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Bevezetés

A sejtekben lejatszodd folyamatok szabalyozasaban fontos szerepe van a fehérjék
foszforilacidjanak és defoszforildciojanak. A fehérjék kozel egyharmada tartalmaz kovalensen
kotott foszfatcsoportot (Hunter és mitsai., 1995), amelyek beépitéséért a protein kindzok,
kihasitasaért a protein foszfatazok a felelések. A kinazok az ATP terminalis foszfatcsoportjat
épitik be a fehérjék szerin (Ser), treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr) oldallancdba (Cohen és
mtsai., 1989), amely befolyéasolhatja a fehérje sejten beliili funkcidit. A protein foszfatazok a
folyamat visszaforditasaért feleldsek, amelyek a beépiilt foszfatcsoportok hidrolizisét
katalizaljak.

A protein foszfataz katalitikus alegységek joval kisebb szamban fordulnak eld, mint a
protein kinazok, azonban kis szamukat a hozzajuk kapcsolodd regulator alegységekkel
kialakulo sokféle holoenzim formak ellensulyozzék, amelyek meghatidrozzak az enzim
szubsztratspecificitasat, illetve katalitikus aktivitdsat. A szabalyozo alegységek a katalitikus
alegységhez kapcsoldodva a holoenzimet a szubsztrathoz iranyitjdk. A protein foszfatazok
szabalyozasaban fontos szerepe van az inhibitor fehérjéknek és a természetes eredetii
toxinoknak is. Az inhibitor fehérjék a sejten beliil szabdlyozzdk az enzim katalitikus
aktivitasat, ezzel szemben a toxinok a sejtmembranon athatolva befolyasolhatjdk az enzim
mukodését, amely gatlasi folyamat tobb tényezobdl épiil fel. A toxinok gatld hatdsaban fontos
membranon valo atjutdsdnak és az enzimmel kialakitott kdlcsonhatdsdnak. Az inhibitor
fehérjék és természetes toxinok hatasaban kozds, hogy mindkettd a foszfatdzok katalitikus
centrumanak kozelébe kotddve, a szubsztratkotd zseb részleges elfoglalasdval gatolja az
enzimek aktivitasat és kdlcsonhatdsat a szubsztrattal.

Munkam soran célul tliztem ki a protein foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A) katalitikus
alegységek inhibitorainak lipid micelldkkal val6 kdlesonhatdsi mechanizmusanak vizsgalatat
feliileti plazmonrezonancia (SPR) alapi kotddési technika alkalmazéasaval. Ezen molekulak
gatlo hatasanak kifejtésében igen fontos Iépés a sejtmembranon vald atjutds, ami
feltételezhetden fligg a membran lipidosszetételétdl. Megvizsgaltuk kiilonb6zd polifenolok
foszfatazgatld hatasat is, valamint SPR mddszerrel kompeticios kisérletben feltartuk a PGG
(penta-O-galloil-B-D-gliikkoz) és az EGCG ((-)-epigallokatakin-3-gallat) kotOhelyét a PP1
katalitikus alegység szerkezetében. Megallapitottuk, hogy a PGG és az EGCG az ismert
foszfatdz inhibitorokhoz hasonléan a Kkatalitikus centrum hidrofob 4arkdba kotddik.
Kidolgoztunk egy 1j, feliileti plazmonrezonancian (SPR) alapul6 PP1 katalitikus alegység

(PPIc) immobilizalasi technikat, amelynek soran a mikrocisztin-LR toxint (MC-LR)



biotinilaltuk és streptavidinnel kovalensen modositott szenzor chip feliiletére immobilizaltuk.
A streptavidin a biotin-MC-LR-rel megfeleléen erés komplexet (Kp~107'%) képez ahhoz, hogy
a feliilet felett aramoltatott PP1c-t reverzibilisen ktve tovabbi PP1 kolcsonhatasi kisérletekre
legyen alkalmas. Ezzel a technikaval kidolgoztunk egy uj modszert a foszfataz katalitikus
alegységek (PP1c és PP2Ac) és kdlcsonhato partnereik izolalasara sejtlizatumbol, majd az igy
nyert mintdkbol a foszfatdzokat és kolcsonhatd partnereiket immunologiai moddszerrel

azonositottuk.



Irodalmi attekintés
Szerin/treonin specifikus protein foszfatazok csoportositasa

A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok szerkezete, szekvencidja és katalitikus
mechanizmusa alapjan két csoportba sorolhatéak: foszfoprotein foszfatdzok (PPP) és
fémionfiiggd protein foszfatdzok (PPM) (Barford és mtsai., 1996; Cohen és mtsai., 1997;
Gallego ¢és mtsai., 2005) (/. abra). A PPP csaladba tartozd enzimekre jellemzd, hogy a
katalitikus alegységek kiilonb6z6 szabalyozé (reguléator) alegységekkel kdlcsonhatasba 1épve
holoenzimet képeznek. A regulator alegységek a katalitikus alegységek ,,célra iranyitasaért”
(,.targeting”), az enzim aktivitdsdnak és szubsztratspecificitasanak szabalyozasaért feleldsek.
Ide tartoznak a katalitikus centrumban Zn?'/Fe?" ionokat tartalmazé PP1, PP2A, PP2B,
valamint az 0j tipust protein foszfatazok: PP4, PP5, PP6, PP7. A PPM csalddba tartozik a
Mn?"/Mg**-fiiggd PP2C, amelyre jellemzd, hogy a szerkezetében talalhato regulator domén
felelés a szubsztratspecificitdsért (Shi ¢€s mtsai.,, 2009) és aktivitdsahoz a katalitikus
centrumban elhelyezkedd fémionokon kiviil extra fémion (Mn?"/Mg?") kotddése is sziikséges.
Mindkét csoportban kozds, hogy egy vizmolekula fémionokkal torténd aktivacioja inditja be a

defoszforilacios folyamatot.

1. abra Ser/Thr specifikus foszfatazok csoportositasa

(modositott abra, Shi, 2009)
Az é4bran a PPP (foszfoprotein foszfatdzok) és a PPM (fémionfiiggd protein foszfatazok)
csaladba tartoz6 Ser/Thr specifikus protein foszfatazok tipusai lathatdéak. A kék és a piros
szinnel jeldlt szekvencidk a foszfatkotésben és a fémionok koordindcidban vesznek részt;
CBD: Ca*" kalmodulink&té motivum; BBH: CNB (kalcineurin B alegység)-koté hélix. A PPP
csaladra jellemz6 harom konzervalt régiéo (GDxHG, GDxVDRG, GNHE) az abra fels6 részén
lathato.

Egy masik csoportositdsi és elnevezési elv szerint a sejtekben legnagyobb

mennyiségben eléforduld Ser/Thr specifikus foszfatazok szubsztratspecificitasuk és inhibitor
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fehérjékkel szembeni érzékenységiik alapjan PP1 és PP2 csoportba sorolhatéoak. A PP1
enzimek aktivitdsat az inhibitor-1 (I1) és inhibitor-2 (I2) fehérjék és a heparin gatoljak, a PP2
csoportba tarozokét pedig nem befolyasoljak (Ingebritsen és mtsai., 1983). A PP2 csoportba
tartozokat tovabb osztalyozhatjuk fémionfiiggésiik alapjan. A PP2A aktivitasa fiiggetlen az
extra fémionok jelenlététél, mig a PP2C Mg?*-fiiggd enzim.

Vizsgéalataink kdozéppontjaban a PP1 és PP2A enzimek szerepelnek, amelyek az 6sszes
foszfo-Ser/Thr oldallancot tartalmaz6 fehérje tobb mint 90%-anak defoszforilacigjaért

felelések (Fernandez és mtsai., 2002; Brautigan és mtsai., 2012).

A PP1 funkcidja és szerkezete

A PP1 katalitikus alegység (PP1c) minden eukaridta sejtben expresszalodik, fontos
szabalyozd szerepet tolt be a meidzisban és a sejtosztddasban, tovabba a sejthalalban, a
fehérjeszintézisben, az anyagcserében, a citoszkeletalis atrendezddésben, valamint a
membranreceptorok ¢és -csatornak szabalyozasaban (Cohen és mtsai., 2002; Ceulemans és

mtsai., 2004).

2. abra A PP1 Kkatalitikus alegység szerkezete
(modositott abra, Gallego és Virshup, 2005)
A PPlc katalitikus centruma a C-terminalis, a savas €s a hidrofob arkok metszéspontjaban
helyezkedik el, amelyek fontos szerepet jatszanak a szubsztrat kotésében és az enzim
gatlasdban. A B12-B13 hurok a savas és C-terminalis arkokat valasztja el. A piros és kék
szinek a pozitiv és negativ toltésii részeket jelolik a szerkezetben.



Emlésokben a PP1c harom izoformaja ismert: PP1co, PP1cf/d és a PPlcy. A PPlcy
két alternativ hasitassal keletkezd izoforméja a PPlcyi és a PPlcyz. A PPlc az egyik
legkonzervaltabb eukaridta fehérje, kiilonbozd izoformai 90% feletti szekvencia-homologiat
mutatnak.

A PP1 szerkezete N- és C-terminalis régiokra oszthatd. Az N-termindlis régié kompakt
szerkezetének Y-alaku katalitikus 4arkainak keresztezddésében helyezkedik el az
enzimaktivitas szabalyozasaban szerepet jatszd aktiv centrum (2. dbra). Az aktiv centrum
Fe** és Zn*' ionokat koordinal, amelyek egy szerkezeti vizmolekula aktivalasa révén
elésegitik a szubsztratmolekula foszfo-Ser/Thr oldallancanak hidrolizisét. A katalitikus arok
harom f6 egységre tagolodik: a C-terminalis, savas- ¢€s hidrofob arok, amelyek a szubsztrat

kotésében jatszanak fontos szerepet.

A PP1 szerkezete és szabalyozasa

A PPlc szamos fehérje defoszforilacigjat képes katalizdlni, specificitasat a hozza
kapcsolodod regulator fehérje hatdrozza meg, amelyek szdma tobb mint 200-ra tehetd
(Hendrickx és mtsai., 2009; Bollen és mtsai., 2010; Choy ¢és mtsai.,, 2012). A regulator
fehérjék szerkezete igen valtozatos, viszont szinte mindegyik tartalmaz egy rovid
szekvenciamutivumot (K/R-x1-V/I-X2-F/W, roviden RVxF), amely biztositja a specifikus
kotodésiiket a katalitikus alegységhez (Endo és mtsai., 1996; Egloff és mtsai., 1997). A RVxF
motivum a PP1c katalitikus centrumatol tavol 1év6 hidrofob zsebhez kotddik, e kdlesonhatast
a regulator alegység bazikus aminosavai és a PP1c savas oldallancai kozott kialakuld ionos
kapcsolatok tovabb erdsithetik. A PP1 szabdlyozo alegységek két csoportba sorolhatok: a
katalitikus aktivitast fokoz6 (ugynevezett célra irdnyitd) ¢és katalitikus aktivitast gatlo
fehérjék. A regulator alegységek kozott azonositottdk a vazizomban megtalalhatd
glikogénkotd (Gm) alegységet (Stralfors €és mtsai., 1985; Tang ¢és mtsai.,, 1991) és a
simaizomban expresszaldédé miozink6td (MYPT1) alegységet (Alessi és mtsai.,, 1992;
Hartshorne és mtsai., 2004). Ez utébbi jelenlétét és funkciojat mar bizonyitottadk a sejtmagban
(Moorhead és mtsai., 2007) és az idegsejtekben is (Lontay és mtsai., 2005; Mansuy és mtsai.,
2006). A célra iranyitdo alegységek PPlc és szubsztratkotd hellyel is rendelkeznek,
kolcsonhatdsuk sordn a holoenzimet az adott szubsztrithoz vagy a sejt megfeleld
szubcellularis kompartmentjéhez iranyitjak. Ezzel szemben a gatld fehérjék PP1c-kotd hellyel
igen, mig szubsztratkotd hellyel nem rendelkeznek, igy ezek a fehérjék lehetnek az enzim
inhibitorai (I1, 12) vagy szubsztratjai (Rb, Nek2, AKAP149) is (Ceulemans ¢s mtsai., 2002).
Az inhibitorok altaldban 14-32 kDa tomegli hdstabil molekuldk (I1, 12, CPI-17), amelyek a



PPlc-hez kotdédve gatoljak annak katalitikus aktivitdsat. A PPlc aktivitasat a Thr320
oldallancanak sejtciklus-fliggd foszforilacidja is gatolhatja (Kwon és mtsai., 1997). Hasonlo
gatld mechanizmus a PP2Ac tirozin foszforilaciojan keresztiil is megvalosulhat (Barisic és

mtsai., 2010; Luo és mtsai., 2013).

A PP2A funkcioja és szerkezete

A PP2A multimer enzim, amelynek katalitikus alegysége (PP2Ac) az evolicid soran
nagymértékben megtartotta szerkezetét. Fontos szerepet jatszik a sejtproliferacidoban és az
apoptozisban, a sejtek motilitasdban, a morfogenezisben, a sejtciklus és szdmos jelatviteli
utvonal szabalyozasaban (Janssens és mtsai., 2001), valamint tumorszupresszor hatasa is van
(Janssens ¢€s mtsai.,, 2005; Mumby ¢és mtsai., 2007). A PP2A sokoldalusdga annak
tulajdonithatd, hogy a PPl enzimcsalddhoz hasonléan sokféle regulator alegységgel 1ép
kolcsonhatasba. A PP2A szabélyozasi mechanizmusa rendkiviil bonyolult. Az enzim
heterotrimer (3. dbra), amelyet a PP2Ac, az A (PR65) éllvany alegység és a B regulator
alegység épit fel.

3. abra A PP2A holoenzim szerkezete
(modositott abra, Shi, 2009)
A z06ld a katalitikus, a bronz a regulator és a sziirke szin az allvany alegységet jeloli.

A katalitikus ¢és allvany alegységnek a €s B izoformaja koziil az a tizszer gyakrabban
fordul eld, és az A alegység két izoformdja 87 %-ban megegyezik egymassal (Hemmings és
mtsai., 1990). A B szabalyozd alegységnek négy osztilya (és szamos elnevezése) ismert,

ezeket B (B55 vagy PRSS5), B’ (B56 vagy PR61), B” (PR48/PR72/PR130) és B

10



(PR93/PR110) betlikkel vagy betiikombinaciokkal jelolik. A B alegységek mindegyikének 2-

.....

mtsai., 1999; Xu és mtsai., 2006; Janssens és mtsai., 2008).

A PP2A szabalyozasa

A PP2A szabalyozdsa, hasonléan a PPl-hez, regulator fehérjékkel kialakitott
kolcsonhatasukon keresztlil valosulhat meg, amelyek a holoenzimet a szubsztrathoz
iranyitjak. Asszocidlodhatnak azonban viralis fehérjékkel is, amelyek (a B alegységhez
hasonléan) megvaltoztatjdk a katalitikus alegység aktivitasat €és szubsztratspecificitasat
(Kamibayashi és mtsai., 1994). Szabalyozasa kiilonbdzd poszttranszlaciés modositasokon,
mint példaul foszforilacido vagy metilacio, keresztiil is torténhet. Utdobbi mddositas fizioldgiai
hatasa nagymértékben vitatott. Egyesek szerint a karboxil-metilacidé ndveli az enzim
katalitikus aktivitasat és kolcsonhatasat a szubsztrattal (Bryant és mtsai., 1999; Gentry ¢és
mtsai., 2005; Longin és mtsai., 2008), masok szerint nincs hatdssal az aktivitisra és a
regulator alegység a metildlatlan katalitikus dimer (AC) alegységhez is hozzakapcsolodik
(Xing és mtsai., 2006; Ikehara és mtsai., 2007; Xu és mtsai., 2008). Tovabba tirozin kinazok,
novekedési faktorok és inzulin receptorok is részt vehetnek a szabdlyozasban az enzim
inaktivacidjat okozva (Chen és mtsai., 1992).

A PP2A holoenzim aktivitdsit a PPl-et gatlo 11 és I2 inhibitor fehérjék nem
befolyasoljak, aktivitasdhoz fémionok nem sziikségesek, szemben a Mg*'-fiiggé PP2C-vel. A
foszfatdz inhibitor toxinok koziil a MC-LR, a kalikulin A (CLA) és az okadansav (OA) képes
gatolni, ezek koziil az OA kisebb koncentracioban (IC50 = 0,2 nM) gatolja a PP2A-t in vitro,
mint a PPlc-t (IC50 = 50-100 nM). Sejteken végezett kisérletek azt mutattak, hogy az OA
PP1 enzimre 100 nM koncentréci6 felett sem hat szignifikdns mértékben, mig a PP2A gatlasa

mar 5-50 nM OA-val is effektiv (Favre és mtsai., 1997).

Protein foszfatazok kolcsonhatasainak vizsgalata Biacore kotédési technikaval

Az SPR (Surface Plasmon Resonance) elven alapuld Biacore késziilék lehetdséget
nyujt fehérje-fehérje, fehérje-ligandum és fehérje-kismolekula kozotti kolcsonhatasok
tanulmanyozasara. A bioanalitikaban (Liedberg és mtsai., 1995) kifejlesztett SPR detektalasi
alapt modszer segitségével a biomolekularis kolcsonhatdsok kinetikaja valds iddben
meghatarozhaté a molekuldk jelolése nélkiil kismennyiségli mintabol. Nagy érzékenysége

révén a viszonylag alacsony affinitasu kdlcsonhatasok is vizsgalhatok a modszerrel.
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Az SPR modszer alkalmas a protein foszfatdzok alegységei kozott kialakulod
kolesonhatasok kvantitativ jellemzésére, valamint a regulator alegység kdlcsonhato régidinak
azonositasara (Toth és mtsai., 2000b; Kiss és mtsai., 2008; Kolozsvari és mtsai., 2012; Kiss és
mtsai., 2013). Felhasznalhato tovabba a katalitikus alegységek inhibitor fehérjékkel ¢és
toxinokkal kialakitott interakcidjanak jellemzésére is (Stenlund ¢€s mtsai., 2006). A
kolesonhatasok elemzéséhez minden esetben sziikség van az egyik partner szenzor chip
feliiletén torténd immobilizalasara, amely lehet kozvetlen (példaul kovalensen, amino-
csoporton keresztiil a karboximetil dextran matrixhoz) vagy kozvetett. Az utdbbi lehet
reverzibilis, antitest-antigén (pl. anti-GST-vel kovalensen modositott feliiletre GST-fuzios
fehérje kotése) vagy irreverzibilis, a molekuldk specifikus (streptavidin-biotin)
kolcsonhatasan alapuld immobilizalds. A vizsgalat soran meghatirozhatok a kdlcsonhatés
asszociacios-disszociacios kinetikai paraméterei (sebességi allandoi, amelybdl az egyensulyi
allando szamithato). Az analizishez azonban tisztitott fehérjékre van sziikség az esetleges
aspecifikus kolcsonhatasok elkertilése érdekében.

Munkam soran szdmos esetben vizsgaltam a fent leirt médszerrel a miozin foszfataz
holoenzim (MP) MYPTI regulator alegységének kolcsonhatasat PPlc-vel és feltételezett
szubsztratokkal (Kiss és mtsai., 2008; Czikora és mtsai., 2011; Kolozsvari és mtsai., 2012).
Gyakran alkalmaztam a MYPT1-PPlc kolcsonhatast kontroll kisérletként, ezért a kovetkezo
fejezetben a MYPTI1 szerkezetét és a PPl katalitikus alegységgel, valamint a miozin

szubsztrattal kialakitott kolcsonhatdsat mutatom be.

A MYPT]1 szerkezete és rokon fehérjéi

A MYPTI1 (Myosin Phosphatase Target subunit 1) szabdlyozo alegységet elséként
csirke zGiza (Shimizu és mtsai., 1994) és patkany aorta (Chen és mtsai., 1994) konyvtarbol
klénoztak. Azonositottak egy hosszabb (133 kDa) és egy rovidebb (110-130 kDa) izoformajat
is. A méretbeli kiilonbségek a kozépso inzert, illetve a leucin cipzar jelenlétét vagy hianyat
tikrozik. A MYPT1 szerkezete a 4. dbran lathatd, N-termindlis végén taldlhato a KVKF (35-
38) PPlc-koté motivum ¢€s az ankirinszeri ismétlodéseket tartalmazo szakasz (39-296).
Elkiilonithetd még a savas oldallancokban gazdag régio (326-372), az ionos szakasz (719-793,
814-848), a Ser/Thr aminosavakban gazdag régio (770-793), valamint a mar emlitett k6zEépso
inzert (517-553).
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4. abra A MP MYPT1 regulator alegységének szerkezete
(modositott abra, Hartshorne és mtsai., 2004)
MYPTI1 jellemzd régiok: N: N-termindlis; KVKF: PPlc-jo6td motivum; a: ankirinszeri
ismétlédések; D/E: savas régid; +/-: ionos szakasz; H: kozponti inzert; S/T: Ser/Thr gazdag
régio; 7696, T853: jellemzd foszforilacios helyek; L: leucin cipzar.

A MYPTI1-hez hasonld szerkezeti a MYPT2, MYPT3, TIMAP (TGF-B-inhibited
membrane associated protein) és MBS85 (Myosin binding subunit 85) fehérjék alkotjak a
MYPT fehérjecsaladot (5. dabra). Szekvencidjukban tobb konzervalt régiot tartalmaznak,
amelyek az N-terminalis végén taladlhatd ankirinszerti ismétlddések, a C-termindlison 1évo
leucin cipzar motivum, illetve a szekvencia kozépsé részén talalhatd gatld foszforilacids
helyek. A MYPT1-hez az aminosav sorrendet illetéen leginkabb a MYPT2 (61 %) és az
MBSS85 (39 %) fehérjék hasonlitanak. A csaldd mindegyik tagja tartalmazza a PP1c-kotd
motivumot, ami a MYPT1 esetén a KVKF, a MYPT2-nél RVRF, a MYPT3-nal KHVLF, a
TIMAP-nal KVSF és a MBS85-nél a RTVRF szekvencia (Ito és mtsai., 2004).

Gatlo foszforilacios

PP1c kotd ‘ _
motivum Thr696 heT']’e: chpuzcé"r‘
\/ Ankirin ismétiddések 833 motivum
HumanMyeT1| L] ] ]
I 1030 aa
56 aa Thr614
delécio |
HumanMYPT2| I|||||||| | | : E
! - 974 aa
Prenilaciés

motivum (CaaX)

MYPT3 | | | | |_|_| I\

528 aa

e I

567 aa

Thr560

e T E

782 aa

5. dbra A MYPT fehérjecsalad tagjai
(modositott abra, Ito és mtsai., 2004)
A MYPTI-hez hasonl6 szerkezetii a MYPT2, MYPT3, TIMAP és MBS85 fehérjék lathatoak,
feltiintetve a jellemzd, konzervalt régidkat.
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MYPT1 kolesonhatasa a PP1 katalitikus alegységgel és a miozin szubsztrattal

A MP katalitikus és reguldtor alegységei altal kialakitott kdlecsonhatdsban a MYPT1
N- ¢és C-terminalis régioi is fontos szerepet jatszanak. A miozin szubsztrat foszforilalt
konnytilanca (P-MLC20) a MYPT1 N-terminalis szakaszdnak ankirinszerti ismétlédéseihez,
mig nehézladnca a C-terminalis régidhoz kotodik.

A PP1 katalitikus alegységgel kialakitott kolcsonhatdsdban a MYPT1 N-terminalis
részének van szerepe (6. dbra), amely tartalmazza a °KVKF?® kétdmotivumot. A
kolesonhatéast tovabbi harom MYPT1 régio stabilizalja. A PP1c-k6té motivum interakcidjat
kdvetd MYPT1'22 szakasz kapcsolodasa eldsegiti az ankirinszerti ismétlddéseket tartalmazo
MYPT 1402 szakasz, valamint a savas MYPT 139! régi6 kotédését (Toth és mtsai., 2000b).
Az emlitett kdlesdnhatasokat a MYPT1!2%° és a PP1¢S komplex egyiittes kristdlyositédsa és

annak rontgenszerkezeti vizsgalata is igazolta (Terrak és mtsai., 2004).

6. abra A PP1c és a miozin kotédése a MYPT1 regulator alegységhez
(modositott abra, Hartshorne és mtsai., 2004)
MYPT1 jellemzé régiok (4. dbra), a MYPT1 PPlc-kotd régidja, valamint a MYPTI
miozinnal kialakitott kolcsonhatasban szerepet jatszo régiok lathatoak.

PP1c és PP2Ac gatlasa természetes toxinokkal

Az elséként azonositott PP1/PP2A inhibitor (Takai és mtsai., 1987) a poliéter zsirsav
tipusu OA volt, amely hidrofob és savas régiokkal is rendelkezik. Hidrogénkdotést alakit ki a
PP1 Tyr-272 aminosav, illetve a katalitikus centrum béazikus aminosavainak oldallancaval és
kolcsonhatasba 1ép a hidrofob arokkal (Zhang és mtsai., 2013). A CLA foszfatcsoportjaval a
fémionkotd helyhez kapcsolodik és kdlesonhatasba 1€ép a savas €és hidrofob arokkal (Kita és
mtsai., 2002). A mikrocisztinek leginkabb karakterizalt formdja a MC-LR, amelynek
szerkezetében a méasodik aminosav L-leucin (jele: L), a negyedik L-arginin (jele: R) (Boaru és
mtsai., 2006). A mikrocisztinek hatékony, irreverzibilis foszfatazgatld szerek (Wiegand ¢€s
mtsai., 2005), kolcsonhatasuk soran az ADDA hidrofob résziik behatol a PP1c katalitikus
centrumanak hidrofob arkaba (Goldberg és mtsai., 1995), igy gatolva annak katalitikus
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7. abra Membranpermeabilis foszfatazgatlo toxinok szerkezete

aktivitasat, mikdozben az MDHA alegység metilén-csoportjdn keresztiil kovalensen
kapcsolodik a PP1c Cys-273 oldallancaval. Mutagenezis vizsgalatokkal kimutattak, hogy a
ciszteinnel valo kolcsonhatas nem esszencialis a gatlas kifejtéséhez, cseréje mas aminosavra
csak kismértékben csokkentette a gatld hatdsat (Zhang és mtsai., 1993). Az OA
hatékonyabban csokkenti a PP2A aktivitasat, mint a PP1 enzimét. Ezzel szemben a tautomicin

(TM) alacsonyabb koncentracidoban gatolja a PP1-et, mint a PP2A-t (Favre és mtsai., 1997). A
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MC-LR ¢s CLA hasonlé mértékben hat mindkét enzimre. A ciklosporin A (CsA) komplexet
képez a sejtben a ciklofilinnel és specifikusan gatolja a PP2B-t, mig a PP1 és a PP2A
aktivitdsara nincs hatdssal. A kantaridin (CA) és szdrmazékai mind a PP1, mind a PP2A
enzimek aktivitasat gatoljak (Li és mitsai., 1992). Az altalunk vizsgalt membranpermabilis

foszfatazgatlo toxinok szerkezetét a 7. dbra szemlélteti.

Tanninok hatasa a protein foszfatazok aktivitasara

A tannin kifejezés a tolgyfa kelta eredetli nevébdl ered. A tanninok kiilonbozd
molekulatomegli és kémiai szerkezetli vizben old6dé polifenol vegyiiletek, amelyek a
szovetes novények tannoszoma nevil sejtszervecskéjében termelddnek. Sokféle biologiai
hatassal rendelkeznek: képesek fémionokat kotni, fehérjéket kicsapni és hatékony
molekulaja mindig valamilyen polihidroxi vegyiilet (flavonol, gliikk6z), amelyhez észter
kotéssel egy vagy tobb fenolos hidroxil-csoportot tartalmazo gytriis molekula (pl. galluszsav
vagy mas polifenol gytrii) kapcsolodik.

A z0ld teaban legnagyobb mennyiségben jelen 1évd polifenol az (-)-epigallokatekin-3-
gallat (EGCG), amelynek bioldgiai hatdsait mar igen széles korben tanulméanyoztak. Kézponti
molekulaja a flavan-3-ol, amelynek 2. szénatomjahoz egy polifenolgytirii, 3. szénatomjahoz
pedig egy galluszsav kapcsolodik. Jol ismert daganatellenes hatasa van. Gatolja a sejtek
hatassal (Ahmad ¢és mtsai., 1997). Hatdsmechanizmusa nem teljes mértékben felderitett,
viszont sejtosztodast gatld tulajdonsdga irodalmi adatok szerint a protein kinazok
szabalyozasan alapul. Ide sorolhatok a mitogén-aktivalt protein kinazok (MAPK: Erk1/2, INK
vagy a p38), az IkB, az AKT kinazok ¢és a PKC (Qin és mtsai., 2008), amelyek aktivalasa
révén az EGCG fontos jelatviteli utvonalak (AP1, NF-xB, PI3K/AKT) szabalyozasdban vehet
részt (Khan és mtsai., 2006). Szamos rokonvegyiilete 1étezik, amelyek vagy a galluszsav
térallasdban (GCG) vagy a hidroxil-csoportok szamaban (ECG, EGC, EC) térnek el az
alapvegyiilettdl (8. dbra).

A legegyszeriibb hidrolizalhato tanninvegyiilet a poligalloilészter gliik6z, amelyben a
kodzponti B-D-gliikézmolekula hidoxil-csoportjaihoz 6t galluszsav kapcsolodik észterkotéssel.
Az 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-B-D-gliikéz (PGG) alfa izomerje a természetben nem talalhato
meg. Szamos izoformaja ismert, amelyek kiilonb6z6é kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek.

A PGG hasonl6 bioldgiai hatasokat valt ki, mint az EGCG.
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A kereskedelemben taldlhato tanninsavak kiilonb6z6 tanninok keverékei, amelyek
megtalalhatoak a szomorce levelében, gubacsdban vagy a tolgyfa gubacsaban (pl. Aleppoi
tannin).

Korabban kimutattdk a gallotanninok PP1 és PP2A gatlo hatasat (Erdelyi és mtsai.,
2005), amelyek alapjan ezek a vegyiiletek uj foszfatdzgatlo molekulak csalddjat képezhetik,

azonban gatlasi mechanizmusuk még nem tisztazott.

8. abra A PGG, EGCG és szarmazékaik szerkezeti képlete
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Foszfataz inhibitorok hatasmechanizmusa

A membranpermedbilis enzim inhibitorok gatldsi mechanizmusaban fontos szerepe
disszociacids kinetikdjanak. Favre és munkatarsai (1997) vizsgaltdk a CLA, OA és a TM
foszfatazgatld hatasat kiillonb6z6 sejtvonalakon. Azt talaltdk, hogy a TM a PPI, az OA a
PP2A, mig a CLA mindkét enzim aktivitasat azonos mértékben csokkentette. A PP2A teljes
gatlasdhoz MCF7 sejteket 3 nM OA-val kezelték, ami joval nagyobb (75-sz0rds), mint az
OA-PP2A kolcsonhatasra jellemz6 disszocidcios egyensulyi allando (Ki= 40 pM). Vizsgaltak
még a TM ¢és az OA PPl ¢és PP2A enzimekre kifejtett gatlasanak 1do6- ¢és
koncentraciofiiggését. Azt az eredményt kaptak, hogy a PP1 teljes gatlasahoz 10 uM TM, mig
a PP2A-hoz 100 nM OA sziikséges azonos inkubacios id6 (12 h) mellett. Azt is tapasztaltak,
hogy a TM, az OA és a CLA membranpermeabilitisa nagymértékben eltéré. Korabbi
vizsgélatok azt is kimutattdk, hogy a CLA sokkal gyorsabban jut at az egerek
vorosvértestének membranjan, mint a hidrofob karakteri OA. A membranon vald atjutast
nagymértékben befolyasolta a pH és a hdmérséklet (Namboodiripad és mtsai., 1996).

Ezen kisérleti eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az inhibitorok gatld
hatasanak kifejtésében fontos szerepe van azok sejtmembrannal vald kolcsonhatasanak és

azon valo atjutasanak.

Gyogyszerek ¢és toxinok membranasszociacios ¢és -disszociacios vizsgalatanak

modellezése lipid micellakhoz val6 kotodéssel

Az SPR detektalason alapuldé mérési technika alkalmas membranasszociacios és -
disszociaciés folyamatok vizsgélatara. A lipid micellakkal boritott felszin felett aramoltatott
gyogyszerek kotddése soran bekdvetkezd rezonanciajel-valtozas a kolcsonhatas kialakulasat
mutatja. Szamos mas modszer létezik ezen kolcsonhatasok vizsgalatara, mint példaul
cirkularis dikroizmus, tomegspektrometria, analitikai elektroforézis, ultracentrifuga,
mikroszkopia vagy kalorimetria, viszont ezek a modszerek néhany kivételtdl eltekintve csak
kvalitativ informacidokat adnak a kiilonb6z6 molekuldk lipid micelldkkal kialakitott
kolesonhatasarol. Ezzel szemben az SPR mddszerrel meghatarozhat6 a kotédés asszociacios-
disszociacios profilja, valds idében nyomon kovethetd és automatizalhat6 a folyamat. Szamos
esetben alkalmaztak mar homogén (Abdiche ¢és mtsai., 2004) és inhomogén (Cho és mtsai.,
2004; Besenicar ¢és mtsai., 2006) 0Osszetételii membranok kiilonbozé kismolekulakkal

kialakitott kolcsonhatasdnak karakterizdldsara. Az tapasztaltdk, hogy a kolcsonhatasokban
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fontos szerepe van a molekuldk toltésének, funkcios csoportjanak, a lipid hidrofil fejrészének
¢s az oldoszer Osszetételének (Abdiche és mtsai., 2004), viszont fiiggetlen a micella méretétdl.

A modszer alkalmas egy-, illetve kétrétegii lipidfeliilet kialakitasara HPA és L1 tipust
szenzor chipek alkalmazasa révén. A chipen kialakitott egyrétegli lipidfeliilet olyan kisérletek
elvégzését teszi lehetové, amelynek soran a ligandum a membranhoz kotédik vagy
részlegesen be is ¢épiil annak szerkezetébe. A lipid kettdsréteg pedig felhasznalhatod
transzmembran fehérjék kiilonbozo kdlesonhatasainak, illetve menbranpermeabilis molekuldk
és toxinok micellakkal kialakitott kapcsolatanak elemzésére. Altalaban a lipid micella a
vizsgalat soran intakt marad (Cooper és mtsai., 2000; Anderluh és mtsai., 2005; Honing és
mtsai., 2005), bar az irodalomban taldlhatunk példat azok felbomldsdra, majd kettdsréteg

kialakuladsara a chip feliiletén (Erb és mtsai., 2000; Cooper és mtsai., 2004).

Fehérjék kolcsonhaté partnereinek azonositasa sejtlizatumbol

A SPR detektalasi elven alapulé mérési technika alkalmas fehérjék kolcsonhato
partnereinek izolalasara kiilonb6zd fehérjekeverékekbdl, sejtlizdtumokbol, majd a visszanyert
mintdban 1évé fehérjék azonosithatéak megfeleld immunologia modszerrel vagy
tomegspektrometriaval (Nedelkov és mtsai., 2003; Catimel és mtsai., 2005). A biomolekularis
interakcid analizis (BIA) tomegspektrometriaval (MS) vald kapcsoldsa vezetett a BIA/MS
moddszer kidolgozasdhoz. A BIA/MS technikat sikeresen alkalmaztdk olyan kolcsonhato
fehérjék izolalasara és azonositasara, amelyben aktivator molekulat (Visser és mtsai., 2007),
epitdépokat (Nelson és mtsai., 1999), GST-fuzidés fehérjéket (Lopez és mtsai., 2003) vagy tobb
antitest egyazon szenzor chip feliiletére torténd immobilizalasaval multi-affinitasu feliileteket
(Nedelkov és mtsai., 2003) haszndltak ,,befogd” molekulaként. A visszanyert mintaban a
kolcsonhatdo  fehérjéket kozvetleniil, vagy folyadékkromatografias elvalasztds utén
tomegspektrometriaval (LC-MS) elemezték. Modern késziilékek (Biacore 3000) rendelkeznek
egy kiils6 egységgel, amelyben a szenzor chip feliiletének t6bb mint haromszorosa
hasznalhatd6 immobilizélasra, mint az integralt mikrofluid rendszerben, amellyel aranyosan

novelhetd a feliilet kotokapacitasa is.
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Célkitiizések

A gallotanninok PP1 ¢és PP2A enzimek aktivitasara kifejtett géatlé hatdsat mar
korabban kimutattak (Erdelyi és mtsai., 2005), viszont az irodalmi attekintésbdl kitiinik, hogy
a gatlds mechanizmusa, tipusspecificitasa, valamint az, hogy a tanninok kiilonb6z6 szerkezeti
egységei milyen mértékben vesznek rész a gatlasban, nem ismertek. A bemutatott irodalom
alapjan lathatd, hogy a foszfatdz inhibitorok gatld hatasanak kifejtésében a sejtmembranon
val6 atjutas a folyamat sebesség-meghatarozo 1épése lehet. Az eddig alkalmazott modszerek
nem szolgaltattak adatokat az inhibitor-membran kolcsonhatds kinetikajara vonatkozoan.
Irodalmi adatok utalnak arra, hogy a protein foszfataz katalitikus alegységek szabalyozasa
kiilonbozé regulator vagy inhibitor fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatasukon keresztiil
valosulhat meg, amely befolyasolja az adott sejtfolyamat lejatszéddsdnak iranyat vagy
bekovetkezését. Ezek feltarasa a jelenleg elérhetd modern médszerekkel azonban nem teljesen

vizsgalt.

A bemutatott irodalmi adatok és felvetett kérdések alapjan kutatasi célkitlizéseink az

alabbi kérdések tanulmanyozasa koré csoportosultak:

—_

A polifenolok gatld hatasanak tanulmanyozasa a PP1 és a PP2A enzimek aktivitasara.

2. Az EGCG és a PGG polifenolok kotohelyének felderitése a PP1c szerkezetében SPR

modszerrel.

3. Foszfatdz inhibitorok kiillonb6z6 szoveti eredetli lipid micellakkal kialakitott
kolcsonhatasanak kvantitativ jellemzése: 1) adatok feltdrdsa a sejtszintli gatlas

mechanizmusénak megértéséhez.

4. Uj SPR detektalasi elven alapuldé modszer kidolgozasa a protein foszfatizok
kolcsonhatd partnereinek azonositdsdra sejtlizatumbol a sejtek eltérd kezelését

kovetbden.
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Anyagok és modszerek
Anyagok

A kisérletekhez az alabbi vegyszereket ¢s anyagokat hasznéltuk a megjeldlt forrasokbol: L-
glutamin oldat, tripszin, borjiszérum (FBS), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
tapoldat (Invitrogen); teljes mini protedz inhibitor koktél tablettdk (Roche); trifluorecetsav
(TFA), etanditiol (EDT), 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav (HEPES), EGCG, OA,
TM, BSA, Chaps (Sigma); CA (LC Services); MC-LR (Dr. Méthé¢ Csaba, Debreceni
Egyetem, Természettudomdnyi és Technoldgiai Kar, Novénytani Tanszék); nitrocelluloz
membran (0,45 um poérusméret) (GE Healthcare); Streptavidin/Biotin blokkold kit (Vector
Lab.); N-jodacetil-N-biotinilhexilendiamin, tris-(2-carboxietil)foszfin-hidrokloridot (TCEP)
(Pierce); CLA, panPP1 siRNS (Santa Cruz); BCA (bikinkoniniksav) fehérje-meghatarozo kit,
nagy ¢érzékenységli kemilumineszcencidn alapuldé (ECL) reagens, DharmaFECT 2
transzfekcios reagens (Thermo Scientific); Szenzor Chip CMS5, SA, L1, Amin Kapcsolasi kit
(Biacore AB); ProLong Gold Anitifade Reagens DAPI-val (Invitrogen); [y->*P]ATP (Izotop
Intézet Kft, Budapest); agy, sziv és maj teljes lipid kivonat (Avanti Polar Lipids). HaCaT
(CLS Cell Lines Service GmbH); B50 (neuroblastoma), H9C2 (kardiomioblaszt) és HepG2
(hepatokarcinoma) (European Collection of Cell Cultures) sejtvonalak. Minden mas vegyszer

a kereskedelmi forgalomban kaphato (Sigma, Reanal) legnagyobb tisztasagl volt.

Antitestek

Az antitesteket a feltiintetett irodalmi hivatkozasokban leirtak szerint alkalmaztuk, vagy
kereskedelmi forgalombdl szereztilk be és a gyartok utmutatdsai szerint hasznaltuk. Anti-
PP1c(E9, PPla/y specifikus) (1000-szeres higitas TBST-ben) (Santa Cruz Biotech.), anti-
MYPT1!12% (500-szoros higitis TBST-ben) (Lontay és mtsai., 2004), anti-PP2A-A és -B
alegység (1000-szeres higitas TBST-ben) (Cell Signaling Tech.); anti-PP1cd (500-szoros
higitas TBST-ben), monoklonalis anti-PP2Ac (1000-szeres higitdas TBST-ben) (Upstate
Biotech.); anti-PPM1B (1000-szeres higitds TBST-ben) (Abnova); anti-PPP1R2 (Inhibitor 2),
anti-GST (Sigma) (1000-szeres higitds TBST-ben); nyul poliklonélis anti-TIMAP (500-szoros
higitds TBST-ben) (Zymed Laboratories); tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt anti-nyul és anti-
egér IgG (8000-szeres higitds TBST-ben) (Sigma); Alexa 594 konjugalt anti-egér IgG (200-
szoros higitds TBST-ben) (Molecular Probes); Alexa 488 konjugalt Streptavidin (200-szoros
higitas TBST-ben) (Pierce).

21



Fehérjék és peptidek

A hexahisztidin-tag-gel ellatott rekombinans PP1cd izoformat M15 E. coli sejtvonalban
expresszaltuk és affinitds kromatografiaval Ni-NTA Superflow oszlopon tisztitottuk (Toth és
mtsai., 2000a). A nativ PPlc-t nyul vazizombol izolaltuk, a PP2Ac-t6] heparin-Sepharose
oszlopon valasztottuk el (Gergely és mtsai., 1984), majd FPLC-MonoQ oszlopon (Muranyi és
mtsai., 1998), illetve MYPT1!"**® immobilizaldsaval affinitds kromatografidval tovabb
tisztitottuk (Toth és mtsai., 2000b). A 133 kDa méretli MYPT1 izoformat (GST-MYPT1"
1004) " valamint C-terminalis fragmentumat (GST-MYPT1%71%4) glytation-S-transzferaz
fuzios fehérjeként expresszaltuk és Glutation-Sepharose oszlopon tisztitottuk (Feng és mtsai.,
1999). A MYPT!1 N-terminalis mutansait (His-MYPT1'%, His-MYPT1!-%3%) hexahisztidin-
tag-gel expresszaltuk E. coli M15 sejtekben (Hirano €s mtsai., 1997). A foszfoszubsztratot
pulyka zuzabol preparalt miozin (Wu és mtsai., 2003) és izolalt 20 kDa méretii konnytilanc

foszforilacidjaval (Erdodi és mtsai., 1995) allitottuk eld.

Biomolekularis kolesonhatasok vizsgalata SPR detektalason alapulé modszerrel

A feliileti plazmonrezonencia két kiillonb6zd térésmutatoju réteg hatarfeliiletén, az
elektronvezetési rétegben jatszodik le. A BIAcore rendszerben az egyik kézeg (dielektrikum)
az iiveglap, a masik a mintaoldat, a vezetd réteg pedig a szenzor chip feliiletén (iiveglap)

talalhaté vékony (~50 nm) aranyréteg.

9. abra Az SPR alapu bioanalitikai modszer detektalasi elve
Az egyik kolcsonhato partnert immobilizaljuk a szenzor chip feliiletén, mig a masik partnert
oldatban aramoltatjuk a feliilet felett. A molekuldk koétodése az oldatbol az immobilizalt
ligandumhoz megvaltoztatja a feliileti koriilményeket, amely a rezonanciajel eltolodéasat
okozza. A kapott jel aranyos a feliilethez k6t6dott anyag mennyiségével.
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Az adott szogtartomanyban beesd fény (LED, v=800 nm) gerjeszti a feliileti plazmonokat
(elektronokat) az aranyrétegben és az igy keletkezett elektromagneses (evaneszcens) hullam
behatol a mintaoldatba (~ 150 nm), a visszavert fény ilyenforman érzékeny a felszinhez
kotddo anyagra. A felszinhez k6tddé molekulak pedig megvaltoztatjak a lokalis torésmutatot,
amely hatassal van a plazmonhulldmok rezonancia-feltételeire. igy a feliilethez kotédés soran
a rezonanciahoz tartozé csokkent intenzitasu sav szog eltolodik (9. dbra). Abban az esetben,
ha megvaltoznak a feliileti koriilmények (hémérséklet, pufferdsszetétel, feliilethez kotodott
anyag mennyisége), akkor megvaltozik az SPR-sz6g. Mivel a rendszer izoterm beallitadsok
mellett miikodik, illetve allandé pufferosszetételt alkalmazunk, ezért az SPR-szog csak a
feliilethez kot6dott anyag mennyiségének fiiggvényében valtozik. A modszer 1ényege, hogy
az egyik kolcsonhato partnert immobilizaljuk a szenzor chip feliiletén, mig a masik partnert
aramoltatjuk a felszin felett. A molekulak kotédése az immobilizélt ligandumhoz
megvaltoztatja a feliileti koriilményeket és a rezonanciajel eltolédasat okozza, ami aranyos a
felillethez asszocialt molekuldk mennyiségével, tomegével. Az igy kapott szenzorgram
alkalmas kinetikai paraméterek (asszociacids ¢€s disszociacios sebességi allandok: ka és ka,

meghatarozasira, amelybdl a kolcsonhatasra jellemzd egyenstlyi allandok (Ka, Kb)

crer

10 dbra Az SPR szenzorgram

.....

okozza. A feliilet telitddése utan a jel méar nem emelkedik tovdbb és az injektalas
megsziintetését kovetden, a feliilet pufferrel valdé mosdsa soran a molekuldk disszocidlnak,
majd (idedlis esetben) regeneralas utan a rezonanciajel visszaall a kiindulasi szintre.
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Kisérleteim soran CMS5, SA ¢és L1 tipust szenzor chipeket hasznaltam. A CMS5 chip
(11. abra A) karboximetil dextran matrixot tartalmaz, amely alkalmas amino-, tiol-, illetve
aldehid-csoporton keresztiil torténd kovalens immobilizalasra. Az streptavidinnel kovalensen

modositott SA chip (/1. abra B) biotinilalt fehérjék, molekuldk immobilizalasara hasznalhato.

11. abra A: CM5, B: SA, C: L1 szenzor chip szerkezete
A bemutatott szenzor chipek karboximetil dextran alapmatrixszal rendelkeznek, amely vagy
streptavidinnel (SA) vagy lipofil-csoporttal (L1) van kovalensen modositva.

Az L1 chip (/1. dbra C) lipid micellak megkdtésére alkalmas, mivel a karboximetil
dextran matrix olyan lipofil molekulat tartalmaz, amely képes beépiilni a micelldk

szerkezetébe, ezaltal stabilan rogzitve azokat a chip feliiletén.

A tanninok rPP1co-hoz val6 kotédésének vizsgalata SPR médszerrel

A vizsgalat soran rekombindns PPlcd-t kovalensen, amino-csoporton keresztiil
immobilizaltuk a CMS5 szenzor chip feliiletére (Stenlund és mitsai., 2006), amelynek
mechanizmusa a /2. abran lathato.

A rPP1co-t 1 uM koncentraciora higitottuk az immobilizaciés pufferben (10 mM Na-
acetat (pH=5,5), | mM DTT, 2 mM MnClz), amely 5 uM OA-t tartalmazott, hogy elkeriiljiik
az enzim aktiv centrumon keresztiil torténé immobilizacidjat. A tanninokat 25 mM Tris-Cl
(pH=7,4), 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 2 mM MnClz, 0,05 % Surfactant P20 0sszetételii
pufferben higitottuk 1-50 uM koncentracio-tartomanyban. Minden esetben 70 ul térfogata
oldatot injektaltunk 10 pl/min dramlasi sebesség a PP1c-vel boritott szenzor chip feliiletére,
amelyet 6 perc disszociacios szakasz kovetett. A feliiletet 1 M etanolamint tartalmazo6 oldattal

(pH=8,5) regeneraltuk (20 pl/min, 1 min).
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12. abra Immobilizalas a karboximetil dextran alapia CMS chip feliiletére
A chip feliiletét 200 mM 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDC) ¢s 50 mM N-
hidroxi-szukcinimid (NHS) 1:1 aranya oldataval aktivaltuk (7 perc, 5 ul/min), az igy
keletkezett reaktiv szukcinimid észter spontan reakcioba 1ép az amino-csoporttal, amely az
adott molekula immobilizacidjdhoz vezet.

Kétféle kompeticios kisérletet végeztiink a tanninok kotddési helyének felderitésére a
PPlc szerkezetében, amelyhez OA-t és MC-LR-t hasznaltunk, mivel ezek enzimmel vald
kolcsonhatasi mechanizmusa ismert. A szenzor chip feliiletén immobilizalt rPP1cd-t 1 uM
MC-LR vagy 5 uM OA oldataval telitettiik, majd (OA esetén ugyanezen inhibitor
koncentracio mellett) 10 uM PGG-t vagy 5 uM EGCG-t injektaltunk a feliiletre. COINJECT
tipusu injektalast alkalmaztunk, amely lehetévé teszi a két injektalas folyamatos, sziinet
nélkiili kivitelezését.

Kidolgoztunk egy specialis PPlc immobilizalasi technikat is: a biotin-MC-LR-t
immobilizaltuk strepatvidinnel kovalensen modositott SA chip feliiletére (5 perc, 5 pl/min),
amelyre rPP1cd-t 1 uM koncentracidban telitésig injektaltunk (~10 perc, 10 pul/min). A biotin-
MC-LR-rPPlc kolcsonhatds elegendden erds ahhoz, hogy az immobilizalt biotin-MC-LR
stabilan a feliileten tartsa az enzimet. Az immobilizalasi szakaszt 15 perces mosas kdvetett,
azért, hogy eltavolitsuk az aspecifikusan kotodott enzimet. A biotin-MC-LR-
rPP1c6 komplexszel boritott feliiletre a fent alkalmazott koncentracioban PGG-t és EGCG-t,
valamint kontrollként Flag-MYPT1 1 uM-os oldatat injektaltuk. A kolcsonhatasok vizsgalatat
(25 °C) izoterm koriilmények kozott végeztiik. A szenzorgramok kiértékelését BIAevaluation

3.1 szoftverrel végeztiik.

Lipid micellak preparalasa

Borju agy, sziv és m4j teljes lipid kivonatokbdl micelldkat készitettiink, amelyek

Osszetételét az [. tdblazat szemlélteti. A micelldkat, Osszetételiiktdl fiiggetleniil, azonos
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modon preparaltuk az irodalomban mar korabban leirtak szerint (Abdiche és mtsai., 2004). A
liofilizalt teljes lipid kivonatokat elsd 1épésben hidrataltuk (~3 mg/ml) az immobilizdlashoz
hasznalt pufferben (50 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,4), amelyet négy egymast kdvetd
fagyasztas (-80°C)- felolvasztas (20°C) és vortexelés kovetett.

1. tablazat Az agy, sziv és maj teljes lipid kivonatok dsszetétele

Osszetétel m/m %

Agy teljes lipid kivonat

Foszfatidiletanolamin 16,7
Foszfatidilszerin 10,6
Foszfatidilkolin 9.6
Foszfatidsav 2,8
Foszfatidilinozitol 1,6
Egyéb 58,7
Sziv teljes lipid kivonat
Foszfatidiletanolamin 6,8
Foszfatidilinozitol 2,5
Kardiolipin 2,3
Foszfatidilkolin 5.4
Foszfatidsav 1,1
Neutralis lipidek 49,8
Egyéb 32,1
Maj teljes lipid kivonat
Koleszterol 7,0
Foszfatidiletanolamin 22,0
Foszfatidilinozitol 8,0
Foszfatidilkolin 42,0
Lizofoszfatidilinozitol 1,0
Egyéb, beleértve a neutralis lipideket 20,0

Az igy kialakult micellak mérete nagyfoku inhomogenitast mutatott, ezért a lipid szuszpenzid
homogenizalasat 100 nm poérusatmérdjii polikarbonatsziirdn vald tobbszori atpréseléssel
végeztik Avanti Mini-Extruder segitségével. Az extruder magéban foglal két Hamilton
fecskenddt, amely kozre fogja a fémhazba zart, teflongytirtikkel hatarolt polikarbonatsziirét. A
lipid szuszpenzidt betoltottiik az egyik fecskenddbe, majd a sziirén keresztiil atpréseltiik a
masikba. Ezt a folyamatot addig ismételtiik, ameddig a membran altal kifejtett ellenallas nem
csOkkent tovabb (~15), majd a homogenizalt szuszpenzidt a betdltéssel ellentétes oldalon

nyertiik ki, ezaltal elkertilhetd az, hogy a kiindulasi oldatb6l a membranhoz tapadt aggregalt
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lipidek és egyéb OsszetevOk elszennyezzék a mintat. A lipid szuszpenzidt az immobilizalo

pufferben tovabb higitottuk ~1 mg/ml koncentréaciora.

Lipid micellak immobilizalasa L1 tipusd szenzor chip feliiletére

Az L1 tipusi szenzor chip felilletét 20 mM Chaps 3x1 perces (100 pl/min)
injektalasaval megtisztitottuk az esetleges szennyezdktdl, amelyet az injektald rendszer alapos
mosasa (routine Extraclean program) kovetett. Erre azért volt sziikség, hogy teljes mértékben
megszabaduljunk az injektald rendszerben maradt Chaps vagy mas detergens molekulaktol,
amelyek a micelldk immobilizacidjat gatolhatjak. Az agy, sziv és maj lipidekbdl preparalt
micelldk oldatat izolalt celldkban 2 pl/min aramlasi sebességet alkalmazva telitésig torténd
injektalassal immobilizaltuk. Az lipid micelldk atlagos immobilizacigja 7500 + 200
rezonanciajel (RU) egységnek adodott. A referencia (lipid mentes) €és a harom kiilonbozo
Osszetételli micellaval boritott felszint 0,1 mg/ml BSA oldattal blokkoltuk (5 pul/min, 15 min).
A BSA stabilan képes kotddni a lipofil csoporttal mddositott karboximetil dextran feliiletéhez,
igy blokkolva a kontroll és a micelldk &ltal boritott felszinen szabadon maradt lipofil
molekuldkat (Erb és mtsai.,, 2000; Cho és mtsai., 2004). Végiil a feliileteket 100 pl/min
aramlasi sebességgel harom percig mostuk , hogy eltavolitsuk az instabilan kotodott

micellakat és BSA molekulakat.

Protein foszfataz inhibitorok membranasszociacios vizsgalata SPR modszerrel

A foszfatdzgitld molekulak kiilonbozé lipidosszetételi micellakkal kialakitott
kolcsonhatasat SPR  modszerrel vizsgaltuk. A membranasszociacidos és -disszociacios
vizsgalatokat 20 °C-on és fiziologids hOmérsékleten is elvégeztiik, amelyhez L1 tipust
szenzor chipet hasznaltunk. A protein foszfatdz inhibitorokat 10 mM Hepes (pH=7,4), 150
mM NaCl oldataban higitottuk kiilonb6z6 koncentracidkban. Kinject tipusu injektalasi modot
alkalmaztunk, amelyben 120 masodperces asszociacios €s disszociacios idot allitottunk be (37
°C-on 60 s volt). Az inhibitorok oldatat egy 1épésben, novekvd koncentracidban, egymads utan
injektaltuk a kontroll és a harom kiilonb6zd Osszetételli micellat tartalmazo feliiletre. Az
egymas utani injektdlds azért volt lehetséges, mert az inhibitorok teljes mértékben
disszocialtak a micellak feliiletér6l az injektalds megsziintetését kovetden. Minden
koncentraciosorozat utan a feliileteket regeneraltuk 4:6 v/v % izopropanol/50 mM NaOH
elegyével 100 pl/min aramlasi sebességgel egy percig, amelyet tovabbi egy perces 20 mM

Chaps oldattal torténé mosas kdovetett. A szenzor chip feliiletét minden mérés elétt friss lipid
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micelldkkal boritottuk be. A szenzorgramok kiértékelését BlAevaluation 3.1 szoftverrel

végeztik.

Sejtkulturak fenntartasa, kezelése foszfataz inhibitorokkal és besugarzasa UVA fénnyel

European Collection of Cell Cultures-t6l (ECACC) szarmazo6 neuroblasztoma (B50),
kardiomioblaszt (H9C2) ¢és hepatokarcinoma (HepG2), valamint CLS Cell Lines Service
GmbH altal forgalmazott humén keratinocita (HaCaT) sejtvonalat hasznaltunk kisérleteink
kivitelezése soran. A sejtek tenyésztése 37 °C homérsékleten, 5% CO2 és 95% levego,
valamint 80% feletti paratartalom mellett inkubatorban tortént. D-MEM alapt tapfolyadékot
hasznaltunk, amely tartalmazott még 10% FBS-t, 2 mM glutamint és 100 U/ml
penicillin/streptomicint ¢s 500 U/ml antibiotikum-antimikotikumot.

A foszfataz inhibitorokkal valo kezelés el6tt a sejteket 16 oran keresztiil szérummentes
médiumban tartottuk, amelynek hatdsara a sejtek osztddasa leallt és azonos fazisba keriiltek.
A B50, H9C2 és HepG2 sejteket 60 percig inkubaltuk OA, TM, MC-LR, CA, EGCG
oldatdval, amelyeket szintén szérummentes médiumban oldottunk harom kiilonb6z6
koncentracioban. Az inhibitor kezelés hatasat foszfatdz aktivitdsmérésekkel vizsgéltuk. Az
inkubéacios id6 leteltével az inhibitorok oldatat leszivtuk a sejtekrdl, majd elsé 1épésben PBS-
sel, ezt kovetden pedig TBS, 0,1 mM EDTA 0sszetételi oldattal mostuk. A sejteket 50 mM
merkaptoetanolt, 0,1 mM EDTA ¢és 0,5 % proteaz inhibitor koktélt tartalmazé TBS-ben
kapartuk fel, majd folyékony nitrogénben fagyasztottuk, 10 percig szonikdltuk és a
sejttormeléket centrifugalassal (16 000 g, 10 perc) tavolitottuk el. A foszfataz aktivitas
meghatarozasa a centrifugalassal nyert feliiliszokbol tortént.

HaCaT sejteket 100 nM CLA oldattal kezeltik vagy 10 J/cm?> UVA fénnyel
besugéroztuk Bio-Sun UV besugarzé kamraban (Vilbert Lourmat, France). A sejteket PBS-sel
mostuk, majd jéghideg RIPA pufferben (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100,
pH 7.4) kapartuk fel, amely tartalmazott 0,5% protedz inhibitor koktélt is, majd szonikaltuk
10 percig és a sejttormeléket centrifugalassal (16 000 g, 10 perc) tavolitottuk el. A
centrifugélds utdn nyert feliiliszot hasznaltuk a foszfataz aktivitds meghatarozasa és a

kolesonhatési vizsgalatok kivitelezése soran.

Western blot analizis

HaCaT sejtek feltardsa wutdn a felliluszok fehérjetartalmat BCA reagens
felhasznalasaval mértiik meg, amelyhez a lizatumokat tizszeresére higitottuk desztillalt vizzel.

Standardként 0,125/0,25/0,5/1,0 mg/ml koncentraci6ji BSA-t (marha szérum albumin),
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kontrollként pedig desztillalt vizben tizszeresére higitott lizispuffert hasznaltunk. Az oldatokat
30 perces 50 °C-on torténd inkubalas utan ELISA Reader (Labsystems Multiscan)
segitségével 540 nm hulldmhosszon fotometraltuk. Az abszorbancia adatokat Microsoft
Office Excel szoftverrel értékeltiik ki linearis regressziot alkalmazva és hataroztuk meg a
fehérjekoncentracio értékeket. A mintakat 5-sz6ros SDS-mintapufferben (60 mM Tris-Cl pH
6,8, 2% SDS, 10% glicerin, 5% p-merkaptoetanol, 0,01% bromfenol kék festék) 10 percig
forraltuk.

A lizatumok esetében altalaban 30 pg (foszfofehérjék detektdldsa esetén 50 pg)
fehérjét vittiink fel a gélre, amelyeket SDS-PAGE moddszerrel valasztottunk el Laemmli
(Laemmli, 1970) modszerét alkalmazva 10%-os akrilamidot tartalmazé gélen Bio-Rad
MiniProtean késziilékkel. Az elektroforézist 120 V fesziiltségen, ~90 percig végeztiik, amig a
mintapufferben 1évé festékanyag el nem érte a gél alsd peremét. A géleket nitrocelluldz
membranra blotoltuk Bio-Rad transzfer egységgel (100 V, 90 perc) a transzferpuffer
folyamatos hiitése mellett. A membranok blokkolasdhoz 3 m/v %-0s BSA oldatot
hasznaltunk, amelyet TBST-ben (0,05% Tween 20-at tartalmazd TBS) oldottunk. Az els6 és
masodik antitestet is TBST pufferben higitottuk. A blokkolast kdvetéen a membranokat
mostuk ¢és az elsddleges antitesttel egy éjszakan at 4 °C-on, majd Gjabb mosast kdvetden két
oran keresztiil HRP-konjugalt masodik antitest oldataval szobahdomérsékleten inkubaltuk. Az
immunreakciokat nagy érzékenységli kemilumineszcencian alapulé reagenssel (ECL)

detektaltuk.

Dot blot analizis

A foszfataz kolcsonhato fehérjék izolalasa soran nyert mintékat a késziilék kozvetlentil
nitrocellul6z membréanra cseppentette, amelyeket szdradds utan 3 m/v %-os BSA oldattal
blokkoltunk és a Western blothoz hasonld higitasban inkubaltuk az elsé és masodik antitestek

oldataval és a kapott jeleket ECL reagenssel detektaltuk.

Protein foszfataz aktivitas mérése

A foszfataz aktivitds meghatarozasat nyul vazizombol tisztitott nativ PPlc-vel és
PP2Ac-vel, rekombinans PPlc-vel, vagy higitott (6-15-sz6rds véghigitasu mintabol) B50,
HI9C2, HepG2 és HaCaT sejtek lizatuméabol 30 °C hémérsékleten végeztiik 1 uM ¥P-vel
radioaktivan jelzett pulyka zzabol preparalt miozin konnytilanc (**P-MLC20) szubsztratot
hasznalva. A tisztitott foszfatdzokat 0,1% 2-merkaptoetanolt tartalmazé 20 mM Tris-Cl
(pH=7,4) pufferben higitottuk, majd a kiilonb6zd tanninokkal 10 percig inkubaltuk. A B50,
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HO9C2 ¢és HepG2 sejteket mérés elott 60 percig inkubaltuk OA, TM, MC-LR, CA, EGCG ¢és
fénnyel sugéaroztuk be. A sejtlizatumokat 0,1% BSA-t és 0,1% 2-merkaptoetanolt tartalmazo
20 mM Tris-Cl (pH=7,4) pufferben higitottuk. A tisztitott foszfatdzok esetén 10 perc,
sejtlizatumok esetén 1-2 perc inkubacios 1d6t alkalmaztunk. A reakciot a szubsztrat
hozzdadasaval inditottuk, majd az inkubacios 1d6 letelte utan 200 ul 10%-o0s TCA ¢és 200 ul 6
mg/ml BSA oldat hozz4adasaval allitottuk le. A szubsztratbol felszabaduld *?Pi-t a fehérjék
triklorecetsavval torténd kicsapasat és centrifugalast (8000 g, 1 perc) kdvetden a feliiliszobol
(370 ul) hataroztuk meg. A foszfatdz aktivitas valtozasat a kontroll, kezeletlen mintdkhoz

(100%) hasonlitva szazalékosan adtuk meg.

siRNS transzfekcio

HaCaT sejtekben a PP1c-t panPP1 siRNS-el csendesitettiik, amelyet a DharmaFECT 2
transzfekcios reagenst tartalmazd szérummentes DMEM tapoldatban oldottunk. Az siRNS-t
lassan hozzacsepegtettiik a transzfekcios reagenshez, az oldatot 10 percig szobahémérsékleten
allni hagytuk, majd a HaCaT sejtszuszpenzidhoz adtuk 100 nM siRNS végkoncentracidoban és
30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A sejteket sejttenyésztd edénybe szélesztettiik és
hozzaadtunk azonos mennyiségli 20% FBS-t tartalmaz6 DMEM tapoldatot és 48 orara az
inkubétorba tettiik.

Mikrocisztin-LR biotinilalasa

A mikrocisztin-LR N-metildehidroalanin (MDHA) egységének metilén-csoportjadhoz
elsd 1épésben etanditiol (EDT) molekulat kapcsoltunk (Moorhead és mtsai., 1994), amelyet
jodacetil-LC-biotinnal reagaltattunk (/3. dbra).

1,5 mg MC-LR-t 30 ul etanolban oldottunk, amelyet 70 ul H20, 20 ul 5 M NaOH, 2
pl 250 mM EDTA, 80 ul DMSO ¢és 5 ul EDT oldatokkal egészitettiink ki. Minden
komponenst 6sszemérés eltt nitrogéngazzal alaposan atbuborékoltattunk, hogy elkeriiljiikk az
OsszetevOk oxidalodasat, majd a reakcidkozeget egy orara 55 °C hédmérsékletli vizfiirdobe
tettiik. A reakcio lejatszodasa utdn 1 ml 17,4 M jégecetet adtunk a kdzeghez, amelyet 0,1%-o0s
triklorecetsavat (TCA) és 1 mM tris-(2-carboxietil)foszfin-hidrokloridot (TCEP) tartalmazoé
oldattal tizszeresére higitottunk. A reakcioterméket (EDT-MC-LR) C18 Sep-Pak oszlopon
tisztitottuk, amelyet hasznalat elétt 0,1%-os TCA-val ekvilibraltunk. A minta felvitelét
kovetden az oszlopot mostuk 0,1%-0s TCA, 1 mM TCEP oldattal ¢és a terméket 1 ml tiszta
acetonitrillel (MeCN) eluéltuk. A kapott eludtumot centrifugalis evaporatorban (SpeedVac)
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beszaritottuk, majd 1,0 ml 50 mM boréatot (pH 9,2) és 1 mM TCEP-et tartalmazé pufferben
oldottuk.

HS-CH,-CH,-SH

EDT

MC-LR

l 5
.\iN/\/\/\/n\"/\/\/r}

H
0
\ Jodacetil-LC-biotin

_s—CHCHy=SH

", /k/\m
EDT-MC-LR j\“jj

Biotin-MC-LR

13. abra A MC-LR biotinilalasa
A MC-LR-t elsé 1épésben a MDHA metilén-csoportjan keresztiilt EDT-vel moddositottuk,
amelyhez jodacetil-LC-biotint kapcsoltunk.

Az etanditiollal modositott mikrocisztint szobahdmérsékleten 90 percig sotétben
inkubaltuk 6 mmol jodacetil-LC-biotin/mmol EDT-MC-LR oldattal (Campos és mtsai.,
1996). A biotinilalt mikrocisztint forditott fazisi preparativ HPLC oszlopon tisztitottuk. Az
elvalasztashoz Hewlett-Packard 1090 Series II tipusu, diodasoros detektorral (DAD),

automatikus mintaadagoloval és ChemStation szoftverrel felszerelt folyadékkromatografias
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elrendezést hasznaltunk. A mintat acetonitril gradiens elacidval valasztottuk el Supelcosil
LC8 (szemcseatmérd: 5 pum, oszlopatméré: 4,6 mm, oszlophossz: 150 mm) oszlopon. A
gradiens eltcid eldtt acetonitril: 0,1% trifluorecetsav vizben= 25:75 aranyt eleggyel 1 percig
mostuk az oszlopot, majd 25 perc alatt linearis gradiens elucio tortént acetonitril:0,1% TFA=
50:50 eleggyel. Az eluatum biotin-MC-LR tartalmat 238 nm hullamhosszon ellendriztiik
(referencia hulldmhossz 450 nm). A kapott frakcio biotin-MC-LR tartalmat, illetve a termék
tisztasagat tomegspektrometriaval (MALDI-TOF-MS) vizsgaltuk. A mintdk elemzéséhez
pozitivion moddban Bruker Biflex MALDI-TOF tomegspektrométert alkalmaztunk. A
ionizacidhoz 337 nm hullamhosszon sugarz6 nitrogénlézert hasznaltunk. A mintdkat 2,5-
dihidroxibenzoesav (DHB) matrixba vittiik fel és hagytuk megszaradni. A spektrumok tobb
(legalabb 100) lézerlovés Osszegzett eredményébdl késziiltek 19 kV gyorsitd és 20 kV
reflektron fesziiltség mellett. A kalibracio 6-8 tagszamu ciklodextrinek [M+Na]" csticsaira

tortént (m/z: 995,31, 1157,36 és 1319,41 Da).

Biotin-MC-LR immobilizalasa SA tipusu szenzor chip feliiletére

A gydrilag streptavidinnel kovalensen modositott karboximetil dextran matrixot
tartalmazd szenzor chip feliiletét a gyarto altal megadott médon 50 mM NaOH, 1 M NacCl
vizes oldataval aktivaltuk (3xImin, 20 pl/min). A biotin-MC-LR-t 10 mM Hepes (pH=7,4),
150 mM NaCl pufferben higitottuk ~10 uM koncentracidra és 2 pl/min dramlési sebességgel
injektaltuk telitésig az SA chip feliiletére, amely megkdzelitéleg 400 RU-val novelte meg a
rezonanciajelet az alapvonalhoz képest. Végiil a biotin-MC-LR-rel boritott felszint a pufferrel

10 percig mostuk 100 pl/min dramlasi sebességgel.

A kotodo komponensek visszanyerése a szenzor chip feliiletérél az integralt mikrofuid

rendszerben (IFC)

Rekombinans PP1cd-t 1 uM koncentracidban dramoltattunk at harom mikrocisztinnel
modositott €s egy modositatlan, kontroll felszin felett telitésig torténd injektalassal (10 perc, 5
ul/min), hogy ellendrizziik a biotin-MC-LR modositott felszin foszfatazkotd kapacitasat. A
telitési fazis utdn a feliileteket 100 pl/min dramlasi sebességgel mostuk ~4 percig
(MS_WASH command), amig a rezonanciajel stabilizalodott. Miel6tt visszanyertiik a
kotodott rPP1cod-t, a feliiletet SO0 mM NH4HCO3, 2 mM CaClz vizes oldataval, az IFC-t és az
automatikus mintaadagolot (kivéve a cellakat) pedig 50 mM NaOH-dal mostuk. Visszanyerés
eldtt a celldkat megkdzelitdleg 30 masodpercig levegdvel oblitettiik, majd 0,5%-os TFA-val
30 masodpercig inkubaltuk (MS RECOVER command), amig a feliileten kotott rPP1c teljes
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mértékben le nem disszocialt, majd a mintaadagol¢ tiivel visszanyert ~2 pl térfogatih mintat a
késziilék kozvetleniil nitrocelluldz membranra cseppentette, amelyet dot blot technikaval
elemeztiink.

Tovabbi kisérletekben a biotin-MC-LR-rPP1c komplexszel telitett feliiletre a MYPT1
vad tipust (GST-MYPT1!-19%) PP1c-k6td (His-MYPT1!-93%) és nem-k6t6dé (MYPT1667-1004)
fragmentumait injektaltuk, a chip feliiletén képz6dé komplexeket pedig a fent leirt mdédon

visszanyertiik és elemeztiik.

A chiphez kotodo fehérjék visszanyerése a Kkiilso feliiletkezel6é egységben (Surface prep

unit 2)

A Biacore 3000 késziilek rendelkezik egy specidlis kiilso feliiletkezel6 egységgel (/4.
abra), amelyben egyrészt tobb mint haromszor nagyobb (16 mm?) szenzor chip felszin 4ll
rendelkezésre az IFC-ben 1év6 négy cella feliiletéhez (4x1,2 mm?) képest, ezaltal ndvelhetd a
fehérjék mennyisége a visszanyert mintdban. Masrészt a sejtlizatumok tartalmazhatnak olyan
alakos elemeket (sejttormelék), amelyek elszennyezhetik a precizidés mikrofluid rendszert, ami
viszont ebben az esetben nem kdvetkezik be.

Az Spu2 egység hasznalatakor ugyanazokat a bedllitdsokat (4dramldsi sebesség,
injektalasi és inkubacids id6) alkalmaztuk, mint az IFC esetén. Normal, PP1c-csendesitett,
CLA kezelt vagy UVA fénnyel besugarzott sejtekbdl preparalt lizdtumokat aramoltattunk a
biotin-MC-LR-rel boritott felszin felett, majd a visszanyert mintakat az el6z6ekben bemutatott

modon nitrocellul6z membranra cseppentve dot blottal elemeztiink.

14. abra Kiilso feliiletkezelo egység (SPu2)
Az é4bra jobb oldalan lathato a kiils6 feliiletkezeld egység a szenzor chippel, baloldalon pedig
a nitrocellul6z membran.
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PP1c és PP2Ac sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalata biotin-MC-LR felhasznalasaval

HaCaT sejteket hasznaltunk a lokalizacios kisérletek kivitelezéséhez, amelyeket egy
nappal a kisérlet kivitelezése el6tt feddlemezekre szélesztettiink. A sejteket 3,7%-o0s
paraformaldehid oldattal fixaltuk 10 percig, majd mostuk 3x500 ul PBS-sel. A fixalt sejteket
PBS-ben higitott 0,02 v/v %-os Triton X-100 oldattal permeabilizaltuk 10 percig
szobahdmérsékleten, amelyet wjabb PBS-sel (3x) torténd mosas kovetett. A sejteket
blokkoltuk elsé 1épésben BSA oldattal 15 percig, majd 30 percig streptavidin, illetve 30
percig biotin oldattal (a gyartd altal megadottak szerint). A feddlemezeket biotin-MC-LR
oldataval szobahdémérsékleten inkubdltuk egy éjszakan keresztiil, amelyet 0,1 m/v %
BSA/PBS-ben oldatban higitottunk ~50 uM koncentraciéra, majd anti-PP1c(E9) vagy anti-
PP2Ac antitest 1:100 higitasu (0,1% (m/v) BSA/PBS) oldataval kezeltiik egy 6ran keresztiil 4
°C hémérsékleten. A fed6lemezeket 3x10 percig mostuk PBS-sel, majd inkubaltuk 1:200
higitasu Alexa 488 konjugalt Streptavidin (zold) és Alexa 594 konjugélt masodik antitest
(piros) oldataval egy oran keresztiil szobahdmérsékleten. A kontroll sejteket csak
fluoreszcensen jelzett streptavidinnel és masodik antitesttel kezeltiik hasonldan az elézéekhez.
Végiil a fed6lemezeket 3x10 percig mostuk PBS-sel ¢s DNS-hez koétddd festékanyagot
(DAPI) tartalmaz6é ProLong Gold Anitifade reagenssel a feddlemezeket a targylemezhez
rogzitettiik és egy napig fagyasztoban szaradni hagytuk. A sejteket HeNe 543, KrAr 488/568
¢s Ar 351/364 (UV) lézerdetektorral felszerelt Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézerpdsztazo
mikroszkoppal vizsgaltuk olajimmerzids (Plan-Neofluar 40%/1.3 oil DIC) lencsével. A
pinhole aperturak beéllitasa 80-110 nm-es optikai szeleteket eredményezett. A digitalizalt
képeket LSM 5 Image Examiner (Carl Zeiss) szoftverrel készitettiik, az abrakat Photoshop

(Adobe Systems) képanalizalo szoftver segitségével szerkesztettiik.
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Eredmények

Polifenolok PP1c és PP2Ac gatlo hatasanak vizsgalata

Tanninok hatasa a tisztitott PP1c és PP2Ac aktivitasara

A tanninok ndvényi eredetli vizoldhato polifenolok, amelyek széleskorii bioldgiai

hatassal rendelkeznek.
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15. abra Tanninok hatasa a nativ és rekombinans PP1c9, illetve a PP2Ac enzimek
aktivitasara
PPlc-t (A), PP1co-t (B) és PP2Ac-t (C) az Aleppdi tannin (w ), PGG (O), EGCG (4A), GCG
(1), ECG (@), EGC (0), EC (#) vagy galluszsav (0) 0-100 uM koncentracidju oldataval 10
percig inkubaltuk 30 °C-on, majd 1 uM ¥P-MLC20 szubsztrattal mértiik a foszfatiz

aktivitast. Az eredményeket a tanninok tavollétében kapott foszfatdz aktivitds (100%)
szazalékéaban adtuk meg.
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Szamos sejtfolyamat szabalyozéasaban jatszanak szerepet; egyes képviseldik foszfatazgatlo
hatasat korabban mar igazoltdk (Erdelyi és mtsai., 2005; Qin és mtsai., 2008), tipusspecifikus
hatasukat azonban még nem tanulmanyoztak. Ezen irodalmi adatok alapjan megvizsgaltuk a
kiilonb6z6 tanninok gatld hatasat a tisztitott nativ és rekombindns PPlc, valamint a PP2Ac
enzimek aktivitasara.

Az 15. abran megfigyelhetd, hogy a PGG a nativ és rekombindns PP1cd enzimekre
kifejtett gatldo hatasa az 50%-os gatlast eldidézo koncentracio (IC50 = 0,4 és 0,26 uM)
meghatarozas alapjan hasonld, mig a PP2Ac-re jelent6sen kisebb (IC50 = 6,6 uM). Az egy
nagysagrendnyi kiilonbség a gatlasi allandokban lehetdvé teszi a PPlc részlegesen szelektiv
gatlasat, igy a PP1c és a PP2Ac aktivitdsok megkiilonboztetését in vitro. Mivel a PGG képes a
kétértekli fémionokkal komplexet alkotni, ezért megvizsgaltuk, hogy a géatlé hatdsa nem
azaltal valosul-e meg, hogy elvonja a PP1c aktiv centruméban talalhatd fémionokat. Ezért az
aktivitaisméréseket megismételtik 1 mM MnCl: jelenlétében is (nincs dokumentalva), de
jelentds eltérést a gatlas hatékonysagaban nem tapasztaltunk (IC50 = 0,8 uM), ami arra utal,
hogy a PGG gatl6 hatdsa nem a PPlc aktiv centrumaban 1évo kétértékii fémionok elvonasa
révén valosul meg.

Tanulmanyoztuk az EGCG ¢és kiilonbdz6 szerkezeti rokon vegyiileteinek hatasat a fent
emlitett enzimek aktivitasara. A foszfatdz gatlasra vonatkozo IC50 értékeket a 2. tablazatban

foglaltam Ossze.

2. tablazat A tanninok foszfatazgatlasra kapott IC50 értékei (WM)

Effektor PPlc PP1cd PP2Ac
PGG 0,40 0,07 0,26 = 0,03 6,60 + 1,30
EGCG 1,35+ 0,20 0,47 +0,10 15,00 + 2,50
GCG 1,10 £ 0,10 1,15+0,19 > 30
ECG 1,60 £0,18 1,50 +0,20 > 100
EGC > 100 > 100 > 100
EC > 100 > 100 > 100
Aleppoi tannin 0,10+ 0,02 0,11+0,02 10,50 £1,70
Galluszsav > 100 >30 > 100

crer

tél. Az EGCG, GCG ¢s ECG hasonldé mértékben gatolja a PP1c-t, mig a PP2Ac esetében a
gatlas a két szerkezeti varidns esetén jelentdsen kisebb az EGCG-hez képest. Az EGC egy
galloil-csoporttal, az EC tovabbi egy hidroxil-csoporttal tér el az EGCG-tdl, ezen szerkezeti
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differencidk a foszfataz aktivitas gatlds jelentds csokkenését okozzak (IC50 > 100 puM).
Vizsgaltuk az Aleppoi tannin (természetes tanninkeverék) és a tanninok egyik szerkezeti
egységének, a galluszsavnak a foszfatdzgatlo hatasat is. Az Aleppdi tannin sokkal nagyobb
mértékben csokkentette a PP1c és a rPP1co aktivitasat, mint barmelyik mas tannin. A PP1c-re
¢s PP2Ac-re kifejtett gatlo hatdsa kozott 100-szoros kiilonbség figyelhetdé meg, ami az
Alepp6i tannin jelentds PPlc szelektivitdsat mutatja. A galluszsav Onmagéban csak
kismértékii foszfatazgatlast okozott (IC50 > 30-100 uM).

A fenti eredmények arra utalnak, hogy féként a galloil-csoport, de kisebb mértékben a
polifenolgytirti €s annak hidroxil-csoportjai is hatassal vannak a foszfatdz aktivitasra.

HeLa sejtlizatumban vizsgaltuk az EGCG ¢és a PGG hatésat a foszfatdz aktivitasra,
amelynek eredménye a /6. dbran lathato. A koncentracid ndvekedésével jelentds aktivitas
csokkenés figyelheté meg, az IC50 érték PGG esetén 6,2 uM, mig EGCG esetén 10 uM volt.
Az eredmények arra utalnak, hogy a PGG és az EGCG nemcsak Oonmagaban a tisztitott
katalitikus alegységet, hanem a holoenzimet is képes gatolni egyéb cellularis fehérjék

jelenlétében is.
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16. abra PGG és EGCG hatasa a foszfataz aktivitasra HeLa sejtek lidtumaban
HeLa sejtek lizatumaban vizsgaltuk 1-100 uM koncentracioji PGG (O) és EGCG (A ) hatasat
a foszfataz aktivitasra, amelyet 1 pM 3?P-MLC20 szubsztrattal 10 percig mértiink 30 °C-on.

PPlcé kélcsonhatasanak vizsgalata PGG és EGCG tanninokkal Biacore kotédési technikaval

A PPl1co és két tannin, a PGG és az EGCG kozotti kdlcsonhatast SPR elvén alapul6
mérési technikaval is igazoltuk. A rekombinans PPI1cd-t amino-csoporton keresztiil

immobilizaltuk CMS5 tipust szenzor chip felilletére. A PGG és az EGCG (1-50 uM)

cre

valtozasat, amelyet a /7. abra A és B része szemléltet. A kolcsonhatasukra minden esetben
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jellemzd volt a lasst asszociacids €s disszociacids szakasz. Az asszociacids egyensulyi
alland6 (PP1¢c-PGG) (Ka) 2,2 = 1,1 x 10° M-nek és (PP1c-EGCG) 1,4 £+ 0,6 x 10° M-nak
adodott. A kapott egyenstlyi dallandok latszolagosnak tekinthetdk, mivel az adatok
kiértékelésénél 1:1 Lagmuir modellt alkalmaztunk, viszont a rezonanciajel-valtozasokbol
szamitott kotddési ardny a magasabb tanninkoncentraciok esetében 1:11-12 (17. dbra C
része). Ez egyrészt utalhat arra, hogy az enzim feliiletén tobb tanninkotd hely talalhato,
masrészt a kotddott tanninmolekulak képesek egymassal is kolcsonhatasba 1épni (,,stacking”),

ezaltal novelve a kolcsonhatd molekuldk aranyat (Wroblewski €s mtsai., 2001).
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17. abra PGG és EGCG rekombinans PP1cd-val valé kélesonhatasanak vizsgalata SPR
alapti mddszerrel

rPP1co-t immobilizaltuk szenzor chip CMS5 feliiletére, majd 1-50 pM koncentracio-

tartomadnyban PGG (A) és EGCG (B) oldatat aramoltattuk a feliilet felett és mértiik a

rezonanciajel valtozasat. (C) A PGG és EGCG kiilonbozé koncentraciokban rPPlc-hez
kot6dott mol/mol aranyat mutatja.

PGG és EGCG foszfatazgatlo mechanizmusanak vizsgalata

Korabban vizsgaltuk a PGG és az a-amilaz kozott kialakuld kolesonhatast, amely
szerint a PGG a hidroféob aromas gytirlijén keresztiil 1ép kolcsonhatdsba az enzimmel
(Gyemant ¢és mtsai., 2009). Ezért feltételeztiik, hogy a tanninok és a PP1lc kozott kialakuld

kolesonhatés is hidrofob jellegili és a PP1c katalitikus centrumaban talalhaté hidrofob aroknak

toxinok tobbsége is, ezért kompeticios kisérletet végeztiikk a feltételezett kozos kotdhely
igazolasara. A rPPlco-val boritott feliilet felett 10 uM PGG vagy 5 uM EGCG oldatat
aramoltattuk, majd regeneralas utan az immobilizalt rPP1co-t telitettiik 1 pM MC-LR vagy 5
uM OA oldataval és a két tannin kotddését jra megmértiik. Mivel az OA reverzibilisen

kotodik az enzimhez, ezért telités utan a tanninok oldatat valtozatlan OA koncentracioé mellett,
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A 18. abra szemlélteti, hogy a kdlcsonhatas mértéke jelentdsen csokken a MC-LR és az OA

lelassult, a kotddés mértéke kisebb volt, a disszociacids sebesség pedig megnovekedett. Mivel
mind a MC-LR, mind pedig az OA gatladsa a PP1c katalitikus centrumanak hidroféb arkéval
valo kolcsonhatason keresztiil valésul meg, ezért a kapott eredmények arra engednek
a kolcsonhatds mértéke nem csokkent le teljes mértékben, valamint a kotddés kinetikaja is
valtozott, feltételezhetd, hogy a vizsgalt tanninok a hidrofob arok mellett masik régidkhoz is
kotédhetnek. Felmertil annak a lehetdsége is, hogy a MC-LR ¢és az OA nem teliti teljesen a
PP1c kotd feliiletét, igy még marad a PGG vagy az EGCG szamara szabad kotdhely.
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18. abra A MC-LR vagy az OA, valamint a PGG vagy az EGCG rPP1cdé-hoz valo
kotodésének vizsgalata kompeticios kisérletben
A szenzor chip feliiletén immobilizalt PP1c kdlcsonhatasat vizsgaltuk 10 uM PGG-vel (A, C)

vagy 5 uM EGCG-vel (B, D) a PPlc elézetes MC-LR-rel (A, B) vagy OA-val (C, D) val6
telitése nélkiil vagy utan.

A fenti ellentmondésok felolddsara a kompeticios kisérleteket egy masik
elrendezésben is megismételtiik. A MC-LR-t biotinilaltuk, majd streptavidinnel modositott

szenzor chip feliiletére immobilizaltuk és a rPP1cd-t injektaltuk a feliiletre. Ezzel a PPlc
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immobilizalasi technikdval a feliileten csak olyan PPlc talalhat6, amelynek csak a MC-LR

kotdhelye blokkolt.
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19. dbra A PGG és az EGCG biotin-MC-LR-rel immobilizalt rPP1c-hez val6
kotédésének vizsgalata
Szenzor chip SA feliiletét biotinilalt MC-LR oldataval telitettiik, majd rPPlc oldatat
injektaltuk a feliilet felett, és alapos mosést kdvetden vizsgaltuk a PGG (A) és az EGCG (B)
kotodését a feliilethez. Kontrollként Flag-MYPT1-et (C) injektaltunk a feliiletre, amely a MC-
LR ko&téhelytdl eltérd régidhoz kotddik.

A MC-LR-PPlc kolcsonhatasa megfeleléen erdés ahhoz, hogy az enzimet a feliileten tartsa,
alapos mosast kdvetden csak elhanyagolhaté mértékii PP1c disszociacié figyelhetd meg (/9.
A és B abra). A PGG és EGCG injektalasa nem okoz jelentds mértékli rezonanciajel-
valtozast, ami azt mutatja, hogy a kdlcsonhatas nem jon 1étre az enzimmel, tehat a PGG és az
EGCG kotofeliilete kizarolag a hidrofob arok lehet az enzim szerkezetében. Pozitiv
kontrollként Flag-MYPTl1-et, a PPlc regulator alegységét injektaltuk a PPlc-MC-LR
feliiletre, amelynek jelentds rezonanciajel valtozdsa mutatja a kolcsonhatds kialakuldsat a
regulator alegységet koto feliilettel (/9. C abra).

Ezen kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a tanninok a kozismert foszfatazgatld

toxinokhoz hasonléan a PPlc katalitikus centruméanak hidroféb arkaba kotodnek.
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Eredményeinket NMR kotddési kisérletek és szamitogépes molekulamodellezd szimuléciok is

alatamasztottak (Kiss és mtsai., 2013).

Foszfataz inhibitorok gatlo mechanizmusanak vizsgalata

Foszfataz inhibitorok kiilonbozo szoveti eredetii membranokkal kialakitott kolcsonhatdasdanak

vizsgalata SPR technikaval

A foszfatdz inhibitorok gatldo mechanizmusanak kifejtésében fontos szerepe lehet a
sejtmembrannal kialakitott kdlcsonhatasuknak és difftiziojuknak az intracelluldris térbe. Az
inhibitorok és a kiilonbozd szoveti eredetii lipidekbdl preparalt micellak interakciojat SPR
technikaval vizsgaltuk. A méréshez L1 tipusi szenzor chipet hasznaltunk, amely hidrofob
csoporttal modositott karboximetil dextrdn matrixot tartalmaz. A lipofil molekula beépiil a
micella szerkezetébe, ezaltal immobilizalja azt a feliileten. A kisérletet elvégeztiik 20 és 37 °C
hémérsékleten ugyanazon beallitasok mellett, a kiillonbség az asszociacids és a disszocidcios
idokben volt. Mivel fiziologids homérsékleten a kolcsonhatds sebessége nagymértékben
megnott, ezért elegenddnek tartottuk az egy perces injektalast és disszociaciot. Az injektalas
els6 néhany masodpercében 37 °C-on az inhibitorok rendkiviil gyors kotddése azonnali

telitéshez vezetett.
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20. abra Lipid micellak immobilizalasa L1 szenzor chip feliiletére, majd kolcsonhatasuk
vizsgalata a kiilonboz6 foszfataz inhibitorokkal

A chip feliiletét mostuk 3x1 percig 20 mM Chaps oldataval 20 pl/min dramlasi sebességgel

(a), a kiilonbozd szdveti eredetli micellak oldatat telitésig injektaltuk (b), majd mosas (c) és

injektaltuk a feliiletre (e), amelyet regeneralas kovetett ().
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Az SPR vizsgalat Iépéseit a 20. abra szemlélteti. A lipid micelldkat minden esetben
telitésig injektaltuk az L1 szenzor chip feliiletére, amely ~7500 + 200 RU immobilizacids
szintet jelentett. Mivel a kolcsonhatasok rezonanciajel-valtozasai néhany 10 RU tartomanyba
esnek, ezért ezek a valtozasok csak részben lathatdéak az abran.

A 21. abran a klasszikus foszfataz inhibitorok kiilonb6zd 6sszetételli lipid micellakkal
kialakitott kolcsonhatasai lathatoak. Az OA esetében nem, a TM és a MC-LR esetében

viszont megfigyelhetd a kotddés koncentraciofiiggése a vizsgalt koncentracid-tartomanyban.
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21. abra A Klasszikus foszfataz inhibitorok kotédésének vizsgalata 20 °C-on a kiilonb6z6
szoveti eredetii lipid micellikhoz

Borju agy, sziv €s majszovetbdl izolalt lipidekbdl preparalt micellakat immobilizaltunk

szenzor chip L1 feliiletére, majd a kontroll és lipid immobilizalt feliileteket 0,1 mg/ml BSA

oldattal blokkoltuk és a kiilonb6z6 koncentracioja OA (felsd sor), TM (koz€épso sor) és MC-

LR (also sor) kotodését vizsgaltuk. Az asszocidciot és a disszociaciot 120 s-ig detektaltuk.
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A 22. abran lathato a CA, az EGCG ¢és a CsA inhibitorok kotddése a lipid
micelldkhoz, amelyek a PP2A (Li és mtsai.,, 1992), a PP1 (Kiss és mtsai., 2013), illetve a
PP2B (Rusnak és mtsai., 2000) hatékony gatloszerei.
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22. abra PP1c, PP2A és PP2B inhibitorok (CA, EGCG és CsA) kotédésének vizsgalata
L1 chip feliiletén immobilizalt lipid micellakhoz 20 °C-on
A CA (felsé sor), az EGCG (k6zépsd sor) €s a CsA (also sor) kotddését vizsgaltuk kiillonb6zo
lipidosszetételit micellakhoz a 20. dbran leirtak szerint.

A CA és a CsA csak kismértékii, mig az EGCG a teljes vizsgalt tartomdnyban jelentds
koncentraciofiiggést mutat. A kapott szenzorgarmok az inhibitorok tranziens kotddését
mutatjdk a lipid micelldkkal, amely kolcsonhatasok az EGCG kivételével reverzibilisek. Az
tanninok Onasszociaciora (,,stacking”) valé hajlama (Wroblewski és mtsai., 2001; Kiss ¢és
mtsai., 2013), mialtal nehezen tavolithatoak el a feliiletrol.

A kapott rezonanciajel maximumokat az alkalmazott inhibitor koncentracio

fliggvényében abrazoltuk (23. dbra). Az 23. abrdn lathatd a kolcsonhatasok viszonylagos
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szOovetspecificitdsa, miszerint a foszfatazgatld toxinok legkevésbé az agybdl kivont lipidekhez
kotddnek, mig a legnagyobb mértékii kotddés a majbol kivont lipidekkel figyelheté meg. Az

EGCG esetén a sziv és maj lipidekkel valo kdlcsonhatas megkdzelitleg azonos mértéki.
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23. abra Foszfataz inhibitorok lipid micellakhoz valé kotédésének koncentraciofiiggése
és szovetspecificitasa
A kapott rezonanciajel maximumokat adbrazoltuk az inhibitor koncentraciok fiiggvényében
(folytonos vonal). A pontozott vonal a nemlinearis illesztéssel kapott gorbét mutatja.

A kapott gorbékbdl nemlinedris illesztéssel latszolagos disszociacids egyensulyi allandot

(Kb(app)) hataroztunk meg, amelyet a 3. tabldzatban foglaltam Ossze.

3. tablazat Latszolagos disszociacios egyensulyi allandok (Kpapp))

Kb(app), UM
Agybdl kivont Szivbdl kivont Ma4jbol kivont
lipid lipid lipid

Okadansav n.d. n.d. 0,03 +£0,01
Tautomicin 3,82+0,71 2,04 +0,13 0,86 + 0,04
Mikrocisztin-LR 7,33+ 1,50 5,11 +£0,51 3,16 £ 0,05
Kantaridin 0,37 + 0,07 0,12 £ 0,04 0,21 +0,03
EGCG 185,2+ 16,25 111,8+5,25 110,2 +19,20
Ciklosporin A n.d. n.d. 0,05+ 0,01

n.d. nem meghatarozhato
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Megfigyelhetd, hogy nincs nagysagrendi kiilonbség az inhibitorok kiilonb6z6 Osszetételu
membranlipidekkel vald kdlcsonhatdsat jellemzd disszociacids allandokban. A legnagyobb,
alig 6tszords kiilonbség a TM kotodésében figyelhetd meg.

Az eredmények arra is utalnak, hogy a kiilonb6z6 eredetii lipid micellak inhibitorkotd
kapacitasa eltérd, ami viszont jelentdsen befolyasolhatja a gatlas kinetikajat.

A fenti kisérletekhez hasonl6 lipidasszociacids vizsgalatokat eddig altalaban 20 °C-on
végezték (Abdiche és mitsai., 2004; Cho és mtsai., 2004; Besenicar és mtsai.,, 2006).
Felvetédik azonban annak a Iehetdsége, hogy a kolcsonhatasok jellege fizioldgias
homérsekleten (37 °C) eltérd a lipid micellak allapotvaltozasa, valamint az asszociacio-
disszociacid kinetikdjanak valtozasa kovetkeztében. A lipidek immobilizacidja 37 °C-on
hasonlé mértéki volt, mint 20 °C-on, viszont a feliilet stabilitasa csokkent, az immobilizaciot
kovetd 30 perces mosasi szakaszban a lipid micellak kozel 5%-a disszocialt a szenzor chip
felilletérdl. A felillet viszonylagos instabilitasabol addddéan a kapott szenzorgramok
novekedett az asszociacido sebessége. Az injektalast kovetd néhany madasodpercben az
inhibitorok kotédése telitést ért el és a koncentraciofiiggés csaknem megsziint. A 24. abra A
része mutatja a MC-LR kolcsonhatasat a kiilonbozo eredetti lipid micellakkal, amelyben a
gyors asszociaciot lassu disszociacids szakasz kovet. A gorbékbdl jol kitlinik, hogy a
kolesonhatéds reverzibilitasa jelentdsen csokkent, a toxinok csak részlegesen disszocidltak a
micellak feliiletérdl. A feliillet viszonylagos instabilitasat jol szemlélteti, hogy mar az
asszociacios szakaszban is lathatd a rezonanciajel csokkenése. A 24. dabra B része mutatja a
kotédési profilt mutatott, mint a MC-LR, mig a CA és az EGCG kotddési mechanizmusa alig
tér el a 20 °C-on mérttol.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy egyes inhibitorok kdlcsonhatasa a lipid
micelladkkal magasabb homérsékleten megvaltozik, a MC-LR, OA, TM ¢és a CsA részben
bejuthatnak a micelldk belsejébe, ahol visszatartodhatnak. Ez arra utalhat, hogy a

.....
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24. abra Foszfataz inhibitorok lipid micellakhoz torténé kotédésének vizsgalata 37 °C-on
(A) A MC-LR agy, sziv és m4j eredetl lipid micellakhoz val6 kotddése. (B) Az OA, TM, CA,
EGCG ¢és a CsA m4j eredetli lipid micellakkal valé kolcsonhatédsai. A kisérleteket a 20. dbran
leirtak szerinti beallitasokkal végeztiik 37 °C hdmérsékleten és 60 s injektalasi idovel.

PP1 és PP2A eloszlasa B50, HIC2 és HepG?2 sejtekben

Tanulményozni kivantuk, hogy az inhibitorok eltéré szoveti eredetii lipidekkel valod
kiilonb6z6é kolcsonhatasai tiikrozodnek-e eltérd sejtvonalakra kifejtett foszfatdz gatladsban.
El6szor vizsgaltuk a PP1 és PP2A megoszlasat B50, H9C2 és HepG2 sejtekben 32P-MLC20
szubsztrat segitségével azonos sejtszdmu mintaban. Higitott sejtlizatumhoz 2 nM OA-at
adtunk, amely a PP2A aktivitasat teljes mértékben gatolja, elhatarolva a PP1 aktivitastol, majd
1 uM OA-val gatoltuk a higitott lizatumban a PP1 és PP2A egyiittes aktivitasat. A teljes
foszfataz aktivitast 10° sejtre vonatkoztattuk. A 25. dbra A diagram szemlélteti, hogy a teljes
foszfataz aktivitdis a H9C2 sejtekben a legnagyobb, amelyet a B50 sejtek kovetnek, a
legkisebb aktivitas pedig a HepG2 esetén figyelhetd meg.
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25. abra Teljes foszfataz aktivitas (A) és PP1/PP2A aktivitas megoszlasa (B) BS0, H9C2
és HepG2 sejtekben
(A) A teljes foszfataz aktivitast BS0, HOC2 és HepG2 sejtekben inhibitorok nélkiil, valamint 2
nM és 1 uM OA mellett hataroztuk meg, amelyet 10° sejtszamra vonatkoztattunk. (B) A PP1
¢és PP2A aktivitas szazalékos eloszlasa a vizsgalt sejtvonalakban.

A 25. dbra B része a PP1 és PP2A aktivitas szdzalékos eloszlasat mutatja. Lathatd, hogy a
PP1 aktivitdsa a HOC2, mig a PP2A aktivitdsa a B50 sejtekben a magasabb. Minden sejtvonal
esetében megfigyelhetiink PP1/PP2A filiggetlen foszfatdz aktivitast, amelyet az 1 uM OA

hatasara fennmarado aktivitds mutat, ez azonban minden esetben kevesebb, mint 10 %.

Inhibitorok hatdsa a B50, H9C2 és HepG?2 sejtek foszfataz aktivitasara

32P-MLC20 szubsztrattal minimalisan higitott B50, HOC2 és HepG2 sejtlizatumokban
mértiik a foszfatdz aktivitds valtozasat az inhibitorok (OA, TM, MC-LR, CA ¢és EGCQG)

--------

reakcioidé 1-2 perc kozott volt, amely megkdzelitdleg a szubsztrat 20%-os atalakulasat

eredményezte.
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26. abra A vizsgalt inhibitorok hatasa B50 (felso), HIC2 (kozépso) és HepG2 (also) sejtek

foszfataz aktivitasara
A sejteket OA, TM, MC-LR, CA és EGCG ébran feltlintetett koncentracioji oldataval 1 6ran
keresztiil inkubdltuk, majd feltdras utan mértiik a foszfatdz aktivitas véltozasat **P-MLC20
szubsztrattal. A kezeletlen sejtek foszfatdz aktivitasat tekintettiik 100%-nak. A kisérletek
eredményét 3-5 fliggetlen mérés atlagaként adtuk meg a szoérasokkal. (n.s. nem szignifikans,

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.)

A 26. dbran lathato, hogy az inhibitorok eltérd hatast fejtenek ki a kiillonb6z6 sejtvonalak
foszfatdz aktivitdsara. A B50 sejtekre kifejtett foszfatazgatlo hatas a legalacsonyabb. Az OA
kozel hasonld mértékben gatolt a B50 és HIC2 sejtekben, mig a HepG2 esetén, foként a
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magasabb koncentraciokban jelentésebb mértékli gatlast okozott. A TM kezelés a HIC2
sejtek esetén csaknem teljes gatlashoz vezetett, mig a masik két sejtvonalon csak részlegesen
csokkentette a foszfataz aktivitast. A MC-LR és az EGCG csak kisebb mértékben, de
szignifikansan csokkentette az aktivitast, mig a CA a B50 és HepG2 sejtekben nem, a H9C2
esetén csak kismértékii, de szignifikdns valtozast mutatott.

Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ezen inhibitorok gétlo hatasa fiigg az
alkalmazott sejtek tipusatol. Megfigyelhet, hogy az inhibitorok foszfatdzgitld hatdsa a
neuroblasztoma sejtekben alacsonyabb, mint a kardiomiocita vagy a hepatokarcindéma
sejtekben és ez Osszefiiggésben lehet az agyi eredetti lipidek kisebb mértékii inhibitorkotd

kapacitasaval.

Protein foszfatazok kolcsonhaté fehérjéinek izolalasa sejtlizatumbol

Mikrocisztin-LR biotinilalasa, tisztitasa és ellendrzése

Célunk volt egy olyan reverzibilis foszfataz immobilizalasi technika kidolgozasa,
amellyel a foszfatazok kolcsonhatési vizsgalatai kivitelezhetéek SPR rendszerben, illetve a

foszfatazok ¢s kdlcsonhato fehérjéik izolalhatoak sejtlizatumbol.
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27. abra A biotinilalt MC-LR MS spektruma
A mikrocisztin biotinilalasat ¢s HPLC tisztitdsanak hatasfokat MS analizissel (MALDI-TOF-
MS) ellendriztiik, amelynek szamitott molekulatomege (M+H'=1471,75 Da) jo egyezést
mutat a mért értékkel (M+H'=1471,59 Da).

Ehhez a mikrocisztin-LR-t hasznaltuk fel, amely szdmos protein foszfatdz k6zds, hatékony
gatloszere. A MC-LR biotiniladlasa sordn kapott reakcidelegyet forditott fazisi HPLC

oszlopon tisztitottuk, a kapott kromatogram alapjan a szintézis hatdsfoka megkdzelitette a
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60%-ot. A 27.dbran lathato termékrdl késziilt tomegspektrometrids felvételen azonositott két
csucs megfelel a biotinildlt MC-LR hidrogénnel (1471,59 Da, [M+H']) és natriummal
(1493,60 Da, [M+Na']) egyszeresen pozitivan ionizalt formajanak. A protonalt biotin-MC-LR
[M+H'] MS szoftverrel szamitott molekulatomege 1471,75 Da, amely megfeleld egyezést

mutat a mért értékkel.

A biotinilalt MC-LR immobilizaldasa és tesztelése a streptavidinnel konjugalt (SA) szenzor

chip feliiletén

Az SA szenzor chip egyik feliiletét telitettiik biotinilalt MC-LR-rel (1d. 28. dbra a),
ami atlagosan 400 RU egység volt, ez megkozelitdleg 400 pg/mm?, vagy 0,27 pmol/mm?
immobilizalt biotin-MC-LR-nek felel meg. Kontrollként médositatlan feliiletet hasznaltunk. A
feliilet foszfatazkotd kapacitasat rekombinans PPlc-vel (1d. 28. dabra b szakasza) vizsgaltuk.
A 28. dabran lathato, hogy a rPP1cd a kontroll feliilethez nem, mig a mikrocisztinnel boritott
feliilethez jol kotddott. Az aspecifikusan kotodott enzimet nagy sebességii, 10 perces mosassal
tavolitottuk el a feliiletrdl (1d. 28. abra c szakasza). A mosast kovetéen ~800 RU egységnek
megfeleld rPP1cd stabilan immobilizalodott a biotin-MC-LR-rel modositott SA chip
feliiletén, ami 800 pg/mm? vagy 0,021 pmol/mm? rPP1c8-nak felel meg. Ez azt jelenti, hogy
az immobilizalt biotin-MC-LR kevesebb, mint 10%-a képes a rPP1cd-t kotni. Ennek az lehet
az oka, hogy a kdzel 25-szor nagyobb molekulatomegii enzim (~38 kDa) kdtddése soran lefed
szamtalan szabad mikrocisztin molekulat a kornyezetében, ezzel sztérikusan gatolva ezekhez
tovabbi enzimmolekuldk kotédését. Vizsgaltuk a biotin-MC-LR-rPP1cd kozott kialakuld
kolcsonhatés erdsségét és stabilitasat abbol a szempontbol, hogy vajon képes-e a mikrocisztin
a felilleten tartani az enzimet abban az esetben is, ha ahhoz kolcsonhaté fehérjék is
asszocialnak. Ezért a PP1c egyik regulator alegységét, a tisztitott rekombinans GST-MYPT]1-
et injektaltuk (1d. 28. abra d) a biotin-MC-LR-rPP1cd komplex altal boritott feliiletre.
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28. abra A biotinilalt-MC-LR immobilizalasa SA chip feliiletére, majd a feliilet

foszfatazkoto kapacitasanak vizsgalata
A biotin-MC-LR-t kozvetleniil immobilizaltuk (a) streptavidinnel gyarilag médositott szenzor
chip feliiletére (felsé gorbe), amelyet 100 pl/min dramlasi sebességgel mostunk. Kontrollként
modositatlan, biotin-MC-LR mentes felilletet hasznaltunk (als6 gorbe). A feliilet
foszfatazkotd kapacitasat rekombinans PP1cd injektalasaval vizsgéltuk (b), amelyet 10 perces
mosas kovetett (c). A kialakult biotin-MC-LR-PP1cd komplex stabilitdsit GST-MYPT1-WT
injektalasaval teszteltiik (d), majd 5 perces mosast kdvetden a feliileten kialakult komplexet
0,5%-0s TFA oldattal visszanyertiik.

A GST-MYPT1 ~500 RU mennyiségben k&tédott (0,0034 pmol/mm?), ami azt jelenti, hogy a
feliileten kotott rPP1cd kevesebb, mint 20 %-a 1épett kdlcsonhatasba a regulator alegységgel.
A feliilet mosasat kovetden a kotddott fehérje komplexet 0,5%-os TFA oldattal nyertiik vissza
(1d. 28. dbra e), ami nem befolyasolta a streptavidin-biotin kolcsonhatast, igy visszamaradt az
ujrahaszndlhatd biotin-MC-LR-rel boritott feliilet. A kisérletet megismételtik a MYPT]I
regulator alegység PPlc-hez kotddd (His-MYPT1!%33 N-terminélis fragmentum) és nem
kotddd (GST-MYPT1667-10% " C_termindlis fragmentum) szakaszaval is, a kiértékelt, kontroll
feliileten kapott rezonanciajellel csokkentett szenzorgramot a 29. dbra szemlélteti. A teljes
hossztsagu és a PP1c-koté MYPTI1 fragmentum jelentdsen novelte a rezonanciajelet, mig a
nem kotddo peptidszakasz nem okozott szignifikans valtozast a rezonanciajelben.

A feliiletrdl visszanyert fehérjék azonositdsat dot-immunoblot technikéval végeztiik. A
mintidkban a GST-MYPTl1-et és C-terminalis fragmentumat anti-GST, a His-MYPT1!6%3-at
anti-MYPT'?%, a rPP1cS-t anti-PP1cd antitesttel azonositottuk. A mintdk tartalmaztak a
regulator alegységet és annak PP1c-kotd fragmentumat, valamint minden esetben a rPP1cd-t.

A PPlc-t nemkotd fragmentum nem volt detektalhatod a visszanyert mintakban.
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29. abra A biotin-MC-LR szenzor chip feliilet tesztelése
GST-MYPTI1-WT, a GST-MYPTI-CT és a His-MYPT1!%*? kstédésének vizsgalata biotin-

MC-LR feliileten immobilizalt rPP1cd-hoz, majd azonositasuk a visszanyert mintabdl dot blot
analizissel

A kontroll kisérlet igazolta, hogy a szenzor chip feliiletén immobilizalt biotin-MC-LR
nemcsak a rekombinans PP1cd-t, hanem annak regulator alegységeit és feltételezhetden mas

kolesonhato partnereit is képes a feliileten tartani.

PPlc és PP2Ac, valamint kélcsonhato fehérjéinek azonositasa kontroll és kezelt HaCaT sejtek

lizatumaban

Az izolélas soran a késziilek kiilsé egységét (Surface Prep egység 2) hasznaltuk. Ez az
egység a feliiletet nem osztja celldkra, hanem egyetlen nagyobb cellat hoz 1étre. A nagyobb
felilleten nagyobb mennyiségli biotin-MC-LR immobilizalhatd, ami a lizatumbodl torténd
foszfatdzok és kolcsonhatd partnereinek izoldldsa soran nagyobb mennyiségli visszanyert
mintat eredményez.

Elsdkeént vizsgaltuk a PPlc kiilonbdzd izoformainak mennyiségi valtozdsat normal és
PPlc csendesitett HaCaT sejtekben. Kontrollként Western blot analizist is végeztiink. A 30.
abran lathatd, hogy csendesités hatdsara csokkent a PP1c mennyisége a sejtekben, amely a
dot blot alapjan a visszanyert mintdban, valamint a Western blot alapjan a sejtlizatumban is

tikrozodik.
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30. abra A PP1c mennyiségének vizsgalata normal és PP1c csendesitett HaCaT sejtekben
A sejtlizatumbol visszanyert mintadkban (az ébra bal oldalan) dot blot analizissel, illetve a
lizatumban Western blottal (az abra jobb oldaldn) vizsgaltuk a PPlc mennyiségének
valtozéasat PP1ca/y (PP1cE9) izoenzimekre és PP1co izoformara specifikus antitestekkel.

Vizsgaltuk azt is, hogy adott fehérje foszforilaciojanak emelkedése vagy csokkenése
detektalhato-e a visszanyert mintdban. A HaCaT sejteket 100 nM kalikulin A-val kezeltiik,
amelynek hatdsdra szdmos foszfatdz gatlodik, a fehérjék foszforilacidja pedig ezaltal

novekszik, ami példaul a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldallancainak foszforilacigjahoz vezet.

31. abra A foszforilalt MYPT1 mennyiségének vizsgalata normal és CLA kezelt HaCaT
sejtekben

A visszanyert mintdkban (az abra bal oldalan) dot blot analizissel és a lizatumban Western

blottal (az 4bra jobb oldalan) vizsgaltuk a MYPT1PT® &5 MYPT1P™¥0 mennyiségének a

valtozasat.

A 31. abran lathato, hogy e hatarozott foszforilacios valtozasok a sejtlizatum és a visszanyert

mintak elemzésével is kimutathatdk a foszforilalodo oldallancokra specifikus antitestekkel.
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Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy ugyan a dot blot analizis altalaban nem
alkalmas kvantitativ adatok meghatarozasara, ennek ellenére ugy tiinik, hogy a detektalt jel

crer

mennyiségi valtozasok kovethetoek.

PPlc és PP2Ac kélcsonhato partnereinek izoldlasa és azonositisa normal és UVA

besugarzott HaCaT sejtek lizatumabol

Normal ¢és UVA fénnyel besugarzott HaCaT sejtekbdl prepardlt sejtlizatumot
aramoltattunk at a biotin-MC-LR-rel boritott szenzor chip feliilete felett és a visszanyert
mintakat kézvetleniil nitrocelluloz membranra cseppentve dot blot technikéval vizsgaltunk

szamos PP1c és PP1Ac regulétor alegységet és inhibitor fehérjét.

32. abra A PP1c, PP2Ac, valamint regulator és inhibitor fehérjéinek vizsgalata normal és
UVA besugarzott HaCaT sejtekben

A sejtlizatumbol visszanyert mintadkban (az ébra bal oldalan) dot blot analizissel, illetve a

lizatumban Western blottal (az dbra jobb oldalan) vizsgéltuk az abran feltiintetett fehérjéket.
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A 32. abran lathato, hogy a visszanyert mintdkban azonositottuk mind a PP1c-t, mind
a PP2Ac-t; a PPlc kélcsonhatd partnerei kozott a MYPT1, a TIMAP és az inhibitor-2
fehérjét; tovabba a PP2Ac A ¢és B reguldtor alegységét. Az 12 fehérje kivételével
megfigyelhetd, hogy mind a PPlc, mind a PP2Ac, illetve ezek vizsgalt regulator alegységei
kezeletlen sejtekhez viszonyitva kisebb mennyiségben nyerhetok ki az UVA fénnyel
besugarzott sejtekbdl, mint a kezeletlenekbdl. Ugyanakkor a kezeletlen és az UVA kezelt
HaCaT sejtek lizatumabol végzett Western blot szerint e fehérjék mennyisége kozel azonos,
azaz a kezelés hatéstalan a fehérjék expressziojara.

Foszfataz aktivitasméréseket végeztiink normal és UV A besugarzott sejtlizatumokbol,
amelyek igazoltdk, hogy a foszfatdz aktivitdas HaCaT sejtekben kozel 60%-ra csokken az
UVA fénnyel val6 besugarzas hatdséra (33. dbra).
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33. abra Foszfataz aktivitas valtozasa HaCaT sejtek UVA besugarzasanak hatasara
Normal és UVA besugarzott HaCaT sejtekben mértiik a foszfataz aktivitast >P-MLC20
szubsztrattal.

A sejtlizatumbol végzett Western blot elemzések viszont nem mutattak csokkenést a
vizsgalt fehérjék mennyiségében, ezért a visszanyert mintdkban UV A hatasara megfigyelt
csOkkenést nem a fehérjék degradacidja vagy expresszids valtozasa okozza. A pontos
mechanizmus nem ismert, viszont feltételezziik, hogy a foszfatdzok szerkezetvaltozasa
okozhatja az aktivitds csokkenését és a felilleten immobilizalt MC-LR-hez valo kisebb
affinitést.

A kapott eredmények azt igazoljak, hogy a modszer alkalmas a mikrocisztin-érzékeny
protein foszfatazok kolcsonhatd partnereinek azonositasara kiilonbozé sejtkulturdk fizioldgias

vagy koros elvaltozasa soran.
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A biotin-MC-LR alkalmazdsa a protein foszfatazok sejten beliili lokalizaciojanak vizsgadlatara

A biotin-MC-LR foszfatdzokkal valé kolcsonhatisa megfelelden erds ahhoz, hogy
alkalmas legyen azok sejten beliili lokalizaciojanak vizsgéalatara. A fixalt sejtekben képzddott
biotin-MC-LR-foszfatdz komplex azonositasara fluoreszcensen jelzett streptavidint
hasznaltunk. A 34. dbran lathatd, hogy a biotin-MC-LR kifejezetten a citoplazmaban és a
perinukledris régidban jelenik meg, valamint a magvacskaban is azonosithato. A specifikus
biotin/streptavidin blokkolas ellenére a jelzett streptavidin aspecifikus kotddése halvany,
altalanos festddést mutat a sejt egészén. A biotin-MC-LR jeldlhet szamos protein foszfatazt,
viszont a PPlc-hez és a PP2Ac-hez valo kotddését konfokalis mikroszkopidval végzett
kolokalizacids kisérletekkel is kimutattuk specifikus anti-PPlc és anti-PP2Ac antitestek

segitségével.

34. abra Protein foszfatiazok lokalizaciojanak kimutatasa biotin-MC-LR és anti-PP1c

vagy anti-PP2Ac felhasznalasaval

Paraformaldehiddel fixalt, majd permeabilizalt HaCaT sejteket inkubaltunk biotin-MC-LR,

valamint anti-PPlc vagy anti-PP2Ac oldataval, amelyeket fluoreszcensen jelolt

streptavidinnel, valamint masodlagos egér antitesttel detektaltunk.

Az egyesitett képeken a biotin-MC-LR és a PPlc, valamint a PP2Ac kolokalizacioja féként a

citoplazmaban lathato, jollehet a PP1c diffiz citoszolikus festddést mutat, valamint fellelhetd

a sejtmagban is. A PP2Ac-vel val6é kolokalizadcido nagyrészt a perinukearis régidban és a

magvacskakban figyelhetd meg. A biotin-MC-LR fluoreszcens jele lefedi ezeket a régiokat a

sejtben, ami igazolja nagy affinitasat és szelektivitasat ezekhez az enzimekhez.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a biotin-MC-LR alkalmas a mikrocisztin-érzékeny

protein foszfatazok sejten beliili altalanos lokalizacidjanak meghatarozésara.
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Megbeszélés
Tanninok hatasa a PP1c és PP2Ac aktivitasara és a gatlasi mechanizmusanak vizsgalata

A polifenolok hidrofob jellegli kdlesonhatdsokat alakitanak ki fehérjékkel (Haslam és
mtsai., 1996; Frazier és mtsai., 2009; Gyemant és mtsai., 2009), mikozben aromas gytriiikkel
intermolekularis kolcsonhatasokat létesithetnek egymassal is (Baxter ¢és mtsai.,, 1997;
Wroblewski és mtsai., 2001; Kiss ¢és mtsai.,, 2013), amely nagymértékben megneheziti a
kolesonhatési vizsgalatok (ITC, SPR) kiértékelését. A tanninok szamos enzim aktivitasara
fejtenek ki gatlé vagy aktivalé hatdst (Zhao és mtsai; Bode és mtsai., 2004; Feng és mtsai.,
2014), viszont foszfatazokra kifejtett hatasukat csak részben tartdk fel (Erdelyi és mitsai.,
2005; Qin ¢és mtsai., 2008), a gatldss mechanizmusardl pedig semmiféle adatunk nincs.
Megvizsgaltuk a PGG, az EGCG ¢és az Aleppo6i tannin foszfatdz aktivitasra kifejtett hatasat,
tovabba az EGCG szerkezeti rokon vegyiileteinek gatlo hatasat azzal a céllal, hogy az EGCG
szerkezetében a foszfatazokkal kdlesonhato régiokat azonositsuk.

Eredményeink arra utalnak, hogy a PGG, az EGCG ¢és az Aleppo6i tannin hatékony
inhibitorai a protein foszfatdzoknak. Részlegesen szelektiv gatloszerei a PPlc-nek, mig
PP2Ac-re kifejtett hatasuk csak kisebb mértékii, ami lehetdvé teszi a PPlc és a PP2Ac
aktivitasanak megkiilonboztetését a tanninok bizonyos koncentracidit alkalmazva. Az EGCG
kiilonbozd szerkezeti rokon vegyiiletei és egységei foszfataz aktivitasra kifejtett hatasabol arra
kovetkeztetiink, hogy a kdzponti flavonol molekula és a hozza kapcsolédoé galloil-csoport -
térallasatol fliggetleniil - fontos szerepet tdltenek be a gatlasi folyamatban, mig a
polifenolgytiri és a fenolos hidroxil-csoportok szama csak kevésbé befolyasoljak a gatlas
mértékét. SPR kompeticios kisérletekkel igazoltuk, hogy a PP1c hidrofob arkaval kolcsonhatd
foszfataz inhibitorok (MC-LR, OA) gatoljak a PGG és az EGCG kotodését, ami kozos
kotdhelyre utal az enzim szerkezetében. Feltételezéseinket NMR spektroszkdpiai vizsgalatok
¢s szamitogépes molekula-dokkolasi adatok is megerdsitették (Kiss és mtsai.,, 2013).
Mindezek alapjan megallapithatd, hogy a tanninok hidrofob kdlcsonhatast alakitanak ki a
PPlc aktiv centrumanak kornyezetében talalhatdo hidrofob arokkal. Az enzim-tannin
kolcsonhatast az EGCG hidroxil-csoportjainak aminosav oldallancokkal kialakitott
hidrogénkotései tovabb stabilizaljak. A tanninok foszfataz aktivitasra kifejtett hatdsuk
gyengébb (IC50 > 0,2-0,47 uM), mint a jol ismert foszfatazgatld toxinoké (IC50 < 0,1-0,05
nM) (Sheppeck és mtsai., 1997; Honkanen ¢és mtsai., 2002). Ezzel 6sszhangban van az is,
hogy a tanninok PPlc-vel kialakitott komplexének stabilitdsa (Ka) is nagysagrendekkel
kisebb, mint a toxinokkal kialakitott komplexeké (Stenlund és mtsai., 2006). A klasszikus

foszfatdz inhibitorok gatldé hatdsa a hidrofob arokhoz vald kotédésiikon kiviil az aktiv
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centrummal valo kolcsonhatasukon keresztiil is megvalosulhat, amely részben vagy egészben
érinti a hidrolizdlhat6 foszfatot és a fémionokat kot régiok lefedését, valamint
hidrogénkotések kialakitasat a centrum kozelében 1évd aminosav oldallancokkal (Colby és
mtsai., 2003). Eredményeink arra utalnak, hogy a vizsgalt tanninok foszfatazgatld hatasat az
enzim hidrofob arkdval valo kolcsonhatas €és azért a szubsztrattal vald vetélkedés okozza. A
toxinokkal szemben azonban a tanninok nem Iépnek kolcsonhatasba sem az aktiv
centrummal, sem mas, a szubsztrat megkotésében szerepet jatszo szerkezeti résszel (pl. savas
arok), ami a gyengébb gatld hatasukat magyarazhatja.

A foszfataz aktivitdsmérések soran kapott IC50 értékek nagymértékben eltérnek a
PPlc és a PP2Ac esetén. A hidrofob kolcsonhatasban résztvevd aminosav oldallancok a PP1c
¢s a PP2Ac hidrofob arkanak szerkezetében nagyrészt megegyeznek, viszont a kdlcsonhatas
stabilizalasadban szerepet jatszo6 aminosavak, amelyek hidrogénkotést alakitanak ki az EGCG-

vel, részben eltérnek.

35. abra Az EGCG elhelyezkedése a PP1c és a PP2Ac szerkezetében
(szamitogépes molekulamodellezo vizsgalat)
PPlc (kék), PP2Ac (narancssarga), az EGCG a PPlc szerkezetében (sarga), a PP2Ac
szerkezetében (zo6ld)
Az EGCG molekula pozicioja is kiilonbozik a két enzimben, azonban ez még nem indokolna
az eltérd gatlasi hatékonysagot. A szerkezeti és modellezési adatok alapjan feltételezheto,

hogy a PP2Ac-ben az Alal82—-Gly193 hurok pozicidja kiillonbozik a PPlc-ben az Argl87—
Gly199 hurok pozicigjatol. Ez a szerkezeti kiilonbség a PP2Ac-ben csokkenti a hidrofob arok
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cre

dbra). A PGG-vel hasonlé modellezés a molekula nagyobb forgési szabadsagi foka miatt a
rendelkezésre all6 programokkal nem valosithatd meg, azonban a kompeticios ¢s NMR
vizsgalatok a PPlc-vel valo f6 kolcsonhatast szintén a hidrofob arokkal feltételezik. E
tekintetben tehat a PGG esetében tapasztalt, a PP1c és a PP2Ac-re megfigyelt specificitasbeli
kiilonbség hasonld szerkezeti/illeszkedési tényezdknek tulajdonithatd, mint az EGCG
esetében.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a kiilonbdzd szerkezeti felépitésti tanninok a
foszfatazgatld szerek 0j csaladjat alkotjak, amelyek kozott a PGG-t ¢és az EGCG-t a PPlc
részlegesen szelektiv inhibitoraként azonositottuk. Kevésbé hatékonyak, mint a természetes
toxinok, viszont nem mérgezdek és egyszerii felépitésiiknek koszonhetden szerkezetiik kémiai
modositasaval feltehetéen uj ¢és szelektivebb foszfatazgatldé molekuldk szintézisének

alapmolekulai lehetnek.

Foszfataz inhibitorok membranpermeabilis sajatsagainak vizsgalata

Foszfatdz inhibitorok gatldé hatdsanak kifejtésében fontos szerepet jatszik a
sejtmembrannal kialakitott kolcsonhatasuk, illetve diffiziojuk a sejtbe, amelyet korabban mar
szamos esetben vizsgaltak (Namboodiripad és mtsai., 1996; Favre és mtsai., 1997). Az eddig
alkalmazott modszerek viszont nem szolgéltattak kvantitativ adatokat e kdlcsonhatasokra
vonatkozoéan. Membranasszocidcios ¢€s -disszociacids kisérleteink elvégzéséhez SPR
detektalason alapuld mérési technikat alkalmaztuk és az inhibitorok kolcsonhatasat kiilonb6zo
szovetekbdl izolalt lipidekbdl eldallitott micellakkal tanulmanyoztuk. Ezt a modszert gyakran
alkalmazzak gydgyszermolekuldk és kiilonb6zé homogén vagy inhomogén Osszetétell lipid
micelldk kolcsonhatasanak jellemzésére (Abdiche és mtsai., 2004; Cho és mitsai., 2004;
Besenicar ¢és mtsai., 2006). Szoveti eredetli teljes lipid kivonatokbol preparalt micellak ¢és
foszfatazgatld  toxinok asszociacids-disszociacios tulajdonsdgait azonban elsoként
tanulmanyoztuk. Megvizsgaltuk a klasszikus (OA, TM, MC-LR, CA, CsA) és az ujonnan
azonositott (EGCG) foszfatdz inhibitorok kotddésének kinetikai profiljat borji agy-, sziv- és
majszovet eredetli lipid micellakhoz. A lipid micellak 20 °C-on stabilan immobilizalédtak a

szenzor chip feliiletére, a foszfatdz inhibitorok lipid micellakkal kialakitott kdlcsonhatasa

.....

.....

megfigyelhetd. A membranasszociacios kisérleteket els6ként végeztiik el 37 °C-on (kordbban

20-25 °C), amellyel a lipid-inhibitor kolcsonhatas tulajdonsagai részletesebben
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jellemezhetéek. Fiziologidas homérsékleten az asszociacids kiilonbségek eltlintek, az
inhibitorok kotddésének koncentraciofiiggése megsziint és a disszociacid nagymértékben
lelassult. Feltételezhetd, hogy a hidrofob karakterli foszfataz inhibitorok (OA, TM, MC-LR)
elso 1épésben a micellak feliiletéhez kdtddnek, majd beépiilnek a kettds réteg szerkezetébe és
csak lassan disszocidlnak az intracellularis tér fel¢, ami valdsziniileg 6sszefliggésbe hozhato
az inhibitorok hatékony gatlasanak kifejtéséhez sziikséges hosszl inkubacios iddvel. Irodalmi
adatok szerint az OA esetén kétoras kezelés sziikséges a hatékony gétld hatds kifejtéséhez
(Favre és mtsai., 1997), ami a TM esetén még hosszabb idé mikromoélos koncentracioban valo
alkalmazasa esetén is. A részlegesen hidrofil karakter(i inhibitorok (CA, EGCG) nem képesek
megfeleld mértékben beépiilni a membranba, ami csékkenti permeécios képességiiket. Az
SPR kisérletek eredményeképp kapott szenzorgramok azt sugalljak, hogy 37 °C-on a hidrofob
karakteri €s nagyobb molekulatomegli inhibitorok (OA, TM, MC-LR) az asszocidcios
szakaszban bejutnak a ,,fluidabba” valt micella belsejébe, visszatartddnak és csak lassan
képesek kijutni, majd disszocidlni az injektalast kovetd mosasi fazisban. Ezzel szemben a
kisebb molekulatomegli gatloszerek (CA, EGCG) vagy egyaltalan nem vagy akadaly nélkiil
mozognak a lipid membranban és a mosasi fazisban teljes mértékben disszocidlnak. Az in
vitro membranasszociacids vizsgalatok azt mutattdk, hogy a kiilonbozo szdveti eredetii
micelldk kotokapacitasa eltérd, a foszfatdz inhibitorok legkisebb mértékben az agybol kivont
lipidekhez asszocialtak, leginkdbb pedig a m4jlipidekhez. Az in vivo kisérletek szerint a
kiilonbozé sejtvonalak esetén a foszfatdz inhibitorokkal vald kezelés a B50 sejteken
csokkentette legkevésbé a foszfataz aktivitast, ami jo egyezést mutat az in vitro kisérletek
eredményével. Mindkét esetben megfigyelheté volt, hogy a membranok telitddése mar
alacsony inhibitor koncentracié esetén bekdvetkezett, amelynek drasztikus novelése is csak
kismértékli valtozast okozott a rezonanciajelben vagy a gatlas mértékében. Ez azt sugallja,
hogy a gatlasi folyamatban a sebesség-meghatdrozd 1€pés az inhibitorok diffuzidja az
intracellularis térbe, amit a membranok inhibitork6td kapacitdsa is befolyasol.

Az aktivitasmérések és a latszolagos disszociacids egyensulyi allandok kozott nem
talaltunk Osszefliggést. A szamitott latszolagos disszociacios allando (Kpepp)) értéke alapjan
az OA nagy affinitdst mutatott a lipidekkel, ezzel szemben csak kismértéki
aktivitascsokkenést okozott a sejtekben még a legnagyobb koncentracidoban is. A TM-re
kapott Kppp) értéke magas, foszfataz aktivitasra kifejtett hatasa viszont alacsony koncentracio6
esetén is jelentds. A CA nagy affinitassal kotddik a lipid micellakhoz, mig foszfatadz aktivitast
gatld hatasa nem szignifikans, vagy csak nagyon kismértékt (H9C2). Ezen megallapitasok azt

sugalljak, hogy az inhibitorok gatlo hatadsanak kifejtésében nemcsak a toxinok lipidekkel
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kialakuld kolcsonhatasanak erdssége az egyetlen befolyasold tényezd, hanem mas faktorok
(pl. hémérséklet, transzporterek) is szerepet jatszanak. A MC-LR az epesav transzporteren
keresztiil képes bejutni a majsejtekbe (Runnegar és mtsai., 1995). Az altalunk vizsgalt HepG2
sejtvonal nem tartalmazza az emlitett transzportert (Boyer és mtsai.,, 1993), igy nem is
meglepd, hogy a MC-LR gatldsa mindharom sejtvonalon hasonld. Méréseink alapjan
megallapithatd, ami korabbi kisérletekkel is 6sszhangban van (Mathe és mtsai., 2009), hogy a
MC-LR magasabb koncentracidoban az epesav transzporter jelenléte nélkiil is képes a sejtekbe
diffundalni és foszfatazgatld hatést kifejteni.

Eredményeink arra utalnak, hogy az SPR detektalason alapuld mérési technika
alkalmas foszfatazgatld inhibitorok komplex 0&sszetételii lipid micellakkal kialakitott
kolcsonhatasanak jellemzésére. Az inhibitorok kotddését nagymértékben befolydsolja a
micellak lipiddsszetétele. A B50, H9C2 és HepG2 sejtvonalakon végzett foszfataz
aktivitaismérések is azt igazoljak, hogy az alkalmazott foszfatazgatld szerek hatasanak

kifejlodése a sejtek tipusatol is fligg.

Protein foszfatazok kolcsonhaté partnereinek izolilasa és azonositisa HaCaT

sejtlizatumbol

A sejtfolyamatok foszforildcioval torténd szabalyozasdban fontos szerepe van a
protein foszfataz katalitikus alegység regulator és inhibitor fehérjékkel, valamint szubsztrat
fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatdsanak. A foszfatdzok kolcsonhatd partnereinek izoldlasara
¢s azonositasara eddig alkalmazott hagyomanyos modszerek (immunprecipitaciéo vagy pull
down, amit vagy western blot vagy tomegspektrometria kovet) (Kolozsvari és mtsai., 2012;
Lontay ¢s mtsai., 2012) id6 és anyagigényesek, sok kisérleti 1épést igényld technikdk és
viszonylag nagymennyiségii minta és szamos fehérje/antitest sziikséges a kivitelezésiikhoz.
Az SPR alapu technika elvileg alkalmas fehérje komplexek izoldlasara kismennyiségi
sejtlizatumbol, amely a visszanyert minta témegspektrometrias analizisével kiegészitve sokkal
gyorsabban szolgaltathat eredményeket, mint a konvenciondlis mddszerek. Az izolalashoz
szlikséges egy olyan, a szenzor chip feliiletén immobilizalhat6 ,,befogd” molekula, amely
megfeleléen stabil komplexet képez a célfehérjével, és alapos mosasi 1épés utan kolcsonhatd
partnereivel egyiitt visszanyerhetiink és elemezhetiink.

Az Aaltalunk kidolgozott modszer segitségével a mikrocisztin-érzékeny protein
foszfatazok (PP1, PP2A, PP2B, PP4-7) (Honkanen és mtsai., 1990; Honkanen és mtsai.,
2002; Zhang ¢és mtsai., 2013) és kolcsonhatd fehérjéik izolalasa gyors és minimalis

mintamennyiséget igényel. A MC-LR-t biotinilaltuk és streptevidinnel kovalensen médositott
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szenzor chip feliiletére immobilizaltuk. A biotin-streptavidin kolcsonhatas megfeleléen erds
(Kp~10""°) ahhoz, hogy a feliileten tartsa a sejtlizaitumbol kikotott foszfatdzokat és
kolcsonhatd partnereit, valamint a visszanyerési folyamat sordn alkalmazott eljards sem
disszocialja azt a feliiletrdl, igy a kolcsonhatds vizsgalatara tobbszor is felhasznalhatd. A
modszert elsd 1épésben rekombinans PPlc-vel, annak MYPT1 regulator alegységével és
fragmentumaival teszteltilk. Megallapitottuk, hogy a biotin-MC-LR képes a rPPlc-t a
feliileten stabilan immobilizalni, az igy kialakult komplex koti a teljes hossziisagh MYPT1
regulator alegységet €s annak N-terminalis fragmentumait, mig C-terminalis szakaszat nem.

Normal és PPlc csendesitett, valamint a CLA kezelt keratinocita sejtek lizatumabol
visszanyert mintakban mind a foszfatazok, mind pedig a kdlcsonhatd fehérjéik mennyiségi,
valamint a fehérjék foszforilacids valtozasa is detektalhato. A dot-blot analizis altaldban nem
szolgéaltat kvantitativ mérési eredményeket, viszont a bemutatott kisérletekkel igazoltuk, hogy
az elemzés fokuszdban szerepld fehérjéknek a visszanyert mintadkban 1évé koncentracidja
tiikkrozi sejtbeli mennyiségiik valtozasat. A modszerrel vizsgaltuk kezeletlen ¢és UVA fénnyel
besugarzott HaCaT sejtekben a PPlc, a PP2Ac, valamint regulator és inhibitor fehérjéik
mennyiségi valtozasat. Eredményeink szerint a visszanyert mintdkban a vizsgalt foszfataz
katalitikus alegységek ¢és reguldtor fehérjéik mennyisége is csokkent UVA besugarzas
hatasara. Kisérleteinket foszfataz aktivitasmérések is alatamasztottak, miszerint az UVA
kezelés kozel 40 %-kal csokkentette keratinocita sejtekben a foszfatdzok aktivitasat, viszont a
sejtlizatum Western blot vizsgalata nem mutatott valtozast a fehérjék mennyiségében.
Feltételezhet6, hogy UVA besugarzas hatasara a sejtben keletkezett reaktiv oxigén gyokok
oxidaljak a fémionokat és/vagy a cisztein oldallacokat a PP1c és PP2Ac-ben (Kim ¢és mtsai.,
2003), ami a foszfatdzok szerkezetének megvaltozasat és aktivitasanak csokkenését okozza,
modositva ezzel az inhibitorokhoz (pl. MC-LR) ¢és a regulator fehérjékhez valo kotddésiiket
is.

A visszanyert mintak tomegspektrometrias analizise nem hozott eredményt, mivel az
immobilizalt biotin-MC-LR nemcsak a PP1c-t és a PP2Ac-t, hanem szamos mikrocisztinnel
kolcsonhatd protein foszfatazt is képes a feliileten kotni, igy a biotin-MC-LR kotékapacitasa
megoszlik ezen enzimek kozott. Tovabb csokkenti az egyes foszfatazokkal kolcsonhatd
fehérjék mennyiségét a visszanyert mintaban az, hogy a kialakult nagyméretii komplexek
lefednek szamos potencialis MC-LR molekulat a feliileten, igy sztérikusan gatoljak a fehérjék
kotédését az immobilizalt ,befogd” molekuldkhoz, tehat a kdotOkapacitds csak részben

kihasznalt. Szamitasaink és kisérleti probalkozéasaink alapjan a kotédo fehérjék nagy szama és
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legfeljebb néhany femtomodlos mennyisége a visszanyert mintdban MS analizist nem tesz
lehetéve.

Eredményeink arra utalnak, hogy az altalunk kidolgozott mddszer alkalmas a PP1c és
a PP2Ac megvaltozott asszociacios képességének detektalasara a chip feliiletén immobilizalt
MC-LR inhibitorhoz vagy kolcsonhato fehérjékhez a sejtek fizioldgids vagy patologias
elvéltozasait kdovetden. A modszer szintén felhasznalhatdo a PP1lc és PP2Ac, illetve regulator
fehérjéik poszttranszlacids modositasainak vizsgalatara, valamint eldzetes eredményeket
szolgéaltathat a foszfatdz komplexek dsszetételérdl. A bemutatott technika az ismert foszfataz
kolcsonhato fehérjék azonositasara korlatozodik, amelyek detektalasdhoz specifikus antitest
sziikséges. A modszer tovabbi fejlesztése soran arra fokuszalunk, hogy mivel a biotin-MC-LR
felszin a kisérlet soran nem karosodik, igy az MS-analizishez sziikséges nagyobb mennyiségii

mintat a visszanyerési folyamat tobbszori megismétlésével eldallitsuk.
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Osszefoglalas

A sejtfolyamatok szabalyozasanak egyik fontos mechanizmusa a fehérjék reverzibilis
foszforilacidja, amelynek mértékét a protein kindz/foszfataz aktivitds ardny hatdroz meg. E
folyamatokban fontos szerepe van a foszfo-Ser/Thr specifikus protein foszfataz-1 (PP1) és -
2A (PP2A) enzimeknek, amelyek katalitikus (PPlc és PP2Ac) ¢és regulator alegységekbdl
allnak, szabalyozasuk fontos eleme pedig kolcsonhatasuk reguldtor/inhibitor fehérjékkel és
toxinokkal. Ezért 0j inhibitorok azonositdsa, azok kotddési és gatlasi mechanizmusainak
feltarasa, valamint a fehérje-fehérje kolcsonhatasok kimutatdsa a teriilet aktudlis kutatasi
céljai kozé tartoznak. Munkéank f6 célkitiizése a felszini plazmonrezonancian (SPR) alapul6
kotdédési modszer alkalmazésa volt e kérdések vizsgalataban.

Kimutattuk, hogy a tanninok koziil az EGCG, a PGG ¢és az Aleppdi tannin hatékonyan
gatoljak a PP1c és PP2Ac aktivitasat, a PP1c részlegesen szelektiv gatloszereinek tekinthetok.
SPR kompeticios kisérletek alapjan hatasukat a PP1c katalitikus centrumanak hidrofob arkaba
kotédve fejtik ki. Foszfatdzgatlo inhibitor molekuldk (toxinok, tanninok, ciklikus peptidek)
membranpermedbilis sajatsagait modelleztiik szoveti eredetli lipidekbdl eldallitott micelldkkal

torténd kolcsonhatdsuk SPR modszerrel torténd meghatarozésa alapjan. Az inhibitorok

.....

.....

disszociacidjuk viszont lassu, feltehetden az inhibitorok lipid micellakban torténd
interkaldcioja miatt. A foszfatazgatld mikrocisztin-LR (MC-LR) biotinilalt formajat, mint
,befogd” molekulat alkalmaztuk PPlc és PP2Ac, valamint ezek kolcsonhatd fehérjéinek
izolalaséara streptavidinnel kapcsolt szenzor chip felilletén HaCaT sejtek lizdtumabol SPR
modszerrel. A visszanyert fehérjék immunolédgiai elemzésével megallapitottuk, hogy a
modszer alkalmas PP1c és PP2Ac, valamint k6tddd fehérjéik és azok foszforilacids allapota
megvaltozasanak detektalasara kontroll, foszfatdzgatloval kezelt vagy UVA besugarzott
HaCaT sejtek lizatumabol.

Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a tanninok a foszfatdzgatlé molekulak
Uj csaladjanak tekinthetok és kémiai modositasukkal hatékony, kevésbé toxikus €s szelektiv
gatloszerek fejleszthetdk. A foszfatdzgatld toxinok membran lipidekkel vald kolcsonhatéasi
sajatsagaik befolyésoljak az inhibitorok kiillonbozo eredetli sejtekre kifejtett gatld hatdsat. Az
SPR szenzor chip feliileten immobilizalt MC-LR alkalmas a foszfataz katalitikus alegységek,
valamint azok kolcsonhatd fehérjéinek izolalasara és ezt koveté immunoldgiai kimutatasara

kontroll és kiilonb6zé mddon kezelt sejtek lizatumabol.
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Summary

The reversible phosphorylation of proteins is an important mechanism in the
regulation of cellular processes, which 1is determined by the ratio of protein
kinase/phosphatase activity. The phospho-Ser/Thr specific protein phosphatase-1 (PP1) and -
2A (PP2A) are responsible for the dephosphorylation of many cellular proteins. They consist
of catalytic and regulatory subunit(s), and their activity is mediated by interactions with
regulatory/inhibitory proteins and toxins. Identification of new inhibitors, determination of
their binding and inhibitory mechanisms and detection of regulatory protein-protein
interactions are included in the actual research goals of this field. Our aim was to use the
surface plasmon resonance (SPR) based binding technique in the investigation of these
questions.

We found that tannin derivatives such as EGCG and PGG inhibit effectively the
activity of PP1c and PP2Ac and they are partially selective inhibitors of PP1c exerting their
inhibitory effect by binding to the substrate binding hydrophobic groove of PPlc as
determined by SPR competition experiments. Membrane permeable properties of phosphatase
inhibitor molecules (toxins, tannins, cyclic peptides) are modeled by their interaction to lipid
micelles derived from different tissues detected by SPR method. The membrane-association
of inhibitors is fast at physiological temperature and depends on the composition of the lipids,
their dissociation is slow, probably due to the intercalation of the inhibitors in lipid micelles.
The biotinylated form of phosphatase inhibitory microcystin-LR on the surface of streptavidin
coupled sensor chip was used as capturing molecule to isolate the PP1c and PP2Ac as well as
their interacting proteins from HaCaT cell lysate by SPR method. The immunological analysis
of the recovered samples proved that the method is suitable for the detection of PPlc and
PP2Ac as well as their interacting proteins and for the changes of their phosphorylation state
after pathological challenges of HaCaT cells.

In summary, our results suggest that the tannin components represent a new and
effective family of phosphatase inhibitory compounds, which are less toxic than the natural
phosphatase inhibitory toxins and their chemical modification may be promising to develop
selective inhibitors for the distinct phosphatase types. The interaction characteristics of
phosphatase inhibitors to membrane lipids influence the inhibitory effect in a cell type
dependent mannar. The immobilized MC-LR on the surface of SPR sensor chip is suitable for
isolation of phosphatase catalytic subunits as well as their interacting proteins followed by

immunological detection from differently treated cell lysates.
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