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A fehérjeaggregacié és amiloidképzodés szerkezeti alapjai; a kulonféle
morfoldgiaj U aggregatumok kialakulasanak kortlményei ésin vivo hatasuk
vizsgélata

Vezet6 kutatd: Kardos Jozsef, ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék
Osszefoglal6

Fehérjeaggregaciora, amiloidképzédésre vezethetd vissza szamos neurodegenerativ betegség.
Az Ujabb eredmeények szerint e betegségek kiaakulasaban az amiloid forman kivil szerepet
jdtszanak az egyéb aggregdumok, pl. az oligomerek, szférikus aggregatumok,
protofilamentumok, amelyek toxikusabbak lehetnek az €6 sgjtek szdméara. Mig a nativ,
globuléris fehérjék foldingja jol ismert, keveset tudunk az amiloid szalak szerkezetérol,
kialakulasuk mechanizmuséardl, és az dket stabilizalé tényezokrol. Az atalunk kidolgozott
izotermalis titrécios kalorimetriai eljardssal és a fehérjeaggregatumok magas homérséklet
jellemzése, a fehérjeaggregdtumok stabilitésat meghatarozé tényezok felderitése. Az amiloid-
B peptid fragmentumaibdl és mas fehérjekbdl kulonféle morfologigu aggregatumokat
képeztink (oligomerek, szférikus aggregdtumok, protofilamentumok, amiloid szak).
Vizsgdltuk, hogyan hat&rozzdk meg a kornyezeti feltételek ezek kialakuldsét, milyen
kapcsolat van a morfologia és a masodlagos szerkezet kozott. Nem tisztazott, hogy az
Alzheimer-kér korai szakaszdban milyen aggregdtumok felelések a memaoriafunkciok
zavaraért, azok hol és hogyan fejtik ki hatasukat. Eljarést dolgoztunk ki az aggregdtumok
oligomerizacios fokénak fluoreszcens jeldléssel vald detektdldséra. In vivo mérésekkel
tanulmanyoztuk a kulonféle aggregatumok idegrendszeri hatasat. Felderitettik a
lizofoszfolipidek szerepét az amiloidképzodésben. A terv megvalOsitasahoz  komplex
biofizikai, fiziko-kémiai és elektrofizioldgiai modszereket haszndltunk.

A pélyézatban elért konkrét eredmeények rovid ismertetése

1. Az atalunk korabban kidolgozott izotermalis titracios kalorimetriai modszer segitségével
meghataroztuk az Alzheimer -amiloid, a po-mikroglobulin K3 fragmentuma és mas peptidek
polimeriz&cidjdnak termodinamikai paramétereit. A reakcidhoz tartoz6 entdpia és
fahovéltozés eredmények arra vilagitanak ra, hogy az amiloid szerkezetet stabilizalo



kolcsonhatasok sulya jelentésen eltér a globularis fehérjék méar jol ismert esetétél. Az
eredményeket dsszefoglal 6 kézirat publikdlas aatt al.

2. Kimutattuk, hogy a p2m amiloid szdlak hé hatasara lebonthatoak, amely reverzibilis, gyors
egyensilyra vezet6 folyamat. Magas homérsékleten az amiloid szélakkal a monomer
molekul&k tartanak egyensulyt. A ho-indukdt depolimerizacié mechanizmusat két folyamat
hatdrozza meg, a szalvégekrol torténé disszociécio, és a szaak torése. Felvetédott a kérdeés,
hogy a szdlak torése vajon végbemehet-e fiziologids homérsekleten is. JOl ismert, hogy az
amiloidképzodés erésen nukleaciofiiggs, a tisztdn  monomereket tartalmazd  oldat
polimerizécidja csak hossz( lag-fézis utan indul el. Magok hozzéadaséra azonban a f2m
késedelem nélkil amiloid szdlakat képez. Az irodalomban a spontédn nukleacio jelenségével
magyarézzak alag-fézis végét jelentd felgyorsult reakciot. Egy masik |ehetséges magyarédzat a
szalak torése és igy polimerizaciora képes ) szalvégek keletkezése. Hipotézisiinket a reakcio
kinetikgjanak fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgdlataval és eektronmikroszképos
felvételekkel bizonyitottuk. Kimutattuk, hogy a szalak érzékenyek a mechanikai behatasokra
is. Eredményeink arra utalnak, hogy a szdlak torése in vivo szerepet jatszhat a betegség
idobeli lefutasaban és akér egyetlen f2m amiloid szél kialakulésa is elindithatja a betegség
kifejlodéset.

Vizsgdati médszeriink alkalmasnak bizonyult az amiloid szalak szerkezeti stabilitasanak
jellemzésére és kulonbdzé adalékanyagok hatdsanak érzékeny vizsgdatara. Tovabbi
meéréseket veégeztink a f2m amiloid szalakon és megmutattuk, hogy a stabilités nagyon
erésen fligg az ioner6sségtol, tovabba kimutattuk specidisionok stabilitasra gyakorolt hatését.
Ilyen volt a szulfation, amely mér 2 mM koncentréacidban is jelent6s stabilizal 6 hatést fejtett
ki. Tanulméanyozand6, hogy vaon a feltart torvenyszeriségek &taanosithatok-e més
fehérjékre is, a vizsgdlatokat elvégeztik a f2m fehérje Ugynevezett K3 fragmentuman és a
Parkinson-korban szerepet jatsz6 a-synuclein fehérjén is. Mindkét esetben az amiloid szalak
h6 hatasara disszocia 6dtak, megerésitve, hogy az amiloid szdlak a kordbbi vélekedésekkel
ellentétben dinamikus szerkezetii fehérjepolimerek, amelyekben az egyensily eltolhaté a

disszociacio iranyaba.

Az eredményeket a Biochemistry folydiratban publikdtuk (Biochemistry, (2011) 50, 3211-
3220.). Mivel a vizsgdlati médszer jol hasznalhatd az aggregaciot gétld gyogyszermolekul &k
kifgjlesztéséhez, felkeltette a Global Medical Discovery folydirat figyelmét akik engedéyt



kértek a Biochemistryben megjelent cikkink absztraktjanak a “Top Scientific Articles’
rovatban torténd kozlésére.

3. In vitro semleges pH értéken a 32m csak adalékanyagok hatasara képez amiloid szdlakat.
Kozponti kérdés, hogy in vivo milyen tényezék jaiszanak szerepet a fehérje
polimerizécigjdban és lerakddasaban. Korabban kimutattuk, hogy a natrium-dodecil-szulfat
(SDS) semleges pH mellett amiloidképzodést indukal. Ebbol kiindulva megvizsgaltuk az
SDS-hez hasonl6 felépitést, fiziologidsan el6forduld lizofoszfolipidek szerepét a f2m
polimerizécidjdban. A monomerek szerkezetére és stabilitdsdra gyakorolt hatast CD
spektroszkopiaval és kalorimetriaval vizsgaltuk, az amiloid szdlakat fluorimetrias mérésekkel,
illetve elektronmikroszkopiaval detektdtuk. Megmutattuk, hogy alizofoszfatidsav (LPA), egy
a vérben jelenlévo lizofoszfolipid, képes specidlis kolcsonhatasba [épni a fehérjével. Az LPA
a nativ, monomer fehérje szerkezetét destabilizdlja, illetve magok jelenlétében eldsegiti az
amiloidszdlak képzodését. Ez felveti az LPA és a hozza hasonlé lipidek szerepét a
vesedializishez kotott amiloiddzis kialakulasdban. Az eredményeket tobb nemzetk6zi és hazai
konferencian mutattuk be, az eredményeket tsszefoglalé cikket a Biochemistry folydiratban
publikdtuk (Biochemistry (2009) 48, 5689-5699.).

In silico dokkolas segitségével feltérképeztik p2m amiloidképzodését eldsegité natrium
dodecil szulfat valoszintsithetd kotohelyét. Kimutattuk, hogy a lizofoszfatidsav, amely
eredményeink aapjan hasonld specifikus hatassal rendelkezik, ugyanazt a kotohelyet
preferdja a p2m molekula felszinén. Limitalt proteolizissel vizsgatuk, hogy az SDS és LPA
hatasara fellazulé monomer B2m molekuldban milyen hasitéhelyek exponaodnak. Ezeket
tomegspektrometridval azonositottuk, és megdlapitottuk, hogy a megjosolt SDS-kétohely
kozelében helyezkednek el. Az eredmények alapjan fehérjemuténsokat terveztink. Az
expresszalt és megtiszitott toltésmutansokon megvizsgaltuk alizofozsfatidsav és az SDS nativ
szerkezetre gyakorolt destabilizdé hatésdt CD és FTIR spektroszkdpia segitségével, illetve
tanulmanyoztuk a mutaciok polimerizaciora gyakorolt hatasat is. Az eredmények igazoljak
hipotézistinket a lipidk6tédés helyét és mechanizmusét illetéen.

4. In vivo kisérleteket végeztiink patkanyokon és egereken a fehérjeaggregacio hatasanak
tanulmanyozésara Dr Juhdsz Gabor vezetésevel mikddé Proteomika (Neurobioldgiai)
Kutatocsoporttal egyittmikddve. A régcsaok (egér) substantia innominata - nucleus basalis
magnocellularis (SI-NB) magkomplexe megfeleltetheté az ember Meynert rétegének. A
sgjtcsoport kolinerg neuronjai az Alzheimer-korban elsoként pusztulnak el. Sikerllt a



betegség egy (in vivo) dlatmodelljét bedlitanunk, melyen tanulmanyozni lehet kilonb6zo
neuroprotektiv anyagok hatasadt. Az Alzheimer-korban szerepet jaiszO AP(1-42) peptid
injektalasdval reprodukdhatd sejtpusztulédst vatottunk ki, és ezt mind a kolinerg neuronok
szamaban, mind a kortikalis roststirtisegben kimutattuk. 2D-DIGE mddszerrel vizsgétuk az
APB(1-42) aggregdtumainak egér agyi protedmra gyakorolt hatasat s dsszefliggést taldtunk az
aggregécios fok és a kifgjtett hatés kozott. A beinjektalandd peptid aggregacios fokét
atomerémikroszképia (Prof. Kellermayer Miklos laboratériuméban), amiloid specifikus
thioflavin-T fluoreszcencia és fényszoras segitségével kovettik. Az eredmeényeket a

Neuroendocrinology folydiratban k6zoltik (Neuroendocrinology, (2011) 93, 90-105.).

Patkényokon az Alzheimer-koérban szerepet jatsz6 AB(1-42) peptid amyloid aggregatumainak
hippokampadlis , population spike’-ra gyakorolt hatésat vizsgéltuk. Az elektrofiziol6gias
mérések atatasban és szabadonmozgd dlatokban is elvégzésre kerlltek. Emellett AFM és
fluoreszcenciaspektroszkopia segitsegével elvégeztik az aggregatumok in  vitro
karakterizdésat. Megdlapitottuk, hogy a beinjektdlt monomer peptid nem fet Ki
elektrofiziol6gias hatast, mig a kismeéretii oligomerek excitatorikus hatést fejtenek Kki.
Meglepd mddon a nagyobb méreti aggregdtumok, amilois szdlak gatlo hatast fejtettek ki.
Ezek az eredmenyek magyarazatot adtak az irodalomban taldhaté ellentmondasos
eredményekre is, mivel a kordbbi elektrofizioldgias munkékban nem vizsgdték (vagy nem
megfeelé korultekintéssel) az aggregdlt peptidek oligomerizéaci és fokéat.

Az eredményeket Pragaban az AD/PD 2009 konferencian (9th International Conference on
Alzheimer’s Disease and Parkinson's Disease) illetve a Brain Research cimii folyGiratban
elfogadott cikkben publikaltuk, melynek megosztott utolsd szerzéje Kardos Jozsef (Brain
Research, (2010) 1354, 227-235.).

5. A fehérjeaggregatumok kialakuldsdban és stabilitésdban fontos szerepet jatszik a
fehérjemolekulak felszinének a korll6ttik 1évé viz molekulakkal torténd kolcsonhatasa. Az
amiloid szerkezet hidratacios viszonyait tanulmanyozzuk Tompa KAmannal és csoportjaval
(KFK1) illetve Tompa Péterrel (Enzimoldgia Intézet) egyUttmikodésben. NMR kisérletekkel
meghataroztuk a pm kilonb6z6 konforméacidihoz (nativ, rendezetlen, amiloid) tartozé

hidrataci 0s burok méretét és tulgjdonsagait.

6. Korabbi munkank folytatasaként elsokent sikertlt a Clr modularis szerin proteaz

katalitikus fragmentumét kristélyositani és Rontgen-szerkezetét megoldani. A C1r molekula a



komplement rendszer els6, C1 komplexének enzim alkotdja, mely képes autoaktivaciora és a
kaszkad kovetkezé enzimjének, a Cls-nek a hasitéséra. A szerkezet ismeretében 0 modellt
alkottunk az autoaktivacié mechanizmusara vonatkozéan. Eredményeinket a Molecular
Immunology folyGiratban publikdltuk (Molecular Immunology (2008) 45, 1752-1760.).
Elkezdtik az amiloid aggregatumok komplement rendszert aktival 0 hatésanak vizsgaatdhoz a
kisérletek bedllitasat, szdmos nehézséggel taldlva szembe magunkat.

7. Az amiloidképzédés és mas molekuléris kolcsdnhatasok vizsgdatéra dtalunk alkalmazott
modszereket, mint példaul az izotermalis titracids kalorimetria, sikerrel alkalmaztuk a Prof.
Zavodszky Péter kutatoesoportjaval valo kollaboracio keretében az IPMDH enzim katalizalta
reakci6 termodinamikajanak tanulmanyozasara. Az eredményeket a Biophysical Journal cimii
folyoiratban publikatuk (Biophys. J (2009) 96, 5003-5012.).

8. Vizsgdtuk, hogy a 2m kiulonbdzo kértlmények kdzott novesztett amiloid szélai azonos
szerkezetiiek-e. A kérdés ott nyer fontossagot, hogy a polimerizaciora gyakran hasznalt
alacsony pH-ju kortlmény tavol dl afiziol6giastol, mig a betegség esetében az amiloid szalak
kozel semleges pH-n aakulnak ki. Ezé&rt SRCD és FTIR spektroszkOpia segitségével
Osszevetettik a savas pH képzett szalakat a semleges pH-n SDS illetve LPA jelenlétében
novesztett szdlakkal. Az SRCD mérésekhez sikerrel palyaztunk gépidét a SOLEIL French
Synchrotron Radiation Facility intézménynél.

A cirkuléris dikroizmus (CD) spektroszkopia kivaldan alkalmas a fehérjék masodlagos
szerkezetének vizsgdatéra, ezen belll elsésorban az o-hélix tartalom mérésére. Nagy -
szerkezet tartalom esetén azonban hasznd hatosaga korlaozott, ami kilénésen igaz az amiloid
szalakra. Ennek oka egyrészt az amiloid oldat nehéz mérhet6sége, méasrészt a masodlagos
szerkezet becsléséné haszndlt referenciaspektrumok hianya. Célul taztik ki, hogy
szinkrotron-CD (SRCD) spektroszkopia segitsegével, mely szélesebb hulldmhossz-tartomanyt
€s nagyon fényintenzitast biztosit, minél tobb fehérje amiloid formgjat mérjuk ki, amelyekbol
referencia adatbazist készitlink, és médszert dolgozunk ki a fehérjeaggregatumok masodlagos
szerkezetének pontosabb meghatérozasara. Sikertilt megmérniink a g-amiloid, p2m, K3, és a-
synuclein fehérjek kulonbozé formainak spektrumait, az eredmények kiértékelése
folyamatban van. JO esélylnk van ra, hogy ismét sikerrel palyazzunk gépidére a SOLEIL
French Synchrotron Radiation Facility intézmenynél a mérések fol ytatasara.



9. Egyuttmukdodésben Prof Yuji Goto laboratoriumaval tanulmanyoztuk a f2m fehérjével
homol6g immunglobulin kénnyt lanc konstans doménjének (CL) amiloidképzdésben
betdltott szerepét. Megdllapitottuk hogy a CL domén a f2m-hez hasonl6an viselkedik, és nem
kizart, hogy szerepet jatszik a kbnnytlanc asszociat amiloidozis betegseg kial akulasaban. Az
eredmények a FEBS Letters folyoiratban elfogadott cikkben publikdtuk (FEBS Letters,
(2010) 584, 3348-3353.).

10. A B2m-lipid kolcsonhatés vizsgdlatanal alkalmazott izotermdlis titracids kalorimetriai
modszert sikerrel alkalmaztuk egy masik modellrendszerre, mégpedig a kalmodulin-SPC
(szfingozilfoszforil kolin) interakcid vizsgaatara. Az eredményeket a FASEB Journal
folydiratban kozoltik (FASEB J. (2010) 24, 3829-3839.) a cikkben Kardos Jozsef és Liliom
Kéroly megosztott utolsd szerzok.

11. A fehérjék stabilitasanak és esetleges rendezetlensegének mitkédésben betdltott szerepét
tanulmanyoztuk az C1r komplement komponens CUB2 doménjének H/D kicserélodés, CD
spektroszkdpia, DSC és ITC mbddszerekke torténd vizsgdlataval. Kimutattuk, hogy a CUB2
domeén biztositja a C1r molekula mitkodéséhez szilkséges nagymeértekii flexibilitést, mégpedig
szerkezetének destabilizacioja, rendezetlenné valasa dtal. A munka Dr. GA Péter és Dr.
Zavodszky Péterrel egytttmiikdésben tortént, és bar szorosabban véve nem amiloid témaju,
azonban ahhoz kozel all a rendezett-rendezetlen-polimer egyméssal koélcsonhatasban 1évé
fehérje konformaciés @lapotok megértésere iranyuld torekvésben. Réadasul az
amiloidképzédés és mas molekularis kolcsonhatasok vizsgalatara atalunk akamazott
modszereket tudtuk kivAdldan alkalmazni a projektben. Az eredményeket a Journal of
Biological Chemistry folydiratban kdzoltik (J. Biol. Chem. (2010) 285, 11863-11869.)
Kardos Jozsef megosztott elso szerzo.

12. Eldlitottuk az Alzheimer-koér kialakulasaéert felelés B-amiloid peptid rekombinans DNS
konstrukcioit. A 40 ill. 42 aminosav hosszisagl Ap vatozatokat sikerrel fejeztik ki E.
coliban, és eljarast dolgoztunk ki az olcso és hatékony tisztitdsra. Ezen eredmény jelentésége
abban all, hogy igy olcson és megfelelé mennyiségben tudjuk eléallitani a peptidet nagy
anyagigényt kisérletek szaméra is, tovabba ezzel lehetésegink nyilik izotopjeldlt peptidek
godlitasara is NMR mérések szamara. Az dtalunk el6dlitott AP peptidek amiloidképzését
atomerémikroszkopia segitségével vizsgatuk Prof. Kellermayer Miklés csoportjaval
egyuttmikddésben (SE Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet), illetve az ELTE Biolégiai
Intézetének sgjat Uj transzmisszids el ektormikroszkdpjaval .



FRET jelenségre alkalmas Bodypi fluoreszcens festékparok segitségével jeldlt AP peptideket
alitottunk e€l6. Alaphipotézisiink szerint a két féle jeldlt peptid keverékének aggregdtumai
dtal adott FRET hatésfok fligg az aggregatumok molekulédris szervezodésétsl és
morfologigjatdl. Ezaltal a FRET meérésébol az aggregatumok, amiloid szdlak tipusa
azonosithatova vahat. Ennek jelentésege abban dl, hogy alkalmas lehet in vivo mintak
esetében a lerakddott amiloid aggregatumok morfol 6gidjanak, oligomerizaciés fokanak in situ
meghatarozésara. Jelenleg csak néhany tdbbé kevéshé oligomerizaci és fok-specifikus antitest
haszndlhato ilyen célra. Az aggregdtumok szévetbdl torténd visszaizoldlasa és azonositasa
anélkul, hogy azok konformacioja ne médosuljon, nehéz, ha nem lehetetlen feladat. A jeldlt
peptidek hatasanak vizsgdatédval reményeink szerint kézelebb kerlilhetlink az oligomerizacié
és morfolégia - in vivo hatas 6sszfliggések meghatarozasahoz. Jelenleg a munka az in vitro
kisérleteknél tart, sikerllt a FRET hatékonysagban kilonbséget kimutatni a kisméreti

oligomerek és az amiloidszal ak esetében.

13. Vizsgaltuk a Tcbb minifehérje kilonbozé formainak amiloidképzését CD és FTIR
spektroszképia, ThT fluoreszcencia és elektronmikroszképia segitségével, Prof. Perczel
Andrassal egyuttmikodve. Az eredmeények azt mutattak, hogy a minifehérje kitiin modell a
fehérjék kulonféle konformacios dlapotainak tanulmanyozasara. Az eredményeket
Osszefoglal 6 kéziratot bekildtik, elbiralas alatt all.

A palyazat eredményessége

Palyazatunkat sikeresen végrehajtottuk, ennek soran eddig 9 kézlemeényink jelent meg
referalt nemzetkozi folyoiratban, melyek dssz impaktfaktora 37. A munkaba szamos alap és
mesterszakos hallgato, illetve tobb doktorandusz is bekapcsolddott, igy a palyazat anyagabdl
tobb szakdolgozat és disszertécid is szlletett. PAl Gabor Henrietta 2011-ben sikeresen
megvedte doktori disszertécidjat, Micsonai Andras pedig atervek szerint 2013-ban fog védeni.
A péayazat keretében végzett in vivo Kkisérletekre aapozva Dr. Juhasz Gébor
kutatocsoportjaban Orban Gergely szintén idén fogja doktori munkgjat megvédeni. Mindezek
az OTKA tdmogatasa né kil nem val 6sulhattak volna meg.
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