Aberrans fehérje-kolcsonhatasok szerepe a neurodegeneracioban.

A K-49247 szami kutatas zardjelentése

A kutatds célja egyes neurodegeneracios folyamatok molekuldris és sejtszintli vizsgélata,
energiametabolizmusuk tanulmanyozasa, a citoszkeletalis elemeknek a metabolikus folyamatokra
gyakorolt hatasainak jellemzése, ezek rendszerszintli modellezése volt. Ehhez harom kiilonb6z6
neurodegenerativ betegséghez kapcsolodd modellrendszert hasznaltunk, torekedve egyedi és
koz0s jellemzbik megismerésére.

Mindharom esetben - tridzfoszfatizomeraz-deficiencia (TPI-hiany), Huntington-kér (HD)
illetve a TPPP/p25-h6z kothetd szinukleinopathidk - sikeriilt jelent6s 0j eredményeket elérniink,
melyeket nemzetkozi folydiratokban és Osszefoglalo munkakban (review, konyvfejezet, konyv)
kozoltiink. A TPI-hiannyal kapcsolatos munkan alapul Olah Judit sikeresen megvédett PhD

értekezése.

Triozfoszfatizomeraz-deficiencia

E vizsgalatok elozményét képezte a ,,Természetes tridzfoszfat-izomeraz mutansok. Egy
enzimdeficiencia molekularis alapjai” cimii, T-035019 szami OTKA-kutatas (2001-2004). Az ott
leirtaknak megfelelden, a kisérletekhez rendelkezésiinkre alltak egy TPI-hidnyos testvérpar és
egészséges, heterozigota csaladtagjaik vérmintai, valamint rekombinans humén normal és mutans

TPI.

TPI-hidnyos sejtek gliikozlebontassal ~Osszefiiggd metabolizmusdnak vizsgalata és azok

osszevetése normadl sejtekével. A metabolikus folyamatok modellezése [1, 2]

Elvégeztiikk az eritrocita glikolizis és a kapcsolodd reakcidutak Osszehasonlitd kinetikai
vizsgalatat, beteg és kontrol személyek hemolizatumait hasznalva. Tobb glikolitikus enzim és a
pentdzfoszfat ciklus esetében, a betegekbdl szarmazd mintaban jelentésen (30-60 %-kal) nétt az
enzimaktivitds. Ez egyfajta "kompenzaciés mechanizmusra" utal, a csokkent TPI-aktivitas
kovetkezményeinek kikiiszobolésére. Ezt igazolando, analizaltuk a cs6kkent TPI-aktivitas hatasat
a glikolitikus fluxusra, és matematikai modellt alkottunk. Erre azért volt sziikség, mert a mutans
TPI inaktivalodasa miatt csak kezdeti sebességet tudtunk kisérletesen meghatarozni, fluxust nem.
A sebességi egyenleteket és a kinetikai paramétereket a kisérletesen meghatarozott
mechanizmusok illetve kinetikai allandok alapjan irtuk fel.

A modellezés megmutatta hogy i) a glikolitikus intermedierek koziil nemcsak a



didroxiaceton-foszfat (DHAP), hanem a fruktoz-1,6-biszfoszfat szintje is jelentésen novekszik,
mivel a megvaltozott aktivitasu enzimek eltérd egyensulyt alakitanak ki; ii) a mutans sejtekben
gyorsabb a gliikozlebontas. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azzal a kisérleti adattal,
hogy nem csokken az ATP-szint, és aldtdmasztjak a "kompenzaciés mechanizmusra" vonatkozd
elgondolast. Megallapitottuk, hogy a TPI-hidny kompenzaladsdban elsdsorban egyes glikolitikus
enzimek fokozott aktivitasa jatszik szerepet, mig a pentozfoszfat-ciklus kompenzacios hatdsa nem
szamottevd. Fontosnak tartom kiemelni, hogy az eddigi irodalmi modellek bar jol leirtak a normal

glikolizist, az enzimhianyos esetet nem tudtak kielégitéen szimulalni.

A citoszkeletalis elemeknek a metabolikus folyamatokra gyakorolt hatdasainak jellemzése [1, 2]

E kérdést in vitro és matematikai modell segitségével vizsgaltuk, a glikolizisnek a
triozfoszfatok atalakulasat katalizalé szegmensén (aldolaz - TPl — glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz (GAPDH)), tubulin jelen- és tavollétében. Ismert, hogy mindharom enzim kétédhet
a tubulinhoz/mikrotubulushoz. Korabban megmutattuk, hogy az aldolaz komplexet képezhet a
masik két enzimmel; ezt most fluoreszcencia korrelacids spektroszkopiaval is igazoltuk. A
kinetikai vizsgalat azt mutatta, hogy akar normal, akar deficiens sejtek hemolizatumahoz adtunk
tubulint, megnétt a glikolizis e szakaszanak fluxusa. A modellezés alapjan ennek oka az
intermedier glicerinaldehid-3-foszfat (GAP) Ky értékének latszolagos csokkenése, amit az

intermedier mikrokompartmentécioja (csatornahatas) okozhat.

Osszehasonlité vizsgalatok limfocitdkkal [1, 2]

Az eddigi irodalmi adatok érett vorOsvérsejtek vizsgalatara szoritkoztak, amelyek
kiilonleges sejttipust jelentenek (fehérjeszintézis hianya, glikolizisen alapuld energiatermelés).
gy vizsgalatainkat kiterjesztettiik limfocitakra, amelyek bizonyos tekintetben rokonsagot
mutatnak az idegsejtekkel, s igy az eredmények relevansabbak lehetnek a neurodegeneracio okat
illetéen. Mértilk a TPI aktivitasat, mennyiségét és a mRNS-szintet a betegek és csaladtagjaik
esetén. A csaladtagoknal az aktivitasok egyeznek az enzim mennyisége és a specifikus
aktivitasok alapjan varhato értékkel; a betegeknél a vartnal alacsonyabbak. A mRNS szint a
sulyosabban beteg testvér esetén kiugréoan magas, de ez a kiilonbség fehérjeszinten eltiinik. A
betegek TPI aktivitasa bar csokkent mértékli, de elég magas a tridzfoszfatok egyenstilyanak
beallitasahoz. Ennek, s annak kovetkeztében, hogy a DHAP-t nemcsak a TPI, hanem a glicerol-3-

foszfat dehidrogenaz is tovabb tudja alakitani, a DHAP-szint csak kismértékben emelkedik.



A neurodegeneracioval osszefiiggo tovabbi tényezok [1, 2]

Tovabbi faktorokat kerestiink, amelyek felelosek lehetnek a két testvér eltérd fenotipusaért.
Az egyik legjelentOsebb eltérést a prolin-endopeptidaz mRNS szintjében és aktivitasaban talaltuk.
A betegebb testvérnél az aktivitas 40 illetve 30 %-kal csokkent a kontrolhoz, illetve testvéréhez
képest. Ismert, hogy hasonld mértékben csokken a prolin-endopeptidaz aktivitisa mas
neurodegenerativ betegségekben - Alzheimer-kor (AD), Parkinson-kor (PD), HD - is (Mantle és
mtsai, 1996).

Osszefoglalok [9, 13]

Felkérésre osszefoglaltuk a TPI-deficienciaval kapcsolatos jelenlegi biokémiai, genetikai és
patologiai ismereteket [9]. Az Osszefoglalo felveti azt a lehetdséget, hogy a TPI-deficiencia
nemcsak hagyomanyos értelemben vett enzimhiany-betegség, hanem egyben un. konformacios
betegség is. Ez utobbi vonatkozasban hasonldésagokat mutat kiilonb6z6 neurodegenerativ
betegségekkel, amelyekben a hibasan feltekered6 (misfolded) fehérjék aberrans
fehérjeaggregaciokon  keresztiill  vezetnek  neuronalis  diszfunkcidhoz. A betegség
patomechanizmusanak altalunk javasolt modelljét egy masik Osszefoglaloban kozoltik [13].
Eredményeinkrdl a 30. FEBS Kongresszuson és a 4. Europai Glikolizis Munkaértekezleten [4]

szobeli el6adasokban i1s beszamoltunk.

Huntington-kér
Az energiametabolizmus vizsgdlata transzgenikus és neurotoxinnal kezelt egérmodellek
segitségevel [4, 15]

A Szegedi Egyetem Neurologiai Klinikaja altal nevelt transzgenikus (mutans huntingtin
(anterior, posterior és cerebellum). Mig az anterior és a cerebellum régiokban nem talaltunk
valtozast, immunhisztokémiai adatok alapjan a posterior régiot jelentésen befolyasolja a HD. Az
agymintakbol sejtmentes extraktumot készitettiink, s ebben mértiik a glikolitikus enzimek
aktivitasat. (Az agy f6 energiaforrasa a gliikdz, ami elsésorban a glikolizisen keresztiil
metabolizalodik.)

Egyes enzimek aktivitasaban jelent6s a kiilonbség. A valtozasok enzimspecifikusak,
fliggenek az agyteriilettdl, és attdl, hogy az adott agyrégioban jelen van-e a mutans huntingtin
fragmens. Ez a variabilitds nem tapasztalhatd a kontrol egerekben. A transzgenikus egerek

esetében legjobban a GAPDH aktivitasa csokkent, azonban a hexokindz aktivitisa magasabb,



mint a kontroloknal, kiilondsen a betegség altal érintett régioban. Mivel a glikolizis f6 kontrolald
enzime a hexokinaz, igy nem meglepd, hogy a glikolizis fluxusa a transzgenikus egerek
morfologiailag érintett agyteriiletérdl szarmazd minta extraktumaban a legmagasabb. A fluxus
novekedése megndvekedett ATP-termeléssel jar.

Osszehasonlitd kisérleteket végeztink a HD-t neurotoxinnal (3-nitropropionsav) valo
kezeléssel szimulalo egerekkel is. A 3-nitropropionsavas kezelés, bar a HD-hoz hasonld
morfologiai és viselkedésbeli tlineteket okozott, molekularis szinten csak részben reprodukalta a
HD kovetkezményeit. Itt is a hexokinaz aktivitasanak novekedését tapasztaltuk, azonban mig az
ATP-szint a transzgenikus allatok agyaban nétt, a 3-nitropropionsavas kezelés esetében csokkent,
vélhetden a toxinnak a mitochondriumokra gyakorolt hatasa folytan, mivel gatolja a complex II-t.

Vizsgaltuk normal és mutans huntingtin fehérjék, valamint a glikolitikus enzimek
kolcsonhatasat a citoszkeletalis elemekkel a transzgenikus egerek agyabol késziilt extraktumban.
Pelletalasi kisérletekben, specifikus antitesteket hasznalva megallapitottuk, hogy a normal
huntingtin igen, a mutans fragmens nem kotddott a mikrotubulusokhoz. Ez azonban nem
feltétleniil jelenti azt, hogy ez a teljes hosszisagu muténs huntingtin esetén is igy van. Erdekes
moddon, a transzgenikus egereknek a betegség altal érintett agyteriiletébol készitett extraktumabol
jelentésen megndvekedett a kikotodott GAPDH mennyisége.

Az altalunk kifejlesztett matematikai modellel le tudtuk irni a HD-s egéragy mintakban
mért, a kontrolhoz képest megndvekedett glikolitikus fluxust (piruvat- illetve NADH-képz6dés
kinetikajat). A sebességi egyenleteket €s a kinetikai paramétereket a kisérletesen meghatarozott
mechanizmusok illetve kinetikai allandok alapjan irtuk fel. A kinetikai modell alapjan azt
javasoltuk, hogy a transzgenikus egerek mintai esetében a kisérletesen tapasztalt, megnovekedett
glikolitikus fluxushoz valosziniileg hozzajarul az intermedier GAP mikrokompartmentalizacidja.
E tekintetben érdekes lehet az, hogy a mutans huntingtin fehérjéhez kotddik a GAP atalakulasat

katalizal6 GAPDH, mig a normal huntingtinhez nem.

A TPPP/p25 és homologjai

Az altalunk ,,ujra felfedezett” TPPP/p25-r6l - Tubulin Polymerization Promoting Protein —
a palyazat kezdetekor azt tudtuk, hogy eldsegiti a tubulnpolimerizaciot (Hlavanda és mtsai,
2002), stabilizalja a mikrotubulusokat (Tirian és mtsai, 2003), és felszaporodik a
szinukleinopathiakra (pl. PD) jellemz6 zarvanytestekben (Orosz és mtsai, 2004). A HGNC
(Human Gene Nomenclature Committee) elfogadta, hogy a korabban egyszeriien p25-nek
nevezett fehérje illetve gén elnevezése az altalunk bevezetett moédon TPPP/p25 (TPPP) legyen
(http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=24164).



A TPPP feherjecsalad [10]

A human genomban talalhato két, a TPPP/p25-hoz képest rovidebb gén, a CGI-38 és a
p25beta, amelyek kiilonboz6 kromoszomakon talalhatok. A gének altal kodolt fehérjék,
amelyeket TPPP3/p20-nak és TPPP2/p18-nak neveztiink el, kb. 60%-0s azonossagot mutatnak
egymassal és a TPPP/p25-tel, azonban hianyzik annak N-terminalis szakasza. A TPPP3/p20-at
els6ként izolaltuk fehérjeként, marhaagybol [10]. Mindharom fehérjét klonoztuk és izolaltuk.
Kiilonboz6 predikeios és szerkezetvizsgalati modszerekkel megmutattuk, hogy mig a TPPP/p25
nagymértékben rendezetlen fehérje, addig a TPPP3/p20 kisebb mértékben, a TPPP2/pl8
jelentésen rendezettebb [6, 10]. A legegyértelmiibben rendezetlen régid a csak a TPPP/p25-ben
meglévé N-terminalis farok. Funkcionalis tulajdonsagaik is nagymértékben kiilonboznek. A két
hosszabb paralog in vitro és in vivo egyarant kétegeli a mikrotubulusokat, a TPPP2/p18 viszont in
vitro csak igen gyengén kotdédik a tubulusokhoz, és homogénen oszlik el a tranziensen
transzfektalt HelLa sejtek citoszoljaban. A két hosszabb fehérje stabilizalja a mikrotubularis
halozatot, kivédik az antimitotikus szerek hatasat, azaz "MAP"-ként viselkednek. JelentOs
kiilonbség azonban kozottik, hogy csak a TPPP/p25 overexpresszidja eredményezi
"aggreszoma"-szerli képzodmények (aggregatumok ) létrejottét [10]. (A mikrotubularis haldzat
jelent6s atrendez6dése soran képz6do "aggreszoma" a centroszoma koriil figyelheté meg.) Mivel
csak a TPPP/p25-6t talaltuk/talaltak meg eddig a szinukleinopathidkra jellemz6 zarvanytestekben
(pl. [3,7]), igy az aggreszoma-képzodést tekinthetjiik a patologias eset modelljének is.

., Patolégias” sejtmodellek [3, 7]

E zarvanytestekben (un. Lewy-testek) a TPPP/p25 €s az a-szinuklein teljes kolokalizaciot
mutat. Emellett kimutattuk benniik a GAPDH jelenlétét [7] és részleges kolokalizaciojat a fenti
fehérjékkel. E jelenséget ebben az esetben is modellezni tudtuk az EGFP-TPPP/p25 HelLa
sejtekbeli overexpresszidjaval. Az ekkor képz6dott "aggreszomaban" a GAPDH részben
kolokalizdl a TPPP/p25-tel. (Alacsony expresszional sem aggregatumképzddés, sem
kolokalizacié nem tapasztalhato.)

A TPPP/p25 tranziens expresszidjanak a HelLa sejtek energiaallapotara vald hatasat a
mitochondridlis membran polarizacios allapotanak valtozasa alapjan tanulmanyoztuk. TMRE-t,
egy fluoreszcens festéket hasznaltunk, amely csak a hiperpolarizalt, miikodé membrant festi meg
[7]. A membran polarizacios allapota kizarolag overexpressziokor valtozott. A kontrol vagy az
alacsony expresszioju sejtek hiperpolarizalt membranjatol eltéréen ekkor a membranpotencial

Osszeomlott, ami a citoszolikus és a mitochondrialis NAD+-"pool"-ok kiiiriilését eredményezte.



SK-N-MC neuroblasztoma sejtekben csak alacsony szinten lehetett kifejezni a TPPP/p25-6t, de
ekkor sikeriilt stabil sejtvonalat eldallitanunk [3] és (Orosz és mtsai, 2004). E sejtekben a
membranpolarizacid nem valtozott, ugyanakkor az ATP-szint mintegy madsfélszeresére nott,
jelezve a fokozott energiatermelést. Erdemes ezt 6sszevetni avval, hogy HD-transzgenikus egerek
patoldgiasan érintett agyteriiletén hasonldképpen megnodvekedett az ATP-szint. Feltételezésiink

szerint ez egyike lehet a neurodegenerativ betegségek kozos jellemzoinek. (Lasd ezt alabb [13].)

A TPPP/p25 kolcsonhatasai. Foszforildacioja és ennek funkcionalis szerepe [11]

A GAPDH mellett még tovabbi kolcsonhatd partnereket azonositottunk marhaagybol
affinitaskromatografiat (immobilizalt TPPP/p25-6t hasznalva) vagy immunprecipitaciot kdvetd
tomegspektrometriaval [7]. E kdlcsonhatasok koziil tobbnek in vivo is funkcionalis szerepe lehet:
mitogen-aktivalt protein kindz 1 (ERK2), foszfataiz 2A inhibitor [2PP2A, elongacios faktor
1o sth. A TPPP/p25-tel kdlcsonhato fehérjék kozott azonositottunk egy MAP-kinazt (ERK2). In
silico elemzéssel megmutattuk, hogy a fehérje valoban tartalmaz egy un. ERK-dokkolo
szekvenciaszakaszt [11]. E fehérje azonositasa kiilonds jelentdseggel birt foszforilacios
munkdinkkal kapcsolatban. Megallapitottuk, hogy ez a kindz foszforilalja a TPPP/p25 kiilonosen
rendezetlen N-terminalis részén 1év6 Ser/Thr oldallancokat (Thr14, Ser18). Ugyanezen helyek
Cdk5-tel (ciklin dependens kinaz 5) is foszforilalhatok, mig a PKA (cAMP-fliggé protein kinaz) a
Ser32-helyen foszforilal [11]. A TPPP/p25 fizioldgias szerepének megismeréséhez fontos a
poszttranszlacios modositasok, igy a foszforilaltsag ismerete. A fenti harom hely in vivo is
foszforilalva van, mint azt az altalunk marhaagybdl tisztitott fehérje MS vizsgalata mutatta [11].
(Ezt tobb, masok altal végzett proteomikai vizsgalat human és ragesald agy esetén is
megerdsitette (Collins és mtsai, 2008; Trinidad és mtsai, 2008).) E foszforilacios helyek
fontossagat mutatja, hogy filogenetikai elemzésiink szerint a fehérje rendezetlen N-terminalis
"farkanak" aminosav-szekvencidja igen kevéssé konzervativ, az emlitett foszforilacios helyek
illetve konszenzus szekvenciak kivételével. Azt tapasztaltuk, hogy a TPPP/p25 foszforilacidjanak
szerepe van a mikrotubulus szervezddésének szabalyozasaban. A Cdk5-tel és ERK2-vel torténd
foszforilaci6 hatasara modosulnak a TPPP/p25 — tubulin kélesonhataskor bekovetkez6 szerkezeti
valtozasok, ill. megsziinik a TPPP/p25 tubulinpolimerizalé képessége. A PKA-val torténd
foszforilacionak e folyamatokra nincs hatasa [11]. Mivel az ERK2 és a Cdk5 nem csak egy
helyen foszforilalja a fehérjét, igy olyan mutansokat allitottunk eld, amelyek szimulaljak a
kiilonboz6 helyeken foszforilalt/defoszforilat TPPP/p25-6t. Ezek vizsgalata folyamatban van.

A TPPP/p25 ¢és mas mikrotubulushoz kotédo fehérjék (MAP-ek) szekvencia-

Osszehasonlitasaval valdszinlsitettik a TPPP/p25 mikrotubulus-kotd szakaszat [11]. Ezt



kisérletes, még nem publikalt eredményeink is alatdmasztjak.

A TPPP/p25 szerepe az oligodendrocita differencidcioban [14]

A TPPP/p25 az agyban els6sorban az oligodendroglia sejtekben fordul elé (Takahashi és
mtsai, 1993; Kovacs és mtsai, 2007). Ujabb eredményeink azt mutatjak, hogy a TPPP/p25
sejtekbdl érett, mielinizaldé oligodendrocitak képzOdnek, ami elagazd, mikrotubulus-alapu
nyulvanyok kialakulasaval jar egyiitt. CG-4 sejteket hasznalva (amelyek patkdny agyi primer
sejtkultirabol  szarmazd bipotencialis - ologodendrocita/asztrocita - progenitor sejtek)
egyértelmiien bizonyitottuk a TPPP/p25 szerepét az oligodendrocita differenciacioban. Az érési
folyamat soran egyre né a TPPP/p25 mennyisége. A fehérje egylitt lokalizalodik a mielin bazikus
fehérjével (ami a differencialodott oligodendrocitak szokasos markere), elsGsorban a
nyulvanyokban. Ezen adataink 0Osszhangban vannak Goldbaum és mtsai (2008) veliink
parhuzamosan kapott azonos eredményeivel.

Itt emlitem meg, hogy kiilonbdz6 neurodegeneracios betegségek esetében (tobbek kozott
ADm HD, PD, MSA, DLBD), az altalunk eldallitott antitesteket haszndlva vizsgaltak
kollaboratoraink a TPPP/p25 el6fordulasat zarvanytestekben. Meger6sitették, hogy a TPPP/p25
elsésorban a szinukleinopathidkra (PD, MSA, DLBD) jellemzd aggregatumokban, az o-
szinukleinnel egyiitt jelenik meg, ezen kiviill HD-ban néhany extracellularis struktiraban, a

huntingtinnel egyiitt (Kovacs és mtsai, 2007).

A TPPP feherjék ciliaris szerepe [5, 16]

A mar ismert genomok vizsgalata a BLAST program segitségével felfedte, hogy a TPPP
csalad tagjai csak olyan él6lényekben fordulnak eld, amelyekben van csillo/ostor illetve alapi
test/centriola. (Ezek valamennyien mikrotubulusban gazdag szervezddések.) Ez alapjan
javasoltuk, hogy a TPPP/p25-nek vagy valamelyik homoldgjanak szerepe lehet e
szuperstruktirak miikodésében és az ezekhez kapcsolodo folyamatokban, mint pl. a sejtciklusban.

A TPPP/p25 ciliaris el6fordulasat publikalatlan immunhisztokémiai eredményeink igazoljak.

Osszefoglalé munkik [5, 9, 13, 17-19]

Felkérésre 0szefoglalokat irtunk a TPI-hianyrol [9] valamint a TPPP fehérjékrol; ez utobbi
témaban tobbet is [5,17, 18].

A neurodegeneracios folyamatok energiametabolizmusarol részben sajat munkéankon is



alapuld Osszefoglalot irtunk. (Energy Metabolism in Conformational Diseases) [13]. Ebben
elsésorban az AD, HD, PD és a TPI-deficiencia energetikai vonatkozasait, a gliikoz- és
laktatfogyasztas, az ATP-termelés és -felhaszndlds, a neurondlis aktivalads és az aberrans fehérje-
fehérje kolcsonhatasok kapcsolatat targyaltuk. Felhasznaltuk a TPI-hidny, a HD egérmodellek és
a TPPP/p25-6t overexpesszald sejtmodellek vizsgalataval kapott egybevagd eredményeinket,
amelyek alatdmasztjak, hogy a neurodegenerativ betegségek egyik kozos jellemzdje lehet az,
hogy a kor kezdeti stadiumaban - illetve az ezt modellez6 sejtekben - fokozott energiatermelés
sziikséges az aberrans fehérjestruktirak eliminalasahoz.

Eredményeink elismeréseképpen a Springer kiado felkérésére szerkesztettiink egy kotetet,
amely a neurodegeneracios korképeket mint konformacios betegségeket targyalja, elsésorban e
betegségek fehérjeszerkezeti alapjaira fokuszalva. A konyv a kiado "Focus on Structural Biology™"

sorozataban jelent meg [19].
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