Irodalmi hattér

A tarsadalom eloregedésével a sulyosan idiilt neurodegenerativ betegségek egyre komolyabb
egészségligyi és tarsadalmi problémat jelentenek. A neurodegenerativ, ezen beliil is az in. konformacios
betegségek kialakuldsa tobblépcsds folyamat, melynek kiindulépontja egy vagy néhany specifikus
fehérjevarians, melyek aberrans kdlcsonhatasokat alakitanak ki, fokozott aggregacios készséget mutatnak,
ami az agy adott teriiletein zarvanytestek kialakulasahoz és végiil sejtpusztulashoz vezet (Taylor et al. 2002).
Ilyen konformacids betegségek jellemzd fehérjéi példaul a béta-amyloid és a hiperfoszforilalt tau
(Alzheimer-kor (AD)), a mutans huntingtin (Huntington-kor (HD)), az alfa-synuclein (Parkinson-kor (PD))
(Johnson et al. 1998). K6zos vonasuk, hogy szerkezet nélkiili (,,unfolded”) vagy megvaltozott szerkezetii
(,,misfolded”) fehérjék.

A Tubulin Polymerization Promoting Protein, TPPP/p25 egy uj, agy-specifikus, szerkezet nélkiili
fehérje, melyet munkacsoportunkban azonositottunk (Hlavanda et al. 2002). A TPPP/p25 elsddleges
célpontja a tubulin/mikrotubuléris rendszer. Két jellegzetessége a konformacios betegségek vonatkozasaban
a kovetkezd: egyrészt eredendden szerkezet nélkiili; masrészt human patologids agyszovetben a neuronalis és
glialis zarvanytestekben halmozodik fel synucleinopatiak (pl. PD) esetében (Orosz et al. 2004; Kovacs et al.
2004). A TPPP/p25 szerkezeti-funkcionalis jellemzése és kolcsonhatd partnereinek azonositasa alapvetd
szerepet jatszik a fehérje fizioldgias €s patologias szerepének megismerésében, gyogyszercélpontként valo
azonositasaban.

A neurodegenerativ betegségek patomechanizmusanak vizsgalata napjainkban intenziv kutatas
targyat képezi, kiilonb6z6 mechanizmusokat javasoltak, pl. oxidativ stressz, mitokondrialis diszfunkcio, az
intracellularis transzportfolyamatok és a szinaptikus ingeriilet atvitel zavara (Beal, 2000; Perez-De La Cruz
and Santamaria, 2006; Landles and Bates, 2004), melyeket a betegség kialakulasaval hoznak 6sszefiiggésbe.

Keveset tudunk azonban a szerkezet nélkilli/megvaltozott szerkezetii fehérjéknek az
energiametabolizmussal kapcsolatos hatasairdl. Az agy f6 energiaforrasa a gliikoz, amely a glikolizisen és a
terminalis oxidacion keresztiil metabolizalodik, melynek soran a sejtek funkcioihoz sziikséges ATP
termelddik. Ismert volt, hogy néhany glikolitikus enzim kdlcsonhat a neurodegeneracido marker fehérjéivel
(Ovadi et al. 2004), tovabba mitokondrialis diszfunkciorol is beszamoltak (Gandhi and Wood, 2005; Gu et
al. 1996). Arra a kérdésre kerestiink vélaszt az elmult években, hogy a neurodegeneracio kialakulasaért
elsddlegesen felelds fehérjék befolyasoljak-e kozvetlenill az energiametabolizmust illetve ha igen, milyen
molekularis mechanizmusok révén. Azért, hogy valaszt kapjunk a fenti kérdésre stratégiat dolgoztunk ki,
melynek 1ényeg a kovetkezd: i) meghatarozzuk az egyedi enzimek kinetikai paramétereit (V.x €s Ky), ii)
melyek, valamint az egyes enzimek ismert sebességi egyenletinek felhasznalasaval ,,szimulaljuk” a
metabolizmus adott szakaszanak fluxusat, iii) majd Osszevetjiik a kisérletesen, az adott koriilmények kozott
meghatarozott fluxussal. Ezt a stratégiat a glikolizis rendszer szintli leirasara, valamint a mutaciok vagy

egyéb tényezok altal indukalt hatasok jellemzésére alkalmaztuk.



Az energiametabolizmus és a Huntington-kor kapcsolata

A mutans huntingtin miatt kialakulé zarvanytestek és az energiametabolizmus kapcsolatat (glikolizis
¢s mitokondrialis komplexek) vizsgaltuk lokalis és rendszer szinten mutidns huntingtint expresszalod
transzgenikus egerekben (2,12). Eredményeink azt mutatjak, hogy a mutacié - mely eredményeképpen a
huntingtin fehérje N-terminalis szakasza (171 aminosav) expresszalodik egy rendezetlen, hosszl
poliglutamin szakasszal - a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) aktivitas csokkenését, mig a
hexokinaz (HK), az enolaz és a piruvat-kinaz (PK) aktivitasa novekedését idézte eld. A lokalis valtozasok
Osszessége rendszer szinten a glikolitikus fluxus aktivalodasahoz és magasabb ATP-szinthez vezetett;
magasabb szinthez, mint azt az egyedi enzimek aktivitdsaiban bekdvetkezett valtozasok alapjan varhato
lenne. Ugyanakkor a kontroll allatok esetében a modell altal szamolt és a kisérletesen mért fluxus
megegyezett. A kisérleti adatokon alapuld modellezési technikaval lehetévé valt egy un. ,,metabolit
channeling” mechanizmus azonositasa a glikolizis egyik elagazé pontjanal, nevezetesen, hogy a mutans
huntingtin fehérje poliglutamin része koordinalni képes a GAPDH-aldolaz komplexet, melynek révén a
gliceraldehid-3-foszfat intermedier kozvetlen atadodhat az aldolaz aktiv centrumardl a GAPDH-ra, ezaltal
iranyitva, hatékonyabba téve az intermedier atalakulasat a glikolizis irdnyaba. .A modellezés révén
Osszevetettilk a kontrol és HD egerek glikolitikus metabolit szintjeit, ami magyarazatul szolgalhat mas,
kapcsolodo metabolikus és jelatviteli folyamatokban bekovetkez6 valtozasok értelmezésére.

Meglep6 moédon a mitokondrialis komplexek aktivitdsa nem mutatott csokkenést a mutans huntingtin
fehérjét expresszalo traszgenikus egereknél. Ugyanakkor a 3-nitropropionsavval kezelt egereknél, mely egy
elfogadott modellje a HD—nek, a transzgenikus egerekkel ellentétben a mitokondrialis komplex II aktivitas
drasztikusan csokkent, a HK aktivitas n6tt, mig a GAPDH és a PK aktivitasa csokkent. Adataink alapjan azt

javasoltuk, hogy a neurotoxinnal kezelt egerek csak fenntartassal alkalmazhatoak, mint a HD allatmodelljei

2).

Az energiametabolizmus és a Parkinson-kor kapcsolata

Georg Auburger Professzor (Department of Neurology, Goethe University Medical School,
Frankfurt am Main, Germany) ezen OTKA palyazat keretében késziilt, a HD egérmodelljeivel foglalkozo
cikk kapcsan kereste meg csoportunkat, igy lehetévé valt, hogy kollaboracioban alfa-synuclein knock-out
egereket is vizsgaljunk. Az alfa-synuclein és az energiametabolizmus kapcsolatat a fentiekben ismertetett
stratégiat kovetve vizsgaltuk PD transzgenikus egerekben. Vizsgalataink szerint az alfa-synucleint
overexpresszald egerek esetén a betegség korai fazisdban a HK aktivitasa enyhén nétt, mig a tobbi
glikolitikus enzim aktivitasa illetve az ATP-szint jelentdsen nem valtozott. A mitokondrialis Complex II
aktivitasa csokkent.

PD transzgenikus egerek agyszoveti mintdit tanulméanyozva lehetdségiink nyilt, hogy az alfa-
synuclein mellett a TPPP/p25 kifejez0dését is meghatarozzuk. Humén PD patologias agyszdveti mintadkban a
ket fehérje egyiittes, fokozott kifejezddését (,,co-enrichment”) detektaltuk (Kovacs et al. 2004).
Varakozasunknak megfeleléen a knock-out egerekben az alfa-synuclein nem volt kimutathatd, mig a

TPPP/p25 szintje szignifikansan csdkkent a kontroll egerekben mérhetd értékhez képest, ami alatamasztja a
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két fehérje expresszidjanak kolcsonkapcsolatat. A glikolizis metabolikus vizsgalata azt mutatta, hogy a
glikolitikus enzimek aktivitdsa nem csokkent a knock-out egerekben a kontrollhoz képest, a HK aktivitas
viszont kismértékben nétt, ezzel 6sszhangban rendszer szinten a glikolitikus fluxus enyhe novekedése volt
megfigyelhet6. A mitokondrialis Complex I aktivitasa és az ATP-szint csokkent a kontrollhoz képest.

Az eddigi adatok alapjan megallapithato, hogy az alfa-synuclein expresszidja/hianya nem gatolja a
glikolizist, inkabb mitokondrialis diszfunkciot okoz, ezen kiviil ezek a valtozasok mar betegség korai

szakaszaban is megfigyelhetok.

A triozfoszfat-izomeraz (TPI) deficiencia

Kordbbi munkam egy ritka neurodegeneracidés betegség molekularis alapjainak kutatdsaval
kapcsolatos. A TPI deficiencia az egyetlen glikolitikus enzinmdeficiencia, melyhez neurodegeneracio tarsul.
Sokaig metabolikus betegségnek tartottdk. Azonban adataink alapjan, bar az enzim aktivitdsa a mutacio
hatasara drasztikusan csokken, kompenzaciés mechanizmusok révén a glikolitikus fluxus és az ATP-szint
nem csOkken. A megvaltozott szerkezetli mutans enzim aberrans kolcsonhatdsokat hoz 1étre, fokozott
asszociaciot mutat. Ezért azt javasoltuk, hogy a TPI deficiencia nem a metabolikus betegségek csoportjaba,

hanem pathomechanizmusa alapjéan is a konformacios betegségek kozé sorolhato (3,5).

A TPPP/p25 fiziologids szerepe
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A TPPP/p25, egy, a csoportunk altal azonositott, eredendden rendezetlen fehérje melynek fiziologias
funkcioja a mikrotubularis rendszer stabili

tasanak és dinamikajanak szabalyozasa (1,11). Kézelmtltban k6zoltik, hogy a TPPP/p25 45 és 44
aminosavbol allo rendezetlen N- és C-terminalis szegmensei egy 130 aminosavbol allo rendkiviil flexibilis
régiot fognak kozre (7). Mint egy uj, fiziologias szempontbol jelentds kolcsonhatd partnert, a hiszton
deacetilaz 6 (HDACG6) fehérjét azonositottuk, mely a mikrotubularis rendszer deacetilaciojaért felelés. A
TPPP/p25 az enzim aktivitasat gatolja, ezaltal modulalja a mikrotubulusok acetilacios szintjét (4). Ez a
poszttranszlacios modositas szabalyozza a polarizalt mikrotubulus alapu transzportfolyamatokat.

A TPPP/p25 egymassal atfed6 GTP-koto és ,,zinc-finger” motivumot tartalmaz a kozépso, flexibilis
région beliil. Nemesak kéti a nukleotidot, hanem igen meglepé médon Mg* -fliggé GTPaz aktivitassal is bir,
annak ellenére, hogy a nukleotid kdtddése nem okoz globalis konformacié valtozast (7). GTPaz aktivitasa
Osszevethetd mas kis G fehérjék intrinszik aktivitasaval.

A Zn*" az els olyan ligandum, ami a TPPP/p25 szerkezeti atrendezddését, ,,molten globula”
képzédését indukalja (10). A Zn®" kotédése a fehérjéhez funkcionalis kovetkezményekkel jar, aktivalja a
TPPP/p25-indukalt tubulin polimerizacidt, mig a GTPaz aktivitast gatolja (10). Normal agyszdvetben a

TPPP/p25 a magas Zn*'-tartalmi oligodendrocita sejtekben expresszalodik, nélkiilozhetetlen a
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alapveto épit('ikévei az axonokat koriilvevé mielinhiivelynek, ami az ingeriilet atvitelben jatszik szerepet. Igy

a Zn*" TPPP/p25-hdz valo kotédésének vizsgalata hozzajarul a fehérje fiziologias szerepének jobb

megértéséhez.
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A TPPP/p25 patologids szerepe

A sclerosis multiplex (SM) egy autoimmun betegség, a kozponti idegrendszer gyulladdsos
megbetegedése. Az SM-ben a rosszul mikddé immunrendszer a myelinhiivelyt timadja meg. SM-ben
szenvedd betegek agyi 1ézidiban a TPPP/p25-pozitiv oligedendrocitdk mennyisége csokkent (6); mig a
cerebrospinalis folyadékban Western-blottal kimutattuk, hogy a TPPP/p25 szintje atlagosan magasabb, mint
a nem SM-ben szenvedd betegek mintajaban (8). Eredményeink alapjan azt javasoljuk, hogy a TPPP/p25 a
SM egy potencialis diagnosztikai markere (6,8).

A TPPP/p25 human patologias agyszovetben a neuronalis €s glidlis zarvanytestekben halmozodik fel
a PD és a multiszisztémas atrophia esetében (Orosz et al. 2004; Kovacs et al. 2004). Nemrég kimutattuk,
hogy a TPPP/p25 nemcsak a synucleinopatikra jellemzd alfa-synucleinnel, hanem a béta-amyloiddal is
kolcsonhat (9). Jellemeztilk ezen fehérjék kolcsonhatasat, és valdsziniisitettilk a kolcsonhatasért felelds
TPPP/p25 szekvencia szakaszt. A TPPP/p25 és a béta-amyloid kolcsonhatasa gatolja a fiziologidsan relevans
TPPP/p25-indukalt tubulin polimerizaciot; aggregaciot okoz, ami kevert tipusu neurodegeneracios betegség
kialakulasaban jatszhat szerepet (9), ami mind diagnosztikai, mint gydgyszercélpont azonositasa

szempontjabol jelentds.
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