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Bevezetés

Az elmult évtizedekben a fehérjék aggregacidjarol alkotott képiink jelentésen
megvaltozott. Ma mar nem csupan a rekombinans fehérjetechnika vagy a fehérjemintak tarolasa
soran fellépd melléktermékek és problémak kapcsan keriilnek emlitésre. Az éldlények, illetve
virusok szinte minden életfolyamatdban részt vesznek fehérjék, melyek a funkciojuk
ellatasahoz evolvalddott, jol definialt térszerkezettel rendelkeznek. Mindez csak addig igaz,
amig a fehérjehomeosztazis fennall. Mutacidk, a kornyezet megvaltozasa vagy a sejt
mindségellendérzd rendszerének hidnyos miikodése miatt nem-nativ szerkezetli fehérjék
halmozoédhatnak fel a szervezetben. Ez egyfeldl funkcidvesztéssel jar, masrészt az alternativ
konforméciok altaldban aggregéciora hajlamosak.

Az utobbi évekig az amiloid szalak — melyek hosszu, fibrillaris szerkezetli homopolimer
fehérjeaggregatumok — jelentették az aggregaciokutatas egyik f6 célpontjat. Ennek oka az volt,
hogy tébb mint 30 human és még tobb, allatokat érintd betegség esetén talaltak kapcsolatot a
korkép és a szervezetben jelenlévd amiloid lerakodasok kozott. A legismertebbek kozé tartozik
az Alzheimer-kor, Parkinson-kor és a II. tipusu diabetes mellitus. Régota ismert, hogy az
amiloid szalak képzddése nukleaciofiiggd folyamat, €s a folyamat korai szakaszdban —
értelemszerlien — kisebb méretli aggregatumok is jelen vannak, azonban csak az utébbi idében
kezdték vizsgalni a korai aggregatumok, oligomerek élettani hatdsait. Szamos betegség esetén
figyeltek meg szoros 0sszefliggést az oligomerek jelenléte és a korképek kozott. Ezek alapjan
elképzelhetd, hogy az amiloid szalak jelenléte nem oka néhany betegségnek, hanem okozata,
abban az értelemben, hogy a szervezetben a toxikus oligomerekbdl kevésbé kéaros amiloid
szalak képzddnek.

A képet tovabb arnyalja, hogy a 2000-es évek eleje ota szamos ¢éldlényben (koztiik
emberben 1is) leirtak olyan életfolyamatokat, melyekben tin. funkcionélis amiloidok vesznek
részt. A Pmell7 fehérje amiloid formdja példdul nélkiilozhetetlen az ember
melanintermelésben, peptihormonjaink pedig amiloid forméaban tarolédnak a szekrécids
vezikulakban. Az amiloidoknak tehat nem csupan toxikus hatasuk lehet, hanem az élet szamara
esszencialis folyamatokban is szerepet jatszhatnak.

A gyogyszeripar egyre hatasosabb peptid- és fehérjealapti gyogyszereket fejleszt
kiilonb6z6 betegségek kezelésére. Ezek szervezetbe juttatasanak helyén (pl. subcutan) lokalisan
nagy fehérjekoncentracid léphet fel, amely az aggregéaci6 veszélyét hordozza magaban.
Cukorbetegek szervezetében az inzulin injekcio6 helyén amiloid szélakat figyeltek meg. Tovabbi

példa a gydgykezelés mellékhatdsaként kialakulo konformacids betegségekre a vesedializishez



kapcsolt amiloidozis: veseelégtelen betegekben a dializiskezelés kdvetkeztében 5-10 éven beliil
amiloidlerakodésok képzddnek a vazrendszer mentén.

Mindezek fényében kiilondsen fontos minél pontosabb informacidkkal rendelkezni az
aggregacios betegségekben szerepet jatszo fehérjékrol: Milyen szerkezete van (morfologia és
atomi szerkezet) az azonositott ¢lettani hatasért felelds aggregatumoknak? Milyen biokémiai
folyamatok soran képzddnek az aggregatumok? Ezek a folyamatok miként jellemezhetdek
kinetikai és termodinamikai szempontbol?

Az aggregacio folyamatanak €s az aggregatumok szerkezetének tanulményozasara
szamos, betegségben részt vevo, illetve betegséget nem okoz6d modellpeptidet és fehérjét
hasznalnak. A biokémiaban és biofizikaban altalanosan alkalmazott modszerek legtdbbje pedig
jol adaptalhat6 az fehérjeaggregécio vizsgalatara.

Jelen értekezésben igyekszem Osszefoglalni a téma irodalmat, majd a kitizott célok
ismertetése utan bemutatni €s értelmezni az j tudomanyos eredményeket. Megjegyzendd, hogy
a dolgozat alapjaul szolgald egyik kozlemény modszertani jellege miatt eredményeim egy része
— a konnyebb érthetdség kedvéért — az Anyagok és modszerek részben szerepel. A cirkularis
dikroizmus spektroszkopia részletesebb irodalmi attekintése szintén a jol érthetdséget szolgalja.
Ezen feliil célom volt egy magyar nyelvili segédletet adni a téma irant érdekldddknek, bizva
abban, hogy az ott emlitett hibaforrasok szem eldtt tartasdval eredményesen tudjdk majd
alkalmazni a cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpia modszerét a fehérjék szerkezetének

tanulmanyozasara.

Célkituzések

Munkank {6 célja a fehérjeaggregatumok termodinamikai és szerkezeti jellemzése,
valamint az ilyen irdnyQ vizsgélatok elvégzésére alkalmas modszerek fejlesztése és
tokéletesitése volt. A kutatds harom téma koré csoportosul, melyekkel kapcsolatban a

kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:
1. A B2-mikroglobulin amiloid szalainak hdstabilitds-vizsgalata

e Reverzibilis folyamat-e a fo-mikroglobulin amiloid szalak hédenaturacidja?
e Elérhet6-e a szdlak teljes depolimerizacidja magas homérsékleten?
e Az atmeneti hdmérsékleteken kezelt minték repolimerizacidja milyen kinetikat mutat?

¢ Alkalmazhat6-e a hdkezelés mas fehérjék amiloid szalainak vizsgélatara is?



e Jellemezhetdek-e kiilonbozo kisérleti koriilmények hatdsai a hddenaturacids profil

segitségével?
2. A Trp-kalitka peptid D9S(P) variansanak aggregacidja

e Milyen szerkezeti kovetkezménye van az oldallanc-mddositasnak?

e A D9S(P) aggregatumai milyen morfologiai tulajdonsagokkal és masodlagos
szerkezettel jellemezhetok?

e A kollagén harmas hélixét kiindulépontként véve épithet6-e stabil szerkezeti modell?

¢ A modellben azonositott intermolekularis kdlesonhatasok igazolhatoak-e kisérletesen?

3. Fehérjék masodlagos szerkezetének vizsgalata cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval

e Me¢érhetd-e az amiloid szélak CD spektruma?

e Az eddigi szerkezetbecslé modszerek hasznalhatoak-e az aggregatumok szerkezetének
becslésére?

e Kimutathat6-e 0sszefiiggés a P-lemezek orientacidja €s csavarodésa, valamint a CD
spektrumok kozott?

e A csavarodas hatasanak figyelembevétele mellett hogyan dolgozhato ki egy eredményes
szerkezetbecslo algoritmus?

e A becslésbdl szdrmazo informaciok alapjan adhato-e becslés a fehérje foldjarol?

e A kidolgozott modszer milyen eredményeket szolgaltat fehérjeaggregatumok, illetve

globularis fehérjék vizsgalata esetén?

Tézisek

1. A po-mikroglobulin amiloid szdlainak reverzibilis hddenaturdcioja a monomerek
A 37°C-on képz6dé Bo-mikroglobulin amiloid szalak 5-10 perces 99°C-os hokezelés
hatasara monomerekre esnek szét. 37°C-ra visszahlitve az oldatot, a repolimerizacio
teljesen végbe megy. A 65-85°C-on torténd hdkezelést kdvetd repolimerizacié nagyobb
sebességgel megy végbe, mint a kiindulasi oldatban 37°C-on tapasztalt polimerizacio.
A sebességnovekedést a szalak h6(mozgas) hatasara torténd darabolodasaval keletkezd
Uj polimerizacids magok keletkezése magyardzza.

2. A fo-mikroglobulin aggregdcioja soran alkalmazott kériilmények stabilitasra
gvakorolt hatisa a hédenaturacios profillal reprodukalhatoan vizsgalhato.
A magasabb kezdeti magkoncentracid, az inkubalas ideje és hdmérséklete, valamint az
oldatban 1évd ionok hatisa a hddenaturacios kisérletekben reprodukalhatéan nyomon
kovethetd. A hdstabilitdsra tanulméanyozasara kidolgozott vizsgalati modszer
altalanosan hasznalhat6 aggregatumok stabilitdsanak jellemzésére.
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abra: A Pz-mikroglobulin, a K3, valamint az a-szinuklein amiloid szalainak hdédenaturacios profilja

(balra), illetve a (1) szalvégi monomer-disszociacioval €s a (2) szalak torésével megvalosuld hédenaturacios
modell sematikus abraja (jobbra).

3.

4.

A Trp-kalitka minifehérje DIS(P) variansa 4°C-on poliprolin ll-hélix szerkezetii
aggregatumokat képez

A D9S(P) aggregatumai a kollagénre jellemz6 CD spektrumot mutatjak, nem kotik a
tioflavin-T amiloid-specifikus festéket. Az elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan
hosszli, vékony hajlékony szalakat formaznak, melyek kiilonboznek az amiloid
szalaktol. Mivel a molekula C-terminalis fele prolinban gazdag, val6szinisithetd, hogy
poliprolin II hélix (PPII) konformécié alakul ki. Ezt megerdsiti, hogy a kollagén hélix
térszerkezetére fel tudtuk épiteni a Trp-kalitka molekuldkbdl allo polimer szalat. A
modell energiaminimalizalasa soran kialakult az 16Arg-9Ser(P) intermolekularis so6hid,
melyek kisérletesen is igazolni tudtunk. Megallapithatjuk tehat, hogy a Ser9
foszforilacidja a szerkezetet destabilizalja és 4°C-on PPll-szerkezetii aggregdtumok
kialakuldsédhoz vezet.

2.

A p-lemezek CD spektruma nagymértékben fiigg a lemezek orientaciojatol és
csavaroddasatol

A CD spektroszkopia a fehérjék madasodlagos szerkezetének vizsgélatira hasznalt
madszer, azonban eddig korlatozottan volt alkalmas B-szerkezetben gazdag fehérjék és
fehérjeaggregatumok tanulméanyozasara. Megmutattuk, hogy a B-szerkezetli fehérjék
CD spektrumainak valtozatossagaért a B-lemezek orientacidja (parallel és antiparallel)
¢és csavadorasa all.



5. A p-lemezek csavarodasanak figyelembevételével jelentosen javithato a CD
spektrumokbol tortéeno masodlagosszerkezet-becslés pontossaga.
Beta Structure Selection (BeStSel) modszeriink az eddigi algoritmusokhoz képest
barmilyen tipusu fehérje szerkezetét pontosabban becsli.

6. A BeStSel altal szolgaltatott szerkezeti informdciok alapjan becsiilhetd a fehérjék
foldja.
A korabbi modszerekhez képest a BeStSel tobbletinformaciot szolgaltat a B-szerkezetek
konforméciojardl, mely alkalmassa teszi a foldbecslésre. A modszer a Protein Data
Bankban talalhato térszerkezetek vizsgalatan alapul.

= u
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CD spektrum ; y
Masodlagos szerkezet

3. 4bra: a BeStSel algoritmus a B-lemezek orientaciojat és csavarodasat figyelembe véve ad tobblet
informaciot, mely alapjan a fold becsiilhetd.

1. A cirkularis dikroizmus alkalmas modszer fehérjeaggregatumok vizsgalatara és
masodlagos szerkezetének becslésére.
Gondosan kivitelezett CD vagy SRCD meérésekkel lehetséges a fehérjeaggregatumook,
amiloid szalak vizsgalata. Uj kiértékeld modszeriink hasznalhaté masodlagos szerkezeti
informéciokat szolgaltat ezen — mds modszerekkel nehezen tanulmanyozhatdé —
fehérjeformak esetén.

Osszefoglalas

A fehérjék szerkezet-funkci6 paradigmdja az utdbbi évtizedekben jelentdsen
formalodott. A nativ — rendezetlen — aggregdlodott, illetve funkcionalis — aberrdlt kifejezések
korabban egyértelmii kapcsolatait mara egy sokkal komplexebb szemléletmod kezdi felvaltani.
Egy adott szekvencidji polipeptidlanc szamos stabil konformaciot képes felvenni, amelyek
mas-mas kolcsonhatasokat tesznek lehetévé, ezaltal igen eltérd élettani folyamatokat
indithatnak be. A tanulmanyozni vagy befolyasolni kivant hatést kivalto szerkezetekrdl szerzett

ismeretek elengedhetetlenek a mechanizmusok eredményes vizsgalatdhoz.

Doktori munkam elsé részében a vesedializishez kotott amiloidozisért felelds [2-

mikroglobulin amiloid szalainak hdstabilitasat vizsgaltam. Megallapitottam, hogy az amiloid
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szalak torésével valosul meg. A B2-mikroglobulin aggregacioja soran alkalmazott kdriilmények
stabilitasra gyakorolt hatasa a hddenaturacios profillal reprodukalhatéan vizsgalhatonak
bizonyult. A K3 és az a-szinuklein amiloid szalainak hdstabilitasat vizsgalva megallapithato,
hogy a B2m amiloid szalak magasabb hdémérsékleten tapasztalt csokkent stabilitasa és

fehérjeaggregatumok stabilitdsanak vizsgélatara.

A 20 aminosav hosszu Trp-kalitka peptidet, mint modellrendszert hasznélva vizsgaltam
a foszforilacid szerkezetre gyakorolt hatasat. Megéallapitottam, hogy a D9S(P) varians 4°C-on
poliprolin 11-hélix szerkezetli aggregatumokat képez. A kisérletes eredményekkel 6sszhangban
1év6 harmas hélix modellben in silico azonositott Argl6-9S(P) so-hid kialakulasat kisérletesen

1s sikertilt alatamasztani.

A fehérjék CD spektrumokbol torténd szerkezetbecslésére kordbban kidolgozott
algoritmusok alkalmatlannak bizonyultak fehérjeaggregatumok vizsgalatara. A B-lemezes
szerkezetek geometriai és spektralis diverzitisa korlatot szabott a becslések pontossaganak.
Sikeriilt kimutatnunk, hogy szoros 6sszefliggés van a B-lemezek orientdcidja és csavarodasa,
valamint CD spektruma kozott. Kidolgoztunk egy, a csavarodast is figyelembe vevd 1j
algoritmust, amely minden eddiginél pontosabb becslést ad a fehérjék masodlagos szerkezetére.
Megfigyeléseink alapjan a modszeriink altal megkiilonboztetett masodlagos szerkezeti elemek
jol jellemzik a fehérjék harmadlagos szerkezetét, ezaltal a CD spektrumbdl a foldra vonatkozé

becslések is tehetok.

Szerkezetbecsl6 modszeriinket (BeStSel — Beta Structure Selection) eredményesen
alkalmaztuk kiilonféle, tobbek kozott degenerativ betegségekben szerepet jatszo fehérjék és

peptidek aggregatumainak szerkezetvizsgélatéra.

A BeStSel globularis és membranfehérjék valamint aggregatumok és ritka szerkezetii
fehérjék esetén is kimagaslo eredményeket adott. Megallapithatjuk, hogy altalanosan
alkalmazhat6é barmilyen fehérjemolekula szerkezetének tanulmanyozasara. Megalkottunk egy
szabadon elérhetd online webszervert, amivel spektrumok vagy spektrumsorozatok

értekelhetdek ki egyszeriien €s gyorsan.
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