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Hérom hoénapot t6ltott Dr. Ambrus Attila (2012. majus-julius) a Rutgers Egyetemen
(Prof. Frank Jordan laboratériumaban) a Fulbright Osztondij és ezen OTKA palyazat
tamogatasaval. Itt bekapcsolodott egy a dehidrogendz enzimek mechanisztikus vizsgalataval
foglalkozé munkacsoport munkajdba. Mivel a sajat munkacsoportunk az E3 alegységgel
foglalkozott eddig, ezért itt kiilondsen érdekes kisérleteket sikeriilt kivitelezni, hiszen a
Rutgers csoport rendelkezett az E1 és E2 rekombinans alegységekkel, amelyekkel kiegésziilve
egyesithettiik a teljes human piruvat és alfa-ketoglutarat dehidrogendz enzimkomplexeket
(hPDHc, hKGDHc) (utébbit eldszor az irodalomban; az E3 azonos a két komplexben). Ez
azért fontos, mert eddig eukaridta izoldlt KGDHc enzimen az irodalomban a sertéssziv
enzimen tudtak minddssze dolgozni, amely meglehetdésen szennyezett mas fehérjékkel. A
csoport szintén rendelkezett a fenti komplexek E. coli verzidival is (azok mind a 3
komponensével), ami lehetdséget nyujtott a prokaridta/eukaridta kiilonbségek vizsgalatara is.
A négy komplexre vonatkozoan vizsgaltuk a rekonstiticié koriilményeit, a komponensek
sztochiometriai aranyanak, az E2 komponens lipoilaltsdgi fokanak és (a human enzimeknél)
az E3 mutansainak hatasat az enzimaktivitdsra és a ROS-képzésre (forward és reverz
iranyban). Szintén vizsgaltuk az E1 és E2 alegységek lehetséges szerepét a ROS-képzésben.
A tisztitott, rekombinans alegységekkel tobb alapvetéen fontos megallapitéast sikeriilt tenniink
a komplexek miikodésével és ROS-képzésével kapcsolatban: i., A PDHc molekularis szinten
ugyanolyan erés ROS-termeld, mint a KGDHc, ii., a két prokariota komplex (PDHe, KGDHc)
szintén termel ROS-t, iii., a négy komplex koziil csak a human KGDHc E1 alegysége és El-
E2 alkomplexe képes onmagaban is szamottevd mennyiségben ROS-t termelni, iv., az E3
G194C patologias mutacidja a hPDHc és a hKGDHc aktivitasat is csokkenti és noveli a
hKGDHc ROS-képzését a reverz reakcidban.

Az E1 alegységen torténd szuperoxid/hidrogén-peroxid keletkezés kiilondsen érdekes
¢s varatlan jelenség. Kiegészitd munkéank sordn tovabbi fontos megallapitasokat tettiink: i., az
El alegységen a-ketoglutarat (a-KG) hozzaadédsara stabil kation-gyokot lehetett észlelni
elektron spin-rezonancia spektroszkopia alkalmazasaval (C2-(a-hidroxi)-y-karboxipropilidén-
tiamin-difoszfat kation-gydk), ii., kiilonosen stabil C2-(a-hidroxi)-y-karboxipropilidén-tiamin-
difoszfat (a dekarboxildcid utani elsd) atmeneti terméket sikeriilt azonositani (E1-kotott
enamin), amelyet valosziniileg az a-KG C5-karboxil csoportja stabilizal hidrogén-kotésen
keresztiil; a leirt mechanizmus Uj az irodalomban, iii., ez utobbi enamin reagal eredményeink
alapjan az oxigénnel és eredményez szuperoxidot - majd spontan diszmutacié utan hidrogén-
peroxidot — illetve egy kation gyokot (lasd az i., pontot), iv., a szuperoxidot eredményezd
reakcio <1%-ban végbemend parhuzamos mellékreakcio. Ez a mellékreakcié korabbi
eredményeinkbdl kovetkezéen nem jelenik meg a teljes komplex szintjén fiziologids
koriilmények kozott, hiszen kordbban éppen a mi munkacsoportunk mutatta meg, hogy NAD"
jelenlétében a KGDH komplex nem termel szamottevé mennyiségii ROS-t. E2 deficienciaval
jelentkezo patologids koriilmények kozott azonban lehet jelentdsége €s akar terapias értéke is
megfigyelésiinknek; szamos irodalmi eredmény mutat afelé, hogy emelkedett ROS szint ill.
oxidativ stressz jelentkezik E2-deficiencia eredményeképpen. E2 sztochiometrikus
jelenlétében az E1 aktiv centruma - az eredmények alapjan - nem elérhetd az oxigén szamara
(csak a természetes szubsztratok/atmeneti termékek mozognak a komplexen beliil 1étrejovo
szubsztrat-csatorndkon keresztiil, ahogy ez varhat¢ is).

Az E1 ROS-képzésére vonatkozo eredményeket a Journal of Biological Chemistry
ujsagban kozoltiik, mig a teljes komplexekrdl sz616 eredményeket eldkészités utan a FASEB
Journal-ban probaljuk majd meg hamarosan publikalni.



A két munkacsoport egyiittmitkddése a tovabbiakban is folytatodik, szamos kozos
projekt jelenleg is folyik illetve folyamatosan uj kozOs elképzelések is korvonalazddni
latszanak.
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