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A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

BEVEZETES

Az eukaridta sejtek fehérjéinek legalabb egyharmada foszforilalhatd és a foszforilacio
befolyasolja azok szerkezetét és funkciojat. A fehérje foszforilacioért a protein kindzok, a
defoszforilaciéért pedig a protein foszfatazok felelések. Elészor a kindzok szerepének
tanulmanyozasara forditottak nagyobb figyelmet, mivel a vizsgalatukat elésegiti, hogy az egyes
enzim tipusok, néhany kivételtél eltekintve, viszonylag kis szdmu fehérje foszforilacidjaban
vesznek részt, igy a specifikus gatlészerek alkalmazasa lehet6vé teszi az altaluk szabalyozott
fehérjék azonositasat és a fiziologiai funkciok vizsgélatat. Azonban késdbb kideriilt, hogy a
protein foszfatazoknak is fontos szerepiik van a fehérjék foszforilacios szintjének kialakitasaban.
A foszfataz Kkatalitikus alegységek, a kinazokkal szemben, nagyszamd szubsztrat
defoszforilacidjat képesek katalizalni, specificitasukat altalaban a holoenzimben hozzajuk
kapcsolodd célra irdnyitd fehérjék szabalyozzak. Ezért a katalitikus alegységekre specifikus
gatloszerek alkalmazasa nem teszi kozvetleniil lehet6vé a pontos funkcidk, illetve a célfehérjék
felderitését és leirasat. A protein foszfatdz -1 (PP1) és -2A (PP2A) enzimek széles szubsztrat
spektrumuknak koszonhetden a legjelent6sebb foszfoszerin/treonin (P-Ser/Thr) specifikus
foszfatdzok kozé tartoznak. Célkitlizésink volt, hogy az enzimek szabalyozhat6sagat

tanulmanyozzuk kisméretii molekulakkal.

A PP1c szerkezete, fizioldgiai szerepe és szabalyozasa

Az PP1 holoenzimek aktivitasaért a protein foszfataz -1 katalitikus alegység (PP1c)
felelés. A globularis fehérje szerkezet Kkatalitikus centrumaban Mn?* és Fe?* ionok
koordinalédnak egy Y alakot formazd szubsztratkotd arkok talalkozasi pontjaban. A hidroféb,
savas €s C-termindlis szubsztrat-kotd arkoknak a foszfofehérjék pozicionalasaban van
meghatarozd szerepik a hatékony defoszforilacio eldsegitésére. A PP1c szerkezetében tobbek
kodzott meghatarozé még az ugynevezett RB12-813 hurok a katalitikus centrum kozelében, amely
szabalyozza a Kkatalitikus alegységek fehérjékkel és kisméreti molekuldkkal kialakitott
kolcsénhatésat.

A PP1c-fehérjét kodold gének emldsoknél 5 izoformat alakitanak ki: PPlcas €s az,
PP1cB/3, PPlcyl és PPlcy2. Az izoformak szamos holoenzimet alkotnak kiilonb6z6 regulator
fehérjékkel, amelyek kétshelyei a PP1c felszinén hasonldak és altalaban tartalmaznak egy RVxF
szekvencia motivumot. Nagyszdmu( szabalyozé fehérje ismert, ezért feltehets, hogy ezek

versengenek a PPlc-hez vald kotddésért. Az RVXF motivum és kornyezetének szerkezete
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meghatérozza az egyes szabalyoz6 fehérjék affinitdsat a PP1c-hez, és elésegiti a masodlagos
interakcios helyek kotddését is. A PP1 fizioldgias inhibitor fehérjéi (11, 12, DARPP32, NIPP-1,
CPI-17) is ismertek, amelyek a szabad katalitikus alegység, vagy akar a holoenzimek gatlasaval
fejtik ki szabalyozo funkcitikat.

A PP1 bizonyitottan szerepet jatszik szamos sejtfolyamat szabalyozasaban, mint pl. a
glikogén anyagcsere, lipid metabolizmus, szinaptikus plaszticitas, sejtciklus progresszio,

simaizom kontrakci6, inzulin jelatvitel és a citoszkeleton atrendezddés.

Alegységkolcsonhatasok a miozin foszfataz holoenzimben

A PP1 szamos holoenzime koéziil a miozin foszfataz (MP) szerkezetét és alegység-
kdlcsonhatésait tanulmanyozték sokoldaltan. Az MP-ben a PP1cp/6 izoforma a miozin foszfataz
célra iranyito alegységgel (MYPT1) képez komplexet. A MYPTL a PPlc szubsztrathoz torténd
irnyitasaban és az enzim lokalizacidjaban is fontos szerepet jatszik. A MYPTL1 tartalmaz egy
RVxXF konszenzus PP1c-koté szekvenciat (KVKF), ennek jelenléte elengedhetetlen a PP1cé-hoz
valo kotédés kialakitdsaban és tovabbi kotShelyek kapcsolédasaban. A MYPTL fehérje
foszforilacidja a treonin-696 (Thr696) és a treonin-853 (Thr853) oldallancokon a PP1c-MYPT1
holoenzim foszfataz aktivitdsanak gatlasat eredményezi.

A MYPT1-Thr696 &s a -Thr853 koriil elhelyezkedé aminosavak mindségiikben és
sorrendjiikben hasonlitanak a 20 kDa molekulatomegli miozin koénnytilanc (MLC20) P-Ser19
foszforilacids helyét 6vezé aminosavakhoz. A MYPTL1 Thr696 és Thr853 foszforilaciojaval
kialakuld gatlo hatas feltehetéen e foszforilalt peptidszakaszok szubsztratanalogként torténd

kotédésének kovetkezménye a szubsztratkotd arkokban.

PP2Ac szerkezete, fiziologiai szerepe és szabalyozasa

A PP2A Katalitikus alegység (PP2Ac) aktiv centrumaban Mn?* ionok talalhatéak. A
PP1c izoformakkal 6sszehasonlitva kb. 50 %-0s egyezést mutatnak az aminosav sorrendben. A
kilénbségek koziil az egyik legfontosabb, hogy a 812-B13 hurok szerkezete eltérs. A szekvencidk
atfedd szakaszai a PPlc-nél ismertetett globularis szerkezet kialakitasaban vesznek részt. A
PP2Ac-hez (C) egy allvany fehérje (PR/65A (A)) kapcsolddik és ez az AC dimer tekinthetd a
holoenzim alapszerkezetének. Az AC dimerhez B szabalyozd fehérjék k6tddnek, amelyek a PP2A
célra irdnyitasat és lokalizacidjat biztositjak. A B alegységnek négy csaladja ismert: PR55/B,
PR56/61/B’, PR48/59/72/130/B’’ és PR93/110/B""".



Ismertek a PP2A enzimek inhibitor fehérjéi is (1.°P2A (PHAP-I) és az 12PP?A (SET)),
ezek funkcidjukat tekintve hasonl6ak a PP1-nél azonositott inhibitor fehérjékhez és specifikusan
gatoljak a PP2Ac-t.

A PP2A-t alkotd fehérjék posztszintetikus moddositdsa is jelentés az enzim
szabalyozéasaban. A kiilonboz6 B alegységek Thr, tirozin (Tyr) és a Ser oldallancokon torténd
foszforilacidja szabalyozza a holoenzim aktivitasat, mig a katalitikus alegység metilacidja a
komplex képzésében részt vevé B, B’, B’’, B’ alegységek kotédésének erdsségét, a
partnerekhez val6 affinitast befolyasolhatja. A PP2A szabalyozza tdbbek kozott a sejtek
proliferacidjat, a sejthalalt, a sejtek mobilitasat, a citoszkeleton atrendez6dését, és a sejtciklus

egyes lépéseit.

A PP1 és a PP2A gatlasa toxinokkal és tanninokkal

A természetben szamos olyan toxin talalhatd, amely eltérd mértékben gatolja a PP1 és
PP2A enzimeket és ezzel segithetik azok megkiilonbdztetését. Ezek a vegyiiletek a katalitikus
centrumhoz és a szubsztrat kot6 arkokban kotédve gatoljak a szubsztratokkal valé kdlcsonhatast
és ezzel az enzimek aktivitasat. A toxinok els6 fontosabb csoportjat a poliéterek képezik, amelyek
koziil az okadansavat (OA) azonositottak elséként, mint protein foszfatazokat gatlo toxint, amely
a PP1 (ICs0= 15 nM) és PP2A (ICso= 0,1 nM) enzimeket in vitro eltérd hatékonysaggal gatolta.
Az OA PP1c- és PP2Ac-hez torténd kotddésében az enzimek aktiv centruma, a 812-313 hurok és
a hidrofob arok érintett. Szintén poliéter kalikulin A (CLA) az OA-val szemben hatékonyabb, de
kevéshé szelektiv inhibitora a foszfatazoknak. A ciklikus heptapeptid toxin a mikrocisztin szintén
hasonlé hatékonysaggal gatolja a PP1 és PP2A enzimeket (ICs0= 0,2 nM). A poliketid tipust
molekulék kozul figyelmet érdemel a fostriecin, amely a katalitikus &rokhoz kotdve fejti ki gatld
hatasat a PP2A és PP4 enzimekre a 812-813 hurok kdzvetitésével kovalens kotést képezve egy
cisztein oldallanccal. Ennek tulajdonithatd, hogy a fostriecin szelektivitiasa a PP2A-val szemben
fokozottabb a PP1c-vel 6sszehasonlitva (PP1, ICso=4 uM; PP2A, ICso= 40 nM).

A novényekben el6forduld vegyuletek kozil a tanninok és a katechinek, mint pl. az
epigallokatechin-3-gallat (EGCG) szintén gatoljak a PP1c (ICso= 1,35 uM) és PP2Ac (ICso= 15
MM) aktivitasat, részleges szelektivitassal a PP1c irant. A vizsgalatok alapjan az EGCG a PP1c
szubsztrat-kot6 hidrofob arkahoz kotédik, amely kélcsonhatast az EGCG hidroxilcsportjaival
kialakuld hidrogénkotések is stabilizalnak. A gallotanninok kézétt az 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-
B-D-gliikdz (PGG) az EGCG-hez hasonlé modon gatolja a foszfatdzokat (PP1c, ICso= 0,4 pM;
PP2Ac, ICs0= 6,6 pM) és SPR, valamint NMR-STD adatok alapjan szintén kotddik a PPlc
szubsztrat-kotd hidrofob arkahoz.



A PP1 és a PP2A aktivalasa

A PPl1c aktivatorok féként a szabalyozd fehérjékbdl szarmazd peptidek, amelyek
akadalyozzdk a gatld/szabalyozd fehérjék kotddését az enzim felszinén, azaz deinhibitorként
miikodnek. llyen peptid pl. az izmokban taldlhaté G alegység RVxF szekvenciat hordozo
peptidje, ami képes a PP1lc-DARPP32 gatld kélcsonhatds megsziintetésére, igy a PPlc
aktivalasara. Erdekes, hogy a gatlo mikrocisztinb6l szarmazo N-acetil-Arg-Adda szerkezeti részt,
valamint a D-eritro-Cas-ceramidot is PP1c aktivatorként azonositottak.

A PP2A aktivatorai tobbnyire er6sen hidrofob szerkezettel és/vagy olyan funkcids
csoportokkal rendelkeznek, amelyek hidrogén hidak kialakitasat teszik lehetdvé. A ceramidok
mindkét aktivator sajatsagot hordozzak: a D-eritro-Ces-ceramid a SET (12°P?A) inhibitor
fehérjéhez kotddve felszabaditja a PP2A-AC dimert az inhibitor komplexbdl, ezzel reaktivalva a
PP2A-t. Mas aktivatorok (pl. FTY720) hatasa is hasonlé mechanizmuson alapul.

A direkt aktivatorok kozé tartozik a D-eritro-Cis-ceramid, a fenotiazinok és a
perpenazin, amelyek a a PP2A heterotrimer formait is képesek aktivalni. A PP2A aktivalasanak
egy alternativ modja a PP2A inhibitor CIP2A fehérje expresszidjanak gatlasa szintetikus

eredetil szerekkel.



CELKITUZESEK

A PP1 és PP2A gatlasa vagy aktivalasa hatast gyakorolhat szamos sejtfolyamatra az
enzimek aktivitas valtozasan keresztiil, mivel a Ser/Thr oldallancon foszforilalt fehérjék tébb,
mint 90 %-anak foszforilacios szintjét befolyasoljak. A foszfatdzok funkcidinak feltarasara
azonban nincs tokéletes megoldas, mivel az inhibitorok csak mérsékelten szelektivek és mar
alacsonyabb alkalmazott koncentraciok mellett is citotoxikus hatasokkal birnak. Irodalmi adatok
alapjan a PP1 és a PP2A enzimek gatlasa szamos esetben hozzajarul a sejtek malignus
PP2A aktivalasinak daganatellenes funkciot tulajdonitanak, elsdsorban a daganatos sejtek
sejthaldlanak indukciojaban jatszott szerepik altal. Ezért a foszfatazok tipusspecifikus
gatldszereinek és aktivatorainak feltarasa, lehetséges farmakoldgiai alkalmazasuk altal, még ma
is meghatarozo iranyvonalat képviselnek a kutatdsokban. Munkacsoportunk korabbi eredményei
azt mutattak, hogy egyes gallotanninok és katechinek a PP1 részlegesen szelektiv gatloszerei,
ezért tanulmanyozni kivantuk a természetben is el6fordulo, szerkezetileg rokon ellagitanninok
hatasat a foszfatazok aktivitasara és a sejtek életképességére. A MYPT1 fehérje foszforilacidja a
PP1c gatlasat eredményezi, nem tisztazott azonban, hogy a gatlé foszforilacids helyet tartalmazd
peptid is befolyasolja-e a foszfataz aktivitast. Feltételeztiik, hogy a gliikéz tovabbi szarmazékai
szintén befolyasolhatjék a foszfataz aktivitast, ezért tanulméanyoztuk a szelenoglikozidok hatését
a PP1 és PP2A aktivitasara. Ezek a varttol eltér6 modon aktivaltak mindkét foszfatazt, ami egy
eléremutato felismerés volt.

Mindezek alapjan kisérleteink az aldbbi kérdések megvalaszolasara iranyultak:

1. Az ellagitanninok hatasénak vizsgélata a PP1 és PP2A enzimek aktivitésara: tipus-
szelektivitas feltarasa, kdlcsdnhatasi paramétereik meghatarozasa és sejtes rendszereken torténd
vizsgélatuk.

2. Foszforildlt MYPT1 peptid és PP1c kdlcsonhatasanak felderitése és a gétld hatés
mechanizmusanak tanulmanyozasa.

3. Szelenoglikozidok foszfatazt aktivald hataséanak vizsgalata: szerkezet-aktivalo hatéas
Osszefliggések feltarasa.

A célkitlizésekben megfogalmazott kérdések megvalaszolasahoz a biokémiai, sejt-és

molekularis biolégiai technikak széles korét alkalmaztuk.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Foszfatazok preparalasa és a foszfataz aktivitas meghatarozasa

Nativ PP1c és PP2Ac preparatumot nyul vazizombol, rekombinans rPP1ca és rPP1cd
enzimeket bakterialis expressziés rendszerekbdl izolaltuk és tisztitottok. A tisztitott
preparatumok, valamint Hela sejtlizatumok foszfataz aktivitasat 3?P-MLC20 szubsztrattal
hataroztuk meg az effektorok (ellagitanninok, szelenoglikozidok, P-MYPT16%0-70) jelenlétében
és tavollétében 30°C-on a felszabaduld *2P; radioaktivitasanak folyadékszcintillacios késziilékben
torténd mérésével.

Sejttenyésztés, sejtkezelések, életképesség meghatarozas

A Hela sejteket a forgalmazé altal megadott Utmutatasok alapjan tartottuk fenn. A
szérum éheztetést kovetden a médiumot a vegyileteket tartalmazé tenyészt6 oldatra cseréltik,
majd a tenyészeteket sejttenyészté inkubatorba helyeztiik 24 6rara (30 °C, 80% paratartalom). Az
inkubaciot kovetéen a kezelési kozeget lecseréltik szérummentes tenyésztési médiumra és

Alamar esszével meghataroztuk a sejtek életképességét.

Fellileti plazmon rezonancia (SPR)

A szelenoglikozidok és a 2,3-di-O-galloil-4,6-O-(S)-hexahidroxidifenil-B-D-gliik6z
(tellimagrandin 1) rPPlcd-val kialakuld kdélcsdnhatasat Biacore 3000 késziilékkel felileti
plazmon rezonancian alapulé k6t6dési modszerrel vizsgaltuk. A szelenogikozidok PP1c-vel valo
kolcsonhatasat a rPP1cd-GST-MYPT1 komplex képzddésére gyakorolt hatasukon keresztiil
tanulmanyoztuk. Anti-GST antitestet kovalensen kapcsoltunk CM5 szenzorchip felszinre, amin
kapcsolasi kit segitségével a gyartd ajanlasa szerint. Az anti-GST-t tartalmaz6 felszinre GST-
vagy GST-MYPTI1 fehérjét immobilizaltunk. Ezt kdvetéen 3 uM rPP1cd fehérjét aramoltattunk
a szenzor felszinek felett szelenoglikozidok jelenlétében (0-50 uM) vagy tavollétében
(asszociacids fazis), amit az alkalmazott pufferrel torténé mosas (disszociacios fazis) kovetett. A
GST kontroll felszin a GST-MYPT1 felszinnel azonos mddon lett kezelve a kisérlet soran, igy a
GST-MYPT!1 szenzor felszinen mértb6l kivonva a GST felszinen kapott rezonanciajelet a PP1c
specifikus kotddését, ill. a szelenoglikozidok jelenlétében ennek gatlasara jellemz6 adatokat
kaptuk. A tellimagrandin I interakcidjanak vizsgéalatanal a rPP1cd -t CM5 szenzor felulethez
kapcsoltuk korébban leirt eljarést alkalmazva. A tellimagrandin I-et 0,5-2,5 pM koncentrciéban
aramoltattuk a kontroll és az rPP1¢d kapcsolt felszinek felett. A kélcsdnhatas asszociacios fazisat

7, mig a disszociacios fazisat 6 percen keresztiil kovettik Az analit kdt6dését a felszinekhez



rezonanciajelként (RU) regisztraltuk az id6 (s) fliggvényében. A rPP1cd felszineken kapott
rezonanciajelekbdl levonva a kontroll felszinen mért rezonanciajelet a PP1c-tellimagrandin |
kolcsonhatast jellemzd szenzogrammokat nyertiink. A szenzogrammokbol a kdlcsonhatast
jellemzd kinetikai és asszociacids/disszociacios paramétereket a BiaEvaluation 3.1 szoftver
(Biacore AB, Uppsala, Sweden) segitségével hataroztuk meg 1 : 1 kélcsonhatési sztéchiometriat
feltételezve.

Izoterm titracios kalorimetria (ITC)

A rPPlca fehérjét a méréshez hasznalt pufferben torténd dializist kvetéen a MicroCal
ITC200 késziilék mérdeellajaba toltottik (5-10 uM), a referencia cellat pedig a pufferrel toltottik
fel. A 60-100 uM tellimagrandin I-et automata fecskenddvel adagoltunk a méréeellaba 18
lépéshen 2 ul térfogatokban 25 °C-on, kevertetés mellett, 5 pcal/s kompenzacids energia beallitas
mellett. A titralasi adatokat Microcal ITC-Origin szoftver segitségével egy kot6helyes kotddési

modellt feltételezve elemeztiik.

Mikroskalas termoforézis (MST)

A mikroskalas termoforézis méréseket a Monolith NT.115 és a Monolith NT.LabelFree
miiszerek segitségével végeztik. A jelolés nélkiili méréseket a Monolith NT-LabelFree
segitségével 250 nM rPP1ca jelenlétében kiviteleztiik, mig a Monolith NT.115 miiszer esetében
NT-647 fluoreszcens festékkel jelzett 170 nM rPPlca oldattal végeztiik. A kolcsdnhatd
ligandumokat a rPP1ca fehérje oldataval higitottuk ugy, hogy a ligandumok koncentracidja 7,32
nM -120 uM (polifenolok), vagy 61 nM -1 mM (P-MYPT15%-701 peptid) tartomanyba essen. A
mintakat Uiveg kapillarisokban toltve a kotddések hatasara a termoforézis soran bekovetkezé belséd
(NT.LabelFree) vagy a fehérjéhez kapcsolt molekula (NT.115) fluoreszencia intenzitas valtozast
detektaltuk. Az adatokat MO AffinityAnalysis szoftver (NanoTemper Technologies GmbH,
Munich, Németorszag) segitségével analizaltuk.

NMR telitési atvitel differencia (NMR-STD)

Az NMR telitési atvitel differencia (NMR-STD) kisérleteket Bruker Avanche Il 500
spektrométerrel végeztiik korabban kdzolt modszert alkalmazva. Tellimagrandin 1-et D20 foszfat
pufferben oldottuk (1,2 mM) és a molekula *H-NMR spektrumat rPP1c (10-13 uM) jelenlétében
és tavollétében meghatarozva nyertiik a telitési atviteli differencia (STD) spektrumot 293 K

hémérsékleten.



Dokkolasi szimulaciok

A PP1c-szelenoglikozid dokkolasi kisérletekhez a rPP1c-nek egy az RVxF motivumot
tartalmazo peptiddel alkotott komplexébdl szarmazé rontgenkrisztallografis szerkezete szolgalt
alapul. A kot6d6 peptid RVXF motivumanak kotéfelszine szolgalt referenciaként a fellleti
dokkolési kisérletekhez. Egy 25 x 25 x 25 A kockéban az Autodock Vina programot alkalmaztuk
a dokkolas szamitasainak Kivitelezéséhez, és a legnagyobb affinitdst mutatd szerkezeteket
vetettik ala tovabbi analizisnek. A kisérletek soran feltért hidrofob interakcios fellleteket MGL
Tools segitségével vizsgaltuk. A szerkezetek vizualizaciojat és tovabbi elemzését az UCSF
Chimera (Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics at the University of

California, San Francisco (NIGMS P41-GM103311)) program segitségével végeztiik el.

Szinaptoszéma preparalas és exocitézis vizsgalatok

A szinaptoszomakat C3H egér cerebralis kortexébdl preparaltuk korabban k6zolt eljaras
alapjan. A kortexek szdvetét homogenizald pufferben vettiik fel és homogenizalast kdvetéen
differencial és gradiens centrifugalasi eljarasokkal nyertiik a szinaptoszéma preparatumot. A
szinaptoszomakat Krebs pufferben vettiik fel ugy, hogy 1,2 mM végkoncentracioban CaClz-t
adtunk hozza, majd tellimagrandin |, 1,4,5-tri-O-galloil-2,3-O-(S)-hexahidroxidifenil-B-D-
gliikéz (mahtabin A, 1, 10, 100 uM) vagy tautomicetin (TMC, 10 uM) jelenlétében, illetve ezek
tavollétében inkubaltuk 45 percen keresztill 30 °C-on. A mintékat ezt kdvetden vagy exocitdzis
esszének vetettiik ala, vagy RIPA pufferben végzett lizist kovetden Western blot analizissel
vizsgaltuk a célfehérje, a SNAP-25 mennyiségét és foszforilacios szintjét.

Az exocitdzis esszét egy korabban kozolt protokoll alapjan Kiviteleztik. A
szinaptoszomakat FM 2-10 festékkel toltottiik fel, majd az exocitézist 30 mM KCI hozzaadasaval
indukaltuk és a kezelések hatasara bekovetkezé FM 2-10 festék fluoreszcencia valtozéaséat (negativ
korrelacio az exocitozis mértékével aranyosan) detektaltuk Fluoroskan FL miiszerrel.

A Western blot analizishez a feltart mintak fehérje tartalmat BCA fehérje mérési kit
segitségével hataroztuk meg. A szinaptoszoma preparatumok fehérjéit SDS-PAGE madszerrel
valasztottuk el, majd a gélrdl a fehérjéket nitrocelluldz membrénra transzferaltuk. A
membranokat blokkoltuk. Az elsGdleges antitestet 16 oran keresztiil 4 °C-on inkubaltuk, majd
mosast kovetden a mintakat torma peroxidaz enzimmel konjugalt masodlagos antitest oldataval
inkubaltuk a membranon. Az (jabb mosas utan az antigén-antitest kolcsdnhatasokat
kemilumineszencias reagenssel detektaltuk Chemidock Touch miszerrel. A kapott jeleket

denzitometraltuk és Fiji (Image J) programmal értékeltiik.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Az ellagitanninok PP1c-re és PP2Ac-ra gyakorolt szabalyoz6 hatasa

Az ellagitanninok gatoljak a PP1c és PP2Ac enzimeket nagyobb szelektivitast mutatva
a PP1c enzimmel szemben, a PP2A-val dsszehasonlitva. Kutatécsoportunk korabban a katechin
EGCG és a szerkezetileg rokon gallotannin PGG vizsgalatanal hasonl6 eredményeket kapott, de
a vegyuletek szelektivitasa kisebb mértékii volt. Ennek hatterében szerkezetbdl adodo eltérések
allhatnak. A kisérletekben vizsgalt ellagitanninok abban kilénbéznek a PGG-t6l, hogy
kovalensen kapcsolt, hexahidroxidifenil csoportot tartalmaznak, illetve a galluszsav csoportok
eltérd pozicioban és szamban észteresitik a kdzponti B-D-gliikoz hidroxil-csoportjait: az 1,2-di-
O-galloil-4,6-0O-(S)-hexahidroxidifenil-p-D-glikéz (GHG) szabad alkoholos hidroxil csoportot
tartalmaz, mig a telimagrandin |, a 2,3; 4,6-di-(S)-hexahidroxidifenil-p-D-glikdz (pedunculagin)
és a 4,5-di-O-galloil-2,3-0-(S)-hexahidroxidifenil-B-D-gliik6z (praecoxin B) szabad glikozidos
hidroxil-csoportot tartalmaz.

A tellimegrandin | molekula szerkezetének forgasi szabadsagi foka alacsonyabb, mint
a PGG molekuldnak a 4,6-hexahidroxidifenil csoportnak koszonhetSen, igy a szerkezete
merevebb és a PP1c aktivitasat is hatékonyabban gatolja. A mahtabin A, amelynek a glikozidos
hidroxilcsoportja is galluszsavval észteresitett, gyengébb gatlé hatast fejt ki a PP1c-re, viszont
2,3- pozicidban tartalmazza a hexahidroxidifenil csoportot, ami a tellimagrandin 1-t61 eltér, ezért
a glikozidos galluszsav észter szerepe a gatldo hatdsban nem egyértelmii. Ha dsszevetjik a
tellimagrandin | és a praecoxin B szerkezetét a tapasztalt gatlasokkal, lathat6, hogy a
hexahidroxildifenil pozicidja befolyasolja a gatlas mértékét.

A tellimagrandin | és a GHG szerkezete hasonlé modon 4,6- hexahidroxidifenil
csoportot tartalmaz, a GHG glikozidos hidroxi csoportja viszont galluszsavval van észteresitve és
a 3. pozicidban szabad alkoholos hidroxil csoportot tartalmaz. A GHG kevésbé hatéasos inhibitor,
mint a tellimagrandin | vagy a preacoxin B. A szerkezet 3. pozicioban taldlhaté galluszsav
észernek, fliggetlendl attdl, hogy szabadon vagy a hexahidroxidifeni csoport részeként szerepel,
fontos szerepe lehet a gatlas kialakulasaban, mig a glikozidos hidroxilcsoport galluszsav észtere
kevésbé tlinik meghatarozé szerkezeti elemnek. A pedunculaginban két hexahidroxidifenil
csoport taldlhatd, ennek a molekuldnak az inhibitor hatékonysaga viszont a tébbi molekuldhoz
képest kisebb és feltehetden ezért a molekula tulzott merevsége okolhato.

Az ellagitanninok a PP1c-t a PGG-hez hasonld mértékben gatoljak, a PP2Ac-re kifejtett
hatasuk viszont mérsékeltebb. Ez a kiilonbség az ICso értékekbdl szamitott szelektivitasi

aranyokban is tiikr6z6dik (PP1¢/PP2Ac=1: 80/97 az ellagitanninokra és 1: 17 PGG-re). Korabban
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a PP2Ac rontgenkrisztallografias szerkezetébdl szarmazé modell alapjan EGCG-vel alkotott
komplexére elvégzett molekuladinamikai szimulaciok arra utaltak, hogy az EGCG a PP2Ac-ben
és a PP1c-ben eltér6 pozicioban kotddhet, valamint az EGCG kotddését a szubsztratkoté arokhoz
a PP2Ac-ben az arok kozelében 1évé sohid korlatozhatja. Mivel az ellagitanninok szintén a
hidrofob szubsztrat k6t6 arokhoz kapcsolodnak, a kotddésiiket a méretiik mellett a PP2A
szerkezetében talalhat6 séhid is befolyasolhatja.

Az NMR-STD analizissel feltart eredményeink alapjan arra kévetkeztethetiink, hogy az
ellagitanninok aromas gy(irliinek hidrofobicitasa a PPlc-vel torténd kolcsonhatés fontos
tényezbje. Korabbi kisérletek meger6sitették, hogy az EGCG esetén a gylirithdz kapcsolodo
hidroxilcsoportok hidrogén kotést alakitanak ki a PPl1c-vel, stabilizdlva az interakciot. A
hidroxilcsoportok szerepét nem erSsitettik meg a kolcsonhatadsban az ellagitanninok
vizsgalatanal, de irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a polifenolok hidroxilcsoportjai
hidrogénkotésekkel részt vesznek a fehérjékhez vald kotddésiikben.

A tellimagrandin 1-PP1c kdlcsonhatasat tobb kisérleti modszerrel vizsgaltuk meg.
NMR-STD mddszerrel kimutattuk a kotddést és annak hidrofob jellegét, ITC, SPR és MST
modszerek segitségével pedig kvantitativ mddon jellemeztiik a kélcsdnhatast. A kapott Kp
értékek a modszertdl fliggd modon 0,23 és 1,78 uM kozotti értékek voltak, amelyek jé egyezést
mutattak a gatlast jellemzd ICso értékekkel. Kordbban a PGG és az EGCG PP1c-vel Kivitelezett
SPR vizsgélatai sordn felmerilt, hogy a molekuldk, habar csak egy kot6hellyel rendelkeztek, de
1:1 kotédési aranytol joval nagyobb mértékben kotddnek az immobilizalt PP1c felszinéhez. Ez a
»stacking” jelenség, amely a polifenol molekuldk egymassal torténé kdlcsonhatasat feltételezi,
nem zarhatd ki az ellagitanninok esetén sem és nem csak az SPR, de a tovabbi kotédési modszerek
(ITC, MST) esetén is befolyasolhatja a Kp értékét.

A tellimagrandin | csokkentette a HelLa sejtek életképességét, valamint a sejtek
foszfataz aktivitasat. Ezzel szemben a mahtabin A hatastalannak bizonyult a sejtes kisérletekben.
A kuldnbségek hatterében a tellimagrandin | és a mahtabin A eltéré membran-permeabiltasa
allhat. Azt, hogy a permeabilitasi kiilénbség két szerkezetileg hasonlé molekula k6z6tt hogyan
jon létre Hel a sejteken a kisérleteink alapjan nem tudjuk megvalaszolni. A mahtabin A ndvelte
az egér kortikalis szinaptoszomaiban a SNAP-25T"138 foszforilacio szintjét, és csékkentette a KCI
altal kivaltaht6 exocitézis mérétkét, mig a tellimagrandin | hatastalan volt.

Osszességében az ellagitanninok a PP1 és PP2A inhibitorok (j csaladjat képviselik a
PP1 felé mutatott fokozottabb gatlasi preferenciaval. A kvantitativ kotddési vizsgalatok kdzepes

stabilitasu kolcsdnhatast mutattak ki a PP1c és a tellimagrandin | kozétt, ami a PP1c hidroféb
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szubsztrat-kot6 arkaval a tellimagrandin 1 aromas gyurtiinek, valamint a fenolos hidroxil

csoportok altal kialakitott hidrogén kétések révén alakul ki.

A MYPT80-701 65 g P-MYPT®90-701 peptidek hatasa PP1-re

Megvizsgaltuk a miozin foszfatdz regulator alegységébdl (MYPTI) szarmazd
foszforilalt peptid PP1c-t gatlé sajatsagait. A P-MYPT®%-70% peptid gatolta a PP1c aktivitasat
(ICs0= 32 pM), azonban a viszonylag magas ICso érték miatt ez a peptid nem vehet6 szamitasba
igazan igéretes foszfatazgatlo molekulaként.

Az NMR-STD adatok a PP1c-P-MYPT8%0-701 komplex elemzésével két j felismeréshez
vezettek. Egyrészt megerdsitették azt a feltételezést, hogy a peptidnek a PPlc-vel vald
interakcidjaban a hidrofdb és bazikus szekvenciainak van szerepe, 6sszhangban azzal, hogy ezek
az aminosav oldallancok a PP1c hidrofob és savas szubsztrat-koté arkaival 1épnek
kolcsonhatasba. Masrészt igazolodott, hogy a PP1c (10-14 uM) és a P-MYPT®0-701 (1,3 mM)
ilyen magas koncentraciojanal az NMR kisérletek alatt a P-MY PT8%-701 defoszforilalodik, magas
felezési idével (tuz2= 82 perc). Az NMR-STD mérések a defoszforilalt peptiddel is igazolték a
kolcsonhatast, de az mikroskalas termoforézis (MST) maodszerrel nem volt kimutathatd, ami a
defoszforilalt peptid és a PP1c kozotti gyenge kdlcsdnhatasra utal. A foszforilalatlan peptid
viszont nem rendelkezik gatldé hatassal, ami a foszfotreonin jelenlétének sziikségességét
feltételezi a gatlas kialakulasahoz.

A P-MYPT1890-70! defoszforilacidjanak jelentds idd igénye arra utal, hogy a peptid gatld
hatasat ugy fejti ki, hogy a PP1c “rossz szubsztratja”, viszont a fizioldgias szubsztratokhoz
hasonlo erdséggel kot6dik az enzimhez versengve a szubsztrattal a defoszforilacios folyamatban.
Ez a jelenséget egy kézelmultban megjelent kdzleményben “unfair” kompeticionak nevezték el.
Jelenleg folyamatban 1évé molekuléris dokkolasi szimulacidk arra utalnak, hogy a peptid val6ban
szubsztrat analogként viselkedik, viszont a foszfotreonin pozicidja kedvez6tlen a defoszforilacio
szempontjabdl és kotédése megvaltoztatja a fémionok koordinacidjat is.

Osszefoglalva: a regulator fehérjékbol szarmazo rovid peptidek nem igazan hatékony
gatldszerei a PPlc-nek, de a hatasuk elemzése, és a tovabbi szerkezeti vizsgalatok érdekes
adatokkal szolgalhatnak a gatl6 mechanizmusra, és segithetik hatékonyabb gatld peptidek

tervezését is.

PP1 és PP2A szabalyozasa szelenoglikozidokkal

Az acetilalt aromas szelenoglikozidok szerkezet fliggd modon aktivaltak a PPlc és a

PP2Ac enzimeket. Az aktivalasban szerepe lehet a vegydiletek hidrofdbicitasanak, mivel csak az
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acetilalt szelenoglikozidok voltak serkent hatasuak. Eredményeinkbdl arra kdvetkeztetlink, hogy
a vegyiletek nem a szubsztrat-kotd hidrofob arokhoz kotddnek az enzim felszinén, hanem a
PPlc-hez kapcsolédd regulator és inhibitor fehérjékben megtalalhaté RVXF motivum
megkdtésében részt vevo felszinhez. A molekula dokkolasi kisérletek eredményei alapjan a
szelenoglikozidok és a motivum PP1c-vel kialakitott interakci¢jaban fontos hidroféb aminosavak
(Val és Phe) kotofelszinének atfedése csak részleges. SPR kotddési kisérleteink arra utalnak, hogy
a motivumot tartalmazé peptidek/fehérjék és a szelenoglikozidok kdlcsondsen gyengitik egymas
kotddését, de nem sziintetik meg teljesen.

A szelenoglikozidok jelenlétében csdkken az RVXF motivumot tartalmazé6 MYPT1
szabalyozo fehérje kotédésének mértéke a PPlc-hez, de a szelenoglikozidok telitési
koncentracioinal is megfigyelheté a PP1c-MYPT1 komplex képzddése. Ezért feltételezzik egy
PP1c-szelenoglikozid-MYPTI1 komplex kialakulasat, ahol a partnerek gyengébben kotddnek a
PPlc-hez, de az asszociaci6juk nem teljesen gatolt. Ezt a feltételezést megerdsitik azon
eredményeink is, hogy a szelenoglikozidok, igaz kismértékben, de ndvelik a HelLa sejtek
foszfataz aktivitasat is, ahol PP1 és PP2A holoenzimek vannak jelen.

Munkank soran feltartunk egy olyan vegytiletcsaladot, amely a foszfatazok mindkét
tanulmanyozott tipusat képesek aktivalni. Azonban a szelenoglikozidok nem igazan tekintheték
farmakoldgiailag relevans foszfatdz aktivatoroknak, mivel intracelluléris hatasuk mérsékelt,
emellett citotoxikusak acetilalt és nem acetilalt formaban is. A szelenoglikozidok acetilalastol
fuggetlenil csokkentették a Hela sejtek életképességét, ami pedig arra utal, hogy a foszfataz
aktivalasnak csak legfeljebb részleges szerepe lehet a szelenoglikozidok sejthalalt indukal6
hatdsaban, mivel az acetilalt vegyiiletek nagyobb mértékili sejthalalt idéztek eld. Mindezek
ellenére a szelenoglikozidok molekularis templatként szolgalhatnak Uj foszfatdz aktivator
molekulédk szintéziséhez, amik a fenti hianyossagokat kikiiszobolik. llyen vegyuletek felderitését
az is indokolna, hogy a protein foszfatazokat ma mar tumor szupresszor fehérjéknek tekintik,
amelyek aktivacioja elésegitheti a daganatos sejtek életképességének csokkentését. A kisérletek
alapjan ugy tlinik, hogy a PP2Ac felszinén legalabb két hidrofob kotéhely is talalhato az aktivator
molekuldk megkotéséhez, amelyek szerkezete azonban nagy valoszinliséggel eltér a PP1c

kotéfelszinétol.

14



OSSZEFOGLALAS

A protein foszfatazok és kinazok Osszehangolt mikodése a sejtszintli folyamatok
szabalyozasaban fontos szerepet jatszik. A protein foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A) a foszfataz
enzimcsalad fontos képviseldi, a foszfoszerin/treonin (P-Ser/Thr) fehérjék tébb mint 90 %-anak
defoszforilacidjat végzik, ezzel szamos sejtfolyamatot szabalyoznak. Célkitlizésiink a PP1 és
PP2A enzimek Uj inhibitor és aktivator molekuldinak azonositasa, és ezek gatlo/aktivald
mechanizmuséanak feltarasa volt.

Kimutattuk, hogy az ellagitanninok gatoljak a PP1-et és PP2A-t, részleges szelektivitast
mutatva a PP1-el szemben. Jellemeztiik a PP1 katalitikus alegység (PP1c) és a leghatékonyabb
gatldszer, a tellimagrandin | kolcsénhatasait NMR telitési atviteli differencia (NMR-STD)
spektroszkopidval. Meghataroztuk az interakcié kvantitativ sajatsagait (Kp= 0,23-1,78 pM)
fellilleti plazmon rezonancian (SPR), izoterm titraciés kalorimetrian (ITC) és mikroskalas
termoforézisen (MST) alapulo kotddési modszerekkel. A tellimagrandin I gatolta a HeLa sejtek
foszfataz aktivitasat és csokkentette azok életképességét, mig a mahtabin A ndvelte a neuronalis
fehérjék foszforilacidjat és egyidejiileg csokkentette az exocitozis mértékét kortikalis
szinaptoszomakban. Ezek az adatok arra utaltak, hogy az ellagitanninok foszfatazgatl6 sajatsaguk
altal sejtfolyamatok szabalyozasaban is részt vehetnek.

A miozin foszfataz regulator alegység foszfatazgatlo szekvencidja alapjan szintetizalt
foszfopeptid (P-MYPT16%-701) gatolta (IC50= 32 pM) a PP1c aktivitasat. A peptid gatl6 hatasa a
P-Thr oldallanc lassu defoszforilécidjanak és ezzel a fiziologids szubsztratokkal torténd
egyenlétlen (,,unfair”) kompeticionak tulajdonithatdo, amelynek szerkezeti hatterében a
foszfotreonin és foszfoszerin defoszforilacidé szempontjabol eltéré pozicidja allhat a katalitikus
centrumban.

Az acetildlt szelenoglikozidokat a PP1 és a PP2A enzimek szerkezet-fiiggd
aktivatoraiként (ECso= 80-300 puM) azonositottuk. Kompeticios kinetikai és SPR kot6dési
modszerekkel kimutattuk, hogy a szelenoglikozidok k&tohelye a PP1c feliiletén részlegesen atfed
a regulator alegységekben talalhatd, a kélcsénhatashoz esszencialis RVXF szekvencia motivum
kotofelszinével. A szelenoglikozidok, a HeLa sejtek foszfataz aktivitasanak kismértékii, de
szignifikans novekedését okoztdk és csokkentették a sejtek életképességét, ami legalabb is
részben, a foszfataz aktivalasnak is tulajdonfithato.

Osszefoglalva, az ellagitanninokat és a szelenoglikozidokat, mint a foszfataz
szabalyozd molekulak (j csaladjat azonositottuk. Ezek a molekulak templatként szolgalhatnak Uj,

farmakoldgiai jelentdségili szabalyoz6 molekulak szintéziséhez.
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KOSZONETNYILVANITAS

A kutatast a GINOP-2.3.2-15-2016-00044 szamu ,,A gyo6gyszerkutatas Ujabb iranyai: peptid-
fehérje kolcsonhatasok a magasabb rendl fehérjeszervezdések szabalyozasaban -
PHARMPROT teaming” cimii projekt tAmogatta. A projekt az Eurdpai Unid tdmogatésaval, az
Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valésult meg.
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