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Bevezetés

A ,,moonlighting” fehérjék tobb, egymastol fiiggetlen funkciot toltenek be, amelyek
nincsenek gén szinten kodolva, ezek a funkciok fehérje szinten nyilvanulnak meg [Jeffery,
1999]. Az eltéré funkciokért felelds lehet a fehérje eltérd sejten beliili lokalizacidja, eltérd
szubsztratok, kofaktorok, kolcsonhatdé partnerek jelenléte. Nemrégiben definidltdk a
,,moonlighting” fehérjék egy alosztalyat, a ,,necomorphic moonlighting” fehérjéket, amelyek
esetében konformacids valtozasok és/vagy kolcsonhatasok kiilonboz6 (normal kortilmények
kozott nem jelenlévd) partnerekkel kolesondznek uj, koros funkciot a fehérjének [Jeffery,
2011].

A hagyomdanyos nézet szerint egy fehérje funkciojanak betoltéséhez elengedhetetlen
feltétel a jol definialt 3D térszerkezet, azonban mintegy 15 évvel ezeldtt felismerték, hogy
szamos fehérje nem rendelkezik jol meghatarozott 3D szerkezettel [Dunker, et al., 2000].
Ezek az eredendben rendezetlen fehérjék mégis alapveté funkcidkat latnak el; meghatarozo
szereplik van példaul jelatviteli folyamatokban, a sejtciklus-szabalyozasaban, a
génkifejezOdésben és a dajkafehérje funkcioban, valamint fontos résztvevdi egyes kézponti
idegrendszeri betegségeknek, igy gyakran a ,neomorphic moonlighting” fehérjék kozé
sorolhatéak. A rendezetlen fehérjék biologiai jelentdségére utal, hogy bioinformatikai
becslések szerint az eukaridta fehérjék koriilbeliil egyharmada rendelkezik legalabb egy 50
aminosavbol all6 vagy anndl hosszabb rendezetlen régioval [Dunker, et al., 2000].

Az Enzimologiai Intézet Sejtarchitektura Kutatdcsoportja izolalt és azonositott egy
ilyen agy-specifikus fehérjét, melyet f6 funkcidja és molekulatomege alapjan neveztek el
TPPP/p25-nek [Hlavanda, et al., 2002; Tirian, et al., 2003]. A ,,Tubulin Polymerization
Promoting Protein” (TPPP/p25) egy eredendden rendezetlen fehérje, melynek rendezetlen N-
¢s C-termindlis szegmensei (45, ill. 44 aminosav) egy 130 aminosavbdl allé rendkiviil
flexibilis régiot fognak kozre [Zotter, et al., 2011a]. A TPPP/p25 prototipusa a ,,neomorphic
moonlighting” fehérjéknek, mivel kolcsonhatd partnertdl fiiggéen eltéré fiziologias és
patologias funkcidt tolt be a fehérje génszintli véltozasa nélkiil [Ovadi, 2011; Tokési, et al.,

2014]. Fiziologiasan a fehérje elsésorban az oligodendrocitikban expresszalodik,

differencialt oligodendrocitak alapvetd szerepet jatszanak az axonokat koriilvevo
mielinhiively kialakuldsaban, ami elengedhetetlen az idegrendszer megfeleld miikodéséhez. A

fehérje fO0 fiziologids kolcsonhatd partnere a tubulin, melynek mikrotubulussa vald
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polimerizaciojat indukalja. A TPPP/p25 mikrotubulusokat keresztk6té és acetilaciojukat
fokozo aktivitdsa révén a mikrotubularis rendszer stabilitdsat és dinamikéjat szabalyozza
[Hlavanda, et al., 2007; Tokési, et al., 2010]. A TPPP/p25 nem-fizioldgias kifejez6dése
kiilonbozé kozponti idegrendszeri betegségekhez kapcsolodik. Ilyenek példaul: a
mielinhiively karosodasa kovetkeztében kialakulod sclerosis multiplex [Hoftberger, et al.,
2010; Vincze, et al., 2011]; az oligodendroglioma, melyben a fehéje kifejezodése gatolt
[Preusser, et al., 2007]; vagy egyes konformaciés betegségek, pl. a Parkinson-kor és a
multiszisztémas atrofia, ahol a TPPP/p25 az alfa-szinukleinnel egyiitt halmozodik fel a
neuronalis és glialis zarvanytestekben [Kovacs, et al., 2004].

A TPPP/p25 és kolcsonhatd partnerei, elsdsorban a tubulin, mint fizioldgids partner,
valamint az alfa-szinuklein, mint patologias partner kozotti kdlcsonhatasok minél pontosabb
megismerése ¢és molekuléris szintli jellemzése igen fontos feladat, mert ezek ismeretében
lehetséges olyan gyogyszerjelolt molekuldk  kifejlesztése, melyek a  kialakulo
kolcsonhatasokat szelektiven befolyasolni tudjak [Tokési, et al., 2014]. Az ezzel kapcsolatos
adatok részét képezik a munkacsoport egyik innovativ projektjének, mely a TPPP/p25-alfa-
szinuklein patologias komplex kialakulasat gatlo, illetve megsziintetését elésegitd specifikus

anti-Parkinson agens (foldamer) tervezése.



Irodalmi attekintés

»Moonlighting” fehérjék

Koriilbeliil két évtizeddel ezelott ismerték fel, hogy 1éteznek olyan fehérjék, melyek
tobb eltérd funkciot képesek ellatni gén szintli valtozas nélkiil, és ezt a tulajdonsagot nevezték
el el6szor ,,gene sharing”-nek, késobb ,,moonlighting”-nak [Jeffery, 1999; Piatigorsky and
Wistow, 1989; Wistow and Piatigorsky, 1987]. Az angol ,,moonlighting” kifejezés a
kozhasznalatban azt jelenti, hogy valaki masodallasban dolgozik (gyakran éjszaka) a teljes
munkaidds (nappali) allasa mellett [Olah, et al., 2013]. Innen ered ez az elnevezés a fehérjék
,.kettos életére” vonatkozoan.

A ,,moonlighting” fehérjék tobb, egymastol fiiggetlen funkciot toltenek be, amelyek
nincsenek gén szinten kodolva, az eltéré funkciok nem genetikai szintii eltérésekbdl
(génfazio, alternativ splicing vagy mutacid) erednek; ezek a funkciok fehérje szinten
nyilvanulnak meg [Jeffery, 1999]. Az eltéré funkciokért felel6s lehet a fehérje eltérd sejten
beliili lokalizacioja, kiilonbozé sejttipus, a fehérje megvaltozott oligomerizacios és/vagy
konformacios allapota, melyet szubsztratok, kofaktorok, kolcsonhatd partnerek jelenléte
befolyasol. A ,moonlighting” funkciot meg kell kiilonboztetni a  fehérjék
multifunkcionalitasatol. A multifunkcionalitas esetében ugyanis a fehérje tobb alegységet
tartalmaz, melyek mindegyike mas funkcio ellatasara alkalmas [Piatigorsky and Wistow,
1989]. Nemrégiben definialtdk a moonlighting fehérjék egy alosztalyat, a ,,neomorphic
moonlighting” fehérjéket, amelyek esetében konformacios valtozasok és/vagy kdlcsonhatasok
kiilonb6z6 (normal koriilmények kozott nem jelenlévd) partnerekkel kolcsondznek 1), kéros
funkciot a fehérjének [Jeffery, 2011; Ovadi, 2011]. A ,,neomorphic moonlighting” fehérjék
fiziologias illetve patologias funkcidja elsddlegesen eltérd partnerekkel vald kolesonhatasok
kovetkeztében alakul ki.

A ,moonlighting” tulajdonsag sok rendezetlen fehérjére jellemz6, melyek nem
rendelkeznek stabil, jol definidlt 3D szerkezettel, igy képesek alkalmazkodni, valtoztatni
konformaciojukat partnereikhez vald kotddés soran. A rendezetlen fehérjék meglehetdsen
gyakoriak az ¢l6 sejtekben és alapvetd funkciokat latnak el, mint példaul a transzkripcio és
transzlacio, vagy a cellularis jelatvitel szabalyozasa [Dunker, et al., 2008; Fink, 2005;

Uversky, 2002]. Mindemellett a rendezetlen fehérjék szintén dontd szerepet jatszanak a
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[Irvine, et al., 2008; Uversky, 2002], igy gyakran a ,,neomorphic moonlighting” fehérjék kozé
tartoznak.

Konformacios betegségek (Parkinson-kor)

A tarsadalom eloregedésével a kozponti idegrendszert sujtdé, az idegsejtek
pusztuldsaval jaro konformacios betegségek elterjedése stulyos egészségiigyi, tarsadalmi és
gazdasagi problémat okoz. Ezen betegségek kialakulasa tobblépcsés folyamat, melynek
kiindulé pontjai minden esetben un. ,,unfolded/misfolded” fehérjék, azaz rendezetlen, vagy
rosszul feltekeredett fehérjék, melyek aberrans kolcsonhatasokba lépve patologias fehérje
aggregatumokat hoznak 1étre az agy kiilonb6z6 teriiletein, melyek végsd soron az idegsejtek
pusztulasahoz vezetnek [Ovadi, et al., 2005].

A konformacios betegségek egyik legismertebb és leggyakrabban eléfordulé tipusa (az
Alzheimer- és a Huntington-kor mellett), a Parkinson-kor, hozzavetéleg 6 millio embert érint
vilagszerte. A betegség harom f06 tiinettel jellemezhetd, melyek a motoros funkciokat érintik:
nyugalmi remegés (tremor), izommerevség (rigiditas), és a lassultsdg (bradikinézia). A
legtobb esetben 50 év feletti korban mutatkoznak meg az elsé tlinetek, majd a kor
elorehaladasaval lassan erésddnek [Bellucci, et al., 2012].

A tiineteket az okozza, hogy a Parkinson-kor soran elhalnak az agy un. substantia
nigra teriiletének (1. abra) dopaminerg idegsejtjei, amelyek a testmozgast, a testtartast és az
egyensulyozast szabalyozzak, ezaltal csokken az ingeriiletatvivd anyag, a dopamin

termelddése.

Metszet a Substantia nigra
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1. abra: A substantia nigra helye az agyban. A kép forrasa: http://mikeclaffey.com/psyc2/notes-damage-
disorders.html (2014.11.15.)
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A betegség legjellegzetesebb neuropatologiai jellemzdi az un. Lewy-testek és Lewy-
neuritek. Mindkét intraneuronalis zarvanytest f6 komponense a fibrillaris alfa-szinuklein
aggregatum (2. abra) [Spillantini, et al., 1998]. A fehérje lerakodasa ezért a Parkinson-kor
kialakulasanak kozponti patologids tényezdjeként tekinthetd, mely az idegsejtek

pusztulasahoz vezet.
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2. abra: ,,Lewy-test és Lewy-neurit Parkinson-koros beteg kozépagyanak substantia nigra magjaban. A
felvétel kdzepén jellegzetes (vilagosbarna kozpontl és sotétbarna szEl{) alfa-szinuklein pozitiv intracellularis
aggregatum (Lewy-test) lathatd (piros nyilak), mellette jobbra két megvastagodott, szintén immunpozitiv Lewy-
neurit (piros nyilhegyek). A Lewy-testet tartalmazo sejt magjara vilagoskék, a citoplazmaban felhalmozodo
melanin pigment szemcsékre z6ld nyil mutat. (alfa-szinuklein immunhisztokémiai kimutatas).”

(Az abra forrasa: http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/onemesztes/ch03s08.html) (2014.11.15.)

Bar a Parkinson-kor eléfordulési gyakorisaga az elmult évtizedek alapjan drasztikusan
nod, az elérhetd terapias eszkozok a rendellenesség kezelésére még mindig igen korlatozottak
[Bellucci, et al., 2012]. A jelenlegi gyodgyszeres kezelések célja a dopamin poétlasa, ami a
dopamin elGanyaganak, a levodopanak, illetve dopaminhatast kifejté gyogyszereknek
(dopaminagonistaknak) a szervezetbe juttatasaval valosithatd meg. Bizonyos esetekben miitéti
kezelést (roncsolasos €s stimulacios mutéteket) hajtanak végre, azonban a miitéti beavatkozas
gyakran jar szovédményekkel. Osszességében elmondhatd, hogy bar tiineti kezeléssel,
fizikoterapidval a beteg allapota javithatd, az idegsejtek pusztuldsanak megakadalyozasara

sajnos a mai ismereteink szerint nincs maod.

Alfa-szinuklein

Az alfa-szinuklein normal agyban az idegszovet Ossz-fehérje tartalmanak 1%-at is
kiteheti [lwai, et al., 1995]. Els6sorban a preszinaptikus terminalokon helyezkedik el,
funkcioja egyelére még nem teljesen tisztazott, azonban aminosav szekvencidja €s
intracellularis lokalizdcidja arra wutal, hogy a fehérje lipid membranokkal valo
kolcsonhatasokban vehet részt [Tofaris and Spillantini, 2007]. Ezt a tulajdonsagat

megerdsitve egy tanulmanyban megmutattak, hogy az alfa-szinuklein inhibitora egy
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plazmamembranban elhelyezkedé fehérjének, a foszfolipaz D2-nek, ami a foszfatidsav
eléallitasaban jatszik szerepet [Jenco, et al., 1998]. Mas kutatasok szerint az alfa-szinuklein
kulcsszerepet jatszik membran-asszocialt folyamatokban. Azokban a kisérleti egerekben,
melyekben mutaciéval az alfa-szinukleint kdédold gént inaktivaltdk, elektromos stimulécid
hatasara megnovekedett dopamin felszabadulast tapasztaltak az agy bizonyos teriiletein, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy az alfa-szinuklein a szinaptikus (elsésorban dopaminerg)
transzmisszio befolyasolasaban jatszhat szerepet [Abeliovich, et al., 2000].

Az SNCA gén altal kodolt alfa-szinuklein patologias esetben az un. szinukleinopatiak
Osszefoglald néven nevezett konformacidos betegségek résztvevdje. Ilyen betegségek a
Parkinson-kor, a diffuz Lewy-testes betegség és a multiszisztémas atrofia. Ezen korképek
koz0os jellemzdje, hogy a beteg glia sejtjeinek és neuronjainak citoplazmajaban alfa-szinuklein
tartalmu, szdlas szerkezetli aggregatumok jelennek meg, melyek fontos szerepet jatszanak a
betegségek patomechanizmusaban. Bar eléfordulnak olyan genetikailag 6roklédd koresetek,
melyek az SNCA gén mutécioira, illetve multiplikaciojara vezethetdek vissza, azonban a
szinukleopatidk sporadikus formaira jellemzé alfa-szinuklein aggregatumok kialakuldsara a
mai napig nincs magyarazat. Mivel az orvostudomany jelen allasa szerint gyogyithatatlan,
halalos folyamatrol van sz, alapvetd fontossdgi a betegségek hatterében allo patoldgias
fehérje aggregacio kialakuldsanak megel6zésére, illetve a mar kialakult aggregatumok
megszilintetésére iranyuld kutatas, azaz a folyamat molekuldris szintii jellemzése.

Az alfa-szinuklein az eredend6en rendezetlen fehérjék csaladjaba sorolhatd, ennek
megfelelden rendkiviil flexibilis, és szamtalan konformaciot képes felvenni a kornyezettdl
fliggden, a teljesen rendezetlentdl a részlegesen feltekert amiloidogén szerkezeten keresztiil a
jelentds a-hélix vagy B- redd tartalmt szerkezetekig [Uversky, 2003]. A fehérje harom régiot
tartalmaz: egy amfipatikus N-terminalis régiot (1-60 aminosav), egy un. ,,non-amyloid-f3
component” (NAC) részt tartalmazo régiot (61-95 aminosav) €s egy prolinban és savas
aminosavakban gazdag C-terminalis részt (96-140 aminosav) [Bellucci, et al., 2012] (3. abra).
Az N-terminalis régi6 tartalmazza azokat a mutacios helyeket, amelyek a Parkinson-kor
genetikailag 6rokl6do tipusahoz kothetéek, valamint tartalmaz egy 11 aminosavbol allo,
hétszer, nem teljesen konzervéltan megismétlddé motivumot, mely egy nagymértékben
konzervalt részt (KTKEGV) foglal magdban. A fehérje leginkabb hidrofob, és ennek
kovetkeztében [B-konformdacioba vald rendezddésre hajlamos része a NAC régid, mig

rendezetlen régidja a C-termindlis rész [Bellucci, et al., 2012].
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1. régi6: 1-60 AS
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nagy mértékben konzervalt
KTKEGV motivummal

3. abra: Az alfa-szinuklein szerkezete [Bellucci, et al., 2012] nyoman.

2. 1égi6: 61-95 A
régio: 61-95AS 3. 1égi6: 96-140 AS

TPPP/p25
Az uj agy-specifikus TPPP/p25 fehérje azonositisa

A TPPP/p25-6t, mint agy-specifikus fehérjét, elészor japan kutatok irtak le, akik egy
tau protein kinaz tisztitasa kozben talaltak ra [Takahashi, et al., 1991]. A fehérje elnevezése,
valamint funkcioinak felderitése viszont mar a Sejtarchitektira Kutatocsoport nevéhez
flizodik.

A tubulin alegységek polimerizacidja mikrotubulussé turbiditasméréssel kovethetd,
ugyanis a keletkezett részecskék 350 nm-es hullamhosszon fényszorast idéznek eld, mely a
képzOodott részecskék nagysagaval illetve koncentracidjaval —aranyos. A tubulin
polimerizaciojat vizsgalva a Sejtarchitektura Kutatdécsoport megallapitotta, hogy a
mikrotubulushoz asszocialt fehérjéktol mentes (MAP-mentes) tubulin polimerizacidjat az agyi
vagy neuroblasztoma-extraktumok hozzaadasa jelentdsen gyorsitja, azonban izomextraktum

hozzdadasa esetén nem tapasztalhatd valtozas a polimerizacioban, ami a hatas specifikus

voltara utal [Liliom, et al., 1999] (4. abra).

Abszorbancia (350 nm)

4 6 8 10
1dé (perc)
4. abra: Kiilonb6z6 sejtmentes extraktumok hatasa a tubulin polimerizaciéjara: 10 uM tubulin

polimerizacidja 350 nm-en kdvetve dnmagaban (0), 2 mg/ml agyextraktum (m), 0,25 mg/ml neuroblasztoma-
extraktum (A), vagy 2 mg/ml izomextraktum (e) jelenlétében [Liliom, et al., 1999].



Ezekbdl az extraktumokbdl indult meg a hatasért ténylegesen felelds fehérje tisztitasa,
melyet aztan hosszas kutatdmunka eredményeként a Sejtarchitektura Kutatocsoport sikeresen
azonositott [Hlavanda, et al., 2002]. A szarvasmarha agybol izoldlt fehérje
tubulinpolimerizaciot el6idéz6 hatasa és 25 kDa-os moltomege alapjan a ,,Tubulin
Polymerization Promoting Protein/p25” (TPPP/p25) nevet kapta. A TPPP/p25 azonositasat
kovetden dertilt ki, hogy a fehérjét, mint p25-6t, egy japan kutatocsoport mar izolalta. Mind a
szarvasmarha, mind pedig az ember TPPP/p25-6t kodold génjét azonositottak klonozas
segitségével, és kimutattak, hogy igen magas, 90%-o0s az azonossag a két géntermék kozott
[Seki, et al., 1999; Shiratsuchi, et al., 1995] (5. abra). Kés6bb az egérben talalhatd valtozatot
is leirtak, és itt is jelentds egyezés figyelheté meg mind az emberben, mind a marhéban

el6forduld fehérjéhez képest (human-egér: 93%-0s, és marha-egér: 87%-0s azonossag).

bovp25 M)A ANIATPPES PGl D AAKRLSLEFMEGAGEGAAAAMAELSALEEAF RIGF
hump25 LOFAK A NITPPES PGy n&nVLIRIISElnlkl.ﬁphSPELquEEhFPRF
bovp25s 59
hump25 60

VHGDARAMGREMHGKNWSKLCHDCOVIDGREVTIVIDVDIVF SKIKGKSCRTITFEQFISEA
VHGDARAWGREMHGENWSKLCIADCOVIDGRYVTVIDVDIVF SKIKGEKSCRTITFEQFWER

bovp25 119
hump25s 120

LEELAKKRFEDESEIEEAVREVHILIEGKAPIISGVTKAISSPFTVSRLTDTEEKFTGSHK
LEELARKKRFKDEKSHEEAVREVHIILIEGKAPIISGVTKAIS TVSRLTDTWKFTGSHEKER

bovp2s 179 R
hump25 180

GRGIIAGRVDLVDESGYVIIGYKHAGTYDOEVOGGKY
GEGMAGRVDLVDESGYVEGYKHAGTYDDKVOGGKY

5. abra: A szarvasmarha (bovp25) és a human (hump25) TPPP/p25 szekvencidk osszehasonlitasa. Az
egyezések fekete hattérrel vannak kiemelve. [Seki, et al., 1999]

A TPPP/p25 fehérje aminosav szekvencigjat tekintve minden kordbban ismert és
jellemzett fehérjétdl kiilonbozik, viszont gén szinten szekvencia Osszehasonlitasokat végezve
a BLAST (,,Basic Local Alignment Search Tool”) program segitségével tovabbi 2 gén
mutathato ki, melyek révidebb, de hasonlo hipotetikus fehérjéket kodolnak, ezek a TPPP/p18
és TPPP/p20 nevet kaptdk [Tirian, et al., 2003]. Ezen gének altal kodolt fehérjéket a
Sejtarchitektira Kutatocsoport klonozta és a TPPP/p20-at szarvasmarha agybdl izolalta. Az
yjonnan  azonositott  fehérjék  nagyfoki  homologiat —mutatnak  egymadssal, a
szekvenciaazonossag mértéke 60%. Ezek alapjan ugy tiinik, hogy a kutatocsoport altal leirt
géntermékek egy 1) fehérjecsaladot (TPPP) alkotnak, melynek els6, fehérje szinten izolalt
tagja a TPPP/p25 [Vincze, et al., 2006].

A TPPP/p25 rendezetlen fehérje

A TPPP/p25 egy 219 aminosavbdl allo, hdstabil fehérje. Izoelektromos fokuszalas

soran a fehérje izoelektromos pontja 9,9-nek addodott, ami igen bazikus karakterre utal



[Takahashi, et al., 1991]. A Sejtarchitektira Kutatocsoport megmutatta, hogy a TPPP/p25
elméleti (josolt) és a kisérletekkel aldtdmasztott masodlagos szerkezeti elemei kozott eltérés
figyelheté meg. Mig a josolt a-hélix tartalom az alkalmazott moddszertdl fiiggéen 30-43%
kozott valtozott, addig a kisérletes (pl. cirkularis dikroizmus mérésekkel kapott) adatok szerint
ez az érték mindossze 4% [Hlavanda, et al., 2002; Ovadi et al., 2005]. Ennek oka, hogy az
akkoriban alkalmazott predikcios algoritmusok globularis fehérjék tulajdonsagain alapulnak.
Ma mar léteznek ennél pontosabb in silico moédszerek a fehérje szerkezetvizsgélatira
(PONDR, IUPred, FOLDIndex), melyekkel a rendezetlenség megjosolhatd. A ,,Database of

Protein Disorder” (http://www.disprot.org/index.php) meghatarozasa szerint rendezetlen

fehérje az, ami legalabb egy kisérletesen meghatarozhatdo (30-40 aminosav hosszusagh)
rendezetlen régiot tartalmaz [Sickmeier, et al., 2007]. A csoport bizonyitotta az elébb emlitett
elméleti, illetve szamos fiziko-kémiai, biokémiai modszert alkalmazva, beleértve a
multinukledris NMR spektroszkdpiat, hogy a TPPP/p25 egy eredendden rendezetlen fehérje,
mely tartalmaz egy 45 és egy 44 aminosavbol all6 N- és C-terminalis rendezetlen szegmenst,
amelyek egy 130 aminosavbol allo rendkiviil flexibilis régiot fognak kozre [Zotter, et al.,
2011a].

A TPPP/p25 a ,neomorphic moonlighting” fehérjék prototipusa

A TPPP/p25 prototipusa a ,,neomorphic moonlighting” fehérjéknek, mivel
kolcsonhatd partnertdl fliggden eltérd fizioldgias €s patoldgids funkciot tolt be a fehérje
génszintli valtozasa nélkil [Ovadi, 2011]. A fehérje f6 fiziologias kdlcsonhatd partnere a
tubulin, melynek mikrotubulussd vald6 polimerizacidjat indukélja, a keletkezett
mikrotubulusokat keresztkoti, ezaltal a mikrotubuldris rendszer stabilitasat és dinamikajat
képes befolyasolni. A TPPP/p25 kolcsonhatasba 1ép a tubulin deacetilaz enzimmel (HDACG)
1s, gatolja annak deacetilaz aktivitasat, kovetkezésképpen noveli a mikrotubulusok acetilacios
szintjét, melynek szintén szerepe van a mikrotubularis rendszer dinamikajanak
szabalyozasaban [Tdkési, et al., 2014]. A kozelmultban igazoldst nyert, hogy a TPPP/p25
GTP-t kot, és Mg*-fiiggé modon katalizalja annak hidrolizisét [Zotter, et al., 2011a],
valamint a fehérje specifikusan koti a bivalens cink kationt, ami szerkezetvaltozast indukal a
fehérjében [Zotter, et al., 2011b].

A TPPP/p25 fizioldgias koriilmények kozott elsddlegesen az agyban, az
idegszovetben 1évé specializalt gliasejtekben, oligodendrocitdkban expresszalodik fehérje

szinten. Az oligodendrocitdk feladata a neuronok axonjainak védelme és elektromos
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szigetelése azaltal, hogy koréjiikk mielinhiivelyt képeznek, mely folyamatban a TPPP/p25
alapvetd szerepet jatszik [Lehotzky, et al., 2010] . A fehérje nélkiilozhetetlen a progenitor
bekovetkezd atrendezddésében van meghatarozo szerepe. Tehat a TPPP/p25 kifejezddése az

agyban elengedhetetlen az idegrendszer megfelel6 miikodéséhez.

zarvanytestek: a.-synuclein
és TPPP/p25 ko-lokalizacidja

u-syn p

n2s
u-syn ped

a-synuclein— TPPP/p25 R
komplex Q0 eg O
a.-synuclein T i y

—

(Parkinson-kor, Multiszisztémas atrofia)

progenitor differencialt oligodendrocita —> mielinhiively
| \ / \

agytumor (glioma) vandorlas az axonokhoz

nincs TPPP/p25 > (szklerézis multiplex)

6. abra: A TPPP/p25 fiziolégias és patologias funkcioi

A TPPP/p25 nem-fiziologias kifejezodése kiilonbozé kozponti idegrendszeri
betegségek kialakulasahoz vezet, mint azt a 6. abra szemlélteti. Ilyenek példaul:

» a mielinhiively karosodasa kovetkeztében kialakuld sclerosis multiplex (TPPP/p25
megvaltozott expresszidja az agyban ¢és megndvekedett szintje a cerebrospindlis
folyadékban) [Hoftberger, et al., 2010; Vincze, et al., 2011],

> idegszovet eredetli daganat, az oligodendroglioma (TPPP/p25 hianya) [Preusser, et
al., 2007],

> egyes konformacios betegségek, pl. Parkinson-kor ¢€s multiszisztémds atréfia
(TPPP/p25 ¢és alfa-szinuklein egyiittes felhalmozodasa a neuronalis és glialis
zarvanytestekben) [Kovacs, et al., 2004].

A konformacids betegségek kialakuldsa aberrans fehérje-fehérje kolcsonhatasokra
vezethetd vissza, melyek fehérje aggregacidt és patologids zarvanytestek kialakuldsat
eredményezik. A kozelmultban igazoltak, hogy a TPPP/p25 kolcsonhatasba 1ép a Parkinson-
és az Alzheimer-kor ma mar klasszikus biomarkereinek tekinthetd alfa—szinukleinnel, ill.

crer

2011].
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Célkituzeések

A Sejtarchitektura Kutatocsoport korabbi eredményei alapjan megallapithat6, hogy a
rendezetlen TPPP/p25 biomarkere bizonyos koézponti idegrendszeri betegségeknek. Ezen
betegségek patomechanizmusdnak megismerése napjainkban is intenziv kutatds targyat
képezi. Ezért is kiemelt jelentdségl feladat a fehérje szerkezeti és funkcionalis sajatsagainak
molekularis szinti jellemzése, ami a betegségek terapias kezeléséhez sziikséges nagy
szelektivitasu gyogyszermolekulak tervezését, szintézisét teszi lehetévé. A munkacsoport
kutatasaiba 2012-ben kapcsoldodtam be, azzal a céllal, hogy eleinte reprodukalva a csoport
korabbi kisérleteit szamos metodikat elsajatitsak, késobb pedig aktiv részese lehessek a
munkacsoport kutatasi projektjének.

Konkrét céljaim a kdvetkezdk voltak:
» Human rekombinans fehérjék (teljes, illetve N- és/vagy C-terminalis nélkiili (csonkolt)

TPPP/p25, valamint alfa-szinuklein) termeltetése és izolalasa.

szerkezeti és funkcionalis jellemzése, mint pl. a cink ion specifikus hatasainak

karakterizalasa, mivel a fehérje cink-ujj motivumot tartalmaz a flexibilis région beliil.
» A TPPP/p25 és kolcsonhatod partnerei, elsdsorban a tubulin, mint fizioldgids partner,

valamint az alfa-szinuklein, mint patologias partner kozotti kolesonhatasok

molekularis szinti jellemzése, a kdlcsonhatasokért felelés régiok azonositasa.
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Anyagok és modszerek

Human rekombinans TPPP/p25 formak expresszidja és izolalasa

A TPPP/p25 fehérjét el0szor szarvasmarha agybol izolaltdk és azonositottdk
[Hlavanda, et al., 2002]. Azoéta sikeriilt az addig alkalmazott izolalasi eljarast modositani és
nagyobb kitermelést elérni. Klonozassal sikeriilt human rekombinans fehérjét eldallitani in
vitro kisérletek céljaira. Nemcsak a vad tipusi human rekombinans TPPP/p25-6t (219
aminosav), hanem a terminalis szegmenseket nem tartalmazo6, mutans human fehérjét (dupla
csonkolt: TPPP/p25 delta 3-43/delta 175-219), valamint a csak az N-, illetve a csak a C-
terminalisatol megfosztott fehérje formakat (N-csonkolt: TPPP/p25 delta 3-43 és C-csonkolt:
TPPP/p25 delta 175-219) is klonoztak. Valamennyi fehérje termeltetése és izolalasa azonos
modon tortént, a kovetkezoekben leirtak szerint:

A human rekombindns TPPP/p25-6t egy olyan vektorral juttattdk be bakterialis
expresszald rendszerbe, amiben a kodold szekvencidban a leendd fehérje C-termindlisan 6
hisztidin aminosav (6xHis tag) talalhat6, ami a fehérje fémaffinitas kromatografiaval torténd
tisztitasat segiti. A vektoron ezen kiviil egy lacl gén és egy T7 promoter taldlhat6. A T7
promoter a lacl gén fehérjeterméke altal szabdlyozott. A géntermék represszalja a promotert,
megakadalyozza az RNS polimerdz bekdtodését, igy nem indul meg a transzkripcid. Egy
kémiailag stabil laktoéz analog (izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid, IPTG) hatasara a
transzkripcid gatlasa kikapcsolodik, mert a laktoz-analdg allosztérikusan kapcsoldodik a lacl
mar nem tudja gatolni a promotert, aminek eredményeképpen megindul a huméan TPPP/p25
expresszioja. A konstrukt ezen kiviil két antibiotikum (ampicillin €s kléramfenikol)
rezisztencia gént is tartalmaz, hogy szelektalhatd legyen a nem transzformalt baktériumokkal
szemben.

A rekombinans TPPP/p25-6t E.coli baktériumban termeltettem. 5 ml steril ,,Luria-
Bertani Broth” (LB) tapoldatba 0,1 mg/ml ampicillint és 0,1 mg/ml kléramfenikolt tettem.
Ehhez 25 pl rekombindns TPPP/p25-6t termeld baktérium szuszpenzidt adtam a -80 °C-on
tarolt torzstenyészetbdl. Az inditd tenyészetet egy €jszakan at 220 rpm-mel razattam korkoros
razén 37°C-on. Masnap ebbdl a kulturabol 2 ml-t atoltottam 300 ml azonos tapoldatba,
melyhez az atoltas el6tt ampicillint és kloramfenikolt adtam, majd 600 nm-en kdvettem az

abszorbanciat, azonos koriilmények kozott 0,6-0,7 abszorbancia értékig, melynek alapjan a
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sejtszam novekedésére lehet kovetkeztetni. Ezutdn a fehérjetermelést a tenyészetben 1 mM
IPTG-vel indukaltam 3 oran keresztiil (37°C-on, 220 rpm-mel razatva). A sejtszuszpenziot 4
°C-on 2500 g-vel 15 percig centrifugaltam, majd ledntottem a feliiliszot, igy izolaltam a
TPPP/p25-6t expresszalo sejteket. A sejteket proteazgatlokat tartalmazé foszfat pufferben (50
mM Na,HPO,4, 300 mM NaCl, pH=7,2, 1 mM benzamidin, 2 mM fenil-metil-szulfonil-
fluorid, 1ug/ml leupeptin, 1 pg/ml pepsztatin) szuszpendaltam, hogy a felnyilo sejtek endogén
proteazait blokkoljam. A sejtek feltarasa szonikaldssal tortént, 6x10 mp-ig, 30 mp-es
sziinetekkel, jégben hiitve a mintat tartalmazo csévet, hogy a tulmelegedést megel6zzem.
Ezutan a mintat 4 °C-on 100000 g-vel 15 percig centrifugaltam, hogy a sejtek citoplazmatikus
frakcidjat megkapjam. A feliluszot fémaffinitds (,,Immobilized Metal Affinity
Chromatography”, IMAC) kromatografia soran Talon™ (Clontech) Ni*" -fémkoété gyantan
tisztitottam, ami a 6xHis tag-et tartalmazo rekombinans fehérjét szelektiven megkoti. Az
affinitas kapcsolds soran a gyanta térfogata 1 ml volt. A gyart6 altal megadott 15 mg/ml-es
kotokapacitas (atlagosan 30 kDa fehérjeméret esetén) alapjan 1 ml gyanta ~15 mg fehérjét
képes megkdtni. Az oszlopot foszfat pufferrel (50 mM Na,HPO, 300 mM NaCl, pH=7,2)
ekvilibraltam, majd koriilbeliil 8 ml minta (fehérjeoldat) felvitele és atesése (10-15 perc) utan
az ekvilibralashoz is hasznalt foszfat pufferrel mostam, hogy az aspecifikusan kotédo
fehérjéket eltavolitsam. A TPPP/p25-6t az affinitas oszloprol acetat pufferrel elualtam (50
mM CH3COONa, 300 mM NaCl, pH=4,5). A fehérjén 1évé 6xHis tag imidazoljai
protonalédva mar nem képesek kapcsolodni a nikkel ionokhoz, igy a fehérje elualhaté az
oszloprol. Az elucid utan a mintdt Amicon celldban toményitettem, dupla csonkolt TPPP/p25
esetén 3000 Da, vad tipust, valamint N- és C-csonkolt TPPP/p25 esetén pedig 10000 Da
ateresztOképességli membranon, folyamatosan jeges hiitést alkalmazva. A toményitéshez
sziikséges nyomast 2,5 bar nitrogén gaz adta. A betdményitett mintat 16 6ran keresztiil 4°C-
on 2 liter 50 mM ammonium-acetatban dializaltam, hogy liofilizalds utan gyakorlatilag
ionmentes fehérjét kapjak. A dializdld6 membran poérusatmérdje dupla csonkolt TPPP/p25
esetén 3000 Da, vad tipust, valamint N- és C-csonkolt TPPP/p25 esetén pedig 12000 Da volt.

Végiil a fehérjét liofilizaltam, felhasznalasig -20°C-on taroltam.

P1-P4 és BF180-183 peptidek szintézise

A TPPP/p25 tubulink6td motivumanak meghatarozasahoz 4 kiilonb6zd, de egymassal

atfed6 szekvenciaju peptidet tervezett a csoport (P1-P4), melyek a TPPP/p25 megfeleld részét
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fedik le (163-187 aminosavak kozotti részt). A szintetizalt pepidek Cys-taggal rendelkeznek,
ami lehetévé teszi ELISA moddszerrel torténd vizsgalatukat, mivel SH-csoportjukon keresztiil
immobilizalhatoak specialis ELISA lemezen.

A BF180-183 peptidekre a TPPP/p25 alfa-szinukleint kot6 szegmensének
azonositasdhoz volt sziikség, ezek a peptidek szintén a TPPP/p25 meghatarozott, eldzetes
kisérletek alapjan kivalasztott részét fedik le (142-166 aminosavak kozotti tartomanyt).

A szintetikus peptidek eléallitasa az ELTE-n Dr. Magyar Anna kutatocsoportjaban

tortént. A szintézis menete a [TOkési, et al., 2014] cikkben olvashato.

Rekombinans alfa-szinuklein expresszioja és izolalasa

A human alfa-szinukleint kodold gént pT7-7 vektorba Nde I és Hind III restrikcios
enzimek hasitd helyei koz¢é illesztették be. A fehérjét ezek utan E. coli BL21 DE3 sejtekben
termeltettem, 100 pg/ml ampicillin jelenlétében, mivel igy a transzformalt, ampicillin
rezisztencia gént is tartalmazd baktériumok szelektalhatéoak a nem transzformalt baktériumok
melldl. A fehérje His tagot nem tartalmaz, fémaffinitas kromatografiaval nem tisztithato, ezért
tisztitdsa soran hdstabil tulajdonsagat hasznaltam ki. A sejtek ndvesztése és a fehérjetermelés
indukdldsa ugyantgy tortént, ahogyan a rekombindns TPPP/p25 termeltetésénél. A
sejtszuszpenziot 4 °C-on 2500 g-vel 15 percig centrifugaltam, majd ledntéttem a feliiluszot,
igy izolaltam az alfa-szinukleint expresszald sejteket. A sejteket tartalmazd csapadékot
felszuszpendaltam 20 mM Tris (trisz-(hidroximetil)-aminometan)-HCI pH 7,5-es pufferben,
amely 1 mM etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA-t), 50 mM NaCl-ot, 5 mM 2-
merkaptoetanolt, 10 uM 4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid-hidrokloridot (AEBSF-et), 1
mM benzamidint, 1 pg/ml pepstatint és 1 pg/ml leupeptint tartalmazott. 6x10 mp szonikalast
és 25 perc centrifugalast (4 °C, 32000 g) kovetden a feliiliszot 90 °C-on tartottam 10 percig.
Az alfa-szinuklein hostabil, igy oldatban maradt. A kicsapodott fehérjéket ismételt
centrifugalassal eltavolitottam (4 °C, 40000 g, 25 perc). A feliiluszot 1 mM EDTA-t és 50
mM NaCl-ot tartalmazé 20 mM, pH 7,5-es Tris—HCI pufferrel ekvilibralt DE52 gyantara
vittem fel. A DE52 dietil-aminoetil-cellul6z anioncserélé gyanta, melynek pozitiv toltési
dietil-aminoetil funkcids csoportjai képesek megkotni a hozzaadott fehérjeoldat anionjait.
Mivel az oldatban 1évo alfa-szinuklein izoelektromos pontja 4,67

(http://www.phosphosite.org/proteinAction.do?id=1058), a gyanta pH-ja pedig az ekvilibralas

utan 7,5, az alfa-szinuklein az izoelektromos pontjanal nagyobb pH-ji kozegben negativ

toltéssel rendelkezik, igy képes kikotddni a dietil-aminoetil-celluldz gyantara. A nem kotodott
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fehérjéket az ekvilibralo pufferrel valé mosassal eltavolitottam, majd az alfa-szinukleint 1
mM EDTA-t és 150 mM NaCl-ot tartalmazé 20 mM, pH 7,5-es Tris—HCI pufferrel elualtam.
A fehérjeoldatot jéggel hiitve 3000 Da porusdtmérdjii membranon 2,5 bar nitrogén nyomassal
Amicon cellaban toményitettem, majd a betoményitett mintat 16 6ran keresztiil 4°C-on 2 liter
50 mM ammonium-acetatban dializaltam 3000 Da porusatmérdjii membrannal. Végiil a

fehérjét liofilizaltam, majd felhasznalasig -20°C-on taroltam.

Tubulin preparalas

A rendelkezésemre allo tubulint a csopport korabban marhaagybol izolalta Na és

Timasheff modszere szerint [Na and Timasheff, 1986].

Fehérjekoncentracio meghatarozasa

A koncentraciomérést spektrofotometridas modszerrel végeztem Varian Cary 100
UV/Vis spektrofotométerrel a fehérje 280 nm-nél mért elnyelése alapjan. A mddszer elve,
hogy az aromas aminosavak koziil a triptofan, tirozin és fenilalanin az UV tartomanyban (280
nm kornyékén) jelentés abszorpciot mutat. A fehérje elsddleges szerkezete (aminosav
szekvencidja), a benne talalhaté triptofan, tirozin és fenilalanin aminosavak szdma alapjan a
fehérjére jellemzd elméleti fajlagos extinkcios koefficiens is megéllapithatd (SIB Expasy
szerver segitségével), amely az 1 mg/ml-es fehérjeoldat 280 nm-en mérhetd elnyelését adja
meg (1. tablazat). Ennek alapjan a fehérjeoldat 280 nm-en mért, a puffer elnyelésével
korrigalt abszorbancia értékébdl a fehérjekoncentracid kozvetleniil szamithaté a Lambert-
Beer torvény segitségével:

A280:8'|'C

ahol: Azgp = a 280 nm-en mért abszorpciod
¢ = a fajlagos extinkcios koefficiens
| = a fény uthossza a kiivettaban

¢ = a fehérje koncentracidja.

A koncentraci6 értékeket legalabb 3 mérés atlagabol szamitottam ki.
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1. tablazat: A kiilonbo6z6 fehérjék elméleti fajlagos extinkcids koefficiensei:

fehérje € %™ 1m, 280 nm
tubulin 1,06
alfa-szinuklein 0,41
TPPP/p25 0,42
dupla csonkolt TPPP/p25 0,38
N-csonkolt TPPP/p25 0,52
C-csonkolt TPPP/p25 0,29

SDS-PAGE

A preparatum tisztasaganak, a fehérje alegységek molekulatomegének és az esetleges
valtozasoknak a vizsgalatat tricines (natrium-dodecil-szulfat)-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE-el) végeztem.

A tricines SDS-PAGE-t elsésorban 1-100 kDa mérettartomanyba esé fehérjék
elvalasztasara hasznaljak. Elonye a tobbi elektroforézis fajtaval szemben az, hogy
alacsonyabb akrilamid koncentraciot enged meg [Schigger and von Jagow, 1987].
Vizsgéalataimat 10%-os SDS gélben, BioRad Mini-Protean II elektroforézis cellaban
végeztem. 10 vagy 15 helyes, 0,75, illetve 1 mm-es vastagsagu gélre vittem fel a mintakat,
amelyekhez 1/5 rész SDS mintafestéket adtam (1,2% SDS, 0,025% brémfenolkék, 40%
glicerin). A gélt PAGEBIlue (Fermentas) festékkel festettem meg. A gélelektroforézishez
szlikséges fesziiltség kezdetben 30 V volt, majd koriilbeliil 1 ora elteltével, miutdn a minta a
toményitd (felsd) gélbdl eljutott a szeparald (alsd) gélbe, 100 V-ra ndveltem a fesziiltséget és

itt tartottam az elektroforézis végéig.

Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A CD spektroszkopia egyike azoknak a spektroszkopiai modszereknek, amelyek a
polarizalt fény és egy optikailag aktiv anyag kolcsonhatdsan alapulnak. Az €16 szervezetek
altal szintetizalt molekuldk dontd tobbsége, igy a fehérjék is optikailag aktivak, azaz az
oldatukon keresztiilbocsatott polarizalt fény sikjat elforgatjak. Minden molekula optikailag
aktiv, amely tartalmaz aszimmetrikus szénatomot.

Ha két egyenlé amplitudoja, egymasra merdleges sikban polarizalt fényt adunk ssze,

amelyek egymashoz képest 90° faziskiillonbséggel rendelkeznek, ugy egy cirkularisan
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polarizalt fényt kapunk. A mérOmuszer is ezen elv alapjan allit eld cirkularisan polarizalt
fényt. Két cirkularisan polarizalt fénysugar kiilonb6z6é mértékben nyelddik el az optikailag
aktiv kdzegben, igy azon athaladva az amplitudojuk is kiillonbozni fog (cirkularis dikroizmus
jelensége), ami elliptikus polarizacidhoz vezet. Az ellipszis alakjat egyértelmiien
jellemezhetjiik az ellipticitassal (0 = arc tg(b/a) ahol ,,a” az ellipszis nagy, mig ,,b” a Kis
tengelye).

A mintan athaladd fény elnyelddésére érvényes a Lambert-Beer torvény. A balra és a
jobbra cirkularisan polédros fény abszorpcios koefficienseinek kiilonbségét (Ae = ebal — gjobb)
mérve a hulldmhossz fiiggvényében kapjuk az optikailag aktiv mintara jellemzé CD
spektrumot. Csak olyan hulldmhosszusagu fénynél kaphatunk tehat CD jelet, ahol a mintdnak
van “normal” elnyelése. Fehérjék esetén ez az UV tartomany. A CD jel ekvivalens az
ellipticitassal, egyes miiszerek erre vannak kalibralva. Egy CD spektrum vizszintes tengelyén
mindig a hulldmhossz, a fliggdlegesen pedig az Ag, vagy a molaris ellipticitds [0] értékek
vannak feltlintetve.

Tehat ahhoz, hogy a minta CD-jelet adjon, két tulajdonsaggal kell, hogy rendelkezzen:
1. Legyen optikailag aktiv (kiralis), 2. Legyen elnyelése (kromofoér csoport kell legyen a
molekuldban). A CD spektrum a molekuldban 1év6 kromofér csoportok egymashoz képesti
térbeli elrendez6désérol, vagyis a molekula térszerkezetérdl ad informaciot.

A peptidek és fehérjék ismétlddé kromoférja az amidcsoport. A CD spektrum tavoli
UV tartomanya (190-250 nm) kozvetlen informéciot szolgaltat a kiralis kornyezetben 1évo
amid kromoforok — és igy a peptidgerinc — térbeli elhelyezkedésérdl. A fehérjék masodlagos
szerkezeti elemei, mint pl. az a-hélix, a B-redd ill. a rendezetlen szerkezetek, a peptidkotések
szerkezeti viszonyainak fiiggvényében jellemzd CD spektrumokat produkalnak, igy ezek
valtozasai a CD mérésekben jol megfigyelhetdek [Hollosi, 2004].

A méréseket JASCO J-720 spektropolariméteren végeztem, 25 °C-on, 0,1 cm tthossza
kiivettakban, 10 mM Na,HPO, pufferben, pH 7,0-en. A TPPP/p25 formak koncentracidja 4
uM, a tubuliné 1 uM volt. Cinkes mérések esetén 4 uM TPPP/p25-6t inkubaltam 10 percig
200 uM cinkkel a mérés elétt. A spektrumokat 190-260 nm tartomanyban vettem fel. A fébb
paraméterek: 0,5 nm-es felbontds, 50 nm/perc pdsztazasi sebesség, savszélesség 1 nm.
Minden spektrum legalabb 3 mérés atlaga. A standard hiba (SEM) + 10% (n=3-5). A

spektrumok kiértékeléséhez a Spectra Manager SpectraAnalysis v1.53 programot hasznaltam.

0 (mdeg)
10 ‘n-c

A normalizalt CD spektrumot az aldbbi képlettel szamitottam ki: normalt érték =

crer
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a cm-ben megadott kiivetta tthosszt jeloli. A normalizalt skala segitségével az egyes

spektrumok kdnnyen 6sszehasonlithatdak.

ANS fluoreszcencia

Az ANS (8-anilino-1-naftalin-szulfonsav) egy hidrofob fluoreszcens festék, amelyet
fehérjék felszini tulajdonsagainak jellemzésére, illetve feltekeredésiik koztitermékeinek
kimutatasara hasznalnak. A fehérje felszini hidrofob feliileteihez kotodik, ezaltal a ,,molten
globule” (a feltekeredett és a teljesen rendezetlen kozotti) allapotra jellemz6 jelent6s hidrofob
feliilethez nagy affinitassal kotodik, szemben a globularis, illetve a ,,random coil”-szerii
fehérjékkel. A kompakt harmadlagos szerkezettel rendelkezé globularis fehérjék hidrofob
magja hidrofil felszin ald van temetve, ezért az ANS szdmara kevésbé elérhetd. A ,,molten
globule” allapotban a fehérje mar csak fluktudlé harmadlagos szerkezettel jellemezhetd,
elvesziti hidrofil kdlcsonhatésait, ugyanakkor hatarozott masodlagos szerkezettel bir, ekkor a
legnagyobb az ANS szamara elérhetd hidrofob feliilet. A rendezetlen fehérjék pedig véletlen
elrendez6désti lancként viselkednek, itt mar a hidrofob kolcsonhatasok is megsziinnek. Igy az
ANS fluoreszcencia intenzitas alapjan megkiilonboztethetéek lehetnek az egyes szerkezeti
allapotok [Leal and Gomes, 2007; Semisotnov, et al., 1991].

A fluoreszcencia spektroszkopia vizsgalatokat FluoroMax-3 spektrofluoriméteren
(Jobin Yvon Horiba, Longiumeau, France), 10 mM Na,HPO,4 (pH 7,0), illetve 10 mM Tris
(pH 7,2) pufferben végeztem 25 °C-on. A vizsgalt minta fluoreszcencia jelét minden esetben
korrigaltam a puffer jelével. Az adatok kiértékeléséhez a DataMax szoftvert hasznaltam.

A fluorofort 380 nm-en gerjesztettem, a fluoreszcencia emissziot 400-600 nm kozott
detektaltam. A gerjesztési és emisszids résszélesség 2 nm volt. A mérés sordn az ANS
koncentracio 50 uM, a fehérje koncentracioja 2,5 uM vagy fémionokkal végzett mérés esetén
5 uM volt. Cink, Ca?*, illetve AP jelenlétében végezve a méréseket, a fémionok
koncentracioja 20 uM volt. A standard hiba (SEM) + 10% (n=3-5). A spektrum legalabb 3

mérés atlaga.
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Tubulinpolimerizacio

A tubulin mikrotubulussa val6 polimerizaciojat turbidimetrias méréssel kdvettem. 350
nm-en vizsgalva az oldat abszorbancia valtozéasat, figyelemmel kisérhetd a tubulin
mikrotubulusokka valé polimerizacioja, mivel ezen a hullamhosszon az oldatban 1évo
anyagok (tubulin, TPPP/p25, puffer) abszorpcidja elhanyagolhatd, viszont a keletkezd
mikrotubulusokon szoérodik a fény. Az oldatban megjelend polimerek fényszorasat kovetve az
abszorbanciavaltozas aranyos a keletkezett mikrotubulusok mennyiségével.

A méréseket Varian Cary 100 UV/Vis spektrofotométerrel végeztem 37 °C-on,
polimerizal6 pufferben (50 mM 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav (MES), 50 mM KCI, 1 mM
EGTA, 1 mM MgCl,, 1 mM DTE, pH 6.,8), TPPP/p25 hozzaadasaval indukalva. Az
abszorbancia véltozast 350 nm-en kovettem 6 percig. A TPPP/p25 formak koncentracidja 3
uM, a tubuliné 7 uM, cinkkel valé inkubalas (10 perc mérés el6tt) esetén a cink ion
koncentracidja 100 uM volt. A standard hiba (SEM) £+ 10% (n=3-5). A spektrum legalabb 3

mérés atlaga.

ELISA (,,Enzyme-linked immunosorbent assay”)

Az ELISA egy sokoldalu vizsgélati modszer, amely alkalmas egy adott komponens
jelenlétének kimutatdsara bizonyos mintabol, illetve fehérje-fehérje kdlcsonhatasok (kotodési
tulajdonsagok) jellemzésére is.

Az altalam végzett kisérletek célja a (teljes vagy dupla csonkolt) TPPP/p25 fehérjének
alfa-szinukleinhez, illetve tubulinhoz valé kotédésének vizsgalata volt. Ezeknél a
kisérleteknél elsé Iépésként a 96 lyuku ELISA lemezt 5 pg/ml-es TPPP/p25 oldattal
inkubaltam (50 pl/lyuk) 1 éjszakan at 4 °C-on. Mdasnap a nem kotddott fehérjéket tPBS
pufferrel (tween tartalmu foszfat pufferelt fiziologias soéoldat: 10 mM Na;HPO4, 140 mM
NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7,3) lemostam, majd 1 mg/ml szarvasmarha szérum albumint
(BSA-t) tartalmazé tPBS oldattal (blokkolé puffer) inkubaltam 1 o6ran at a lemezt,
szobahOmeérsékleten. Ezzel blokkoltam az esetlegesen liresen maradt helyeket egy, a
kolcsonhatasra semleges fehérjével (BSA). Ismételt mosas utan a TPPP/p25 kolcsonhatd
partnere, alfa-szinuklein vagy tubulin kovetkezett. Az alfa-szinuklein vagy tubulin oldatabol
higitasi sort készitettem, felezé higitissal 5 vagy 10 uM-os fehérjeoldatbol kiindulva. fgy
inkubaltam a lemezt 1 6ran at, szobahdmérsékleten. Ezutan anti-alfa-szinukleint/anti-tubulint

(1:5000) tartalmaz6, majd megfeleld, peroxidazzal konjugélt mésodlagos ellenanyagot
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(1:5000) tartalmazé oldattal inkubaltam a lemezt. Mindkét inkubacios 1épés elott a lemezt
tPBS pufferrel mostam, az inkubdlds pedig 1 oOrdn at, szobahdémérsékleten folyt. Az
eléhivashoz 3,7 mM o-fenilén-diamint és 0,03% hidrogén-peroxidot tartalmazoé foszfat-citrat
puffert (pH 6,0) hasznaltam. A reakcidban keletkezett termék szinintenzitdsa aranyos a
lemezen kotédott fehérje mennyiségével. A reakciot 10 perc utan 1 M H>SO,4 hozzaadasaval
allitottam le. Az abszorbanciat 490 nm-en olvastam le, Wallace Victor 2 multiplate reader
(Perkin Elmer) segitségével. Minden minta esetén 3 parhuzamos mérést végeztem.

A szintetikus P1-P4 peptidek (TPPP/p25 peptidek) vizsgalata esetén az ELISA lemezt
5 ug/ml-es TPPP/p25 oldattal vagy szintén 5 pg/ml P1/P2/P3/P4 peptid oldattal boritottam.
Ehhez specialis ELISA lemezre volt sziikség, melyen a Kisméreti peptidek is
immobilizalhatéak: ,,Sulfhydryl-BIND™ (Maleimide) Modified Surface plate (Corning
Incorporated)” segitségével a gyartd utasitasa szerint a peptidek SH-csoportjukon keresztiil
kikothetoek. A peptideket Cys-taggal szintetizaltak, a TPPP/p25 pedig 3 ciszteint tartalmaz,
ami lehet6vé teszi ezzel a modszerrel torténd vizsgalatukat. Ezutan tubulint adtam a lemezhez
¢s a peptid/fehérje-tubulin kotés 1étrejottét tubulin elleni ellenanyaggal detektaltam az
elézéekben leirtak szerint.

Kompetitiv ELISA kisérletet is végeztem a BF180-BF183 peptidekkel: a TPPP/p25
peptidek (BF180-BF183) ¢és alfa-szinuklein eléinkubalt elegyét adtam az ELISA lemezen
immobilizalt teljes hosszusag/dupla csonkolt TPPP/p25-hoz, majd specifikus alfa-szinuklein
antitesttel és jelolt masodlagos ellenanyaggal detektaltam a kolcsonhatast. Az elinkubalaskor

az alfa-szinuklein koncentracidja 500 nM, a peptideké 10, illetve 20 uM volt.
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Eredmények és megvitatasuk

I. A TPPP/p25 kozponti és terminalis régioinak szerkezeti jellemzése

A 219 aminosav hosszisagi human TPPP/p25 szerkezet nélkiili N- és C-terminalis
szegmensei egy 130 aminosavbol allo flexibilis régiot vesznek koriil [Zotter, et al., 2011a]. A
fehérje kozponti és terminalis szegmenseinek szerkezeti és funkcionalis sajatsagainak
megismerése alapvet6 jelentdségii a TPPP/p25 kiilonb6zé funkcidinak jobb megértéséhez.

Vizsgalataimhoz vad tipusi ¢és mutdns human rekombindns TPPP/p25 fehérjét
hasznaltam. A Sejtarchitektira Kutatocsoport klonozta a human rekombinans TPPP/p25
harom mutans (csonkolt) valtozatat, ami lehetdvé tette szdamomra, hogy a mutans fehérjéket
megfeleld mennyiségben E. coliban termeltessem ¢és izoldljam. A moédositott fehérjék a
kovetkezok: N-terminalis nélkiili, azaz N-csonkolt TPPP/p25 (TPPP/p25 delta 3-43), C-
terminalis nélkiili, azaz C-csonkolt TPPP/p25 (TPPP/p25 delta 175-219) és dupla csonkolt
TPPP/p25 (TPPP/p25 delta 3-43/delta 175-219), amely egyik terminalis szakaszt sem

tartalmazza (7. abra).

A B
‘ MM 1 2 3 4
TPPP/p25
= | — 25 kDa -
N-csonkolt TPPP/p25 (TPPP/p25A3-43)
— ] 17 kDa -
C-csonkolt TPPP/p25 (TPPP/p25A175-219)
=] J 10 kDa

Dupla csonkolt TPPP/p25 (TPPP/p25A3-43/A175-219)

7. abra: A) A kiilonb6zé TPPP/p25 formak sémaja. B) SDS/PAGE gélen a kiilonb6z6 TPPP/p25 formak:
MM=molekulastily marker, 1=TPPP/p25 (219 aminosav, 23690 g/mol, 25 kDa), 2=N-csonkolt TPPP/p25 (174
aminosav, 19220 g/mol, 20 kDa), 3=C-csonkolt TPPP/p25 (175 aminosav, 18970 g/mol, 20 kDa), 4=dupla
csonkolt TPPP/p25 (130 aminosav, 14500 g/mol, 15 kDa).

A vad tipusu fehérje szerkezetbeli jellegzetességeit hasonlitottam Gssze a mutans
valtozatokéval. Kiilonb6z6 modszerekkel azt vizsgaltam, hogy a rendezetlen N- és/vagy C-

terminalis eltdvolitdsa milyen hatdssal van a fehérje szerkezetére.
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I/l. CD spektroszkopia

A TPPP/p25 jellegzetes, magas ,random coil”’-tartalmt, a rendezetlen fehérjékre
jellemzd szerkezettel bir, ami a CD spektrumaban is megnyilvanul: a TPPP/p25 tavoli-UV
CD spektruman egy nagyobb negativ sav figyelhetd meg 206-208 nm kdrnyékén, mely a
fehérje rendezetlenségére utal. Ezt egy 220 nm korili negativ vall koveti, masodlagos
szerkezetet (o-hélix, B-redd) jelezve [Hlavanda, et al., 2002]. Az N- és C-terminalis
szakaszokat nem tartalmazé dupla csonkolt TPPP/p25 forma CD spektruma azonban
rendezettebb struktirat mutat a nem-csonkolt fehérjéhez képest, ami a 206 és 222 nm-nél mért
negativ ellipticitasi értékek aranyanak csokkenésében jelentkezik (8. abra). Az N- és C-
csonkolt valtozatok spektrumai nem térnek el jelentdsen a vad tipusétol, tehat a terminalis

régiok nagymértékben hozzéjarulnak a fehérje rendezetlenségéhez.

—— TPPP/p25
—— N-csonkolt
fffff C-csonkolt
.-+ dupla csonkolt

5000

-10000 ~

-15000 T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260

Hullamhossz (nm)

8. abra: A kiilonb6z6é TPPP/p25 formak szerkezeti jellemzése tavoli-UV CD spektroszképiaval. TPPP/p25
(vastag), N-terminalis nélkiili TPPP/p25 (vékony), C-terminalis nélkiili TPPP/p25 (szaggatott), dupla csonkolt
TPPP/p25 (pontozott). Normalizalt CD spektrum.

Az TPPP/p25 szekvencia vizsgalata megmutatta, hogy a fehérje kozépso flexibilis

[Zotter, et al., 2011b]:

1 45 su sne 5 175 219
rendezetlen Flexibilis régio rendezetlen

L 1 1 1|
" Cink-ujj motivurx‘

¢! HGDARATGREMHGKNWSKLCKDC

9. abra: A TPPP/p25 szerkezeti sémaja: pirossal kiemelve a cink-ujj motivum.
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Mivel az agy egész teriiletére, valamint az oligodendrocita sejtekre, ahol a TPPP/p25
expresszalodik, jellemzé a magas cink koncentracid, vizsgalni kezdtiik a cink ion hatdsat a
fehérje szerkezetére.

A fehérjék masodlagos szerkezetérdl felvilagositdst ado tavoli-UV  cirkularis
dichroizmus spektroszkdpia alapjan megallapithatdo volt, hogy mind a dupla csonkolt
TPPP/p25-h6z, mind a vad tipusu fehérjéhez cinket adva csokkent a rendezetlen régiora
jellemzé 206-208 nm koriil jelentkezd negativ csucs, valamint megvaltozott a 206-208 nm-nél

¢s a 222 nm-nél 1évo negativ csicspar aranya, a masodlagos szerkezeti elemek megjelenésére

utald modon. Tehat a cink a TPPP/p25 szerkezetében masodlagos szerkezetvaltozast indukal

(10. abra).

dupla csonkalt TPPPip25

CD jel (e )

dupla csonkolt TPPP/pR2ZE + 200 uM cink
TPPP/p25
TPPP/p2E + 200 uM cink

-15000

10. abra: Tavoli-UV CD spektrum: TPPP/p25 (vastag fekete), TPPP/p25 200 uM cinkkel inkubalva 10 percig
a mérést megel6zben (vékony fekete), dupla csonkolt TPPP/p25 (vastag piros), dupla csonkolt TPPP/p25 200
puM cinkkel inkubalva 10 percig a mérést megeléz6en (vékony piros). Normalizalt CD spektrum.

1/2. ANS fluoreszcencia

Az ANS fluoreszcencias proba a fehérjék hidrofob régioihoz kotédik, a kotddés
,,molten globule” allapot esetén sokkal nagyobb mértékii, mint a globularis vagy rendezetlen
fehérjék esetében, ezaltal a fluoreszcencia intenzitas utalhat a szerkezeti allapotra [Leal and
Gomes, 2007; Semisotnov, et al., 1991]. Ezt a mddszert alkalmaztam annak vizsgélatara,
hogy a vad tipusu, illetve a dupla csonkolt TPPP/p25 esetén képes-¢ kialakulni lokalis

konformacios struktira a fehérjében.
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Az 11. abran lathato, hogy TPPP/p25 jelenlétében az ANS emisszios intenzitasa
megnd, ami azt mutatja, hogy az ANS szdmara elérhetd hidrofob feliiletek taladlhatdak a
rendezetlen fehérje felszini régidiban. Ugyanakkor a fehérje szerkezet nélkiili terminalis
szegmenseinek eltavolitasa sokkal kisebb floureszcenciaintenzitas novekedést €s az emisszids
spektrum maximumanak kisebb mértékii, a révidebb hulldmhosszak irdnyaban valo (blue
shift) eltolodasat eredményezte, mint a teljes TPPP/p25 esetében. Ezek az eredmények a
csonkolas kovetkeztében kialakuld konformdacids valtozasra utalnak, melynek kdvetkeztében
kevesebb a felszini hidrofob feliilet, amelyhez az ANS ko6tddni tud, ami dsszevetve a CD
spektrum altal nyujtott informaciokkal arra utal, hogy a dupla csonkolt TPPP/p25 hatarozott
(masodlagos/harmadlagos) szerkezeti elemeket tartalmaz, ezéltal kompaktabb, kevésbé

kitekeredett, mint a teljes hosszisagu fehérje.

ANS +TPPP/p23 TPPP/p25+ANS+ Zn

ANS + dupla
csonkolt TPPP/p25

34 & .
24 ! 7/ TPPPIp2s+ANS™

szabad ANS

" szabad ANS

Fluoreszcencia intenzitas (relativ egység)

Fluoreszcencia intenzitas (relativ egység)

= T T T T T T
400 450 500 550 GO0

5(')0 5!">0 ' 600
Hullamhossz (nm)

T
. 400 450
Hullamhossz {(nm)

11. 4bra: A) ANS fluoreszcencia spektroszképia. ANS emisszios spektrum (szaggatott vonal), ANS
TPPP/p25-tel (vastag folytonos vonal) és ANS dupla csonkolt TPPP/p25-tel (vékony folytonos vonal). Az ANS
koncentracid 50 uM, a fehérje koncentracioja 2,5 uM volt. B) A cink hatasa a TPPP/p25 ANS fluoreszcencia
spektrumara: szabad ANS (50 uM) emisszios spektruma (vastag), ANS spektrum 5 uM TPPP/p25 jelenlétében
(folytonos vékony), ANS-TPPP/p25 20 uM cink (szaggatott), 20 pM Ca®" (pontozott) és 20 uM AI** (szaggatott-

pontozott) jelenlétében.

Cink jelenlétében elvégezve a kisérletet tovabbi intenzitasnovekedés lathatd, az ANS
szémara kiterjebb hidroféb feliilet érhetd el, jelezve, hogy a cink kotddése szerkezetvaltozast

oz

indukal a fehérjében, nagy valosziniiséggel ,,molten globule”-szerii allapot alakul ki. A hatas

crer

intenzitasnovekedést okoznak (11. abra). A cink az els6 és maig az egyetlen olyan ligandum,

ami a TPPP/p25 szerkezeti atrendez6dését, ,,molten globule” képzédését indukalja.

25



I1. A TPPP/p2S fiziologias funkcidja: kolcsonhatasa tubulinnal

A TPPP/p25 f6 kolcsonhatdo partnere a tubulin/mikrotubuléris rendszer, melynek
stabilitasat és dinamikajat szabalyozza [Hlavanda, et al., 2007; Hlavanda, et al., 2002; Tokési,
et al., 2010]. Hogy kdzelebb keriiljiink e fiziologids funkcid minél pontosabb megértéséhez,
megvizsgaltam a cink kotédése indukalta szerkezetvaltozas, valamint a TPPP/p25 kiilonbozo

régidinak szerepét a tubulinnal valo kdlcsonhatasban.

1l/1. A cink ion hatisa a TPPP/p25-tubulin kélcsonhatdasra

A TPPP/p25 kolesonhatédsa a tubulinnal a tubulin mikrotubulussa val6 polimerizaciojat
indukélja. E folyamat vizsgalatara az egyik rutinszeriien alkalmazott mddszer, ha a képz6do
oligomereket (részecskéket) spektroszkopidval olyan hullamhosszon (350 nm) vizsgaljuk,
amelynél az oldatban 1évo fehérjék (igy a tubulin és a TPPP/p25) abszorpcidja
elhanyagolhato, viszont a részecskéken (mikrotubulusokon) szorodik a fény. A polimerizacio
tehat fényszorast idéz eld, az oldat ,turbid” lesz és az abszorpcidvaltozas aranyos a
keletkezett részecskék mennyiségével. Igy figyelemmel kisérhet6 a tubulin polimerizacidja az
oldatban megjelend polimerek fényszorasdnak kovetésével.

A mérés soran a kiivettdban 1év6 TPPP/p25-h6z tubulint adva inditottam el a

polimerizaciot, majd kdvettem a 350 nm-nél detektalhatd fényszoras valtozasat.

09+ Cink+ TPPP/p25+tubulin_

TPPP/p25+tubulin

034 +

Abszorbanda (350 nm)

024

014!

0.0 4+

12. abra: A cink hatasa a TPPP/p25 tubulinpolimerizaciot indukalo aktivitasara (turbiditasmérés): 7uM
tubulin 3 uM TPPP/p25-tel (fekete folytonos), 7 uM tubulin 3 pM TPPP/p25-tel 100 uM cink jelenlétében
(fekete szaggatott).
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A cink-kotés funkcionalis hatasat turbiditas mérésekkel vizsgalva kimutathatd, hogy a
cink kotédése altal indukalt szerkezetvaltozas noveli a TPPP/p25 tubulinpolimerizaciot

indukalo képességét, azaz a fiziologids funkcidjat.

11/2. A TPPP/p25 kiilonbizo szegmenseinek szerepe a fiziologids kélcsonhatdasban

A fizioldgias feladat ellatasaban a fehérje kiilonbozo régioi eltérd mértékben vehetnek
részt, ezért megvizsgaltam a TPPP/p25 kiilonb6zd szegmenseinek szerepét a fehérje
tubulinpolimerizaciot indukald aktivitdsaban.

Mint a 13. abra mutatja, turbiditisméréssel kovetve a kiilonboz6 TPPP/p25 formak
eltérd polimerizacids potenciallal birnak: a dupla csonkolt TPPP/p25 esetén gyakorlatilag nem
keletkeztek 350 nm-nél detektalhat6 (azaz annal hosszabb) formak. Ugyanakkor az N- és C-
csonkolt forma, bar kisebb mértékben, mint a teljes hosszisagat TPPP/p25, képes
polimerizaciét indukélni. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy bar kiilonb6z6é mértékben,
de a TPPP/p25 mindkét rendezetlen termindlis szegmense hozzdjarul a fehérje
tubulinpolimerizaciot indukalod aktivitdsdhoz, azaz ahhoz, hogy maximalisan kifejthesse
mikrotubulus képzddését eldsegitd aktivitasat. A polimerizacid mértékének csokkenése a C-
csonkolt TPPP/p25 esetén sokkal kifejezettebb, mint az N-csonkolt fehérjénél, ami arra utal,
hogy leginkabb a C-terminalis rész szerepe a meghatarozo a polimerizacios aktivitasban.

10-

TPPP/p25
0,9

0,84

0,7
0,6 N-csonkolt TPPP/p25
0,5

0,4

Abszorbancia (350 nm)

C-csonkolt TPPP/p25

0,3
0,2

014§ Duplal;sonkpltTPPP/pZS

0,0

0 1 2 3 4 5 [
1dé (perc)

13. abra: A TPPP/p25 kiilonb6z6 formainak tubulinpolimerizaciét indukalo potencialja turbiditas
méréssel kovetve. TPPP/p25 (vastag vonal), N-terminalis nélkiili TPPP/p25 (folytonos vonal), C-terminalis
nelkiili TPPP/p25 (szaggatott vonal), dupla csonkolt TPPP/p25 (pontozott vonal). A TPPP/p25 formak
koncentracidja 3 uM, a tubuliné 7 uM volt.
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11/3. A TPPP/p25 tubulin koto szegmensének azonositisa

A fiziologias funkcid betoltéséhez, azaz a tubulinpolimerizacid -eldsegitéséhez
elengedhetetlenek a terminalis régidk, ami azt mutatja, hogy a TPPP/p25 tubulin kotd
szegmense valahol a rendezetlen végeken taldlhatd. A turbiditdsmérés eredménye alapjan
Osszehasonlitva az N-és C-csonkolt fehérjék tubulinpolimerizaciot indukald aktivitasat,
tovabb sziikithetjiik a kotohely lokalizacidjat a C-terminalisra, hiszen a C-csonkolt fehérje
aktivitasa lathatdéan gyengébb, mint az N-csonkolté.

A kotohely lokalizacidjanak pontositasdhoz felhasznaltuk még azt az informadciot,
hogy a tau fehérje tubulin k6t6 motivuma és a TPPP/p25 C-terminalisa kozott bizonyos foku
szekvencia homologia talalhato [Hlavanda, et al., 2007] (14. A) abra). Ezen informaciok
ismeretében 4 kiilonb6zd, de egymassal atfed6 szekvencidju peptidet tervezett a csoport (P1-

P4), melyek a TPPP/p25 C-terminalisanak ezen részét fedik le (14. B) abra):

A)  Atau fehérje tubulin k6t6 motivuma: B) P1 C163\SRLTDTIKE72

P2 C'*8DTTKFTGSHK'”?
P3 C'*TGSHKERFDP'®2
P4 C'7ERFDPSGKGK'®”

315 341
VYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQ

A TPPP/p25 fehérje C-termindlisa:

163 187
VSRLTDTTKFT - - - GSHKERFDPSGKGK

14. abra: A) A tau fehérje tubulin koté motivumanak és a TPPP/p25 C-terminalisanak dsszehasonlitasa
aminosav szekvencia alapjan. B) A szintetikus P1-P4 peptidek aminosav szekvenciai [T6kési, et al., 2014]

A szintetizalt pepidek Cys-taggal rendelkeznek, ami lehetdvé teszi ELISA modszerrel
torténd vizsgalatukat, mivel SH-csoportjukon keresztiil immobilizalhatéak specialis ELISA
lemezen, csakugy mint a 3 ciszteint tartalmaz6 TPPP/p25. A peptidekkel vagy vad tipust
TPPP/p25-tel boritott ELISA lemezhez tubulint adtunk kiilonb6z6 koncentracidban, majd a
peptid/fehérje-tubulin kotés 1étrejottét tubulin elleni ellenagyaggal detektaltuk (15. 4bra).

0,354
0,30+
0,25+
0,20+
0,154
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Tubulin koncentrécié (uM)

15. abra: ELISA Kisérlet: tubulin kélcsonhatasa TPPP/p25-tel és a P1-P4 peptidekkel.
TPPP/p25 (@), P1 (A), P2 (), P3 (¢) and P4 (4).
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Az eredmény azt mutatja, hogy a P4 peptid, amely a TPPP/p25 178-187-ig terjedd
szakaszanak felel meg, kozel ugyanakkora affinitdssal kotddik a tubulinhoz, mint a teljes
TPPP/p25. Ugyanakkor a masik 3 szintetikus peptid (P1-P3) csak kis mértékben hat kdlcson
tubulinnal. Kovetkezésképpen a TPPP/p25 C-terminalisan elhelyezkedo
18 ERFDPSGKGK™ motivum az a szakasz, amely kulcsszerepet jatszik a TPPP/p25

tubulinnal valo kolcsOnhatasaban.

I11. A TPPP/p25 patologias funkcidja: kdlcsonhatasa alfa-szinukleinnel

Miutan a TPPP/p25 szerepe a Parkinson-kor és mads szinukleinopatidk esetében
bizonyitott, igy vizsgalataimban fontos szerepet kapott a fehérje alfa-szinukleinnel valod
kolcsonhatasanak ~ tanulmanyozasa, a  TPPP/p25-alfa-szinuklein  hetero-komplex
kialakitasaban kulcs szerepet jatszo TPPP/p25 szegmens azonositasa. Ezen vizsgalatok célja a
TPPP/p25-alfa-szinuklein patologias komplex kialakulasat gatld, illetve megsziintetését
eldsegitd specifikus anti-Parkinson dgens tervezése.

Ezekhez a kisérletekhez a vad tipusu és mutans human rekombinans TPPP/p25 formak
mellett human rekombindns alfa-szinukleinre is sziikségem volt, melyet E. coliban

termeltettem ¢€s izolaltam az anyagok és modszerekben leirtak szerint.

11/1. ELISA - dupla csonkolt/teljes TPPP/p25 kélcsonhatdsa az alfa-szinukleinnel

Az alfa-szinuklein kotohely lokalizacidjat a TPPP/p25 felszinén specifikus ELISA
kisérletekkel sikeriilt meghatarozni.

Els6 1épésként kimutattam, hogy mind a teljes hosszsdgi (nativ), mind a dupla
csonkolt rekombinans TPPP/p25 kotédik az alfa-szinukleinhez (16. abra), bizonyitva, hogy a
korabbi, Pepscan analizissel kapott adataival, miszerint a TPPP/p25 147-166 aminosavak
kozotti szakasza valoszinlisithetd, hogy felelés az alfa-szinukleinnel vald kolcsonhatasért

[Olah, et al., 2011].
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16. abra: A teljes (vastag vonal) és a dupla csonkolt (szaggatott) TPPP/p25 kolcsonhatasa alfa-
szinukleinnel. ELISA kisérlet: A lemez a TPPP/p25 formékkal volt boritva, erre alfa-szinuklein kertilt
kiilonb6z6 koncentracioban, az el6hivas anti-alfa-szinuklein ellenanyaggal tortént. A kiilonb6z6é szimbolumok
tobb, fliggetlen mérést jeldlnek.

111/2. Kompetitiv ELISA szintetikus TPPP/p25 peptidekkel

A kotbhely lokalizacidjanak pontositasa érdekében a TPPP/p25 kozépso, 142-166-ig
terjedd szakaszat lefedd szintetikus TPPP/p25 peptidek segitségével kompetitiv  ELISA
kisérletet végeztiink. A TPPP/p25 peptidek (142-151, 147-156, 157-166) és alfa-szinuklein
eldinkubalt elegyét adtuk az ELISA lemezen immobilizalt teljes hosszusagu/dupla csonkolt
TPPP/p25-hoz. Specifikus alfa-szinuklein antitesttel eldhivva a lemezt, azt talaltuk, hogy a
TPPP/p25 147-156-ig terjedé szakaszat lefed6 peptid gatolta az alfa-szinuklein ELISA
lemezen 1évé TPPP/p25-hoz vald kotédését, azaz a 147-156 peptid kompetalt a teljes/dupla
csonkolt TPPP/p25-tel (az alfa-szinuklein a peptidhez kotodott, még mieldtt az ELISA
lemezre felvittiik volna, igy a lemezen 1évé TPPP/p25-tel mar csak kevésbé tudott
kolcsonhatni) (17. abra). A gatlas hasonld mértékii volt a teljes hosszsagi és a dupla
csonkolt TPPP/p25 esetében. Mindezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a TPPP/p25 147-

156-ig terjedd szakasza az, amely leginkabb részt vesz az alfa-szinukleinnel valo

kolcsOnhatasban.
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BF180: Ac-'*RLIEGKAPII*'K-NH,
BF181: H-'RLIEGKAPII*!-NH,
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17. abra: Kompetitiv ELISA - TPPP/p25 peptidek hatasa a TPPP/p25- alfa-szinuklein kolcsénhatasra. A
lemez a teljes (fehér oszlop) vagy a dupla csonkolt (fekete oszlop) TPPP/p25 formakkal volt boritva, majd alfa-
szinuklein és a TPPP/p25 peptidek (BF180, BF181, BF182, BF183) eldinkubalt elegyét adtuk hozza. A
kolcsonhatast alfa-szinuklein elleni antitesttel detektaltuk. Az abran 3 fiiggetlen mérés atlaga és a szoras van
feltiintetve.

A TPPP/p25 fiziologiés és patologias kolcsonhatasaiért felelds kotd szegmensei tehat
jol elkiilonithetdek egymastdl, ami kiillondsen fontos abbdl a szempontbdl, hogy a kialakulo
kolcsonhatasokat szelektiven befolyasolni lehessen (18. abra). Azaz a patologias folyamatot,
az alfa-szinuklein k6tddését gatolni lehessen anélkiil, hogy ezzel akadalyoznank a fiziologias

funkciot, a tubulinnal valo kélcsonhatast.

tubulin

TPPP/p25 o-synuciein

163 TVSRLTDTTKFTGSHKERFDPSGKGKJs7
122 RLIEGKAPIISGVTKAISSPTVSR 165

]

Pl
BF183 I I P2 |
| P3 |

18. abra: A TPPP/p25 tubulin és alfa-szinuklein kété motivumai, valamint az ezek azonositasiahoz
felhasznalt szintetikus TPPP/p25 peptidek. [To6kési, et al., 2014]
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IV. Az in vitro eredmények osszevetése €lo-sejtes vizsgalatokkal

Kisérleteimet human rekombinans vad tipusu és mutans TPPP/p25 fehérje formakkal,
illetve human rekombinans alfa-szinukleinnel végeztem. Felmeriil a kérdés, hogy az igy
kapott eredmények mennyire relevansak sejtes rendszerekben, in vivo. A Sejtarchitektira
Kutatocsoportban ¢él6-sejtes kisérletek is zajlanak, kiilonbozé setjtipusokat hasznalva,
melyekben a TPPP/p25 gén transzfekcigjat (HeLa) vagy doxiciklinnel valé indukciot
(CHOI10) kovetden kifejezodik a fehérje.

Reprezentativ dbra mutatja az in vivo kisérletek eredményeit:

TPPPIp25 Tubulin TPPP/p25+tubulin

Dupla csonkolt TPPP/p25 Tubulin Dupla cs. TPPP/p25+tubulin

19. abra: Kiilonb6z6é TPPP/p25 formak lokalizacioja HeLa sejtekben. Tranziensen transzfektalkt HeLa

sejtek pEGFP-TPPP/p25-tel (A-C, z61d) vagy pEGFP-dupla csonkolt TPPP/p25-tel (D-F, z51d) anti-tubulin

ellenanyaggal (piros) festve és konfokalis mikroszkoppal vizsgalva. Magfestés: DAPI (kék). Lépték: 10 um.
[Tokési, et al., 2014]

Hela sejteket tranziensen transzfektalva a teljes illetve a dupla csonkolt TPPP/p25
formakkal, immunfluoreszcencias mikroszkopiaval azt talaltak, hogy mig a teljes TPPP/p25
ko-lokalizal a mikrotubularis halozattal, a dupla csonkolt forma homogén citoplazmatikus

eloszlast mutat, nem képes kotddni a mikrotubularis hal6zathoz (19. abra).
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Dupla csonkolt TPPP/p25 a-synuclein Dupla cs. TPPP/p25+a-synuclein

20. abra: Dupla csonkolt TPPP/p25 és az alfa-szinuklein intracellularis lokalizaciéja CHO10 sejtekben
immunfluoreszcens mikroszkopiaval vizsgalva. CHO10 sejtek, a médiumhoz dupla csonkolt TPPP/p25 (piros)
és alfa-szinuklein (z6ld) eldinkubalt elegyét adva. Magfestés: DAPI (kék). Lépték: 2,50 um. [Tokési, et al.,
2014]

CHO10 sejtek esetén a médiumhoz dupla csonkolt TPPP/p25 alfa-szinukleinnel
eldinkubalt elegyét adva azt tapasztaltdk, hogy a dupla csonkolt TPPP/p25 az alfa-
szinukleinnel citoplazmikus aggregatumokat képez (20. abra).

A dupla csonkolt TPPP/p25 tehat nem ko-lokalizal a mikrotubuléris héalozattal, mig
alfa-szinuklein aggregaciot képes indukalni, azaz a TPPP/p25 tubulin és alfa-szinuklein k6td
motivumai jol elkiilonithetéek. A csoportban végzett sejtes kisérletek 6sszhangban vannak az
in vitro kapott adatokkal, igazolva eredményeim in vivo relevanciajat. Az ezzel kapcsolatos
adatok részét képezik a munkacsoport egyik innovativ projektjének, mely a TPPP/p25-alfa-
szinuklein patologias komplex kialakulasat gatld, illetve megsziintetését elésegité specifikus

anti-Parkinson agens (foldamer) eldallitasa.
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Osszefoglalas

A kozponti idegrendszeri betegségek kialakuldsaban meghatdrozo szerepet jatszanak a
rendezetlen, stabil 3D szerkezettel nem rendelkezd fehérjék. A Sejtarchitektara Kutatocsoport
azonositott egy ilyen agy-specifikus fehérjét, melyet funkcidja és molekulatomege alapjan
Tubulin Polymerization Promoting Protein/p25-nek (TPPP/p25) nevezett el. A fehérje human
agyban az oligodendrocitdkban fejezddik ki, fiziologids célpontja a mikrotubularis rendszer,
melynek stabilitdsat és dinamikdjat szabalyozza. Parkinson-kor és mas szinukleinopatidk
esetétn a TPPP/p25 a zarvanytestekben halmozdodik fel az alfa-szinukleinnel egyiitt. A
TPPP/p25 a ,,neomorphic moonlighting” fehérjék prototipusa, mivel fizioldgias és patologias
kortilmények kozott kiilonbozo funkciokat 1at el, a fehérje génszintli valtozasa nélkiil.

A munkacsoport kutatdsaiba 2012-ben kapcsolédtam be, amikor a human
rekombinans TPPP/p25 szamos strukturalis és funkciondlis sajatsaga mar ismert volt, pl. hogy
rendezetlen N- és C-terminalis szegmensei egy flexibilis régiot fognak kozre. A terminalis
szegmensektdl megfosztott mutans fehérjét is klonoztak, ami lehet6vé tette, hogy mind a vad
tipust, mind a mutdns fehérjét megfelel6 mennyiségben E. coliban termeltessem és izolaljam,
igy biofizikai és biokémiai modszerekkel a kiilonbozd TPPP/p25 formak szerkezetét és
kolesonhatasait molekularis szinten jellemezzem. Célom a TPPP/p25 fizioldgias €s patologias
kolecsonhatasaiért felelés kotdhelyeinek azonositdsa volt. Cirkuldris dikroizmus mérések
megmutattdk, hogy a vad tipusu fehérjét random coil jellemzi, de a kdzponti flexibilis
szegmens (,,core”) képes masodlagos szerkezet kialakitasara. Fluoreszcencias mérésekkel
cink-ujj motivuma specifikusan koti a cink iont, ami szerkezetvaltozast okozva fokozza a
TPPP/p25 tubulin polimerizaciot indukald képességét. A kiilonb6z6 TPPP/p25 formak
tubulinnal, ill. alfa-szinukleinnel, mint fiziologias, ill. patologias partnerekkel valod
kolcsonhatasat ELISA-val és turbiditasméréssel vizsgalva sikeriilt bizonyitani, hogy mig a
TPPP/p25 fiziologids szerepének betdltéseében a C-termindlis jatszik meghatarozo szerepet,
addig a TPPP/p25-alfa-szinuklein patologias komplex kialakulasaban a ,,core” régionak van
kulcsszerepe. Eredményeim in vivo relevancidjat a csoportban végzett éldsejtes kisérletek is
bizonyitjak: a ,,core” régid nem kolokalizal a mikrotubuléris halozattal, azonban koaggregal

az alfa-szinukleinnel.
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