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BEVEZETES

A dolgozat kozponti kérdése, hogy mi a kapcsolat a
molekuldk szerkezete, dinamikaja, a kozottik Kkialakulo
kolesonhatasok, valamint az azokbol felépiildé makroszkopikus
rendszerek viselkedese kozott. Doktori munkam soran a témak
megvalasztasat az motivalta, hogy gyakorlati példakon keresztil
szerezzek ralatast a biokémiédban alkalmazott szerkezetvizsgalati

modszerek erdsségeire és korlataira.

A dolgozat két f6 részbdl all, az elsd részben szerves
kismolekuldk — a szangvinarin és a kukurbituril -
zarvanykomplexeit vizsgaltuk, mig a maésodik részben egy
Osszetett szerepet bet6ltd enzim fehérje — a humén
dihidrolipoamid-dehidrogendz — betegseéget okoz6 variansainak

szerkezeti sajatossagait targyaljak.

A szangvinarin (SA), egy természetes eredetll
benzo[c]fenantridin alkaloid, mely felhasznalasat elsésorban
sejtkarositd hatasanak koszoneti: baktérium- ¢és gombadlo,
gyulladascsokkentd, helyi érzéstelenitd, valamint hatékony
rakellenes szer. Alkalmazésaban kihivast jelent, hogy a SA
lugos kémhatasra, valamint oxidaciora érzékeny vegyiilet.

Egylittmtikodéink, Dr. Biczok Laszlo laboratdériumaban



felismerték fel, hogy a kukurbituril, mint hordozokdzeg
jelentésen fokozza a SA stabilitastat. A kukurbit[n]uril (CBn)
csalad tagjai n db glikouril-csoportbdl felépiilé makrociklusos
vegylletek., melyek hajlamosak zarvanykomplexek
kialakitasara. A zarvanykomplex képz6 — mas néven gazda —
molekulak olyan makrociklusos vegyiiletek, melyek Ureges
szerkezetliknek kdszonhetden a vendégmolekulakkal stabil, nem
kovalens  kolcsonhatdsok — Kialakitasara képesek, igy a
vendégmolekulat részben vagy egészben elzarjak a kulvilagtol.
Munkam megkezdésekor nem rendelkeztink informacioval a

szerkezetérdl.

A human dihidrolipoamid-dehidrogenaz (hE3) egy
flavin-diszulfid-oxidoreduktaz; mely a cukrok és aminosavak
anyagcseréjében  jatszik fontos szerepett A hE3 a
mitokondriumban talalhato o-ketosav-dehidrogenaz komplex
csalad tagjainak kozos alkotdeleme; valamint a glicin-hasitd
rendszernek is alegysége. Az izolalt LADH a dehidrogenaz
aktivitasa  mellett, a  véaltozatos  elektronakceptorok
felhasznalataval diaforazként és oxidazként i1s mukodhet,

valamint proteolitikis aktivitast is mutathat. Kevés ismert arrol,



mi szabalyozza a hE3 valtozatos szerepei kozotti egyensulyt;
azonban az egyértelmii, hogy akar egy-egy aminosav mutacioja
is képes felboritani azt, ahogyan ezt lathatjuk a dihidrolipoamid-
dehidrogenéz-elégtelenség  esetén.  Tizennégy  Klinikai
jelentéségli hE3 varianst mutattak ki napjainkig, amik
dihidrolipoamid-dehidrogenaz-elégtelenséghez vezettek,
melyeknek leggyakoribb Kkorai tlinetei a hipotonia, elsavasodas
és az elagazd lanct aminosavak vérben valo felszaporodasa.
Munkank megkezdése el6tt kisérleti informacidé nem Aallt
rendelkezésre a hE3 variansok szerkezetérél, a dihidrolipoamid
dehidrogenaz-elégtelenség  szerkezeti  patomechnizmusara
vonatkozd ismereteink biokémiai, biofizikai esszékre és a vad
tipusi hE3  kristalyszerkezeteire szoritkoztak. Ezek a
tanulmanyok feltartak, hogy a hE3 és variansai 100 KDa méretii
funkcionalis homodimert képeznek, a monomerek Kkatalitikus
zsebében egy-egy FAD helyezkedik el.



CELKITUZESEK

A szangvinarin (SA) és kukurbit[7]uril (CB7)
zarvanykomplexeinek jellemzése. A szangvinarin gyakorlati
alkalmazhatdsagaval kapcsolatban kémiai instabilitdsa jelent
kihivast, azonban a zarvanykomplex-képz6 hajlamarol ismert
CB7 adagolasa jelentésen megnoveli a SA stabilitasat. Fel
kivantuk tarni, hogyan fejti ki a CB7 a stabilizal6 hatasat ugy,
hogy zarvanykomplex képzddése soran a SA molekula egészét
mérete miatt nem tudja egy CB7 learnyékolni. Az irodalmi
példakat attekintve szamos kérdés merilt fel a két molekula
kolcsonhatdsdval — kapcsolatban:  Vajon  megtorténik-e  a
beagyazodas, vagy csak ionos kolcsdnhatas alakul ki a SA* és a
CB7  karboxil-csoportjai  k6zt? Van-e a  SA*-nak
kedvezményezett fele a zarvanykomplex képzddés soran vagy
mindkét vége hasonlé valoszinliséggel 4gyazodik be?
Kialakulnak-e ~magasabb szervezddésli, makromolekularis
szerkezetek is az oldatban? Munkdm sordn a gazda- és
vendégmolekuldk kozotti kolcsonhatds szerkezeti  feltarasat
biologiailag relevans, alacsony koncentracidju, vizes oldatokban
kivantam  kivitelezni. NMR  spektroszkdpias  méréseket

terveztem, melyek lehetdvé teszik az oldatban kialakuld



komplexek méretének, sztéchiometrigjanak és orientacidjanak
feltarasat, valamint az egyes specieszek kozti egyensulyi

allandok meghatarozésat.

Az E3-elégtelenség fehérjeszerkezeti értelmezése. Doktori
munkam soran célul tiiztem Ki a hE3 fehérje 14 ismert patogén
variansanak eldallitasat és szerkezeti sajatossagainak vizsgalatat.
A szerkezeti munka el6készitd 1épéseként a laboratoriumunkban
korabban kidolgozott fehérje eldallitasi és tisztitasi eljaras

tovabbfejlesztése volt a célom.

A patogén hE3 variansok fehérjeszerkezetre gyakorolt
hatdsat két iranybol kozelitettem meg: célom volt a hE3
varidnsok oldatszerkezetének és dinamikajanak feltarasa
hidrogén-deutérium csere témegspektrometridval (HDX MS),
valamint a hE3 variansok kristalyositasa és

kristalyszerkezetének megismerése.

A D444V-hE3 varians sikeres kristalyositasa utan célom
volt a kristdly diffrakcios képesseégének javitdsa, annak
fagyasztasara szolgald optimélis krio-véd6oldat megtalalasa, a
diffrakcids adatgyljtés és az eldzetes adatfeldolgozas, valamint

modellépités.



MODSZEREK

A dolgozat els6 felében a magneses magrezonancia
spektroszkdpia (NMR) mddszer oldatfazisu alkalmazésara
mutatok egy példat. Az NMR spektroszkopiat nemcsak mint
szerkezetigazolasra alkalmas kiserleti mddszert alkalmaztuk,
hanem az oldatban talalhato  kismolekuldk  kozotti
kolcsonhatasok termodinamikéjat és a kialakulo
szupramolekuléris szerkezetek méretét is jellemeztik. Az NMR-
rel meghatarozott molekulaméret kozvetleniil 6sszevethet volt
a molekulamodellezésbol szarmazé értékekkel. Eredményeink
kiegészitették  az  egylttmikoddink  altal  fotokémiai
modszerekkel meghatarozott Kinetikai paramétereket, amelyeket
figyelembe véve egy dinamikus egyensulyban 1évé komplex

rendszer modelljet allitottam fel.

Tanulmanyunk a fehérjek oldatszerkezetének vizsgalatara
a hidrogén-deutérium csere témegspektrometriat alkalmazta. Ez
a méréstechnika az el6z6héz hasonléan a makromolekula
oldatbéli dinamikus viselkedésérdl ad felvilagositast. A munka
soran nemcsak egy konkrét fehérje, a human dihidrolipoamid-
dehidrogenaz  (hE3) mutaciok  hatdsdra  bekovetkezd

szerkezetvaltozasat kdvettik, hanem a konkrét szerkezeti példan



keresztul értelmeztiik, hogy mely ismert szerkezeti és dinamikai
paraméterek jatszanak fontos szerepet a hE3 egyes amid

protonjainak cseresebesség profiljanak kialakitasaban.

A dolgozatban alkalmazott harmadik nagymiiszeres
technika a  fehérje  kristalyositas és  egykristaly
rontgenkrisztallogafia. A hE3 variansok  kristalyositasi
Kisérleteit bemutatva szamos manudlis és gépekkel segitett
kristalyositasi eljarasrol teszek emlitést, valamint targyalom,
hogyan hozhat6 6sszefiiggésbe a fehérjék termikus stabilitasa és
kristalyképzd hajlanddsaga. A dolgozatban roviden ismertetem a
D444V-hE3 patogén varians kristalyszerkezetének
meghatarozasat is.

Doktori kutatasom sorén lehetéségem volt elsajatitani az
alapvetd molekularis biologiai eljarasokat, mit a fehérje
variansok el6allitasa rekombinans DNS technikaval prokariota
rendszerben, fehérje elvalasztas affinitds kromatografiaval és
gélelektroforézis modszerekkel, fehérjék olvadasi

homérsékletének meghatarozasa termofluor mérésekkel.



EREDMENYEK

1. NMR spektroszkdpidval kimutattam, hogy a SA és CB7
1:1 és 1:2 molaranyu zarvanykomplexeket is kialakit.

2. 'H NMR-rel mért koncentracidaranyok alapjan
meghataroztam a SA:CB7 elegyben a 1:2-komplexképz6dési

egyenslyi allando értékét K, = ——=2. - = 2900 L/mol

[1:1][CB7]
3. Koncentracié  és  hémérsékletfiiged H  NMR
vizsgalatokkal, valamint H-'H NOESY mérések alapjan
igazoltam, a SA:CB7 zéarvanykomplexek geometrigjat. A
legfontosabb szerkezeti felismerés az, hogy a SA I-gyel jelolt
vegének bedgyazodasa kedvezményezett a CB7 Uregebe.

4. 'H DOSY NMR mérésekkel kozelitdleg meghataroztam
az 1:1 és 1:2 SA:.CB7 zarvanykomplexek latszélagos
hidrodinamikai sugarat (7,5 + 0,7 A; 86 * 0,8 A), ezzel
alatdmasztottuk, hogy a 1:2 komplex nagyobb a 1:1-nél,
azonban csak 15%-kal haladja meg azt, ami ésszhangban all a
molekulamodellekben latott kompakt 1:2 komplex szerkezettel.
5. A patogén hE3 varians fehérjék bakterialis kultiraban
vald elGallitasi és affinitas kromatografids tisztitasi eljarasat

optimalizaltam.



6. A hE3 oldatbeli dinamikajat és egyes peptid
szegmenseinek oldoszerhozzaférhetéségét hidrogén-deutérium
csere tomegspektrometridval (HDX MS) hataroztuk meg. A
kordbban kozolt kristalyszerkezettel 6sszhangban a dimer
kozponti magjat képezd (261-274, 434-441, 459-464
aminosavak kozti peptid szakasz) szegmensek esetében nem
volt kimutathatd deutérium csere. A fellileti, szigord mésodlagos
struktiraval nem jellemezhetd régiok deutériumcsere szazaléka
kiemelkedd  (275-289, 339-351). Meglepé a kristaly
szerkezetben szorosan pakolt, a monomerek kozt 6 hidrogén
kotést 1étesitd 81-85 peptidszakasz kiemelkedd mobilitasa.
Javasoljuk, hogy ennek a régionak a mobilitasa fontos szerepet
jatszik a ligandum felvételben.

7. Ertelmeztik a hE3 tiz patogén mutansanak a fehérje
szerkezetére és dinamikdjara valé hatasat HDX MS maodszerrel.
Az egyes mutansok egyéni deutériumcsere mintazatot mutattak,
de egyik esetben sem volt lényeges valtozas a dimerizacios
felulet deutériumfelvételében. Négy mutans (1318T, E340K,
1445M, R447G és P453L) esetén megnovekedett mobilitast
tapasztaltunk a C terminalis régidban, ami azért erdekes, mert ez
a fehérjeszakasz a kristalyszerkezetben visszahajlik stabil magot

képezd dimerizacios régidba. A G194C mutacio hatasa a
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NAD*/NADH koétéfeliileten kimutathatd. A D444V az egyetlen
varians, mely mutaciot koriilvevé régidban idéz eld jelentds
valtozésokat. A K37C, R460G, I358T variansok esetén Kis
mértékli, a fehérje egészére kiterjedd valtozdsok voltak
megfigyelhetoek.

8. Termofluor vizsgalatokkal meghataroztuk a hE3
olvadasi hdmérsékletét 55 kiilonbozo fehérjék oldatban tartasara
gyakran hasznalt oldészer korilmény kozott. A fehérje
kiemelkedd termostabilitdst mutatott, 4tlagos olvadési
hémérséklete 88.44°C-nak adddott, melyet a magas sotartalom
¢s alacsony kémhatas jelentdsen csokkentett (54.50°C, 50 mM
natrium citrdt pH 5.0 250 mM NaCl); mig a legnagyobb
termostabilitast a (89.50 °C) 50 mM PIPES pH 6.7pufferben
mutatta.  Mindezek a  vizsgalatok  elOkészitették a
fehérjekristalyositasi korilmények kidolgozésat.

9. Az hE3 patogén variansainak olvadasi hOmérséklete az
oldészer fuggvenyében hasonld tendencidkat mutatott, mint a
vad tipus. A P453L mutans atlagos olvadasi homérséklete
jelentdsen alacsonyabb a vad tipusnal (64.5°C), a t6bbi variansra
is kis mértékii csokkenés jellemzd. Ebbdl a megfigyelésbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a mutaciok destabilizaljak a fehérje

harmadlagos szerkezetét.
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10. Kikristalyositottam a D444V-hE3 patogen mutansat.
Molekularis helyettesités mddszerével javaslatot tettem a
D444V-hE3 varians szerkezetére, mely a vad tipuséhoz hasonl6
szerkezetet mutatott. A 1,84 A felbontasi D444V-hE3 kristaly
az ortorombos P2:2:2 tércsoportban kristalyosodott, az elemi
cella paraméterei a=118,04; b=168,94; c=61,28 A voltak.

11



KOVETKEZTETESEK

A szangvinarin és kukurbit[7]uril zarvanykomplexeinek
felhasznalasi lehetoségei

Szamos tanulmany  foglalkozott azzal, hogyan
befolydsolja a CBn-lal tortén6é zarvanykomplexképzOodés a
vendégmolekuldk protonalddasat, azonban tanulmanyunk volt
az elsd példa az irodalomban, mely bemutatta, hogy a
zarvanykomplexképzddés védelmet jelent a nukleofil tdmadas
ellen. Ezzel egyltt munkank fontos eredménye, hogy jelentés
novekedést sikertlt elérnink a SA  vendégmolekula
fotostabilitasaban. A CB7 biokompatibilitdsdnak koszonhetéen
nemcsak a SA stabilizalasara, hanem a SA alapl gyogyszerek
bejuttatasara is alkalmas adalékanyag lehet. Az utobbi években
szamos megoldast lattunk a CBn funkcionalasara, amely a
gyogyszermolekuldk irdnyitott célba juttatdsdnak lehetdségét
hordozza magaban, tovabba a pH csdkkentéseével SA iranyitott

leadasa is megvalosithato a zarvanykomplexeibdl.

Munkan kuloéndsen a szerkezeti kémikusok figyelmét
keltette fel; idézettsegének nagy részét annak koszonheti, hogy
példat mutat egy olyan vendégmolekula:CBn rendszerre,

melyben mind az 1:1, mind az 1.2 komplex egyszerre
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megfigyelhetd, azokoknak szerkezete ¢s affinitdsa jol
karakterizalt. A tanulmanyunk szemlélteti azt is, hogy a CBn
affinitdsa a vendégmolekuldkhoz milyen érzékeny az apré
szerkezeti modositasokra. A SA egy kozel szimmetrikus
molekula, melyben a pozitiv toltés egy aromas gyurirendszer
kozepén helyezkedik el. A SA két felének kiilonb6z6 hosszabol
eredd aszimmetridja viszont tobb mint hdrom nagysagrend
eltérést eredményez a két molekularészlet affinitdsdban a CB7-
hez. A CBn zarvanykomplexek affinitasanak elméleti szamitasa
a mai napig kihivast jelent, kiilondsen erdforrasigényes a
toltéssel rendelkez6 vendégmolekulak kezelése. A Kkisérleti
megfigyeléseink modellrendszerként szolgéalhatnak a vendég-
gazdamolekula rendszerekre kidolgozott molekularis

modellezeési algoritmusok tovabbfejlesztésében.

A hE3-elégtelenség értelmezésében tortént elérelépések

Munkam tobb iranybol is megkozeliti a betegséget
okoz6 hE3 wvariansok patomechanizmusanak szerkezeti
értelmezéset. A HDX MS mddszerrel végzett vizsgalatok alapot
szolgaltatnak a hE3 varians fehérjék oldatbéli dinamikéjanak
értelmezéséhez, amely eldsegitheti annak az értelmezését, hogy

a hE3 milyen dinamikai valtozadsok soran fejti ki a hatésat,
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egyittmikodve a tovabbi  fehérjékkel a  multienzim
komplexeiben; és ezek a kdlcsonhatasok hogyan sérlilhetnek a
mutéciok hatdsara. A hE3 szerkezeti dinamikajanak ismerete
cldsegitheti tovabba azoknak hE3-at megcélzo kismolekuldknak
a tervezését, melyek késébb gyogyszerként is szolgalhatnak. A
kristalyositasi probak soran szerzett tapasztalataim tovabbi hE3
variansok kristalyositasat és szerkezetmegoldasat segitette elo,
igy az egyre novekvd szamu nagyfelbontasi hE3 varidns
kristalyszerkezetek ismeretében, lehetéség nyilik a mutaciok
szerkezeti hatdasanak  modellezésére. A  mutans hE3
kristalyszerkezetek  alapvetd  kiegészitdé  informacidkat
szolgaltathatnak a  késobbiekben a hE3  molekularis
kolcsonhatasait vizsgald tovabbi mddszerek szamara, mint a
krio-elektron mikroszkopia, Forster-tipusu rezonans

energiaatadas vagy az NMR spektroszkopia.
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