Kutatécsoportom az elmalt 4 évben egy Uj agy-specifikus fehérje szerkezeti és funkcionalis
jellemzésében ért el jelentés eredményeket, melyeket egyrészt nemzetkoézi folyGiratokban
publikaltunk, mésrészt hazai és nemzetkdzi konferenciakon mutattunk be. Az eredmények, az OTKA
tdmogatason kivil, jelentds részben egy EU FP6 projekt tAmogatésanak kdszonhetden jottek létre.
Kutatdsaink targya, a TPPP/p25 fehérje, melyet a fehérje funkcidja (Tubulin Polymerization
Promoting Protein) és molekulatémege alapjan neveztiink el. Az elmdlt évben a Human Genome
Committee egyetertésiinkkel a fehérjét illetve két, altalunk megtalélt homoldgjat mint TPPP, TPPP2 és
TPPP3-at jegyezte be a HUGO-ba.

A TPPP/p25 egy szerkezet nélkuli fehérje, melynek elsédleges partner fehérjéje a tubulin
illetve a mikrotubuléris héldzat. Funkcidjat tekintve a Mikrotubulus Asszocialt Proteinek (MAPS)-re
jellemz6 sajatsagokkal rendelkezik, melyet mind in vitro, mind in vivo vizsgalatokkal bizonyitottunk.
Sejtszintti vizsgalataink azt mutattdk, hogy fehérje taltermeltetése esetén jol karakterizalt aberrans
ultrastruktardk jonnek létre: un. ,perinuclear cage” illetve ,aggresoma”. A specidlis fehérje-
aggregatum kialakuldsa modellként szolgélt azon vizsgalataink eértelmezéséhez, melyekben a
TPPP/p25 felhalmozddasanak hatasat vizsgaltuk idegrendszeri megbetegedések esetén.

EGFP-TPPP/p25 fehérjét stabilan expresszald neuroblasztoma sejtvonalat szelektaltunk,
jellemeztik a TPPP/p25 hatdsara bekovetkezé morfoldgiai, ultrastrukturélis, valamint az energia-
metabolizmust befolyasold lokalis és rendszerszintii valtozasokat. Matematikai modellt dolgoztunk ki
az energiahaztartas jellemzésere, valamint a molekuléris szintti valtozasok értelmezésére. Ezen
kisérletes vizsgalataink, valamint a modellezés alapul szolgélt hasonlé tipusu, de allatkisérletes
munkainkhoz. Huntington koros transzgenikus valamint neurotoxinnal kezelt allatok agyszoveti
extraktumaval kapott eredményeink, 6sszhangban a sejtes adatokkal, azt mutattdk, hogy a
zérvanytestek kialakuldsa az energia metabolizmus stimuléciojat idézik el6, mely az ATP szint
jelentds novelését eredményezi. Ez az &llapot az idegsejtek elhalasadt megel6z6 kompenzacios
mechanizmusnak tudhaté be, melyben jelentés szerepe lehet az idegsejtekkel metabolikus
kapcsolatban allé glia sejtekben bekdvetkezett fokozott metabolizmusnak.

Azonositottunk szarvasmarha extraktumban a tubulinon Kivil tovabbi kélcsonhatd partner
fehérjéket, melyek koziil néhany esetben sikeriilt funkcionalis relevanciat is megallapitani. igy pl. a
MAP kinazok csoportjaba tartoz6 ERK2 esetén igazoltuk, hogy a TPPP/p25 Thrl4, Ser-18 és Ser-160
oldallancait specifikusan foszforilalja, melyek kozll az elsé kettd a fehérje kulondsen kitekeredett N-
termindlis szegmensén taldlhatd, in vivo is foszforildlt, és ez a mddosulas gatolja a fehérje
alapfunkcidjat, azaz a tubulin polimerizaciot indukal6 hatasat. A fehérje néhany mutansat, valamint
proteolitikus fragmensét eléallitottuk és azonositottuk, melyek szintén a fehérje kilonb6z6 régidinak
szerepét segitik tisztdzni. Gén-szekvencia analizissel azonositottunk két szekvenciat a human
genomban, melyek homolégjai a TPPP/p25-nek: p20 és p18. Molekulatémeglk Kisebb, 20 illetve 18
kDa, mely az N-terminalis szegmens delécidjanak kdszonhets. A p20 fehérjet sikertlt izolalnunk
szarvasmarha agybol, mellyel bizonyitottuk annak fehérje szintii kifejezédését. A human TPPP
fehérjéket klonoztuk és izolltuk. A fehérjék biokémiai és sejtszintii Gsszehasonlitd analizisét
elvégezve megallapitottuk, hogy a p20 mutat hasonldsagot a TPPP/p25-hdz leginkabb tubulin-
keresztkoto aktivitdsat tekintve, mind izolalt fehérjékkel, mind transzfektalt sejtek esetén; a pl8
viszont alapvetéen kilonbozik a két homologjatol: meghatarozott szerkezettel rendelkezik, és nem
mutat kolcsdnhatast sem a tubulinnal, sem pedig mikrotubulussal. Ezen adatok ravilagitottak arra a
fontos szerkezeti tulajdonsagra, hogy a TPPP fehérjék tubulinnal valé koélcsdnhatasahoz alapveté
jelentéségii az ,,unfolded” karakter.

Szamos idegrendszeri megbetegedés markerfehérjéje szerkezet nélkili: igy pl. az alfa-
szinuklein a Parkinson-kér (PD), a tau fehérje az Alzheimer-kér (AD) vagy a mutans huntingtin
fehérje a Huntington-kor esetén. Kutatasaink egyik igen fontos eredménye annak bizonyitésa volt,
hogy a TPPP/p25 szelektiven fejezédik ki, és halmozodik fel a szinukleinopatidk esetén a patoldgias
agyszOveti  zarvanyokban és tokeéletes kolokalizaciét mutat alfa-szinukleinnel, egy, a
szinukleinopétidkra jellemzé marker fehérjével, részleges kolokalizaciot a tubulinnal valamint egy
glikolitikus enzimmel, a GAPDH-val. A tauopétidkra jellemzé neurofibrillaris koétegekben nem
taldltunk  immunpozitivitdst  specifikus  anti-TPPP/p25-tel, ami  egyébként  egyértelmii
immunpozitivitast mutatott anti-tau antitestekkel. Erdekes médon TPPP/p25 kimutathatd volt a
neurofibrillaris koteg kialakuldsanak kezdeti stadiuméban, ami a két, kiillonbdzé tipusd idegrendszeri
rendellenesség (PD és AD) kdzos eredetii sajatsagaira utalhat.



Specifikus antitestek el6allitasa, azok jellemzése kildndsen hangsulyt kapott kutatasaink
soran. Sikerult valdban nagy hatékonysagu olyan specifikus anti-TPPP/p25 antitesteket eléallitanunk,
melyek nem ismerték fel a két homolog fehérjét, mas, agyszoveti homogenizatumban Iévé fehérjével
sem adtak keresztreakciot. Azonban kdzelmdltban jutottunk arra a lényeges felismerésre, hogy a
rendelkezésunkre allé antitestek, a 186-200 szekvenciarészletet magaba foglal6 konjugatum és a
huméan rekombinans fehérje ellen patkanyban termeltetett poliklondlis antitestek a TPPP/p25
vonatkozésaban kiilonbdzé specificitast mutatnak: mig az elébbi szelektiven jel6li a normal agyszoveti
oligodendrocitakat, mint dominans TPPP/p25-6t expresszalo sejteket, addig az utdbbi a zarvanytestek
vonatkozasaban mutat immunpozitivitast. Az antitesteknek ez a tulajdonsaga nyilvanvaloan rendkivdli
jelentdséggel bir huméan patoldgiai kutatdsokban, illetve biomarkerként szolgalhat idegrendszeri
korképek azonositasara.



