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Bevezetés

Az a-ketosav-dehidrogenaz ~ komplexek (KSDHK-k)
kulcsszerepet toltenek be a sejtek energiatermeld és metabolikus
folyamataiban. Katalitikus reakcioikban a-ketosavak oxidativ
dekarboxilezése soran acil-koenzim-A (acil-KoA) és CO; keletkezik,
melyet nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD") redukcidja kisér.

A reakcidk pontos végbemeneteléhez legalabb harom
komplexalkotd (E1, E2, E3) Gsszehangolt mitkodése sziikséges. A
szakirodalom az alegységek faji eredetét (pl.: human, h) és szubsztrat-
specifitasat (pl.: a-ketoglutarat, k) kisbetlikkel jeloli.

Az enzimek sorszamuk sorrendjében egyre csokkend
szubsztratspecifitast mutatnak. Mig a névado El alegységek (Elp:
piruvat-dehidrogenaz, Elk: a-ketoglutarat-dehidrogenaz, Ela: a-
ketoadipat-dehidrogenaz, Ele: elagazd szénlancu a-ketosav-
dehidrogenaz) komplexenként eltérnek, addig az E2 alegységeket
(E2p: dihidrolipoamid-acetiltranszferaz, E2k/a: dihidrolipoamid-
szukciniltranszferaz, E2e: dihidrolipoamid-aciltranszferaz) részben,
az E3 alegységet (dihidrolipoamid-dehidrogenaz) pedig teljes
mértékben megosztjak.

A specifitasban elsérangu felelosséggel biro E1 alegység tiamin-
difoszfat (thiamine diphosphate, ThDP) koenzime révén a
szubsztratot dekarboxilalja. A CO; felszabadulasa altal irreverzibilis
folyamat soran keletkez6 a-hidroxialkil-egység végiil acilcsoportként
kapcsolodik az E2 alegységhez kovalensen kotott lipoamidhoz (LA).
A nagy mozgékonysagli N-terminalis rész altal szallitott acilcsoport
végiil az E2 enzim aktiv centrumaban helyez6dik KoA-ra. Ez az LA
dihidrolipoamidda (DHLA) torténd redukcidjat vonja maga utan.
reoxidacidja soran az elektronok az E3 enzim redox-aktiv cisztein
aminosavain és a flavin-adenin-dinukleotidon (FAD) keresztiil végsé
soron a NAD*-ra kertilnek.



Az El ¢és E3 jelolést periférias alegységek az E2 fehérje 24 vagy
60 kopiaja altal képzett szabalyos maghoz kotédhetnek ki. A harom
enzimaktivitassal bird alapalkotd alegység szamos aranyu
megjelenését irtak le. A kiilonbségek szamos okbdl adédhatnak, biztos
informaciét csak az eddig meg nem sziiletett komplett komplex
szerkezetmeghatarozasok szolgaltathatnanak.

A metabolikus enzimdeficiencidk az emberi betegségek egy
egyre fokozodd figyelmet nyerd csoportjat jelentik. A betegségek
hatterében a sejtek metabolizmuséaban résztvevé enzimek, igy példaul
a KSDHK-k szerzett vagy 6roklott hianya, ill. elégtelen miikodése all.
A fent leirt megoszlasoknak megfeleléen mig az E3 alegység
miitkodési zavara minden komplexre kihat, az els6 két komponens
hibaja komplexspecifikusan indukal patogén folyamatokat.

A KSDHk-kat a metabolizmus elagazasi pontjaiban elfoglalt
helytikbdl ad6do kitiintetetten fontos enzimaktivitdsukon tl reaktiv
oxigénszarmazék (reactive oxygen species, ROS) képz6 képességiik
is kiemeli. Az altaluk képzett szuperoxid-anionok és H>O, molekulak
komoly tényez6t jelentenek a mitokondrialis oxidativ stresszben.
Legnagyobb ROS-képz6 kapacitasa révén a human o-ketoglutarat-
dehidrogenaz komplex (hKGDHK) kiemelt figyelmet érdemel.

Az enzimdeficiencidk legtobbszor az érett enzimek mutans
valtozataiban manifesztalodnak. A mutaciok okozta betegségek
kezelésének elengedhetetlen feltétele a patoldgias allapotok
molekularis hatterének megértése. A ,térszerkezet és funkcid
egysége” elvnek megfelelden ez lehetséges a természetes (vadtipusu)
és mutans valtozatok szerkezeteinek meghatarozasa utan
Osszevetéssel. A tobb szdz vagy akar ezer aminosavbol felépiild
fehérjék atomi felbontasi megismerését ma harom technika biztositja.

Legszélesebb kort elismertséggel a rontgenkrisztallografia bir.
A fehérjekristalyokban periodikusan ismétl6d6 molekulak atomjairol
szort rontgensugdrzas detektalasaval, az intenzitds adatok alapjan
felallithato egy térszerkezeti térkép. Ez az elektronokrol valo szoérédas



okan elektronsiiriiségi térképként jelenik meg, melybe a szekvencia
ismeretében beépithetd a teljes fehérje. Ennek megfelelden a technika
alapja a néhany tized mm-es egykristalyok létrehozasa, melyhez
sziikséges optimalis oldatkdriilmények megtaldlasa még manapsag is
probalgatason alapul. Természetesen jo kiindulopontot jelent a még
alacsonyabb mindségii kristalyokat tartalmazo koriilmények, valamint
mas hasonl6 szerkezetii fehérjék esetén sikeresnek bizonyult oldatok
optimalizalasa. Problémat jelentenek a mozgékony régiok, melyek
nem, vagy csak a nativtol eltéré allapotban kristalyosithatok.

Ezek térszerkezetének meghatarozasahoz kinal alternativat a
magmagneses rezonancia (nuclear magnetic resonance, NMR)
spektroszkopia. A féleg a paratlan rendszami vagy tomegszamu
izotopok atomjainak magneses tulajdonsidgan alapuld technika
alkalmazasakor a paranyi ridmagnesekként viselkedd6 magspinek
elektromagneses besugarzassal egy alacsonyabb energiaju allapotbol
magasabba keriilnek. Ennek megsziintével az eredeti allapotba
visszatérve egy tekercsben az adott atomokra jellemz6 frekvenciaja
jelet produkalnak. Mivel a kivaltott jel erésen fligg a kémiai, ill. térbeli
kapcsolatoktol, a detektalt jel alapjan lehetséges az aminosavak
szekvencian beliili azonositasa, valamint egymashoz viszonyitott
térbeli helyzetiik meghatarozasa is. A jelszolgaltato atomok szamanak
novekedése azonban egyrészrol a jeleket kiszélesiti, masrészrél pedig
a spektrumot nagyon siiriivé teszi. Igy tipikusan 10-30 (esetleg 50)
kDa jelenti az NMR-spektroszképiaval meghatarozhato felsé
molekulatdmeg hatart. Emellett is azonban nagy elényt jelent az
oldatfazisban vald vizsgalhatosag, mely a dinamikus kisérletekkel
komoly motivaciot jelent ilyen irdny mérésekre.

Harmadik, jelenleg legdinamikusabban fejlédé alternativat a
krio-elektronmikroszkdpia (krio-EM) jelent. Az izz6 katodrél az anod
iranyéba kilép6 elektronok egy a folyékony nitrogén hémérsékletén
tartott mintan athaladva transzmisszios képet adnak. Az elektronok a
fehérjékkel eltérd orientdciokban talalkoznak, igy a képek is eltérd



orientaciokat mutatnak be. Kellden nagy partikulumszam esetén
nagyszamu orientacio, tehat gyakorlatilag a részecske minden oldalu
képe megjelenik. Az egy-egy orientdciohoz tartozo tobb tizezer kép
atlaga altal kiadott orientacios vetiiletekb6l végiil felallithatd a
részecske 3D szerkezete. A leginkabb a rontgenkrisztallografidhoz
hasonl6 technika esetén egyértelmil elény a Kristalyositas 1épésének
kiesése, mely rendkiviili mértékben gyorsitia meg a Szerkezetek
megismerését. Ez rdadasul kifejezetten elonyds lehet komplexek
esetén, melyeknél egyszerre tobb részecske, ill. a konjugdtumok
kozott kialakuld kapcsolatok stabilitasa kell fennalljon. Tovabbra is
probléma azonban a nagy flexibilitast részek detektalhatatlansaga.

A patologias hattér megértésének egy masik megoldasat a
kismolekulak szolgaltathatjak, melyekkel végzett vizsgalatok
eredményei gyogyaszati szempontbol is jelentdséggel birnak.

Mivel nyilvanvald 6sszefiiggés mutathatdo ki a hKGDHk-hoz
kapcsolodé ROS-képzés és bizonyos patologias allapotok kozott,
kézenfekv ennek gydgyaszati kihasznaldsa. A liponsav gatld hatasa
melletti alacsony hatékonysaga és aspecificikussaga okan alkalmatlan
erre a feladatra. Felvetil azonban a molekula modositott
valtozatainak, igy az izoliponsavnak (ILS) potencialis alkalmazasa.

Szintén figyelmet érdemel a hE3 fehérje FAD-tartalma és
specifikus aktivitasa kozotti kapcsolat. A mutans valtozatok esetén a
FAD redoxpotencidljaban  esetlegesen  fellépé  valtozasok
kapcsolatban kell alljanak az izoalloxazin gyliri és mas
molekularészek térszerkezet-torzulasaival. Ennek vizsgalatara kinal
lehetGséget a valtozasok dinamikus kovetését is lehetévé tevd NMR-
spektroszkopia. Ezen technika alkalmazasanak alapfeltétele azonban
a prosztetikus csoport részleges vagy teljes izotopjelolése, melyhez a
magas koltségek okan a leghatékonyabb eldallitasi modot kell
kidolgozni.



Célkitiizések

Kutatocsoportunk elsédleges célja a hKSDHk-khoz ko6t6d6
patologias allapotok szerkezetalapu magyarazata.

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

Céljaimat igy az alabbi pontokban foglaltam 0ssze.

1. A hKGDHk vadtipusu alegységeinek eldallitasa. Ehhez ki kellett
dolgoznom a tisztitashoz sziikséges altalanos, ill. az alkalmazni
kivant szerkezetmeghatarozasi moddszerekhez igazod6 egyedi
protokollokat.

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

3. Az alegységek betegséget okozé mutans valtozatainak
eléallitaisa. Ehhez  pontmutacioval —mutansokat kodold
plazmidokat kellett 1étrehoznom.

4. Az alegységek szempontjabdl relevans kismolekulak vizsgalata.
Ehhez a koenzimként funkcionalé molekulak szintézisei kinaltak
lehetdséget.



Modszerek
Kismolekulas szintézisek

Az ILS ecldallitasa a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi
Kémiai Intézetével kollaboracidban valdsult meg. Az irodalombol
megismert 5 Iépéses szintézist céljainknak és eszkozkészletiinknek
megfeleléen modositottuk. gy az eredeti anyagmennyiségek
megkozelitdleg 25%-aval dolgoztunk.

Pontmutacios konstruktok létrehozasa

A hE3 vadtipusu szekvenciajat kodold plazmid vektorbol
(PET52b(+)) rovid oligonukleotidokkal (Sigma-Aldrich) és a
QuikChange 1l XL Site-Directed Mutagenesis Kittel képeztiink
mutansokat. A TOP10 tipusu E. coli sejtek kultarajaban felszaporitott
plazmidokat elébb a QIAprep Spin Miniprep csomag alkalmazasaval,
majd pedig a folyamatot ismételve a QIAprep Spin Midiprep csomag
segitségével nyertiik ki. Az 0j szekvenciat az LGC cég ellendrizte.

A hEla vadtipusu szekvencigjat kodold plazmid vektorbol
(pET22b(+)) rovid  oligonukleotidokkal — (Integrated DNA
Technologies) és a QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis
Kittel képeztiink mutansokat. Az XL10-Gold tipusa E. coli sejtek
kulturajaban felszaporitott plazmidokat a Wizard® Plus Minipreps
DNA Purification System protokolljanak megfeleléen izolaltuk. Az uj
szekvencidk analizisét a Rutgers Egyetem maganlaboratoriuma
végezte.

Fehérjeexpresszio és -tisztitas

A Strep affinitas cimkével rendelkez6 hE1lk, hE2k és hE3
fehérjekonstruktok esetén az izolalt telepekbdl 1étrehozott 100 ml-es
sejtkultarakat 7-szer 700 ml-re oltottuk at. Az alapprotokoll szerint
0,5-es optikai denzitas (OD) értéknél, izopropil-3-D-1-tiogalakto-
piranozid (IPTG, 1 mM) hozzaadasaval 3 éran at, 25 °C-on foly6
expressziot a sejtek centrifugalassal torténd 0sszegyiijtése koveti. A
negativ szelekciot minden 1épésben ampicillin biztositja. A sejtek



feltarasa B-PER lizispufferben, lizozim, Halt proteaz inhibitor koktél
¢s  Univerzalis Nukledz jelenlétében, Potter-homogenizator
segitségével torténik. A sejttormeléktdl centrifugalassal és filteres
sziiréssel, mig a biotinilalt fehérjéktdl avidinnal szabadulunk meg. Az
FPLC késziilékkel torténé fehérjetisztitast a Strep affinitas cimke és a
kolonnakban kotott Strep-Tactin kozott kialakuld affinitas kapcsolat
biztositja. Az oszlopok ekvilibracidja és mosasa W pufferrel (100 mM
Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH=8), elucioja E pufferrel
(desztiobiotin tartalma W puffer), regeneracioja R pufferrel (hidroxi-
azofenil-benzoesav tartalma W puffer), a regeneral¢ eltavolitasa pedig
W pufferrel térténik. A mintékat végiil Amicon Ultracel ultrafiltralo
centrifugalis csovekben koncentraljuk és puffercseréljiik.

A folyamatok soran a hElk, a hE2k és a hE3 alegységek
megfeleld hajtogatdodasa sorrendben MgCl, és ThDP, liponsav, ill.
FAD jelenlétét igényelte. A megfelelé exogén kofaktor(oka)t a hE3
esetén csak a sejtek feltardsa soran, a masodik alegységnél csak az
expresszio soran (a kovalens kapcsolodds miatt), mig a hE1k
fehérjénél ugyanezen 1épéstdl kezdve mindig alkalmazni kellett.

A hexahisztidin  (Hiss) cimkével rendelkez6 hE1k
fehérjekonstrukt esetén a glicerinben tarolt sejtekb6l kiinduld 200 ml-
es sejtkultarakat 4-szer 800 ml-re oltottuk at. Az IPTG hozzaadasaval
15 6ran at, 25 °C-on folyd expresszidt a sejtek centrifugalassal torténd
Osszegyljtése kovette. A negativ szelekciot minden 1épésben
ampicillin biztositotta. A sejtek feltarasa Triton X-100 tartalmu
lizispufferben, DNaz 1, és mikrokokkalis nukleaz jelenlétében
ismétlodé szonikalasi 1épésekkel tortént. A végil hozzaadott
sztreptomicin-szulfat mellett is megképz6dé csapadéktol és
sejttormeléktdl centrifugalassal szabadultunk meg. A (gravitacios
elven megvalositott) fehérjetisztitast a szekvenciaba kodolt Hiss
cimke és a kolonna agyazatdban 1évé Ni-kelat kozotti kapcsolat
biztositotta. Az oszlopok ekvilibracidja és mosasa mosdpufferrel (50
mM KHPO4/K;HPO,4, pH=7,5, 0,3 M KCI, 0,25 mM ThDP, 2 mM



MgCly), a specifikusan k6t6dé szennyezok eltavolitasa alacsonyabb
(45 mM), mig az eltcio magasabb (300 mM) koncentracioju imidazol
tartalmu mosopufferrel, mig a regeneracié ismét mosopufferrel
tortént. Az eluatumban talalhatd imidazoltol dializissel szabadultunk
meg. A mintakat végiill Amicon Ultracel ultrafiltralo centrifugalis
csovekben koncentraltuk és puffercseréltiik. Csakigy mint az el6z6
esetben, a hE1lk megfelelé hajtogatodasa MgCl, és ThDP jelenlétét
igényelte.

A Strep affinitdas cimkével rendelkezd fehérjekonstruktoknal
altalanosan leirtaktol eltéréen a dimerizacios domén nélkiili (deletalt)
hE3 (hdE3) fehérjekonstrukt esetén minimum médiumos
fehérjeexpresszid valdsult meg. A jeloletlen gliikozt, SN izotop
tartalmi ammonium-kloridot, 4svanyi anyagokat, ill. vitamin-
alapanyagokat tartalmazé6 minimum médiumon felndvekedett
kultarabol sejtfeltaras utan a pellettomeget gyt;jtottiik 6ssze. A Triton
X-100 melletti diszpergalasokkal és centrifugalassal egy nagy
tisztasagu, tobbnyire fehérjéket tartalmazo, fehér massza (inkluzids
test frakcid) keletkezett. A fehérje reszuszpendalasat egy guanidin-
HCI és ditiotreitol (DTT) tartalmu oldattal, mig a nativ konformacio
visszanyerését az els6 oldatnak egy nagyobb térfogatl, magas FAD és
DTT tartalma oldatba valo csepegtetésével értiik el. A keletkezett
nagy térfogatl minta tisztitasat a Strep affinitas cimkével rendelkez6
fehérjekonstruktoknal leirtakhoz hasonloan hajtottuk végre. Az
affinitas cimke eltavolitasat a Pierce™ HRV 3C Protease Solution Kit
protokolljanak megfeleléen a konstruktba épitett hasitohelyet
kihasznalva értiikk el. A jelenlévé glutation-S-transzferaz cimkéji
proteazt GST affinitaskromatografias matrixszal valo
centrifugalassal, a levalasztott cimkéket gravitacios
affinitdskromatografias oszlop segitségével tavolitottuk el.

Az NMR-elékisérletekre a  Richter  Gedeon  Nyrt,
Szerkezetkutatasi Osztalyan keriilt sor. A fehérje korlatozott
stabilitdsa okdn a méréseket alacsony hémérsékleten (277, ill. 280 K)



folytattuk. Vizsgalatainkban transzverzalis relaxaciora optimalizalt
spektroszkopiaval (transverse relaxation optimized spectroscopy,
TROSY) kombinalt és egyszer, gradienssel kombinalt, érzékenyitett,
a 1N magra specifikus heteronukledris egyszeres-kvantum koherencia
(gradient sensitivity enhanced *H-°N Heteronuclear Single-Quantum
Coherence, gNHSQC) kisérleteket hajtottunk végre.

Rontgenkrisztallografiai szerkezetmeghatarozas

A gobzdiffuzids iilécsepp modszer (a nyitott platformon ild
fehérje és kristalyositd oldatok 1:1 aranyu cseppelegye zart térben a
gbztéren keresztiil érintkezik a vele egyenstlyba keriild rezervoar
kristalyosito szer oldataval) alkalmazasaval, a Hampton Research cég
altal forgalmazott oldatsorozatokkal elért kezdeti sikerekbdl kiindulva
egykristalyaimat a koriilmények optimalizalasaval értem el. A
kihalaszas utan folyékony nitrogénbe martva tarolt vadtipusi hE3
kristalyok rontgendiffrakcios vizsgalatai a Helmholtz-Zentrum Berlin
kutatdintézetben (BESSY Il részecskegyorsito) zajlottak.

A hE3 wvadtipustt valtozatanal a fazisprobléma feloldasa
molekularis  helyettesitéssel (CCP4, Molprep) tortént. A
szerkezetfinomitas soran a merev test finomitast (CCP4, Refmac5) az
egymast iterativ modon kovetd finomitasi 1épések kovették (Coot,
Phenix). Az alternativ oldallancok, ill. funkciés csoportok a
modellépités/finomitas végso szakaszaban alternativ
konformerekként lettek bemodellezve (Coot). Validalasra a
Molprobity programot hasznaltuk. A kész szerkezet a térszerkezeti
adatbankba (Protein Data Bank, PDB) 614Q koddal lett feltoltve.

Krio-elektronmikroszkopiai szerkezetmeghatarozas

A hE2k mintdkrdél készitett negativ festéses képek az MTA
Energiatudomanyi Kutatokozpontjaban, mig a
szerkezetmeghatarozashoz hasznalt krio-EM felvételek a Central
European Institute of Technology-ban (Brno) késziiltek. Az utobbi
adatokat 300 kV gyorsitofesziiltséggel dolgozéd Titan Krios tipusu



transzmisszios elektronmikroszkopba kapcsolt Falcon 11 tipusu direkt
detektoron gyijtotték. Az elmozdulast MotionCor2 szoftverrel
korrigaltuk, mig a kontraszt transzfer fiiggvény paramétereket Getf
alkalmazasaval hataroztuk meg. A Cryosparc v2 segitségével
kivitelezett automatikus részecske sziiréshez az EMAN2
szoftvercsomag e2boxer programjaban véalasztottunk ki mintakat.
Ezek 2, ill. 3D osztalyozasa és 3D finomitasa utan (740100 részecske)
sziiletett meg a magdomén 2,9 A felbontast térképe.

A 60%-0s szekvenciaazonossagu E. coli analoggal végzett
merevtest illesztést (Chimera) kovetéen aminosavak cseréjével (Coot)
tettiik a szerkezetet a human szekvencianak megfelelévé. A Phenix
programmal végrehajtott valds teri finomitasok, valamint lokalis
optimalizaciok ismétlédé ciklusai (Coot) utan sziiletett meg a végsd
térszerkezet, amely validalasat a Molprobity program biztositotta. A
modellt az Electron Microscopy Data Bankbe t61tottiik fel, mely ezt a
sajat rendszerében alkalmazott koédjan (EMD-0108) tal a PDB
adatbazisban (6HOS) is rogzitette.

Az N-terminalis  szakasz,  kémiailag  keresztkotott
tomegspektrometriai ~ (chemical  cross-linking-coupled  mass
spectrometry, CL-MS) alapti modelljét munkatarsam alkotta meg. Ezt
szintén keresztkotési tavolsagadatok alapjan illesztettiik a krio-EM
szerkezetemhez (Chimera).

A magasabb fokua szervezédési egységeket felépité monomerek
tavolsagadataihoz a Ring 2.0, a PISA és a CONTACT/CCP4, mig a
masodlagos szerkezeti elemek, ill. a csatornahal6zat elemzéséhez az
ENDscript és a Caver 3.0 programokat hasznaltuk. A human o-
ketoglutarat- és a-ketoadipat-dehidrogenaz komplexek
szubsztratjainak (szukcinil-dihidrolipoamid — SLA — és KoA, ill.
adipoil-dihidrolipoamid — ALA — és KoA) dokkolasahoz hasznalt
molekulak kiindulasi pozicioi az A. vinelandii E2p alegységének PDB
fajljaibol szarmaztak. A fehérje rogzitése mellett végbement
energiaminimalizacié a Chimera programban tortént.
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A hKGDHEKk szerkezeti topolégiajanak meghatarozasa

Az altalam rontgenkrisztallografidval meghatarozott hE3 (614Q)
és a krio-EM-mel megfejtett hE2k (6HO5) szerkezeteket, ill. a
kollégam altal Iétrehozott E1 alegység homoldg modellt hasznaltam
fel a teljes komplex szerkezeti leirdsahoz. Az alapot korabbi
hidrogén/deutérium-csere tomegspektrometria (hydrogen/deuterium
exchange mass spectrometry, HDX-MS) és CL-MS mérések adatai
jelentették. A kapcsolddasi adatok alapjan a PyMol programban
épitettem fel a teljes komplexet.

11



Eredmények
Kismolekulas szintézisek

Az ILS szintézisét a protokoll kismértékii modositasaval
hajtottuk végre. A 25%-os kitermeléssel eldallitott nagytisztasagu
anyagot dimetil-szulfoxidban oldottuk fel.

A FAD molekula eldallitasara totalszintetikus és enzimatikus
1épéseket dtvozve egy 1j tipusu, izotdpjeldlésre alkalmas protokoll
sziiletett. A nyolc egymastol fiiggetlen publikacié kombinaciojaval
leirt reakcidsor a FAD teljes 13C, ill. *°N jel6lésére lehetdséget teremt.
A kiindulasi anyagokra nézve 20-30%-os végsé kitermelésii
folyamatsor szelektiv jelolésre is alkalmas.

Pontmutacidés konstruktok létrehozasa

Mind a hE3, mind pedig a hEla esetén szdmos patogén mutans
valtozatot kodolo expresszids plazmidot hoztam 1étre. Ezek tovabbi
projektekben keriiltek felhasznalasra, az igy sziiletett eredmények egy
része pedig publikalasra.

A hKGDHk természetes és modositott alegységeinek expresszidja
és tisztitasa

A hE3 fehérjére rutinszerlien alkalmazott protokoll adta az
alapjat a tovabbi alegységek megtisztitasanak. Vizsgalataimat négy
paraméterre terjesztettem ki, melyek kombinacidjaként 1étrejovo
matrix legjobb esetét tekintettem az optimalis expresszios
koriilménynek.

A hE2k fehérje esetén az indukcios pontot, az IPTG
koncentracioét, az expresszid6 hoémérsékletét, valamint hosszat
vizsgalva taldltam meg az optimalis expresszios koriilményeket
(OD=0,5, 0,3 mM IPTG, 20 °C és 3 h). Mivel a tisztitasi protokoll
nem igényelt modositast, igy az expressziot kovetden nagy
tisztasadggal sikeriilt a hE2k fehérje mintdjat eléallitanom.

A hE1k fehérje esetén a négy paraméter optimalizalasa a cimkék
szamanak novelésével sem eredményezett megfeleld mennyiségii
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fehérjét. Az optimalizacios kisérletekben tapasztalt csekély eltérések
okan végiil az eredeti protokollt hasznaltam, mely kettds tisztitasi
frakciohoz vezetett. Ezeket MS analizis alapjan a hElk kiilonb6z6
konformacioju  és igy mas mobilitdsi tulajdonsagu vagy
koszubsztratjat, a ThDP-t tartalmazd, ill. vesztett valtozataival
azonositottuk. Ennek okéan a fehérje egy 10j, amerikai egytittmiikodd
partneriink altal javasolt protokoll szerinti eldallitdisa mellett
dontottiink.

A hdE3 fehérje esetén mar csak harom paraméter (IPTG
koncentracid, expresszié hémérséklete és hossza) hatasait vizsgaltam.
Minden esetben a fehérjék nagyfoku inklazids testekbe zarddasaval
kellett szembesiilnom, igy a nativ konformacio helyreallitisa mellett
dontottiink. A korabban mar kidolgozott protokollhoz képest kisebb
modositast hajtottam végre (a dializis 1épés helyett direkt kihigitas). A
stabilitasi probléma a tisztitds sordn is fellépett, melytdl az FPLC
késziiléket alaposabb sziiréssel védtem meg. A nyert fehérje mintat
puffercsere utan bekoncentraltam. A hoére érzékenységet mutatod
fehérje monomer oligomerizacios statuszat nativ gélelektroforézissel,
mig megfeleld feltekeredését/konformaciojat CD-
spektropolarimetriaval ellenériztem. A CD spektrumok alapjan a
fehérje megfeleléen feltekeredett, am a FAD-kotés jelentdsen
meggyengiilhetett.

Az NMR-kisérletben (gNHSQC) tapasztalt alacsony
jeldiszperzid okan a cimke eltavolitdsa mellett dontottiink. Ehhez
tesztelés utan a HRV 3C proteazra kidolgozott szekvenciahasitod
Pierce™ HRV 3C Protease Solution Kitet alkalmaztam. Az NMR
spektrum (gNHSQC-TROSY) a korabbinal jelent6sen nagyobb
jelgazdagsaga mellett sem rendelkeztem az aminosavak szamahoz
mérten elégséges keresztcsticcsal. Mivel a hémérséklet jelentds
emelésére nem volt lehet6ség, igy a jobb jelerGsség érdekében a
fehérjét savas kozegbe helyeztem, valamint koszubsztratjat (NAD?) is
oldatahoz adtam. Az 0j spektrumok (gNHSQC, ill. gNHSQC-

13



TROSY) sem engedték meg azonban, hogy elkezdhessiik a fehérje
teljes szerkezetének meghatarozasat.

A hKGDHKk alegységeinek rontgenkrisztallografiai analizise

A hEIK kristalyositasi kisérleteibe mindkét tisztitasi protokollal
eléallitott mintat bevontam, 4m a két legjobb oldatsorozat eredményei
sem mutattak elég igéretes képet a kristalyosodas tekintetében.

A hE3 mutéans variansok esetén nyert eredmények (K37E és
E340K) kivalo alapot jelentettek a munkatirsaim altal folytatott
késébbi optimalizaciokhoz.

A vadtipust hE3 esetén az optimalizacids kisérletek szamos
gyengébb mindségii valtozat mellett egy joO minéségii egykristalyt
eredményeztek. Ez vezetett el a munkacsoportunk altal
meghatarozott, az irodalomban eddig legmagasabb felbontast (1,75
A) vadtipustt hE3 kristalyszerkezethez (PDB kod: 614Q). A modell
sokkal részletgazdagabb képet mutatott (kiilondsen a dimer belsejében
kialakulo H*/H;O-csatornarol) mint az eddigi hE3 szerkezetek. (A
részletes elemzés munkatarsam elsGszerz6s cikkében lett kozolve.)

A hE2k krio-elektronmikroszkopiai szerkezete és annak analizise

A krio-EM vizsgalat soran nyert adatok feldolgozasa utan egy a
tér harom iranyaban szimmetriat mutatd kocka alakt test rajzolodott
ki. A nem tomor test liregei a kocka lapjaira nyiltak.

A hE2k szekvencidjanak beépitésévél a denzitas térkép a 151.
aminosavtol kezddédden foglalta magaba a fehérjét, mely az
aciltranszferaz aktivitasért és egyben a szerkezeti alap biztositasaért
felelds részt jelenti. A 2,9 A felbontést, 6t a-hélixet, ketté 310-hélixet
és tiz B-red6t magaba foglalo monomer szerkezet (PDB kod: 6HO5)
nagyfokua hasonlosagot mutat mas E2-monomerek magdoménjeivel.

A 24 alegységbol felépiild iireges kockatest csucsaiban 3-3
monomer alkotta homotrimerek helyezkednek el. A multimer
szerkezeteket vizsgalva fény deriilt a trimereken beliil, ill. kozott
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kialakuld kapcsolodast biztositd interakcidés pontokra (3-3, ill. 2-2
monomerparonként), valamint a kotésekben résztvevé aminosavakra
¢és atomokra. A hE2k-monomerekbdl mesterségesen megépitett 60-
mer modellben leirhat6 kevesebb kdlcsonhatassal magyarazatot adtam
a human piruvat-dehidrogenaz komplexre jellemzé pentagonalis
dodekaéder helyetti kockaszerkezet kialakulasara is.

Azonositottam az enzimaktivitdsban kulcsszerepet jatszo
(katalitikus triad: His357, Asp361, Ser305'), valamint az ezeket
tamogatd aminosavakat. (Az ' szimbdolum a szomszédos monomer
alegységben 1év6 aminosavat jel6li.) Felderitettem az ezeket magaba
foglalé, két trimeralkotd6 monomer hatarfeliiletén 1étrejovo
csatornahalozatot is.

A human o-ketoglutarat- és a-ketoadipat-dehidrogenaz
komplexek szubsztratjait a csatornahal6zatba modellezve szintén
azonositottam az ezek megkotésében és orientdlasaban fontos
aminosavakat és polaritasfelszineket. (A hE2k magjanak felszinén
nagy altalanossagban toltéskiegyenlitettség lathato, am a teljes felszin
a rokonfehérjékhez képest mégis nagyobb polarizaltsigot mutat.)
Megallapithato volt, hogy az egymashoz szerkezetileg hasonlé, de két
metiléncsoportnyi kiilonbséget mutatd SLA és ALA szubsztratok a
csatorna azonos térhelyeit foglaljak el. A masodik esetben leirt sokkal
stirlibben betoltott csatornaallapotbol adodhat a tapasztalt 100-szor
kisebb hatékonysagu reakcio.

A nagy flexibilitasa okan krio-EM-mel nem detektalhat6 N-
terminalis régié (1-150. aminosavak) CL-MS alapu modelljét is a
magdoménhez illesztettem. Az elsGsorban az acilgyok szallitasaért
felelds lipoil domén (3-77. aminosavak) tekintetében jol modellezett
szerkezet (szintén keresztkotési adatok alapjan) a homotrimer egy
masik monomer egységéhez kozeli térhelyzetet foglal el.
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A hKGDHK szerkezete

A hE3 és a hE2k fenti, az irodalomban eddig leirt legjobb
felbontastt szerkezeteit az E1 alegység homoldég modelljével
kiegészitve, valamint HDX- és CL-MS adatokat alapul véve javaslatot
alegységeken belill a kotésben résztvevé régiokat egymassal szembe
forditva jutottam azon kovetkeztetésekre, melyek alapjan a hE1lk
fehérje altal kialakitott homodimerek a kockaszerkezet éleihez, mig a
hE3 fehérje altal kialakitott homodimerek a kockaszerkezet lapjaihoz
kapcsolédnak. Az utdbbi dimerek igy helyiiket két szerkezetileg
ekvivalens pozicioban foglalhatjak el. Az ezen logika mentén
felépitett modellben (laboratoriumunk korabbi eredményeinek
megfeleléen) a komplexet alkotd alegységek lancaranya
hE1k:hE2k:hE3=24:24:12.

Elméletem igazolasa érdekében egy negativ festéses EM
kisérletet is elvégeztiink a tisztitott mintak felhasznalasaval in vitro
Osszeallitott komplexszel. Ez a hElk-dimerek esetén tamogatta
elképzelésemet. A hE3-dimereket valosziniileg a gyengébb kotodés
okéan nem tudtam azonositani.

A fenti eredményeket elsdszerzds cikkemben és egy az amerikai
partneriinkkel tarsszerzoként megjelend cikkiinkben publikaltuk.

Tézisem alapjat igy Osszességében négy angol nyelven irt
kozlemény képezi.
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Kovetkeztetések

1.

A laboratériumunkban rutinszerien alkalmazott protokoll
modositasaval és optimalizalasaval megvalodsitottam a hE1k
fehérje expressziojat és tisztitdsat. Ezzel a hElk-ra nézve
elérhetévé valt egy nagy tisztasagi mintdkat eredményezd
(egyelére relative alacsony kitermelésil) fehérje-el6allitasi
maodszer.

Ugyanezen protokoll moddositdsdval ¢€s optimalizalasaval
megvalésitottam a hE2k fehérje expresszidjat és tisztitasat is. Igy
elérhetévé valt a hE2k szerkezetvizsgalatra alkalmas mindségii
mintajanak eléallitasa.

A hdE3 fehérje tisztitasat nem lehetett a protokoll egyszerii
modositasaval elérni. Ezen fehérjekonstruktot csak az inklazids
helyreallitasa utdn tudtam stabilan és nagyobb mennyiségben
szolubilis formaba hozni.

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

Meghataroztam a  hE2k  fehérje  katalitikusan  aktiv
magdoménjének atomi szinti (2,9 A) szerkezetét. Ez az
Osszevetések alapjan nagy hasonlosagot mutat a mas
komplexekben, ill. fajokban el6forduld E2 alegységek
szerkezeteivel.

Megvizsgaltam a magasabb foku szerkezeti szervezddési
szinteket is. A monomerekbdl egy kockara emlékezteté multimer
szerkezet alakul ki. A kocka csucspontjaiban homotrimerek
taldlhatoak. Nyolc trimernek az ¢élek mentén torténd
Osszekapcsolodasa eredményezi a fent felvazolt szerkezetet.
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10.

A szerkezetmeghatarozas 3D osztalyozasi fazisaban megjelent
egy csonka kocka valtozat is. Ezt alapul véve valosziniisitem,
hogy a hE2k kockaszerkezet 1étrejottének elsd 1épését a trimerek
kialakulasa jelenti.

Szamitogépes molekulamodellezési eljarassal megépitettem egy
a hE2k-monomerek altal 1étrehozott pentagonalis dodekaéder
fehérjeszerkezeti modellt (20x3 hE2k lancbol felépiilé 60-mer).
A human piruvat-dehidrogendz enzimkomplexre jellemzd
szerkezetet a valds kockaformaval dsszevetve kijelenthetd, hogy
a 8x3-as szimmetriaju kockaszerkezet kialakuldsanak alapja a
trimerek ko6zotti kdlcsonhatdsok magasabb szamabol adodo
nagyobb stabilitas.

Szekvenciadsszevetések alapjan azonositottam a Kkatalitikus
centrumhoz tartozd aminosavakat. Ezek mind egy két (azonos
trimerhez  tartoz6) monomer hatarfelilletén 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 szamara szubsztratként
funkcionalé szukcinil-, ill. adipoil-dihidrolipoamid lehetséges
térbeli helyzetét a fehérjeszerkezeten beliill. Modellezési és
energiaminimalizalasi eredményeim alapjan a két szubsztrat
(nem meglep6 modon, mas hasonld (rokon)szerkezetii E2
szubsztratokhoz hasonléan — a megfeleld komplexekben) a
csatornaszerkezet megfelel6 azonos térhelyeit foglalja el. A
masodik  szubsztratnal leirt sokkal kisebb katalitikus
hatékonysagu reakcid6 oka az ebben az esetben kialakulo
lényegesen siiriibben bet6ltott csatornaallapot lehet.
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11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

Dr. Ozohanics Olivérrel molekulamodellezési modszerrel
megalkottuk a hE2k N-terminalis (krio-EM-mel nem vizsgalhato)
szakaszanak modelljét. Kitiint, hogy a modell két részre bonthato,
melyben a nagy szerkezeti stabilitasu lipoil domén egy flexibilis
szakasszal (periférias alegység-koté domén egy része)
kapcsoldodik a kdzponti maghoz.

A korabban megvaldsitott nyolc helyett két fehérjemonomer
aszimmetria egységbeli jelenlétével hoztam létre a hE3 fehérje
vadtipusu valtozatanak egykristalyat. Ez laboratoriumunkban
eddig csak a mutans valtozatok esetén tortént meg.

A szerkezetmeghatarozas a fehérje eddigi legmagasabb
felbontst (1,75 A) szerkezetéhez vezetett. Ennek birtokaban Dr.
Szabo Eszter kollegdm az enzim mechanizmus eddig nem ismert
aspektusaira volt képes ravilagitani.

Elemeztem a hKGDHKk rekonstiticidja utan gyijtétt 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 kapcsoldodnak, mely
helyet két szerkezetileg ekvivalens pozicioban foglalhatjak el.

A fenti informaciok birtokaban molekulamodellezési technikéaval
megépitettem a hKGDHk legvaldszinlibb  térszerkezeti
topologiajat. Ez alapjan a komplexet alkotdo alegységek
lancaranya hE1k:hE2k:hE3=24:24:12.

Szintetikus €és enzimatikus lépések megfeleld kombinalasaval
felirtam egy a FAD molekula minden atomjanak szelektiv stabil
izotopos jelolésére alkalmas reakciosort. Ennek alkalmazasaval
lehetéség nyilik a molekula és a hE3 fehérje kozotti
kolesonhatasok vizsgalatara oldatbeli NMR-spektroszkopiaval.
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