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Bevezetés

A sejtekben lejatszodo folyamatok szabalyozasaban fontos szerepe
van a fehérjék foszforilaciojanak és defoszforilacidjanak. A fehérje
foszforilaci6 mértékét a foszforilaciot Kkatalizalé protein kinaz és a
defoszforilaciot katalizalo protein foszfataz aktivitasanak aranya szabja meg.
Az utébbi évtizedekben a protein foszfatdzok szamos tipusat azonositottak,
ezek kozlil azonban kiilonos figyelem iranyul a foszfoszerin/threonin
specifikus protein foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A) enzimekre, amelyek a
sejtek foszfofehérjéinek tobbségét defoszforilaljak. A protein foszfatazokat a
hozzajuk kapcsolédd regulator alegységek vagy inhibitor fehérjék
szabalyozzak, amelyek meghatarozzak az enzim katalitikus aktivitasat, illetve

szubsztratspecificitasat.
A PP1 funkcioi, szerkezete és szabalyozasa

A protein foszfataz-1 (PP1) holoenzim formajaban minden eukariota
sejtben expresszalodik, fontos szabalyozd szerepet tolt be a meidzisban ¢és a
sejtosztodasban, tovabba a sejthaldlban, fehérjeszintézisben, anyagcserében,
citoszkeletalis atrendezodésben, valamint a membranreceptorok és -CSatornak
szabalyozasaban. Emlésokben harom izoformaja ismert: PP1ca, B/ és ay. Y-
alaku katalitikus arkainak keresztezodésében helyezkedik el az enzimaktivitas
kifejezédésében szerepet jatszo aktiv centrum, amely Fe®* és Zn?* ionokat
koordinalva egy szerkezeti vizmolekula aktivalasa révén eldsegiti a
szubsztratmolekula foszfo-Ser/Thr oldallancanak hidrolizisét. A katalitikus
arok harom f0 egységre tagolodik: C-termindlis, savas és hidrofob arok,
amelyek a szubsztrat kotésében jatszanak fontos szerepet.

A PP1 regulator fehérjék szerkezete igen valtozatos, viszont szinte

mindegyik tartalmaz egy révid szekvenciamotivumot (K/R-x1-V/I-X2-F/\W,
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roviden RVxF), amely biztositja a specifikus kotddést a katalitikus
alegységhez. A PP1 szabalyozd alegységek két csoportba sorolhatok: célra
iranyité és katalitikus aktivitast gatld fehérjék. A célra iranyit6 alegységek
PPlc és szubsztratkotd hellyel is rendelkeznek, kolcsonhatasuk soran a
holoenzimet az adott szubsztrathoz vagy a sejt megfeleld szubcellularis
kompartmentjéhez iranyitjak. Ezzel szemben a gatld fehérjék PPlc-kotd
hellyel igen, mig szubsztratkotd hellyel nem rendelkeznek, igy ezek a fehérjék
lehetnek az enzim szubsztratjai (Rb, Nek2, AKAP149) vagy inhibitorai is. Az
inhibitorok altalaban 14-32 kDa tomegii héstabil molekuldk (11, 12, CPI-17),
amelyek a PP1c-hez kotédve szabalyozzak annak katalitikus aktivitasat. A
PP1 katalitikus alegység (PP1c) aktivitasat a Thr320 oldallancanak sejtciklus-
fiiggd foszforilacidja is gatolhatja. Hasonld gatlasi mechanizmus a PP2Ac
tirozin foszforilacidjan keresztiil is megvalosulhat.

A PPl Kkatalitikus aktivitdisa membranpermeabilis toxinokkal is
szabalyozhat6 (okadansav, tautomicin, mikrocisztin, kantaridin, kalikulin A),
amelyek az enzim hidrofob arkaba kotédve gatoljak a szubsztrat kotddését és
lefedhetik a katalitikus centrum egy részét is, megakadalyozva ezzel a
szubsztrat hidrolizisét. Ezek a toxinok a PP2A aktivitasat is befolyasoljak.
Korabban igazoltak a tanninok hatasat a PP1 és PP2A enzimek aktivitasara,

viszont a gatlas mechanizmusa még nem ismert.
PP2A funkcioi, szerkezete és szabalyozasa

A PP2A multimer enzim, amelynek katalitikus alegysége (PP2Ac) az
evolucid soran nagymértékben megtartotta szerkezetét. Fontos szerepet jatszik
a sejtproliferacioban és az apoptozisban, a sejteck motilitasaban, a
morfogenezisben, a sejtciklus és szamos jelatviteli utvonal szabalyozéasaban,

valamint tumorszupresszor hatdsa is van. Az enzim heterotrimer, amelyet a
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heterodimer katalitikus (C) és A (vagy PR65) allvany alegység, valamint a B
regulator alegység épit fel. A B szabalyozé alegységnek négy osztalya (és
szamos elnevezése) ismert, ezeket B (B55 vagy PR55), B’ (B56 vagy PR61),
B"” (PR48/PR72/PR130), és B"" (PR93/PR110) betiikkkel vagy sokféle
betiikombinacioval jelolik. A B alegységek mindegyikének 2-5 izoformaja
1étezik, igy szamos trimer holoenzim johet 1étre ezek variansaként.

A PP2A szabalyozasa, hasonléan a PPIl-hez, egyrészt regulator
fehérjékkel valo kolcsonhatasokkal valdsulhat meg, masrészt kiilonb6zo
poszttranszlacios modositasokon keresztiil is torténhet, amelyben novekedési
faktorok, inzulin receptor és mas tirozin kinazok is részt vehetnek, gyakran az
enzim inaktivaciojat okozva. A PP2A holoenzim aktivitasat az inhibitor-1 (11)
és inhibitor-2 (12) fehérjék nem befolyasoljak, aktivitisahoz fémionok nem
sziikségesek, szemben a Mg? -fiiggé PP2C-vel. A PP2A-t a foszfataz inhibitor
toxinok koziil a mikrocisztin-LR (MC-LR), a kalikulin A (CLA) és az
okadansav (OA) is képes gatolni.

A miozin foszfataz szerkezete és kolesonhatasa a miozin szubsztrattal

A miozin foszfataz (MP) holoenzimet a PP1c, a MYPT1 (Myosin
Phosphatase Target subunit 1) szabalyozo alegység, ¢s egy ismeretlen
funkcioju 20 kDa mérett fehérje alkotja. A MYPT1-et elsdként csirke ziza és
patkany aorta konyvtarbol klonoztak. Azonositottak egy hosszabb (133 kDa)
¢s egy rovidebb (110-130 kDa) MYPT1 izoformat is. A méretbeli
kiilonbségek a kozépso inzert, illetve a leucin cipzar jelenlétét vagy hianyat
tikkrozik. A MYPT1 szerkezetének N-terminalis végén talalhato a KVKF (35-
38) PP1c-koté motivum és az ankirinszerli ismétlddéseket tartalmazo szakasz

(39-296). Elkiilonithetd még a savas oldallancokban gazdag régio (326-372),



az ionos szakaszok (719-793, 814-848), a Ser/Thr aminosavakban gazdag
régid (770-793), valamint a k6zéps6 inzert (517-553).

A PP1 katalitikus alegységgel kialakitott kolcsonhatasdban a PPlc-
k6t6 motivum interakciojat kovetd MYPT1# szakasz kapcsolodasa el8segiti

1192%  valamint a savas

az ankirinszerli ismétlédéseket tartalmazdo MYPT
MYPT1¥°M régio kotédését.

A MP szubsztrat fehérjékkel valod kolcsonhatasaban a MYPT1 N- és
C-terminalis régioi is fontos szerepet jatszanak. A miozin szubsztrat
foszforilalt konnytilanca (P-MLC20) a MYPT1 N-terminalis szakaszanak

ankirinszerii ismétlédéseihez, mig nehézlanca a C-terminalis részéhez kotodik.

Gyoégyszerek és toxinok lipid membrannal valé Kkolecsonhatasanak
vizsgalata felszini plazmonrezonancian (SPR) alapulé kotodési
technikaval

A gyogyszermolekulak vagy toxinok kotédése a fehérjékkel vagy lipid
micellakkal boritott felszinhez a rezonanciajel valtozasat okozzak, amelybél
meghatarozhaté a kolcsonhatas asszociacios-disszocidcios profilja és valos
idében nyomon kovethetd a folyamat. A felilleten immobilizalt lipid
kettosréteg felhasznalhato transzmembran fehérjek kiilonb6zo
kolcsonhatasainak, illetve menbranpermedbilis molekuldk micellakkal

kialakitott kapcsolatanak elemzésére.

Fehérjék kolcsonhaté partnereinek azonositasa sejtlizatumboél

A SPR (Surface Plasmon Resonance) detektalasi elven alapuldé mérési
technika lehetdséget nyujt fehérjék kolcsonhatd partnereinek izolalasara
sejtlizatumokbdl, majd a visszanyert mintaban 1évé fehérjék immunoldgia
modszerrel és/vagy tomegspektrometriaval azonosithatok. Modern késziilékek

(pl. Biacore 3000) rendelkeznek egy kiils6 egységgel, amelyben a szenzor chip
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feliiletének tobb mint haromszorosa felhasznalhatdé immobilizalasra, mint az
integralt mikrofluid rendszerben, és ezzel aranyosan novelheté a feliilet

kotékapacitasa is.



Célkitiizések

A gallotanninok gatlo hatasat a PP1 és a PP2A enzimek aktivitasara
mar  korabban  kimutattdk, viszont gatlasi  mechanizmusuk  és
tipusspecificitasuk nem ismert. A membranpermeabilis foszfatdz inhibitorok
gatldo hatasanak kifejtésében a sejtmembranon vald atjutas a folyamat
sebesség-meghatarozo 1épése lehet. Az eddig alkalmazott moddszerek nem
szolgaltattak adatokat az inhibitor-membran kolcsonhatas — kinetikajara
vonatkozodan. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a protein foszfataz katalitikus
alegységek szabalyozasa kiillonbozé regulator vagy inhibitor fehérjékkel
kialakitott kolcsonhatasukon keresztiil valdosulhat meg, amely befolyasolja az
adott sejtfolyamat lejatszodasanak iranyat és sebességét is. E kolcsonhatasok
feltarasa a jelenleg elérheté modern modszerekkel azonban még nem teljesen
kidolgozott.

Mindezek alapjan kutatasi célkitlizéseink az alabbi kérdések

tanulmanyozasa koré csoportosultak:

1. A polifenolok és szarmazékaik gatldo hatdsanak tanulmanyozasa a PP1

és a PP2A enzimek aktivitasara.

2. Az EGCG ¢és a PGG polifenolok kotéhelyének felderitése a PP1

enzim szerkezetében SPR modszerrel.

3. Foszfatdz inhibitorok kiilonb6z6 eredetii lipid micellakkal kialakitott
kolcsonhatasanak kvantitativ jellemzése: 0j adatok szolgaltatisa a

gatlas mechanizmusanak megértéséhez.

4. Uj SPR detektaldsi elven alapuld modszer kidolgozasa a protein
foszfatdzok kolcsonhatd partnereinek azonositasara sejtlizatumbol a

sejtek eltérd kezelését kdvetden.
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Anyagok és moédszerek

Biomolekularis kolesonhatasok vizsgalata SPR modszerrel

A feliilleti plazmonrezonencia két kiilonb6z6 torésmutatdja réteg
hatarfeliiletén, az elektronvezetési rétegben jatszodik le. A modszer 1ényege,
hogy az egyik kolcsonhatd partnert immobilizaljuk a szenzor chip feliiletén,
mig a masik partnert a felszin felett aramoltatjuk. A molekulak kotédése az
immobilizalt ligandumhoz megvaltoztatja a feliileti koriilményeket, és a
rezonanciajel eltolodasat okozza, ami aranyos a felillethez asszocialt
molekulak mennyiségével, tomegével. Az igy kapott szenzorgram alkalmas
kinetikai paraméterek, igy pl. az asszociacios és disszociacios sebességi
allandok (ka,, Kg) meghatarozasara, amelybdl a kolcsonhatasra jellemzd
egyensulyi allandok (Ka, Kp) szdmolhatdak.

Kisérleteim soran CMS5, SA ¢és L1 tipusu szenzor chipeket hasznaltam.
A CMS5 chip karboximetil dextran matrixot tartalmaz, amely alkalmas amino-,
tiol-, illetve aldehid-csoporton keresztiil t6rtén6 kovalens immobilizalasra. A
streptavidinnel kovalensen modositott SA chip biotinilalt fehérjék, molekulak

immobilizalasara, az L1 chip lipid micellak megkotésére alkalmazhato.

A tanninok rekombinans PP1c3-hoz valé kot6édésének vizsgalata SPR
mdédszerrel

A vizsgalat soran rekombinans PP1cd-t kovalensen, amino-csoporton
keresztiil immobilizaltunk CM5 szenzor chip feliiletére. A tanninok 70 pl
térfogatii oldatat 7 percig injektaltuk a PPlc-vel boritott szenzor chip
feliiletére, amelyet 6 perc disszociaciods szakasz kovetett.

Kétféle kompeticios kisérletet végeztiink a tanninok kotodési helyének
felderitésére, amelyhez OA-t vagy MC-LR-t hasznaltunk, mivel ezek PP1c-vel
vald kolcsOnhatasi mechanizmusa ismert. A szenzor chip feliiletén
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immobilizalt rPP1cs-t 1 uM MC-LR vagy 5 pM OA oldatanak injektalasaval
telitettiik, majd (OA esetén ugyanezen inhibitor koncentraciok mellett) 10 uM
penta-O-galloil-B-D-gliikoz (PGG) vagy 5 uM (-)-epigallokatekin-3-gallat
(EGCG) tanninok oldatat injektaltuk a feliiletre.

Kidolgoztunk egy specialis PP1c immobilizalasi technikat is: a biotin-
MC-LR-t immobilizaltuk strepatvidinnel kapcsolt SA chip feliiletén, amelyre
rPP1csé-t 1 uM koncentracidban telitésig injektaltunk. A biotin-MC-LR-rPP1c
kolcsonhatas elegendéen erés ahhoz, hogy az immobilizalt biotin-MC-LR
stabilan a feliileten tartsa az enzimet. Az immobilizalast kdvetéen a biotin-
MC-LR-rPP1cé komplexszel  boritott  felilletre a  fent alkalmazott
koncentracioban PGG-t és EGCG-t injektaltunk, valamint kontrollként Flag-
MYPT1 1 pM-os oldatat. A szenzorgramok kiértékelését BIAevaluation 3.1

szoftverrel végeztiik.

Lipid micella preparalasa

Borju agy, sziv é maj teljes lipid kivonatokbol micellakat
készitettiink. 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. Az igy kialakult micellak mérete nagymértékii
inhomogenitast mutatott, ezért a lipid szuszpenziot 100 nm porusatmérdji
polikarbonat szlir6n vald tobbszori atpréseléssel homogenizaltuk. Ezutidn a
lipid szuszpenziot az immobiliz6ld pufferben tovabb higitottuk ~1 mg/ml

koncentraciora.

Lipid micellak immobilizaldsa L1 tipusd szenzor chip feliiletére
Az agy, sziv és maj lipid kivonatokbol preparalt micellakat izolalt

felilleteken 2 pl/min éaramlasi sebességet alkalmazva telitésig torténd
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injektalassal immobilizaltuk. Az lipid micellak atlagos immobilizacidja 7500
+ 200 rezonanciajel egységnek adodott. A referencia (lipid mentes) és a harom
kiilonb6z6 0Osszetételi micellaval boritott felszint 0,1 mg/ml BSA oldattal

blokkoltuk.

Protein foszfataz inhibitorok membran-lipid micelldkhoz torténé

Foszfatazgatlo molekulak kiillonbdz6 lipidosszetételii micellakkal
kialakitott kolcsonhatasat vizsgaltuk SPR modszerrel. A membran-lipid
micellakhoz torténd asszociacios és disszociacios vizsgalatokat 20 és 37 °C-on
(fiziologias homérsékleten) végeztiik, amelyhez L1 tipusi szenzor chipet
hasznaltunk. Kinject tipusu injektalasi modot alkalmaztunk, amelyben 120
masodperces asszociacios €s disszociacios 1d6t allitottunk be (37 °C-on 60 s
volt). Az inhibitorok oldatat egy 1épésben, névekvd koncentracioban, egymas
utan injektaltuk a kontroll és a hirom kiillonbozé lipidosszetételii micellat
tartalmazo feliilletre. Minden koncentracidésorozat utan a feliileteket
regenerdltuk és mérés eldtt friss lipid micellakkal boritottuk be. A

szenzorgramok kiértékelését BlAevaluation 3.1 szoftverrel végeztiik.

Sejtkultirak fenntartasa, kezelése foszfataz inhibitorokkal és besugarzasa
UVA fénnyel

Kisérleteinkhez neuroblasztéma (B50), kardiomioblaszt (H9C2),
hepatokarcinoma (HepG2) ¢és human keratinocita (HaCaT) sejtvonalakat
hasznaltunk. A sejtek tenyésztése 37 °C-on, 5% CO; és 95% levegd, valamint
80% feletti paratartalom mellett inkubatorban tortént. D-MEM alapta
tapfolyadékot hasznaltunk, amely tartalmazott még 10% FBS-t, 2 mM
glutamint és 100 U/ml penicillin/streptomicint és 500 U/ml antibiotikum-

antimikotikumot. Foszfataz inhibitorokkal valo kezelés el6tt a sejteket 16 oran
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at szérummentes médiumban éheztettiik. B5S0, H9C2 és HepG2 sejteket 60
percig inkubaltuk OA, TM, MC-LR, CA (kantaridin) és EGCG inhibitorokkal
harom kiillonb6z6 koncentracioban. Az inhibitor kezelés hatasat foszfataz
aktivitas mérésekkel vizsgaltuk. A HaCaT sejteket 100 nM CLA-val kezeltiik
vagy 10 J/lcm? UVA fénnyel besugaroztuk Bio-Sun UV besugarzé kamraban
(Vilbert Lourmat, France). A sejtek lizalasat kovetden centrifugalas utan
kapott feliiliszokat hasznaltuk a foszfataz aktivitds meghatarozasara és a

kolcsonhatasi vizsgalatokra.

Western blot analizis

A sejtlizatumokbol 30 pg (foszfofehérjék esetén 50 pg) fehérjét 10%-
os akrilamidot tartalmazé SDS-PAGE gélen valasztottuk el, majd nitrocelluloz
membranra blotoltuk. A membrant 3 m/v %-0s BSA oldattal blokkoltuk és az
elsédleges, majd a HRP-konjugalt masodik antitest oldataval inkubaltuk. Az
immunreakciokat nagy érzékenységii kemilumineszcencian (ECL) alapuld

modszerrel detektaltuk.

Dot blot analizis

A foszfatdz kolesonhatok izolaldsa sordn nyert mintdkat a késziilek
kozvetleniil nitrocellul6z membranra cseppentette, amelyeket szaradds utan
blokkoltunk és a Western blothoz hasonlé higitasban inkubdltuk az elsé és
masodik antitestek oldataval. A kapott jeleket ECL reagenssel detektaltuk.

Protein foszfataz aktivitas mérése

A foszfataz aktivitisméréseket 30 °C-on végeztik, 1 uM *P;-vel
radioaktivan jelzett miozin konnyiilanc (**P-MLC20) szubsztratot hasznalva.
A tisztitott foszfatdzok esetén 10 perc, sejtlizatumok esetén 1-2 perc

inkubacios 1dot alkalmaztunk. A szubsztratbol felszabaduld 32Pi-t a fehérjék
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triklor-ecetsavval torténd kicsapasat és centrifugalast kovetden a feliiluszobol

hataroztuk meg.

siRNS transzfekcio

HaCaT sejtekhez panPP1l SiRNS-t adva csendesitettik a PPlc-t,
amelyet DharmaFECT 2 transzfekcids reagenst tartalmazé szérummentes D-
MEM tapfolyadékban oldottunk. A HaCaT sejtszuszpenzidhoz az SiRNS-t 100
nM végkoncentracidban adtuk és 30 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. A
sejteket sejttenyészté edénybe szélesztettik és hozzaadtunk azonos
mennyiségii 20% FBS-t tartalmaz6 D-MEM téapoldatot, majd 48 orara az
inkubatorba tettiik.

Mikrocisztin-LR biotinilalasa

A mikrocisztin-LR  N-metildehidroalanin ~ (MDHA)  metilén-
csoportjahoz elsé 1épésben etanditiol (EDT) molekulat kapcsoltunk, amelyet
jodacetil-LC-biotinnal reagaltattunk. A EDT-MC-LR-t C18 Sep-Pak oszlopon
tisztitottuk, majd szobahémérsékleten 90 percig s6tétben inkubaltuk 6 mmol
jodacetil-LC-biotin/fmmol EDT-MC-LR oldattal. A biotinilalt mikrocisztint
forditott fazisu preparativ HPLC-n tisztitottuk. A kapott frakcid biotin-MC-LR
tartalmat, illetve a termék tisztasagat tomegspektrometriaval (MALDI-TOF-
MS) vizsgaltuk.

Biotin-MC-LR immobilizalasa SA tipusu szenzor chip feliiletére
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 a streptavidinnel modositott chip feliiletére, amely megkdzelitéleg

400 RU rezonanciajel valtozast okozott az alapvonalhoz képest.
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A szenzor chip feliilletéhez kotodott komponensek visszanyerése az
integralt mikrofuid rendszerbdél (IFC)

Rekombinans PP1cd-t 1 pM koncentracidban aramoltattunk at a
mikrocisztinnel médositott és a kontroll felszin felett. A telitési fazis utan a
feliileteket mostuk, amig a rezonanciajel stabilizalodott. A feliileten kotott
rPP1c-t 0,5%-os trifluorecetsav (TFA) vizes oldataval visszanyertiik, amelyet
a késziilék koézvetleniil nitrocelloléz membranra cseppentett, és dot blot
technikaval elemeztiink.

Tovabbi kisérletekben a biotin-MC-LR-rPP1c komplexszel telitett
feliiletre a MYPT1 vad tipusa (GST-MYPT1"%%) PP1c-hez k6t6dé (His-
MYPT1%%%) ¢s nem koété6ds (MYPT1%7%%)  fragmentumait injektaltuk,

amelyeket a fent leirt modon visszanyertiink és elemeztiink.

A szenzor chip feliilletéhez kotédott fehérjék visszanyerése a Kiilso
feliiletkezel6 egységbdl (SPu2)

A Biacore 3000 késziilék rendelkezik egy specialis kiilso feliiletkezeld
egységgel, amelynek segitségével az IFC-ben a négy cella feliiletéhez (4x1,2
mm?) viszonyitva tobb mint haromszoros (16 mm?) szenzor chip felszin all
rendelkezésre, ezaltal ndvelhetd a visszanyert fehérjék mennyisége, valamint
megakadalyozhat6 az IFC sejtkivonatok altali szennyezédése. Ugyanazokat a
beallitasokat (aramlasi sebesség, injektalasi és inkubacios id6) alkalmaztuk,
mint az IFC-ben. Normal, PP1c-csendesitett, CLA kezelt vagy UVA fénnyel
besugarzott sejtek lizatumat injektaltuk a biotin-MC-LR-rel boritott felszinre,
majd a visszanyert mintakat az el6z6ekben leirt modon nitrocelluloz

membranra cseppentve dot blottal elemeztiik.
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PPl1c és PP2Ac sejten beliili lokalizaciéjanak vizsgalata biotin-MC-LR
felhasznalasaval

HaCaT sejteket fixaltunk, permeabilizaltunk, majd blokkoltunk. A
fedélemezeket biotin-MC-LR, majd anti-PP1c(E9) vagy anti-PP2Ac antitest
oldataval inkubaltuk. Detektalashoz Alexa 488 konjugalt Streptavidin (z61d)
¢s Alexa 594 konjugalt masodik antitest (piros) oldatat hasznaltuk. Végiil a
fedélemezeket DNS-hez kot6doé festékanyagot (DAPI) tartalmazé ProLong
Gold Anitifade reagenssel a targylemezhez rogzitettiik és Zeiss LSM 510

konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkoppal vizsgaltuk.
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Eredmények és kovetkeztetések

Tanninok hatasa a PPlc és a PP2Ac aktivitasara és a gatlasi
mechanizmusanak vizsgalata

Megvizsgaltuk a PGG, az EGCG, illetve az utdbbi szerkezetéhez
hasonl6 vegyiiletek foszfataz aktivitasra kifejtett hatasat azzal a céllal, hogy az
EGCG szerkezetében a foszfatazokkal kolcsonhatd régiokat azonositsuk.
Eredményeink arra utalnak, hogy a PGG és az EGCG hatékony inhibitorai a
protein foszfatazoknak, részlegesen szelektiv gatloszerei a PPlc-nek, mig
PP2Ac-re kifejtett gatlo hatasuk csak kisebb mértékii. A PGG és EGCG ezen
tulajdonsaga lehetové teszi a PP1 és PP2A aktivitasok megkiilonboztetését a
tanninok bizonyos koncentracioit alkalmazva. Megallapitottuk, hogy az
EGCG kozponti flavonol egysége és a hozza kapcsolédd galloil-csoport
jelent6sen, mig a polifenolgytirti és a fenolos hidroxil-csoportok szama csak
kevésbé befolyasoljak a gatlas mértékét. SPR kompeticios kisérletekkel
igazoltuk, hogy a PPlc hidroféb arkaval kolcsonhatd klasszikus foszfataz
inhibitorok (MC-LR, OA) gatoljak a PGG és az EGCG kotédését, ami kozos
kotohelyre utal az enzim szerkezetében. Mindezek alapjan tehat a tanninok
hidrofob kolcsonhatast alakitanak ki a PP1c aktiv centruménak kornyezetében
talalhato hidrofob arokkal. Az enzim-tannin kolcsonhatast az EGCG hidroxil-
csoportjainak a PP1 katalitikus alegység aminosav oldallancaival kialakitott
hidrogénkotései tovabb stabilizaljak. A tanninok foszfataz aktivitasra kifejtett
hatasa gyengébb (IC50 > 0,2-0,47 uM), mint a jol ismert foszfatazgatlo
toxinoké (IC50 < 0,1-0,05 nM). Eredményeink arra utalnak, hogy a vizsgalt
tanninok foszfatazgatld hatdsat az enzim hidrofob arkaval valé kdlcsonhatas és
ezzel a szubsztrattal valo vetélkedés okozza. A toxinokkal szemben azonban a

tanninok nem lépnek kolcsonhatdsba sem az aktiv centrummal, sem mas a

16



szubsztrat megkotésében szerepet jatszo szerkezeti résszel (pl. savas arok),
ami gyengébb gatld hatasukat magyarazhatja.

A foszfataz aktivitasmérések soran kapott IC50 értékek nagymértékben
eltérnek a PPlc és a PP2Ac esetén. A hidrofob kolcsonhatasban résztvevo
aminosav oldallancok a PPlc és a PP2Ac hidrofob arkanak szerkezetében
nagyrészt megegyeznek, viszont a kolcsOnhatas stabilizalasaban szerepet
jatsz6 aminosavak, amelyek hidrogénkoétést alakitanak ki az EGCG-vel,
részben eltérnek. Az EGCG molekula pozicidja is kiilonbozik a két enzim
szerkezetében, azonban ez még nem indokolna az eltér6 gatlasi hatékonysagot.
A szerkezeti és modellezési adatok alapjan felteheté, hogy a PP2Ac-ben az
Alal82-Gly193 hurok pozicidja kiilonbozik a PP1c-ben az Argl87-Gly199
hurok pozicidjatol. Ez a szerkezeti kiilonbség a PP2Ac-ben csokkenti a
nehezebben valdsulhat meg. A PGG-vel hasonld modellezés a molekula
nagyobb forgasi szabadsagi foka miatt a rendelkezésre allé programokkal nem
valosithatd meg, azonban a kompeticids és NMR vizsgalatok a PP1c-vel vald
f6 kolcsonhatast szintén a hidrofob arokkal feltételezik. E tekintetben tehat a
PGG  esetében tapasztalt, a PPlc és  PP2Ac-re  megfigyelt
specificitaskiilonbség hasonlo szerkezeti/illeszkedési tényezoknek
tulajdonithatd, mint az EGCG esetében.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a kiilonbozd szerkezeti felépitésii
tanninok a foszfatazgatld szerek uj csaladjat alkotjak, amelyek kozott a PGG-t
¢s az EGCG-t a PPlc részlegesen szelektiv inhibitoraként azonositottuk.
Kevésbé hatékonyak, mint a természetes toxinok, viszont nem mérgezdek és
viszonylag egyszeriibb felépitésiiknek koszonhetéen szerkezetiik kémiai
modositasaval feltehetéen uj és szelektivebb foszfatazgatlok szintézisének

kiindulasi molekulai lehetnek.
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Foszfataz inhibitorok membranpermeabilis sajatsagainak vizsgalata
Foszfataz inhibitorok gatlé hatasanak kifejtésében fontos szerepet
jatszik a sejtmembrannal kialakitott kolcsonhatasuk, illetve diffazidjuk a
sejtbe. A membranasszociacios és -disszociacios kisérleteink elvégzéséhez
SPR detektalason alapuld mérési technikat alkalmaztunk és az inhibitorok
kolcsonhatasat  szovetekbdl —izolalt  lipidekbdl — eldallitott  micellakkal
tanulmanyoztuk. Szoveti eredetli teljes lipid kivonatokbdl preparalt micellak
¢és foszfatazgatlo toxinok asszocidcids-disszociacids tulajdonsagait elséként
tanulmanyoztuk. Megvizsgaltuk a klasszikus (OA, TM, MC-LR, CA, CsA) és
az Ujonnan azonositott (EGCG) foszfataz inhibitorok kotédésének Kinetikai
profiljat borju agy-, sziv- és majszovet eredetii lipid micellakkal torténd
kolcsonhatasuk soran. A lipid micellak 20 °C-on stabilan immobilizalodtak a

szenzor chip feliiletén, a foszfataz inhibitorok lipid micellakkal kialakitott

.....

.....

kolcsonhatasokat elséként vizsgaltuk 37 °C-on, amellyel a lipid-inhibitor
kolcsonhatasok fiziologiai sajatsagait kivantuk jellemezni. Fiziologias
hémérsékleten az asszocidciés kiilonbségek eltiintek, az inhibitorok
kotodésének koncentraciofiiggése megsziint és a disszociacidé nagymértékben
lelassult. Feltételezhetd, hogy a hidrofob karakterii foszfataz inhibitorok (OA,
TM, MC-LR) elso6 Iépésben a micellak feliiletéhez kotddnek, majd beépiilnek
a kettds réteg szerkezetébe és csak lassan disszocidlnak az intracelluléris tér
felé, ami valoszinlileg 0Osszefiiggésbe hozhatdé az inhibitorok hatékony
gatlasanak kifejtéséhez sziikséges hosszi inkubacids idovel. A részlegesen
hidrofil karakter(i inhibitorok (CA, EGCG) nem képesek megfelelé mértékben

beépiilni a membranba, ami csokkenti permeacios képességiiket. Az SPR
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kisérletek eredményeképp kapott szenzorgramok azt sugalljak, hogy 37 °C-on
a hidrofob karakterti és nagyobb molekulatomegii inhibitorok (OA, TM, MC-
LR) az asszociacidés szakaszban beépiilnek a ,,fluidabba” valt micella
szerkezetébe, visszatartodnak és csak lassan képesek disszocialni az injektalast
kdvetd mosasi fazisban. Ezzel szemben a kisebb molekulatomegii gatloszerek
(CA, EGCQG) vagy egyaltalan nem vagy akadaly nélkiil mozognak a lipid
membranon és a mosasi fazisban teljes mértékben disszocialnak. Az in vitro
membranasszociacios vizsgalatok azt mutattdk, hogy a kiillonb6zé szdveti
eredetii micellak kotokapacitasa eltérd, a foszfataz inhibitorok legkisebb
mértékben az agybol kivont lipidekhez asszocialtak, legnagyobb mértékben a
majlipidekhez kotédtek. Az in vivo kisérletek szerint a kiilonboz6 sejtvonalak
esetén a foszfataz inhibitorokkal vald kezelés a B50 sejteken csokkentette
legkevésbé a foszfataz aktivitast, ami jo egyezést mutat az in vitro kot6dési
kisérletek eredményével. Mindkét kisérlet alapjan feltételezhetd, hogy a lipid
membranok telitddése mar alacsony inhibitor koncentracid esetén
bekovetkezik, amelynek drasztikus novelése is csak kismértékii valtozast
okozott a rezonanciajelben vagy a gatlas mértékében. Ez azt sugallja, hogy a
gatlasi folyamatban a sebesség-meghatarozo 1épés az inhibitorok diffuzidja az
intracellularis térbe, amit a membranok inhibitorkoétd kapacitasa is befolyasol.
Az aktivitaismérések ¢és a latszolagos disszocidcios egyensulyi
allandok kozott nem talaltunk Osszefiiggést. A szamitott latszolagos
disszociacios allandd (Kpepp)) értéke OA esetén nagy affinitdst mutatott a
lipidekkel, ezzel szemben csak kismértékii aktivitdscsokkenést okozott még a
legnagyobb koncentracioban is. A TM-re Kapott Kpgpp értéke viszonylag
magas, foszfatdz aktivitasra kifejtett hatdsa viszont alacsony koncentracio
esetén is jelentés. A CA nagy affinitassal kotddik a lipid micellakhoz, mig

foszfataz aktivitdst gatld hatasa nem szignifikans vagy csak nagyon
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kismértékii. Ezen megallapitasok azt sugalljak, hogy az inhibitorok gatlo
hatasanak kifejtésében nemcsak a toxinok lipidekkel vald kolcsonhatasanak
eréssége az egyetlen befolyasold tényezd, hanem mas faktorok is szerepet
jatszanak. A MC-LR az epesav transzporteren keresztiil képes bejutni a
majsejtekbe. Az altalunk vizsgalt HepG2 sejtvonal nem tartalmazza az emlitett
transzportert, igy nem is meglepd, hogy a MC-LR gatlasa mindharom
sejtvonalon hasonld. Méréseink alapjan megallapithatd és korabbi
kisérletekkel is 0sszhangban van, hogy a MC-LR magasabb koncentracioban
az epesav transzporter jelenléte nélkil is képes a sejtekbe diffundalni és
foszfatazgatlo hatast kifejteni.

Eredményeink arra utalnak, hogy az SPR detektalason alapuldé mérési
technika alkalmas foszfatdz inhibitorok komplex &sszetételii lipid micellakkal
kialakitott ~kolcsonhatasanak jellemzésére. Az inhibitorok kotodését
nagymértékben befolyasolja a micellak lipidosszetétele. A B50, H9C2 és
HepG?2 sejtvonalakon végzett foszfataz aktivitasmérések is azt igazoljak, hogy
az alkalmazott foszfatdzgatld szerek hatdsdnak kifejlédése a sejtek tipusatdl is

fiigg, amiben feltehetéen a membranok eltérd lipidosszetétele tiikkrozodik.

Protein foszfatazok kolcsonhaté partnereinek izolaldsa és azonositasa
HaCaT sejtek lizaitumabol

A sejtfolyamatok foszforilacioval torténd szabalyozasaban fontos
szerepe van a protein foszfataz katalitikus alegység regulator és inhibitor
fehérjékkel, valamint szubsztrat fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatasanak. A
SPR alapu technika elvileg alkalmas fehérjekomplexek izolalasara kis
mennyiségl sejtlizatumbol, amely a visszanyert minta tdmegspektrometrids
analizisével kiegészitve sokkal gyorsabban szolgaltathat eredményeket a

lehetséges fehérje interakciokra, mint a konvencionalis moddszerek. Az
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izolalashoz sziikséges egy olyan, a szenzor chip feliilletén immobilizalhato
,,befogd” molekula, amely megfelelden stabil komplexet képez a célfehérjével,
amit alapos mosasi 1épés utan kolcsonhatd partnereivel —egylitt
visszanyerhetiink és elemezhetiink.

Az altalunk kidolgozott modszer segitségével a mikrocisztin-érzékeny
protein foszfatazok (PP1, PP2A, PP2B, PP4-7) és kolcsonhatd fehérjéinek
izolalasa gyors ¢és minimalis mintamennyiséget igényel. A MC-LR-t
biotinilaltuk és streptevidinnel kovalensen modositott szenzor chip feliiletére
immobilizaltuk. A MC-LR-biotin-streptavidin kolcsonhatas megfelelden erds
(Kp~10") ahhoz, hogy a felilleten tartsa a sejtlizatumbol kikotott
foszfatazokat és kolcsonhatd partnereit. A visszanyerési folyamat soran
alkalmazott eljaras a MC-LR-biotin-streptavidin  kdlcsonhatast nem
befolyasolja, igy a kialakitott feliilet a foszfatazok és kolcs6nhatod partnereik
izolalasara tobbszor is felhasznalhatd. A modszert elsé 1épésben rekombinans
PP1cs-val, annak MYPTL regulator alegységével, PP1c-hez k6t6d6 és nem
kotddd MYPTL fragmentumaival teszteltiik. Megallapitottuk, hogy a biotin-
MC-LR képes a rPP1c-t stabilan immobilizalni, az igy kialakult komplex koti
a teljes hosszsagh regulator alegységet és annak PP1c-vel kdlcsonhatd N-
terminalis  fragmentumait, mig C-teminalis szakaszaval nem 1ép
kdlcsonhatasba.

Normal és PP1c-csendesitett, valamint CLA kezelt keratinocita sejtek
lizatumabol visszanyert mintdkban mind a foszfatizok, mind pedig a
kolcsonhatd fehérjéik mennyiségi, valamint a fehérjék foszforilacids valtozasa
is detektalhato. A dot blot analizis altalaban nem szolgaltat kvantitativ mérési
eredményeket, viszont a bemutatott kisérletekkel igazoltuk, hogy az elemzés
fokuszaban szerepld fehérjéknek a visszanyert mintakban 1évé koncentracioja

tikrozi sejtbeli mennyiségiik valtozasat. A modszerrel vizsgaltuk kezeletlen és
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UVA-fénnyel besugarzott HaCaT sejtekben a PPlc, a PP2Ac, valamint ezek
regulator és inhibitor fehérjéinek mennyiségi valtozasat. Eredményeink szerint
a visszanyert mintakban a vizsgalt foszfataz katalitikus alegységek és
regulator fehérjéik mennyisége is csokkent UVA besugarzas hatasara.
Kisérleteinket foszfataz aktivitasmérések is alatamasztottak, miszerint az UVA
kezelés kozel 40%-kal csokkentette keratinocita sejtekben a foszfatazok
aktivitasat. Ezzel szemben a Western blot vizsgalat nem mutatott valtozast a
sejtlizatumban 1év6é fehérjék mennyiségében. Feltételezhetd, hogy UVA
besugarzas hatasara a sejtekben keletkezett reaktiv oxigéngyokok oxidaljak a
fémionokat és/vagy a cisztein oldallacokat a PPlc és PP2Ac-ben, ami a
foszfatazok szerkezetének megvaltozasat és aktivitasdnak csokkenését okozza,
modositva ezzel az inhibitorokhoz (pl. MC-LR) és a regulator fehérjékhez
val6 kotodésiiket is.

A visszanyert mintak tomegspektrometrias analizise nem hozott
eredményt, mivel az immobilizalt biotin-MC-LR nemcsak a PPlc-t és a
PP2Ac-t, hanem szdmos mikrocisztinnel kolcsonhaté protein foszfatazt is
képes a feliileten kotni, igy a biotin-MC-LR koétékapacitasa megoszlik ezen
enzimek kozott. Tovabb csokkenti az egyes foszfatazokkal kolcsonhatod
fehérjék mennyiségét a visszanyert mintaban az, hogy a kialakult nagyméretii
komplexek lefednek szdmos potencidlis MC-LR molekulat a feliileten, igy
sztérikusan gatoljak a fehérjék kotddését az immobilizalt befogd
molekulakhoz, azaz a kotokapacitas csak részben kihasznalt.

Eredményeink arra utalnak, hogy az altalunk kidolgozott modszer
alkalmas a PP1lc és a PP2Ac megvaltozott asszociacidés képességének
detektalasara a chip felilletén immobilizalt MC-LR inhibitorhoz vagy
kolcsonhatd fehérjékhez a sejtek fiziologias vagy patologids elvaltozasait

kovetden. A modszer szintén felhasznalhato a PPlc és PP2Ac, illetve
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regulator fehérjéik poszttranszlaciés modositasainak vizsgalatara, valamint
elozetes eredményeket szolgaltathat a foszfataz komplexek Osszetételérol. A
bemutatott technika ismert foszfatdz kolcsonhato fehérjék azonositasara
korlatozodik, amelyek detektalasahoz 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 mennyiségli mintdt a  visszanyerési folyamat tSbbszori

megismétlésével eldallitsuk.
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Az uj eredmények osszefoglalasa

1. Kimutattuk, hogy a tanninok kozil az EGCG ¢s a PGG hatékonyan
gatoljak a PP1 és PP2A enzimek aktivitasat és a PP1-részlegesen szelektiv
gatloszereinek tekinthetok. Ezek az inhibitorok gatld hatasukat, SPR
kompeticios kisérletek alapjan, a PP1 katalitikus centrumanak hidrofob
arkaba kotédve fejtik ki. Eredményeink arra utalnak, hogy a tanninok a
foszfatazgatldo molekulak 0 csaladjanak tekintheték és kémiai
modositasukkal hatékony, kevésbé toxikus és szelektiv gatloszerek

fejleszthetok.

mértéke fiigg a lipidosszetételtdl, disszociacigjuk viszont lassi,
feltehetéen az inhibitorok lipid micellakban torténd interkalacidja miatt.
Megallapithato, hogy a foszfatazgatldo toxinok membran lipidekkel vald
kolcsonhatasi sajatsagaik befolyasoljak az inhibitorok kiilonb6zé eredetii

sejtekre kifejtett gatlo hatasat.

3. A foszfatazgatldo mikrocisztin-LR (MC-LR) biotinilalt formajat, mint
,»befogd” molekulat alkalmaztuk PPlc és PP2Ac, valamint ezek
kolcsonhatd fehérjéinek izolalasara streptavidinnel kapcsolt szenzor chip
felilletén HaCaT sejtek lizd&tumabol SPR modszerrel. A visszanyert
fehérjék immunoldgiai elemzésével megallapitottuk, hogy a modszer
alkalmas a PPlc és a PP2Ac, valamint kot6dé fehérjéik és azok
foszforilacios  allapota  megvaltozdsanak  detektalasara  kontroll,
foszfatazgatloval kezelt vagy UVA fénnyel besugarzott HaCaT sejtek

lizatumabol.
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