@bra. Az in vitro ésszeallitott hKGDHk negativ festéses analizise. A nyers képen az
extradenzitast mutatd négyzetek (a hE2k-24-merek) piros karikakkal vannak kiemelve. A
koriilbeliil 5-6 nm-es kitiiremkedések a referenciafiiggetlen 2D-osztalyokon szintén piros
szinnel vannak kiemelve. (Ezen abra a [156] nyilt hozzaférésti kozleménybol lett atvéve;
Figure S10.)

Az 5-6 nm hossziisagban kinyul6 extradenzitasok némileg kisebbek, mint az altalunk
amodell alapjan vart 10,5 nm-es képletek. Emogott a hE1k-ra jellemz6 nagyfoku flexibilitas
allhat [8, 167]. Ezen allitasok végs6 igazolasahoz természetesen tovabbi, mélyebb

vizsgalatok lesznek sziikségesek.
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5. Megbeszélés

A KSDHK-k vizsgalata az elmult években valt Gjra felkapott témava. Funkcionalis
[40] és szerkezeti [168] vizsgalatok, Osszefoglaldo mivek [111, 169], valamint Ujonnan

szliletett szerkezetek sora [156, 158, 170] (22. tablazat) bizonyitjak ezen allitast.

22. tablazat. A hKSDHK alegységek természetes és mutans valtozatai. A tablazat a
komplexek természetben eléforduldo normal (vadtipust) €s meghatarozott szerkezettel bird
misszensz mutans valtozatait irja le. A szerkezetet kiilon jelolés hianyaban
rontgenkrisztallografiai alapon hataroztdk meg. Az Ambrus laboratérium altal lekozolteket

sarga kiemelés mutatja. (forras: rcsb.org)

Enzim Valtozat PDB

hE1k vadtipus -

6U3J
6SY1
SRVW
SRVX
SRVY
SRVZ
SRWO0
SRW1

hEla vadtipus

vadtipus

hE2k
— magdomén 6HO05*

1DTW
1V1R
1U5SB
1IWClI
2BEU
2BEV
2BEW
2BFE

hElea vadtipus
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hElep

vadtipus

1IDTW
1VIM
1V1R
IAVANE
1V16
1U5SB
IX7TW
1IX7X
IX7Y
1X7Z
1X80
1IWCI
2BEU
2BEV
2BEW
2BFB
2BFC
2BFD
2BFE
2BFF

hE2e

vadtipus

— LD

— alegység-koté domén

1K8M*
1K80#
2CO0*

1ZWV*
3RNM
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vadtipus
hElpa

3EXE
3EXF
3EXG
3EXH
3EXI

6CFO

V138M

6CER

hE1pp vadtipus

3EXE
3EXF
3EXG
3EXH
3EXI
6CER
6CFO

vadtipus

— LD
hE2p

— magdomén

1FYC*
1Y8N
1Y80
1Y8P
2DNE*
2PNR
208l
3CRK
3CRL

3B8K*
6CTO*
6H55*

vadtipus
hE3KF

— LD

17Y8
6H60*

2DNC*
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1ZMC

1ZMD
1ZY8
vadtipus 2F5Z
3RNM
SNHG
614Q
hE3 G194C kofaktor-kot6 régio 614P
P453L aktiv centrum és kozeli régio 6142
G426E 614U
D444V 5J5Z
1445M dimerizacios felszin 614T
R447G 614S
R460G SaisE
614R

*: krio-EM moédszerrel meghatarozott szerkezet
# NMR modszerrel meghatarozott szerkezet

A hagyomanyos rontgenkrisztallografiai szerkezetek mellett megjelentek a krio-EM
alapu modellek is. Az NMR-spektroszkopia fleg az E2 alegységek nagy flexibilitast LD-
jeinek megismerésében kindl komoly lehetdséget. Jol lathatd, hogy a szdmos eredmény
mellett foleg a mutans valtozatok esetén var még sok fehérje szerkezeti leirasra.

Kutatomunkam soradn igyekeztem minél tobb komplexet és alegységeiket minél

tobbrétli vizsgalatokba bevonni.

5.1. hKGDHk

ROS-képz6 aktivitasanak kimutatasa [46] ota kutatocsoportunk vizsgalatainak
kozéppontjaban a hKGDHK all. Célunk, hogy ezen, a citromsavciklusban
sebességmeghatarozo szereppel bird komplexrdl, illetve alegységeir6l minél tobb

informaciot nyerve tudjunk adatokat szolgaltatni. Ezzel a hozzajuk kotédd patologias
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allapotok kezelését kivanjuk megalapozni. Ehhez a vadtipusi fehérjéken til a mutans
variansokat is vizsgaljuk.

Az utdbbi id6ben a patoldgias mitkodések jellemzésén tal [169, 171] egyre nagyobb
hangsuly helyez6dik az ezen folyamatok mogott allo szerkezeti alapok megértésére is [166,
168]. Laboratoriumunk bar folytat kinetikai vizsgalatokat [13], legnagyobb energiankat ma
mar szerkezetek megfejtésére forditjuk (14. és 22. tablazatok).

5.1.1. hE3

A szamos komplexben betdltott lipoat regenerald képessége okan legnagyobb
figyelem a harmadik alegységre helyezédik. Munkatarsam, Dr. Szabd Eszter a H'/HO-
csatorna ujboli felismerésével, szerepének tulajdonképpeni ujrafelfedezésével nagy
lendiiletet adott a mutans valtozatok értelmezésének [166].

A komplexekhez kapcsolodo legsulyosabb betegség, a dihidrolipoamid-dehidrogenéz

deficiencia okan kutatomunkamat én is ezen fehérjével kezdtem meg.

5.1.1.1. Expresszio és tisztitas

A fehérjék térszerkezet-vizsgalatainak elengedhetetlen feltétele nagytisztasagu
mintaik eléallitasa. Ezt a laboratoriumba valo érkezésemkor a hKGDHk E3 alegysége esetén
egy mar kidolgozott protokoll biztositotta. Az igy nyert vadtipusu, illetve mutans

fehérjéimmel azonnal megkezdhettem a konstruktok kristalyositasat.

5.1.1.2. A vadtipusu fehérje kristalyositasa

Az évek soran a hE3 fehérje szamos mutans valtozatanak kikristalyositsa tortént
meg [155, 166] (14. és 22. tablazatok). Bar ez a vadtipusu fehérje esetén is megvalosult, az
ottani 4 dimert magaba foglaldo aszimmetria egység (PDB kod: SNHG) nagymértékben
nehezitette a mutansokkal valo 6sszevetéseket. Ennek okan egy mar bevalt oldatsorozattal
megprobaltam és meg is valdsitottam ugyanezen fehérje kristalyositasat. A mutansok esetén
eleddig is dontéen két monomer egységet magaba foglald aszimmetria egységii kristalyforma

képzo6dott.
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5.1.1.3. A vadtipusu fehérje szerkezete

A 614Q PDB kod alatt meghatarozott 1,75 A felbontasa modell a jelenleg legnagyobb
részletgazdagsaghi hE3 szerkezet az irodalomban. Tobb esetben 1) szerkezeti informaciokat
biztositott a fehérjével kapcsolatban. Az immadaron egyetlen dimer fehérjét tartalmazéd
aszimmetria egység sokkal konnyebbé¢ tette a patogén mutansokkal vald 6sszevetéseket mind
a globalis szerkezetre, mind pedig a behatdan vizsgalt H*/H,O-csatornara nézve.

A H'/H;O-csatorndban megtalalhatd két kulcs (fizioldgias pH-n toltéssel is
rendelkez0) aminosav, a Glu332 ¢és az Argd60' esetén az oldallancok konformacios
flexibilitasa volt megfigyelhetd. Kitlint, hogy alternativ konformerei révén ez a két aminosav
dinamikusan szabalyozza a H'/H,O-csatorna sziik keresztmetszetének elhelyezkedését,
valamint toltéseloszlasat.

Dr. Szabo Eszter ezen felismerései, azaz a két emlitett aminosav korabban nem latott

katalitikus szerepe szamos mas megallapitassal egy cikk formajaban valt kozismertté [166].

5.1.1.4. Mutans valtozatok

A fehérjek kristalyositasanak legnehezebb eleme a megfeleld paraméterek
megtalalasa. Az altalam vizsgalt mutansoknal leirt kristalyositasi kortilmények kivalo alapot
biztositottak az optimalizaciohoz. Ez mind a K37E, mind pedig az E340K mutansok esetén
egykristalyok keletkezéséhez vezetett.

Sajnos ezen mutansoknal a szerkezet megallapitdsara alkalmas kristalyok
megsziiletése még varat magara. (A munkat kutatotarsaim fejezik be.) Ezzel szemben a
nemrégiben 2,88 A felbontdssal meghatarozott 1318T-hE3 szerkezet esetén a fehérjék
keletkezéséhez sziikséges plazmid az én munkam eredménye. Ez szolgaltatja alapjat egy

Nemes-Nikodém Eva tolldbol a kozeljovében megsziileté cikknek.

5.1.1.5. A hdE3 expresszidja és tisztitasa, NMR-elékisérletek

A dinamikus molekularis valtozasok vizsgalatainak kivalo eszkéze az NMR-
spektroszkopia, melynek azonban korlatot szab a fehérjék mérete. Az eredetileg dimerként
megjelené ~108 kDa molaris tomegii hE3 alegység igy dnmagaban alkalmatlan lett volna

ilyen tipusu vizsgalatokra.
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Esélyt mutatott a dimerizaciés domén eltavolitasa, mellyel nyert 40 kDa-0s hdE3
fehérje monomerizalodva kozelebb keriilt a kivant mérettartomanyhoz. A rutinszeriien
alkalmazott tisztitasi protokollunk azonban itt eredménytelennek bizonyult, mivel a
dimerizaciés domén deletalt alegység til nagy frakcioja keriilt inkluzios testekbe. Ezt belatva
a nativ konformaci6 helyreallitidsanak alkalmazasa mellett dontottiink.

A laboratériumunkban korabban mar alkalmazott protokoll médositasaval (a dializis
1épés helyetti direkt kihigitassal, valamint a tisztitasi protokoll ehhez igazitasaval) sikeriilt az
NMR-kisérletekhez megfelel6 mennyiségli és mindségii mintat kinyernem. A jeldiszperzid
azonban nem volt elégséges, igy egy jabb technika bevonasa valt sziikségessé.

Az affinitas cimke nagyfoku rendezetlenségével képes lehet a teljes fehérje
szerkezetét megzavarni, illetve sok extra jelet hoz létre a spektrumban. Az eltavolitasaval
realis lehetdség nyilt a fenti problémak megoldasara. Ehhez tesztelés utan a HRV 3C
protedzra kidolgozott szekvenciahasit6 Pierce™ HRV 3C Protease Solution Kitet
alkalmaztam. A lehasitas valamelyest javitott a jeldiszperzion és egyszerisitette a spektrumot
is.

A konstrukt instabilitaisa okédn a homérséklet emelésére tovdbbra sem
tamaszkodhattam, igy a tarold oldat savanyitasaval, illetve a megfelelé egyik koszubsztrat
(NAD") hozzaadasaval tudtam valamelyest jelentds, de nem elégséges tovabbi elbrelépést
felmutatni. Az elégtelenség okat az alabbiakban latom.

A CD-spektropolarimetriai vizsgalat megmutatta, hogy a dimerizaciéos domén
eltavolitasa a masodlagos szerkezeti elemeket zomében nem karositja. (Az a-hélixekre
jellemz0, 208 és 222 nm-nél jelentkez6 negativ, illetve a B-red6knél 210 és 220 nm, valamint
195 és 200 nm kozott jelentkezd negativ €s pozitiv csucsok koziil csak a legutols6 mutatott
valamekkora eltérést.) Emellett azonban valdszintileg jelentdsen sériilhetett a fehérje FAD-
kot6é képessége. (A FAD-ra jellemz6, 375 nm koriil jelentkezé oxidalt FAD spektralis
ujjlenyomat gyakorlatilag eltiint.) A FAD jellemz6 jelének elvesztése arra engedhet
kovetkeztetni, hogy vagy ténylegesen nagymértékiit FAD-vesztés 1épett fel, vagy legalabbis
a FAD izoalloxazin markans szerkezetvéltozason esett 4t. Erdemes megjegyezni, hogy a
PDB adatbazis 1ZMC kristalyszerkezetének leirasa alapjan a dimerizaciés domén kiesése a

FAD molekula kitésében potencidlisan szerepet jatszd 32 aminosav koziil minddssze kettot
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érint. Amennyiben a FAD jelentds része tényleg elveszett a fehérjébdl, az egy csokkent
stabilitasu enzimtermék keletkezéséhez vezethetett. Ez lehetett potencialisan az (egyik) oka
annak, hogy eleddig nem tudtam a térszerkezet-vizsgalatokhoz elégséges koncentracidju
fehérje mintat létrehozni. (Az instabil szerkezetii fehérjék altalaban nagymértékben
kicsapodnak.)

novelésével lehet potencialisan nagyobb stabilitast fehérjeterméket 1étrehozni. Masrészrol a
konstrukt oldhatdsaganak javitasa is kinalhat megoldast. Utdbbira tobb lehetséges ut is
kinalkozik. Ezek kozé tartozik szolubilizald6 szerek alkalmazasa, a megvaltozott
izoelektromos pont okan alternativ nativ konformaci6 visszaallitasi pH-k kiprobalasa, illetve
a konstrukt szekvenciajanak megvaltoztatasa a doménhatarok néhany aminosavnyi eltolasara
(a fehérjeszerkezet stabilizalasa céljabol). Ezek alkalmazasat a jovében tervezem.

A projekt ennek ellenére is részben sikeresnek mondhat6, hisz laboratoriumunkban
el6szor alkalmaztam az affinitds cimke lehasitasara alkalmas megfelelé metddust. Emellett
bevezettem a laboratoriumban a gravitacios elven megvalositott fehérjetisztitas modszerét is.
Az ezen technologiakra kidolgozott protokollok immaron munkacsoportunk laboratoriumi

rutinjanak részei.

5.1.2. hE2k

Az enzimet kettGs, transzporter és enzimatikus funkcidja, valamint a hKGDHk-ban
betoltott szerkezeti vazképzo tulajdonsaga teszi igazdn fontossd. Az E2 alegységek ilyen
sokrétli szerepe miatt a mutaciok mar 6nmagunkban meghatarozhatjak a komplexek
mikodését, mely oka a tobbi alegységgel Osszevetve alacsonyabb patogén
mutansszamuknak.

Az utdbbi évtizedekben szamos kutatas foglalkozott az E2 alegységek szerkezeteivel,
illetve miikodésével [18, 146, 158, 172]. Kiilon kihivast jelentett az E2 fehérjék két,
egymastol flexibilitasban jol elkiiloniilé részérdl, valamint az egyéb alegységekkel valo
kapcsolatokrol  informaciot  nyerni  [173].  Szerkezeti  adatokat a  teljes

alegységroél/komponensrdl egyetlen komplex esetén sem sikeriilt még kinyerni.

114



5.1.2.1. Expresszio és tisztitas

A fehérjék heterolog expresszidjanak sikerességét szamos paraméter befolydsolja. A
helyes indukcios pont a kultara életideje és aktualis megkettdzddési ideje okan kiiszobfeltétel
a folyamathoz. A helyes hémérséklet megvalasztasa az expresszid sebességén keresztiil
befolyasolja a feltekeredési folyamatok hatékonysagat, illetve a kicsapodas mértékét
keletkezd fehérjék mennyiségét tudjuk befolyasolni.

Ezen paraméterek optimalis kombinacidjaval (13. tablazat), valamint a mar
rutinszeriien alkalmazott tisztitasi modszer alkalmazasaval sikeriilt egy az amerikali
egylittmiikodé partnereinkénél [171] egyszeriibb és hatékonyabb eldallitdsi modot
kidolgoznom. A szonikalasi, kicsapasi és dializis 1épések elhagyasaval, a nagyobb
hatékonysagu Strep cimke alapu tisztitasi rendszernek is kdszonhet6en rovidebb, kevesebb
1épést tartalmazo, kisebb veszteséget termeld €és olcsobb modszer sziiletett, mely raadasul
mennyiségében és mindségében is szerkezezetvizsgdlatra alkalmas mintakat (20. abra)

biztosit.

5.1.2.2. Krio-elektronmikroszkopiai szerkezetmeghatarozas

Az eldkisérletek soran megsziiletett képek alapjan sejthetd, a szerkezetmeghatarozas
alapjan pedig megéllapitott (41. 4bra) nagyszimmetriaji struktira egybevagott a mas
fajokban E2k-multimer szerkezetekrdl szerzett informaciokkal [18, 28, 137, 174, 175] (2.
tablazat). Ez az E2-monomerek kozott feltart nagy hasonlosag okdn még érthetébbé valt (43.
abra).

A 2,9 A pontossagu szerkezet a struktura kialakuldsanak és fenntartasdnak okairol is
informaciot nyujtott. Lathatova valtak a monomereket és a beldliik 1étrejové multimer
egységeket Osszetartd erdk. So6t, a nagyobb stabilitas altal magyarazatot talaltam a hPDHk
esetén leirhatd pentagonalis dodekaéder helyetti kockaszerkezet kialakuldsara is.
Felvazoltam a 24-mer felépiilési menetét, melyben a trimerek kialakulasanak, illetve térbeli

A rokon E2 fehérjékkel vald szekvenciadsszevetések alapjan azonositottam a

katalitikus triad aminosavait (itt: His357, Asp361 és Ser305'), melyek egy két iranybol
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atjarhat6 csatornahalozatban helyezkednek el. A homotrimerek két, egymassal szomszédos
monomeregysége altal 1étrehozott liregben a szekvenciadsszevetések lehetdséget adtak a
szubsztratkdtésben fontos aminosavak azonositasan tal a szubsztratként szolgaldo molekulak
megfeleld bemodellezésére is. Kideriilt, hogy a két egymashoz hasonlo, de
metiléncsoportjaik szamaban mégiscsak eltér6 SLA (a KGDHK reakcid koztiterméke) és
ALA (a KADHk reakcio koztiterméke) a csatorna azonos térhelyeit foglaljak el. A
kulcsfontossagi aminosavakhoz viszonyitva is koézel azonos poziciokban vannak, am a
masodik szubsztrat esetén egy sokkal stirtibben betoltott csatornaallapot jon 1étre (47. és 50.

abrak). Ebbdl adoédhat a masodik szubsztratnal leirt 100-szor kisebb hatékonysagu reakcio.

5.1.2.3. Az N-terminalis régio

Az E2 fehérjék nagy flexibilitasii N-terminalis szakaszainak szerkezeteirdl szabad
formaban csak az NMR-spektroszkopia [176], illetve komplexalt formaban a
rontgenkrisztallografia [177-180] vagy a krio-EM szolgaltathatott korabban informaciot.
Munkatarsam, Dr. Ozohanics Olivér modellje ezekre kinalt alternativat.

A krio-EM-mel nem megfejtheté N-terminalis régi6 két részre bonthato. A masodik,
nagy flexibilitasu rész, mint egy lanc koti a C-terminalison elhelyezkedd kdzponti maghoz
az elsd, az LD-t tartalmaz6 szakaszt. Ez, mint egy a lanc végén elhelyezkedd golyd az 6t
kovetd szakasz nagy mozgékonysagat kihaszndlva képes kapcsolatba 1épni a komplexet
alkotd harom alegység aktiv centrumaival. Az N-terminalis egység és a magi domén kozott
leirhato keresztkotések a nagy flexibilitast rész ellenére is felrajzoljak valos térbeli helyzetét.
Ez a modell tokéletesen kielégiti amerikai partnereinknek a trimereken beliili
munkamegosztasrol szolo leirasat [173].

A fenti eredményeknek koszonhetd elsdszerzés cikkem [156] és egy az amerikai

partneriinkkel tarsszerz6ként megjelend cikkiink [181].

5.1.3. hElk

A homodimerekként megjelené hElk és hEla fehérjék, illetve a heterotetramerekké
Osszeallo hE1p és hEle alegységek specifitdst meghatarozo tulajdonsaguk okan érdemelnek

kiilon figyelmet. Az altaluk katalizalt folyamatokban felszabadulo CO> tavozasaval valik
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irreverzibilissé a teljes komplex reakcio. Emellett a komplexek felépiilésében is fontos
szereplik lehet [182-184].

Patologiai szempontbdl azonban leginkabb magas ROS-termelé képességiik miatt
vetiil rajuk figyelem [171]. Részben ez hozta felszinre szerkezeteik megismerésének igényét

[37, 170, 185], mely felvetette E1 alegységekre nézve vegyes komplexek 1étezését is [168].

5.1.3.1. Expresszio és tisztitas

A paraméterek optimalis kombinacidjaval sikeriilt egy relative alacsony kitermelésii,
am nagy tisztasdgi mintat eredményezd fehérje-eldallitdsi modszert kidolgoznom. Az
alegység expresszidjanak és tisztitasanak nehézsége konformacios variabilitasaban, illetve
ThDP tartalmaban rejlik. Ennek okdn az Ujonnan létrehozott fehérjekonstruktra kettds
tisztitasi frakcid jelent meg. Ez a bizonyitott szekvenciazonossag mellett is kétséget
¢bresztett késébbi kisérleteink esetleges sikerei irant.

Ezekre alapozva a fehérjét egy masik laboratériumbol kélesonzott protokollal [90] is
megtisztitottam. Az igy nyert minta mdar alkalmas volt kristalyositasi kisérletek

végrehajtasara.

5.1.3.2. Kristalyositasi probak

A homogén fehérje minta eldallitdsa ugyan komoly eredmény, de végsd sikert a
szerkezet meghatdrozdsa jelentett volna. Az eredménytelenség oka az alegység belsd
instabilitasa lehet. Ez alapveté akadalyt allit az E1 alegységek kikristalyosodasanak.
Véleményem szerint a hKGDHk kialakulasanak is egyik fontos hajtoereje lehet a hElk és a
hE2K alegységek kozott kialakulo kotés stabilizalo hatasa. (Ezen elméletet alatmasztani
latszik laboratoriumunk egy a kozelmultban megjelent cikke [8].)

Ezen gondolatmenetnek megfelelden célszerlinek tartandm a két alegység kozos
expressziojat és tisztitdsat. Ezen mintdk kristalyositdsi probai nagyobb eséllyel
vezethetnének sikerre. Emellett a fehérje affinitds cimkéktél megfosztott konstruktjanak

kinyerése és az igy kivitelezett 01j kristalyositasi probak tovabbi lehetdségeket rejtenek.
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5.1.4. Teljes komplex

Sajnos a mai napig nem sikeriilt az a-ketosav-dehidrogenaz komplexcsalad barmely
tagjanak térszerkezetét direkt modon meghatarozni. Ennek legvaldsziniibb okai a rendkiviil
nagy méret (MW=4-10 MDa), illetve a perifériasan eclhelyezked6 komponensek flexibilitasa
és esetenként gyenge kotédése [174, 175, 186].

Az expreszios ¢és tisztitdsi folyamatok optimalizalasaval, a harom rekombinans
alegység birtokaban elszor nyilt lehetdség a teljes hLKGDHk vizsgalatara. Annak érdekében,
hogy a komplex szerkezetére ésszerii javaslatot tehessek felderitettem a szakirodalomban az
adott témaban 6rzott relevans informéciokat (2. tablazat).

Az ecElk vizsgalata soran az N-terminalisatol megfosztott, am aktiv centrumat
megorzo konstrukt nem volt képes informaciot szolgaltatni E2k- és E3-kot6 helyeirdl [187].
(A Mycobacterium smegmatis N-terminalis csonkitott —az 1-115. aminosavak hianyoznak —
E1k fehérjéjének rontgenkrisztallografiai szerkezetét szintén meghataroztak [167].) Emellett
azonban biokémiai adatok az E1k N-terminalis szakaszat jelezték az E2k ¢és az E3 kotéséért
felelosnek [182-184].

Az E2k fehérje esetén az ecE2k [188] és az avE2k [189] LD-jeinek, illetve az ecE2k
csonkolt magjanak [137], valamint az ecE2k E3-ko6t6 doménjének térszerkezete volt ismert
korabban. A teljes E2 fehérje térszerkezetet nem sikeriilt meghatarozni.

Az E3 fehérje tobb fajbol szarmazo valtozatai esetén szdmos alkalommal sikertilt
meghatarozni a teljes szerkezetet [76, 111, 155, 166, 190]. A legnagyobb felbontasu modell
a4.4.3. A vadtipust hE3 kristalyositasa és rontgenkrisztallografiai szerkezete fejezetben leirt
szerkezet [166].

A komplex felépiilésének leirasakor célszerii az egymast kovetd 1épésekrol is
értekezni. Meglatasom szerint elséként a hE2k-trimer egységek Osszeflizésédése torténhet
meg, melyek a kocka struktara csticspontjait foglaljak el.

A trimerek kialakulasanak a szerkezetin tl funkcionalis oka is lehet, mely a magi
egységbol kinyalo, az E2 alegység LS-kotd N-terminalisai kozott kialakuld
munkamegosztason alapul [173] (56. abra). A trimer egyik tagja az E1 enzimtdl torténd

acilgyok atvételért, a masik tag az enzimatikus funkcidért, mig a harmadik alkotd az elsd

rrrrrrrrrr
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56. dbra. Az E2-trimer alegységeinek munkamegosztasa. Az egy-egy cCiklusban abrazolt szerkezetek az adott enzimekhez
kotodo kofaktorok allapotait mutatjak. Az E2-trimer A tagja felelds az acilgydk transzportjaért. A B egység aktiv centrumaval
teszi lehetévé az acilgyok KoA-ra keriilését. A trimer harmadik tagja regeneralja az A egységet, onmaga pedig az E3 enzim
segitségével nyeri vissza eredeti allapotat. Az E3 alegységhez kotott FAD-ot leszamitva minden 4dbrazolas megfelel a 3. abran
latottaknak.

119



1éte is bizonyitja, mely a trimer tagjaként gatolja az alkotok dsszefekvési pontjan 1étrejovo
aktiv centrumok kialakulasat. Ezzel ellentétben N-terminalisaval maga is bet6lt transzporter-
funkciot [159].

Kutatocsoportunk mar korabban is javaslatot tett a hKGDHk alegységeinek
aranyaira. Ezt alegység titralasi kisérletek és enzimaktivitasi vizsgalatok alapjan a 24:24:12
(2:2:1) aranyokban hataroztuk meg [13]. (Amerikai partnereink voltak az elsék — ezen
kisérlet sziikségleteinek megfeleléen — akik teljes funkcionalitasu hE1k és hE2k fehérjéket
allitottak el rekombinans médon [90].) A fenti arany megegyezik a mas emlds szovetekben
talalhato KGDHLK, illetve a Gram negativ baktériumok PDHk-i esetén leirtakkal (2. tablazat,
[2, 10, 16, 18, 34]).

Az altalam felrajzolt komplex ennek a javaslatnak minden modon megfelelt, mely
meglatasom els6szerz6s cikkemben jelent meg [156].

Teljes bizonyossagot azonban csak egy a maga valdosagaban megjelend komplex
vizsgalataval lehetne elérni. Ezen kisérletet a cikkem egy birdloja altal tett javaslatnak
megfelelden végre is kivanjuk hajtani. Ezen, konkrétan a hKGDHk alegységeinek egyiittes

crer

jelenleg is dolgozik.

5.2. hKADHk

Amerikai egylittmiikodd partneriink a komplex ujra felfedezésével 0ij perspektivat
nyitott a teriileten. A Dehydrogenase E1 and transketolase domain-containing protein 1
néven is ismert hEla fehérje a Lys és Trp lebontasaban betoltott kulcsszerepén til sajat €s a
hKADHk-t alkot6 egyéb komponensek deficienciai miatt bir nagy jelentdséggel.

Az alegységek szerepének felderitésében kiemelt szereppel bir a természetben
eléforduld mutans valtozatok viselkedésének vizsgalata. Engem tanulmanyutam soran az

ezeket kodolo plazmidok eldallitasara kértek fel.

5.2.1. hEla mutans valtozatok

Az altalam létrehozott plazmidokkal termelt fehérjéket (L234G, Q305H, R455Q,
G729R, P773L) enzimfunkcio vizsgalatoknak vetették ala. A G729R-hEla fehérje jelentett
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alapot a késébb cikkben manifesztalodo, a hEla fehérje szerkezet-funkcié vizsgalataival

foglalkozo6 kutatdmunkanak [191].

5.3. Kismolekulas szintézisek

A hKSDHEk elégtelenségek kezelésén kutatocsoportunk tobbféle megkozelitéssel is
dolgozik.

A térszerkezetek megismerése a betegségek molekularis szintli okaira Kinal
magyarazatot. Igy a helyes szerkezeti allapot esetleges visszaallitasaval a probléma
gyokerénél lenne lehetéség a megoldasra. A hE3 fehérje esetén szintén felmeriilt az enzim
kiils6 forrast potlasa. Eldrehaladott kisérletek folynak egy ilyen fehérjealapu gyogyszer

kifejlesztése tekintetében. (Ebben az Ambrus laboratorium is egyiittmitk6d6 partner.)

5.3.1. Az izoliponsav eldallitasa

Lassithatja potencialisan a vonatkozo betegségek progresszidjat a ROS képzddésének
gatlasa is. Az exogén modon adott LS ilyen iranyban is felhasznalhato [45], &m alacsony
szintli hatdsabol kiindulva célszerli a molekula analdgjaira alapozni egy 1) terapia
kidolgozasat.

A gatlasban potencialisan felhasznalhatd ILS-t nagy tisztasagban eldallitva
megteremtettiik a kutatasok 0j szakaszanak, azaz a funkcionalis vizsgalatoknak a feltételeit.
Ezek végrehajtasara a disszertacio anyaganak lezarasaig nem volt lehetdség. Emellett tovabbi
derivativumok eldallitasaval, illetve ezek funkcionalis vizsgalataival érdemes folytatnunk

munkankat.

5.3.2. Az izotépjelolt FAD eloallitasi protokolljanak kidolgozasa

A hE3-rol, illetve bizonyos patogén hE3 mutansokrdl kiinduld (esetenként
emelkedett) ROS-képzés tanulmanyozasanak egyik fontos 1épése volna a FAD molekula
patologias  allapotokhoz  kotddd  térszerkezet-torzuldsainak megismerése. Ez a
szerkezetvizsgéalatokhoz hasonlé mdédon tudna informaciot szolgaltatni.

A témaban kordbban publikalt kutatdsok nem tettek kisérletet az alapmolekulaktol

végtermekig valo teljes szintézisre. Ezért szdmos cikk eredményeit megvizsgalva
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kidolgoztam egy ilyen elméleti reakciosort. Elsdsorban a kitermelési adatokra hagyatkozva
(dm nem figyelmen kiviil hagyva a technikak kivitelezhetéségét és az izotdpjelzett
alapanyagok beszerezhetOségét) végiil nyolc, a fenti céloknak megfelelé 1épést sikeriilt
elméleti szinten teljes reakcidsorra kombinalnom.

Az igy nyert reakciosor egy a FAD térszerkezet-torzulasait vizsgald projekt
sarokkove lehet. A stabil izotopjelzett molekula birtokdban, annak NMR-analizisével
kapcsolatot lehetne teremteni a mutansok esetén mérhetd esetenként szignifikansan
emelkedett ROS-képzés és a FAD molekulaszerkezeti valtozasai kozott. Ez feltarhatna
potencialisan a folyamat esetleges ellensulyozasanak hatékony modjat is.

Természetesen komoly akadalyt jelenthet az eldallitashoz sziikséges jelzett
molekulak magas koltségigénye, mely a teljes riboflavin mindkét izotopos valtozata esetén
kortilbeliil egymillié forintnyi alapanyag megvételét kényszeritené ki. Reményeink szerint a

jovOben lehetdségiink lesz a projekt megvalositasara.
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6. Kovetkeztetések

A hKGDHk els6é és masodik alegységének, valamint a hE3 fehérje modositott
valtozatanak nagytisztasagi mintajat szandékoztam létrehozni. A munka soran az alabbi
eredményekre és vonatkozo kovetkeztetésekre jutottam:

1. A laboratoériumunkban rutinszertien alkalmazott protokoll modositasaval és

optimalizalasdval megvalositottam a hE1k fehérje expresszidjat és tisztitasat.
Ezzel a hElk-ra nézve clérhetové valt egy nagy tisztasagi mintakat
eredményez6 (egyelOre relative alacsony kitermelésti) fehérje-eléallitasi
modszer.

2. Ugyanezen protokoll modositasaval és optimalizalasaval megvalositottam a
hE2k fehérje expressziojat és tisztitasat is. gy elérhetévé valt a hE2k
szerkezetvizsgélatra alkalmas mindségli mint4janak eldallitasa.

3. A dimerizaciés doménjétdl megfosztott hE3 fehérje tisztitasat nem lehetett a
protokoll egyszerti modositasaval elérni. Ezen fehérjekonstruktot csak az
helyreallitdsa utdn tudtam stabilan és nagyobb mennyiségben szolubilis
forméba hozni.

A dimerizacios doménjétél megfosztott hE3 fehérje mintainak eléallitdsa soran

szerzett tapasztalatokkal az alabbi kovetkeztetést vonhattam le:

4. A Pierce™ HRV 3C Protease Solution Kitet alkalmazva sikeresen
lehasitottam a hdE3 fehérje szekvenciajaba épitett Twin-Strep affinitas
cimkét.

A hE2K krio-elektronmikroszkopiai vizsgalata soran nyert adatok az N-terminalis
részre vonatkozd informacidkkal kiegészitve az alabbi eredményekhez, illetve
kovetkeztetésekhez vezettek:

S5. Meghataroztam a hE2k fehérje katalitikusan aktiv magdoménjének atomi

szintli (2,9 A) szerkezetét. Ez az Osszevetések alapjan nagy hasonldsagot
mutat a mas komplexekben, illetve fajokban el6forduld E2 alegységek

szerkezeteivel.
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10.

Megvizsgaltam a magasabb foki szerkezeti szervezddési szinteket is. A
monomerekbdl egy kockara emlékezteté multimer szerkezet alakul ki. A
kocka csucspontjaiban homotrimerek talalhatoak. Nyolc trimernek az élek
mentén torténd 0sszekapcsolodasa eredményezi a fent felvazolt szerkezetet.
A szerkezetmeghatarozas 3D osztalyozasi fazisdban megjelent egy csonka
kocka valtozat is. Ezt alapul véve valdszinisitem, hogy a hE2k
kockaszerkezet 1étrejottének elsd 1épését a trimerek kialakulédsa jelenti.
Szamitogépes molekulamodellezési eljarassal megépitettem egy a hE2k-
monomerek altal 1étrehozott pentagonalis dodekaéder fehérjeszerkezeti
modellt (20x3 hE2k lancbdl felépiilé 60-mer). A human piruvat-dehidrogenaz
enzimkomplexre jellemzd szerkezetet a valds kockaformaval Osszevetve
kijelenthetd, hogy a 8x3-as szimmetridji kockaszerkezet kialakuldsdnak
alapja a trimerek kozotti kdlesonhatdsok magasabb szamabol adodo nagyobb
stabilitas.

Szekvenciadsszevetések alapjdn azonositottam a katalitikus centrumhoz
tartozd aminosavakat. Ezek mind egy két (azonos trimerhez tartoz) monomer
hatarfeliiletén megjelend csatornaban helyezkednek el. Az aktiv centrumot a
His357 és az Asp361 aminosavak, valamint a szomszédos monomer Ser305'
aminosava altal kialakitott katalitikus triad jelenti.

Megvizsgaltam a hE2k alegység szamdra szubsztratként funkciondlod
szukcinil-, illetve adipoil-dihidrolipoamid lehetséges térbeli helyzetét a
fehérjeszerkezeten beliil. Modellezési és energiaminimalizalasi eredményeim
alapjan a két szubsztrat (nem meglepd mdédon, més hasonld (rokon)szerkezetii
E2 szubsztratokhoz hasonloan — a megfelel6 komplexekben) a
csatornaszerkezet megfeleld azonos térhelyeit foglalja el. A masodik
szubsztratnal leirt sokkal kisebb katalitikus hatékonysagli reakci6 oka az
ebben az esetben kialakuld lényegesen stirlibben betdltott csatornaéllapot

lehet.

124



11.

Dr. Ozohanics Olivérrel molekulamodellezési médszerrel megalkottuk a
hE2k N-terminalis (krio-EM-mel nem vizsgalhato) szakaszanak modelljét.
Kitlint, hogy a modell két részre bonthatd, melyben a nagy szerkezeti
stabilitast lipoil domén egy flexibilis szakasszal (periférias alegység-kotod

domén egy része) kapcsolodik a kozponti maghoz.

A hE3 fehérje Gjboli kristalyositasi kisérletei az alabbi eredményekhez vezettek:

12.

13.

A korabban megvalodsitott nyolc helyett két fehérjemonomer aszimmetria
egyseégbeli jelenlétével hoztam létre a hE3 fehérje vadtipusa valtozatanak
egykristalyat. Ez laboratériumunkban eddig csak a mutans valtozatok esetén
tortént meg.

A szerkezetmeghatarozas a fehérje eddigi legmagasabb felbontasa (1,75 A)
szerkezetéhez vezetett. Ennek birtokaban Dr. Szab6 Eszter kollegdm az enzim

mechanizmus eddig nem ismert aspektusaira volt képes ravilagitani.

Kisérletet tettem a teljes hKGDHK szerkezetérdl is informaciot adni. Ennek soran az

alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

14.

15.

16.

Elemeztem a hKGDHk rekonstiticidja utdn gytjtétt HDX- és CL-MS
adatokat. Ezek alapjan a hElk fehérje altal kialakitott homodimerek a
kockaszerkezet €éleihez kapcsolddnak.

Ugyanezen adatokbdl kiindulva a hE3 fehérje altal kialakitott homodimerek a
kockaszerkezet lapjaihoz kapcsolodnak, mely helyet két szerkezetileg
ekvivalens pozicidban foglalhatjak el.

A fenti informéciok birtokaban molekulamodellezési technikéaval

ey

alapjan a komplexet alkoto alegységek lancaranya hE1k:hE2k:hE3=24:24:12.

125



Célul tiztem ki a hKGDHk alegységeihez kotédé prosztetikus csoportként

funkcionalé molekuldk laboratériumi eléallitasat. Ebbol a munkabdl legfontosabbként az

alabbi eredményre és kovetkeztetésre jutottam:

17.

Szintetikus és enzimatikus Iépések megfelel6 kombinalasaval felirtam egy a
FAD molekula minden atomjanak szelektiv stabil izotdpos jelolésére
alkalmas reakcidsort. Ennek alkalmazasaval lehetdség nyilik a molekula és a
hE3 fehérje kozotti kolesonhatasok  vizsgalatara oldatbeli NMR-

spektroszkopiaval.
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7. Osszefoglalas

Az energiatermeld folyamatokban ¢és a metabolizmus eldgazasi pontjaiban
sebességmeghatarozd human a-ketosav-dehidrogenaz enzimkomplexek miikodési zavarai
sulyos betegségekhez vezetnek. Igy egyre nagyobb hangsuly helyezédik e betegségek
molekularis szintli megértésére és a szerkezeti elvaltozasok felderitésére.

A fehérjek szerkezeti vizsgalatainak feltétele nagy tisztasagi minték eléallitasa, igy
kidolgoztam a human o-ketoglutarat-dehidrogenaz komplex alegységeinek expressziojat és
tisztitasat. Az E1 alegység esetén egy relative alacsony kitermelésii modszer nagy tisztasagu
mintakat eredményezett. Az E2 fehérjénél egy az eddigieknél egyszerlibb és hatékonyabb
modon, mennyiségében és mindségében szerkezetvizsgalatra alkalmas minta keletkezett.

A hE2k minta krio-elektornmikroszkopiai vizsgalatokban nyert elsésorban
felhasznalast. A meghatarozott 2,9 A felbontasi modell eldszor engedett betekintést a
monomer és multimer szerkezetekbe. Kovetkeztetéseket vontam le a kocka felépiilésére,
illetve a 8x3-as szimmetriaju szerkezet iranti preferenciara vonatkozoan. Azonositottam a két
monomer hatarfeliiletén megjelend csatornahalézatban elhelyezkedd katalitikus centrumot.
Azonositottam a szubsztratként megjelend molekuldk megkdtésében és orientaldsaban fontos
aminosavakat és polaritasfelszineket. EQy molekulamodellezéssel megalkotott szerkezettel a
nagy flexibilitdsu N-termindlis térbeli pozicidjarol is kovetkeztetéseket vontam le.

A hE3 mintakat féleg kristalyositasi kisérletekben hasznaltam. Ezek az alegység
eddigi legmagasabb felbontast (1,75 A) vadtipust szerkezetéhez vezettek.

A fenti eddigi legjobb felbontasu szerkezeteket és az E1 alegység homoldg modelljét
kotodési adatok alapjan térben Osszekapcsolva Kisérletet tettem a komplex Szerkezeti
modell nagy hasonlosagot mutat az elékisérletek alapjan felvazoltakkal.

A fentieken til fontos eredményeket értem el a dimerizacidos doménjétdl megfosztott
hE3 fehérje expresszids €s tisztitasi protokolljainak optimalizacidja, valamint az NMR-
kisérletek soran. JelentOséggel bir a hE3 alegység, illetve a human a-ketoadipat-
dehidrogenaz enzimkomplex E1 alegységéhez kotddd szamos patogén mutanst kodolod
plazmidok megalkotasa. Tovabba fontos megemlitenem a FAD molekula stabil izotoposan

is jelolhetd szintézis-utvonalanak kidolgozasat, illetve az izoliponsav eldallitasat is.
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8. Summary

As rate determiners of energy production, human a-keto acid dehydrogenase
complexes (hKGDHc) cause very severe diseases by dysfunction in the branch points of
metabolic pathways. It has raised interest for a better understanding of the molecular
background and the revelation of structural basis recently.

The pure protein sample is necessary for structural investigation so | developed the
methods for the expression and purification of human a-ketoglutarate dehydrogenase
complex subunits. It provided a relatively low-yield but high-quality sample in the case of
the E1 subunit. The new method for hE2k, which is simpler and more efficient than the
former protocol, provided a high quantity and quality sample for structural investigation.

The hE2k sample was used primarily for structural determination by cryo-
electronmicroscopy. The determined 2.9 A model shed light on the monomeric and
multimeric structures for the first time. It gave information about the assembly of and the
preference for the 8x3 symmetry. The active center and the embracing channel formed by
the interface of two monomers were identified. The most important amino acids and polarity
surface for substrate binding and orientation were also identified. A structure based on
molecular modeling inspired some significant conclusions about the position of the very
flexible N terminal part, as well.

The hE3 sample was used in X-ray crystallography. The single crystal provided
structure is the highest resolution model (1.75 A) of the wild type protein.

The structures described above and the homology model of the E1 component in
combination with binding information gave the basis for the structural topology description
of the complex. The complex structure, whose subunit ratio is 24:24:12, shows high-level
similarity to the hypothetic structure suggested by preliminary experiments.

I have also achieved important results in the case of the dimerization domain deleted
E3 construct, considering the optimization of the expression and purification protocols or
NMR experiments. The accomplishment achieved by others also raises the importance of my
work in the pathogenic mutant plasmid design of the human alpha-ketoadipate
dehydrogenase E1 and E3 components. The development of the potential labeling synthesis

route for the FAD molecule and the isolipoic acid production also deserves attention.
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