Az eukariota sejtek érzékeld, integrald és koordinald képességét a citoszkeletalis halozat komplex
rendszere biztositja, mely az aktin, a mikrotubularis (MT) és az intermedier filament rendszerekbdl épiil fel.
Ezek a rendszerek igen dinamikusak, alland6 és gyors atrendezédésekre képesek sokrétli funkcioik ellatasa
soran. A MT rendszer kiilonds jelent6séggel bir az agyban, szamos fiziologias és patoldgias folyamatban
vesz részt, melyeket kolcsonhatdsai és masodlagos modosulasai hataroznak meg.

A Tubulin Polymerization Promoting Protein (TPPP/p25) egy agy-specifikus fehérje, mely a MT
halézat dinamikajat és stabilitisat modulalja egyrészt a MT-okat keresztkoté (bundling), masrészt
acetilaciojat fokozo aktivitasai révén. A fehérje szerkezet nélkiili (N- és C-terminalis) és flexibilis (CORE)
régioit meghataroztuk, azonositottuk foszforilacios helyeit, k6t6 doménjait és kdlesonhatd partnereit részben
a korabbi OTKA projektek keretében. Bizonyitottuk a bivalens cink kation specifikus kotédését a cink koto
motivumhoz, a k6t6édés altal indukalt szerkezetvaltozas (részlege foldingot), mely a fehérje dimerizaciojat, a
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idézte el6. Bizonyitottuk,
hogy a TPPP/p25 Neomorphic Moonlighting Protein (multifunkcionalis, ami nem génszint{i valtozasbol
ered), mely fizioldgias és patologias funkciok ellatasara képes; funkcioit a kotd partner, az adott kdrnyezet
hatdrozza meg. Expresszioja fiziologias koriilmények kozott precizen szabalyozott; human agyban
differencialt oligodendrocitak f6 alkotoelemei az axonokat koriilvevé mielin hiivelynek. E folyamatban
bekovetkez6 zavar (demielinizdcio) a szklerdzis multiplex kialakulasahoz vezet.

A rendezetlen fehérjék tobbfunkcids, tobbek kozott aggregativ jellegiiknél fogva igen gyakran aktiv
résztvevoi idegrendszeri betegségeknek, mely betegségek kialakulasaban e fehérjék oldhato, kisméretii
asszocialt formai jatszanak meghatarozo szerepet; a patologias aggregatumuk felhalmozodasa a betegség
kés6bbi szakaszaban jellemzé korképként jelenik meg. A kutatocsoport altal felfedezett mikrotubulus
asszocialt (MAP) fehérje, a TPPP/p25, nem rendelkezik 3D szerkezettel, a szintén szerkezet nélkiili a-
szinukleinnel (SYN) patologias komplexet alkot, mely aggregatumok,
végsO soron zarvanytestek képzodéséhez vezet, ami jellemzd korképe a
Parkinson-kornak (PD) és a multiszisztémas atrofidnak (MSA), attol
fliggden, hogy a zarvanytestek a neuronokban illetve az oligodendocitakban
alakulnak ki. Ezek a rendezetlen tobbfunkcios fehérjék (hallmark) azonban
nem tekinthetok idealis gyogyszercélpontnak, miutain mind fiziologias,
mind patologias funkcidval rendelkeznek, amit a kolcsonhatd partnereik
hataroznak meg (Neomorphic Moonlighting Proteins). Kovetkezésképpen, arra a felismerésre jutottunk,
hogy specifikus gyogyszercélpont a patologias (TPPP/p25-SYN) komplex kontaktfelszine (interface) lehet,
abban az esetben, amennyiben az kiilonbozik az adott célfehérje fiziologias partnerével alkotott komplexének
kontaktfelszinétol.

Az altalunk javasolt innovativ stratégia molekularis és sejtszintli alkalmazhatosagat, specifikus
gyogyszercélpont azonositdsat a PD-ra jellemz6 esettanulmanyban bizonyitottuk. Elsddleges feladatként a
TPPP/p25 tubulinnal, mint fiziologias, valamint SYN-nel, mint patologias partnereivel alkotott
komplexeinek kotészegmenseit azonositottuk. A kotéfelszinek feltérképezése céljabol mind a TPPP/p25-nek,
mind a SYN-nek szamos csonkolt formajat allitottuk el és jellemeztik kolcsonhatasaik természetét,
valamint a fehérje funkcidiban bekovetkezett valtozasokat. Vizsgalataink bizonyitottak, hogy a TPPP/p25 N-
és/vagy C-terminalis szegmenseinek (45 illetve 44 aa) eltavolitdsdval a tubulinnal vald kolesénhatas

gyakorlatilag megsziinik, mig a SYN-nel valé kdlcsonhatas megmarad, azaz a kozponti, flexibilis (CORE)



szegmens (130 aa) felelds a patologias kolcsonhatas kialakitasaért. Ezen eredmények egyértelmiien
bizonyitottak, hogy a TPPP/p25 kiilonb6zd szegmensei vesznek részt a fiziologias illetve a patologias
re e komplex kialakulasaban. El§ sejtvonalakon
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hogy a TPPP/p25 azonositott szekvencia
szakaszai, és kizarolag ezek a szakaszok azok,
melyek a tubulin illetve a SYN megkotéséért
felelosek. Az N- és C-terminalisok csonkolasan
talmenden szamos delécios mutédnst, valamint rekombinans TPPP/p25 fragmenst allitottunk eld, és a
korabbiakhoz hasonlé in vitro szerkezeti és kolcsonhatasi vizsgalatokat végeztiink el. Ezek a kisérletek arra a
meglepd eredményre vezettek, hogy az azonositott
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A kaméleon fehérjék nagy konformadcios
plaszticitassal rendelkeznek, kovetkezésképpen képesek tobb funkciot ellatni. A TPPP/p25 specialis
kaméleonként definialtuk, miutan génszintli valtozasként képes azonos funkciot ellatni, azaz Neomorphic
Chameleon Protein.

A fentiek alapjan bizonyitasra keriilt, hogy a TPPP/p25 specialis kaméleon tulajdonsaggal rendelkezik,
szamos szegmensének eltavolitasa esetén a rendezetlen fehérje mas szegmensei képesek kolcsonhatasba
1épni a SYN-nel, atveszik a vad tipusti forma kotéfelszinének szerepét, még ha csokkent aktivitast fejtenek is
ki. Felmeriil tehat a kérdés, AZONOSITHATO-E EGYALTALAN GYOGYSZERCELPONT KAMELEON
FEHERJEK ESETEN. IGEN, gyogyszercélpontként a patologids koriilmények kozott kialakult komplex
kontakt felszine a mérvadd, azonositando! Természetesen figyelembe veendd, hogy patologias koriilmények
kozott torténik-e mutécio illetve poszt-transzlacios modosulas, ami befolyasolja a modositandd kotéfelszint.

Tovabbi stratégiast is kidolgoztunk a TPPP/p25-SYN koélcsonhatas szelektiv befolyasolasara. A
rendezetlen SYN fehérjének a C-termindlis szegmense (95-140 aa) nem rendelkezik meghatarozott
szerkezettel; bizonyitottuk kiilonb6z6 delécids és csonkolt formainak el6allitdsidval, hogy a 95-140 C-
terminalis rész igen, mig az 1-126 aa régi6 nem vesz részt a TPPP/p25-tel vald patologias komplex
kialakitasaban; a szintetikus formaban eléallitott 126-140 aa fragmens szintén pozitiv eredményt mutatott.
Kovetkezésképpen ez a SYN szegmens validalt célpontként volt azonosithato.



A jelen OTKA palyazat meghosszabbitott szakaszaban keriilhetett sor a Bimolekularis Fluoreszcens
Komplementdacio (BiFC) technologia bevezetésére laboratériumomba, melynek révén lehetdség nyilt a
TPPP/p25 homolog és heteroldg kolcsonhatasainak vizualizalasara. A modszer elvét és a rendszert, melyben
sikerrel alkalmaztuk a séma szemlélteti. A két partner fehérje a fluoreszcens Vénus (zold) fehérje N- illetve
C-terminalis feléhez fuziés formaban expresszalodnak, és a két fehérje kolcsonhatdsakor az mVenus
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BiFC vektorol Prof. Virnai Péter zjindékai, SOTE Elettani Intézat komplementilédnak &
gerjesztés  hatasara a
teljes mVenusnhak
megfeleld szignalt
bocsatjak ki. Az

immunfluoreszcens
mikroszkopias képek
bizonyitjdk, hogy a
kolcsonhatas kialakul
(z61d), valamint azt is,
hogy a TPPP/p25-SYN komplex a mikrotubulus haloézaton lokalizalodik. Jeloletlen TPPP/p25 expresszio,
mint kompetitor csdkkenti a BiFC jelet, bizonyitva, hogy a rendszer alkalmas potencialis anti-Parkinson
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molekuldk tesztelésére.

E moddszerrel sikeriilt bizonyitani a TPPP/p25 mikrotubularis stabilizalé hatdsdnak mechanizmusat,
megcafolva Skoufias és munkatarsai altal a NATURE Scientific Reports-ban kozolt cikket. Ennek
megfelelden, a TPPP/p25 dimerizacidja oly mddon stabilizélja, keresztkoti a MT-okat, hogy a CORE régidk
kolcsonhatnak, és a rendezetlen terminalisaik asszocialnak egy-egy MT-hoz; igy stabilizaljak a MT halozatot
a TPPP/p25 dimer molekulak, amelyek egyébként kompaktabbak, mint monomer formaik.



