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Bevezetés és célkitiizés

Az amiloid fibrillumok jelenléte hozzajarul szamos betegség komplikacioihoz, mint pl.
a szivacsos agyveldgyulladaséhoz, az Alzheimer-, a Parkinson-, vagy a Huntington-koréhoz, a
I1-es tipust diabéteszéhez, az elsddleges €s a masodlagos szisztémas amiloid6zisé¢hoz (Stefani,
2004). A legtobb fehérje képes bizonyos koriilmények kozott amiloid fibrillumokat képezni,
ugyanis az amiloid fibrillumok képzésére vald hajlam a polipeptid lanc peptid gerincének
altalanos tulajdonsaga (Dobson, 1999). Vizoldékony fehérjék in vitro aggregacidja figyelhetd
meg enyhe denaturald koriilmények kozott, magas homérsékleten, az izoelektromos pont
kozelébe esé pH értéknél, vagy polaros szerves oldészerek jelenlétében (Ohnishi és Takano,
2004). Az ilyen koriilmények a részlegesen kitekeredett szerkezeteken keresztiil segitik el6 az
aggregaciot (Shokri és mtsai., 2013). A kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy a feliileti
Simon és mtsai., 2012).

Célul tiiztik ki, hogy tanulmanyozzuk az amiloid fibrillumok keletkezését tripszin
modell-fehérjét hasznalva szerves oldoszerek: etanol, metanol és 1,4 dioxan jelenlétében
fluoreszcencia spektroszkopidval, turbiditds mérésekkel, az aggregacidé kinetikdjanak
kovetésével, valamint kongd vords kotddéssel. Vizsgalni akartuk a fibrillum képzddés
gatolhatdsagat is. A nativ szerkezet kémiai vegyiiletekkel vald stabilizaldsa noveli a fibrillum
képz6dés energia gatjat €s igy hatékony terapias stratégia lehet a fehérje konformadcios
betegségek megel6zésében (Marinelli és mtsai., 2013; Soldi és mtsai., 2006; Hard és Lendel,
2012). Terveztik tanulmanyozni kiilonb6z6 poliolok (mono- és diszacharidok, aldézok,
ketozok, dezoxi cukor, cukor alkohol, valamint polietilén glikol) aggregaciora Kifejtett gatlo

hatasat. A poli hidroxi vegyiiletekkel novelhetd a fehérjék nativ szerkezetének stabilitasa, igy
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Irodalmi attekintés

Protein folding és misfolding

A fehérjéknek szertedgazd szerepiik van az €ldvilagban, és szinte az dsszes bioldgiai
folyamatban részt vesznek. Nélkiilozhetetlenségiikre Jons Jakob Berzelius svéd vegyész mar
1838-ban r4jott és elnevezte Oket proteineknek, utalva arra, hogy ,.elsédleges fontossagu”
vegyiiletekrdl van szo (Stryer, 1995). A fehérjék L-aminosavakbol felépiilé6 makromolekulak,
felépitésiikben huszféle aminosav vesz részt, melyek peptidkotéssel kapcsolodnak egymashoz.
Szintézislik utan felveszik az aminosav sorrendjiik altal meghatarozott térszerkezetiiket. A
fehérjék a nativ térszerkezet kialakitasara torekednek, vagyis azt az allapotot akarjak elérni,
ahol alacsonyabb a szabadenergia szintjiik. A fehérjék nativ térszerkezetének kialakulasat két
kutato is vizsgalta. Az egyikiik az amerikai Christian Anfinsen volt, aki ribonukledz enzimmel
végezte kisérleteit és bebizonyitotta, hogy az aminosavak sorrendje hatdrozza meg a
harmadlagos szerkezetet (Anfinsen, 1973). A masik, pedig a biokémikus Cyrus Levinthal, aki
a fehérjék feltekeredésének sebességét vizsgalta és kutatasi eredményei alapjan megallapitotta,
hogy ahhoz, hogy egy fehérje elérje a nativ szerkezetét, nem jarhatja be az 0sszes lehetséges
konformacids allapotot, mivel az tul idéigényes lenne (Berg és mtsai., 2007).

Ahogyan az 1. abran is latszik a fehérjék nativ konformacidja a polipeptidlanc
viszonylag stabil allapota. Azokat a szabadenergia feliileteket, amelyeket az abran zold
szinnel jeloltek, a fehérjék akkor érintik, amikor kozelednek a nativ allapothoz. Itt
intramolekularis kapcsolatokkal stabilizalt harmadlagos szerkezetek jellemzéek. A fehérjék
nativ térszerkezetének kialakitasa in vivo a chaperon fehérjék segitségével torténik meg,
valamint ezek azok a segitd fehérjék, amelyek megakadalyozzdk a részlegesen kitekeredett
formak amorf aggregatumokka vald alakulasat is. Az amorf aggregatumok létrejotte
meglehetdsen koncentraciofiiggd, amelyek a fehérjék részlegesen Kkitekeredett formaibol
keletkeznek. Ilyenkor a fehérjék belsejében, védett helyen talalhato hidrofob részek a felszinre
keriilnek ¢és igy aggregacios hajlamuk megnd. Ha kiilonb6zé molekuldk foldingja torténik
egyidejlileg azonos kompartmentben, akkor a folding szabadenergia feliilete atfedhet az
intermolekularis aggregacidéval, amorf aggregatumok, toxikus oligomerek vagy rendezett
amiloid fibrillumok johetnek létre. Megfeleld in vitro koriilmények kozott sok fehérje
hajlamos rendezett, termodinamikailag stabil amiloid fibrillumokat képezni. A piros szinnel
jelolt amorf aggregatumokat és az amiloid fibrillumokat molekulak kozotti kapcsolatok
stabilizaljak (Hartl és mtsai., 2011). A hibasan feltekeredett fehérjék akkumulacidja kiilontéle

degenerativ megbetegedéseket valthatnak ki, amelyeket 6sszefoglaldé néven amiloidozisoknak



nevezilink (Simon és mtsai., 2012). A misfoldig folyamatdhoz, azaz a fehérjék nem megfeleld
térszerkezetének kialakulasdhoz, valamilyen pontmutacios esemény, ill. a dajkafehérjék nem

megfelel6 miikodése vezethet (Chaudhuri és Paul, 2006).
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1. abra: Fehérje folding €s aggregacio versengd reakcioi
(Hartl és mtsai., 2011).

A 2. abran az amiloid fibrillum képzédés javasolt mechanizmusa lathat6. Az amiloid
plakkok kialakuldsa sordn az addig globularis (oldhatd) fehérje szerkezete megvaltozik kiilsé
kornyezeti hatasokra, illetve mutacid hatdsara. A konformacio valtozas a nativ szerkezettdl
eltérd, részlegesen kitekeredett ,,0olvadt gomboc” format hoz l1étre. A fehérje ezutan
denaturalodhat, vagy a részlegesen kitekeredett forma B-lemez szerkezetli elemei (doménjei)
egymas mellé rendezédhetnek. igy egy B-redében gazdag képlet, oligomer keletkezik. Erre a
képletre jellemzd, hogy a B-lemez struktarakat - amelyek egymas mellett helyezkednek el - H-
hid kotések tartjak egyiitt. Az igy kialakult szerkezet mintaként szolgal tovabbi fehérje
molekuldk hozzdkapcsolodasahoz. A stabil, féleg B-lemezbdl felépiild mag képezi a
protofilamentumot az amiloid fibrillumon beliil. A B-lemez szerkezetii polipeptid lancok a

képzodott oldhatatlan amiloid fibrillum hossztengelyére merélegesen helyezkednek el. A
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folyamat végén kialakult vizben nem oldhaté amiloid fibrillumok a sejtek pusztulasat
okozhatjak (Krebs és mtsai., 2004; Selkoe, 2003). Ahhoz, hogy egy fehérje aggregatumot
amiloid fibrillumnak nevezziink, harom kritériumnak kell megfelelnie. Tartalmaznia kell B-
lemez strukturat, fibrillaris morfoldgiat kell mutatnia és jellegzetesen festddnie kell pl.

kongovorossel (Nilsson, 2004).
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2. dbra: Az amiloid fibrillum képzddés javasolt mechanizmusa
(Selkoe, 2003).

Az Alzheimer-kor

Napjainkban egyre magasabb a neurodegenerativ megbetegedések szama, koziiliik is
elsé helyet foglalja el az Alzheimer-kor. A betegség soran megfigyelheté a jellegzetes B-
amiloid peptidbél (AB) felépiilé plakkok neuronokon kiviili- és a tau (t) fehérje egy
abnormalis formajanak a neuronokon beliili akkumulacidja. Az AR az amiloid prekurzor
protein (APP) hasitasa révén keletkezik. A 39-43 aminosavbdl 4llé6 AP kisérletesen a toxikus
mechanizmusok széles sorat mutatja in vivo és in vitro egyarant. Ezzel szemben az AR
bizonyos kisérleti koriilmények kozott néhany érdekes neuroprotektiv és fiziologiai
tulajdonsdgot is mutat utalva arra, hogy az AP fiziologias és patologias szerepe kiilonbozd

faktoroktol fiigghet. Az Alzheimer-korban a t fehérje hiperfoszforilalt formaja van jelen. A



kort elsoként Alois Alzheimer irta le 1907-ben. A betegség szellemi leépiiléssel €s a kognitiv
képességek csokkenésével jar, foként a 65 év felettieket sujtja, de akar mar 40 éves korban is
jelentkezhet. A betegség gyakorisaga az elmult években egyre nd. Vilagszerte koriilbeliil 35
millio embert érint (Anstey és mtsai., 2013). Becslések szerint jelenleg 5,2 milli6 amerikai
szenved Alzheimer-koérban. Koziiliik 200000-en 65 évnél fiatalabbak, 5 millidan pedig 65
évesek, vagy idosebbek. Mivel a varhato élettartam novekszik, igy 2050-re az Alzheimer-
koros betegek szama varhatéan megharomszorozodik (Alzheimer's Association, 2014; Rubio-
Perez és Morillas-Ruiz, 2012; Carrillo-Mora és mtsai., 2014; Sadik és Wilcock, 2003). Az
Alzheimer-kor genetikai rizik6 faktora az apolipoprotein E (ApoE) fehérjét kodoldo APOE gén
4-es alléljanak jelenléte (Spinney, 2014). Az Alzheimer-kér esetén az agy kronikus
gyulladasa figyelhetdé meg, mely stulyos szoveti romldshoz vezet. Az egészséges- €s az
eloérehaladott Alzheimer-koros beteg agyanak Osszehasonlitdsa alapjan jol lathaté hogyan
valtozik a sejtveszteség a betegség kovetkeztében (3. abra).
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3. dbra: Egészséges- €s elorehaladott Alzheimer-koros beteg agyanak 6sszehasonlitasa.
http://www.alz.org/braintour/healthy _vs_alzheimers.asp

B-lemezt megszakitd peptiddel valod kezelés csokkenti az agy gyulladasat. Epidemiologiai
vizsgalatok soran megfigyelték, hogy a nem szteroid gyulladascsokkentd gyogyszerekkel
(NSAID) pl. aszpirinnel valo kezelés csokkenti az Alzheimer-kor kialakulasanak kockazatat.
Sajnos a NSAID-ok klinikai vizsgalata nem volt nagyon gyiimolcs6z6 az Alzheimer-koros
betegeknél. Specifikus AB csokkenté NSAID-okat hasznalva a jovében kiderithet, hogy
klinikailag hatékonyak-e. Egyik lehetséges hipotézis szerint a NSAID-ok segitenek
csokkenteni a betegség gyakorisagat, de nem hasznosak, ha mar a betegség megjelent. A

gyulladaskeltd valaszokat ellenstlyozni lehet polifenolokkal. Ezekkel a természetes
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vegyliletekkel valo kiegészités 0 terapids vonalat jelenthet ennek az agyi rendellenességnek a
megkozelitésében (Rubio-Perez és Morillas-Ruiz, 2012; Thomas és mtsai., 2001). Az
Alzheimer-kor kezelésére javasolt tovabbi stratégiak lehetnek pl. az APP-bdl AB-t termeld -
és y-szekretaz részleges gatlasa, a koleszterin-szint csokkentd gyogyszerek alkalmazasa, vagy

a Cu?*/Zn?* kelator clioquinol antibiotikummal val6 kezelés is (Hardy és Selkoe, 2002).

Az amiloid fibrillumok képzddésének gatlasa

Sok 4llat, novény és mikroorganizmus ozmolitok akkumuldcidja altal noveli a
makromolekulai stabilitasat stressz korilmények kozott. A természetben eléforduldo ozmolitok
eltoljak a folding egyensulyat a nativ konformacié irdnydba, stabilizaljdk a fehérjéket. Az
ozmolitok olyan kis méretii szerves vegyiiletek, melyek kiilonb6z6 kémiai osztalyokhoz
tartozhatnak, igy lehetnek aminosavak (prolin és glicin), metilaminok (betain és trimetilamin-
N-oxid) és poliolok. Megvédik a fehérjéket a misfoldingtol, igy hatékony terapids agensek
lehetnek. Patologias koriilmények kozott a nativ, funkcionalisan aktiv fehérje részlegesen
kitekeredik, igy lehetové valik vagy a nem kivanatos degradéacidja, vagy pedig olyan
oldékony prekurzorokka alakulasa, melyek amiloidokat tudnak képezni. Az ozmolitok segitik
a részlegesen kitekeredett format nativ konforméciojava visszaalakitani, igy megelézhetdk

veliik a fehérje konformacios betegségek (4. abra) (Khan és mtsai., 2010).
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4. dbra: Az ozmolitok hasznalatdnak lehetséges terapias mechanizmusa
(Khan és mtsai., 2010).
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csOkkentésében (Liu és mtsai.,, 2005). A természetben eléforduld extremolitrél az a-D-
mannozil-gliceratrol kimutattak, hogy védi a fehérjéket kiillonbozo stressz koriilmények kozott

¢s szignifikans gatlo hatdsa van az AP amiloid képzddés ellen (Ryu és mtsai., 2008).



Kimutattdk az aromas kolcsonhatasok szerepét az amiloid fibrillum képzddésben. Aromads
vegyiiletek, kiilondsen a kis méretli polifenolok hatékonyan gatoljak a fibrillumok in vitro
képzodését azaltal, hogy aromas kolcsonhatasokat alakitanak ki az amiloidogén fehérjével.
Feltételezik, hogy a vords borban talalhatd polifenolok megakadéalyozhatjdk az Alzheimer-kor
kialakuldsat, nem csupén a reaktiv oxigén gyokok befogasa altal, hanem kdzvetleniil gatoljak
a fibrillaris B-amiloid lerakddasat az agyban (Porat és mtsai., 2006). Az élelmiszerekben vagy
a gyogynovény készitményekben eléforduld polifenolokat, mint példaul az epigallocatechin
gallatot (EGCG), a kurkumint és a rezveratrolt mar tanulmanyoztak amiloid inhibitorként. A
van az elbiralasa az Alzheimer-korral kapcsolatos klinikai vizsgalatokban. A természetes
polifenolok oxidativ intermedierjei a kinonok (benzokinonok (BQ), naftokinonok (NQ),
antrakinonok (AQ) ¢és fenantrakinonok (PQ)) széles korben eléfordulnak a
gyogynovényekben ¢és az ¢lelmiszerekben. A rebarbara kivonatban megtalalhaté AQ szamos
bioaktiv szdrmazéka olyan gyodgyszer, amelyeket az amiloidozissal Osszefiiggd betegségek,
mint pl. az Alzheimer-kor kezelésére lehet hasznalni. Az egyik antrakinonrdl az emodinrol
rebarbara antrakinonok befolyasolhatjak a fehérje misfoldingot és az aggregaciot. Tesztelték
az anti-amiloid hatasat 4 egyszerii kinonnak ¢és 4 rebarbaraban el6forduld természetes
antrakinon-szarmazéknak. Kiilonbozé mértékben mind a 8 kinon gatolta az inzulin
oligomerizaciojat, kiilonosen az 1,4-benzokinon vagy az 1,4-naftokinon. Bar néhany névényi
kinonrol azt gondoljak, hogy allergének, a kinonok tovabbra is fontos forrasai az anti-amiloid
inhibitoroknak (Gong és mtsai., 2014). Az eredmények azt mutatjak, hogy a szabadgyokok
fokozzak a fibrillum képzodést, igy a gyodkfogok (pl. aszkorbinsav, trolox és rifampicin)
jelentésen hozzdjarul a fibrillum képzddést gatldo hatasukhoz, mig az antioxiddns hatasuk
féleg a destabilizacio tdmogatasdban nyilvanul meg (Shoval és mtsai., 2007).

Olyan kémiai vegyiiletek, amelyek szelektiven stabilizaljak a nativ o-hélixeket a
fehérjékben, novelik a fibrillacid energia gatjat, igy hasznalhatok az amiloid képzdédés elleni
harcban molekularis szinten (Marinelli és mtsai., 2013). Ghosh és munkatérsai vizsgalatai azt
mutattak, hogy a hosszi szénlancu polietilén glikolok (PEG-ek) (PEG 20000 ¢s PEG 35000)
kulcs szerepet jatszhatnak a tojas fehérje lizozim nativ szerkezetének stabilizaldsaban,
chaperon szeri aktivitast mutatva, igy megelézve a fehérje fibrillaciojat (Ghosh és mitsai.,
2014). Ragi és munkatarsai vizsgaltak a human szérum albumin koélcsonhatasat PEG-el és azt

talaltak, hogy a PEG hidrogén hid kotésekkel kapcsolddik a fehérjéhez (Ragi és mtsai., 2005),

10



mig masok szerint hidrofob kdlcsonhatdsokkal kotddik a fehérjékhez (Hamada és mtsai.,
2009). Kimutattak, hogy a polioloknak véd6 hatasuk van a fehérje denaturacié kiillonb6zo
tipusaival szemben, €s hogy a nagy molekulatomegli poliolok stabilizaljdk a fehérje

szerkezetet (Naseem és Khan, 2003).

A tripszin szerkezete

A modell fehérjeként valasztott tripszin két doménbdl épiil fel, mindkettd nativ
szerkezetében 6-6 antiparallel B-lemez taldlhato, melyek két egymashoz képest merdleges
allast B hordot képeznek (5. abra) (Nagano és mtsai., 1999). A tripszin szerves olddszerek
jelenlétében kiilonbozé masodlagos szerkezeteket vesz fel. A B-lemez szerkezet aranya 31 és
53 % kozott valtozik a jelen 1évd szerves olddszer természetétdl és koncentracidjatol fliggden
a cirkularis dikroizmus mérések alapjan (Simon ¢és mitsai., 2001), igy alkalmas a

fibrillumképzddés tanulméanyozasara.

5. ébra: A tripszin szerkezete.
Lilaval a Ca®*-ot jeldlve.
http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Peptidase2.html
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Anyagok és modszerek

Anyagok

Az Ny-benzoil-L-arginil-etilészter (BAEE) szubsztrattal mért 9000 U/mg specifikus
aktivitasu tripszint a Sigma-Aldrich Kft. forgalmazta. 1 U az az enzim mennyiség, amely pH
=7,6-nal percenként 0,001 abszorpcio-ndvekedést okoz 25 °C-on, 253 nm-nél. A 8-anilino-1-
naftalin-szulfonsavat (ANS) és a tioflavin T-t (ThT) is a Sigma-Aldrich Kft.-t61 vettiik. A
BAEE, az L-szorboz, a PEG 4000 és 6000 a Fluka terméke volt. A D-gliikozt €s az etanolt a
Molar Chemicals Kft gyartotta. A tobbi vegyszert a Reanal Finomvegyszergyar ZRt.-t6l

szereztiik be. A D-xilitet étkezési ,,nyirfacukor”-ként vettiik.

Modszerek
Tripszin modositasa PMSF-al

A tripszin fenil-metil-szulfonil-fluoriddal (PMSF) torténé kovalens moédositasa az
aktiv centrumban 1év6 szerin aminosav oldallancot érinti, igy az enzim elveszti katalitikus
aktivitasat (6. dbra). Erre azért van sziikség, mert az enzim neutrdlis pH-n autolizalna, ami

befolyasolna fibrillum képzddés hatékonysagat.

O 0 o
e tripszin
g F /tllpszm I o—" P

SR o B

6. abra: Tripszin gatlasa PMSF-al.

8,4 ul 100 mM 2-propanolban oldott PMSF-ot, majd 20 pl 50 mg/ml 0,001 N HCl-ban
oldott tripszint adtunk 2 ml 0,05 M kalium-foszfat pufferhez (pH = 7,0) folyamatos kevertetés
mellett. Az elébbi mennyiségek adagolasat még négyszer megismételtiik, mindig 5 percet
vartunk a kovetkezd adagolas elétt. A reakcidelegyet szobahémérsékleten (25 °C-on)
inkubaltuk 30 percig. A reagens foloslegétdl Sephadex G 25 oszlopon vald gélsziiréssel
szabadultunk meg 0,05 M K-foszfat pufferes (pH = 7,0) elucidoval. 1 ml-es frakciokat
szedtlink, majd megmértiik a mintak extinkciojat 280 nm-en és aktivitast mérve ellendriztiik a
modositas hatékonysagat. Megallapitottuk, hogy a moddositd reagens enzimhez viszonyitott

20-szoros feleslegével a tripszin 95 %-at sikeriilt fenil-metil-szulfonil tripszinné alakitani.
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Fluoreszcencia spektroszkopia

A kisérleteket Hitachi F-2500 FL spektrofluoriméterrel végeztilk 5 nm gerjesztési és
10 nm emisszios résbeallitdisokkal 1 cm-es kiivettat hasznalva. A mérésekhez 150 pg/ml
jelenlétében (pH = 7,0) 1 napig szoba hdmérsékleten inkubaltuk, majd 100 pl mintahoz 900
ul 50 pM ANS oldatot adtunk, mely 10 mM natrium-foszfat puffer jelenlétében pH = 7,0-nél
150 mM NacCl-ot is tartalmazott. Az ANS fluoreszcencia vizsgalatakor 365 nm gerjesztési
hulldmhossznal az emisszids spektrumokat 400—-600 nm hullamhossz-tartoméanyban vettiik fel.
A fluoreszcencias spektrumok felvétele 30 perccel az ANS-nak a mintakhoz val6é hozzdadéasa

utan tortént.

Tioflavin T kotdodés

300 pg/ml tripszin tartalm mintakat 24 °C-on inkubdltuk 24 oraig kiildnbdz6 szerves
oldészer koncentracioknal 10 mM foszfat puffer jelenlétében pH = 7,0-nél. 100 pl mintdhoz
0,9 ml 65 uM ThT oldatot adtunk (10 mM natrium foszfat, pH = 7,0, 150 mM NacCl), majd 5
perc mulva mértiik a fluoreszcenciat. A gerjesztési hullamhossz 440 nm volt, az emissziot
pedig 485 nm-nél mértiik, 5 nm gerjesztési és 10 nm emisszios résbeallitasokkal 1 cm-es

kiivettat hasznalva.

Az enzimaktivitas meghatarozasa

A tripszin aktivitasanak meghatarozasa a BAEE ¢és az N-benzoil-L-arginin karboxilat
formajanak spektralis kiilonbségén alapul. Az enzim aktivitasat Schwert és Takenaka szerint
mértiik, fotometriasan kdvetve az extinkcio novekedését 253 nm-en pH = 8,0-nal (Schwert és

cre

A reakci6ido 3 perc volt.

Turbiditas mérés

A turbiditas méréseknél 350 nm-en kovettiik az extinkcid valtozasat Hitachi U-2000
spektrofotométert haszndlva 1 cm-es kiivettdval. A tripszin koncentracidja a turbiditas
méréseknél 0,15 mg/ml volt etanolos és metanolos kdzegben, mig 1,4 dioxan jelenlétében 0,3
mg/ml volt 10 mM foszfat pufferben pH = 7,0-nél, illetve 10 mM Na,HPO,/citromsav
pufferben pH = 4,0-nél. Az oldoszer koncentracié 30-80 % (v/v) kdzott valtozott. A mintakat

24 6raig inkubaltuk 24 °C-on a mérések elétt.

13



Az aggregacio kinetikaja

Az aggregacio kinetikajanak tanulmanyozasa soran 15-30 percig kovettiikk a mintak
extinkcid valtozdsat Hitachi U-2000 spektrofotométerrel 350 nm-en 60 % szerves oldoszer
tartalomnal PEG 6000 jelenlétében ¢és PEG nélkil pH = 4,0-nél 0,15-0,3 mg/ml

fehérjekoncentracio mellett. Az értékek leolvasasa percenként tortént.

Kongovords kotdodeés

Az amiloid-specifikus kongovords kotédést 5 mM foszfat puffer jelenlétében mértiik
pH = 7,0-nél 150 mM NaCl jelenlétében. A kong6d vords koncentracidja 11 uM, a fehérjéé
pedig 2,5 uM volt. 200 ul 60 % szerves olddszer tartalmu, 1 napig 24 °C-on pH = 4,0-en
inkubalt mintéat dsszekevertiink 0,8 ml kongdvords oldattal, majd 15 perc mulva felvettiik az
abszorpcids spektrumot 400—600 nm hullamhossz-tartomanyban 1 cm-es kiivettat hasznalva.
Amiloid fibrillumok jelenlétében az abszorpcidés maximum magasabb hulldmhosszak felé
vald eltolodasat (vords eltolodas), és abszopcids intenzitds novekedést mértiink. A mintdk
abszorpcios spektrumaibdl kivontuk a kongovords és a fehérje spektrumat, az igy kapott
differencia spektrum jol tiikr6zi a kongovords amiloid fibrillumokhoz valé kotddésekor

tapasztalt spektralis valtozast.
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Kisérleti eredmények és értékelésiik

Fluoreszcencias mérések

A tioflavin T-t széles korben hasznaljak amiloid fibrillumok azonositasara, hiszen a
fibrillumokhoz val6 szelektiv kotddésekor jelentdsen megnovekszik a fluoreszcencids
intenzitasa (Biancalana és Koide, 2010). A tioflavin T kotddés olddszer koncentracio fiiggését
vizsgalva megallapitottuk, hogy 60 % oldoszer koncentraciondl volt mérhetd a maximalis
fluoreszcencids intenzitds 24 oras inkubacid utan etanol €s metanol olddszerekben pH = 7,0-
nél 10 mM foszfat puffer jelenlétében, vagyis 60 % olddszer koncentracid mellett keletkezett
a legtobb fibrillum (7. abra). 440 nm gerjesztési hulliamhossznal, az emissziot 485 nm-nél
mértiik, 5 nm gerjesztési €s 10 nm emisszios résbedllitadsokkal 1 cm-es kiivettaval. Az 1,4
dioxan koncentraci6 fiiggésének vizsgdlatakor is 60 % oldoszer koncentracional mértik a

legnagyobb fluoreszcencias intenzitast (az adatokat nem tiintettiik fel).
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7. abra: Tioflavin T kot8dés oldészekoncentracio fiiggése 24 6ras inkubacié utan 24 °C-on pH

= 7,0-nél. Enzim koncentracio: 30 pg/ml. Etanol (e), metanol ( ).

A laborban végzett korabbi kisérletek szerint szerves olddszerek jelenlétében a fehérje

szerkezet lazuldsa volt megfigyelhet6 ANS-al. Az ANS nem tud kotddni a nativ enzim

crer
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melynek eredményeként megnodvekszik a fluoreszcencids intenzitasa, €és az emisszios
maximuma (Amax) az alacsonyabb hullamhossz felé tolodik el (kék eltolodas) (Edwin és
Jagannadham, 1998). A 8. abran jol lathato, hogy 60 % metanol jelenlétében az ANS-nak
maganak a fluoreszcencids intenzitds maximuma 516 nm-nél van, mig tripszinnel egyiitt a
maximum értéke 498 nm-re tolddott és kdzben a fluoreszencias intenzitas értéke 1,7-szeresére
nétt pH = 7,0-nél 5 mM natrium-foszfat puffer jelenlétében. A mintakat 24 °C-on 24 6riig
inkubaltuk az ANS hozzdadasa el6tt, majd 30 perc mulva vettilk fel a fluoreszcencias
spektrumokat 400 és 600 nm kozott. Ugyanakkor puffer jelenlétében nem tapasztaltunk

spektralis valtozast, hiszen pufferes kozegben nem valtozott a fehérje szerkezete.
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8. abra: Tripszin-ANS fluoreszcencia spektrumok 5 mM natrium-foszfat puffer jelenlétében
pH = 7,0-nél (#), 60 % metanol koncentracional (A ) 24 °C-on vald 24 6ras inkubacié utén az
ANS spektrumaival pufferben (o) és 60 % metanolban (/).

Fehérje koncentracio: 15 pg/ml. Gerjesztési hulldmhossz: 365 nm.

PMS-tripszin turbiditdsanak vizsgalata

A tripszin pH = 7,0-nél autolizisre hajlamos. Az autolizis viszont megvaltoztatja a
fehérje amiloid fibrillum képzési hajlamat. Az autolizis kivédésére fenil-metil-szulfonil-
fluoriddal (PMSF) irreverzibilisen modositottuk az enzim aktiv centrumaban [évé szerin

aminosav oldallancot, igy inaktivaltuk az enzimet. Korabbi kisérletek alapjan tudtuk, hogy a

crer
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tripszint hasznaltuk a PEG 4000 aggregaciot gatld hatdsanak vizsgalatara. Megmértiink a
mintak turbiditasat 60 % 1,4 dioxan, 60 % etanol és 60 % metanol koncentracional 50 mg/ml
PEG 4000 jelenlétében és nélkiille. A turbiditds mérés felhasznalhato az aggregatumok
mennyiségének becslésére (Necula és mtsai., 2007). Megallapitottuk, hogy az 50 mg/ml PEG
4000 jelenléte 1,4 dioxanban 0,3 mg/ml fehérje koncentracional 11 %-kal, mig etanolban 60
%-kal, metanolban pedig 24 %-kal csokkentette az aggregatumok mennyiségét 60 % oldoszer
koncentracional 1 napos 24 °C-on vald inkubacié utan 0,15 mg/ml fehérje koncentracio

mellett (9. abra).
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9. dbra: PMS-tripszin turbiditas valtozasa 24 °C-on pH = 7,0-nél 60 % szerves oldoszer
koncentracio mellett 50 mg/ml PEG 4000 jelenlétében és nélkiile 24 6ras inkubécio utan.
Fehérje koncentracio: 0,15 mg/ml az etanolos €s a metanolos kdzegben,

0,3 mg/ml az 1,4 dioxanos kézegben.

crer

Azért, hogy ne kelljen az autolizis kivédésére PMSF-0s moddositast csinélni, a tovabbi
kisérleteinket pH = 4,0-nél végeztiik 10 mM Na,HPO,/citromsav pufferben. Megvizsgaltuk a
tripszin turbiditads valtozasat kiillonboz6 koncentracidju etanol, metanol és 1,4 dioxdn
jelenlétében 24 °C-on vald 24 6ras inkubacid utdn. A fehérje koncentracid etanolos és
metanolos kozegben 0,15 mg/ml volt, mig 1,4 dioxan jelenlétében 0,3 mg/ml tripszin
koncentraciot alkalmaztunk. 50-60 % olddszer koncentracional mértiink a legnagyobb
turbiditist mindharom olddszerben (10. abra). igy a tovabbi vizsgalatokat 60 % olddszer

koncentracional végeztiik.
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(©), metanol (o) és 1,4-dioxan (/) jelenlétében 24 6ras inkubacio utan.
Fehérje koncentracio: 0,15 mg/ml az etanolos- és a metanolos kézegben,
0,3 mg/ml a 1,4 dioxanos kdzegben.

crer

altalunk vizsgalt poli-hidroxi vegyliletek kozott volt mono- és diszacharid, aldoz, ketdz,
cukoralkohol, dezoxi cukor és polietilén glikol egyarant. 350 nm-en megmértiik a mintak
extinkciojat 24 °C-on valo 24 6ras inkubacié utan, pH = 4,0-nél 10 mM Na,HPO,/citromsav
puffer jelenlétében, 60 % etanol koncentracional, 50 mg/ml poliol jelenlétében és nélkiile 0,15
mg/ml fehérje koncentracid mellett. A mérési eredményeinket a 11. abran tiintettiik fel. Az
aggregacio legjelentésebb mértékii gatlasat a PEG 6000 esetében mértiik, 50 mg/ml-es
koncentracioban 34 %-ra csokkentette az aggregatumok mennyiségét a PEG 6000-et nem
tartalmazd mintdhoz képest. A tobbi poliol aggregacidt csokkentd hatasa 24 és 5 % kozott
valtozott, tehat lényegesen elmaradt a PEG 6000 hatasahoz képest. Igy a tovabbi vizsgalatok
soran a PEG 6000 aggregaciora kifejtett hatasat tanulmanyoztuk részletesebben. A nativ
szerkezet kémiai vegyiiletekkel valo stabilizaldsa noveli a fibrillum képzddés energia gatjat és
igy hatékony terapids stratégia lehet a fehérje konformacids betegségek megeldzésében
(Marinelli és mtsai., 2013; Soldi és mtsai., 2006; Hérd és Lendel, 2012). A polietilén glikol
(PEG) nem toxikus, biokombatibilis, vizoldékony, hidrofil nem-ionos polimer. A PEG-ek a

fehérjék tipusatol és a kisérleti koriilményektdl fliggden eldsegitik vagy gatoljak a fehérjék
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Borgens, 2006). A hosszi lancu PEG-ek meggatoljak a tojas fehérje lizozim alkaliso
kozvetitett fibrillacigjat (Ghosh, 2014).
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11. abra: Tripszin turbiditas valtozasa 24 °C-on pH = 4,0-nél 60 % etanol koncentracional 50
mg/ml poliol jelenlétében €s nélkiile 24 6ras inkubacio utan.
Fehérje koncentracié: 0,15 mg/ml.

Megvizsgaltuk a tripszin aktivitdsdnak valtozasat is 60 % etanol koncentracié mellett
PEG 6000 nélkiil és kiilonb6z6 PEG 6000 koncentraciok mellett is. Azt kaptuk, hogy 25

mg/ml-es koncentracioban a PEG 6000 nem befolyasolja az aktivitas csokkenésének

c ey

fiiggd mértékben mérsékelte a tripszin aktivitds vesztését, jelezve a PEG 6000 fehérje
szerkezetet stabilizalo hatasat (12. abra). Mivel a polietilén glikolok hidrogén-hid kotésekkel,
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vagy hidrofob kolcsonhatds révén kapcsolodni tudnak a fehérjékhez (Ragi és mtsai., 2005;
Hamada és mtsai.,, 2009; Wu és mtsai., 2013), védé hatasuk van a fehérje denaturicio
kiilonboz6 tipusaival szemben (Naseem ¢és Khan, 2003), képesek stabilizalni a fehérjéket

(Bhat ¢s Timasheff, 1992; Shimizu és Smith, 2004).
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12. abra: Tripszin aktivitasanak valtozasa 60 % etanol koncentracidé mellett PEG 6000 nélkiil
(x) és 25 mg/ml (o), 50 mg/ml () és 75 mg/ml PEG 6000 (/) jelenlétében.
Fehérje koncentracio: 0,15 mg/ml.

Az aggregacid kinetikdjanak tanulmanyozasakor kovettiik az extinkcid valtozasat 350
nm-en idében PEG 6000 jelenlétében és nélkiile 60 % szerves olddszer koncentracional pH =
4,0-nél, hogy megvizsgaljuk a PEG 6000 aggregaciora kifejtett hatdsat. Az abszorpciot
percenként rogzitettik 15-30 percen keresztiil. 60 % 1,4-dioxan koncentracid mellett a
tripszin hiperbola alaku gorbével jellemezhetd kinetika szerint aggregalodott, 15 perc alatt
mar elérte a maximalis értéket. 50 mg/ml PEG 6000 jelenlétében 62 %-ra csokkent az
aggregatumok mennyisége a PEG 6000-et nem tartalmazé mintdhoz képest. A PEG 6000
aggregaciot gatld hatdsa novekvd koncentracioval nétt (13. abra). 60 % etanol jelenlétében
egy igen rovid lag fazis volt megfigyelhetd, szigmoid alakt gorbét kaptunk. 50 mg/ml PEG
6000 koncentracié mellett a turbiditéas értéke 41 %-ra csokkent a PEG 6000-et nem tartalmaz6
mintdhoz képest 30 perces inkubaciot kovetden. 60 % metanol koncentracié mellett az 50

mg/ml PEG 6000 jelenléte 67 %-ra csokkentette a 350 nm-en mért extinkcio6 értékét 30 perces
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inkubacié utan (14. abra). Kimutattak, hogy a poliolok masodlagos szerkezetet megdrzo
hatdsa novekszik a koncentracioval és a hidroxil csoportok szamaval (Naeem és mtsai., 2006).
A PEG-ek a fehérjék tipusatol és a kisérleti koriilményektol fiiggden eldsegitik vagy gatoljak

crcr

aggregaciot.
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(®), 25 mg/ml (+), 50 mg/ml (x) és 75 mg/ml PEG 6000 () jelenlétében kovetve az
extinkciod valtozasat 350 nm-nél pH = 4,0-nél. Fehérje koncentracid: 0,3 mg/ml.

A kong6vords amiloid fibrillumok jelenlétének kimutatdsara széles korben hasznalt
diazo festék, ugyanis viszonylag nagy specifitassal képes kotddni amiloid fibrillumokhoz. Az
amiloid fibrillumokra jellemzé [-lemez szerkezet jelenléte elofeltétele a kongdvords
kotddésének. A kongovords amiloid fibrillumokhoz vald kotddését jellemzd spektralis
valtozas kiséri. Fibrillumok jelenlétében a kongovords elnyelési maximuma 490 nm-rol 510
nm-re tolddik, és nd az abszorpcids intenzitas. A mddszer eldnye, hogy csak spektrofotométer
kell hozza, nem igényel radioaktiv jelolést vagy draga reagenseket. Gyors és egyszerl
modszer (Klunk és mtsai., 1999). A kongovords kotddési kisérleteinket a 15. dbran tiintettiik
fel. A 15. A abran jol latszik, hogy 60 % etanol koncentracional amiloid fibrillumok
jelenlétében a kongovords elnyelési maximuma magasabb hullamhosszra tolddott, és nott az

intenzitds mértéke is. Az altalunk vizsgalt 3 olddszerben: etanolban, metanolban ¢és 1,4
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dioxanban kiszamoltuk a differencia spektrumokat is 60 % oldoszer koncentracié mellett 50-
¢s 100 mg/ml PEG 6000 koncentracid jelenlétében és nélkiile is (15. B, C, D abra). A
differencia spektrumokat ugy szamoltuk ki, hogy a tripszin + kongovords spektrumabol
kivontuk a kongovords és a tripszin spektrumat. A differencia spektrumok alakja jol tiikrozi

az amiloid fibrillumok jelenlétében bekovetkezett spektralis valtozast.
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14. abra: Tripszin aggregacidjanak kinetikaja 60 % etanolban PEG 6000 nélkiil (), és 50
mg/ml PEG 6000 jelenlétében (), 60 % metanolban PEG 6000 nélkiil () és 50 mg/ml PEG
6000 jelenlétében () kdvetve az extinkcio valtozasat 350 nm-nél pH = 4,0-nél. Fehérje
koncentracio: 0,15 mg/ml.

Fontos lenne a mérési eredményeinket megerdsiteni transzmisszios elektron
mikroszkopos felvételek készitésével is. Igy kideritheté lenne, hogy a turbiditds mérések
alapjan megallapitott csokkenés az aggregatumok mennyiségében PEG 6000 jelenlétében
egyben a fibrillumok mennyiségének csokkenését is jelenti-e? Ezek a kisérletek most vannak

folyamatban.
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15. A, B abra: Kong6vords abszorpceios €s differencia spektrumok (A). Tripszin + kongdvords
(+), kongdvorés magaban (©), tripszin magaban (x), differencia spektrum 60 % etanolban (¢).
Tripszin differencia spektrumok 60 % etanolban (B), 50 mg/ml PEG 6000 (1), és 100 mg/ml
PEG 6000 jelenlétében (), valamint PEG 6000 nélkiil (¢ ).
A fehérje koncentracidja 0,06 mg/ml, a kong6ovordsé pedig 11 uM volt.
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15. C, D abra: Kongovoros differencia spektrumok 60 % metanolban (C) és 60 % 1,4-
dioxanban (D) 50 mg/ml PEG 6000 (1), és 100 mg/ml PEG 6000 jelenlétében (), valamint
PEG 6000 nélkiil (¢). A fehérje koncentracioja 0,06 mg/ml, a kongdvordse pedig 11 pM volt.
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Osszefoglalas

Fibrillum képzddés tanulmédnyozasa soran tripszin modellfehérjével dolgoztunk
szerves oldoszeres kozegben. Tioflavin T kotddés vizsgalata soran megallapitottuk, hogy pH
= 7,0-nél a maximalis fibrillum képzddés 60 % olddszer koncentracional figyelheté meg
etanolban, metanolban és 1,4 dioxdnban egyarant. A részlegesen kitekeredett fehérje hidrofob
metanolos kozegben. PMS-tripszin turbiditasanak vizsgalataval megallapitottuk, hogy az 50
mg/ml PEG 4000 jelenléte 1,4 dioxdnban 0,3 mg/ml fehérje koncentracional 11 %-kal, mig
etanolban 60 %-kal, metanolban pedig 24 %-kal csokkentette az aggregatumok mennyiségét
60 % oldoszer koncentracional 1 napos 24 °C-on valé inkubacié utan 0,15 mg/ml fehérje
koncentracio mellett pH = 7,0-nél.

60 % szerves oldoszer koncentraciondl mérheté a legtobb aggregdtum mindharom
oldoszerben. A kongo vords kotddést vizsgalva a differencia spektrumok alakja jol tiikrozte
az amiloid fibrillumok jelenlétében bekovetkezett spektralis valtozast. Az aggregaciot
kiilonboz6 poli hidroxi vegyiiletekkel gatoltuk, legeredményesebbnek polietilén glikol 6000-
et talaltuk, 50 mg/ml-es koncentracioban 34 %-ra csokkentette az aggregatumok mennyiségét
a PEG 6000-et nem tartalmazé mintahoz képest 60 % etanol koncentracié mellett. Az 50 és a
a tripszin aktivitas vesztését, jelezve a PEG 6000 fehérje szerkezetet stabilizalé hatasat. A
PEG 6000 aggregaciot gatld hatasa novekvé koncentracioval nétt. Eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy PEG 6000-el novelhetd a tripszin nativ szerkezetének stabilitasa, igy

alkalmazaséaval gatolhat6 az aggregacid hatékonysaga.
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Alulirott Szab¢ Kitti a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil

* a tripszin modositasat PMSF-al,

* az enzim aktivitdsanak mérését,

« a turbiditas méréseket,

* az aggregacio kinetikdjanak kovetését,

* és a kongovoros kotédést

végeztem el.
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