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BEVEZETES

A fehérje foszforilacio-defoszforilacid szamos sejtfolyamat szabalyozasi mechanizmusa és a
sejtfehérjék foszforilacids szintjét, az adott fiziologiai allapotnak megfeleléen, a foszforilaciot
katalizalo protein kinazok és a defoszforilaciot katalizald protein foszfatdzok aktivitdsanak aranya
szabja meg. Ma mar elfogadott tény, hogy a protein foszfatdzok szabalyozasanak dontd szerepe van a
fehérje foszforilacids szintek kialakitasaban és ez az utdbbi években a protein foszfatdz enzimcsalad
megismerésére iranyitotta a figyelmet. Habar a foszfoszerin/treonin specifikus foszfatazok szama
meglehetdsen nagy, eddig ismereteink szerint a sejtekben lejatszodo defoszforilacios folyamatok tobb
mint 90%-a harom eltéré tipusu foszfatdznak, a protein foszfatdz-1 (PP1), protein foszfataz-2A
(PP2A) és a Ca’-kalmodulin fiigg$ protein foszfatdz-2B enzimeknek tulajdonithatd. A PPI
enzimekben katalitikus alegység (PPlc) kapcsolodik szabalyozd alegységekhez, amelyek feladata,
hogy a PP1c-t mintegy ,,célra irdnyitsa”, azaz megfelel6 orientacidban a PP1c katalitikus funkcidjanak
hatasossagat biztositsa, de ezen kiviil betolthet pl. foszforilacio-fiiggd foszfataz gatld funkciot, és
szerepe lehet az enzim szubcellularis lokalizacidjaban is.

A palyazat célkitlizése a PPlc-bdél és a miozinhoz is kotddd, 130/133 kDa szabalyozo
alegységb6l (MYPTI1) all6 miozin foszfataz (MP) sejtfolyamatokat szabalyozd hatasanak
tanulmanyozasa volt. A MP szerepe a miozin defoszforilacidjaban és ezzel a simaizom és nem-izom
sejtek kontraktilis sajatsagainak a szabalyozasaban sokoldaltian tanulmanyozott. Ezzel szemben a MP
nem-izom sejtekben jatszott egyéb szabalyozo szerepérdl keveset tudunk, ezért jelen palydzat {6
célkitiizése az volt, hogy a MP nem-izom sejtek kiilonboz6 sejtfolyamataiban betoltott szerepét
tanulmanyozzuk.

CELKITUZESEK

A MP funkcidinak feltarasahoz harom modszert alkalmaztunk: (a) az enzim aktivitasat a PPlc
katalitikus alegység gatldsaval tanulmanyoztuk, amely viszont csak részleges valaszt adhat a MP
funkcioira mivel a PPlc-t mas PP1 holoenzimek is tartalmazhatjak; (b) tanulmanyoztuk a MP
holoenzimre specifikus fehérje inhibitorok, pl. a foszforilalhaté 17 kDa inhibitor fehérjéhez (CPI-17)
hasonlé fehérjék, valamint a MYPT]1 alegységen talalhatd gatlo foszforilacids helyek (Thr695/Thr696,
Thr850/Thr852) szerepét; (c) azonositani kivantuk a MYPTIl-el kolcsonhatoé fehérjéket a MP
lehetséges célpontjainak feltarasara.

A palyazat £6 célkitlizéseit az alabbiakban fogalmaztuk meg:

1. PPlc inhibitorok azonositdsa szabalyozd funkcidinak vizsgélatidra: (a) lehetséges inhibitor
molekuldk gatld hatasédnak jellemzése (b) uj MP inhibitor peptidek azonositasa: KEPI (Kinase
Enhanced Phosphatase Inhibitor) delécids mutansok és inhibitor jeldlt peptidek gatld hatasanak és
kotodési viszonyainak feltarasa.

2. MYPT1-el kolcsonhato fehérjék azonositasa kiilonbozo sejtek szubcellularis frakcioiban.

3. A MP szerepének feltarasa a szinaptofizin, eNOS és Rb fehérjék foszforilacids szintjének
szabalyozasaban: a MYPT1 kiilonb6z6 régidinak hatasasa a szubsztratspecificitasra.

4. A neurotranszmitter felszabadulas és a fehérje foszforilacio kapcsolatanak vizsgalata: a ROK és a
MP szerepének tanulmanyozasa a neuronalis fehérjék foszforilaciojaban.

A palyazat kidolgozasa e célkitlizések mentén tortént és fobb vonalaiban teljesiilt, habar
néhany 1j elemmel is kiegésziilt, ill. az eredeti tervek egyes részeinek kidolgozasa az eldkiséreltek
alapjan kevésbé tlintek fontosnak, ill. indokoltnak. Az eredmények ismertetése soran, ahol az
eredmények kozilesre keriiltek a relevans kozlemény zarojelben, dolt betiivel szerepel. Ahol az
eredmények még kozlésre varnak a fontosabb kisérleti adatok abran torténé bemutatasaval torténik az
eredmények ismertetése.
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EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

PP1c inhibitorok azonositasa szabalyozo6 funkcidinak vizsgalatara
a. linhibitor molekulak gatlé hatasanak jellemzése.

A foszfatdz inhibitorokat két szempontbdl vizsgaltuk. Tanulmanyoztuk a membran-permeabilis
foszfataz inhibitorok hatasat kemoterapias szerekkel kezelt leukémias sejtek (THP-1és KG-1)
¢életképességére, valamint trombocitdk és novényi sejtek fiziologiai sajatsagaira. Ezen kiviil
tanulmanyoztuk polifenol tipus, a tanninokban és a zdld tedban is eldforduld vegyliletek
foszfatazgatld sajatsagait tisztitott enzimekkel.

Protein foszfataz géatlas és a sejtek eletképessége.

Klinikai intézettel egylittmiikodésben végzett kisérleteink alapjan felmeriilt annak a lehetdsége, hogy
leukémias sejtek tulélését a sejtfehérjék foszforilacios szintje jelentésen befolyasolhatja (Markadsz és
mtsai., Pathology and Oncology, 14:(3) pp. 285-292. (2008)). E tkintetben a protein foszfatazok
szerepe kevésbé ismert, ezért THP-1és KG-1 sejtek daunorubicinnel (DNR) kivaltott sejthalalanak
mértékét jellemeztiik protein foszfataz-1 és -2A (PP1 és PP2A) inhibitor toxinok jelenlétében.
Kalikulin-A (CLA. 1-100 nM) a leukémias sejtek koncentraciofiiggd sejtpusztulasat eredményezte,
mig a tautomicin (TM) csak 500-1000 nM koncentracidoban indukalt részleges sejtpusztulast. A DNR
jelentdsen csokkentette a sejtek életképességét. A PP2A-specifikus CLA (50 nM), vagy a PP1-
szelektiv TM (1000 nM) eldkezelés viszont mérsékelte a DNR altal kivaltott sejthalalt. CLA ndveli
tulélést elosegitd fehérjék (ERK1/2, Akt és retinoblasztoma fehérje (pRb)) foszforilacios szintjét. A
TM csak a pRb foszforilacidjanak mértékét novelte.

Eredményeink alapjan a PP1 és PP2A enzimek eltérd szerepet jatszanak a kiilonb6zo talélési
faktorok foszforilacidjanak szabalyozasaban és ezek gatlasaval kialakuld fokozott fehérje foszforilacio
hozzajarulhat a daganatos sejtek kemorezisztencidjanak kialakuldsdhoz. Eredményeink szerint a pRb
defoszforilacidjat a PP1 holoenzimek koziil a MP is katalizalja, a fenti eredmények azt sugalljak, hogy
(a) a TM sejtekben els6sorban a PP1-et gatolja; (b), a sejtek talélését elsésorban a pRb foszforilacios
szintje befolyasolja és a PP2A szubsztratok (ERK1/2, Akt) foszforilacids szintjének jelentdsége e
folyamatokban kisebb; (c) a pRb foszforilacios valtozasainak kovetése modellként szolgalhat a PP1
sejten beliili aktivitds valtozasainak kovetésére és e felismerésiinket tovabbi kisérleteinkben is
felhasznaltuk. Az eredmények egy része (Kiss és mtsai., Cellular Signaling, 20: 2059-2070. (2008))
kozlésre kertilt a palyazati idészakban.

Protein foszfataz géatlas trombocitdkban, human  melanoma sejtekben és ndvényekben
Tanulmanyoztdk a PP1 és PP2A enzimeket gatlo CLA hatasat a trombocitdk trombin receptort
aktivalo peptid (TRAP) altal torténd aktivaciojara. A CLA novelte a MYPT1 foszforilaciojat a Thr696
gatld helyen és ezzel a miozin foszfataz aktivitds csokkenését eredményezte. CLA kezelés
mértékét is. TRAP-aktivalt trombocitdkban a CLA meggatolta a trombocita mikropartikulak
képzodését. Eredményeik arra utalnak, hogy a PP1 és PP2A altal katalizalt defoszforilacios
folyamatoknak szerepe van a trombocita mikropartikuldk képzodésének, valamint az alfa-granulomok
és a lizoszomak szekrécids folyamatainak szabalyozasaban (Simon és mtsai., Platelets 21: 555-562.
(2010)).

Humén melanoma metasztazis modellben tanulmanyoztuk a heparinszeri 4-18
oligoszacharidot tartalmazé szarmazékok antimigracids €s —metasztatikus hatasat. Kimutattuk, hogy
ezek a szarmazékok hatékonyan gatoljak a PP1 aktivitast és fiziologiai szerepiik e hatasukkal is
Osszefiiggésben lehet (Kenessey és mtsai., Thrombosis and Heamostasis, 102: pp. 1265-1273. (2009)).

Kimutattuk, hogy a cianotoxin mikrocisztin a protein foszfatdzok gatlasdval moddositja a
névények mikrotubulus szerkezetét gatolva ezzel a gyokérfejlodést (Mathe és mtsai., Aquatic Toxicol.
92: 122-130. (2009)). A cilindrospermopszin, amely egy masik cianotoxin, hasonl6 hatdssal van a
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mikrotubulus rendszerre és a gyokérfejlédésre, azonban a mikrocisztinnel ellentétben a hatdsat nem a
protein foszfatazok gatlaséval fejti ki (Beyer és mtsai., Toxicon 54: 440-449. (2009)). E témaban
torténd egyiittmikodésiink eredménye, hogy a partneriink tisztitott mikrocisztin-LR-t bocsatott
rendelkezésiinkre olyan mennyiségben, amely lehet6vé tette kémiai atalakitasat biotinilalasi
reakcioban. A biotin-MC-LR nagy segitségiinkre volt PPlc-kotodési vizsgalatokban a hidrofob
szubsztratk6td arok blokkolasara és felhasznalasaval tervezziikk PP1-hez kot6do fehérje partnerek
elvalasztasat és azt kdvetd proteomikai azonositasat.

Polifenolok azonositasa, mint Gj PP1c inhibitorok.

Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a gallotannin gatolja a PP1 és a PP2A aktivitasat is, de a
PP1 érzékenyebbnek tiint e vegyiiletek gatlo hatdsa irant. Mivel a gallotannin kiilonb6z06, polifenol
szerkezeti részeket tartalmazoé vegyiiletek keveréke, indokoltnak tiint kémiailag tiszta vegytiletek gatlo
hatasanak vizsgalata és a gatlas szerkezeti hatterének feltarasa. Ehhez el6szor egy egyiittmiikodési
kutatas teremtette meg a lehetdséget, amelynek keretében a penta-O-galloil-D-gliikoz (PGG), a
tanninok egyik f6 alkotorészének kotodését vizsgaltuk alfa-amilaz enzimhez Biacore technikaval
(Gyémant és mtsai., Bochim. Biophys Acta 1794: 291-296 (2009)), amelynek soran az is
bebizonyosodott, hogy a PGG kotdédése az amilaz enzim bizonyos hidrofob régidihoz torténik. Ilyen
jellegli hidrofob szubsztratkoté arok a PPlc-ben és a PP2Ac-ben is el6fordul, ami a kdlcsonhatas
szerkezeti hatterének feltardsa szempontjabol is 1j vizsgalatok igényére iranyitotta a figyelmet.
Kimutattuk, hogy a PGG nagyobb hatékonysaggal gatolja a PPlc-t (IC50 = 0,26-0,64 uM ) mint a
PP2Ac-t (IC50 = 6,6 uM). Tanulmanyoztuk a z6ld tedban eléforduld epigallokatechin-3-gallatnak
(EGCQG) és szarmazékainak a gatldé hatasat is a PP1c és PP2Ac aktivitasara és a PGG-hez hasonld
specificitds kiilonbségeket talaltunk a két enzimre. A PPlc PGG-vel és EGCG-vel torténd
kolcsonhatasat feliileti plazmon rezonancian alapul6 (Biacore) kotddési vizsgalatokkal is igazoltuk. Az
EGCG és a PGG PPlc-hez val6 kotodését az enzim katalitikus centrumanak hidrofob arkahoz két6do

. O”/OH toxinok (mikrocisztin vagy okadansav) hatékonyan
o {«/ R - s @I\ gatoltak. NMR telités atviteli differencia (Saturation
Hg-c"'—ﬁ,;f"\w_t__\:__n 3 S T o Transfer Difference, STD) mérésekkel igazoltuk,
S Lo hogy az EGCG és a PGG aromas gylrli részt
“r De X o~ S %" vesznek a PPlc-vel valo kolcsonhatasban, valamint
o N 7on  valosziniisithetd a molekuldk hidroxil csoportjainak

o OH

szerepe is a koOlcsonhatés stabilizalasaban hidrogén
kotések  kialakitasaval. Molekula modellezésen
alapulo  dokkolast végeztink az EGCG-PPlc
komplex valoszinli szerkezetére: a konformacios
allapotok legkisebb energiaju képviseldinek azon
modellek bizonyultak, amelyekben az EGCG a
hidrofob arokhoz kotddik és a hidroxil csoportok
hidrogén-kotésekkel stabilizaljak a kolcsonhatast. Az
EGCG-PP2A komplexxel végzett Osszehasonlito
dokkolasi kisérletek pedig azt igazoltak, hogy az
EGCG a PP2Ac-ben is a hodrofob arokhoz kotodik,
azonban a molekula pozicidja jelentésen eltér a
PPlc-ben meghatarozottaktol (/. dbra). Az PGG,
1. dbra A PGG és a EGCG szerkezete és az EGCG dokkolésa a EGCG ¢és szarmazékai 10-60 uM koncentracioban

Penta-O-galloil-D-gliikéz (PGG)Epigallokatekin-3-gallat (EGCG)

PP1'c _(!(.ék) és PP2Ac (narancssarga) m('JIekuI'éba. Az EGCG HelLa és THP-1 leukémias sej tek életképessé get
poziciéja a PP1c-EGCG komplexben (sarga) és a PP2Ac-EGCG . . , . . , ,
komplexben (zéld). jelentds mértékben csokkentik és ezen hatasuk

korrelaciot mutat foszfatazgatld képességiikkel.
Osszefoglalva: az itt vizsgalt polifenolok a PPlc kevésbé hatékony gatloszerei, mint az ismert
foszfatazgatld toxinok, de velilkk szemben kevésbé toxikusak és jo alapként szolgalhatnak T1ij
foszfatazgatld molekulak kifejlesztésére (Kiss és mtsai, FEBS Journal, kozlés alatt: a biralok moédositod
javaslatai alapjan a kézirat a folyoirathoz visszakiildve).
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b. I'Jj MP inhibitor peptidek azonositisa: KEPI (Kinase Enhanced Phosphatase Inhibitor)
deleciés mutansok és inhibitor jelolt peptidek gatlo hatasanak és kotodési viszonyainak feltarasa

A KEPI fehérjét kétféle rekombinans formaban, GST- és hexahisztidint tartalmazo peptiddel kapcsolt
formaban (GST-KEPI és His-KEPI) allitottuk el baktériumban torténd expresszioval. A tisztitast
Glutathione-Sepharose 4B vagy Ni*“-agaroz kromatografiaval végeztiikk a baktériumok lizatumabol.
Az izolalt GST-KEPI fehérjérdl felszini plazmonrezonancian alapul6 (Biacore) mérésekkel kimutattuk,
hogy az defoszforilalt allapotban is képes a protein foszfatdz-1 katalitikus alegység (PPlc)
megkotésére. Protein kindz C-vel foszforilalt His-KEPI fehérjét hasznélva kimutattuk, hogy az gatolja
a PPlc aktivitasat. A fehérje expresszid hatékonysaga azonban kisfoku volt, ezért a tervezett
mutaciokat €s mutansok expresszalasat nem kezdtiik el.

Megvalésitottuk  viszont a Flag-KEPI
expressziojat HEK293 sejtekben és igazoltuk a
tisztitott fehérje foszforilacio fliggd gatlo hatasat a
PPlc-re. A KEPI fehérje PP1-et, és ezek kozott az
MP-t gatlo lehetséges hatasara az alabbi kisérletek

B Q,éo\; c iranyitottdk a figyelmet. A daganatos sejtek
€& 'PQ nyugalmi allapotaban tapasztalt magas fehérje

25 ) fi f foszforilacios szint miatt felvetddik annak a
iz §9$$° $ lehetdsége, hogy a PP1 eleve gatolva lehet, és
75 kpa 3 ebben PP1 specifikus fehérje inhibitoroknak lehet
5 szerepe. Ezért megvizsgaltuk a miozin foszfatazt

:0 “ - specifikusan és foszforilacio-fiiggé modon gatld

7 - fehérje a CPI17 jelenlétét és foszforilaciojat THP-

g 1 sejtekben, amelynek soran szamos, a CPI17

s B WB: anti-LIMK2 foszforildcios  helyére  specifikus  antitesttel
Anti-CPI7PT? keresztreakciot add fehérjét mutattunk ki (2. dbra,

D B). A CPI17 fehérjén kiviil a leghatarozotabb jelet

mutato fehérjét  LIM-kinazként (LIMK)
azonositottuk (2. dbra, C). A CPI17 ill., a CPI17
foszforilacios hely kornyezetének
(ARV(foszfoT)VKYDRREL) szekvenciajahoz (2.
dabra, A) a CPI-17 rokon fehérjéken (KEPI, PHI-
1) kiviil a LIMK ¢és a szerologiailag meghatarozott

Foszfataz aktivitas (%)

0 10 50 100 200

P-LIMK koncentracié (nM) emlo-tumor antigénnel rokon fehérje (nincs
2. &bra Uj f fehérjék itdsa. A, CPI17 fehérjéhez hasonlé fehérjék

szerkezetének 6sszehasonlitdsa. B, CPI17 foszforilaciés szekvenciakat tartalmazé feltﬁntetve az ébrén) mutatta a 1egnag}’0bb fOkﬁ
Koebt D, PIKCve fossforat LIVK PP1o (seirke osciopok oo WP (avete ~ hasonloségot. THP-1 sejtekben a LIMK gatl6
oszlopol) NS hatésa. foszforilacios helye DNR kezelés hatdsara
nagymértékben defoszforilalodik, mig CLA jelenlétében a foszforilacids szintje magas marad
fiiggetleniil a DNR jelenlétét6l. Flag-LIMK expressziojat és tisztitasat kovetéen a LIMK-t PKC-vel
foszforilaltuk és a gatldo foszforilacidos szekvencia foszforilaltsagat foszfospecifikus antitesttel
bizonyitottuk. A foszforilalt LIMK gatolta a PP1c és az MP aktivitasat is (2. abra, D).
A Tovabbi  kisérleteinkben megvizsgaltuk a KEPI
k:_:f:w transzfekcidjanak lehetségét kiilonbozé sejtekbe. Hela
. sejtekkel végzett kisérleteink arra utaltak, hogy a PPlc

WS Anti-KEPIP™

oA * : csendesitése a pRb foszforilacios szintjének novekedését
8 koa nem transzfoktalt sejtek eredményezi, ezzel ismételten bizonyitékot kaptunk arra,
100 —-—-,——,d Anti-pRLPTSs hogy a defoszforilacidért els6sorban a PP1 Iehet felelds.
KDa  FLAGKEPItramsfektlt sefek Ezért a  KEPI  sikeres  transzfekcidjaval — és
100 s ‘_bé Anti-pRbPTS foszforilaciojanak indukalasaval (pl. a PP2A gatlasara
aa : + : alkalmas CLA koncentracional) modelliink szerint a pRb
3. abra KEPI i6 hatésa a retinobl fehérje (pRb) foszforilacio novekedését varhatjuk. A THP-1 sejtek
ceriokbon DNR 63 LA elonlétében és tavolliében B A pRb transzfektalasa FuGene HD reagenssel sikertelen volt. A
cetakbon, o enesteltaltso KEPLvel ranssfekal e THP-1 sejtek azonban tartalmaznak KEPI-t, ezért

ezekben forbol-12-mirisztat-13-acetattal (PMA)
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aktivaltuk a protein kinaz C-t (PKC), ami a KEPI megndvekedett foszforilacigjat és ezaltal
aktivacidjat eredményezte. Az aktivalt KEPI megndvelte a pRb foszforilacios szintjét THP-1 sejtekben.
Ezek a kisérletek azonban még nem eléggé meggydzéek. Az MCF-7 sejtek nem tartalmaznak
endogén KEPI fehérjét, igy a FLAG-KEPI fehérje sikeres transzfekcidja lehetové tette a KEPI
hatasanak tanulmanyozasait a pRb foszforilacidos szintjére. Western Blot analizissel ¢és
immunfluoreszcenciaval is megerdsitettiik a transzfekcié hatékonysagat. Transzfektalt MCF-7
sejtekben a KEPI fehérje foszforilalodik a gatlo szekvencian (3. dbra, A) és a CLA eldkezelés
megnovelte a foszforilacio mértékét és ezaltal a KEPI fehérje aktivaciojat (3. dabra, B). Az aktivalodott
KEPI fehérje pedig a pRb fehérje foszforilacids szint novekedését eredményezte (3. abra, B). Nem
transzfektalt MCF-7 sejtekben a CLA el6kezelés kisebb mértékben novelte meg a pRb fehérje
foszforilacios szintjét. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a LIMK és a KEPI foszforilacioja szerepet
jatszhat a foszfatdzok gatlasdban, daganatos sejtekben és érdekes adatokkal szolgalhat még az eddig
nem azonositott, CPI17-szerli fehérjék tovabbi tanulmanyozasa is. Ezek a folyamatok a daganatos
sejtekben a foszfatazok szabalyozasanak egy 0j mechanizmusat vetik fel, amelynek behatobb feltarasa
a farmakologiai befolyasolds lehetoségére is felhivhatja a figyelmet. Az eredmények szakmai
konferenciakon poszter vagy eléadas formajaban keriiltek bemutatdsra, kozlésre torténd elokészitése
folyamatban van.

2. MYPT1-el kolcsonhato6 fehérjék azonositasa kiilonb6z6 sejtek szubcellularis frakciéiban.

A MYPT1 kolcsonhatasa neuronalis fehérjékkel

Korabbi eredményeink alapjan a MP a neuronokban is el6fordul és feltehetéen fontos szerepet jatszik
a neurotranszmitter felszabadulas szabalyozasaban, mivel a preszinapszisok egyik f6 holoenzimeként
azonositottuk. A MYPT1-el kolcsonhato fehérjeként azonositottuk a PP1c mellett a szinaptofizint és a
Rho-kinazt is. Az MYPT1 tovabbi neuronalis kolcsonhatd partnereit GST-MYPT1 , pull-down”
kisérletekben elkiilonitett fehérje frakciokbol azonositottuk tomegspektrometrias eljarassal. A
MYPTl1-el kolcsonhato fehérjeként azonositottunk szamos fehérjét, amelyek koziil a neuronalis
szabalyozas szempontjabol fontos komponens a szinapszin, szintaxin, SNAP-25, szintaxin-koto
fehérje, szinaptotagmin, Ca®"-kalmodulin fiiggd protein kindz II (CaMK-II), kalcineurin (protein
foszfataz-2B), valamint korabban mar MYPT]1 kolcsonhato fehérjeként azonositott Tau fehérje és 14-
3-3 fehérje izoformak. A felsorolt fehérjék koziil a MYPT1 szinapszinnal, szintaxinnal, CaM-kinaz-I1-
vel és kalcineurinnal torténd kolcsonhatasat immunoprecipitaciot vagy ,,pull-down”-t kovetd Western
blot kisérletekben is megerdsitettiik. A MYPT1 és SNAP-25 kozotti kolesonhatast Biacore modszerrel
is megerdsitettilk (Lontay és mtsai., J. Neurochemistry, a biralok javaslata alapjan javitott kézirat
bekiildés elott).

A MYPT1 csaladba tartozo6 TIMAP kolcsonhatasa PPlc-vel és jelentoésége a moezin
defoszforilaci6jaban

A TGF-p altal gatolt membran-asszocialt fehérje (TIMAP) nagymértékben expresszalodik endotél
Felszini plazmonrezonancian alapulé (SPR) kotédési mérésekkel kimutattuk, hogy a PPlc és a
TIMAP defoszforilalt formaja kozott stabil komplex (K, = 1,6x10° M) jon létre. A PP1c-TIMAP
asszociacio erdssége a TIMAP protein kinaz-A (PKA) ¢s glikogén-szintetaz kinaz-33 (GSK3p) altal
torténd foszforilacidja utan sem valtozik jelentdsen, habar az asszociacio-disszociacido sebességi
allandoiban megfigyelhetd valtozas. Defoszforilalt TIMAP gatolja foszfomoezin szubsztrat PP1c
izoenzim altal torténd defoszforilaciojat, mig ez a gatlas csekély mértekii a TIMAP kettds
foszforilaciojat kovetden. Az endotél sejtek forskolin kezelése (PKA aktivalas) kivédi az endotél
sejtek trombin altal okozott ,,barrier” funkciojanak sériilését. GSK3p inhibitorral vegzett kiserleteink
arra utaltak, hogy a forskolin véd6 hatasa csak akkor érvényesiil, ha egyidejlileg a GSK3p is aktiv,
azaz feltehetd, hogy a védé hatas a TIMAP kettés foszforilacidjanak és a PP1 aktivalasanak
tulajdonithat6, amely az ERM fehérjék csokkent foszforilacids szintjében nyilvanul meg (Czikora és
mtsai., Biochimie, 93: 1139-1145 (2011)).
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A MYPT1 kolcsonhatasa kalcineurinnal és jelentosége az endotél sejtek fiziologiai funkcidiban

A miozin foszforilacio az endotél sejtek ,,barrier” funkcidjanak valtozasaiban fontos szerepet jatszik,
ami a foszforilaci6 mértékét kialakité enzimek, a miozin kindzok ¢és a miozin foszfataz (MP)
aktivitasanak szabalyozasara iranyitotta a figyelmet. Korabbi eredmények szerint a kalcineurin (Ca*'-
kalmodulin fliggd protein foszfataz-2B, PP2B) foszfataz aktivitdsanak ciklosporin-A (CsA)-val torténd
gatlasa az aktin-citoszkeleton szerkezeti atrendez6dését eldsegitve hozzajarul a sejtek kozotti rések
képz6déséhez és ezzel a ,barrier” diszfunkcid fenntartdsahoz. A kalcineurin hatdsmechanizmusa
azonban nem ismert, de feltételezhetd, hogy kozvetleniil, vagy kozvetve a miozin foszforilaciot
befolyasolhatja. Kimutattuk, hogy endotél sejtekben ciklosporin-A (CsA) noveli a MYPT1 Thr695
oldallanca foszforilacigjanak mértékét, ami a MP gatldsat okozva magasabb miozin foszforilacios
szintet eredményez (4. dbra, A). Mivel a CsA a kalcineurin specifikus gatloszere, ezért az
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a kalcineurin részt vesz a MP aktivitasanak szabalyozasaban.
Tisztitott fehérjék alkalmazasaval kimutattuk, hogy a kalcineurin Ca®"-kalmodulin fiiggd modon
defoszforilalja a MYPT1-et (4. dbra, B). Feliileti plazmonrezonancian alapuld mérésekkel igazoltuk,
hogy a MYPTI és a PP2B kozott létrejovo fehérje-fehérje kdlcsonhatas meglehetdsen stabil és az
defoszforilalt MYPTl1-el is kialakul (4. dbra, C). MYPTI1 fragmentumokkal végzett kotodési
kisérletek arra utalnak, hogy a kolcsonhatas kialakitasaban elsésorban a MYPT1 N-terminalis régioi

vesznek részt. Endotél sejtek trombinnal

|~ Anti-MYPT1pT6% C GstmypTtskalcineurin torténd stimulusa sordan a MYPT1 Thr695
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4. dbra A kalcineurin és a MYPT1 kolcsonhatasa és jelentésége a trombin altal indukalt ellenallas csokkenést.
transzendotélialis ellenallds szabalyozasiban. A, CsA ndveli a Eredményeinkb61 arra  kovetkeztethetiink,
MYPT1 gatlé hatasu foszforilacidjat endotél sejtekben. h kalci P MYPT1 kdzétt

B, Foszforilalt MYPT1 Ca2+-kalmodulin fiiggé defoszforilacidja 0gy a Kalcineurin ¢s a 0zott nem
kalcineurinnal. C, A MYPT1-kalcineurin kdlcsénhatas jellemzése  csak egyszerﬁ enzim-szubsztrat kapcso]at van,

Giacors mirésskel D, CeA, rombin és ez Kominacéinek e g ket fohérje klosonhatdsa. ennel

sokkal stabilabb, amely alapjan felvetddik

annak a lehetdsége, hogy a két fehérje szignalizacios jelentoségii fehérjekomplexek alkotorésze lehet.

Ezzel 6sszhangban a MYPT1 és a kalcineurin kolcsonhatdsat szinaptoszomakban is kimutattuk (Id.

korabban ,,4 MYPTI kélcsonhatisa neurondlis fehérjékkel”), ami e szabalyozd mechanizmus

altalanos jellegére utalhat (4z eredmények kozlésre torténd elokészitése megtortént a kézirat megirdasa
folyamatban van).

3. A MP szerepének feltirasa a szinaptofizin, eNOS és Rb fehérjék foszforilacios szintjének
szabalyozasaban: a MYPT1 Kiilonboz6 régidinak hatasasa a szubsztratspecificitasra.

A MYPTI-nek a neuronalis fehérjékkel torténd kolcsonhatasanak vizsgalata soran a szinaptofizin
nagy ionerdsségli mosasokat alkalmazva nem bizonyult stabil kdlcsonhatd partnernek, ezért tovabbi
vizsgalatatol eltekintettiink, kiilondsen az 1j, szabalyozasi szempontbdl fontosabbnak tiind neuronalis
kdlcsonhato partnerek ismeretében.
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A miozin foszfataz (MP) és regulator alegysége (MYPT1) kolcsonhatasa endothélidlis
nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) enzimmel

Kutatasi egyiittmiikddésben tanulmanyoztuk az endotélialis nitrogén-monoxid (NO) szintetdz
(eNOS) sajatsagait (Serfozé és mtsai., Neurochem. Res. 33: 569-578 (2008), Altorjay és mtsai., Int J
Immunopathol Pharmacol. 24: 323-35, 2011). Az eNOS konstitutivan expresszalodo, 133 kDa
molekulatomegii fehérje. Az enzim NO-t szintetizal, amely egyéb hatasai mellett indukalja a fehérjék
S-nitrozilalas- €s a tirozin nitralasal torténé modositasat. Az eNOS aktivitasa szubsztrattal kompetitiv
gatloszerekkel (pl. L-NAME) ¢és foszforilacioval modosithatd, amely altal szamos fehérje
szabalyozodik. Az eNOS aktivitdsat a Ser1177 aminosav foszforilacidja fokozza, mig a Thr495
aminosavon torténé foszforilacid gatlast okoz. A defoszforilaciot végzd protein foszfataz
holoenzimeket nem azonositottak, igy pl. nem ismert, hogy az eNOS és a MP kolcsonhatasba 1ép-e.
Kimutattuk, hogy a sejtciklus M fazisaban, a profazistdl kezdéddéen megnovekszik az eNOS
expresszioja, kiilondsen a Serl177 oldalancon foszforilalt formajanak immunfluoreszcens jele,
amelynek jelenléte szembetiind a mikrotubulusok mentén és a citocentrumokban. Az eNOS szamos
fehérje nitrozilaciojat és nitralasat indukalja, ami L-NAME hatédsara csokken. A nitro-tirozin és a
nitrozo-cisztein immunfluoreszcens jelének csokkenésével parhuzamosan a mikrotubulusok szerkezeti
megjelenése megvaltozott és nagymértékben lecsokkent az o0sztdodo sejtek szama. Az eNOS
aktivitdsanak alapvetd feltétele a Thr495 oldallanc defoszforilalt allapota. Interfazisban 1évo sejtekben

»PULL-DOWN”

kDa et GsT-MYPT1

250 —
100 —
—

anti-eNOS

konfokalis mikroszképos felvételei alapjan a MP és eNOS kolokalizacioja
figyelhetd meg a mikrofilamentumok mentén, amelyekben a Thr495
defoszforilalt allapotban talalhat6. Az eNOS és a MP kolcsonhatasat ezen
kiviil ,,pull-down” modszerrel is igazoltuk (5. dbra), amit tisztitott

fehérjékkel Biacore technikaval is megerésitettiink. Ezen kiviil a két fehérje
kolcsonhatasa konfokalis fluoreszcens mikroszkopiaval is kimutathato

SPR-kotodés eredménye

g s primer endotél sejttenyészetben (5. dbra). Felfigyeltink a két fehérje
0.5 M eNOS aktivalo és gatlo foszforilacios helyein foszforilalt formainak lokalizacids
H % valtozasaira, amely széruméheztetés hatasara is bekdvetkezhet. Konfokalis

= e = mikroszkoppal végzett vizsgalataink szerint széruméheztetett sejtekben a

Kolokalizacis HUVEC-ben ~ MYPT1 ¢és az eNOS kolokalizacioja figyelheté meg a mikrotubulusok
mentén és a citocentrumokban. Osztodo HUVEC sejtekben az aktivitast
fokozé Serl1177 foszforilacidjanak fokozodasat, ugyanakkor a Thr495
foszforilacidjanak csokkenését detektaltuk immunfluoreszcens felvételeken.

HEK293 sejteket MYPTl1-et és/vagy eNOS-t kodolo plazmiddal
transzfektaltunk. A pcDNA/eNOS plazmiddal transzfektalt sejtekben PKC
aktivaitor PMA kezelés hatasara novekszik a Thr495 és a Serl177
foszforilacioja, ami tovabb fokozodik PMA ¢és a foszfatazgatlo CLA
egyiittes hatasara. Az eNOS-t taltermeld HEK293 sejtek NO szintetizald

npulldown” kisérletekben,  képességet a Thr495 fokozott foszforilacidja gatolja. MYPT1-et és eNOS-t

li fl G2 kodolo plazmiddal kotranszfektalt HEK293 sejtek lizatuméabol az eNOS és

a MYPT!1 fehérje koprecipitatumat detektaltuk. Mindezek mellett HEK293

sejtekben MYPT1 expresszioval sikeriilt tisztitott miozin foszfataz holoenzimet izolalnunk, amely a
PP1c-hez képest az eNOS-foszfo-Thr495 fokozott defoszforilaciojat eredményezte.

Eredményeinkbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az eNOS-MYPT]1 koélcsonhatas HUVEC sejtekben
létrejon, aminek szerepe lehet az aktin mikrofilamentumok, valamint a mikrotubulusok képzédésének
és elbomlasanak szabalyozdsdban. A két fehérje kolcsonhatasat HEK293 sejtekkel végzett
vizsgalataink is alatdmasztjdk. Az eNOS foszforilacid valtozasanak szerepe van a sejtciklus
szabalyozasaban. Eredményeink azt sugalljak, hogy a MP az eNOS egyik defoszforilalé foszfataza
lehet az aktivitast gatlo helyen (Thrd495) és ezzel az eNOS aktivitasat szabalyozhatja. Elokisérleteink
szerint az eNOS-MYPT]1 sejten beliili ,.kozelségének” masik kovetkezménye lehet, hogy a MYPT1
nitralodik, amelynek szerepe lehet az alegység-kolcsonhatasok, azaz a PPlc-vel valo kapcsolodas
szabalyozasaban, azonban ezek az adatok még tovabbi megerdsitésre varnak (Az eredmények
osszegzese kozlésre elkezdodott, varhatoan a jovo év elsd feléeben nyujtjuk be kozlésre a kéziratot).

Merged g

5. dbra A MYPT1 és az eNOS

mikroszképiaval.
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A MYPT1 és a pRb kélcsonhatasa és szerepe a sejtek tilélésében

A pRb a sejtciklus egyik fontos szabalyozo fehérjéje, hiperfoszforilacidja a G1—S atmenetet,
defoszforilacigja pedig a mitdzisbol torténd kilépést teszi lehetové. Leukémias sejtek kiillombozo
kemoterapias szerekkel torténé kezelése soran a protein foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A) enzimek
meg. Ezzel 6sszhangban membranpermedbilis foszfatdz inhibitorokkal végzett kisérletek a PP1 és
PP2A katalitikus alegységek (PP1c és PP2Ac) szerepére utaltak a pRb defoszforilaciojaban. A PPlc
és PP2Ac azonban ritkan hatnak onmagukban és elsGsorban regulator fehérjékhez kapcsolddva,
holoenzim formaban fejtik ki katalitikus aktivitasukat. Nem ismertek azonban azok a regulator
fehérjék, amelyek a pRb szubsztrathoz iranyitjak a katalitikus alegységeket.

THP-1 leukémias sejtekben tanulmanyoztuk a CLA szerepét a sejtek talélésében. A CLA
onmagaban kismértékii sejtpusztulast okozott az alkalmazott 50 nM koncentracioban. Ha a sejteket a
leukémia kezelésében alkalmazott kemoterapias szerrel, a citotoxikus hatasu daunorubicinnel (DNR)
kezeltiik azok életképessége nagymértékben csokkent. Ha a DNR kezelést megel6zden a sejteket 50
defoszforilacigjat is indukalta. A pRb degradacioja jelentésen mérséklodott CLA jelenlétében,
amellyel parhuzamosan fokozodott a pRb foszforildcioja. Ezek az adatok THP-1 sejtek
kemoszenzitivitasa és a pRb foszforilacids szintje kozotti kapcsolatra utalnak és felvetik a pRb
defoszforilaciojaban szerepet jatszo foszfataz azonositasanak fontossagat.

Tanulmanyoztuk a foszforilalt pRb in vitro defoszforilaciojat tisztitott PP1c, PP2Ac és miozin
foszfataz holoenzimmel, amely a PPlc és a miozinhoz is k&tddo 130/133 kDa regulator alegység
(MYPT1) komplexébol all. A PPlc csak kismértékben, a PP2Ac pedig gyakorlatilag nem
defoszforilalja a pRb-t. Ha azonban a PP1c a MYPT1 regulator alegységgel komplexben van jelen a
defoszforilacié nagymértékben fokozodik, ami arra utal, hogy a miozin foszfataz lehet az egyik jeldlt a
pRb in vivo defoszforilaciojara. Ezt megerdsitették azok az adatok is, amelyek szerint a pRb és a
MYPT1 THP-1 sejtekbdl koprecipitalodik akar anti-MYPT1 vagy anti-pRb antitestettel torténd
immunoprecipitacio, valamint a maltdz-ko6té fehérjével konjugalt C-terminalis pRb fragmentummal
(pRb-C) torténd ,pull-down” kisérletek soran. Feliileti plazmonrezonancian alapulé kotédési
kisérletekben szintén igazoltuk a pRb-C és a MYPT]1 stabil kolcsonhatasat és a pRb-C-nek a MYPT1
N- és C-termindlis fragmentumaval vald kolcsonhatasat is kimutattuk . Specifikusan a miozin
foszfatazt gatld fehérjék (P-CPI17, anti-MYPT1) alkalmazasdval igazoltuk, hogy THP-1 sejtek
lizatumaban a a pRb-t defoszforilalo aktivitds tobb mint 50%-a a miozin foszfatdz holoenzimnek
tulajdonithat6. Kimutattak azt is, hogy a CL-A kezelés soran a THP-1 sejtekben a MYPT1 a Thr695
és Thr850 oldallancokon foszforilaldédik, amely foszforilacios helyek a PP1c gatlasat okozzak és ez a
gatlas hozzajarulhat a pRb foszforilacios szintjének névekedéséhez.

A pRb és a MYPT sejten beliili kolcsonhatasat konfokalis fluoreszcens mikroszkopias
vizsgalatok is igazoltak. Kontroll és DNR-kezelt sejtekben a MYPT]1 és a pRb is foképp a sejtmagban
lokalizalodik. Az egyesitett kép a két fehérje részleges kolokalizacidjat mutatta. CLA kezelés hatasara
a MYPT1 ¢és a pRb is a citoplazmaba transzlokalodik. Ezzel szemben CLA és DNR egyiittes
kezeléseket kovetden a MYPT1 és pRb eltérd eloszlasa figyelhetd meg, mivel a MYPTI a
citoplazmaban lokalizalodik, mig a pRb sejtmagi festodést mutat. Az eredmények azt sugalljak, hogy a
szubsztratfehérje (pRb) és a ,.célra iranyitd” alegység (MYPTI1) kolokalizaciéjanak megsziinését
okozva is hozzéjarulhat a defoszforilacio gatlasdhoz. Az eredmények alapjan az is feltételezheto, hogy
a CLA a MYPT]1 foszforilacidjat olyan (még nem azonositott) oldallaincon indukalja, amely eldsegiti a
MYPT1 nuklearis exportjat. Erdekes, hogy a miozin foszfatiz alkotorészei koziil csak a MYPTI
transzlokalodik a citoplazmaba, a PP1c megoszlasa a sejtmag és a citoplazma kozott a kezelések
hatasara nem valtozik.

Osszefoglalva: a foszfatdzok gatldsa CLA-val mérsékli a daunorubicin (DNR) altal indukalt
sejthalal mértékét, amelynek hatterében a retinoblasztoma fehérje foszforilacidjanak fokozodasa és
defoszforilacidjaban, amelyben a MYPT1 alegység toltheti be a PP1c-t ,,célra iranyitd” szerepet. A
MP tehat a pRb defoszforilacidja altal részt vehet a sejtciklus és a leukémias sejtek
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kemorezisztenciajanak szabalyozasaban is. Eredményeink a fenti folyamatok szabalyozasanak ujszerii
farmakoldgiai megkozelitésére is felhivijak a figyelmet. A pRb foszforilacids szintjének a
szabalyozasaban eddig elsésorban a foszforilaciot katalizald ciklin/CDK komplexek szintetikus
molekulakkal torténd befolyasolasa allt a kozéppontban. Jelen eredmények a defoszforilaciot
katalizalé foszfatazok hasonld farmakologiai szabalyozasi lehetdségeinek feltarasara és
alkalmazasanak fontossagara iranyitjak a figyelmet (Kiss és mtsai., Cellular Signaling, 20: 2059-2070.
(2008)).

4. A neurotranszmitter felszabadulas és a fehérje foszforilacié kapcsolatanak vizsgalata: a ROK
és a MP szerepének tanulmanyozasa a neuronalis fehérjék foszforilaciojaban.

Tanulmanyoztuk, hogyan befolyasoljak a PPl-et ¢és a Rho-kindzt gétld inhibitorok az exocitédzist
szinaptoszomakbol és a neurotranszmitter felszabaduldst nucleus cochlearis ventralis szeleteken.
Kimutattuk, hogy depolarizalé agenssel (30 mM
KCIl) kivaltott exocitozist protein foszfataz
™C inhibitorok, mint pl. OA, TM ¢és tautomicetin
(TMC) gatoltak. A legtobb kisérletben a PPlc
irant legspecifikusabb gatlast kifejt6 TMC-t
alkalmaztuk. = Ezzel szemben a ROK gatld
Y27632 serkenté hatasu volt (6. dbra). Izolalt,
200 pm vastag nucleus cochlearis ventralis
szeleteken patch-clamp technika alkalmazasaval,
a bushy-sejtieck somajardl elvezetett serkentd
hatasu  posztszinaptikus  aramokat (EPSC)
mértiilk: TMC hatasara az EPSC-sorozat elsé
tagjanak amplitidéja a kontrollhoz képest
csokkent, mik6zben az ezt kovetd tovabbi EPSC-
k relativ nagysaga ndvekedett. Jelentdsen lassult
az EPSC-k lecsengése: a folyamatot jellemzo
iddalland6 (,,decay 1) nagysaga a kontrollhoz
viszonyitva mintegy masfélszeresére novekedett.
Y27632 jelenlétében viszont a fentiekkel
ellentétes hatdsokat tapasztaltunk: az EPSC-
sorozat els¢ tagjanak amplitiddja novekedett, a
tovabbi EPSC-k relativ nagysaga csokkent, az
EPSC-k leszall6 szaranak iddallandoja pedig a
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6. abra A, PP1c gatléo TMC és ROK gatl6 Y27632 hatasa a
szinaptoszéma exocitézisra FM 2-10 fluoreszcens festék X ; a
szinaptoszomakbol torténé felszabadulasanak mérésével . kontrollhoz Vlszonyltva annak harmadara

B, A MYPT1 és a ROK lokalizaciéja nucleus cochlearis o r . ,
ventralis szeletek pre- és posztszinaptikus sejtjein. A csokkent. TMC ¢és Y27632 egyuttes alkalmazasa

szinaptofizinnel térténd kolokalizacié jelzi a MYPT1 és soran az Y27632 részben kivédte a TMC hatasat.

ROK preszinaptikus lokalizaciojat. ’ . ’ ,
P P ' Eredményeink arra utalnak, hogy a PP1 tipusu

miozin-foszfatdz miikodését befolyasoldo TMC és Y27632 szereknek pre-, és posztszinaptikus
tamadaspontja is lehet: a TMC csokkenti a neurotranszmittert tartalmazé vezikulumok exocytosisdnak
valoszinliségét, és lassitja a posztszinaptikus AMPA-receptorok deszenzitizaciojat, az Y27632 pedig
ezzel ellentétest hatast fejt ki.

»A MYPTI kélesénhatisa neurondlis fehérjékkel” alfejezetben leirtuk, hogy a MYPTI1-hez k&todo
fehérjéket, amelyek valdszinii MP szubsztratként vehetok figyelembe: ilyen neuronalis fehérjék, az
MLC20-on kiviil, a szinapszin €s a szintaxin is. Foszfospecifikus antitestekkel kimutattuk, hogy a PP1
gatlasa TMC-vel noveli a MYPT1 foszforilacigjat a Thr696 gatld helyen, a MLC20-Serl9, a
szinapszin-Ser9 ¢€s a szintaxin-Ser14 oldallancokon, mig a ROK gatldé Y27632 ezzel ellentétben ezen
foszforilacios helyek foszforilacios szintjét csokkentik. Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a fenti fehérjék foszforilacios szintjét a ROK/MP enzimpar szabalyozza. Ezek
koziil a szintaxin foszforildcidja negativan befolyasolja a neurotranszmitter felszabadulast, ezért
feltehetd, hogy a PP1 és a ROK inhibitorok e fehérje foszforilacids szintjének valtoztatasan keresztiil
befolyasolhatjak a neurotranszmissziot (Lontay és mtsai., J. Neurochemistry, a biralok javaslata
alapjan javitott kézirat bekiildés elott).
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Egyéb, a tétmahoz kapcsolodo eredmények

A palyazat céljai kozott szerepelt, hogy a kolcsonhatasok vizsgalatara alkalmazzuk €s a téma kapcsan
kiszélesitsiik a felszini plazmonrezonancian alapulé méréseket (a palyazat kezdetén beilizemelt
Biacore-3000 késziilékkel) fehérje-fehérje és fehérje-ligand kolcsonhatasok kvantitativ jellemzésére.
Amint az el6z0 fejezetekbdl is kideriilt, a modszert sikeresen alkalmaztuk a foszfataz kdlcsonhatasok
jellemzésére és a palyazathoz kozvetleniil kapcsolodo témaban megjelent (Kiss és mitsai., Cellular
Signaling, 20: 2059-2070. (2008); Gyémdnt és mtsai., Bochim. Biophys Acta 1794.: 291-296 (2009),
Czikora és mtsai., Biochimie, 93: 1139-1145 (2011)) és kozlés alatt (Kiss és mtsai, FEBS Journal,
kozlés alatt), vagy kozlés elott 1évo eredmények (1d. eNOS-MYPTI1, kalcineurin-MYPT1, SNAP25-
MYPT1 kolcsonhatasok) ilyen tipusu vizsgalatot tartalmaznak. E modszer kidolgozasat segitették
olyan egyiittmtikodési munkak is, amelyek a modszertani alkalmazasok szempontjabdl kapcsolddtak a
célkitiizésekhez (Toth és mtsai., J. Immunology, 182: 2084-2092. (2009), Radnai és mtsai., J. Biol.
Chem. 285: 38649-38657. (2010)), de a kutatasi téma kiilonb6zé volt. Ez utobbi okbol az OTKA
tamogatast ezekben a kdzleményeken nem tiintettiik fel.

E teriileten tovabbi modszertani alkalmazasok is elindultak, igy pl., kidolgoztunk egy eljarast a
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kolcsonhatas asszocidcidos—disszociacios kinetikajanak. A SPR elvén alapuldé méréstechnikak
lehetdséget nyujtanak membran asszociacios vizsgalatok kivitelezésére is. Az L1 szenzorchip dextran
matrixhoz kovalensen kapcsolt lipofil molekuldkat tartalmaz, amely képes lipid micellakat megkotni.
Kisérleteink soran agy-, sziv- és madjsejtekb6l kinyert liofilizalt teljes lipidkivonatokat hasznaltunk,
amelyekbdl hidratalasi és négyszeri fagyasztas-felolvasztasi 1épés utan extriizids eljarassal ~100-120
nm atmérdji micellakat tartalmazo oldatokat készitettiink. Az oldatokat az L1 szenzorchip feliiletére
injektaltuk ¢és a kiilonb6z6é eredeti lipidek esetén megkozelitdleg azonos immobilizalasi mértéket
(~7500 RU) allitottunk be. Kontrollként az L1 szenzorcsip lipidmentes, marhaszérum albuminnal
(BSA) lefedett feliilete szolgalt.

Vizsgaltuk a protein foszfataz inhibitorok (okadansav, mikrocisztin, EGCG, ciklosporin A),
valamint az endotelialis nitrogén-monoxid szintetdz (eNOS) leghatékonyabb gatldszerének (nitro-L-
okadansav és a ciklosporin A esetében nem tapasztaltunk szamottevd asszociacids €s disszociacios
kiilonbséget az eltérd lipidfeliiletek kozott. Ezzel szemben a mikrocisztin és az EGCG elsésorban a
majbol kivont lipidekhez mutatott nagyobb affinitast és kevésbé kotddott a sziv- vagy agyszovetbdl
meglehetdsen gyors. Ez 0sszhangban lehet azzal a feltételezett mechanizmussal, hogy az enzimek
hatasos intracellularis gatlasdhoz nem csak a membrannal valo asszociacidos készség, hanem a
membranrdl torténd viszonylag gyors disszociacio is sziikséges. Eredményeinkbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a SPR technikdn alapuld modszer hozzajarul kiilonb6zo inhibitorok
membranpermeacios sajatsagainak vizsgalatahoz, ill. alkalmas az inhibitorok ezen tulajdonsagainak
Osszehasonlitasara.

A kutatasi témaval kapcsolatos PhD és TDK képzés és tudomanyos fokozatszerzés

A kutatasi téman az OTKA témafelelds (Dr. Erdodi Ferenc) vezetésével 4 PhD hallgaté dolgozott
(Kiss Andrea, Dedinszki Dora , Batori Robert és Bécsi Balint), koziiliikk Dr. Kiss Andrea szerzett PhD
fokozatot 2008-ban, a tobbiek fokozatszerzése 2012-ben varhato. A palyazatban résztvevo Dr. Csortos
Csilla témavezetésével a kutatasi témahoz kapcsolddé munkaval Dr. Czikora Istvan szerzett PhD
fokozatot 2011-ben. Intézeti kollaboracio keretében, részben a témaban végzett munkaval Kolozsvari
Bernadett szerez fokozatot varhatéan 2012-ben.

A témaban TDK munkat végz0 Gadl Zsuzsanna IV. éves orvostanhallgaté két helyi TDK
konferencian tartott el6adast, majd a 2011-ben rendezett OTDK konferencian eléadasaval 1. helyezést
értel.
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