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32p jelslt 20 kDa pulyka ziiza simaizom konnyt lanc fehérje

67 kDa lamin receptor

MCY-LR heptapeptid aril dién

varianciaanalizis

benzil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-B-D-glikopirandz
1-szelenobenzoil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiran6z
4-bromobenzil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-B-D-glikopirandz
borju szérum albumin

benzil 1-szeleno-p-D-glikopirandz

tumor indukalt PP2A inhibitor fehérje

kalikulin-A

1-szeleno-(4-kloro-benzoil) 2,3,4,6-tetra-O-acetil-pB-D-glikopiran6z

C-kinaz foszforilalt 17 kDa méretli protein foszfataz-1 inhibitor fehérje

cisztein

dopamin és CAMP szabéalyozott neuronélis foszfoprotein
2,4-dinitro-fenil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-B-D-gliikopiran6z
dezoxiribonukleinsav

ditiotreitol

A félmaximalis aktivaciohoz szlikséges koncentracio
1-etil-3-(dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid
etilén-diamin-tetraecetsav

epigallokatechin-3-gallat

aszpartat foszfatazok

flag peptid konjugélt MYPT1

(N-(3-trietilammdniumpropil) -4-(4-(dietilamino) sztiril) piridinium-
dibromid

fingolimod, Myriocin homoldg szfingozin-1 receptor modulator
molekula

bél és agy specifikus foszfataz inhibitor
1,2-di-O-galloil-4,6-0-(S)-hexahidroxidifenil-p-D-glikoz
izom glikogén-koto6 regulator alegység
glutation-S-transzferaz

glutation-S-transzferaz konjugalt MYPT1

inhibitor-1
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ICs0

ITC

KEPI

M20/21
M-ADBOASG

mahtabin A
M-BOASG
MCY-LR
MEM

MEM L-GlIn
MLC20
MLCP
MO-BASG
MP

MST
MyPhoNe
MYPT1
MYPT1%38
MYPT1690-701
MYPT2

NHS

NIPP-1

NMR
NMR-STD
NO2-ADPYASG

NO.-BASG
NO2-PYASG
OA

PASG

PBS

PEASG
pedunculagin

inhibitor-2

A félmaximalis gatlashoz sziikséges koncentracio.
izoterm titracios kalorimetria

protein kinaz C aktivalt inhibitor fehérje

a miozin foszfataz 20/21 kDa szabalyoz0 alegysége

1-szeleno-(4-metilbenzoil)-2-acetamido-2-deoxi-3,4,6-tri-O-acetil-p-D-
glukopiranoz

1,4,5-tri-O-galloil-2,3-O-(S)-hexahidroxidifenil-B-D-glikoz
1-szeleno-(4-metilbenzoil)-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glikopiran6z
mikrocisztin-LR

minimum eszencialis médium

minimum eszencialis médium 2 mM L-glutaminnal

20 kDa miozin konnyti lanc

miozin kdnnyt lanc foszfataz

4-metoxibenzil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-B-D-glikopirandz
miozin foszfataz

mikroskalas termoforézis

miozin foszfatdz N-terminalis szekvenciaelem

miozin foszfataz célrairanyito alegység 1

MYPT1 peptid 2D-3F aminosav

MYPT1 peptid 5°R-"1 aminosav

miozin foszfataz célrairanyito alegyseg 2

N-hidroxi-szukcinimid

PP1 sejtmagi inhibitor fehérje

magneses mag rezonancia spektroszkdpia

magneses mag rezonancia spektroszkopia telitési atvitel differencia

(5-nitro-pirid-2-il) 2-acetamido-2-deoxi-3,4,6-tri-O-acetil-1-szeleno--
D-gllkopiran6z

4-nitrobenzil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-B-D-gliikopiran6z
(5-nitro-pirid-2-il) 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-p-D-gliikopirandz
okadansav

fenil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-f-D-glikopiranéz

foszfat puffer

2-feniletil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-B-D-glukopirandz

2,3; 4,6-di-(S)-hexahidroxidifenil-B-D-glikdz



PGG
PHAP-I
PHI

PIP

PKA

PKB

PKC
P_MYPT1690—701
PP1

PP1c
PPlca
PP1cB(d)
PPlcyl-2
PP2A
PP2Ac
PP2Bc
PP2C

PP4

PP5

PP6

PP7

PPM

PPP
PR/65A
praecoxin B
P-Ser

P-Thr

PTP

RIPA puffer
ROK

rPP1c

RU

SDS
SDS-PAGE
Ser

1,2,3,4,6-penta-O-galloil-B-D-gliikoz

human leukocita antigén receptor Il asszociélt fehérje |
foszfataz holoenzim inhibitor

foszfatdz kdlcsdnhatd peptid

protein kindz A

protein kinaz B

protein kinaz C

foszforilalt MYPT1 peptid *°R-"%L aminosavig
protein foszfataz 1

protein foszfataz 1 katalitikus alegység

protein foszfatdz 1 katalitikus alegység a izoforma
protein foszfataz 1 katalitikus alegység  (8) izoforma
protein foszfatdz 1 katalitikus alegység v 1 és 2 izoforma
protein foszfataz 2A

protein foszfataz 2A katalitikus alegyseg

protein foszfataz 2B katalitikus alegység

protein foszfataz 2C

protein foszfataz 4

protein foszfataz 5

protein foszfataz 6

protein foszfataz 7

Mg?* vagy Mn?* fiiggé foszfatazok

foszfoprotein foszfatazok

Ser/Thr protein foszfataz 2A 65 kDa szabalyoz6 fehérje
4,5-di-O-galloil-2,3-O-(S)-hexahidroxidifenil-B-D-gliikdz
foszfo-szerin

foszfo-treonin

foszfo-tirozin foszfatdzok

Radioimmunoprecipitacios puffer

Rho-A Altal aktivalt kinaz

rekominans protein foszfataz 1 katalitikus alegység
rezonancia egység

natrium-dodecil-szulfat
natrium-dodecil-szulfat-pliakrilamid gél elektroforézis
szerin



SET/I12PP2A
SNAP-25

SPR

STD

TBS

TBST
tellimagrandin 1
TFM-BASG

TFM-BSG
Thr

™

TM puffer
TMC

Tris
Tween 20
Tyr

PP2A Inhibitor-2

25 kDa molekulatomegii szinaptoszoma-asszocialt fehérje
feluleti plazmon rezonancia

telités-atvitel differencia

25 mM Tris/HCI pH 7,4; 27 mM KCI; 136 mM NacCl
TBS, 0,1 % Tween 20
2,3-di-O-galloil-4,6-0O-(S)-hexahidroxidifenil-p-D-glikoz

2-(trifluorometil)-benzil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-szeleno-B-D-
glukopiranoz

2-(trifluorometil)-benzil 1-szeleno-B-D-gliikopiran6z
treonin

tautomicin

20 mM Tris/HCI pH 7,4; 0,1 %(V/V) 2-merkaptoetanol
tautomicetin

trisz-(hidroximetil)-amino-metan
polioxietilén(20)-szorbitan-laurat

tirozin



Bevezetés

Az eukariota sejtek fehérjéinek legaldbb egyharmada foszforilalhaté és a foszforilacid
befolyasolja azok szerkezetét és funkciojat. A foszfofeherjék 86,4 %-ban szerin (Ser), 11,2 %-
ban treonin (Thr), 1,8 %-ban pedig tirozin (Tyr) oldallancon foszforilalédnak (Olsen és mtsai.,
2006). A foszfat beépitését protein kindzok, kihasitasat pedig protein foszfatazok katalizaljak.
Eldszor a kinazok foszforilacidt szabalyozod szerepének tisztazasa kapott nagyobb figyelmet,
azonban késobb kideriilt, hogy a protein foszfatazoknak is fontos szerepiik van a fehérjék
foszforilacios szintjének kialakitaséban.

A foszfat csoportot Kihasitdo foszfo-Ser/Thr specifikus foszfatazok (P-Ser/Thr)
aktivitasanak szabalyozasaban célrairanyito és lokalizald fehérjék, gatlo fehérjék és molekulak
is részt vesznek (Zhang és mtsai., 2013). A protein kinaz enzimek egy reszének vizsgalatat
elésegiti, hogy tipusonként, néhany kivételtdl eltekintve, kis szdmu fehérje foszforilaciojat
katalizaljak, igy specifikus gatloszerek alkalmazasa lehetévé teszi az altaluk szabalyozott
fehérjék azonositasat és fizioldgiai funkcidjanak vizsgalatat (Zhu és mtsai., 2005). A P-Ser/Thr
vagy P-Tyr aminosavakra szelektiv foszfataz katalitikus alegysegek ezzel szemben nagyszamu
szubsztrat defoszforilaciojat képesek katalizalni a hozzajuk asszocialt célra iranyito fehérjéktol
fiiggben (Zhang és mtsai., 2013). Ennek tulajdonithatd, hogy a géatldszerek alkalmazésa nem
mindig teszi kdzvetleniil lehet6vé a pontos funkcidk, illetve a célfehérjek felderitéset és leirasat.

Munkam soran célul tiiztem ki tannin tipusu vegyuletek, peptidek és szelenoglikozidok
protein foszfataz -1 és -2A (PP1 és PP2A) enzimekre gyakorolt hatdsainak vizsgalatat, azzal a
céllal, hogy a maér ismert foszfatazokat gatld/aktivdld molekuldk mellett 0j effektor

vegyuleteket azonositsunk.

Irodalmi bevezetés

Foszfoszerin/treonin (P-Ser/Thr) specifikus foszfatazok
A katalizalt reakcidé mechanizmusa, valamint a résztvevd enzimek térszerkezete alapjan
a foszfatdzokat harom géncsaladba soroljak (Shi, 2009): aszpartat foszfatazok (FCP/SCP
csalad), Mg?* vagy Mn?*-fiiggd foszfatazok (PPM), valamint foszfoprotein foszfatizok (PPP).

A kovetkezokben a harom csaladot elkiilonitd sajatsdgokat targyaljuk.



PP2Aca

| PP2Ac, PP4c, PP6C |
— YL
" PP2Bc \
i
PP5c

PP2Bca

N-terminalis extra
szekvencia

B alegység koto
motivum

Autoinhibitor
domén C terminalis extra
szekvencia

C terminalis

N terminalis
TRP domén

1. dbra A Ser/Thr specifikus foszfataz katalitikus alegységek szerkezete. A diagram fels6, kozéps6
részén a protein foszfataz katalitikus alegységek aminosav szekvencijanak sematikus abraja lathat6. A
szaggatott vonallal hatérolt szinezett részek a konzervalt szekvencia elemeket jelzik. A PP1c, PP2Ac,
PP4c és a PP6c katalitikus alegységek ezekbdl a szekvencia elemekbdl épiilnek fel. A PP2Bc tartalmaz
extra szekvencia elemeket az N- és C- terminalis régidban, valamint a katalitikus centrumnal, ezeket
eltérd szinekkel jeloljiik a sematikus dbran (a szaggatott vonalon kiviil es6 eltérd szinti savok). A PP5c
szintén tartalmaz egy extra szekvenciat, a TRP domént, az N-terminalis végen (szintén eltérd szinnel
jeloltik). A sematikus abra mellett és alatt lathato a katalitikus alegységek haromdimenzids szerkezete
(PP1ca, PP2Ac, PP2Bc, PP5c), kiemelve a benniik talalhato extra szekvencia elemeket (PP2Bc¢, PP5c),
amit a sematikus &bran feltlintetett szinek segitsegével jeldltink. A képen lathato PP2Bc
kristalyszerkezete nem teljes, a B alegységkoté domén és az autoinhibitor domén kozott elhelyezkedd
kalmodulin k6t6 szerkezeti elem nincs abrazolva. A PP2Bc autoinhibitor domén szerkezete, valamint a
PP5c TRP szerkezete hasonld funkciot 1at el: a katalitikus arokhoz kotddve blokkoljak a szubsztrat
fehérjék kotodését és defoszforilacidjat. Az abra nem tartalmazza PP7c fehérjét, mivel nem all
rendelkezésre megfelel6 szerkezet (modositott abra; Pereira és mtsai., 2011).

Az FCP/SCP csaladba tartoz6 enzimek szubsztrat szelektivitasat az enzim sajat szerkezeti

elemei szabalyozzak, igy ritkan képeznek tobb alegységes fehéerje komplexeket.



A PPM csaladba tartoz6 fehérjék szintén kevesbé szorulnak szabalyozd fehérjekre a
szubsztrathoz torténd iranyitasban. Aktiv allapotban Mg?* vagy Mn?* fémiont tartalmaznak
(Das és mtsai., 1996). Ismertebb képvisel6ik példaul a protein foszfataz 2C (PP2C), piruvat
dehidrogendz foszfataz és a PP2C-szerti foszfatazok (Barford és mtsai., 1998).

A PPP csalad tagjai az elobbickkel szemben tobbféle modon szabalyozva toltik be
szerepiiket a sejtek miikddésében. Ilyen a reguldtor fehérjékkel torténd kapcsolodas, a
posztszintetikus modositdsok mind a reguldtor fehérjék mind a katalitikus alsegysegek
aminosav oldallancain, valamint gatlé fehérjék/molekulak kotédése a katalitikus alegysegekhez
(Chen és mtsai., 1992; Bryant és mtsai., 1999; Trockenbacher és mtsai., 2001). Az e csaladba
tartozé protein foszfataz- 1 (PP1),-2A (PP2A),-4 (PP4),-5 (PP5),-6 (PP6) enzimek katalitikus
alegységei szerkezetikben, valamint az enzimek Kkatalitikus mechanizmusaiban komoly

hasonlosagokat mutatnak (1. abra) (Barford és mtsai., 1998; Swingle és mtsai., 2004).

Foszfoprotein foszfatazok (PPP)

A csaladba 7 féle enzim (PP1-PP7), illetve ezen belil 13 katalitikus alegység izoforma
tartozik (1. abra) (Andreeva eés mtsai., 2001). A katalitikus alegységek a katalitikus aktivitasért
felelosek és altalanossagban globuléris szerkezettel irhatok le. A katalitikus alegysegek
felépitésében részt vevé aminosavak sorrendje részben hasonld, viszont tipustol fliggéen
tartalmaznak jellegzetes szekvencia elemeket is. A PP1c, PP2Ac, PP4c és PP6c csak egy
konzervativ szekvenciabdl all6 domeént képeznek. A sejten belll holoenzimként latjak el
funkciojukat. A PP1c altalaban egy szabalyozo fehérjevel alakit ki funcionalis komplexet, mig
a PP2Ac, PP2Bc, PP4c és a PP6c két fehérje részvételével képez holoenzimet. Ezzel szemben
a PP2Bc, PP5c és PP7c fehérjék tartalmazhatnak egyéb N/C-terminalis szekvenciakat, amelyek
auto-inhibitor funkciot vagy akar kalcium érzékenységet biztosithatnak az enzim szamara (1.

abra) (Pereira és mtsai., 2011).

PP1 és a PP2A enzimek

A PP1c enzimben két fémion talalhatdé az Y alaku szubsztratkoté arkok talalkozasi
pontjanal, ami az enzim Kkatalitikus centruméat képezi. (2. dbra) A hidrofob, savas és C-
termindlis arkok kozvetlenil a katalitikus centrumba torkollanak, részt vesznek a szubszrat
molekulak koordinacidjaban és megkotésében (Egloff és mtsai., 1995; Bollen és mtsai., 2010).
A PP1c szerkezetében megtaladlhatd6 még egy ugynevezett R12-R13 hurok a fémionok
kozelében, és ez a szerkezeti motivum hasonlé a PP1, PP2A, PP4 és a PP6 katalitikus
alegységeknél, valamint szabalyozza a katalitikus alegységek fehérjékkel és kisméretii

molekulakkal val6 kélcsénhatasat (Connor és mtsai., 1999).
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pB12-B13
hurok: Savas arok RVxF kotéhely

C-terminalis
arok

Aktiv
centrum

Hidroféb arok MyPhoNE

kotohely

SILK
koétéhely

2. abra A PP1c szerkezete (médositott dbra; Bollen és mtsai, 2010).

A PPl és PP2A enzimek a sejtekben foszforilalt fehérjek tobb mint 90 %-&nak
defoszforilacidjaért felelések (Virshup és mtsai., 2009). A PP1 és PP2A aktivitasok
megkulonboztetése inhibitor fehérjékkel és molekuldkkal torténhet. Az Inhibitor-1 (11) és -2
(12) fehérjék csak a PP1 enzimre fejtenek ki gatlo hatast. A természetben elé6fordulé gatld hatasa
toxinok okadénsav (OA), tautomicin (TM), és fosztriecin szintén eltér6 mértékben gatoljék a
PP1 és PP2A enzimeket és ezzel segitik azok megkuldnboztetését (Cohen és mtsai., 1990;
Swingle és mtsai., 2007; Kelker és mtsai., 2009).

A PP1c szerkezete, fizioldgiai szerepe és szabalyozasa

Az eukariota genom 8 PP1c izoformat kddolo gént tartalmaz, ebbdl az emlésok 3 génnel
rendelkeznek, 5 fehérjét kodolnak: amelyek a PP1ca: és a2, PP1cl/5, PPlcyl és a PPlcy2
(Honkanen és mitsai., 2002). Valamennyi izoforma szerkezete megfelel a PPP csaladnél
korabban ismertetett leirasnak (Isd. 2. bra). A Katalitikus centrumban Mn?* és Fe?* kationok
talalhatok. A PP1 enzimek, tobbek kozott, szerepet jatszanak a glikogén anyagcsere, lipid
metabolizmus, szinaptikus plaszticitas, sejt ciklus progresszid, simaizom kontrakcid, inzulin
jelatvitel és citoszkeleton atrendez6dés folyamatainak szabalyozasaban (Chatterjee és mtsai.,
2013).

A PP1c izoformak multimer holoenzimeket alakitanak ki a sejtekben. A megfeleld
szekvencidhoz kapcsolddva facilitdlt modon katalizélja a defoszforilaciot (Liu és mtsai.,
2014a). A PP1c felszine talsagosan kicsi ahhoz, hogy valamennyi interakcids partnerével arra

specifikus kotOhelyet alakitson ki, ezért a holoenzimet Kialakitd regulator fehérjek koto-
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felszinei csaknem teljesen atfednek a PP1c felszinén és versengenek a kotodésért (Bollen,
2001). A legtobb ilyen alegység tartalmaz egy kotdé motivumot: [R/K][V/I]X[F/W] vagy
roviden RVxF (R: arginin, V: valin, X: bdrmilyen aminosav, F:fenilalanin,). Az RVxF motivum
és kornyezetének szerkezete meghatarozza egy szabalyozo fehérje affinitdsat a PP1c-hez,
valamint el6segiti a masodlagos interakcios helyek kot6dését, ami az aktivitas és a szubsztrat
specificitds meghatarozasahoz sziikséges (Bollen, 2001; Wakula és mtsai., 2003). Az RVxF
motivumot tartalmazo peptidek képesek gyengiteni a regulator alegységek PP1c-vel kialakitott
interakcidjat, mint pl. a miozin foszfataz regulator alegység (MYPTL1) esetében (TAth és mtsai.,
2000).

Az inhibitor fehérjék funkcidja elsésorban a szabad cellularis PP1c aktivitdsanak gatlasa
(11, 12, DARPP32, NIPP-1), tovabba szerepet tulajdonitanak nekik az egyes szabalyoz6
alegységek cseréjeben is (Ceulemans és mtsai., 2004). Mas inhibitorok a holoenzimekhez
kapcsolodva is képesek gatlast kifejteni (CPI1-17, PHI, KEPI, GBPI) (Liu és mtsai., 2002; Liu
és mtsai., 2004).

A szabalyozas harmadik mddja a regulator alegységek reverzibilis médositasa a
szintézist kovetéen. Példaul a MYPT1 alegység a Thr696 és/vagy Thr853 oldallancainak
foszforilacidja a komlexben taldlhato PP1cd gatlasat okozza (Lontay és mitsai., 2004;

Wooldridge és mtsai., 2004; Muranyi és mtsai., 2005)

A MYPT1 szerkezete és szerepe a MP kialakitasaban

A MYPT1 fehérje fontos szerepet jatszott a vizsgalt molekuldk tanulmanyozasaban,
ezért roviden ismertetjik a tulajdonsdgait. A MYPT1 fehérjét el6szor a MP holoenzim
részeként azonositottdk (Pato és mtsai., 1985; Alessi és mtsai.,, 1992). A Kkisérletek
megerdsitették a PP1c katalizisben jatszott szerepét, mig a MYPT1-rél kimutattak, hogy a
holoenzim szubsztrathoz torténd célra iranyitasat és a sejten bellli lokalizacidjat vezérli. Az
MP holoenzim harmadik tagja egy 20-21 kDa fehérje (M20/21), amelynek a foszfataz
aktivitasra gyakorolt hatdsa még nem ismert. Erdekes modon a MYPT1 a szévetek széles
korében kifejez6dik, mig az M20/21 a simaizom és a szivizom szoévetekben, valamint
trombocitakban (Muréanyi és mtsai., 1998) mutathatd ki. Az M20/21 funkcidirdl csak keveés
ismeret all rendelkezésre, az eddigi kisérletek azt bizonyitottak, hogy a Rho-A altal aktivalt
kindz (ROK) aktivitasat novelheti MYPT2 (szivizom specifikus MYPT) szubsztrattal szemben
kardiomiocitakban, ami a MP gatlasat idézi el6 (Shichi és mtsai., 2010). Szintén megfigyeltek

az M20/21 szerepét a mikrotubulusok atépulésének dinamikajaban (Takizawa és mtsai., 2003).
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A harom leginkabb expresszalodo PPlc izoforma (a,p/d, y1) koziil a MYPT1 szinte
kizarolag a PP1cp/o-val alakit ki komplexet (3. &bra) (Scotto-Lavino és mtsai., 2010). A
MYPT1 tartalmaz egy RVXF konszenzus szekvenciat (35KVKF38) ami esszencialis a PP1co-
hoz val6 kotddés kialakitasaba (TOth és mtsai., 2000). A k6lcsonhatas kialakitasaban részt vevo
olyan tovabbi kotShelyeket is azonositottak, mint az N-terminalis szekvencia elemet
(MyPhoNE), az ankirin szerkezet 1-es, 5-0s, 6-0s, és 7-es ismétl6d6 motivumait (Terrak €s
mtsai., 2004), valamint a centralis régid6 301-511 pozicidjdban fellelhet6 aminoSsav

oldallancokat (Scotto-Lavino és mtsai., 2010).

MyPhoNE motivum

Aktiv
centrum

B12-813
hurok
8
)
7

6
5

3. &bra A MYPT1-PP1cd komplex szerkezete. A szdmok az ankirin motivumokat jel6lik sorrend

szerint (mddositott &bra; Pereira és mtsai., 2011).

A MYPT]1 fehérje a Ser20 pozicidban térténd reverzibilis foszforilacidja révén képes
szabalyozni a MP komplex stabilitasat és proteolizissel szemben mutatott érzekenységét is (Hu
és mtsai., 2018). Habar nem azonositottak a PP1cd-ra specifikus kotdhelyet a MYPT1 C-
terminalis régidjaban, de szamos az aktivitas szabalyozasaban szerepet jatszd foszforilacios
helyet, mint a Thr696-ot es a Thr853-at (a human izoformaban) feltartak. Felhasznalva a
MYPT1 Thr696Ala és a Thr853Ala mutéansait kimutattak, hogy a MYPT1 foszforilalédasa
ezekben a poziciokban géatld hatést fejt ki a PP1c-MYPT1 komplexre in vitro (Murényi és
mtsai., 2005). A jelenlegi hipotézis szerint ezeknek az aminosavaknak a foszforilacioja olyan
atrendezOdést idéz el a MYPT1 szerkezetében, ami a foszfoinhibitor szekvencia és a PP1c
térkozelsegbe keriilését és a peptidszakasznak a PP1c szubsztratk6té zsebéhez torténd

kotodését eredményezi. Ezt a szerkezeti atrendezddést eldsegitheti, hogy C-terminalis domén
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flexibilis és kevesbé rendezett. A szekvenciak a Thr696 as a Thr853 korul nagymértékben
hasonlitanak az MLC20 P-Ser19 foszforilacios helyet koriilvevé szekvenciakhoz (Terrak €s
mtsai., 2004). Ezt figyelembe véve a MYPT1-ben talélhat6 szerkezeti elemek foszforildlédva
olyan szubsztrat analogokkeént viselkedhetnek, amelyek a PP1c-hez a szubsztrathoz hasonlo
(vagy nagyobb) affinitassal kotddnek, viszont a foszfatészter illeszkedése a katalitikus
centrumban a defoszforilacido szempontjabdl kedvezdtlen. Ezért lassabban defoszforilaldédnak
mint a szubsztrat és ez az egyenl6tlen versengés nyilvanul meg a fiziologias szubsztrat

defoszforilacidjanak gatlasaként.

PP2Ac szerkezete, fiziologiai szerepe és szabalyozasa

A PP2Ac fehérjének az o és B izoformaja ismert, ezek szekvencidja 97 %-0s
hasonlosagot mutat (Mayer és mtsai., 1991). A PP1c izoforméaihoz viszonyitva csupan kb. 50
%-0s egyezest talalunk az aminosav sorrendben. A kiilonbségek koziil az egyik legjelentésebb
a R12-B13 hurok szerkezete, az atfedd szakaszok az ismertetett globularis szerkezet
kialakitasaban vesznek részt (Xing és mtsai., 2006). Az aktiv centrumban Mn?* ionok
mutathatok ki. A PP2A normal kérilmények kozott a sejtek fehérjetartalmanak kozel 1 %-at
teszi ki, ezért a lizatumok teljes foszfataz aktivitasanak jelentds részét biztositja (Xi €s mtsai.,
2013). Szamos sejtfolyamat szabalyozasaban részt vesz, igy pl.: sejt proliferacio, sejthalal, sejt
mobilitas, citoszkeleton atrendez6édés, és a sejtciklus egyes Iépéseit is kontrollalhatja (Janssens
és mtsai., 2001). A PP2Ac delécidja egérben és élesztOben letalis. A génjeinek abnormalis
kifejez6dése vagy mutacidja altalaban tumorok képzodéséhez vezet (Gotz és mtsai., 1998).

A PP2A szintén holoenzim komplexeket alakit ki a funkcidinak ellatadsara. A PP2Ac-
hez egy Ugynevezett allvany fehérje (PR/65A; a és P izoformék) kapcsolodik ez képezi az
enzim alapszerkezetét (Du és mtsai., 2013). Az AC dimerhez B szabalyozo fehérjék
kapcsolodnak, amelyeknek a PP2A célra iranyitasaban és lokalizaciéjaban van alapvetd
szerepuk.

A B alegység tehat szabalyozza a szubsztrat preferenciat is, de foszfataz aktivitast
meghatarozo tényezoként is szerepe lehet az enzim gatlasa vagy aktivalasa soran. A B alegység
négy csaladja ismert, amelyeknek szamos izoformai lehetségesek (PR55/B, PR56/61/B’,
PR48/59/72/130/B’’, PR93/110/B’’") (Sontag, 2001).

Azonositottak PP2A inhibitor fehérjéket: az 1.°PA (PHAP-I) és az 1,°°** (SET)
funkciodjukat tekintve hasonldéak a PP1-nél azonositott inhibitor fehérjékhez, de gatlasi

mechanizmusuk meg nem teljesen tisztazott (Li és mtsai., 1996).
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A PP2A szabalyozasaban szintén szerepet jatszhat a komplexet alkoto fehérjék
posztszintetikus mddositasa. A Thr, Tyr és a Ser oldallancok foszforilacioja példaul az aktivitast
szabalyozza, mig a katalitikus alegység metilacioja a komplex 6sszeszerelddésében részt vevo

kiilonb6z6 B, B’, B”’, B”*” alegységek kotodését befolyasolhatja (Longin és mtsai., 2007).

A PP1 és a PP2A gatlasa toxinokkal

A PPP csaladba tartozo enzimek koziil el0szor a PP1 és a PP2A enzimeket azonositottak
a természetben eléfordulod toxinok célpontjaiként. Ezek a vegyiiletek az enzim szubsztratkoto
zsebéhez kotédve gatoljak valamennyi szubsztrat defoszforilacidjat. A kovetkezokben targyalt
inhibitorok szerkezetét a 4. abra mutatja be.

A toxinok els6é fontosabb csoportjat a poliéterek kepezik. A tengeri fekete szivacshol
(Halichondria) izolalt okadansav (OA) volt az elsé azonositott szelektiv, kisméretii PPP
specifikus foszfataz gatlo toxin (Ozaki és mtsai., 1987). A PP1 (ICso= 15 nM) és PP2A (ICso=
0,1 nM) enzimeket in vitro eltéré hatékonysaggal gatolja (MacKintosh és mtsai., 1990). A
kotédésében a katalitikus alegységek aktiv centruma, a $12-813 hurok és a hidroféb arok is
részt vesz. Az ugyancsak poliéter kalikulin A (CLA) kotohelye atfed ugyan a OA molekulaval,
de vele ellentétben az interakcioban fontosabb szerepe van az enzim savas arkanak, valamint
katalitikus centrumanak, és kevésbé szelektiv inhibitorként viselkedik a PP1 és a PP2A
tekintetében (Takeuchi és mtsai., 2009).

Okadansav

Kalikulin-A

A

Fosztriecin

4. abra Néhany ismertebb foszfataz inhibitor toxin szerkezete.
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A Microcystis kék-zold algak ciklikus peptid toxinokat allitanak elé, mint pl. a
mikrocisztin vagy a nodularin. Ezekre a vegyuletekre majkarosito hatasuk hivta fel a figyelmet
(Hooser és mtsai., 1989). A CLA-hoz hasonlé médon miikodve fejtenek ki kevéshé szelektiv
intenziv gatlo hatast a PP1 és PP2A enzimekre, valamint a tébbi PPP enzimre is. A
mikrocisztin-LR (MCY-LR), a legismertebb mikrocisztin, ekvipotensen gatolja a PP1 és PP2A
enzimeket (ICso= 0,2 nM) (Yoshizawa és mtsai., 1990). A vegyllet egyik legfontosabb
sajatsaga, hogy habar a kotédése 6nmagaban is elegendé az enzimek gatlasahoz, képes mindkét
enzimmel kovalens kotést kialakitani az interakcid kialakulasat kovet6en, ezzel gyakorlatilag
irreverzibilis gatlast okozva (Craig és mtsai., 1996). A PP1c esetében rontgenkrisztallografias
eljardssal a katalitikus centrum kozvetlen kozelében taldlhatdé 273Cys aminosavat
azonositottak, mint a kovalens kotés kialakitasaban részt vevé aminosav oldallancot.

A poliketidek kozil figyelmet érdemel a fostriecin, amit a Streptomyces pulveraceus
talajlako baktérium szintetizal. Szintén a PPP enzimek katalitikus arkahoz kotédve fejti ki gatld
hatasat, viszont a PP2A és PP4 enzimekkel egy cisztein oldallancon (269Cys, PP2Ac) keresztiil
kovalens kotést képez a 312-R13 hurok kozvetitésével, igy ezekkel az enzimekkel szemben
fokozott szelektivitast mutat (PP1, ICs0=4 uM; PP2A, ICs0=40 nM) (Roberge és mtsai., 1994;
Takeuchi eés mtsai., 2009). Szerkezetileg az MCY-LR-hez hasonléan amfipatikus molekula,
ezért szilkséges a megfelel6 membrantranszport rendszer a hatasuk kifejtéséhez (Swingle és
mtsai., 2007).

A PP1 és PP2A gétlasa tanninokkal.
A ndvenyi metabolitok kozil az egyik legnépesebb a tanninok csoportja. Kémiailag ide
sorolunk tobb antioxidas, gyulladasgatlo, illetve tumor névekedés gatlé anyagot (Rasouli és
mtsai., 2016).
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5. dbra Az EGCG és a PGG szerkezete.

Az antioxidans hatast tanninok koziil jelentésebbek a katechinek, ismertebb tagjai, pl. az
epigallokatechin-gallat (EGCG) vagy a gallotanninok kdzzé sorolhaté penta-O-galloil-gliikoz
(PGG) (5. dbra) a mindennapokban fogyasztott kozkedvelt fézetekben, népszerii italokban (pl.
tea) megtalalhatdak (Wang és mtsai., 2011).

Az EGCG a zold tea egyik f6 komponense. Egyik legismertebb hatasa, hogy a Ser/Thr
specifikus kinazokra gatlo hatast fejt ki (ERK 1/2, Akt/protein kinaz B, p38 mitogén aktivalt
protein kindz és a ciklin dependens kinaz 2) (Sah és mtsai., 2004). Masik jelentOs szerepe, hogy
a 67 kDa méretii lamin receptorhoz (67LR) kapcsolddva MP aktivaciot valt ki melanéma
sejtekben, mégpedig a PP2A egyik holoenzime aktivalasanak kozvetitésével (Tsukamoto és
mtsai., 2014). Ezzel szemben ugyanakkor képes a PP1c (ICso= 1,4 uM) és PP2Ac (ICso= 15
M), illetve a HeLa sejt lizatumok (ICso= 6,2 uM) foszfataz aktivitasat gatolni (Kiss és mtsai.,
2013). A gatlds mechanizmusat részben felszini plazmon rezonancidn (SPR) és NMR
modszereken alapuld kotédési kisérletek tisztaztdk és molekularis dokkoldsi modszerek is
megerdsitették. AZ EGCG és az MCY-LR molekulak versengenek a rPP1c fehérjéhez valo
kotodésért, ami a kotéhelyek atfedésére utal. Ezek alapjan, valamint dokkolasi szimulaciokra
alapozva, az EGCG a PPlc szubsztratkété hidrofob arkahoz kotédik és a kolcsonhatast
hidrogénkdtések is stabilizaljak (Kiss és mtsai., 2013).

A PGG a leggyakrabban fellelheté gallotannin ndvényekben (Zhang és mtsai., 2009).
Az EGCG-hez hasonlo modon képes gatld hatast kifejteni a foszfatdzokra (PP1c, ICso=0,4 uM;
PP2Ac, ICs0= 6,6 uM), illetve kot6dni a rPP1c szubsztratk6td hidrofob arkahoz SPR és NMR
Kisérletek alapjan (Kiss és mtsai., 2013).
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A PP1 aktivalasa

A PP1 ismert aktivatorait javarészt a szabalyozo fehérjékbol szarmazé peptidek képezik
(Tappan és mtsai., 2008; Chatterjee és mtsai., 2012). Ezek a molekuldk lehetnek deinhibitorok
is, azaz a szabalyoz0 és gatlo fehérjék kotddését akadalyozzak meg a PP1c-n. Példaul az izom
G alegység (Gm) RVXF szekvenciat hordozo peptidje disszocialni képes a DARPP32-PP1c
komplexet, és az igy felszabaduld PP1c visszanyeri aktivitasat (Westphal és mtsai., 1999).

Erdekes, hogy a mikrocisztinek kisebb, szintetizalt szerkezeti egységeit (Adda, N-acetil-
Arg-Adda) a PP1c direkt aktivatoraiként azonositottak (Tappan és mtsai., 2008). Szintén
érdemes megjegyezni, hogy a ceramidok némelyike képes direkt aktivaciot kifejteni. A D-
eritro-C1g-Ceramid aktivalo hatasat kimutattak PP1ca és a PPlcy izoformakon (Chalfant és
mtsai., 1999).

A PP2A aktivalasa

A PP2A aktivatorai tobbnyire er6sen hidrofoéb szerkezettel és/vagy olyan funkcios
csoportokkal jellemezhet6k, amelyek hidrogen hidak kialakitasara kepes szerkezeti elemeket
hordoznak. Az enzim felszine tobb koétéhelyet is hordoz, amit az ilyen deinhibitor és direkt
aktivator molekuldk tanulmanyozésa segithet felderiteni (Leoni és mtsai., 1998). A ceramidok
kozott mindkét aktivator tipusra talalunk példat. A D-eritro-C6-ceramid a SET (12PP24)
fehérjéhez kotddve kiszoritja a fehérjét a PP2Ac-vel és a PR65-tel alkotott komplexébdl,
visszadllitva a PP2Ac Katalitikus aktivitasat (Mukhopadhyay és mtsai., 2009). Szamos
molekula ismert, amelyek ugyanezzel a mechanizmussal deinhibitorként aktivaljak a PP2A
enzimet (FTY720, AAL(S)) a SET inhibitor C-terminalisahoz koétédve (Neviani és mtsai.,
2007; Arnaud és mtsai., 2011). A direkt aktivatorok kozé tartozd D-eritro-Cig-Ceramid a
monomer €s a heterotrimer enzim formakat aktivalja magasabb koncentracional, alacsonyabb
koncentracional viszont gatl6 hatést fejt ki (Chalfant és mtsai., 1999). A D-eritro-Ce-ceramid
csak a monomer format aktivalja (Chalfant és mtsai., 2004). A PP2A direkt aktivatorai a
fenotiazinok és a perpenazin, amelyek tobb szubsztrattal szemben is fokozzak az enzim
aktivitasat (Sangodkar és mtsai., 2017). Az enzim aktivalasanak egy alternativ modja a CIP2A
inhibitor fehérje expresszidjanak gatlasa, ami kimutathatd sejtes rendszerekben a szintetikus
kemoterapikum bortezomib vagy erlotinib hatasara (Chen és mtsai., 2009; Chen és mtsai.,

2013). A novényi eredetii celastrol viszont a CIP2A ubikvitinalodasat és ezen keresztiil a fehérje

- sz
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Célkituzések

A PP1 és PP2A gatlasa vagy aktivalasa a Ser/Thr oldallancon foszforilalt fehérjék tébb,
mint 90 %-anak foszforilacios szintjét érintheti, ezért szdmos sejtfolyamat lejatszodasa
reagalhat érzékenyen az enzimek aktivitas valtozasara. A gyakorlatban elterjedt inhibitorok
hasznalata a foszfataz funkciok feltarasara azonban nem biztosit abszolut megoldast mivel csak
kevésbé szelektivek és mar alacsonyabb koncentracio mellett is citotoxikusak. Az irodalmi
adatok alapjan az is korvonalazodik, hogy az enzimek gatlasa szamos esetben eldsegitheti a
sejtek malignus transzformalasat, valamint a rékos sejtek tulélését is, mig a foszfatazok
aktivalasa ellentétes hatassal bir. A fentiek alapjan nem csoda, hogy Uj, tipusspecifikus
gatloszerek és aktivatorok azonositasa, valamint ezek lehetséges farmakologiai alkalmazasa a
kutatasok kozéppontjaban allnak. A munkacsoportban folyd korabbi kutatadsok arra utaltak,
hogy a polifenol tipust vegyuletek a PP1 részlegesen szelektiv gatloszerei, ezért érdekesnek
tlint megvizsgalni az ellagitanninok csalddjanak foszfataz aktivitasra, valamint ezeknek a
természetben is el6forduld vegyiileteknek a sejtek életképességére gyakorolt hatasat is. Korabbi
kisérletekbdl szintén ismert, hogy a MYPT1 regulator fehérje foszforilacioja gatlo hatasu a
PP1c aktivitasra, az azonban nem tisztazott, hogy vajon a gatlé foszforilacios helyet tartalmazo
peptid is befolyasolja-e a foszfataz aktivitast. Felmerll az a kérdés is, hogy mas glikoz
szarmazékok milyen modon befolyasoljak a foszfatdz aktivitast és ezért tanulmanyoztuk
szelenoglikozidok hatasat a PP1 és PP2A aktivitasara. Ezek a vegylletek viszont aktivaltak
mindkét foszfatazt, ami egy eléremutato felismerés volt.

Mindezek alapjan kisérleteink az alabbi kérdések tanulmanyozéséara iranyultak:

1. Az ellagitanninok hatasénak tanulmanyozésa a PP1 és PP2A enzimek aktivitasara:
tipus-szelektivitas meghatarozasa, kdlcsonhatasok kvantifikalasa és sejtes rendszereken torténd

vizsgalatuk.

2. Foszforilalt MYPT1 peptid és PP1c kolcsonhatasdnak tanulmanyozésa és a géatlé

hatds mechanizmusanak feltarasa.

3. Szelenoglikozidok foszfatazt aktivalo hatdsanak tanulmanyozésa: szerkezet-aktivalod
hatas 6sszefliggések meghatarozasa.
A célkitiizésekben megfogalmazott kérdések vizsgalatdhoz a biokémiai, sejt-€s

molekularis bioldgiai technikak széles korét alkalmaztuk.
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Anyagok és médszerek

Anyagok

A kisérletekhez a kovetkezd anyagokat és vegyszereket hasznéltuk fel a megadott
forrdsokbol: Hela sejtvonal (cervix karcinéma) (European Collection of Cell Cultures). MEM
(Minimum essential medium), L-glutamin, Tripszin/EDTA, BSA (Bovine Serum Albumin),
SIGMA FAST proteaz inhibitor koktél (EDTA free), FM 2-10 sztiril festék, anti-SNAP-25
antitest (Sigma Aldrich, S9684); [32P]ATP[yP] (Izotop Intézet Kft.); Szenzor Chip CMS5, N-
etil-N’-dimetilaminopropil-karbodiimid  (EDC), N-hidroxiszukcinimid (NHS), Amin
Kapcsolasi kit, GST kapcsoléasi kit (Biacore AB); anti-SNAP-25PT"138 antitest (Abgent,
#AP15001a). MYPT1_human és MYPT1 human P (MYPT1%9%701 g5 p-MYPT169-701)
peptidek (Thermo Fisher Scientific). Minden egyéb vegyszert és anyagot az elérhet6
legnagyobb tisztasagban alkalmaztunk a munkank soran.

Vegyiletek

A Kisérletekhez hasznalt tellimagrandin | (Feldman és mtsai., 1994), praecoxin B ,
mahatbin A (Khanbabaee és mtsai., 1998), pedunculagin (Feldman és mtsai., 1996), 1,2-di-O-
galloil-4,6-(S)-hexahidroxil-difenil-R-D-glik6z (GHG) (Yagi és mtsai., 2009) ellagitanninokat,
amelyeket a referencidkban megadott modon szintetizaltak/tisztitottak Dr. Kurtan Tibor és Dr.
Karamali Kahanbabaee (Debreceni Egyetem, Kémia Intézet, Magyarorszag) bocsatotta
rendelkezésiinkre. A tellimagrandin I vegytiletet a késébbiekben a Nacali Tesque Inc. (Kyoto,
Japan) cégt6l vasaroltuk. A szelenoglikozidokat Prof. Dr.Szilagyi LéaszIo laboratériuméaban
szintetizaltdk és jellemezték (Kumar és mtsai., 2012). Az ellagitanninok (10 mM) és a
szelenoglikozidok (50 mM) térzsoldatait a vegyiletek dimetil-sulfoxid (DMSQ) olddszerben
torténd feloldasaval készitettiik. A Kisérletek soran a vegyiileteket kiilonb6z6 koncentraciokban
alkalmaztuk a vizsgalati oldatokban és az eltéré higitasokkal az oldatba keriilé DMSO

mennyisegeket a kontroll mintak is tartalmaztak.

Fehérjék
A Kkisérletekhez felhasznalt fehérjéket korabban kozolt eljarasok alapjan tisztitottuk: nyul
vazizom PP1c és PP2Ac (Kiss és mtsai., 2013), hexa-hisztidin konjugéalt PP1c delta izoforma
(rPP1cd) (Toth és mtsai., 2000), FLAG peptid konjugalt PP1c alfa izoforma (rPP1ca) (Hirschi
és mtsai., 2010), GST-MYPT1 (Kiss és mtsai., 2008), 32P-jelzett 20 kDa- molekulatomegii
pulyka miozin kénnyt lanc (33P-MLC20) (Erdédi és mtsai., 1995), inhibitor 2 (12) (Hirschi és
mtsai., 2010). A FLAG-MYPT1-PP1cd holoenzim komplexet az alabbiak szerint tisztitottuk:
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tsA201 sejteket transzfektaltunk FLAG-MYPTL1 plazmiddal (Béatori és mtsai., 2017), majd a
fehérje tultermelését kovetbéen a sejtek lizatumabdl a FLAG-MYPT1-PP1cd holoenzim
komplexet Anti-Flag M2 affinitas gél segitségével (Sigma Aldrich) tisztitottuk a gyéarto

leirdsanak megfelelden.

Foszfatdz aktivitas meghatarozésa in vitro

Vazizombol tisztitott PP1c vagy PP2Ac (1,9-2,2 nM végkoncentracio), expresszalt
rPP1ca vagy rPP1cd (2,71-3,72 nM vegkoncentracid) enzimeket, valamint HeLa lizatumot TM
pufferben (20 mM Tris/HCI; 0,1 %v/v merkaptoetanol) ellagitanninok (0-100 uM) vagy
szelenoglikozidok (0-395 puM) jelenlétében 30°C-on el6inkubaltuk 10 percen keresztiil. A
reakciot 1 uM végkoncentraciojl *?P-MLC20 szubsztrat hozzaadasaval inditottuk és 10 percen
keresztil inkubaltuk (30 ul). A reakciot 200 pl 10 % TCA és 200 ul 6 mg/ml BSA oldat
hozzaadasaval allitottuk le. A reakcidelegy centrifugalasat (13000 rcf, 3 perc) kévetden 370 pl
feliluszd %2P; radioaktivitasat hataroztuk meg folyadékszcintillacios Tri-Carb 2800TR
készulékben (Erdédi és mtsai., 1995).

A P-MYPT1%90-701 g4t16 hatasat a 3?P-MLC20 szubsztrat defoszforilaciojara 1 : 100
enzim : szubsztrat koncentracio aranynal 100 nM vazizom (nativ) PP1c, 10 uM ¥2P-MLC20 és
10, 100 vagy 500 pM P-MYPT15%0-70 peptid jelenlétében hataroztuk meg.

Az effektorok eltéré koncentracioinal meghatarozott, szazalékban kifejezett aktivitas
atlagértekek pontjaira SigmaPlot szoftverrel gorbét illesztettunk. A gorbék flggveny
egyenleteit Microsoft Excel tablazatba rogzitettiik és a Solver bévitményével meghatéroztuk a
gatladsokhoz és az aktivalasokhoz tartoz6 I1Cso/ECso értekeket. Azokndl az aktivalasi gorbéknél,
ahol a gorbek telitési szakasza hianyzott az aktivacio maximumokat vettik figyelembe az ECsg

értékek becsléséhez.

Sejttenyésztés és sejtkezelések: életképesség és foszfataz aktivitas meghatarozasa

A HelLa sejteket a forgalmaz6 altal biztositott leirasnak megfelelden tenyésztettiik. A
kisérleteket mindig 80-90 % sejt konfluencia mellett inditottuk el szérum éheztetést kbvetden,
amit 17 orén keresztiil 2 mM L-glutaminnal kiegészitett MEM médiummal (MEM L-GIn oldat)
végeztlnk.

A sejtek eletképességet Alamar esszében hataroztuk meg. A kisérleteket 96 lyukd
tenyészt6 edényekben végeztik el. A vizsgalt vegyiiletekbdl higitasi sort készitettiink MEM L-
GlIn oldatban (BSG, BASG, TFM-BSG, TFM-BASG: 0-393 uM; Tellimagrandin I, mahtabin
A, preaecoxin B, GHG, pedunculagin: 0-50 uM). A szérumeheztetéshez hasznalt médiumot a
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vegyuleteket tartalmazo médiumra cseréltiik, majd a tenyészeteket sejttenyészté inkubatorba
helyeztlk 24 6réra (30 °C, 80% paratartalom). A kezelési kozeget lecseréltiik 20 uM resazurin
tartalmi MEM L-GIn oldatra és a sejteket tovabbi 2 6rat inkubaltuk az inkubatorban. Az
életképes sejtek a resazurint rezorufinna redukaltak, amit fluorimetridsan 560 nm-nél térténd
gerjesztést kovetéen a 620 nm-en emittalt fény alapjan hataroztunk meg. A negativ kontrollok
fluoreszencia jelét 100 %-nak tekintettik, és a kezelésekhez tartozd fluoreszencia adatokat
ennek fliggvenyében fejeztiik ki szazalékosan. A kapott értékek atlagat abrazoltuk a szoras
feltiintetésevel.

A sejtek foszfatdz aktivitdsat kiilonbozé kezeléseket kovetden hatdroztuk meg. A
sejteket 6 lyuku tenyésztd edényekben a vegyiiletekkel (ellagitanninok, szelenoglikozidok)
¢heztetést kovetden 1 oran keresztiil inkubaltuk. PBS-el torténd mosast kovetéen a mintakat
TBS-EDTA pufferben (50 mM Tris/HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 50 mM 2-
merkaptoetanol; 0,15 % (m/v) proteaz inhibitor koktel) tartuk fel. Centrifugalas (17000 rcf, 10
perc) utan a feltiliszdk fehérje tartalmat BCA mddszerrel hataroztuk meg és a mintak foszfataz
aktivitasat higitas nélkil mértik 32P-MLC20 szubsztrattal (tovabbi részleteket 1d. az eldzd
részben). Az effektorok nélkil mért aktivitasokat 100 %-nak tekintettlk, és a kezelt mintakat a
kontroll ertékhez hasonlitottuk. Az igy kapott relativ (%) meghatarozott foszfataz aktivitas

értékek atlagat abrazoltuk a szoras adatok feltlintetésével.

Fellleti plazmon rezonancia (SPR)

A szelenoglikozidok és a tellimagrandin I rPP1cd-val kialakulo kdlcsdnhatasat feluleti
plazmonrezonancian alapuldé kotédési modszerrel Biacore 3000 miiszerrel vizsgaltuk. A
szelenogikozidok PP1c-vel valo kolcsonhatasat a rPP1c¢d-GST-MYPT1 komplex képzddésére
gyakorolt hatasukon keresztiil tanulmanyoztuk. Anti-GST antitestet kovalensen kapcsoltunk
CMb5 szenzor felszinre, amin kapcsolasi Kit segitségéevel a gyarto ajanlasa szerint. Az anti-GST-
t tartalmazé felszinre GST- vagy GST-MYPT1 fehérjét immobilizaltunk SPR pufferben (25
mM Tris/HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM ditiotreitol; 2 mM MnCl3; 0,05 % P20 detergens).
Ezt kovetden 3 uM rPP1co fehérjét tartalmazd SPR puffert aramoltattunk a szenzor felszineken
10 ul/perc aramlasi sebességgel 7 percen keresztil TFM-BASG vagy Br-BASG jelenlétében
(0-50 uM) vagy tavollétében (asszociacids fazis). A felszineket SPR pufferrel mostuk 5 percen
keresztiil (disszocidcios fazis). A rezonanciajel (RU) valtozds az id6 fliggvényében a
szenzorhoz k6t6d6 rPP1cd mennyiségét jellemzi. A GST kontroll felszin a GST-MYPT1
felszinnel azonos modon lett kezelve a kisérlet soran, igy a GST-MYPT1 szenzor felszinen

mértbdl kivonva a GST felszinen kapott rezonanciajelet a PP1c specifikus kotodését jellemzo
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adatokat kapjuk. A tellimagrandin I interakcidjanak vizsgalatanal a rPP1cd -t amin kapcsolasi
kit segitségével CM5 szenzor felillethez kapcsoltuk a kordbban leirt eljarast alkalmazva (Kiss
és mtsai., 2013). A szenzorchip felliletén 35 pl-t 50 MM NHS, majd 35 pl 200 mM EDC oldatot
aramoltattunk 5 pl/perc atfolyasi sebességgel 7 percen keresztiil. Az aktivalast kovetdéen 5 uM
rPP1¢é-t immobilizacios pufferben (10 mM Na-acetat pH 5,5; 1 mM ditiotreitol; 2 mM MnCl;;
5 uM okadansav) vettiik fel, majd 10 pl/perc aramlasi sebesség mellett 7 percen at &ramoltattuk
a feliileteken keresztiil. A fennmarado kotShelyeket 1 M (pH 8,0) etanolamin oldattal
blokkoltuk (5 pl/perc; 7 perc). Kontroll felszinkéent etanolamin blokkolt CM5 felszint
hasznaltunk. A tellimagrandin I-et SPR pufferben 0,5-2,5 uM koncentracidéban aramoltattuk a
kontroll és az rPP1cd kapcsolt felszinek felett. A kolesonhatas asszociacios fazisat 7, mig a
disszociacios fazisat 6 percen keresztll kovettik. A felszineket 10 mM glicin/HCI (pH 2,1)
oldattal regeneraltuk. Az analit kotddését a felszinekhez rezonanciajelként (RU) regisztraltuk
az 1d6 (s) fiiggvényében. A rPPlco felszineken kapott rezonanciajelekbdl levonva a kontroll
felszinen mért rezonanciajelet a PPlc-tellimagrandin 1 kolcsonhatast — jellemzé
szenzogrammokat nyertiink. A szenzogrammokbol a kdlcsonhatast jellemzd kinetikai, valamint
asszociacios/disszociacids paramétereket a BiaEvaluation 3.1 szoftver (Biacore AB, Uppsala,
Sweden) segitségevel hataroztuk meg 1 : 1 koélcsOnhatasi sztochiometriat feltételezve. A

kisérletek Kivitelezésénél Dr. Bécsi Balint segitségét vettiik igénybe.

Izoterm titracios kalorimetria (ITC)
A rPPlca fehérjét ITC pufferben (25 mM Tris/HCI (pH 8,0); 100 mM NaCl és 1 mM
DTT) dializaltuk 2 x 2 6rén keresztil, majd 5-10 uM koncentracioban a MicroCal ITC200
késziilék mérdcellajaba fecskendeztiik. A referencia cellat ITC pufferrel toltottik fel.
Tellimagrandin I-et 60-100 uM koncentracioban ITC pufferben automata fecskenddvel
adagoltunk a mérécellaba 18 1épésben 2 ul térfogatokban 25 °C-on, 300 rpm fordulatszamd
kevertetés és 5 pcal/s kompenzacios energia beallitds mellett. A titralasi adatokat Microcal ITC-

Origin szoftver segitségével egy kotéhelyes kotédesi modellt feltételezve elemeztik.

Mikroskalas termoforézis (MST)

A mikroskalas termoforézis méréseket a Monolith NT.115 (MST Power: 20%, LED
Power: 90 %) és a Monolith NT.LabelFree (MST Power: 60 %, LED Power: 80 %) miiszerek
(NanoTemper Technologies GmbH, Munich, Németorszag) segitségével végeztik. A jelolés
nélkdli méreseket a Monolith NT-LabelFree segitségével 250 nM rPPlca jelenlétében
kiviteleztilk, mig a Monolith NT.115 miuszer esetében NT-647 (NHS jel6ld modszer,
NanoTemper Technologies GmbH Munich, Németorszag) festékkel jelzett 170 nM rPPlca
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oldattal végeztiik. A rPP1c-t és a kblcsonhatd ligandokat MST pufferben (25 mM Tris/HCI pH
7,4; 150 mM NaCl; 1 mM TCEP; 0,1 % (m/V) PEG 8000) oldottuk. Tellimagrandin I, EGCG,
PGG vagy a P-MYPT1%%7% peptid felhasznalasaval 16 felezd higitast készitettink MST
pufferben, majd jeldlt (EGCG, P-MYPT15%0-701 peptid) vagy jeloletlen (tellimagrandin I, PGG)
rPP1ca fehérje oldataval tovabb higitottuk a mintakat ugy, hogy a ligandumok koncentréacigja
7,32 nM -120 uM (polifenolok esetén), vagy 61 nM -1 mM (P-MYPT15%-7%1 peptid esetén)
tartomanyba essen. Az oldatokat Zero Background Premium Coated (NT.LabelFree) vagy
Premium Coated Uveg kapillarisokba (NT.115) toltottik. A kotédések hatasara bekovetkezo
belsé (NT.LabelFree) vagy a fehérjéhez kapcsolt fluoreszcens 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 11 500
spektrométerrel végeztik 500 Mhz frekvencidn 5 mm z-gardiens multinukleéris proton
detektald probaval korabban publikalt modszerrel (Kiss és mtsai., 2013). Tellimagrandin I-et
(0,48 mg) 500 pl D20 foszfat pufferben (pH 6,5) oldottuk (1,2 mM) és az oldat *H-NMR és
STD spektrumat 293 K hémérsékleten meghataroztuk 10 pM rPP1ca vagy rPP1cé tavollétében,
illetve jelenlétében. Mindkét rPP1c izoforma esetében hasonld jeleket kaptunk. A P-MYPT 169
91 peptiddel (1,3 mM) végzett NMR-STD kisérletek a fenti koriilmények mellett torténtek. Az

NMR meéréseket Dr. E. Kévér Katalin és Raics Maria végezte.

Dokkolési szimuléciok
A PP1c-szelenoglikozid dokkoléasi kisérletek soran a rPP1c-nek egy RVXF motivumot
tartalmazé peptiddel (Chatterjee és mtsai., 2012) alkotott komplexének réntgenkrisztallografias
szerkezete szolgalt alapul (Protein Data Bank ID: 4G9J). A ko6t6d6 peptid RVXF motivumanak
kotdfelszine szolgalt referenciaként a feliileti dokkolasi kisérletekhez, hogy a szeleoglikozid
kotddését a rPP1c-hez jellemezziik. Egy 25 x 25 x 25 A kockaban az Autodock Vina programot
alkalmaztuk (Trott és mtsai., 2010) a dokkolds szamitasainak Kivitelezéseéhez

(http://vina.scripps.edu/), és a legnagyobb affinitist mutatd szerkezeteket vetettiik ala tovabbi

analizisnek. A kisérletek soran feltart hidroféb interakcios fellileteket MGL Tools

(http://mgltools.scripps.edu The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA) segitségével

vizsgaltuk (Morris és mtsai., 2009). A Bioclipse szoftver Ballon bévitvényét felhasznalva 3D
modelleket hoztunk létre a szelenoglikozidokbdl (Spjuth és mtsai., 2007; Vainio és mtsai.,

2007). A szerkezetek vizualizacidjat és tovabbi elemzését az UCSF Chimera (Resource for
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Biocomputing, Visualization, and Informatics at the University of California, San Francisco
(NIGMS P41-GM103311) program segitségevel végeztiuk el (Pettersen és mtsai., 2004). A
dokkolasi szimulaciokat Tamas Istvan végezte el.

Szinaptoszéma preparalés és exocitozis vizsgalatok

A szinaptoszémakat C3H egér cerebralis kortexébdl preparaltuk korabban kdzolt eljaras
alapjan (Horvath és mtsai., 2017). A kortexek szovetét homogenizald pufferben (0,32 M
szacharéz, 1 mM EDTA; 0,25 mM DTT, pH 7,4) vettik fel (1g szévet/10 ml homogenizald
puffer). Uveg potter segitségével a szévetet homogenizaltuk, majd 1000 g fordulatszamon 10
percig centrifugéltuk 4 °C-on. A felullszot 12 ml-re egészitettiik ki homogenizal6 pufferrel és
2-2 ml- Percoll gradiensre (2 ml 23 %; 2 ml 15 %; 2 ml 10 %; 2 ml 3 % szachardz tartalmu
percol pH 7,4) felulrétegezink polikarbonat csévekben. Centrifugalas (32500 g, 5 perc, 4°C,
L7-55 Beckman ultracentrifuga) utan a 10/15 valamint a 15/23 %-0s szachar6z frakcidkat
Osszegyljtottikk és Krebs pufferben (118 mM NaCl; 5 mM KCI; 25 mM NaHCOs; 1 mM
MgCl2; 10 mM D-glikoz; pH 7,4) négyszeresére higitottuk. A preparatumot cenrifugaltuk (12
600 g, 25 perc, 4 °C), majd az uledeket ismét Krebs pufferben vettiik fel és megismételtiik a
centrifugalasi lépést. Az Uledéket (szinaptoszOma preparatum) ezt kovetden 3 ml Krebs
pufferben vettik fel Ggy, hogy 1,2 mM végkoncentracioban CaCl.-t adtunk hozza, majd
tellimagrandin I, mahtabin A (1, 10, 100 uM) vagy tautomicetin (TMC, 10 uM) jelenlétében,
illetve ezek tavollétében inkubaltuk 45 percen keresztiil 30 °C-on. A mintakat ezt kdvetden
vagy exocitdzis esszének vetettiik ald, vagy RIPA pufferben végzett lizist kdvetden a
célfehérjéket Western blot anlizissel vizsgaltuk.

Az exocitozis esszét egy mar korabban kozolt protokoll alapjan kiviteleztik (Lontay és
mtsai., 2012; Horvath és mtsai., 2017). Az alkalmazott FM 2-10 vizoldekony sztiril festek
eldszor a szinaptoszoéma membrannal asszocial, majd a szinaptoszoma belsejébe endocitozissal
bejut, és leadasra keril a vezikula ismételt exocitdzisa sordn, ha az Ujfent szinaptikus
vezikulaként funkcional. A szinaptoszomakat eléinkubaltuk, majd az exocitézist 30 mM KCl
hozzdadasaval indukaltuk és az FM 2-10 festék kezelések hatasara bekovetkez6 (negativ
korrelacio az exocitozis mértékével aranyosan) fluoreszencia jel valtozasat (gerjesztési fény:
488 nm, emittalt fény:540 nm) Fluoroskan FL miiszerrel mértiik.

A Western blot analizishez feltart mintdk fehérje tartalmat BCA fehérje mérési kit
segitségével hatdroztuk meg, BSA fehérjével (0,125-1 mg/ml) készult kalibracios gorbe
alapjan. A szinaptoszéma preparatumokat 5xSDS minta pufferben (50% glicerin; 10% SDS;
0,31 M Tris/HCI pH 6,8; 100 mM ditiotreitol; 0,01% bromfenol kék) forraltuk (100 °C, 5 perc),
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majd 30-50 pg feherjét vittlink fel 12 %-o0s SDS-poliakrilamid (SDS-PAGE) gélre és a fehérjek
elvalasztasat 120 V fesziiltseg mellett végeztiik. A gélrdl a fehérjéket nitrocelluloz membranra
transzferaltuk (100 V; 90 perc). A membranokat 5 %(m/v) BSA- tartalmaz6 TBST (Tris bufferd
salin (TBS) plusz 0,1 %(v/v) Tween 20) pufferben blokkoltuk 2 éran keresztil 25 °C-on. Az
antitesteket 0,5 %(m/V) BSA-tartalmazé TBST oldatban készitettiik el a gyarto leirasanak
megfelelé higitasban. Az elsddleges antitestet 16 Oran keresztiil 4 °C-on inkubltuk a
membranokkal folyamatos billegtetd kevertetés mellett, majd 3x10 perc TBST mosast kovetden
a masodlagos torma peroxidaz enzim konjugalt antitest oldataval 2 6rat inkubaltuk a mintakat
25°C-on. Két TBST majd egy TBS mosast kovetden az antigén-antitest kdlcsonhatasokat
kemilumineszencids reagenssel detektaltuk Chemidock Touch miszerrel. A kapott jeleket
denzitometréltuk és értékeltuk Fiji (Image J) programmal. A szinaptoszoma prepardtumokon

vegzett kisérletekben Dr. Horvath Daniel volt segitségemre.

Statisztikai analizis
A kiilonb6zd csoportokban kapott normalizalt adatokat ANOV A moédszerrel elemeztiik
SigmaPlot szoftvert hasznalva. Minden adathalmaz normal eloszlast mutatott. A t6bbszoros
0sszehasonlitdsoknal Holm-Sidak mddszert alkalmaztunk. A diagramokon a mérési adatok

atlagai szerepelnek a széras feltlintetésével.
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Eredmények

Az ellagitanninok hatasanak tanulmanyozasa a PP1 és PP2A enzimek aktivitasara:
tipus-szelektivitas meghatarozasa, kélcsonhatasok kvantifikélasa és sejtes rendszereken
torténo vizsgalatuk

Az ellagitanninok a kordbban munkacsoportunk &ltal tanulmanyozott PGG és EGCG
molekuldkhoz hasonld szerkezetii vegyiiletek. Ma mar a gyogyaszatban is gyakran hasznalt
vegyuletek, ezért biomolekularis célpontjainak azonositasa fontos feladat. Tekintettel arra,
hogy a PGG és az EGCG foszfatazgatlo molekuldknak bizonyultak, tanulmanyoztuk az
ellagitanninok szerkezet-foszfatazgatld hatas dsszefliggéseit is.

Ellagitanninok hatasanak vizsgélata PP1c és PP2Ac aktivitasara
A 6. abran a vizsgalt ellagitanninok szerkezetei lathatok. A kisérletekhez hasznalt
vegyuletek a PGG-bdl szarmaztathatok, és ugyanazon funkcids csoportokbol épiilnek fel. A
PGG-hez képest kilonbséget jelent az eltéré szamu és pozicidju hexahidroxidifenil csoport

(kovalensen 6sszekapcsolt fenil gytriik) jelenléte, a pedunculagin két ilyen csoportot is

tartalmaz.
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6. abra A kutatasok soran vizsgélt tanninok szerkezete.

Ezek a modositasok a PGG-hez képest merevebb szerkezeteket eredményezhetnek. Egy masik

szerkezeti eltérés, hogy a kdzponti glikopiran6z vaz szabad (nem eészteresitett) hidroxil
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csoportot is tartalmaz. A tellimagrandin I, a pedunculagin és a praecoxin B esetén ez a

s

csoport.
A 7. abra mutatja be az ellagitanninok koncentraciofiiggé gatldé hatasat a PP1c és a

PP2Ac aktivitasara. A gorbékbdl meghatarozhato, a gatlast jellemz6 50%-0s gatlas eléréséhez

szlikséges koncentraciokat (ICso) a 1. tablazat foglalja 6ssze.
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7. abra Az ellagitanninok hatasa a PP1c és a PP2Ac aktivitasara. A foszfatdz enzimeket (PP1c (A);
PP2Ac (B)) tellimagrandin I (), mahtabin A (A), praecoxin B (m), GHG (©) vagy pedunculagin (V)
jelenlétében inkubaltuk 10 percen keresztiil 30 °C-on, majd a reakciét 1 uM *2P-MLC20 hozzaadasaval
inditottuk és a foszfatdz aktivitdst az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben leirtaknak megfeleléen
hataroztuk meg. A tellimagrandin 1 hatasat megvizsgaltuk rekombinans rPPlca és rPP1cd enzimek
aktivitasara (C), valamint FLAG-MYPT1-PP1c6 holoenzim aktivitasara (D). Az effektorok tavollétében
mért aktivitasok atlagait tekintettiik 100 %-nak, és a mérések atlagait ennek fliggvényében fejeztik ki a
szorés értékek (SD) feltiintetése mellett. n= 3-5.

Az ellagitanninok koncentraciofiiggé modon gatoljak a PP1c (7.A abra) és a PP2Ac
(7.B &bra) aktivitasat is, azonban a PP1c-re kifejtett gatlo hatas sokkal hatékonyabb, mint a
PP2Ac esetén (Id. 1. tablazat). Ezt jol tukrozik a gatlasokhoz tartozo 1Cso értékek hanyadosabol
a tellimagrandin | (1: 98), mahtabin A (1. 82) és a praecoxin B (1: 81) vegyuletekre
meghatarozott szelektivitasi aranyok, amelyek csaknem szazszoros eltérést mutatnak a két

foszfataz gatlasi érzékenységeben (1. tablazat).
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Megvizsgaltuk a tellimagrandin I hatdsat rekombinans PPlca és a PP1co izoformak
aktivitasara is és a nativ (izomszdvetbdl izolalt) PP1¢ gatlasahoz hasonld ICso ertékeket (0,2 +
0,05 uM rPP1co-ra és 0,1 + 0,02 uM rPP1cé-ra) hataroztunk meg (7.C abra).

A polifenolok lehetséges fizioldgiai hatasat tekintve fontos kérdés, hogy gatlé hatasuk
hogyan érvényesilhet holoenzimekre, amelyekben a katalitikus alegységekhez regulator
fehérjék is kapcsolodnak. Ezért megvizsgaltuk a tellimagrandin | hatésat a FLAG-MYPT1-
PPlco komplex (miozin foszfatdz holoenzim) aktivitdsara, amelynek sordn a tisztitott
katalitikus alegységhez hasonlo (ICso= 0,1 £ 0,02 uM) gatlasi allandot kaptunk (7.D &bra).
Ezekbdl az adatokbol arra kdvetkeztetiink, hogy a regulator alegységek jelenléte valdsziniileg

nem befolyasolja a polifenolok katalitikus alegységeket gatld hatasat.

1. tblazat. Az ellagitanninok PP1c-re és PP2Ac-re Kkifejtett gatlasait jellemzo ICso
értékek. AZ ICso értékeket az aktivitas mérések adatai alapjan hataroztuk meg és a
tablazatban szorasokkal ellatott atlagokként tlintettiink fel.

Ellagitanninok ICs0 (LM) l:l;ellg{z:::/zlgsc
PPic PP2AC |i;|§t|ﬂ?n
tellimagrandin | 0,20 + 0,02 19,52 + 8,60 4,46 + 0,95 1:97
mahtabin A 0,41+0,18 33,77 £ 8,44 6,19 + 0,37 1:82
praecoxin B 0,79+0,11 63,86 + 5,52 6,97 +£1,12 1:80
GHG 1,41+0,30 > 100 12,97 + 3,30 n.d.
pedunculagin 2,47 +£ 0,22 > 100 33,90 + 4,54 n.d.

n.d.: nem meghatarozott értek.

A PP1 és a PP2A enzimek aktivitasat sejtlizatumban elkilonithetjuk mivel az inhibitor-2
fehérje (2 uM) jelenlétében (ami a PP1-et specifikusan gatolja) csak a PP2A aktivitasa mérheto,
mig OA jelenlétében (2 nM, amely csak a PP2A-t gatolja) a PP1 aktivitasa hatarozhatd meg. A
lizatum PP1 (48 %) és a PP2A (51 %) aktivitasa kozel azonos mértékii a mérések alapjan (8.A
abra). A kezeléseket kovet6 aktivitas mérések eredményei a sejtlizatumbol azt mutattak, hogy
az ellagitanninok inhibitor hatékonysaganak sorrendje megegyezett a tisztitott fehérjéken
végzett kisérletekbdl szarmazo sorrenddel (8.B abra). Erdemes megjegyezni azonban, hogy az
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ICso értékek ebben az esetben egy nagysagrendel magasabbak, mint a tisztitott enzimek esetén.
(1. téblazat). Mindez arra utalhat, hogy a lizatumban mérhet6 aktivitasaért felelos foszfataz
holoenzimek eltéré érzékenységet mutatnak a vegyuletekkel szemben. Ez ellen sz6l viszont,
hogy a tisztitott miozin foszfataz (MP) holoenzimen (FLAG-MYPT1-PP1cd) végzett aktivitas
méréseknél a tellimagrandin | hasonl6 mértékben csokkentette az aktivitast, mint a rPP1cd
preparatum esetében (7.D abra). Ez arra utal, hogy a csokkent érzékenységért nem a regulator

alegység-katalitikus alegység interakcié okolhatd.
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8. abra Az ellagitanninok hatdsa a HelLa sejtlizatumok foszfataz aktivitdsara. OA illetve 12
jelenlétében meghataroztuk a PP1 (2 uM 12) és a PP2A (2 nM OA) aktivitdsok mértékét HelLa sejt
lizdtumokban (A). HeLa sejt lizatumot eldinkubaltunk tellimagrandin I (@), mahtabin A (A), praecoxin
B (m), GHG (0), pedunculagin (V) vagy tellimagrandin I és 2 uM 12 (o; PP2A aktivitas) jelenlétében
(B) 10 percen keresztlil 30 °C-on, majd 1 uM 32P-MLC20 jelenlétében tovabbi 10 percen keresztill
folytattuk az inkubalast és megmértiik a felszabadult *?Pi aktivitasat az ,,Anyagok és mddszerek”
fejezetben leirtaknak megfeleléen. A kontroll mintak atlagait vettik 100 %-nak és a szoras adatokat
feltlintetve &brazoltuk az aktivitas szazalékos értékeit a kocentrécié fligvényében. n= 3.

Mindezek mellett, ha a tellimagrandin | hatdsat a HelLa lizatum foszfataz aktivitasara 12
jelenlétében (csak PP2A aktivitas mérhet6) tanulmanyoztuk, azt tapasztaltuk, hogy a magasabb
koncentraciok is csak minimalis gatld hatast eredményeztek (8.B abra), jO egyezéssel azon
eredményeinkkel, hogy az ellagitanninok a PP2A aktivitasat kevésbé befolyasoljak. Mindezek
tikrében azt feltételezziik, hogy az ellagitanninok szerkezetébdl adodo sajatsagok e molekulak
szamos fehérjével valo kolcsonhatasat teszik lehetové, ami a sejtlizatumok vizsgalata esetén
hozzajarulhat az effektiv koncentraciojuk drasztikus csokkenéséhez. Erre utal az is, hogy a
tisztitott foszfatdzokkal torténd vizsgalatok sordn sem alkalmazhat6 a foszfatazok stabilitasat
biztosito inert fehérje (pl. BSA) mivel az jelent6sen megndveli az ICsq értékeket polifenolok

esetén (Kiss es mtsai., 2013), szintén az effektiv koncentraciok csokkentésével.
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Polifenolok interakcioja PP1c-vel
Az enzimkinetikai adatok mellett a polifenol-foszfatdz kolcsonhatdsok kvantitativ
meghatdrozasaval a kotddés molekularis hatterére kivantunk adatokat nyerni kiilonbozd

vizsgalo modszerek alkalmazasaval (9. abra és 10. abra).
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9. dbra A tellimagrandin I PP1ca-val valo interakcidjanak vizsgalata NMR és ITC modszerekkel.
A: A tellimagrandin 1 és a rPPlca kolcsonhatisanak vizsgalata H-NMR spektroszképiaval: a:
tellimagrandin | telités atviteli differencia (STD) !H-NMR spektruma rPPlco jelenlétében. b: A
tellimagrandin | tH-NMR spektruma rPP1ca jelenlétében. ¢: A tellimagrandin I tH-NMR spektruma. B:
A tellimagrandin I és a rPPlca kiilcsonhatasanak vizsgélata izoterm titracios kalorimetriaval (ITC).
rPP1ca-t (10 uM) titraltunk tellimagrandin I-el folyamatos kevertetés mellett 23 °C-on az ,,Anyagok és
Modszerek” fejezetben leirtak szerint és a folyamatot kiséré hovaltozast detektaltuk az id6
fliggvényében. Meghataroztuk a kolcsonhatas termodinamikai paramétereit és a kdlcsdnhatés
sztochiometridjat (AH= 8,038 * 0,275 kcal/mol; S=0,0036 kcal/mol/K; N= 1,16 + 0,03).

Elészor NMR telitési differencia méréseket végeztiink a tellimagrandin | H-NMR
spektrumanak felvételével 10 uM rPPI1ca jelenlétében (9.A abra, b) vagy tavollétében (9.A
abra, c), amelybdl a telitési differencia spektrum (saturation transfer difference, STD)
szarmaztathatd (9.A abra, a). Az rPP1ca jelenlétében a tellimagrandin | aromas *H rezonancia
jelei jelent6sen kiszélesedtek, ami a szabad tellimagrandin | és a PPlc Altal kotott
tellimagrandin | k6zott kémiai kicserélodésre utal és feltételezi a hidrofob aromas gytiriik
részveételét a kdlcsonhatasban. Korabbi eredmeények szerint a PGG-rPP1c interakcio vizsgalata

a fentihez hasonld eredményeket adott. Tekintettel a tellimagrandin | és a PGG nagyfoku
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szerkezeti hasonlosagara, feltételezhetd, hogy a tellimagrandin | PP1c-t gatl6 hatasa a PGG-hez
hasonldan az enzim hidrofob szubsztrat koté arkaval torténé kolcsonhatasanak tulajdonithatd a
PP1c felszinén. A tellimagrandin I-rPP1c kdlcsdnhatés hatterét izoterm titracios kalorimetriaval
(ITC, 9.B &bra) vizsgaltuk. és meghataroztuk a kdlcsénhatas disszociacios allandojat (Kp= 0,23
KUM) és termodinamikai paramétereit (AH= 8,038 + 0,275 kcal/mol; AS= 0,0036 kcal/mol/K).
A kolcsonhatas tovabbi elemzésére feluleti plazmon rezonancian (SPR) és mikroskalas

termoforézisen (MST) alapul6 kotédési modszereket is felhasznaltunk (10. &bra).
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10. abra A PP1c¢é -tellimagrandin | kélcsonhatas vizsgalata SPR-mddszerrel és a polifenolok PP1c-
vel vald interakcidjanak 0Osszehasonlitaisa MST modszerrel. A: A tellimagrandin 1-rPP1cd
kolcsonhatasanak vizsgalata feliileti plazmon rezonanciaval (SPR). CM5 szenzor chip feliiletére rPP1cd
fehérjét immobilizaltunk az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint, majd tellimagrandin I-
et (0,5 - 2,5 uM) aramoltattuk keresztiil a felszin felett, és a rezonaciajel valtozasat detektaltuk az id6
flgvényében. B: A polifenolok rPPlca-val kialakitott koélcsonhatasanak vizsgalata mikroskalas
termoforézis (MST) modszerrel. PGG, EGCG és tellimagrandin | higitasait készitettiik el rPPlca
jelenlétében MST pufferben az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben leirtaknak megfeleléen. A mintak
termoforézisét kisér6 fluoreszencia intenzitas valtozasokat rogzitettiik a koncentracio fligvényében.

A rPP1c-tellimagrandin | kdlcsdnhatasra kapott disszociacids allandé az SPR modszerrel (10.A
abra; Kp= 0,31 puM) hasonlé volt az ITC-vel kapott értékhez (Kp= 0,23 pM), mig MST
alkalmazasaval ezeknél magasabb értéket (Kp= 1,78 + 0,59 pM) hataroztunk meg (10.B abra).
A tellimagrandin | (Kp= 1,78 £ 0,59 uM), PGG (Kp= 3,08 + 0,35 uM) és EGCG (Kp=8,2
4,3 uM) PP1c-vel vald kolcsonhatasat MST maodszerrel Osszehasonlitva a kélcsénhatas

erdsségének viszonyai a molekulak gatlo hatasanak kiilonbségeit tiikkrozték.
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Az ellagitanninok hatasa sejtes rendszerekre

Korabbi tanulményok felhivtak arra a figyelmet, hogy a tellimagrandin | hatast gyakorol
az emberi K562 leukémia sejtek differenciaciojara (Yi és mtsai., 2004) valamint a HeLa sejtek

kozott képzodo sejt-sejt kapesolatokra (Yi és mtsai., 2006).
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11. abra Ellagitannin kezelések hatasa a Hela sejtek életképességére és foszfataz aktivitdsara. A
HelLa sejteket az ,,Anyagok és mddszerek” fejezetben leirtaknak megfeleden kezeltiik tellimagrandin I-
el és mahtabin A-val (0-50 uM), majd meghatéroztuk a sejtek életképességét (A) és a foszfatdz
aktivitasat (B). Az ellagitanninok jelenléte nélkil mért életképességek és enzimaktivitdsok atlagait
tekintettik 100 %-nak és a szo6rads (SD) feltintetése mellett abrdzoltuk az adatokat a koncentracid
fligvényében. n= 3. Statisztikai analizis: ANOVA *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, n.s: nem
szignifikans.

Ezért tanulmanyoztuk a tellimagrandin | és a mahtabin A vegylletek hatasat a HelLa
sejtek foszfatdz aktivitasara és életképessegére. Az eéletképesség vizsgalatokat 24 0rés
kezeléseket kovetéen végeztiik. A tellimagrandin | 5-50 UM koncentrécié tartomanyban a
sejtek életképességét nagymértékben csokkentette (11.A abra). A Hela sejtek 1 6ras kezelését
kovetéen a tellimagrandin | a foszfataz aktivitasat 10-50 puM koncentracioban szignifikans
mértekben csokkentette. A kapott adatok alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy a tellimagrandin |
altal kivaltott foszfatdz gatlas hozzajarulhat az ¢életképesség csokkenéséhez, viszont az eltérd
kezelési idok, illetve a hatasok molekularis hatterének behatobb ismerete nélkdl e két jelenség
Osszekapcsolasa még nem egyértelmiien bizonyitott. A tellimagrandin 1-hez szerkezetileg
hasonlo mahtabin A, ami a masodik legpotensebb inhibitornak adodott az aktivitas méréseknél
(1. tablazat) azonban meglep6 mdédon a Hela sejtek kezelését kovetéen nem okozott
szamottevd valtozast sem az életképességben sem a foszfatdz aktivitasban (11.A és B abra).
Ezek az adatok arra utalhatnak, hogy a szerkezeti hasonldsag ellenére eltérhet a vegyuletek

membran permeabilitasa és ez lehet az oka a kiilonboz6 intracellularis hatasuknak.
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A két in vitro foszfatdzgatlo molekulat (tellimagrandin 1 és mahtabin A) ex vivo
preparatumon, nevezetesen egér agybdl izolalt, membranszerkezettel hatarolt szinaptoszoma

preparatumon is teszteltiik, ami meglehetésen meglepd eredményekkel szolgalt (12. dbra).

A B
Tellimagrandin | (uM) Mahtabin A (uM)
0 1 10 100 0 1 10 100
ORI = e e | —25kD
anti-SNAP-25PTIs8| & o mi T 5 RS - 20 kD:

anti-SNAP-25 M # — 25 kDa
— 20 kDa

C
Tellimagrandin | (uM) D Mahtabin A (uM)
© ©
o 0 1 10 0 0 1 10
2R 0,0 2N 0,0
T 8 = 8
RS e
o s 09 e & 09 *
a2 10 o 2 *
= @ 1,0 s 2 .1,0-
I-l'; 5 n.s. n.s. I-: §
E =1, 2 -1,‘3 T T T
(= (=

12. &bra A tellimagrandin | és a mahtabin A hatasa a szinaptoszomak SNAP-25Thr138
foszforilaciojara és az exocitozisra. Tellimagrandin | (A; C) vagy mahtabin A (B; D) kezeléseket
kovetden megvizsgaltuk a szinaptoszomak SNAP-257"1% foszforilaciojanak (A; B) illetve a KCl-dal
kivalthatd exocitozis mértékének (C; D) valtozésat. A; B: Reprezentativ blotok anti-SNAP és anti-
SNAP-25PT38  ghecifikus antitestekkel torténd jeldlések eredményeként. C; D: Szinaptoszéma
exocitozis valtozésa a vegyuletek jelenlétében FM 2-10 fluoreszcencia valtozds meghatarozasaval az
»Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint. Az abran a meérések atlagait abrazoltuk a széras
(SD) feltiintetésével. Statisztika: ANOVA, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, n.s: nem szignifikans.
n=3.

Korédbbi tanulményokbol (Horvath és mtsai., 2017) tudjuk, hogy a 25 kDa témegi
szinaptoszoma asszocialt fehérje (SNAP-25) foszforilacidja a Thrl38 oldallancon a RhoA
asszocialt kindz és a MP szabalyozasa alatt all, és foszforilacio mértéke forditott aranyossagot
mutat az exocitdzis mértékével. Szinaptoszémakat tellimagrandin | vagy a mahtabin A
jelenlétében inkubalva a SNAP-25T"38 foszforilacidjanak valtozasat kovettiik nyomon (13.A
és B abrak). A tellimagrandin | nem okozott valtozast a SNAP-25PT"3 szintjében, mig a
mahtabin A 45 perc kezelést kovetéen koncentraciofiiggd mdodon (1-100 M) novelte a SNAP-
25PT138 mennyiségét. Ezzel 6sszhangban a KCl-al kivaltott exocitozis mértéke tellimagrandin

| jelenlétében nem valtozott, mahtabin A viszont csokkentette az exocitdzis mertékét.
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13. abra A tellimagrandin I, mahtabin A, és TMC kezelések hatasainak 6sszehasonlitdsa a
szinaptoszomak SNAP-25PT"138 foszforilacidjara. A: Reprezentativ blotok anti-SNAP-25PT"38 és az
anti-SNAP-25 antitestekkel foszfatdz effektorok jelenlétében és tavollétében (kontroll). B:
Denzitometrias analizis: a SNAP-25PT"% intenzitasokat a SNAP-25 denzitas értékekre normalizalva a
vegylletek jelenlétében és azok tavollétében (100 %). Az abran a mérések atlaga+SD van feltlintetve.
ANOVA, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, n.s: nem szignifikans.

Végul a tellimagrandin | és a mahtabin A kezelések hatasat 6sszehasonlitottuk a TMC
inhibitor hataséval, amit mar korabban alkalmaztak szinaptoszémakon jol miikodo foszfataz
inhibitorként (Lontay és mtsai., 2012). Az 13. &brén lathato, hogy a TMC és a mahtabin A
novelte a SNAP-25PT"138 szintjét a kezeletlen mintahoz képest, mig a tellimagrandin |
hatastalan volt. E kisérletekkel megerésitettnek véltiik, hogy a mahtabin A foszfatazt gatld
hatasaval szabalyozza a szinaptoszémak exocitozisat. Megvalaszolatlan marad azonban az a
kérdés, hogy miért hat eltérden a szerkezetileg hasonlo tellimagrandin | és a mahtabin A, és
rdadasul ellentétesen a Hel a sejtek és a szinaptoszéma prepardtum foszfatdz aktivitasara, az

el6bbi életképességére €s az utdbbi exocitozisara.

Foszforilalt MYPT1 peptid és PP1c kdlcsonhatasanak tanulmanyozéasa es a gatlo
mechanizmusok feltarasa

A MYPTL, a miozin foszfataz regulator alegysege két olyan peptidszekvenciat is
tartalmaz a fehérje C-termindlis felén, amelyek foszforilaciéja az MP aktivitds gatlasat
eredményezi (Muranyi és mtsai.,, 2005). Nem vizsgéltdk azonban részletesen, hogy e
fehérjeszakaszok alapjan szintetizalt rovid, foszforilalt peptidek képesek-e a PP1c-t gatolni és
milyen kélcsonhatasba l1épnek az enzimmel. E kérdeskor vizsgalata azért is fontos, hogy valaszt

taldljunk arra a kérdésre vajon peptidek, esetleg kombinaciéban mas gatloszerekkel
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felhasznalhatok—e a PP1 gatlasara. Ezért szintetizaltattuk a human MYPT1 690-701
oldallancait tartalmazoé foszforilalt (Thr696 oldallancon, P-MYPT15%0-701) és nem-foszforilalt
(MYPT189-70L)  peptideket és tanulmanyoztuk hatasukat a PPlc aktivitasara, valamint

vizsgaltuk koélcsonhatasukat is PP1c-vel.

A MYPT1890-701 peptidek hatasa a PP1c aktivitasara
A 14.A abra szemlélteti, hogy a P-MYPT1%%-7%1 peptid gatolja a PP1c aktivitasat, mig
aMYPT15%0-70% peptid, eltekintve az 50 uM alatti enyhe gatlé hatastdl az aktivitast gyakorlatilag
nem befolyésolta. A P-MYPT18%-701 g4tl6 hatasat 32,5 + 5,2 UM ICso érték jellemzi. Ez a PP1c
és a P-MYPT1%90-01 peptid kdzepes erdsségii kolcsonhatasara utal, amit MST mérésekkel is
igazoltunk (14.B abra, Kp= 85,1 uM).
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14. dbra MYPT15%-701 peptidek hatasa a PP1c aktivitasara. A: A foszforilalt és a nem foszforilalt
MYPT1%%0-701 peptidek hatdsa a vazizom PP1c aktivitasara. A PP1c aktivitdsat a foszforilalt (e); vagy a
nem foszforilalt (o) peptid jelenlétében hataroztuk meg az ,,Anyagok és moddszerek” részben leirtak
szerint. A peptidek tavollétében mért aktivitast tekintettilk 100 %-nak. B: A P-MYPT1%%-70! peptid-
rPPlca interakcid vizsgdlata mikroskalas termoforézissel (MST). A MYPT1507% foszfopeptidbdl
higitasi sort készitettiink a PP1c fehérje jelenlétében az ,,Anyagok és madszerek” fejezetben leirtaknak
megfeleléen, majd a mintak termoforézisét kisérd fluoreszencia valtozasokat mértiik és a normalizalt
fluoreszenciat abrazoltuk a koncentracié figgvényében.

Kisérletet tettiink a PP1c- MYPT15%0-70! kglcsonhatés kvantitativ meghatarozasara is, azonban
ez esetben nem kaptunk értékelésre alkalmas MST jeleket.

Szerkezeti vizsgélatok igazoltdk, hogy a PP1 szubsztratok tobbsége a PP1c Y-szerii
szubsztratkoté zsebének hidroféb ¢és savas arkaihoz kotddik és ennek megfeleléen a

szubsztratok is tartalmaznak hidrofob és bazikus szekvenciarészleteket (Terrak és mtsai., 2004).
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E tekintetben a P-MYPT18%0-70! szekvenciaja a foszforilalt oldallanc kérnyezetében hasonlé a
P-MLC20 szekvencijahoz, azzal az eltéréssel, hogy a MYPT15%-70! peptidben a foszforilalt
oldallanc treonin, mig a MLC20-ban pedig szerin.
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15. &bra PP1c-P-MYPT1%%70 kglesénhatas kimutatasa NMR telitési atviteli differencia (NMR-
STD) médszerrel. A: A P-MYPT1507 aminosavsorrendije a jelet adé protonok jel6lésével (sarga). B:
P-MYPT15%701 peptid és rPPlco (13,3-14,4 uM) NMR-STD spektruma (kozépsd rész). C: P-
MYPT189-701 peptid (1,3-1,5 mM) H-NMR spektruma.

A PP1c-P-MYPT1%%0-701 kglesénhatas pontosabb leirasira NMR-STD  méréseket
végeztiink. A 15.C abran a P-MYPT1%%701 peptid H-NMR spektruma lathatd az egyes
aminosavakhoz tartoz6 protonjelek azonositasaval. A 15.B abra az P-MYPT1%979LPP]cq
kolesonhatés telités atviteli differencia (STD) spektumat szemlélteti, amelybdl lathato, hogy
peptid hidrofob oldallancai (Leu, Val) és a Thr erds, mig a bazikus aminosavak (Arg), valamint
a GIn gyengebb STD jeleket adtak. Ezek az adatok azonban megerdsitik, hogy a peptidnek a
PP1c-vel torténd kolcsonhatdsdban a peptid hidrofob és bazikus szekvencidkat tartalmazo

régioi jatszanak szerepet. Ezek az adatok arra is utalnak, hogy a P-MYPT1%%07%! peptid
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,SZubsztrat-szerii” kolcsonhatast alakit ki a PPlc-vel és ezéltal gatolja az MLC20
defoszforilacidjat. Az NMR vizsgalatok adatai arra is utaltak, hogy a kisérlet alatt a nagy
koncentracioban jelen 1évé PPlc (13,3-14,4 uM) a szdzszoros koncentracioban jelen 1évo

peptidet (1,3-1,5 mM) defoszforilalta (16. abra), igaz meglehetésen lassan (t12= 82 perc).
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16. dbra A P-MYPT1%071 peptid defoszforilacidja az NMR-STD kisérletek alatt rPP1ce altal.
A: A Thr696(-CHs) és a Thr700(-CHs) H jelintenzitas valtozasa az NMR-STD kisérletek kezdeti
szakaszaban. B: A Thr696(-CHs) H jelintenzitas valtozasa az id fiiggvényében.

Eredményeink megerdsitik azt a kozelmultban felallitott hipotézist (Filter és mtsai.,
2017), hogy PP1c foszforilalt fehérje és peptid inhibitorai valdjaban az enzim ,,rossz (lassan
defoszforilal6do) szubsztratjai” és gatld hatasuk a fizioldgias szusztratokkal val6 un. ,,unfair”
kompeticiojuknak tulajdonithat6. E feltevést bizonyitandd megprobalkoztunk egy olyan
defoszforilacios elegy dsszeallitasaval, amely kdzeliti az NMR vizsgalatokat és kismértékben
szubsztratot (10 uM P-MLC20) alkalmaztunk és tanulmanyoztuk az ,,unfair” kompeticiét 10,
100 és 500 pM P-MYPT15%-701 peptiddel.
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17. &bra A P-MYPT1%%70! peptid hatdsanak vizsgdlata a 3*P-MLC20 szubsztrat
defoszforilaciéjanak felezési idejére. *?P-MLC20-ot defoszforilaltunk PP1c-vel (100 nM) 10, 100 és
500 UM P-MYPT180701 peptid jelenlétében ¢és tavollétében. A reakcidelegyekbdl kiilonbdzd
idépontokban mintat vettiink és meghataroztuk a felszabadult *2P; mennyiségét, amit a szubsztrat
kiindulasi radioaktivitasabol levontunk ¢s ezeket az értékeket az ido fliggvényében abrazoltuk.

A 17. &bréan lathat6, hogy ilyen magas PP1c koncentracional a P-MYPT1%%7%1 peptid
tavolléteben a P-MLC20 szubsztrat felezési ideje, t12= 95,5 masodperc (s), amely 10 uM P-
MYPT1%%0-701 jelenlétében kismértékben (tio= 109,64 s), 100 UM (tio= 223,8 s) és 500 UM
(tiz= 604,08 s) P-MYPT1%907% jelenlétében nagymértékben ndvekszik, egyértelmii
bizonyitékaként a szubsztrattal torténé kompeticionak. Az MST mérésekkel kapott rPP1c-P-
MYPT18%-701 kglcsonhatas (14.B abra) disszociacios allando (Kp= 85,1 uM) és a kinetikai
mérésekkel kapott ICso (32 uM) értékek (14.A abra) alapjan nem meglepd, hogy a P-
MYPT1%9701 peptid csak 100-500 puM koncentracidban ndvelte jelentésen a szubsztrit
defoszforilacidjanak felezési idejét.

Eredményeink alapjan P-MYPT15%0-70! foszfopeptid nem a leghatékonyabb gatldszere
a PP1c-nek, ezért megvizsgaltuk, hogy vajon polifenolokkal kombindcioban nem novelhetd-e

a gatlasi hatékonysag. A polifenolok gétldo hatdsukat elsésorban a hidrofob szubsztratkotd
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arokkal valo interakciojuk altal fejtik ki, mig a P-MYPT1%970 peptid a hidrofob és savas

arkokhoz torténd kotédésével gatol.
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18. dbra A tellimagramdin | és P-MYPT1%70 hatdsa a PP1c aktivitasara. Vazizom PP1c higitasait
el8inkubéltuk P-MYPT1%0-70 jelenlétében vagy tavollétében 10 percen keresztil 30 °C-on, majd
tellimagrandin T hozzaadasat kovetben szintén 10 percig inkubaltuk a mintékat és a reakciokat 1 pM
$2P-MLC20 hozzédadaséaval inditottuk. A P-MYPT1%070! ¢s a tellimagrandin | tavollétében mért
enzimaktivitasokat tekintettlik 100 %-nak, az aktivitds mérések atlagait + SD értékeket tuntettik fel (n=
2).

Hipotézisiink szerint, ha lehetséges egy PP1c-P-MYPT15%0-70% te[limagrandin | trimer komplex
képzbdése, akkor a két gatloszer egymas hatasat akar erdsitheti is. A 18. dbran lathato, hogy a
tellimagrandin I és a foszfopeptid egyiittes hatdsa egyszerlien 6sszegzddik, ezért a gatldszerek
szinergetikus hatasa kizarhato. Ennek oka az lehet, hogy a ket gatldszer kdlcsondsen Kizarja

egymas kotédését, feltehetéen a hidrofob arokban torténé atfedd kotéhelyek altal.
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Szelenoglikozidok foszfatazt aktivald hatasanak tanulmanyozasa: szerkezet-aktivald
hatas 0sszefliggések meghatarozasa.

Az eredmények elsé fejezetében leirtak szerint az ellagitanninok, amelyek a gliikdz
szarmazékainak tekintheték foszfatazgatld sajatsagokkal is rendelkeznek. E tekintetetben
érdekes felvetésnek tiint, hogy a kiilonboz6 csoportokkal modositott szelenoglikozidok, igy pl.
a glikozidok nem-acetilalt és acetilalt formainak hatasat is tanulmanyozzuk a foszfatazok
aktivitasara. A glikozidok altalaban glikozidaz enzimek gatloszereikent is alkalmazhatok és
hatékonysaguk novelhetd, ha az oxigént szelénnel helyettesitjik, mivel hidrolizissel szemben
igy ellenallobba vélnak (Mehta és mtsai., 1995; Kumar és mtsai., 2012), Kisérleteinkben nem-

acetilalt és acetilalt szelenoglikozidokat teszteltlink a PP1 és a PP2A aktivitasara.

A szelenoglikozidok hatasanak vizsgalata PP1c és PP2Ac aktivitasara

A szelenoglikozidok hatasat el6sz6r PP1c és PP2Ac (19. &bra) aktivitasara vizsgaltuk.
Néhany vegyilet, mint pl. a TFM-BASG, Br-BASG, MO-BASG és a BASG stimulaltdk mind
a PP1c mind a PP2Ac aktivitasat. A BSG és a TFM-BSG, vagyis a két nem acetilalt szarmazék,
valamint NO2-BASG nem volt szamottevé hatdssal sem a PP1c sem a PP2Ac aktivitasara. Az
NO2-BASG nem befolyasolta a PP2Ac, de kis mértékben gatolta a PP1c aktivitasat.

Az acetilalt fenil (PASG, DNO2-PASG), feniletil (PEASG) és piridil (NO2-PYASG,
NO2-ADPYASG) szelenoglikozidok jelenlétében mért PP1c és PP2Ac aktivitasokat a 20. 4bra
mutatja be. A PASG és a PEASG molekuldk szignifikdns mertékben stimulaltak a PP1c és a
PP2Ac enzimek aktivitasat is, mig a nitro-szarmazékok vagy nem mutattak aktivalo hatast, vagy
Kis mértékben géatoltdk az enzimeket.

Az acetildlt glikozil-szelenobenzoatok (BOASG, CI-BOASG, M-BOASG, M-
ADBOASG) hatasa bizonyos mértékig meglepé a PP1c és a PP2Ac enzimekre. (21. abra). A
BOASG stimulalta a PP1c aktivitasat (2-szeres aktivalas), de nem mutatott hatast a PP2Ac-re.
Minden mas benzoil sz&rmazek kis mértékben fokozta mindkeét foszfataz aktivitasat.

Meghataroztuk a leghatasosabb vegyliletek esetén a félmaximalis aktivalashoz
sziikséges koncentraciokat (ECso) is. Az adatok alapjan a Br-BASG (ECso= 107,78 + 2,94 uM)
a leghatasosabb aktivatora a PP1c-nek, ezt kovette a PEASG (ECso= 171,27 + 14,06 uM), MO-
BASG (ECs0= 221,50 + 2,07 uM), TFM-BASG (ECs0= 233,22 £ 6,32 uM) és a PASG (ECso=
290,70 £ 2,45 uM). A Br-BASG (ECso= 118,93 + 7,34 uM) kivételével a vizsgalt vegylletek,
mint pl. a TFM-BASG (ECso= 83,5 + 7,34 uM), a PASG (ECso= 84,8 £ 5,66 uM), a PEASG
(ECs0= 103,96 = 0,02 uM) vagy a MO-BASG (ECso= 118,83 + 1,06 uM) jobban aktivaltak a
PP2Ac enzimet, mint a PP1c enzimet.
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19. &bra A benzil-szelenoglikozidok hatasa vazizom PP1c és PP2Ac enzimek aktivitasara. A: A
benzil-szelenoglikozidok szerkezete, elnevezésiik és roviditésik. B: Szelenoglikozidok (0-395 puM)
hatasa a PP1c (balodali rész) vagy PP2Ac (jobboldali rész) aktivitasara: BSG (e). TFM-BSG (o), BASG
(V), TEM-BASG (A), Br-BASG (m), MO-BASG (o), NO2-BASG (¢). A szelenoglikozidok
tavollétében mért aktivitast tekintettik 100 %-nak. Az abrén az aktivitds mérések %-os atlagai+SD
vannak feltuntetve. n= 4-6.
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20. abra A fenil-, feniletil-, és piridil-szelenoglikozidok hatéasa vazizom PP1c és PP2Ac enzimek
aktivitasara. A: A fenil-, feniletil-, és piridil-szelenoglikozidok szerkezete, elnevezésiik és roviditésik.
B: Szelenoglikozidok (0-395 uM) hatdsa a PPlc (balodali rész) vagy PP2Ac (jobboldali rész)
aktivitasara: PASG (e), DNO2-PASG, (o), PEASG (¥), NO2-PYASG (A), NO2-ADPYASG (m). A
szelenoglikozidok tavollétében mért aktivitast tekintettiik 100 %-nak. Az &bran az aktivitas mérések %-
os atlagai+SD vannak feltintetve. n=4-6.
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Szelenoglikozid vaz R Név / Rovidités

1-Se-benzoil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-
3-D-glikopiranéz
(BOASG)

1-Se-(4-kloro-benzoil)-2,3,4,6-tetra-
O-acetil-3-D-glikopiranéz
(CI-BOASG)

1-Se-(4-metil-benzoil)-2,3,4,6-
tetra-O-acetil-R-D-glikopiran6z
(M-BOASG)

1-Se-(4-metilbenzoil)-2-acetamido-2-deoxi-
3,4,6-tri-O-acetil-3-D-glukopiran6z
(M-ADBOASG)
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21. bra A glikozil-szelenokarboxilatok hatasa vazizom PP1c és PP2Ac enzimek aktivitasara. A:
A glikozil-szelenokarboxilatok szerkezete, elnevezésik és roviditésik. B: Glukozil-szelenokarboxilatok
(0-395 uM) hatasa a PP1c és a PP2Ac aktivitasara: BOASG (e), CI-BOASG (o), M-BOASG (V¥), M-
ADBOASG (A). A glikozil-szelenokarboxilatok tavollétében mért aktivitast tekintettik 100 %-nak. Az
abran az aktivitds mérések %-os atlagai+SD vannak feltiintetve. n= 4-6.

Az aktivacio mértékében a fenti aktivatorok nem kiilonboznek jelentés mértékben sem
a PP1c-re sem a PP2Ac-re, és az ECso értékek is egy sziikebb koncentracio tartomanyban
vannak mindkét esetben (100-300 uM PP1c-nél, 80-120 uM PP2Ac-nél).
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A szerkezet-hatas 0sszefuiggéseket vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
vegyuletek glikoz egységében a hidroxil csoportok acetilaldsa sziikséges a foszfataz
aktivalashoz. Az adatok alapjan tehat a vegyiiletek hidrofobicitasanak fokozasa kedvezden hat
az aktivalo keszségre.

Ugyanakkor, ha megvizsgaltuk a (szubsztitualt) benzoil csoportal rendelkezé6 BOASG,
CI-BOASG, M-BOASG vagy a M-ADBOASG (21. abra) vegyuleteket, ahol polaris csoportot
hordozé szerkezeti elemet kapcsolunk a szelénhez, illetve az elektron-szivo (NO2-) csoportot
tartalmazo aromas szelenoglikozidokat (DNO2-PASG, NO2-PYASG, NO2-ADPYASG, 20.
abra), akkor arra kdvetkeztethetiink, hogy vagy nem voltak hatassal, vagy gatld hatast fejtettek
ki a foszfatdz aktivitdsra. A fenti adatok tehat arra utalnak, hogy a szelenoglikozidok
kotédésében nagy valdsziniiséggel a PP1c és a PP2Ac fehérjék hidrofob felszinei vesznek részt.

Kompeticio a szelenoglikozidok és az RVXF PP1c-kété motivumot tartalmazo peptid kdzott
a PP1c-hez valo kotodésben

A gatlo és szabalyozo fehérjék kotéhelyei, amelyek a PP1 (YYang és mtsai., 2000; Terrak
és mtsai., 2004) és a PP2A (Xu és mtsai., 2006; Cho és mtsai., 2007) holoenzim képzésében és
miikddésében vesznek részt jol ismertek. A kisméretii molekuldk altal kivaltott aktivacio
szerkezeti hatterét PP1 esetében jobban feltartak (Tappan és mtsai., 2008; Chatterjee és mtsai.,
2013), ezert kisérleteink soran a PP1-re fokuszaltunk. Korabbi tanulmanyok alapjan tudjuk,
hogy a peptidek (Tappan és mtsai., 2008; Chatterjee és mtsai., 2012) valamint a mikrocisztin
szarmazékok (Tappan és mtsai., 2008) ugy fejtenek ki aktivalo hatast a PP1-re, hogy a
szabalyozé fehérjék RVXF motivumanak kotéhelyét foglaljak el a fehérje felszinén. Ezek
alapjan a hipotézislink az volt, hogy a szelenoglikozidok aktivalo hatdsukat az RVxF PP1c-ko6t6
motivum kotéfelszinével interakcioban fejtik ki. Ezért a MYPT1-bdl szarmazé MYPT1%%-38
(35KVKF38 RVxF motivumot tartalmazd) peptid jelenlétében vizsgaltuk a TFM-BASG és a
Br-BASG aktivalo hatasat PP1c-re illetve-PP2Ac-re. Kordbban mar leirtak, hogy a MYPT1%
38 peptid nem aktivalja a PP1c-t, az utobbi eredményt kisérletesen mi is megerdsitettiik (22.
abra). Ha azonban a PP1c-t a MYPT1%38 peptiddel el8inkubaltuk, a TFM-BASG és a Br-
BASG altal kivaltott aktivacio mértéke csokkent, de nem sziint meg teljesen. A MYPT1%38
peptid e részleges aktivaciot gatlé hatasa nem fokozddott akkor sem, ha a kiserletekben
alkalmazott 10 pM koncentracional nagyobb (25 pM) MYPT1%% peptid koncentraciot

alkalmaztunk.
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22. dbra A MYPT1%*%® hatdsa a Br-BASG és a TFM-BASG Aaltal kivaltott PP1c és PP2Ac
aktivaciora. PP1c-t (felsé abrarész) vagy PP2Ac-t alsé abrarész) elSinkubaltuk 10 uM MYPT1%33
peptid jelenlétében vagy téavollétében 10 percig, amit 395 uM Br-BASG vagy TFM-BASG
szelenoglikozid jelenlétében vagy tavollétében tovabbi 10 perc inkubalas kdvetett. A reakcidt 1 uM 2P-
MLC20 szubsztrat hozzéadasaval inditottuk és a foszfatdz aktivitast az ,,Anyagok és moédszerek”
fejezetben leirtak szerint hataroztuk meg. A peptid és a vegyiletek tavollétében mért aktivitasok atlagat
tekintettik 100 %-nak, és a peptid és a vegyuletek jelenlétében kapott aktivitasok %-os értékeinek
atlagait+SD tuntettik fel oszlopdiagrammok formajéban. Szignifikancia: ANOVA *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001. n= 4.

Ugyanakkor, a MYPT1%38 peptid a PP2Ac enzim aktivitasat szignifikansan novelte és
nem gatolta a TFM-BASG vagy a Br-BASG altal kivaltott aktivaciot, s6t a peptid és a

szelenoglikozid aktivacié a PP2Ac esetén additivnak tint (22. dbra).
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Az eddigi eredményeinkbdl kiindulva a MYPT12%38 peptid és a szelenoglikozidok
kozotti vetélkedést a kozos kotdhelyért fellileti plazmon rezonancian alapuld kotddési
modszerrel is igazolni kivantuk. E kisérletekhez GST-MYPTL1 fehérjét immobilizaltunk a
szenzorchip felszinén és vizsgaltuk a rPP1cd kotédését ehhez a felszinhez, ami valdjaban a
PP1c-MYPTI1 holoenzim képzodésének felel meg (23. abra).

A B
250 T T T T 500 T T T T
3 uM PP1cs
3 uM PP1cs
5 200 |+ 10 uM TFM-BASG 1 = 400 - .
['4 14
= - %10 uM Br-BASG
150 - 1 S 300 - BT i
.S +25 yM TFM-BASG )
Q (]
E 100 ~ 1 § 200 4] *25umBrBASG i
c
o ]
g 50 ||+ 50 uM TFM-BASG . g 100 4 ﬂ i
0 - - 0. |
T T T T T T T T
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
id6 (s) id6 (s)

23. 4bra A TFM-BASG és a Br-BASG hatasanak vizsgalata a PP1c6-MYPT1 komplex
képzodésére feliileti plazmon rezonancian (SPR) alapulé kotédési modszerrel. A GST-MYPT1
fehérjét immobilizaltuk szenzor chip felszinen anti-GST antitesten keresztiil, majd 3 uM rPP1cé oldatot
aramoltattunk keresztill a chip felszinen a TFM-BASG (A) és a Br-BASG (B) kiilonb6z6
koncentracioinak (0-50 uM) jelenlétében vagy tavollétében. Két-két kotodési kisérletben (n-2) hasonlo
eredményt kaptunk az &bran -egy reprezentativ kot6édési kisérlet eredménye lathato.

A Br-BASG és a TFM-BASG részlegesen gatolta a rPP1co kotdédését a GST-MYPT1-hez (23.A
és B abra). Korabbi tanulmanyokbdl ismert, hogy a MYPT1 RVxF motivuma esszencialis a
PP1c6-MYPT1 interakcidhoz, valamint a MYPT1 feliiletén 1év6 tovabbi kotéhelyek
(MyPhoNE, ankirin-szerti ismétlédések) kapcsolddasdhoz (Toth és mtsai., 2000).
Eredményeink alapjan feltehetd, hogy a szelenoglikozidok aktivalé hatasukat valoszinileg a
PP1c RVXF kot6 felszinével valo kdlcsonhatasuk réven fejtik ki, azonban az aktivalo hatassal

és a kotodéssel szemben kifejtett részleges kompeticio arra utalhat, hogy a kotéhelyek atfedése

nem teljes.

A szelenoglikozid-PP1c interakcio modellezése molekula dokkolassal

Molekuladinamikai szimulacidkat végezve szelenoglikozid vegyuleteket dokkoltunk

egy olyan rontgenkrisztallografias szerkezetb6l szarmazo PP1c szerkezetet alapul véve, ahol a
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fehérjét egy RVXF motivumot tartalmaz6 peptiddel kristalyositottak (24.A abra) (Egloff és
mtsai., 1997; Chatterjee és mtsai., 2012).

VTFQ peptid dokkolasa
RVTF peptid PP1c-aktivator peptid komplexhez
" _EF T i

24. dbra A szelenoglikozidok dokkolasa a PP1c RVXF motivumkoté zsebéhez. A PP1c MYPT1
(RVxF-et tartalmazo) peptidel alkotott krisztallografias szerkezetéb6l kiindulva (A) a peptid roviditett
formajanak PP1lc-hez dokkoldsaval validaltuk a szimulaciét (B), majd a miiveletet elvégeztiik a Br-
BASG (C) és a TFM-BASG (D) vegyiiletek szerkezetével, és a legnagyobb affinitasu kotédéseket
0sszehasonlitottuk a krisztallografias szerkezet segitsegével feltart peptid-ko6td felszinnel (E; F).

Az RVXF motivum kotédésében a motivumban talalhatdo Phe és Val aminosav oldallancok
jatszanak fontos szerepet. A Phe-t a PP1c felszinén a Leu243, Phe257, Cys291 és a Phe293
aminosavak koordinaljak, mig a Val kotédésében az Ilel169, Leu243, Leu289 és a Cys291
oldallancok jatszanak szerepet (24. A abra) (Egloff és mtsai., 1997). A kisérletek soran végzett
dokkolasi szimuléciokat egy olyan aktivalo peptid roviditett formajara (**Val-Thr-Phe-Glu®®)
normalizaltuk, amelynek a PP1c-vel képzett kristalyszerkezete ismert volt (24.B abra). A
peptid dokkoldsa soran az RVxXF motivum Phe és a Val oldallancaira kapott kotd feliiletek,

illetve a kdtddésben részt vevo aminosav oldallancok a PP1c részérdl nagyban megegyeztek a
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krisztallografias szerkezet elemzésébdl szarmazd adatokkal. A kotddési energidk a dokkolt
rovid peptidnél -5,6 kcal/mol és -5,1 kcal/mol értékek kozé estek a kotddés poziciojatol
fiiggben. Elvégeztik a szimulaciokat a TFM-BASG és a Br-BASG vegylletekkel is és
Osszehasonlitottuk a kapott kotddési felszineket a peptid esetében kapott poziciokkal. Az
eredmények azt mutattak, hogy a Br-BASG (24.C és E abra) és a TFM-BASG (24.D és F abra)
a peptiddel atfedd, viszont bizonyos mértékig eltérd poziciokat preferal a PP1c felszinén. A Br-
BASG acetilalt gliikopiran6z gytirtije részben kotédott az RVXF motivum megkotésében részt
vevo hidrofob arokba. A kotddést a Cys291 és az Arg261 oldallancok hidrogén hidakon
keresztill, mig a Leu243 hidrofob interakcion keresztul stabilizalta (24.E abra). A Br-
szubsztitualt vegyiilet aromds gytriije viszont egy olyan hidrofob felszinhez k&tddott, amely
nem vet részt az RVXF megkotésében, az interakcidjat a Leu236 és a His237 oldallancokkal
kialakitott kolcsOnhatas stabilizalta. A TFM-BASG kotOhelyei viszont nagyobb atfedést
mutattak az RVxF kotOhelyével, illetve a kotédésben részt vevé aminosavak is atfedtek
(Cys291; Phe293 és a Phe257) (24.F &bra). A kotédések pozicidihoz szamitott energidk csak
Kis mértékben kilonbdztek (-5,2 kcal/mol és -5,0 kcal/mol kézétt a Br-BASG esetében; -5,6
kcal/mol és -54 kcal/mol kozott a TFM-BASG esetében) a VTFQ peptidnél kapott
tartomanytol. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a RVxF motivum, valamint a TFM-BASG és
Br-BASG kotohelyeik szignifikdns, de nem teljes atfedését mutatnak, ami alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy ezek a partnerek befolyédssal lehetnek egymés kotddésére a PPlc

felszinéhez.

A szelenoglikozidok hatasa HelL a sejtek eletképessegére és foszfataz aktivitasara

A szelenoglikozidok jelenlétében megvizsgaltuk a Hel a sejtek foszfataz aktivitasat és
életképességét. A Br-BASG és a TFM-BASG 65-395 UM koncentrécié tartomanyban
alkalmazva kismértékli, de szignifikans novekedést valtott ki a HeLa sejtek foszfataz
aktivitasaban 1 dra kezelés utan (25.A abra). A Br-BASG csak 395 UM koncentracio mellett
volt hatasos, mig a TFM-BASG mar 100 uM felett szignifikansan ndvelte az aktivitast. A nem
acetilalt vegyiletek nem okoztak eltérést a kontrol aktivitasokhoz képest 1 6ra kezelést
kovetden. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a szelenoglikozidok képesek a
sejtek membranjan keresztiljutva, igaz mérsékelt foszfataz aktivaciot kivaltani a sejteken beldil.
Mivel a megfigyelt hatas koncentracio-fliggest mutat, ezért a vegylletek membran-
permeabilitdsa komoly tényezdje lehet a megfigyelés hatterében 1évé eseményeknek. Szintén
fontos részlet, hogy a PP1 és PP2A a sejtekben holoenzim forméban talalhatéak meg, de a

szelenoglikozidok hatasat eddig a katalitikus alegységekre mutattuk ki. A szelenoglikozidok
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kotohelye atfedhet a regulator alegységek interakcids feliiletével, ezért az utobbiak

befolyasolhatjak ezek aktivalo hatasat a holoenzimekre.

Foszfataz aktivitas (%)

0 65 119 217 395 0 656 119 217 395 pM
Br-BASG TFM-BASG

n.s.n.s.
n.s. n.s.N.s.

100 -
80 -

Sk

60 -

40 -

Eletképesség (%)

20 -

hkk ekk
14 55 276393 14 55 276393 14 55 276393 14 55 276393 pM
BSG BASG TFM-BSG TFM-BASG

25. abra A szelenoglikozidok hatasa HelLa sejtek foszfataz aktivitasara és életképességére. (A): A
sejteket 1 dran keresztiil inkubaltuk a Br-BASG és a TFM-BASG jelenlétében (0-395 uM). A sejtek
mosasat és lizalasat kovetden meghataroztuk a foszfataz aktivitast 1 M 32P-MLC20 szubsztrattal az
»Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint. A kezeletlen sejtek aktivitas atlagat 100 %-nak
tekintettlk, és a kezelt sejtek aktivitds atlagait ennek fliggvényében fejeztiik ki a szorés feltlintetése
mellett (SD). n=5. (B): A sejteket 24 6ran keresztil inkubaltuk a BSG, BASG, TFM-BSG és TFM-
BASG jelenlétében (0-393 uM) vagy tavollétében (kontroll), majd meghataroztuk a sejtek
életképessegét Alamar Blue esszé segitségéevel. A kezeletlen sejtek életképesség méréseinek atlagat 100
%-nak tekintettiik és a kezelt sejtek életképességét ennek fliggvényében fejeztilk ki a sz6ras adatokat
feltlintetve (SD). n= 3. A mérések szignifikancidjast ANOVA modszer segitségével hataroztuk meg: *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, n.s: nem szignifikans.

Az acetilalt (BASG, TFM-BASG) és a nem acetildlt (BSG, TFM-BSG)
szelenoglikozidok is csokkentették az életképességet, azonban az acetilalt vegyuletek nagyobb
mértéki sejthalalt idéztek el6 (25. abra).

A TFM-BASG csak kis mertékben képes aktivalni a HelLa sejtekben a foszfatazokat,

ezert tulzas lenne azt allitani, hogy az életképességben mérhet6 eltérések az acetilalt és a nem
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acetilalt vegyiiletek kozott a foszfataz aktivacionak lennének tulajdonithatok. Valoszintisithetd
azonban, hogy ebben a foszfataz aktivalasnak is szerepe van, de feltehetd, hogy szamos eddig

ismeretlen tényez0 is szerepet jatszik a szelenoglikozidok sejtekre gyakorolt hatasaban.
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Eredmények megbeszélése

A PP1 és PP2A szabalyozasa ellagitanninokkal

Eredményeink alapjan az ellagitanninok gatoljak a PP1c és PP2Ac enzimek aktivitasat
és a gatlasban nagyobb szelektivitast mutatnak a PP1c, mint a PP2Ac irant. Munkacsoportunk
korabbi eredményei szerint a szerkezetileg rokon gallotannin PGG, valamint a katechin tipusu
EGCG (5. dbra) hasonlé modon gatolta a PP1c és PP2Ac enzimeket (Kiss és mtsai., 2013)
azzal a kulénbséggel, hogy a vegylletek szelektivitasa kisebb mértékii volt, mint az
ellagitanninok esetén (1. tablazat). Ennek hatterében szerkezetbdl adddé eltérések allhatnak.
Az itt vizsgalt ellagitanninok abban kilénbdznek a PGG-t6l, hogy egy vagy két kovalensen
kapcsolt hexahidroxidifenil csoportot tartalmaznak. A mahtabin A-ban a gliikéz mindegyik
hidroxil csoportja észteresitett, ebben tehdt a PGG-re hasonlit és a foszfatdzgatld hatasuk is
hasonld. Ezzel szemben a tobbi ellagitannin szabad hidroxil csoportot is tartalmaz, amely a
telimagrandin I, pedunculagin és a praecoxin B esetében a glikozidos hidroxil, mig a GHG-ben
ez a glikoz 3. szénatomjan talalhaté -OH. Ezen kivil az ellagitanninok kulonbdznek a
hatasok a fenti szerkezeti kiilonbségeknek tulajdonithatok (6. abra).

Ha 0sszevetjiik a szerkezetben megfigyelhetd kiillonbségeket a mért hatadsokkal, lathato,
hogy a hexahidroxidifenil csoport pozicioja a szerkezetben meghatarozza a PP1c enzimre
kifejtett gatld hatas mértéket. A tellimegrandin I molekula szerkezetének forgasi szabadsagi
foka alacsonyabb, mint a PGG molekulanak a 4,6-hexahidroxidifenil csoportnak
tulajdonithatéan, igy szerkezete merevebb és a PP1c aktivitasat is hatékonyabban gatolja. A
tellimagrandin | glikozidos hidroxilcsoportja nem észteresitett, ez akar a fokozottabb gatlas
kialakulasahoz is hozzajarulhat. A mahtabin A, amelyben a glikozidos hidroxil észteresitett,
gyengébb gatld hatast fejt ki a PP1c-re mint a tellimagrandin |, viszont a hexahidroxidifenil
csoportot 2,3- pozicidban tartalmazza, mig a tellimagrandin I-ben 4,6-hexahidroxididifenil
egység talalhatd. A tellimagrandin | a praecoxin B-nél hatékonyabb gatldszer és ugy tlinik az
az adatok arra utalnak, hogy a hexahidroxidifenil csoportoknak tulajdonithatd részleges
szerkezeti merevség, valamint e csoportok pozicidja a molekuldban a gatlé hatast befolyasold
fontos tényez6. Ugyanakkor a talzott merevség a gatld hatas csokkenését vonja maga utan,
ugyanis a pedunculagin, amely két hexahidroxidifenil csoportot is tartalmaz az ellagitanninok
kdzil a leggyengébb gatlo hatast fejtette ki a foszfatdz aktivitasra. Egy masik gatlast

befolyasolo tényez6 lehet a nem észteresitett hidroxil csoport helyzete. Ha a tellimagrandin I-
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et, mint hatasosabb inhibitort 6sszevetjuk a GHG-vel, ahol mindkét vegylletben 4,6-
kovetkeztethetlink, hogy géatlé hatékonysagot a szabad hidroxil csoport pozicidja is
befolyasolja.

Az ellagitanninok a PP1c-t a PGG-hez hasonld hatékonysaggal gatoljak, viszont a
PP2Ac-re kifejtett gatld hatdsuk sokkal mérsékeltebb (7. abra). Ez a tulajdonsag tikr6z6dik az
ellagitanninok PP1c-re és PP2Ac-re meghatarozott ICso értékeinek aranydban (szelektivitasi
arany), amely PP1c/PP2Ac= 1: 80/97 az ellagitanninokra és 1: 17 a PGG-re. Kordbban az
EGCG-vel és PP2Ac rontgenkrisztallografias szerkezetén (Xing és mtsai., 2006) alapulé 3D
modellel Kivitelezett molekuladinamikai szimulécidk (Kiss és mtsai., 2013) arra hivtak fel a
figyelmet, hogy a PP2Ac esetén az EGCG hidrofob szubsztrat-kot6 arkahoz valo kapcsolodasat
egy, az arok kozelében 1évé sohid jelentésen csokkentheti. Mivel az ellagitanninok az EGCG-
tol Iényegesen nagyobb méretiiek a kolcsonhatés e gatja ezen molekulék esetén is feltételezheto.

Az NMR-STD analizissel feltart eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy az
ellagitanninok aromas gyftrliinek hidrofobicitasa a PPlc-vel torténd kolcsonhatas fontos
tényezbje (9. abra). Kordbbi, a PGG-re kapott adataink alapjan feltételezhet6, hogy e
kdlcsonhatasokat hidrogénkotések kialakitasaval a vegyuletek fenolos hidroxil csoportjai is
stabilizaljak (Kiss és mtsai., 2013). Habar a hidroxilcsoportok szerepét a kdlcsdnhatashan az
ellagitanninok esetében kisérletesen nem erdsitettiikk meg, mas kézlemények is arra utalnak,
hogy a polifenolok hidroxilcsoportjainak alapvetd szerepe van a fehérjékkel valo
kdlcsonhatasban (Nakano és mtsai., 2018). Az NMR-STD modszerrel kimutatott
tellimagrandin I-PP1c kolcsonhatast tovabbi kotddési modszerekkel (ITC, SPR és MST)
kvantitativ modon is jellemeztiik (9. és 10. &bra). A kolcsonhatast jellemzé Kp értékek az
alkalmazott modszertél fliiggéen 0,23-1,78 uM kodzott voltak, ezek az értéekek jO egyezést
mutatnak az enzimkinetikai mérésekkel kapott 1Cso értékekkel. Fontos megjegyezni, hogy
korabban a PGG és az EGCG PP1c-hez torténd kotddésének SPR modszerrel valo vizsgalatanal
kimutattuk, hogy ezek a polifenolok, habédr a PP1c fellletén egyetlen kotéhelylk van, a
sztochiometriai 1 : 1 aranynal joval nagyobb aranyban képesek a fellileten immobilizalt PP1c-
hez kotédni. Ez a ,,stacking” jelenség, amely szamos polifenol molekula egymassal torténd
kdlcsonhatasat feltételezi nem zarhatd ki az ellagitanninok esetén sem és nem csak az SPR, de
a tovabbi kotddési modszerek (ITC, MST) esetén is befolyasolhatja a Kp értékét (Kiss és mtsai.,
2013; Ismail és mtsai., 2016). Az ellagitanninokkal végzett SPR kisérletek sordn kapott
szenzogramok alapjan azt feltételezziik, hogy ezek a molekuléak is hasonl6 médon viselkednek

az alkalmazott kisérleti korilmények kozott.
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Tobb kozlemény is foglalkozott az ellagitanninok biologiai hatasaival, Ismail a
kiilonboz6 rakos sejtekre gyakorolt terapias hatasokat foglalta dssze visszatekintésében (Ismail
és mtsai., 2016). Eredményeink szerint a tellimagrandin | csokkentette a HelLa sejtek
életképessegét és foszfataz aktivitasat (11. dbra), ezzel szemben a mahtabin A hatastalannak
bizonyult. A kilonbsegek hatterében a tellimagrandin | és a mahtabin A ¢ltér6 membran-
permeabiltasa allhat. Azt a kérdést, hogy ez a permeabilitasi kilonbség két szerkezetileg
hasonld molekula kdzott hogyan jon létre HelLa sejteken jelen kisérleteink alapjan nem tudjuk
megvalaszolni. Kulondsen nehéz barmilyen hipotézist felallitani annak a fényében, hogy a
membrannal korllvett szinaptoszoméakon ezek a vegyuletek ellentétesen hatnak. A mahtabin A
néveli az egér kortikalis szinaptoszdmaiban a SNAP-25""138 foszforilaciojat és csokkenti a KCI
altal kivaltott exocitozis mertékét, mig a tellimagrandin | hatdstalan (12. és 13. &bra). Ezek az
adatok arra utalnak, hogy az ellagitanninok képesek intracellularis P-Ser/Thr szubsztratok
defoszforilaciojat gatolni befolyasolva ezzel a kapcsoldédd szabalyozd folyamatokat, de az
ellagitanninok sejtfiiggd hatasainak kideritésére tovabbi vizsgalatokat kell végezni.

Osszességében az ellagitanninok a PP1 és PP2A inhibitorok (j csaladjat képviselik a
PP1-re kifejtett fokozottabb gatlasi preferenciaval. A kvantitativ kotddési vizsgalatok kdzepes
stabilitast kdlcsonhatast mutattak ki a PP1c és a tellimagrandin | k6z6tt, ami a PP1c hidrofob
szubsztrat kot arka és a tellimagrandin I aromas gytrliinek kdlcsonhatdsaval, valamint a
fenolos hidroxil csoportok altal kialakitott hidrogén kotések révén alakul ki. Az ellagitanninok
sejten beldli célpontjait még nem deritették fel minden részletében. Eredmeényeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a polifenolok altal kivaltott hatasokért részben a PP1 gatlasa lehet

felelds.

A MYPTS9-701 65 3 P-MYPT6%-701 peptidek hatasa PP1c-re

Megkiséreltuk jellemezni a miozin foszfataz regulator alegységébdl (MYPT1) szarmazo
gatld hatast foszforilalt peptid PP1c-t gatl6 sajatsagait. Eredményeink szerint a P-MYPT?%0-701
peptid gatolta a PP1c aktivitasat (ICso= 32 uM), azonban a viszonylag magas 1Cso érték miatt
ez a peptid nem igazan igéretes foszfatazgatlo molekulaként vehet6 szamitasba (14. dbra). Az
NMR-STD adatok a PP1c-P-MYPT®¥-701 komplex elemzésével két j felismeréshez vezettek.
Egyrészt megerdsitették azt a feltételezést, hogy a peptidnek a PP1c-vel vald interakciojaban a
hidrofob és bazikus szekvenciainak van szerepe, 6sszhangban azzal, hogy ezek az aminosav
oldallancok a PP1c hidrofob eés savas szubsztrat-koté arkaival lépnek kolesonhatasba (15.
abra). Masrészt igazolodott az is, hogy a PP1c (10-14 uM) és a P-MYPT®%0-701 (1 3 mM) ilyen

magas koncentraciojanal az NMR kisérletek alatt a P-MYPT®-70! defoszforilalodik, igaz
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meglehetésen hosszu felezési idovel (ti2= 82 perc) (16. abra). Mivel a kdlcsonhatasban
résztvevd aminosav oldallancok a defoszforilalt peptiddel is azonosithatok, ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a gyenge kolcsonhatas a defoszforilalt peptiddel is létrejon. A
defoszforilalt peptid azonban nem gatlo hatasu, ami arra utal, hogy a foszfotreonin jelenléte
esszencialis a gatlas kialakulasahoz és a kdlcsdnhatés stabilizalasahoz is.

A P-MYPT® 71 hosszi idejii defoszforildcioja arra utal, hogy a peptid gatld hatasat
azéltal fejti ki, hogy ,,rossz szubsztratja” a PP1c-nek, de a fiziologias szubsztrattal hasonld
erdsséggel kotédik az enzimhez, igy azzal verseng a defoszforilacios folyamatban (17. abra).
Egy kozelmdltban megjelent publikécid (Filter és mtsai., 2017) ezt a mechanizmust ,,unfair”
kompeticioként irta le. Az altalunk a kisérletekben hasznalt foszforilalt miozin konnytilanc
szubsztrat aminosav sorrendje a foszforilalt szerin kérnyezetében hasonlé a P-MYPT®90-701

peptidéhez, azzal a kulonbséggel, hogy a peptidben foszforilalt oldallanc treonin.

PP1c-P-Thro9.MYPT1690-701

26. dbra A P-MYPT®0701 dokkoldsa a PPlc szerkezetébe és a P-Thr hatdsa a fémion
koordinalaséara.

Jelenleg molekularis dokkolasi szimulaciokat alkalmazva (Tamas Istvan munkaja
intézetlinkben) keresuink véalaszt arra, hogy milyen szerepe lehet a foszforilalt oldallancnak a
defoszforilacid sebességében. El6zetes kisérletek arra utalnak (26. dbra), hogy a peptid valoban
szubsztrat analogként kotddik, viszont a peptid foszfotreonin oldallanca tigy 1ép kdlcsonhatasba
a katalitikus centrummal, hogy a foszfoészter hidrolizise szempontjabdl nincs olyan kedvezd
pozicidban, mint a szubsztratokban talalhaté foszfoszerin. Mindezek mellett, a foszfotreonin
katalitikus centrumban torténd kotddése megvaltoztatja a fémionok koordinacidjat is, novelve
a koordindlé6 aminosavak tavolsagat a fémiontol és ezzel valdszinlileg a hidrolizis
szempontjabol esszencidlis fémion pozicidja is valtozik, amely okozhatja a peptid sokkal

lassubb defoszforilacidjat a foszfoszerint tartalmazo szubsztrathoz képest.
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Eredményeinket 6sszegezve tehat a regulator fehérjékbol szarmazo rovid peptidek nem
igazan hatékony gatloszerei a PP1c-nek, de gatld hatasuk elemzése, valamint tovabbi szerkezeti
vizsgalatok érdekes adatokkal szolgalhatnak a gatl6 mechanizmusra, valamint inicialhatjak

hatékonyabb peptidek tervezését is.

A PP1 és PP2A szabalyozasa szelenoglikozidokkal

A szelenocukrokat és a hozzajuk tartozd szelenoglikozidokat a glikoziddz enzimek
szerkezeti és biokémiai vizsalatainal alkalmazzak, mivel hidrolizissel szemben ellenalld
inhibitorokként viselkednek (Mehta és mtsai., 1995). A szelenoglikozidok sajatsaga, hogy
glikozidos hidroxilcsoportjdban az oxigént szelénre cserélték (Kumar és mtsai., 2012). Egyes
vegyuletek a lektinekhez is képesek kotddni (Andre és mtsai., 2015; Kaltner és mtsai., 2017),
vagy a fert6z6é Tripanoszoma-fajok okozta fertézéseknél a gliikoz fogyasztast valamint a redox
homeosztazist befolyasoljak (Franco és mtsai., 2017). Annak ellenére, hogy fizioldgiailag
relevans ismeretekkel rendelkezilink a korabban elvégzett vizsgalatoknak kdszonhetéen, mégis
a sejtekre gyakorolt hatdsuk modja, valamint a hatasok kivaltdsaban részt vevd interakcios
partnerek még nagyrészt ismeretlenek.

Tekintettel arra, hogy a glikoz szarmazék PGG és az ellagitanninok a PP1 és a PP2A
aktivitasat szabalyozzak, indokoltnak tiint, hogy az acetilalt és a nem acetilalt aromas
szelenoglikozidok hatasat is megvizsgaljuk a PP1c és a PP2Ac aktivitasara. A feltételezett
gatlas helyett viszont szamos vizsgalt szelenoglikozid aktivalta mind a PP1c mind a PP2Ac
enzimet (19.-21. &bra). Az aktivalasban Kkitlintetett szerepe lehet a vegyuletek
hidrofobicitasanak, mivel csak az acetilalt szelenoglikozidok voltak aktival6 hatastak.

Eredményeink szerint a vegyuletek a szubsztrat-k6té hidrofob aroktol eltérd felszinen
kapcsolodnak az enzimekhez. Adataink alapjan a szelenoglikozidok a PP1c-hez kapcsolodo
regulator ¢és inhibitor fehérjékben megtalalhatd6 RVXF motivum megkotésében részt vevo
felszinhez kotddnek. Molekula dokkoldsi eredményeink szerint a szelenoglikozidok és a
motivum interakciojaban fontos hidrofob aminosavak (Val és Phe) kotéfelszinének atfedése
csak részleges (24. abra). SPR kotodési kisérleteink arra utalnak, hogy a motivumot tartalmazo
peptidek/fehérjék és a szelenoglikozidok kolcsondsen gyengitik egymas kotédését, de nem
szlintetik meg teljesen. A szelenoglikozidok csokkentik ugyan a PPlc kotédését az RVxF
motivumot tartalmazdé MYPT1 szabalyoz6 fehérjéhez, de még a szelenoglikozidok ,,telitési”
koncentracioinal is megfigyelheté PP1c-MYPT1 komplex képzddés (23. abra). Ezen adatok
alapjan feltételezheté akar egy PPI1c-szelenoglikozid-regulator fehérje trimer komplex

képzddése is, ahol a regulator alegység és a szelenoglikozid kotédése a PPlc-hez ugyan
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megerdsitik azon eredményeink is, hogy a szelenoglikozidok, igaz kismértékben, de novelik a
Hel a sejtek foszfataz aktivitasat is, ahol PP1 és PP2A holoenzimek vannak jelen (25. 4bra).
Osszefoglalva, azonositottunk egy olyan vegytiletcsaladot, amely a foszfatazok mindkét
tanulmanyozott tipusat képes aktivalni. Mindezek ellenére a szelenoglikozidokat még nem
tekinthetjuk farmakolodgiailag relevans foszfataz aktivatoroknak, mivel intracellularis hatasuk
meglehetdsen mérsékelt, emellett citotoxikusak is mind acetilalt és nem acetilalt forméban (25.
abra). Az a tény, hogy a nem acetilalt és az acetilalt szelenoglikozidok is csokkentették a HeLa
sejtek életkepességét pedig arra utal, hogy a szelenoglikozidok sejthalalt indukal6 hatasaban a
foszfatdz aktivaladsnak csak legfeljebb részleges szerepe lehet, mivel az acetilalt vegyuletek
nagyobb mértéki sejthalalt idéztek el (25. dbra). Mindezek ellenére a jelen munka Gjdonséaga
abban rejlik, hogy a szelenoglikozidok molekuléaris templatként szolgalhatnak 0j foszfataz
aktivator molekuldk szintéziséhez, amelyek soran a fenti hianyossagok talan kikiiszobolhetok.
Ilyen célok megvalositasat az is indokolhatja, hogy a protein foszfatazokat a tumor szupresszor
fehérjékhez soroljak, és a feltételezések szerint az aktivaciojuk eldsegiti a daganatos sejtek
életképessegének csokkentését (Kiss és mtsai., 2008; Ciccone és mtsai., 2015; Dedinszki és
mtsai., 2015). A jovébeni kisérleteknek kell valaszt adni arra is, hogy mi az interakcids hattere
a PP2A aktivalasanak szelenoglikozidokkal. Ugy tiinik, hogy a PP2Ac felszinén legalabb két
hidrofoéb kotdhely is hozzédjarulhat aktivator molekuldk megkotéséhez, amelyek szerkezete
azonban eltér a PP1c kotéfelszinétdl (1d. 22. abra). Mindezen tényez6k mellett fontos tisztazni

crer

intracellularis koncentracidjukat és stabilitasukat.
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Osszefoglalas

A protein foszfatazok és kinazok Osszehangolt miikodése a sejtszintii 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 tobb mint 90 %-anak
defoszforilacidjat végzik, ezzel szamos sejtfolyamatot szabalyoznak. Célkitiizésiink a PP1 és
PP2A enzimek U0j inhibitor és aktivator molekulainak azonositasa, és ezek gatld/aktivald
mechanizmusanak feltarasa volt.

Kimutattuk, hogy az ellagitanninok gatoljak a PP1-et és PP2A-t, részleges szelektivitast
mutatva a PP1-vel szemben. Jellemeztiik a PP1 katalitikus alegység (PP1c) és a leghatékonyabb
gatloszer, a tellimagrandin | kdlcsénhatdsat NMR telitési atviteli differencia (NMR-STD)
spektroszképiaval. Meghataroztuk az interakci6é kvantitativ sajatsagait (Kp= 0,23-1,78 uM)
fellleti plazmon rezonancian (SPR), izoterm titracios kalorimetridn (ITC) és mikroskalas
termoforézisen (MST) alapul6 kotddési modszerekkel. A tellimagrandin I gatolta a HeLa sejtek
foszfataz aktivitasat és csokkentette azok életképességét, mig a mahtabin A ndvelte a neuronalis
fehérjék foszforilacidjat €s egyidejlileg csokkentette az exocitozis mértékét kortikalis
szinaptoszomakban. Ezek az adatok arra utaltak, hogy az ellagitanninok foszfatazgatlo
sajatsaguk altal sejtfolyamatok szabalyozasaban is részt vehetnek.

A miozin foszfatdz regulator alegység foszfatazgatld szekvenciaja alapjan szintetizalt
foszfopeptid (P-MYPT15%0-7%) gatolta (ICso= 32 uM) a PP1c aktivitasat. A peptid gatl6 hatasa
a P-Thr oldallanc lassu defoszforilaciojanak és ezzel a fiziologias szubsztrattal torténd
egyenldtlen (,,unfair”) kompeticiénak tulajdonithatd, amelynek szerkezeti hatterében a
foszfosztreonin ¢és foszfoszerin defoszforildcid szempontjabol eltérd pozicidja éllhat a
katalitikus centrumban.

Az acetildlt szelenoglikozidokat a PP1 és a PP2A enzimek szerkezet-fiiggd
aktivatoraiként (ECso= 80-300 UM) azonositottuk. Kompeticids kinetikai és SPR kotodési
modszerekkel kimutattuk, hogy a szelenoglikozidok kotéhelye a PPlc feliiletén részlegesen
atfed a regulator alegységekben talalhatd, a kélcsonhatashoz esszencialis RVXF szekvencia
motivum kotofelszinével. A szelenoglikozidok, a HelLa sejtek foszfataz aktivitasanak
kismértéki, de szignifikans novekedését okoztak és csdkkentették a sejtek életkepességét, ami
legaldbb is részben, a foszfataz aktivalasnak is tulajdonithato.

Osszefoglalva, az ellagitanninokat és a szelenoglikozidokat, mint a foszfataz szabalyozo
molekulak Uj csaladjat azonositottuk. Ezek a molekuldk templatként szolgalhatnak uj,

farmakologiai jelentdségli szabalyoz6 molekuldk szintéziséhez.
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Summary

Protein phosphatases and kinases are key regulatory enzymes of various cellular
processes. Protein phosphatase- 1 (PP1) and -2A (PP2A) are important representatives of the
phosphatase enzymes and they are believed to dephosphorylate more than 90 % of
phosphoserine/threonine (P-Ser/Thr) proteins regulating a wide range of cellular processes. Our
aims were to identify novel inhibitors and activators of PP1 and PP2A and to uncover the
molecular mechanisms behind these inhibitory/activatory effects.

We identified ellagitannins as inhibitors of PP1 and PP2A with partial selectivity against
PP1 compared to PP2A. The interaction of tellimagrandin I, the most effective inhibitor, with
PP1 catalytic subunit (PP1c) was characterized by NMR saturation transfer difference (NMR-
STD) spectroscopy. Quantitative features of this interaction (Kp= 0.23-1.78 puM) were
determined by surface plasmon resonance (SPR), isotherm titration calorimetry (ITC) and
microscale thermophoresis (MST) based binding methods. Tellimagrandin | inhibited the
phosphatase activity of HeLa cells and decreased cell viability, while mahtabin A increased the
phosphorylation level of neuronal proteins and decreased the extent of exocytosis in cortical
synaptosomes. These data suggest that the phosphatase inhibitory features of ellagitannins
might also be involved in mediation of distinct cellular events.

A phosphopeptide (P-MYPT16%0-701) synthesized based on the phosphatase inhibitory
sequence of myosin phosphatase regulatory subunit (MYPT1), inhibited (ICso= 32 uM) the
activity of PP1c. This inhibition was due to the slow dephosphorylation of the P-Thr in the
peptide by which an “unfair” competition with the P-Ser containing physiological substrate
could occur. It is assumed that the distinct positioning of the P-Thr and P-Ser at the catalytic
centre of PP1c might be responsible for the above phenomena.

Acetylated selenoglycosides were identified as activators (ECso= 80-300 uM) of both
PP1 and PP2A. Competition assays with kinetic and SPR interaction analyses proved that the
binding site for selenoglycosides in PP1c partially overlaps with the binding surface of RVxF
motif, a sequence essential to the binding of regulatory proteins to PP1c. Selenoglycosides
stimulated the phosphatase activity in HeLa cells to a small, but significant extent as well as
decreased cell viability, which at least in part, may be due to phosphatase activation.

In summary, we identified ellagitannins and selenoglycosides as novel families of
phosphatase inhibitor and activator molecules. These compounds might serve as templates for

the development of new phosphatase mediator molecules of pharmacological significance.
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Tamas Istvan, Dr. Kiss Andrea, Dr. Nagy Dénes, Dr. Batori Rébert, Dr. Dedinszki Dora, Dr.
Horvath Daniel, Dr. Lontay Bea, Dr. Sipos Adrienn, T6th Emese, Dr. Németh Arpadné, Docsa
Andrea, Szantoné Kelemen Agota) hogy tanacsaikkal segitettek kozelebb keriilni a munkam
soran felmerdilt problémak megoldasahoz.

Kodszonetet mondok Dr. Szilagyi Lé&szlonak, Dr. E. Kovér Katalinnak és Raics
Marianak, hogy munkajukkal és tamogatasukkal hozzajarultak kbzlemények létrejottéhez.

Kdszonetet mondok a Csaladomnak es a Barataimnak, akik tlrelemmel viseltettek
velem szemben az elmult években, és timogattak a nehezebb idokben is.

A munka Kivitelezéséhez az OTKA K109249, K129104 a TAMOP-4.2.4 A/2-11-1-
2012-0001 Nemzeti Kivaldsdg Program projektek nyujtottak tamogatést. A kutatast a GINOP-
2.3.2-15-2016-00044 szamu ,,A gyogyszerkutatas Gjabb iranyai: peptid-fehérje
kdlcsonhatasok a magasabb rendii fehérjeszervezédések szabalyozasaban - PHARMPROT
teaming” cim@ projekt tdmogatta. A projekt az Eurdpai Unid tamogatasaval, az Eurdpai

Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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