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1. BEVEZETES

A malaria még napjainkban is egyike a legsulyosabb vektor altal terjesztett
betegségeknek, vilagszerte mintegy 2.75 milliard ember €l a betegség altal sujtott
teriileten!. Az embereket fert6z6 parazita fajok kozil a legtobb malariaval
Osszefiiggésbe hozhatd halalesetért a Plasmodium falciparum felelds. A betegség
eliminacidjara iranyuldé megelézési programok sikeresnek mondhatok, azonban a
gyorsan terjedé gydgyszerrezisztencia®® egyre siirgeti az (1j tdmadaspontokat célzéd
malaria ellenes szerek fejlesztését. A Plasmodium parazitak dsszetett életciklusuk soran
két gazdaszervezetben fejlédnek, az Anopheles szinyogban, mint vektorban illetve az
ember maj- és vorosvérsejtjeiben. A fert6zott vordsvérsejtekben a parazitdk membran
termelése jelentés mértékli, membranjaik jellemzéen foszfolipidekbdl, azon beliil is
foszfatidilkolinbol (PC) és foszfatidiletanolaminbol allnak. A foszfatidilkolin
bioszintézis legfontosabb ttvonala Plasmodiumban a Kennedy titvonal, amely harom
egymast kovetd kolin-kinaz, CTP:foszfokolin citidililtranszferaz (CCT) ¢és
kolin/etanolamin foszfotranszferaz enzimek altal katalizalt 1épésekbdl all. A
bisz-kvaterner ammonium kolin analdg vegyliletek in vitro és in vivo kisérletek soran
igazolt malaria ellenes hatasa a Kennedy ttvonalat, mint lehetséges gyogyszercélpontot
jelolte ki®. Igy a Plasmodium falciparum CCT (PfCCT), mint az utvonal
sebességmeghatarozd 1épése lehetséges gyogyszercélpontként 1ép eld, aminek nyoman
az enzim szerkezeti és funkciondlis jellemzése sziikségessé valik mind molekularis
mind sejt szinten.

A CCT (EC szam: 2.7.7.15) a de novo PC bioszintézis kulcsenzime. Az altala katalizalt
reakcioban kolin-foszfat (ChoP) és citidin 5’-trifoszfat (CTP) szubsztratokbol
citidin 5’-difoszfokolin (CDPCho) kozti termék és pirofoszfat (PP;) keletkezik.

LWHO. World Malaria Report 2016.

2Enjalbal, C. et al. Anal. Chem. 76, 4515-21 (2004).

3Klein, E. Y. Int. J. Antimicrob. Agents 41, 311-7 (2013).

4sen, P., Vial, H. J. & Radulescu, O. BMC Syst. Biol. 7, 123 (2013).
5Wengelnik, K. et al. Science 295, 13114 (2002).



A legtdbb CCT enzim oldatban dimert képez, amit a konzervalt RYVD dimerizacios
motivum stabilizal®. Az enzim o/p Rossmann fold-dal rendelkezd katalitikus domén;jét
az enzim szabalyozasaért felelés membrankotd, illetve foszforilacios régio koveti.
Az enzim szabalyozéasdban {6 szerepet jatszo reverzibilis membran koté mechanizmus
felel6s az enzim inaktiv citoszolikus és aktiv membrankotott allapotai kozti finom
hangolt atmenetért. igy a CCT, mint sebességmeghatérozé enzim szabalyozasa lehetévé
teszi a Kennedy utvonal foszfatidilkolin képz6 kapacitasanak visszacsatolason alapuld
szabalyozasat.

A de novo PC bioszintézis 1étfontossagi a Plasmodium parazitdk szamara, amit az
evoluciosan rokon, ragcsalokat fert6z6 P.berghei parazitakban elvégzett gén kiiitéses
kisérlet is igazolt’. A Plasmodium genom csak egyetlen cct gént tartalmaz, amely
duplikalt katalitikus és membranko6té doméneket (CM domén) kodol. A duplikalt CM
doméneket 6sszekdti egy mintegy 300 aminosav hossza Plasmodium specifikus linker
szakasz igy képezve a 896 aminosavbol allo teljes hosszisagi PfCCT fehérjét.
A génduplikacid tényén tul azonban egyéb szerkezeti eltérések is vannak a parazita és
eml6s CCT-k kozott, ami megfelelé malaria ellenes célpontta teheti a fehérjét.

A génduplikacié miatt a teljes hosszisagu fehérje kifejeztetése in vitro ezidaig
sikertelen volt. Azonban a sejtes kdrnyezetben végzett kisérletek lehetdséget adhatnak
a teljes fehérje vizsgalatira. A CHO-MT58 sejtvonal egy iranyitott kémiai
mutagenezissel eldallitott kinai aranyhorcsdg petefészek sejtvonal. A CCT enzimek
funkcionalis vizsgalatara alkalmas eszkozként is jellemzett sejtvonal endogén cct
génjében talalhaté pontmutaci6 hatasara termoszenzitiv fenotipust mutat®. Mig 37°C-on
funkcidképes, bar kevesebb endogén CCT képzddik, 40°C-on az enzim felgyorsult
degradacidja drasztikusan csokkent PC szinttel és morfoldgiai valtozésokkal
jellemezheto sejthalalhoz vezet. Habar a sejtvonalat gyakran hasznaljak a CCT hiany és

az apoptozis Osszefiiggéseinek tanulmanyozasara, a termoszenzitiv fenotipus

SLee, J., Johnson, J., Ding, Z., Paetzel, M. & Cornell, R. B. J. Biol. Chem. 284, 33535-48 (2009).
7Déchamps, S., Shastri, S., Wengelnik, K. & Vial, H. J. Int. J. Parasitol. 40, 134765 (2010).
8Sweitzer, T. D. & Kent, C. Arch. Biochem. Biophys. 311, 107-16 (1994).
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molekularis mechanizmusanak feltarasara iranyul6 in vitro tanulmany ezidaig nem
késziilt. Mivel a CHO-MTS58 sejtvonal menekithetd kiilsé PC forras biztositasaval, a
homérséklet 37°C-ra torténd visszaallitdsaval vagy CCT enzim heterolog
expresszidjaval, a sejtvonal potencidlisan alkalmas lehet CCT ortologok funkcionalis

jellemzésére sejtes kornyezetben az endogén enzim hatasanak tetszéleges kizarasaval.

2. CELKITUZESEK

Jelen disszertacioban egy lehetséges malaria ellenes gyogyszercélpont a Plasmodium
falciparum CTP:foszfokolin citidililtranszferaz enzim in vitro és sejtes kornyezetben
torténd karakterizalast tiztem ki célul. Ennek megfeleléen, a kdvetkezd kérdéseket

kivantam megvalaszolni:

1. Mi aszerepe a PfCCT kolin k6t6 zsebét felépité aminosavaknak az enzim katalitikus
és ligandum koté mechanizmuséban?

2. Mi a CHO-MTS58 sejtvonal termoszenzitiv fenotipusat magyarazo pontos molekularis
mechanizmus?

3. Képes-e a PfCCT heterolog expresszidja menekiteni az emlés CHO-MT58
sejtvonalat 40°C-on?

4. Hogyan lehetséges egy jol hasznalhatd sejtes teszt rendszer felépitése a parazita és

emlds CCT-k kozotti szerkezeti kiilonbségek vizsgalatara?



3. KISERLETI MODSZEREK

Az in vitro kisérletekben hasznalt PfCCT (s28-795) konstrukciot és mutansait a korabban
kisérletesen jellemzett PfCCT(ss.705y (PET15b) Kkatalitikus domén konstrukciobol
kiindulva készitettem el. Helyspecifikus mutaganzisre a QuikChange modszert
hasznaltam. Az oligonukleotidok szintézisét és a kiilonb6z6 konstrukciok
szekvenciajanak ellenérzését az Eurofins MWG GmbH végezte. A sejtes kisérletekben
hasznalt teljes hosszusagli PfCCT konstrukciok eldallitasihoz az eredeti cDNS egyedi
restrikcios helyekkel kiegészitett, ujra szintetizalt valtozatat hasznaltam a pIRES-puro-
EGFP emlds expresszios vektorban.

A His-cimkével ellatott PFCCT (s2s-705) vad tipusti fehérjét, valamint a mutans variansok
expressziojat BL21 (DE3) Rosetta E. coli expresszios rendszerben végeztem és Ni-NTA
affinitdas kromatografiaval tisztitottam 20 mM HEPES pH 7.5 100 mM NacCl-ot
tartalmazé pufferben. A tomegspektrometriai mérésekben hasznalt mintakat
méretkizardsosos kromatografidval tovabb tisztitottam a GE Healthcare AKTA
rendszer segitségével.

Az enzimatikus aktivitas mérésére egy folytonos, csatolt pirofoszfataz enzim rendszert
alkalmaztam. A 20 °C-on inkubalt reakcid soran pirofoszfataz és purin nukleozid
foszforilaz  segédenzimek és  7-metil-6-tioguanozin  szubsztrat  segitségével
kolorimetriasan detektaltam a keletkezé foszfat mennyiségét 360 nm Specord 200
spektrofotométerrel. A hoéinaktivacios kisérletekben a fehérje mintakat 15 percig
inkubéltam kiilonb6z6 hémérsékleteken (10°C-60°C) majd 20°C-on mértem az enzim
aktivitasukat. A kinetikai adatokat Michaelis-Menten és kompetitiv szubsztrat
inhibicios egyenletekkel illesztettem az Origin 8.6 verziészamui programban.
[zotermalis titracios kalorimetria (ITC) méréseket MicroCal-ITC 200 kaloriméteren
(Malvern) végeztiik 20°C-on. A fehérje komplexek tomeg spektrometriai méréseit
elektrospray ionizacios feltéttel felszerelt Waters QTOF Premier késziilékkel végeztiik

pozitiv ion modban. A tdmegspektrumokat a fehérje nativ allapotaban vettiik fel.



A PfCCT (528.795) homodimer homolégia modellek készitése soran a patkany CCT
katalitikus domén konstrukcié 3 dimenzios szerkezete (PDB: 4MVC)?® szolgalt alapul.
A modellek a MODELLER 9.14 szoftver segitségével késziiltek. A modell adatai
elérhetdek a protein modell adatbazisban (PMDB) a PM0079950 (PfCCT (s2s-795) WT)
és PMO0079951 (PfCCT(s28-7955 R681H) kodok alatt. A molekula dinamikai
szimulacidkat mindkét konstrukci6 esetében ugyanazokkal a paraméterekkel végeztiik.
A CHO-K1 és CHO-MT58 sejtvonalak 10% FBS-sel és 1% Penicillin-Sztreptomicin
antibiotikummal komplettalt F-12 tapoldatban 5% CO; atmoszféraban 37°C vagy
40°C-on voltak fenntartva. A mikroszképos kisérletek soran asejtek inkubacios
hémérsékletét a tranziens transzfekcid utan 72 oraval emeltem meg 40°C-ra.
10 nap utdn a transzfektalt és kontrollként szolgaldé nem transzfektalt sejteket
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltam. A fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas (FACS)
kisérletek soran a tranziensen transzfektalt sejteket a transzfekciot kdvetd 72-ik draban
gyljtottem Ossze. A sejtek GFP pozitivitasat (%) FACS Attune® Acoustic Focusing
Cytometer (Blue/Violet) késziilék segitségével vizsgaltuk. Az intakt sejtek

srer

hataroztuk meg, mig a halott sejteket a propidium-jodid pozitivitasuk alapjan zartuk ki.

9Lee, J.,, Taneva, S. G., Holland, B. W., Tieleman, D. P. & Cornell, R. B. J. Biol. Chem. 289, 1742-55 (2014).



4. EREDMENYEK
4.1. A PfCCT Kkolin kotd zsebét felépité kiilonboz6 oldallancok in vitro vizsgalata

A raciondlis alapokon nyugvd gyogyszertervezés megkoveteli a lehetséges
gyogyszercélpont fehérje aktiv helyét felépitd aminosavak szerkezetének ¢és
kolcsonhatasainak mélyrehatd simeretét. A PfCCT homologia modell szerkezet
vizsgalata soran megallapitottam, hogy a PfCCT enzim kolin koté helye a CDPCho
kvaterner ammonium molekularészletét részben hidrofob kolesonhatasokkal rogzitd
zseb. Az aktiv helyet felépité er6sen konzervalt oldallancok ko6ziil a D623 és a Y741
elektrosztatikus, mig a Y714 és W692 kation-m kolcsonhatasokat alakit Ki a
ligandummal. Ezen oldallancok enzim katalizisben és az aktiv hely felépitésében
betoltott szerepének vizsgalatara pont mutans konstrukciok sorozatat hoztam 1étre. A
kiilonb6z6 PfCCT(szs.795) Konstrukciokban a toltott (D623N, Y741F) és aromas
(W692F, W692Y, Y714F) kolcsonhatopartnerek karakterét valtoztattam, vagy teljesen
eltoroltem azt (W692A). A Iétrehozott mutaciok negyedleges enzimszerkezetre
gyakorolt indirekt hatasat elektrospray ionizacios tomegspektrometriaval zartuk ki.
A mutans konstrukcidk oligomerizacios allapota nem tért el jelentésen a vad tipusu
enzim monomer:dimer aranyatdl. Az enzim kinetikai vizsgalatok arra utaltak, hogy
a toltott/toltést nem hordozd aminosav cserék stlyos zavart okoznak a katalitikus
hatékonysagban, amit valoszintlileg féleg a kolin koordinacié megvaltozasa okoz
(Id. Km,chop értékek az 1. tablazatban)

1. tablazat PfCCT (ss.795 vad tipus és mutans konstrukciok kinetikai paraméterei.
ND: alacsony enzim aktivitads miatt nem meghatarozhato.

Enzim Keat KwmcTp Km,chop rel. rel.

st pM mM Keat/Kmctp  Keat/Km,chop
WT 1.45+£0.05 168 £ 17 1.8+1.1 1 1
Y714F 0.21 £0.01 575 £ 60 10.2 £1.1 0.042 0.026
W692F 0.13 +£0.03 890 +380 75+24 0.018 0.022
W692Y 0.03 +£0.003 191 £ 64 1.3+£0.2 0.017 0.029
D623N 0.006 +0.001 457+ 191 13.1 £3.1 0.0015 0.00057
Y741F 0.019 £ 0.002 786 £175 85+20 0.0028 0.0028

W692A 6-104 ND ND ND ND




Ezzel szemben, amikor a kation-n kolcsonhatasban részt vevd oldallanc aromas
karakterét részben megtartottam, példaul csak az aromas gyliri elektrosztatikai
tulajdonsagait, a gyiirli méretét és kvadrupol momentumat valtoztattam, az enzim
katalitikus képessége valamennyire megmaradt. A mutinsok kinetikai analizise alapjan
tehat a toltott és kation-m karakterti kolcsonhatdsok megkiilonboztethetdk és
megallapithato, hogy a toltott kdlcsonhato partnerek meghatarozoé szerepet jatszanak a
kolin molekularészlet kotésében (1. abra). A 692-es pozicidoban 1évé a CDPCho
kvaterner ammonium molekularészlete felé nézd triptofan oldallanc hozzajarulasanak
tovabbi vizsgalatahoz alanin mutagenezist alkalmaztam. Az aB hélixszel és L5
hurokkal is kdlcsonhatasban 1évé W692 oldallanc az aktiv hely szerkezeti felépitésének
stabilizalasaban is részt vesz és aromas karakterének eltorlése drasztikusan lecsokkenti

az enzim aktivitasat.
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1. abra PfCCT aktiv hely mutaciok hatasa a katalitikus hatékonysagra (Kcat). A szines
sematikus abrak a végrehajtott modositasok jellegét mutatjak be (sarga ellipszis:
kation-r kolcsonhatas, kék haromszog: toltott interakcios partner, zold kor: kvaterner
ammonium molekularészlet).



4.2. A mutans CCT enzimet tartalmazé CHO-MT58 sejtvonal termoszenzitiv

fenotipusa mogott meghiizodoé molekularis mechanizmus

Az indukalhaté moédon CCT hidnyos CHO-MT58 sejtvonal termoszenzitiv fenotipusért
egyetlen az endogén cct génben azonositott mutacid teheté feleldéssé. Az R140H
aminosav valtozas érinti @ RNnCCT dimerizacidjaban igazoltan alapveté fontossagu
10RYVD motivumot elsé aminosavat. A motivum konzervaltsagat in silico kétszaz
kiilonbozé evolucios klaszterbél szarmazéo CCT szekvencia Osszehasonlitasaval
elemeztem. A korabban valoszintisitett magas konzervaltsag beigazolodott: a motivum
els6 aminosavanak bazikus karaktere (R/K), mig a masodik pozicié aromas karaktere
(Y/W) jol meghatarozott. A PfCCT s8.795) dimer lancok kozotti kélcsonhatasainak
vizualizalasara a patkany CCT kristaly szerkezet alapjan Iétrehozott homologia
modellben a patkany szekvencianak megfelels %!RWVD®* motivumhoz kapcsolodo
atomi tivolsagokat tanulmanyoztam a vad tipust és a mutans enzim esetén. Osszesen
13 alegységek kozotti kolesonhatas biztositja a dimer stabilitisat a vad tipusa PfCCT
masodik Katalitikus domén szerkezeti modellben. Az R681H mutaci6 in silico modellje
alapjan a fent emlitett kolcsonhatasok fele elvész, ami a dimer allapot stabilitas
csokkenésére utalhat.

Az in vitro vizsgalatokhoz létrehozott PfCCT 528705y R681H mutans konstrukcio
funkcionalitasa nem sériilt a 20°C-on elvégzett Michaelis-Menten titralasokbol
szarmazo kear €s Km értékek alapjan. Ezek az eredmények egyetértésben vannak a
CHO-MTS58 sejtvonal esetén 37°C-on megfigyelt vad tipushoz hasonlo fenotipussal.
A fehérje stabilitasanak és funkcidjanak hdmérséklet fiiggését 10°C-t61 60°C-ig terjedd
skalan vizsgaltam. Az R681H varians aktivitasat 20 és 30°C kozott veszitette el, mig
hasonl6 inaktivacios mintazat 40°C és 55°C kozott volt megfigyelheté a vad tipust
enzim esetén. A fiziologias homérséklet tartomanyban detektalt szamottevo kiilonbség
parhuzamba allithato a CHO-MTS58 sejtvonal termoszenzitivitasaval.

Az R681 oldallanc dimerizacioban betdltott szerepe és az R681H mutéans jelentsen
megvaltozott héstabilitasa arra utal, hogy a mutacio hatasa talan a PfCCT 52g 795) R681H

enzim  oligomerizacidés  allapotdnak  megzavardsdn  keresztil  érvényesiil.
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ESI-MS analizissel megmutattuk, hogy mig a vad tipusu enzim esetén a kisérleti
koriilményeknek megfelel6 mennyiségli dimer volt jelen, addig a mutans enzim esetén
mintegy 20-szor alacsonyabb dimer:monomer aranyt lehetett csak megfigyelni. Mindez
megzavart dimer képzddésre utal. Tovabbi kisérletes bizonyitékot keresve a hattérben
meghuzdoddé molekularis mechanizmusra molekula dinamikai szimuldcidt végeztiink a
vad tipust és mutans enzimek homoldgia modelljein. A mutans enzim esetén az atlagos
lancok kozott kolesonhatasi energia 25%-kal csokkent a vad tipushoz képest. Annak
igazolasara, hogy a megzavart kdlcsonhatés kiindulé pontja az ®¥'RWVD®4 konzervalt
motivum, két reprezentativ atom tavolsagat kovettiik a szimulacié soran. A d(R/H681,
CA-H679’, O) atomi tavolsag azt a pontot jellemzi a szerkezetben, ahol a két monomer
a legkozelebb van egymashoz, mig a d(1680, CA - 1680°, N) tavolsagot valosziniileg
nem érinti az R681 aminosav mutacioja, igy kontrollként szolgal. Az els6 tavolsag
karakterisztikus valtozasa a mutans és vad tipus esetén aldtamasztja a sulyosan

megzavart lokalis kolcsonhatasokat (2. abra).

< — PfCCT 3505 WT 141  ——PfCCT g 705 WT

< — PACCT 30150 R681H ‘ — PFCCT 0.5 R681TH
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2. abra Jellemz6 lanc kozotti tavolsagok valtozasa a PfCCT (s2s.705y WT and R681H
konstrukciok MD szimulacidja soran.
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4.3. A PfCCT heterolog expressziéja menekiti a PC bioszintézis Kennedy
utvonalaban deficiens CHO sejteket

Az irodalombol ismert, hogy a 40°C-on tenyésztett CHO-MT58 sejtek az alacsony
PC szint miatt sejthalalt szenvednek'?, ami visszafordithaté a patkany CCT heterolog
expresszidjavalll. Jelen tanulmanyban célul tiiztem ki a Plasmodium falciparum CCT
menekitési képességének vizsgalatait 40°C-on tenyésztett CHO-MT58 sejtekben.
A tranziensen transzfektalt sejtek mikroszkdpos analizise megmutatta, hogy a
PfCCT (1-806), teljes hosszlisagu fehérje heterolog kifejeztetése noveli a CHO-MT58
sejtek tuléloképességét a nem transzfektalt kontrollhoz képest.

Egy egyszerii, a menekités hatékonysaganak tesztelésére alkalmas modell rendszer
kifejlesztéséhez, megfeleld kontroll kisérletekre van sziikség. Annak igazolasara, hogy
a citidililtranszferaz aktivitas felelés a sejtek taléléséért modositott PfCCT
konstrukciokat terveztem. Az R140H mutdcionak megfeleld héérzékenyitd oldallanc
cseréket hajtottam végre a teljes hosszisagt fehérje mindkét katalitikus doménjében.
Egy masik pont mutacié a citidililtranszferazok kozott erésen konzervalt HxGH
motivumot célozta, azzal a céllal, hogy egy katalitikusan inaktiv fehérje konstrukciot
hozzak létre. A tervezett mutaciéo hatasanak in vitro vizsgalatdhoz a PfCCT s2s.795)
H630N mutans kinetikai analizisét végeztem el. A mutacio sulyosan karositja az enzim
katalitikus hatékonysagat, mintegy harom nagysagrendnyi aktivitas csokkenést okozva.
igy feltételezhetd, hogy a fent vizsgalt hisztidin/aszparagin csere bevezetése mindkét
katalitikus doménbe a PfCCT enzim egy katalitikusan inaktiv formajat eredményezi.
Kovetkez6 1épésként egy jol hasznalhato teszt rendszer 1étrehozasat tliztem ki célul az
egysejtit PFCCT emlés CHO-MTS5S8 sejtvonalban megfigyelt menekitési potencialjanak
kvantitativ  jellemzésére. Tranziens transzfekcion atesett sejtek tenyésztési
hémérsékletét 24 h 37°C-os inkubacio utan 40°C-ra emeltem, majd a transzfekciot

kovetd 72-ik oraban a sejteket FACS analizisnek vetettem ala. A kiilonboz6 PfCCT

Ocui, Z. et al. J. Biol. Chem. 271, 1466871 (1996).
Usweitzer, T. D. & Kent, C. Arch. Biochem. Biophys. 311, 10716 (1994).
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konstrtukcidk menekitési potencialjat a propidium-jodid negativ, vagyis €16 sejtek
aranya alapjan szamoltam a megfeleld kontroll kisérletekre vonatkoztatva.
Eredményeim alapjan, az inaktiv PfCCT konstrukcio transzfekcidja csak a sejtek
1.6%-4t volt képes menekiteni. Valamivel magasabb szdzalékban (4.7%) éltek tul a
héérzékenytett PFCCT-vel transzfektalt sejtek, mig a sejtek 13.6%-a menekiilt meg a
sejthalaltol a teljesen funkcionalis PFCCT (1-a06) tranziens transzfekcidja utan (3. abra).
Habar a menekitett sejtek szdzalékos aranyat negativan befolyasolja az altalaban
alacsony transzfekcios hatékonysag (5-15%), a majd a menekitési potencial 9-szeres
novekedése figyelemre mélto. Kisérleteim alapjan tehat a PfCCT katalitikusan
funkcionalis és szerkezetileg ép formaja sziikséges a 40 °C-on miikodé CCT-vel nem
rendelkez6 CHO-MTS58 sejtek menekitéséhez.

20 -
= inactive control

- @ thermosensitive control
°. 151 77 wildtype
©
c /
)
g_ 10 4 /
o
=
o
o 5- /
14 /

0

CHO-MT58 40 °C
3. abra Kiilonb6z6 PfCCT konstrukciok menekitési potencialja

40°C-on tenyésztett CHO-MT58 sejtekben.



13

5. ERTEKEZES

Az itt bemutatott kinetikai és ligandum kotési kisérletek mélyrehatd betekintést
kinalnak a CCT enzimatikus aktivitasaban szerepet jatszo6 kulcs fontossagu oldallancok
kolcsonhatasainak jellemzésébe. Jelen tanulmanyban megmutattam, hogy a katalitikus
mechanizmus soran a kolin kot6 zsebben az enzimatikus funkciot kation-m és toltott
kolcsonhatasok kozosen alakitjak egy dsszetett aromas dobozt formalva. Szamos példa
ismert, melyben az aktiv helyen 1év6 kvaterner ammonium iont az Gn. aromas doboz
ismeri fel. Ebben az esetben harom vagy négy aromas gyliri veszi korbe a ligandum
toltott molekularészletét ezzel egy kivételesen erds ligandum kotést biztositva. Ehhez
képest az Osszetett aromas dobozban a kation-r kolcsonhatasok mellett elektrosztatikus
vagy toltott kolcsonhatasok is jelentOs szerepet jatszanak a ligandum kotésében és a
katalizisben. A 1étrehozott katalitikus domén pont mutans konstrukciok eltérd
viselkedése jol mutatja az aktiv helyen 1évé oldallancok kolcsonhatasanak aromas vagy
toltott jellegét.

A CHO-MTS58 sejtvonal termoszenzitiv fenotipusanak molekularis mechanizmusat
vizsgalva azt talaltam, hogy az ép dimer képz6dés esszencialis a PfCCT enzimatikus
funkcidjahoz. Ez a megallapitas egyetértésben van az irodalomban leirt evolucidosan
rokon citidililtranszferazok, a CCT, CTP:glicerol-3-foszfat citidililtranszferaz (GCT) és
CTP:etanolamin foszfat citidililtranszferaz (ECT) jellemz6 dimer felépitésével.
Egy nemrégiben azonositott C-terminalis citidililtranszferaz domén nélkiili egér ECT
szekvenciavarians (splice variant) (Pcyt2y) teljes katalitikus inaktivitasa tovabb erdsiti
azt a hipotézist, hogy mindkét katalitikus domén sziikséges az enzim aktivitasahoz.
Legjobb tudomasom szerint ezidaig a teljes hossziisagli PFCCT fehérje vizsgalatara
iranyuld kisérletek sikertelenek voltak. Jelen disszertaciomban igazoltam, hogy a teljes
hosszasagi PfCCT1.e06) heterolog expresszidja képes megakadalyozni a 40°C-on
inkubalt CHO-MT58 sejtek apoptozisat. Tovabba megmutattam, hogy a PfCCT
enzimatikus aktivitdsa felel6s ezért a hatasért, mivel a katalitikusan inaktiv PfCCT
varians transzfekcioja nem okozott menekitési potencial novekedést. Figyelembe véve,

hogy a CCT hianya letalis szamos é161ény esetében az itt bemutatott indukalhaté modon
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CCT deficiens sejtes modell rendszer elonyds lehet mas fajbol szarmazo CCT enzimek

funkcionalitdsanak vizsgalatara, mivel az endogén CCT hattér aktivitasa kizarhatd. A

tervezett kisérletes rendszer a CCT enzimet tamado maldria ellenes gyogyszerjeloltek

szelektivitasanak tesztelésére is alkalmas lehet.

6.

A DOKTORI DISSZERTACIO TEZISEI

A doktori disszertaci6 téziseit a kovetkezOképpen lehet 6sszefoglalni:

1.

A D623N és Y741 PfCCT aktiv hely oldallancok a CDPCho kvaterner ammonium
molekularészletének kotésében elektrosztatikus kdlcsonhatasokkal vesznek részt

és jelent6s szerepiik van az enzimatikus katalizisben.

. A kation-rt kolesonhatd partner W692 és Y714 oldallancok aromas karakterének

részleges megtartasa valamennyire kompatibilis a katalizissel, mig a W692
oldallancnak a katalizisben betdltott szerepén kiviil hozzajarul az aktiv hely
szerkezeti stabilitasahoz is.

A konzervalt P. falciparum RWVD dimerizaciés motivum R681H mutacioja
kozvetleniil nem befolyasolja az enzimaktivitast, de csokkent héstabilitishoz
vezet, ami végiil az enzim inaktivacidjat okozza.

In vitro és in silico eredményeim az R/H mutacidé altal okozott dimer
kolcsonhatasok gyengiilésére utalnak. Ezalapjan megallapithatd, hogy az intakt
dimer kolcsonhatasok megléte 1étfontossagh a PFCCT enzim aktivitasahoz.
Megmutattam, hogy a PfCCT heterolog expresszidja képes csokkenteni az
apoptézist CHO-MT58  sejtekben 40°C-on. A  kifejeztetett enzim
funkcionalitdsanak fontossagat az inaktiv PfCCT konstrukcié expresszidjakor
tapasztalhatdé menekités hianyaval igazoltam.

A kiilonb6zé PfCCT konstrukciokkal transzfektalt sejtek FACS analizisével
meghatarozhatd a menekitési potencial, mint a transzfektalt CCT enzim

funkcionalitasanak kvantitativ mér6szama.









