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Bevezetés
Prion fehérje

A prion fehérje (PrP) egy tobbféle sejttipusban kifejez6d6 sejt felszini
glikoprotein, mely legmagasabb szinten a kozponti idegrendszer neuronjaiban
expresszal. Az érett fehérje két doménbél all, egy rendezetlen N-terminalis farki
régiobol és egy globularis C-terminalis doménbdl.

A prion fehérje leginkabb az atvihetd szivacsos agysorvaddsokban (transmissible
spongiform encephalopathies — TSE) betoltott szerepérél ismert. Ezek ritka,
gyogyithatatlan és minden esetben haldlos kimenetelli neurodegenerativ betegségek,
amelyek szamos emlds fajt, koztiik az embert is érintik. A TSE fert6z6 agensének {6
betegség soran a prion fehérje konformacidja megvaltozik, a fiziologids formabol
(PrP®) az abnormalis forméba (PrP%) alakul at. Ez a valtozas felteheten
kulcsfontossagu esemény a TSE-K patogenezisében.

Szamos bizonyiték tamogatja azt a hipotézist, amely szerint a TSE soran
bekovetkezd neurodegeneraciét nem egy vitdlis PrP¢ funkcié elvesztése (loss of
function), sem pedig pusztan egy toxikus PrPS¢ funkcié6 megjelenése (gain of
function), hanem valészintileg a PrP® egy nem-toxikus és nem esszencialis
funkciéjanak a megvaltozasa okozza (subversion or corruption of function).

Ebbdl a hipotézisbdl az kovetkezik, hogy a prion fehérje citoprotektiv és/vagy
toxikus funkcidinak megismerése és vizsgalata segithet a TSE soran végbemend

neurodegeneracio okanak a megértésében.

A prion fehérije citoprotektiv funkciodi

A prion fehérje funkcidi koziil szamos hozhato kapcsolatba kiilonféle stresszorok
elleni védelemmel. Allat és sejtkultira modellekben a PrP kifejezése védelmet fejtett

ki a glutamat, kainat és NMDA excitotoxicitassal szemben, illetve leirtdk a fehérje



szuperoxid-dizmutaz aktivitasat, amely oxidativ stressz elleni védelemben jatszott
szerepet.

Ezt tdmasztjdk ala azok a kisérletek, melyekben a prion fehérjét expresszalo,
hippocampus eredetii immortalizalt sejtvonalak ellenallobbak voltak oxidativ stressz
indukalta apoptozis, valamint szérumelvonas ellen, mint a prion fehérjét nem

expresszalo kontroll sejtek.

A prion fehérje toxikus funkcioi

Ismertek olyan prion fehérje mutansok, amelyek neurodegenerativ hatast képesek
kifejteni anélkiil, hogy fert6z6 anyag, vagy PrP° keletkezne.

A PrP hidrofob doménje (HD) egy rovid, alaninban, glicinben és valinban gazdag
ugynevezett centralis régid (CR). Olyan PrP transzgéneknek az expresszidja,
amelyekb6l a HD vagy a CR hianyzik (tovabbiakban PrPAHD, illetve PrPACR-nek
jeldlve), PrP¢ knock-out egérben neurodegenericiot, illetve PrP¢ knock-out primer
kisagyi szemcsesejt, vagy idegi Ossejt tenyészetekben megndvekedett mértékii
sejtpusztuldst okoznak. Ez a sejtpusztulas nem kothetd a prion fehérje megvaltozott
konformacioju izoformajahoz, mert sem a transzgén egerekben, sem pedig
sejtkultiraban nem keletkezik PrP%¢, vagy fert6z6 anyag.

Ugyanez a jelenség nem figyelhetdé meg immortalizalt sejtkultaraban. Ezzel
szemben a deléciés mutans PrP-ket kifejezé sejteknek egy kiilonds fenotipusat irtak
le: A PrPACR, és szamos hasonlé PrP mutins érzékenységet okozott két
antibiotikum-osztaly pozitiv  toltéssel bird tagjaira: G418 ¢és hygromycin
(aminoglikozidok), illetve bleomycin és zeocin (glikopeptidek). Kinetikai vizsgéalatok
felfedték azt is, hogy a mutans prion fehérjék megndvelték a sejtekben a G418 és a
Zeocin felvételét, valamint teljes sejt patch clamp (whole cell patch clamping)
technikaval kimutattak, hogy ezek a PrP mutansok spontan, a sejtbe befelé iranyulod

kation dramokat indukaltak.
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A vad tipusu PrP koexpresszioja gatolja a PrPAHD és PrPACR fehérjék Osszes
vizsgalt toxikus funkcioit, dézisfiiggd modon csokkenti, vagy teljesen megszlnteti a

delécios mutans fehérjék hatasait.

Shadoo fehérje

A Shadoo fehérje (Shadow of the prion protein, Shadoo, Sho) a prion
fehérjecsalad legkésobb felfedezett tagja, amely a prion fehérjéhez hasonldan szintén
a kozponti idegrendszerben fejezddik ki legmagasabb szinten. A két fehérje hasonlo
motivumokat tartalmaz, habar nincs hosszabb szekvencialis hasonlosag kozottik. A
Shadoo egy rendezetlen fehérje, és a prion fehérje N-termindlis farkanak szerkezeti
analogjanak tekinthet6. Mindkét érett fehérje egy pozitivan toltott extrém N-
terminalis szegmenssel kezdddik, amelyeket egy-egy olyan szakasz kovet a két
fehérjében, amelyek egy aminosav motivum tobbszori ismétlddésébdl allnak. A PrP
esetén ez egy 8 aminosav szekvencia 6tszori ismétlédése (octarepeat régid), a Shadoo
esetén pedig egy 4 aminosavas szekvencia ismétlédése nyolcszor [(RXXX)s régio]. A
Shadoo fehérjében is talalhat6 egy féleg alanin, glicin illetve valinokbdl all6 hidroféb
domén, amely a prion fehérje hidroféb domén megfelel6jének tekinthetd.

Erdekes modon nem csak szerkezeti hasonlosag létezik a Shadoo és a PrP N-
terminalis doménje k6zott, hanem funkcionalis is: @ WT PrP-hez hasonléan, a Shadoo
jelenléte is megsziinteti a PrPAHD mutansok altal okozott sejtpusztulast primer és
immortalizalt sejtkultirdkban. Tovabba immortalizalt sejtkultaraban mind a vad
tipusu prion fehérje, mind a Shadoo kifejez6dése is védelmet biztositott a glutamat
excitotoxicitas okozta sejtpusztulassal szemben.

Azt azonban, hogy a Shadoo képes-e megsziintetni a PrPACR altal okozott drog

érzékenységet, illetve ionaramokat, korabban még nem vizsgaltak.



Célkitiizések

Sok irodalmi adat timasztja ala azt a hipotézist, amely szerint a prion fehérjéhez
kothet6 citoprotektiv és toxikus hatasok jatszhatnak szerepet a TSE soran végbemend
neurodegeneracidban, ezért a prion fehérjecsalad ilyen funkcidinak vizsgalatat tiiztiik
ki célul.

Modelliinkben olyan human eredetli és egyéb emlds immortalizalt sejtvonalakat
valasztottunk, amelyekben a prion fehérje génje ki volt iitve, vagy alacsony endogén
PrP expresszio jellemezte Oket, mivel az endogén vad tipusa PrP jelenléte

potencialisan befolyasolhatja a vizsgalni kivant transzgének hatasat.

Két modellt hoztunk Iétre:
Az els6 modellben a prion fehérje és a szérumelvonds okozta sejtpusztulds
kapcsolatat vizsgaltuk sejtkulturaban. Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
1. Nyujt-e a vad tipusua PrP védelmet a szérumelvonas okozta apoptdzissal
szemben?
2. Megnoveli-e a PrPACR  expresszidja a  sejtek  érzékenységét
szérumelvonasra?

3. Okoz-e a PrPACR kifejez6dése sejtpusztulast?

A masodik modellben a korabban leirt PrPACR indukalta Zeocin és G418
érzékenységet vizsgaltuk. Az els6é kérdésiink az irodalombdl ismert Shadoo ¢és a vad
tipusi PrP atfedé funkcidin alapult, és arra iranyult, hogy a Shadoo képes-e
megsziintetni a PrPACR okozta Zeocin és G418 érzékenységet. Meglep6 modon a
Shadoo fehérje nem csak, hogy nem sziintette meg a megndvekedett antibiotikum-
érzékenységet, hanem dnmaga is ilyen érzékenységet okozott.

A tovabbi munkank soran a Shadoo fehérjének ezt a hatasat jellemeztiik.



Ebben a témakorben az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Képes-e a vad tipusi PrP megsziintetni a Shadoo altal okozott antibiotikum

érzékenységet?

2. A Shadoo mely régioi sziikségesek a fehérje drog-érzékenyité hatasahoz?

3. Hasonléan a PrPACR-hez, a Shadoo fehérje esetén is a kezdeti drogfelvétel

megnovekedése allhat a megnovekedett drog érzékenység mogott?

Kisérletes modszerek

A kisérletekben felhasznalt kiilonféle PrP és Shadoo konstrukciokat kodold
plazmid vektorok standard molekularis biologiai technikéakkal késziiltek el.

A kisérleteinket az alabbi immortalizalt emlds sejtvonalakon végeztiik el: Zpl2-
1, egy PrP knock-out egér hippocampus eredetii sejtvonal, HEK293, egy human
embriondlis vese eredetll sejtvonal, valamint SH-SY5Y, egy human
neuroblastoma sejtvonal.

A PrP, illetve Shadoo konstrukcidk stabil expresszidjat Sleeping Beauty
transzpozon-alapti génbevitel rendszerrel, valamint egy 3. generacios lentivirus
rendszerrel hoztuk 1étre a fenti sejtvonalakban. A PrP és Shadoo konstrukcidink
mellett egy fluoreszcens zold (EGFP, vagy piros (mCherry) riporter gén lett
egyidejlileg beépitve a genomba. Az EGFP, illetve mCherry pozitiv sejteket
fluoreszcencia-aktivalt sejtszortolas (fluorescence-activated cell sorting, FACS)
segitségével gyljtottiik ki.

Kisérleteinket monoklonalis sejtkultira helyett a transzgéneket stabilan kifejezo
pozicidhatasat kikiiszoboltiik. A riporterfehérjék expressziojat rendszeresen
ellendriztiik fluoreszcens mikroszkopos vizsgalattal. Amikor sziikséges volt, a
populaciokbol ujra kivalogattuk a GFP, illetve mCherry pozitiv sejtek. A PrP és

Shadoo transzgének expresszioi Western Blottal voltak ellendrizve.



A szérumelvonas modellben, 2, illetve 3 nap szérumelvonas utan a halott, illetve
korai apoptotikus sejtek ardnyat a populaciokon beliil annexin-V (korai
apoptotikus  sejteket jeldli), és 7-aminoactinomycin-D  (7-AAD, kés6i
apoptotikus és nekrotikus sejteket jeloli) festések utdn aramlasi citometriaval
hataroztuk meg.

A drog érzékenység modellben PrP, és Shadoo transzgéneket kifejezd sejtek
életképességét vizsgaltuk MTT, illetve PrestoBlue esszékkel, 48 6ra Zeocin,
G418, vagy puromycin kezelés utan.

A sejtek kezdeti Zeocin felvétele egy ora Zeocin kezelést kovetéen a drog altal
okozott DNS kettdsszal torés detektalasaval tortént. A pozitiv sejtmagok aranyat

a populaciokon beliil High Content Screening mikroszkopiaval hataroztuk meg.

Eredmények

1.

Létrehoztuk kiilonféle PrP és Shadoo transzgéneknek valamint fluoreszcens
fehérjéknek a stabil koexpressziojat immortalizalt egér hippocampus eredeti
PrP knock-out sejtvonalban (Zpl2-1), illetve két human eredetii sejtvonalban
(SH-SY5Y és HEK293), amelyekben az endogén prion fehérje szint alacsony
volt. A PrP és Shadoo fehérjék valamint a riporterfehérjék expresszidja kapcsolt
volt, ami altal lehet8ségiink nyilt fluoreszcensen (pl. fluoreszcens proteinnel
fuzionalt) nem jelolt fehérjék vizsgalatara.

A szérumelvonasos kisérletekben, két, illetve harom nap szérumelvonas utan
nem mértiink a vad tipusa prion fehérjét kifejezd sejtekben magasabb
életképességet a kontroll sejtvonalakhoz képest.

Annak ellenére, hogy a PrPACR expresszidja nem okozott letalis fenotipust, a
mutans PrP jelenléte gyengén megndvelte a Zpl2-1 sejtek érzékenységét a

szérumelvonasra.



A drog érzékenység modellben azt talaltuk, hogy a Shadoo fehérje — ellentétben
az irodalomban leirt egyéb vizsgalt modellel, ahol a Shadoo egy WT PrP
funkcionalis analdgjaként viselkedik — nem allitotta helyre PrPACR altal
okozott megnovekedett drog érzé¢kenységet az egyik vizsgalt sejtvonalban sem
(SH-SY5Y és HEK293). Ezt a jelenséget egy a prion fehérjéhez képest
alacsonyabb Shadoo expresszié okozta.

A mentés hianyanak okaként azt talaltuk, hogy a Shadoo, a PrPACR fehérjéhez
hasonldan, 6nmaga is megnovelte a sejtek Zeocin és G418 érzékenységét, de a
puromycin érzékenységet nem. Az érzékenység novekedésének meértéke
Osszefliggott a Shadoo fehérje expressziods szintjével.

Azt talaltuk, hogy a vad tipusi PrP jelenléte megszlintette a Shadoo altal
okozott drog érzékenységet, hasonldan, ahogy a PrPACR altal okozott hasonlo
fenotipust is.

Rovid ideig tarto Zeocin kezelés utan azt tapasztaltuk, hogy a Shadoo,
hasonldan a PrPACR-hez, megndvelte a sejtek kezdeti Zeocin felvételét, viszont
azt a PrPACR-nél kisebb mértékben tette.

Kisérleteinkben a Shadoo fehérje N-terminalis (RXXX)s motivumanak torlése,
vagy az argininek helyettesitése glutaminnal megsziintette a fehérje altal
okozott drog érzékenységet, ami ennek a motivumnak a folyamatban betdltott
esszencialis szerepére utalt.

A Shadoo fehérje hidrofob doménjének Kitorlése nem sziintette meg a fehérje
altal okozott drog érzékenységet, viszont a fehérje sajat HD-janak lecserélése a
fehérjében a prion fehérje HD-val lecsokkentette a fehérje érzékenyitd
aktivitasat. Ez arra utalt, hogy a Shadoo HD-nak nincs esszencialis szerepe

ebben a folyamatban, viszont valamilyen modon befolyasolja azt.



Konkluziok

1.

Szérumelvonds modell

Modelliinkben nem volt a vad tipusi PrP-nek semmilyen kimutathat6 védo hatasa
a szérumelvonds okozta apoptdzis ellen.

Habar a PrPACR expresszid6 nem volt toxikus a Zpl2-1 sejtekben, a mutans
fehérje jelenléte gyengén megnovelte a sejtek érzékenységét a szérumelvonasra a

kontroll sejtekhez képest.

Drog érzékenység modell
3.

Modelliinkben a Shadoo fehérje expresszioja megndvelte a sejtek érzékenységét

Zeocinra valamint G418-ra, de puromycinre nem.

Az eredményeink arra utalnak, hogy a Shadoo ¢és a PrPACR fehérjék altal okozott

drogérzékenységek mogott alld6 mechanizmusok szorosan dsszefliggenek:

4.1. A két fehérje azonos antibiotikumokra okozott érzékenységet: Zeocinra és
G418-ra igen, de puromycinre nem. Az érzékenység slyossiga fliggott a
fehérjék expresszios szintjétol.

4.2. A vad tipust PrP jelenléte mindkét vizsgalt sejtvonalban megakadalyozta a
két fehérje altal okozott G418 és Zeocin érzékenység kialakulasat.

4.3. Shadoo, a PrPACR-hez hasonloan, 4am annal kisebb mértékben, megnovelte
a sejtek kezdeti Zeocin felvételét.

amelynek a jelenléte esszencialis a Shadoo altal okozott drogérzékenység

kialakulasaban.
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