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1. Bevezet ®s

1.1. Az endoplazm8s reti kul um

Az eukaridta sejtekben a membrannal koriilhatarolt, kiilonb6z6 szerepet betdltd
kompartmentek sokasaga koziil a sejtmag, a citoplazma, a citoszol, a Golgi apparatus, a
mitokondrium (és a kloroplaszt), a lizoszomak, a peroxiszomak és az endoplazmas
retikulum (ER) emelend? ki.

Az ER egy folyamatos membrannal hatarolt sejtorganellum [1,2], melynek
Osszefliggd lumene ciszternak és tubulusok haldzatabol all. Az ER membranja — mely a
sejtmag burkat is magaba foglalja — teljes mértékben elhatarolja az ER lumenét a
citoplazmatol, ezzel biztositva a mas organellumoktol karakterisztikusan eltérd
kornyezet fenntartdsat, melyre a viszonylag magas kalcium-, proton- ¢és
aszkorbatkoncentracio mellett az alacsony tiol/diszulfid ardny a jellemzd. Az ER
membranja tobb sajatossaggal — pl. magas fehérje/lipid arany és alacsony
koleszterintartalom — rendelkezik, ezaltal jelentOsen eltér a plazmamembrantol és mas
intracelluldris membranoktol.

Az ER az eukariota sejt legnagyobb membrannal hatarolt organelluma, melynek
mérete €s morfologiai sajatossdga a kiilonbozd sejttipusokra jellemzd folyamatoktol
fliggben igen széles hatarok kozott valtozhat (pl. a szarkoplazmas retikulum a
harantcsikolt izomrostokban). A hepatocitdk membranrendszerének akar 95%-at, illetve
a sejt teljes térfogatdnak 10%-at is alkothatja az ER, de vannak sejtek, ahol mérete
minddssze a maghurokra szoritkozik.

Morfologiai és funkcionalis szempontbol két fontos altipusat kiilonboztetjiik meg:
a magmembrant alkoté ER-t €s a periférids ER-t. A periférias ER tovabb csoportosithatd
sima felszinli endoplazmas retikulumra (SER) és durva felszinli endoplazmas
retikulumra (DER) [3]. A SER szerteagazd csérendszerre emlékeztetd tubularis
szerkezetl kompartment, mely nevét onnan kapta, hogy nem hordoz felszinén
riboszomakat. A DER-t ezzel szemben riboszomak boritjak, és szerkezete lamellaris
elrendezddést mutat. A tubulusok és ciszterndk kiterjedt rendszere Osszekapcsolodva

egy egységet képez, melyben a kiilonb6z0 szubkompartmentek membranja és lumene

fel ®f



egymassal folytonos. Az ER, fent részletezett, harom morfologiailag eltérd régidja
fluoreszcens elektronmikroszkoppal jol elkiilonitheté egymastol [4].

A morfologiai eltérésekhez funkciondlis kiilonbségek is tarsulnak. A sejtmag
membranja jellegzetes szerkezeti elemei révén elsdsorban a sejtmag funkcidihoz kotédo
feladatokat tolti be. A SER Ilumenében szamos biotranszformaciés reakcid (pl.
glukuronidacié) jatszodik le; ugyancsak a SER membranjdban folynak a
lipidanyagcsere kiilonb6z6 1épései  (pl. zsirsavak elongacidja, deszaturacidja,
trigliceridszintézis, koleszterinszintézis tobb 1épése stb.). A DER kozponti szerepet tolt
be a szekrécidra és a plazmamembranba, valamint a sejt kiilonb6z6é organellumainak
membranrendszerébe keriilé fehérjék szintézisében, ko- ¢és poszttranszlacios
modositasaiban, illetve e fehérjék mindségellendrzésében és az ER-asszocialt
degradacioban. A DER legnagyobb mennyiségben a majsejtekben és az exokrin
pancreassejtekben talalhaté meg.

Az ER, a sejtmaggal vald szoros kapcsolaton kiviil, mind a plazmamembrannal
mind egyéb membrannal hatarolt sejtorganellumokkal, mint a mitokondrium, Golgi,
peroxiszoma, vakuolak ¢€s kloroplasztok, szoros membrankapcsolatokat alakit ki.
Ennek koOszonhetdéen vezikularis tton transzportdlodhatnak az ER-ben szintetizalt
lipidek, szterolok rendeltetési helyiikre és kdzvetlen kalcium szignalok alakulhatnak ki a
kiilonb6zé organellumok kozott. Ezek az eltérd tulajdonsagokkal és Osszetétellel
rendelkezé kapcsolodasi régiok folyamatosan valtozhatnak a sejt igényeinek
megfeleléen [5].

A fehérjeszintézisen tul szamos sejtbiologiai és biokémiai folyamat jatszodik a
durva és sima felszinli ER lumenében [6]. Bels6 kalciumraktarai révén az ER szerepet
jatszik a sejt szabalyozasi mechanizmusaiban. A szénhidrat-anyagcserében is fontos
szerepe van, ugyanis a glukoneogenezis utolso 1épését, a szabad glukoz keletkezését, az
ER membranjahoz kotott enzim, a glukdz-6-foszfataz katalizalja. A lipidanyagcsere
tobb enzimrendszere is itt talalhato, a koleszterin, a foszfolipidek és a trigliceridek
szintézisének legtobb 1épése itt zajlik, nagy részben itt torténik a koleszterin epesavakka
vagy szteroid hormonokka alakitésa.

A biotranszformacié fobb Iépései is az ER-hez kotott folyamatok. A
biotranszformacio elsd fazisdban az adott vegyiileten konjugaciora alkalmas csoportok

alakulnak ki oxidacid, redukcié vagy hidrolizis révén. Ennek a legfontosabb enzimei, a



citokrom P450 monooxigenazok az ER membranfehérjéi. Az enzimrendszer rendkiviil
valtozatos endogén (pl. szteroid, koleszterin), és exogén szubsztratok (pl. gyogyszerek)
atalakitasat végzi. Kiemelendok a 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz izoenzimek,
amelyek a biotranszformacié elsé fazisaként a glukokortikoidok oxidoredukciojat
katalizaljak, és ezaltal prereceptorialis aktivalasat vagy inaktivalasat végzik [6]. A
biotranszformacié masodik (un. konjugécios) fazisanak legfontosabb enzimei, az UDP-
glukuronozil-transzferazok  szintén az ER integrans membranfehérjéi. A
glukuronidacion tal a biotranszformaci6 masodik fazisanak egyéb reakcidi: a

szulfatalas, a glutationnal torténd konjugacio €s a metilezés is itt zajlanak.

1.2. Feh®rje®r ®s az endopl azm8s r et

Az ER lumenére jellemzd ionkoncentraciok, oxidativ kdrnyezet €s a chaperonok
jelenléte optimalis helyszint biztosit a fehérjék éréséhez. Az ER-ben szamos specialis
ko- és poszttranszlacios modositas torténik: diszulfidhidak kialakitasa, N-glikozilacio,
prolil- ¢és lizil-hidroxilacid, valamint glutamil-y-karboxilacio. Ezek a modositasok
rendkiviil fontosak a fehérjék megfeleld éréséhez, a nativ konformdcio kialakitasdhoz.

A fehérjék érése az ER lumenében hdrom fazisra oszthato:
1. A transzlokon komplex kozremiikodésével kotranszlacids, kotranszlokacios
modositasok.
2. A fehérjék riboszomardl, illetve transzlokon komplexrél torténd levalasa utan
poszttranszlacios folding.
e A szignal szekvencia lehasitasa egy erre kijeldlt peptidaz 4ltal.
e A polipeptidlanc kapcsolodasa chaperonokhoz.
e Masodlagos szerkezettl fiiggden, a megfeleld peptidkotések cisz
altal.
e Egyes fehérjék prolil vagy lizil oldallancainak hidroxilalodésa.
e Néhany fehérje glutamil oldallancainak y-karboxilalodasa (a y-karboxil-
glutaminsav szintézise a méaj ER-jében zajlé K-vitamin ciklus része, és a

hemosztazisban fontos alvadasi faktorok — protrombin, X-faktor, IX-
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faktor, VIll-faktor, protein C ¢€s protein S szintézisében/aktivalasban
elengedhetetlen folyamat).
e A lancon beliili, illetve lancok kozotti diszulfid hidak kialakulasa.
e Oligoszacharidok kapcsolodasa a fehérjékhez (fehérje-glikozilacio, a
glikoproteinek kialakulésa)
3. A fehérje alegységek kapcsolodasa oligomerekkeé.

A fehérjék megfeleld érésében fontos szerepet jatszanak az ER lumenében nagy
koncentracioban megtalalhatd chaperonok (dajkafehérjék), illetve a hajtogatéast
(foldingot) eldsegitd enzimfehérjék (foldazok). A chaperonok felismerik az éretlen,
rosszul hajtogatott fehérjéket és emellett képesek a fehérjék megfeleld tekeredését, az
ugynevezett ,.foldingot” segiteni [7]. A folding soran a kezdetben még a felszinen is
jelen 1évé hidrofob oldallancok a fehérjék belsejébe kerlilnek. A nem megfelelden
hajtogatott fehérjék felszinén azonban szdmos hidrofob rész marad, melyet a
dajkafehérjék felismernek, és sajat hidrofob oldallancaikkal hozzajuk kapcsolodnak.
megfeleld szerkezet kialakitasat. A chaperonok a rosszul hajtogatott fehérjéket hidrofob
magjukba zarjak, majd ezt a kornyezetet hidrofilre valtjak, ami az éretlen fehérjékben is
hasonl6 valtozasokat indit meg: a felszini hidrofob lancok helyére hidrofilek keriilnek,
majd az érett, nativ fehérje disszocial a chaperonrol [8].

A fenti mechanizmusokkal a chaperonok eldsegitik, hogy a ,,folding” megfelelé
legyen ¢és kialakuljon a fehérjék nativ konformacidja, ami energetikailag a

legkedvezdbb allapotot jelenti.

1.2. 1. Di szul fid hidak kial ak2t 8sa

A diszulfid hidak kialakulasa a fehérjeérés egyik legfontosabb Iépése. A
szekréciora keriild és a membranban elhelyezkedd fehérjék harmadlagos €s negyedleges
szerkezetének stabilitdsdhoz, a fehérjék megfeleld mitkddéséhez a diszulfid hidak
alapvetden sziikségesek [9].

A diszulfid hidak kialakitasa két elektron atvitelével torténik. Ez in vitro spontan

is bekdvetkezhet, a ciszteinek tiol csoportjainak egy akceptorra (pl. molekularis oxigén)
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torténd elektronleadasan keresztiil. In vivo a fehérjék diszulfid hidjai a tiol-diszulfid
kicserélddése révén alakulnak ki. Ez az enzimatikus reakcid barmely tiol csoportot
tartalmazo molekula és egy fehérje kozott 1étrejohet. A folyamat végeredményeképpen
az eredetileg oxidalt allapotban 1évé tiol csoportok redukalddnak, a redukaltak pedig
oxidalédnak. A reakciot tiol-diszulfid oxidoreduktazok katalizaljak [10]. Emberben
eddig két fehérje szerepét bizonyitottak a folyamatban. A protein-diszulfid-izomeraz
(PDI) kozvetleniil az éretlen fehérjétol, mig az Erolp a PDI-tdl vesz at elektronokat
[11,12]. A PDI szerepének fontossagat bizonyitja az is, hogy ez az egyik legnagyobb
mennyiségben eléforduld enzim emlds és élesztd sejtek ER lumenében. A sejt teljes
fehérjetartalmanak mintegy 0,8%-at alkotjak ezek az enzimek [13]. Részleteiben még
nem ismert, hogy az elektronok hogyan jutnak el a végsd elektronakceptorra, az

oxigénre.

1.22.Ngli kozil §ci

Az N-glikozilaci6 a fehérjék egyik fontos poszttranszlaciés modositisa, ami az
ER lumenében kovetkezik be. A fehérjék glikozilaciojanak 1épései mar az 1980-as évek
elejétdl kezdve ismertek, bar akkor még nem értették teljesen ennek a folyamatnak a
jelentdségét.

Az N-glikozilalt fehérjék kialakulasakor a fehérje kitlintetett aszparagil
egységeinek amid csoportjahoz egy 14-tagu oligoszacharid lanc (GlcsMangGICNAC,)
kapcsolodik [14]. A glikéan szerkezete az evolucio soran igen konzervativnak bizonyult;
Osszetétele megegyezik mind emlds, mind novény, mind gombasejtekben [15] (1.

abra).
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1. abra. A nativ fehérjékre helyezett oligoszacharid szerkezete emlos sejtekben [16]

A glikdn kozvetleniil a dolikol-foszfatrél helyezddik a fehérjére, amit egy
transzferaz enzim katalizal. A dolikol-foszfat hosszi (15-19 izoprénegységbdl allo),
apolaros lipid. A segitségével aktivalt ,,core” oligoszacharid egység a polipeptid lancra
helyezddik at, mikozben a dolikol-pirofoszfat felszabadul [17]. A transzfert katalizalo
oligoszacharil-transzferaz egy 8 alegységbdl allo komplex enzim, mely az ER
membréanjaban foglal helyet. Erdekes, hogy a hatékony transzporthoz sziikség van a
,core” oligoszacharid mindharom sz¢lsé glukoz alegységének a jelenlétére, mert az
enzim a triglukozilalt oligoszacharidot husszor gyorsabban szallitja, mint azt,
amelyikrdl egy glukéz alegység hianyzik, habar a gluk6z alegységek lehasadnak,
mihelyt a glikan a fehérjéhez kotddott [18].

Szdmos enzim vesz részt az oligoszacharid lanc 4talakitasi folyamataiban (2.
abra). A szélsé glukoz alegységet a glukozidaz I (ER membranjahoz kotétt) enzim
tavolitja el az a1,2 kotés hidrolizalasa révén [19], majd a két maradék glukoz alegységet

a glukozidaz II enzim hasitja le a koztes al,3 kotések hidrolizalasaval [20].
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2. abra. Az N-glikoproteinek érésének kezdeti 1épése

Az ol i gos zach(@3Tikemplexj aa aligoszhobharid (GldansGIcNAC,)
| & nadolikokf oszf atr 6l az ére2l]l en fehérjére

A tovabbiakban néhany mannoz is lehasadhat a fehérjérdl, amit a mannozidaz I -
II és egy még azonositatlan mannozidaz katalizal [22]. Az emlitett reakciokon kiviil az
ER-ben még egy reakcié torténhet az N-glikoproteinek oligoszacharid lancaval, az
atmeneti  re-glukozilaci6  az  UDP-glukéz:glikoprotein  glukozil-transzferaz

kozremiikodésével [23] a ,,mindségellendrzésnél” részletesen targyalt modon.

A sz¢Is6 harom glukozegység €s egy mannozegység hidrolizisét kovetden a
fehérje a Golgi komplex felé tovabbitodik, ahol az N-glikoproteinek glikan csoportja
tovabbi valtozasokon megy keresztiil, az ott talalhatd mannozidazok és N-acetil-

gluk6zaminil-transzferazok révén [24] (3. abra).
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3. abra. Az Gjonnan szintetizalodo N-glikoproteinek oligoszacharid lancanak
atalakulasa (a) — és a Kitiintetett aszparinghoz kapcsolodé oligoszacharid
szerkezete (b)
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1.2.2.1. Glukozidaz II enzim

A glukozidaz II enzim kulcsszerepet jatszik a glikoproteinek oligoszacharid
oldallancanak atalakitasaban, valamint a glikoproteinek mindségellenérzésében [26]. A
glukozidaz II — a glukozidaz I enzimmel ellentétben — szolubilis 4llapotban talalhat6 az
ER lumenében; pH optimuma kozel neutrdlis. Az enzim ismert gatlészere az 1-
deoxinojirimicin és az ebbdl szarmaztathatd castanospermin. A fehérje tetramer
szerkezetil, két 110 kDa-os részbdl épiil fel, melyek a és B alegységekbdl allnak [27].

A — tilnyomorészt az ER lumenében taldlhaté — glukoziddz Il ER-ben tartasaért
jelenleg az enzim 80 kDa-os, katalitikus aktivitassal nem rendelkezd, B alegységének

tulajdonitanak szerepet, mig az a alegység az enzimatikus aktivitasért felelGs. In vitro a
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katalitikus alegység a [ alegység hianyaban is aktiv, de in vivo mindkét alegység
sziikséges az enzim mikodéséhez [28].

Miutan a glukozidaz 1 hidrolizalja az Ujonnan szintetizalt glikoprotein
oligoszacharid oldallancanak sz€lsé glukdz alegységét, a maradék két glukoz molekulat
a glukozidaz II hasitja le. Az els6 koztes al,3 kotés hidrolizise gyorsan végbemegy, mig
a masodik al,3 kotés hasitasa ennél joval lassabban, szabalyozott 1épésként kovetkezik
be. Az eltérd enzimkinetika a glukoziddz II enzimen talalhatd két eltéré szubsztrat-
kotohellyel magyarazhaté [29].

A sz¢€Is6 harom glukoz alegységtdl megfosztott, de nem megfeleléen hajtogatott
glikoproteinek  atmenetileg reglukozilalodhatnak a mannéz molekulan mind
membranhoz k&tott, mind szolubilis glukozil-transzferazok altal.

A glukozidaz II enzim aminosav-Szekvenciajaban teljesen eltér a glukozidaz |
enzimt6l [30]. Egyéb glukoz-hidrolaz enzimekkel (mint a lizoszomalis a-glukozidaz,
szukraz-izomaltaz és az élesztd glukozidaz) azonban meglepd mdédon rokonsagot mutat.
A glukozidaz II enzim kiemelt jelentdségét mutatja, hogy a gén szerkezete az evollcio
soran igen konzervativnak bizonyult; a gén aminosav-szekvencidja nagymértékil
hasonlosdgot mutat a kiilonboz6, egymastol tavol allo fajok (ember, sertés és
¢lesztdgomba) kozatt.

Az Ujonnan szintetizalt N-glikoproteinek mindségellendérzé folyamatdban a
glukozidaz II enzim kiemelten fontos szerepet jatszik. A mindségellenérzés hivatott
biztositani az ujonnan szintetizalt fehérjék megfeleld érését, valamint megakadalyozza,
hogy a hibas — vagy még éretlen — fehérjék sejten beliili rendeltetési helylikre
széllitodjanak vagy szecernalddjanak. Ez kitiintetett jelentdséggel bir, mert a
részlegesen, vagy esetleg teljesen funkcioképtelen ioncsatornak, transzporterek,

receptorok jelenléte a sejtek membranjaban sejthalalhoz is vezethet [31].

1. 3. Mi nRs®gel |l enRr z®s

Mindségellendrzd rendszerek szabalyozzak a DNS, RNS és fehérjeszintézis szinte
minden [épését. Ezeknek a jol milkodd, szigortan ellendrzott folyamatoknak
kdszonhetden a sejtekben a hibas makromolekulak szama rendkiviil alacsony [32].

A fehérjéket az erre kijelolt molekuldk a transzkripcio, transzlacio, a folding és az

Osszeszerelés szintjén is ellendrzés alatt tartjdk. Ahhoz, hogy a fehérje a végso

16



crer

legkedvezobb allapotot jelenti. Amikor a fehérjék érése az ER lumenében nem
tokéletes, €s a sejt ezt a hibat nem tudja kijavitani, akkor az érintett fehérjék lebontasra
keriilnek. Ez a folyamat az ER-asszocialt degradacié (ERAD).

A nativ és nem nativ konforméaci6 kozotti kiilonbséget a sejtekben az erre kijeldlt
molekulak érzékelik. Ide tartoznak tobbek kozott a chaperonok, melyek a nem
megfeleléen hajtogatott fehérjékhez kotddnek és kettds funkcidjuk van: a megfeleld
tekeredés elosegitése mellett a rosszul hajtogatott fehérjék lebontasaban is szerepet
jatszanak. A konformacid ellendrzésében enzimek is részt vesznek, melyek megfeleld
jelzésekkel latjak el a rosszul hajtogatott fehérjéket. A lebontésra itélt fehérjék jelzése
az ubiquitin. Az ER-bdl retrotranszlokacioval eltavolitott fehérjék ubiquitinalédnak és a
proteaszémaban degradalodnak (ERAD).

Az N-glikoproteinek érése és a mindségellenérzése soran az oligoszacharid
oldallancban talalhatd kitiintetett glukdz alegység az éretlenség jeleként és retencios

szignalként szolgal, amely a rosszul hajtogatott fehérjéket visszatartja az ER lumenében

[33].

1.3.1. Pri mer minRs®gell enRrz®s

Primer mindségellendrzésnek nevezziik az ER-ben Gjonnan szintetizalt fehérjék
Golgi apparatusba torténd transzportjat szabdlyozd rendszert, mely minden fehérjét
kontroll alatt tart, szemben a méasodlagos mindségellendrzéssel, amely csak a fehérjék
egy bizonyos csoportjat érinti [34].

A mingségellendrzésben szamos chaperon (pl. BiP/GRP78, GRP94), lektin (pl.
kalnexin, kalretikulin) és foldaz (pl. PDI, ERp57, Erp72) vesz részt. A rendszer
jelentdségét mutatja, hogy ezek az enzimek rendkiviil nagy mennyiségben talalhatok az
ER lumenében. Amikor a fehérje szerkezete eltér a nativ konformaciotol, akkor a fenti
molekulak ezt felismerik, hozzakotddnek az éretlen fehérjéhez, és megakadalyozzak,
hogy elhagyja az ER lumenét, mikozben segitik a megfeleld konformacié kialakitasat is.
Gyakran mar egészen kis konformdcidbeli kiilonbség elengedé a chaperonok
mitkodésbe 1épéséhez [35]. A megfelelden hajtogatott fehérjék vezikularis transzporttal

szabadon elhagyhatjdk az ER lumenét.
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1.3.1.1. A glikoproteinek mindségellendrzése

A kalnexin-kalretikulin ciklus egy kiilondsen jol ismert primer mindség-ellendrzo
folyamat. Ez a rendszer felelds a glikoproteinek megfeleld tekeredéséért, a rosszul a
hajtogatott fehérjék ER-ben tartasaért (amig a fehérjék megfelelé konformacidjukat el
nem érik), szerepet jatszik tovabba a rosszul hajtogatott fehérjék lebontasaban is [36].

A lektinekhez tartoz6 két homoldg fehérje, a kalnexin és kalretikulin az ER
lumenében taldlhatd ¢és megkoti az tjonnan szintetizalt monoglukozilalt N-
glikoproteineket [37].

A kalnexin vagy kalretikulin (esetleg mindketté egyszerre) az ER-ben szintetizalt
Osszes glikoproteinnel atmenetileg kapcsolatba keriil, ami a monoglukozilalt
glikanokhoz (GlciMan7.9GIcNAC,) valo specifikus kotodésének kdszonhet6 [38].

A kalnexin transzmembran fehérje, mig a kalretikulin szolubilis formaban van
jelen az ER lumenében. Mindketten komplexet alkotnak az ERp57 tiol-diszulfid
oxidoreduktazzal. Az ERp57 enzim a diszulfid kotések kialakitasat katalizalja a
kalnexin-kalretikulin altal kotott fehérjékben [39]. Egyéb ER chaperonok és foldaz
enzimek (mint a BiP és PDI) is gyakran szerepet jatszanak a glikoproteinek megfelelé
hajtogatasaban, érésében.

A kalnexin/kalretikulin ciklus be- és kikapcsolasaért két egymastol fiiggetlen
enzim felelés. A glukozidaz Il a monoglukozilalt glikanok kitiintetett glukoz
chaperonrél. A masik jelentés enzim az UDP-glukéz:glikoprotein-glukoziltranszferaz,
amely a reglukozilaciot katalizalja és ezzel a chaperonok kapcsolodasat ismét lehetové
teszi a fehérjéhez. In vitro és in vivo tanulmanyok bizonyitjak, hogy a reglukozilacio
csak akkor kovetkezik be, ha a glikoproteinek konformacioja nem megfeleld [33].

A glikoproteinek végiil vagy elérik nativ konformaciojukat, vagy lebomlanak. A
lebontésra itélt glikoproteinek oligoszacharid oldallancdban egy sz€éls6 mannozt hasit az
ER al,2 mannoziddz 1. Ezutdn egy Ujonnan felfedezett lektin, az EDEM koti meg a
degradaciora itélt fehérjéket [40], melyek a proteaszomakban lebontasra keriilnek. Az
N-glikoproteinek mindségellendrzésében kozponti szerepet jatszo kalnexin/kalretikulin

ciklust a 4. abra mutatja.
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4. abra. Kalnexin/kalretikulin ciklus
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1.3.2. Szekunder minRs®gell enRrz®s

Ahhoz, hogy a fehérjék szekréciora keriiljenek, a primer mindségellendrzés
kovetelményein feliil egyéb kritériumoknak is meg kell felelniiikk. A szekunder
mindségellendrzés soran kiilonbozd szelektiv mechanizmusok szabalyozzak a fehérjék
vagy fehérjecsaladok exportjat. Minden résztvevd faktornak megvan a sajat modszere,
hogy felismerje az altala ellendrzott fehérjét. E faktorok csoportjaba tartozik néhany
specifikus chaperon és enzim, mint a NinaA peptidil-prolil cisz/transz izomeraz, amely
a specifikus rodopszinok transzportjat biztositja Drosophilia melanogasterben [44]. Egy
jol ismert faktor a ,,receptor-associated protein” (RAP), amely az LDL (,,low density
lipoprotein”) receptor csalad tagjait az ER lumenében megkéti és ,,elkiséri” 6ket a Golgi
komplexbe, hogy megvédje a receptorokat a korai szekréciotol.

A szekunder mindségellendrzés szerepet jatszik a fehérjék ER-ben tartdsanak és

exportjanak sejtspecifikus szabalyozasaban [45].

14 ERstressz ®s UPR

A szekréciora kertild fehérjek és a membranhoz, valamint egyéb organellumokhoz
kotott fehérjék szintézisének helye az ER. Az optimalis fehérjefoldinghoz szamos faktor
szlikséges: ATP, relativ magas Ca?* ionkoncentracié, oxidativ koérnyezet (ami a
diszulfid-hidak kialakitasahoz elengedhetetlen) és bizonyos fehérjék megfeleld
mitkodése [46]. A specidlis luminalis kornyezetet megzavard hatasok befolyasoljak az
ER miikodését.

Amennyiben az ER-ben zavar kovetkezik be, akkor nem képes a fehérjék
megfeleld érését a sziikséges mértékben biztositani. Ebben az esetben a nem

megfeleléen hajtogatott (,,unfolded” vagy ,,misfolded”) fehérjék felhalmozddhatnak az
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ER lumenében, aggregalodhatnak — ez a fehérje-tulterheléses allapot az ER-Stressz
egyik kivaltdja [46]. Az ER fehérje-talterheléséhez vezetd legfontosabb folyamatok:
e kalcium-homeosztazis megvéltozasa (pl. luminalis Ca®*-szint csokken, aminek
kovetkezében a Ca-fiiggd chaperonok miitkodése elégtelen lesz),
e lumindlis tiolok redox stituszdnak a megvaltozasa, ami a diszulfid hidak
képzodését vagy a koros diszulfid hidak izomerizaciojat akadalyozza meg,
e aszervezet — ¢és ezaltal az ER lumen — glukézszintjének csokkenése, ami gatolja
a glikoproteinek érését,
e integrans membranfehérjék, lumindlis fehérjék tultermelése, pl. virdlis

fertGzésben.

A sejtek — hogy legy6zzék az ER-stressz okozta artalmakat — kiilonboz6
mechanizmusokat fejlesztettek ki, melyeket 6sszefoglaléan UPR-nek (,,unfolded protein
response”) neveziink (5. abra). Az UPR legfontosabb elemei:

e az ER foldingkapacitdsdnak a helyreéllitdisa (ER chaperonok ¢és foldazok
szintézisének fokozasa);

o az ER méretének novelése a foszfolipidek ¢s integrans fehérjék fokozott
szintézisével;

o a fehérjeszintézis gatlasa a transzlacid és transzkripcid szintjén egyarant, ezaltal
a fehérjetulsuly csokkentése;

e az ER-asszocidlt degradaci6 (ERAD) fokozasa, ami a fehérjék lebontasat
serkenti.

Az eldbb emlitett valtozasok eldsegitik, hogy a rosszul hajtogatott fehérjék a
lumenben maradjanak mindaddig, amig megfeleld konforméacidjukat el nem ¢érik, vagy
ha kijutnak a citoszolba, akkor lebontasra keriiljenek (ERAD).

Ez az Osszetett sejtvdlasz alapjaban véve harom transzmembran receptoron
keresztiil valosul meg: PERK (,,pancreatic ER kinase”), ATF6 (,,activating transcription
factor 6) és az IRE1 (,,inositol requiring enzyme 17”). A nyugalomben 1év6 sejtekben

mindharom receptort inaktiv allapotban tartja a GRP78 ER chaperon [47]
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5. abra. Az UPR soran aktivalodé legfontosabb folyamatok [48]

Amikor a nem megfelelden hajtogatott fehérjék felhalmozodnak az ER
lumenében, a GRP78 chaperonok disszocialnak a receptorukrol ¢és az éretlen
fehérjékhez kotddnek. A receptorok e folyamat révén aktivalodnak és beinditjdk az
UPR-t. Az UPR elsddleges célja a normal ER funkcid helyreallitasa, a sejt megmentése
[49]. Amikor az UPR nem tudja helyreallitani az ER egyensutlyat, és kivédeni a stresszt,
akkor beindul a programozott sejthalal.

Az ER-stressz 4ltal indukalt apoptozis 3 féazisra oszthatdé (az iniciacio,
elkotelezddés az apoptozis irdanyaba és a végrehajtds). A kezdeti fazisban kdzponti
szerepet jatszanak a kordbban mar emlitett PERK, ATF6 és IRE1 transzmembran
receptorok. El8szor a PERK aktivalodik, majd az ATF6 és végiil az IRE1.

PERK: a GRP78 chaperon disszociacigja a receptor dimerizacigjat és
autofoszforilaciojat eredményezi. Az aktivalédott PERK foszforilalja az eukariota
iniciacios faktor 2a alegységét (elF2a), ami egy GTP-kotd fehérje. Normalis esetben a
GDP eltavolitasahoz €s a GTP kotéséhez egy segitd fehérje, az elF2p sziikséges. Az
elF2a foszforilalddasa meggatolja az elF23 GDP/GTP cseréld funkciodjat és igy gatolja

Ezzel ellentétben a ,,cap-independent” uton keletkez6 fehérjék, mint az ATF4 és a
CHOP, fokozott mértékben fognak termelddni e folyamat hatasdra. Az twjonnan

szintetizalt ATF4 a magba transzportalodik, ahol olyan fehérjék (pl. CHOP, GADD34,

crer
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Az elF2a foszforilacigjan keresztiili transzlacios kontroll mechanizmus az ER-
stressz érzékelése utan rovid idén beliil (néhany perc) kifejti hatasat, mig az IRE1 és
ATF6 molekula altali transzkripcios szabalyozas csak néhany ora utan jelentkezik.

ATF6: két Golgi-lokalizaciés szekvenciat tartalmaz, melyek egyikéhez a GRP78
kapcsolodik. Az ER-stressz soran szabadda valt ATF6 a Golgi apparatusha
transzportalddik, ahol limitalt proteolizissel egy citoszolikus fragmentum keletkezik
beldle, mely transzkripcios faktorként miikodik. Az ATF6 tisztan talélést eldsegitd
molekula, az 4ltala kivaltott folyamatok teljes mértékben az ER-stressz ellensulyozasat
szorgalmazzék. Az aktivalt ATF6 transzkripcios faktor az ATF/CRE elemekhez, illetve
,»ER stress response” elemekhez képes kapcsolddni és ezaltal fokozni az ER chaperonok
(GRP78, GRP94, PDI), a CHOP transzkripcios faktorok szintézisét, a lipogenézist
valamint az XBP1 szintézisét, mellyel az IRE1-nek szolgaltat szubsztratot és az UPR
pozitiv visszacsatolasat biztositja. Az aktiv XBP1 keletkezéséhez mRNS-ének hasitason
kell atesnie, amihez sziikség van az aktivalt IRE1 jelenlétére.

IRE1: A citoszol felé néz6 doménjein Ser/Thr protein kindz és RN-az aktivitassal
rendelkezik. A GRP78 a lumen fel6li oldalon 1évé oligomerizaciés doménjéhez
kapcsolodik, a chaperon levalasa utan az IRE1 dimerizalodik és autofoszforilalodik,
aminek hatdsara beindul RN-4z aktivitasa ¢s elhasitja az elobb emlitett XBP1 mRNS-ét.

Az igy hasitott mRNS altal kédolt XBP1 fehérje a magban fejti ki hatasat, adott
DNS szekvencidkhoz, az ,,UPR element’-ekhez képes kotddni €s indukdlni szadmos
chaperon és a PERK-inhibitor P58 atirodasat [50]. A P58 negativ feed-back révén

A P58 megjelenése akar az UPR végét is jelezheti. Ha az UPR sikeres volt, az ER
ismét megfeleléen fog miikodni. Azonban eléfordulhat, hogy az ER-stressz perzisztal,
ilyenkor a P58 altal mérsékelt transzlacios blokad révén bizonyos pro-apoptotikus

faktorok szintézisére nyilik lehetdség.

1.4.1. ER-stresszer edap dpt - zi s

Az UPR kezdetekor aktivalodo jelpalyak igyekeznek megsziintetni az ER-stresszt.
Ha azonban az UPR nem tudja kijavitani a hibakat, és az ER-stressz perzisztal, akkor

tobbféle jelpalya ttjan is apoptozishoz vezeté folyamatok indulnak meg (6. abra). Az
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apoptdzis iranyaba vald elkotelezddést a CHOP és JNK faktorok megjelenése jelzi.

Végs6 soron a kiilonbdzo transzkripcids faktorok, kindzok €s a Bel-2 csalad tagjai a

kaszpaz kaszkad aktivalasan keresztiil sejthaldlhoz vezetnek.
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Az ER-stressz soran aktivalodé az IRE1 és PERK aktivalja a pro-apoptotikus
JNK-t [52]. Az ER-stressz ezeken tul az ER membran citoplazmatikus oldalan talalhato
prokaszpaz-12 proteolizisét, a kaszpaz-12 aktivalodasat is fokozza [53].

Az ATF4, ATF6 és XBP1 transzkripcios szinten fokozzak a CHOP expresszidjat
[54]. A CHOP/GADDI153 csokkenti az anti-apoptotikus Bcl-2 szintjét, mig a
proapoptotikus Bax és Bak fehérje valamint a TRB3 (,tribbels related protein™)
expresszidjat fokozza, e mellett aktivalja a GADD34-t, és az ERO1la-t (ER oxidaz) [55].
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A GADD34 protein foszfataz 1 (PP1)-gyel kdlcsonhato fehérje, amely a PP1-gyel
kapcsolédva az elF2a defoszforilaciojat okozza, ezaltal megsziinteti a transzlacios
blokkot [56]. A GADD34 megjelenése korrelal az ER-stressz stlyossagaval és
overexpresszidja az apoptozis felé valo elkotelez6dést jelzi [57].

Egy masik gén, melyet a CHOP indukal: a TRB3. A TRB3 a talélést eldsegitd
szerin/treonin kinaz Akt-hoz kotddik, és foszforilaciojanak a gatlasaval csokkenti a
kinaz aktivitasat, igy az apoptozis felé irdnyitja a sejtet. A TRB3 az atmeneti ER-stressz
soran a tulélést eldsegito szerepet tolt be, a CHOP pro-apoptotikus aktivitasat gatolja, és
a normal sejtfunkcid helyredllitdsdt szorgalmazza. A perzisztdlo ER-stressz sordn
azonban mar pro-apoptotikus funkcidja keriil elétérbe [58].

A Bcl-2 csalad szerepére a mitokondrialis eredetii apoptdzison tl az ER eredetii
apoptdzis kivaltasaban eldszor 1996-ban deriilt fény Distelhorst és McCormick révén
[50]. A CHOP overexpresszidja fokozza a proapoptotikus Bax aktivalasat és
foszforilalja, ezaltal meggétolja annak inhibitor hatdsat a proapoptotikus csak BH3
domént tartalmazd fehérjékre. A csak BH3 domént tartalmazd fehérjék kozil a
folyamatban a legfontosabbak: a PUMA (,,p53-upregulated modulator of apoptosis),
Noxa ¢és Bim. A JNK, CHOP és a csak BH3 domént tartalmazé fehérjék hatésa a Bcl-2
csalad tagjaira végsé soron a Bax, Bak aktivalasan keresztiil a kaszpaz kaszkad
aktivalodasat eredményezik és ezen keresztiil sejthalalhoz vezetnek [48].

A kaszpazok koziil az ER eredetli apoptdzis kivaltdsadban legnagyobb jelentdséget
a kaszpaz-12-nek tulajdonitanak [59]. A kaszpaz-12 egerekben fordul el6, emberben a

kaszpaz-4-nek tulajdonitanak ehhez hasonlo jelentdséget.

1.5. Glikoproteinek

A glikoproteinek olyan oligoszacharid oldallancot (glik4n) tartalmazo6 fehérjék,
melyek szénhidratkomponense kovalensen kotott. Szénhidrattartalmuk igen széles
hatarok kozott valtozhat, a molekula tomegének 1- 85%-t adhatja. A glikoproteinek a
legtobb organizmusban megtalalhatok a baktériumoktol az emberig, és emellett szdmos

virus is tartalmaz glikoproteineket.
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Az oligoszacharid egységek a polipeptidlanchoz egy aszparagin oldallancon N-
glikozidos kotéssel vagy szerin/treonin oldallancon O-glikozidos kotéssel kotddnek. Az
N-glikozidos kotések az ER lumenében alakulnak ki. Az erre kijeldlt enzimek
hidrolizaljak az oligoszacharid egység végén lévo harom glukoz alegységet és egy
mannodz alegységet, ezt kovetéen a fehérjék tovabbitodhatnak a Golgi apparatusba. A
Golgi komplexben az oligoszacharid egységek tovabbi modosulasokon mennek
keresztiil, és itt alakulnak ki az O-glikozidos kotések. Itt torténik tovabba a fehérjék
valogatasa és rendeltetési helyiik felé iranyitasa [17].

A glikoproteinek funkcidjanak sokféleségét az 1. tablazat részletezi.

Funkcié Glikoproteinek

Strukturfehérjék Kollagén

Protektiv és

lubrikens agens Mucin

Transzportfehérje | Transzferrin, coeruloplazmin

Immunomolekulak | Immunoglobulinok, hisztokompatibilitasi fehérjék

Human chorio-gonadotropin (HCG), thiroid-stimulalé hormon

Hormonok (TSH), alfa-fetoprotein (AFP), eritropoetin (EPO), vaszkularis
endotelialis novekedési faktor (VEGF)

Enzimek tirozinaz, alkalikus foszfataz (ALP)

Sejtkapcsolatok -

sejt-sejt, virus-sejt (pl. gp120), baktérium-sejt, hormon-sejt

felismerd . T :

struktirak kapcsolatokért felelds glikoproteinek

Receptorok VEGF-receptor (VEGFR), TSH-receptor (TSHR)
Dajkafehérjék kalnexin, kalretikulin

1. tablazat. A glikoproteinek funkcioi [60]

A legtobb membanfehérje és a szekréciora keriild fehérjék tobbsége — pl. az
albumin kivételével szinte az Osszes human plazmafehérje — glikoprotein. A
vércsoportot meghatdrozd fehérjék ¢és bizonyos hormonok (pl. VEGF, chorio-
gonadotropin) szintén glikoproteinek. A glikoproteinek jelentdségét bizonyitja tovabba
az is, hogy a daganatos sejtek felszinén a valtozé glikoprotein mintazatnak szerepe van
a metasztazisok kialakulasdban. Munkank soran két glikoprotein, a tirozinaz és a VEGF

termelddésével és lebomlasaval foglalkoztunk.
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1.5. 1. Tirozin8z

A tirozindz membranhoz kotott, réztartalmi polifenol-oxidaz, amely a
melaninszintézis sebességmeghatarozd 1épését (az L-tirozin hidroxilaciojat Dopava,

majd a Dopa oxidaciéjat dopakinonna) katalizalja a melanoszomaban [61] (7. abra).

L-fenilalanin
Fenilalanin-hidroxilaz
\/

L-tirozin

Tirozinaz
Y
L-dopa s Dopamin

l Tactass

Dopakinon

/ Tirozinaz \; Cisztein

Kinonok 5-S - és 2-S-ciszteinldopa

! !

Eumelanin Phaeomelanin
(fekete pigment) (vorods pigment)

7. abra. A tirozinaz szerepe a melanin szintézisében [62]

A tirozinaz egylancu polipeptidként 6 N-glikozilacios oldallanccal rendelkezik,
melyek kozil harom igen kozel helyezkedik el az aktiv helyhez. Az oligoszacharid
lancok kitiintetett szerepére utal, hogy szerkezetiik az evollcid sordan gyakorlatilag nem
valtozott [63], tovabba hogy elvesztésiikkel az enzim funkcidja is megsziinik [64].

A tirozindz a melanocitdk ER-jében szintetizalodik, ahol szamos ko- és
poszttranszlaciés modositason és mindségellenérzésen (kalnexin-kalretikulun cilus)

crer

COPII vezikulakban jut a Golgi apparatusba, ahol az N-glikanokrol a mannozidaz I-11
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manndz alegységeket hasit le és tovabbi komplex oligoszacharid lancok kapcsolédnak
az enzimhez. Itt torténik a rézionok kotédése is az enzim aktiv centrumahoz. A fehérjék
melanoszomakba iranyitasaért a fehérje C-terminalis végén talalhaté dileucin motivum
felel6s, melyet az adaptor protein 3 (AP-3) ismer fel; de a tirozindz érésében és célba
juttatasaban a ,,tyrosinase related protein” (Tyrpl) és a ,,membran-associated transporter
protein” (MATP) is szerepet jatszik [65,66].

A tirozinaz enzimet tobb kisérletben alkalmaztak mar a glikoproteinek érésének
modelljeként [67,68]. A glukozidazgatld N-butil-deoxinojirimicin hatasa pl. kivaléan

demonstralhato egér melanéma sejtek tirozinaztermelésének detektalasaval [69].

1.5.2. VEGF

A VEGF (,vascular endothelial growth factor”) egy 45 kDa molekulatomegi
homodimer glikoprotein [70], melynek kozponti jelentésége van az angiogenézis
szabalyozasaban. A VEGF expresszidjat elsdsorban a HIFla (,,hypoxia inducible
factor”) — a hipoxiahoz vald alkalmazkodasban kulcsszerepet jatszo transzkripcios
faktor — szabalyozza. A HIFla konstitutivan termelddik, de normoxias koriilmények
kozott a proteaszomaban gyorsan lebomlik, mivel folyamatosan hidroxilalédik a HIF1a-
prolil-hidroxilazok altal (ezek koszubsztratja az oxigén), majd a pVHL (von Hippel
Lindau) ubikvitin-ligdz ubikvitinalja. A prolil-hidroxildz muikodéséhez oxigénre is
sziikség van, ezaltal ez az enzim mint oxigénszenzor miikddik. Hipoxias koriilmények
kozott az enzim miikodése gatolt, igy a HIF 1o mennyisége megsokszorozodhat [71]. A
HIF1a 4ltal szabalyozott gének olyan fehérjéket kodolnak, melyek segitenek
alkalmazkodni a hipoxids koriilményekhez: fokozzdk az anaerob metabolizmust, €s
elosegitik az angiogenézist, valamint serkentik a glikolizist.

A pVHL ubikvitin-ligaznak fontos szabalyozé szerepe van ezekben a
folyamatokban. Az enzim mutacidja okozza a VHL betegséget, mely a VEGF
overexpresszidjaval, haemangioblasztomak, phacochromocitomak kialakulasaval jar.

Az angiogenézis elengedhetetlen a szolid tumorok novekedéséhez és a
metasztazisok kialakulasahoz. A legujabb kutatasok szerint az angiogenézisre Kifejtett
hatasan til a VEGF-nek szerepe van a tumoros 6ssejtek fenntartasaban is [72]. A VEGF

¢s a VEGF receptorainak gatlasa mindezek alapjan igéretes tumorellenes terapias
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célpontnak tekinthetd [73,74]. Szamos tanulmany igazolja, hogy az EGCG megzavarja
a VEGF angiogenézisre Kifejtett hatasat [75,76], de a pontos mechanizmusok még

tisztazasra varnak.

16. A gl i k8nok, gli koproteinek
tumorellenes mechanizmus

A sejtek malignizalodasa soran a sejt felszinén taldlhatd glikdnmintazat
megvaltozik, aminek fontos szerepe van a sejtek kozotti, és sejt-matrix kozotti
kapcsolatok, a migracié és apoptozis kialakulasaban [77]. A glikoproteinek ko6zé
tartoznak olyan fontos hormonok és receptorok is, mint a VEGF és a VEGFR,
melyeknek kozvetlen szerepilk van a metasztazisok kialakulasaban, a tumorok
novekedésében. A glikoproteinek expresszidjanak befolyasolasa tehat igéretes

tumorellenes mechanizmus lehet.

Inhibitor Hatas
GIcNAC-P transzferazt gatolja, ami a GIcNAc athelyezését
Tunikamicin katalizalja a dolikol-P-ra, ami az oligoszacharid-P-P-dolikol

bioszintézisének elso 1épése

Deoxinojirimicin | Glukozidaz I-11-t gatolja

Swainsonin Mannozidaz II-t gatolja

2. tablazat. Glikoproteinek érését befolyasolé vegyiiletek [60]

Tobb vegyiilet ismert, melyekkel a glikoproteinek érése befolyasolhato. A
tunikamicin, deoxinojirimicin és a swainsonin ezek koziil a legismertebbek. Hatasukat a

2. tablazat foglalja Gssze.
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8. abra. A glikoprotein-érés gatloszereinek szerkezete:

A) Tunikamicin; B) Swainsonin; C) 1-Deoximannojirimicin-hidroklorid;

D) N-Metil-1-deoxinojirimicin; E) Castanospermin

A kordbban emlitett tunikamicin, swainsonin €s deoxinojirimicin kiilonb6zd
pontokon gatolja a glikoproteinek érését. A tunikamicin az N-acetil-glukdzamin-
foszfotranszferazt gatld antibiotikum. Az enzim az N-glikoproteinek érésének kezdeti
1épéseként az N-acetil-glukozamin-foszfat athelyezését katalizalja az UDP-N-acetil-
gluk6zaminrol a dolikol-foszfatra. A tunikamicin tehat az N-glikoproteinek érésének
kezdeti 1épését gatolja [78]. A swainsonin (1,2,8-Oktahidro-indolizidinetriol) a
kiilonbdz6 o-mannozidazokat gatolja, elsGsorban az o-mannozidaz II-t [79] és igy
befolyasolja a glikoproteinek érését [80]. Az 1-deoximannojirimicin-hidroklorid (1,5-
dideoxi-1,5-imino-d-mannitol hidroklorid) szelektiven gatolja a Golgi apparatusban

talalhato a1-2 mannozidazt [81]. Az N-metil-1-deoxinojirimicin (1,5-dideoxi-1,5-imino-
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1-metil-D-szorbitol) a glukozidaz I és Il enzimeket gatolja [82]. A Castanospermin a
glukozidaz I enzim specifikus gatloszere [83]. A gatloszerek képletét a 8. abra mutatja.
Tobb tanulmany foglalkozik a glikoproteinek érésének befolyasolasan keresztiili
tumorellenes hatassal. De Freitas és munkatiarsai az N-glikan bioszintézis
gatloszereinek, a swainsoninnek és tunikamicinnek a hatasat vizsgaltak in vitro human
kolorektalis karcinoma sejteken. Eredményeik alapjan az N-glikan-bioszintézis gatlasa
fokozza a kemoterapias szerek hatékonysagat [84]. Emellett kimutattak, hogy az N-
glikozilacié tunikamicin altali gatlasa fokozza az E-kadherin medialt sejt-sejt adhéziot
¢és gatolja a differencidlatlan karcindma sejtek proliferaciojat a [85]. A swainsonin, a
Golgi o-mannozidaz kompetitiv inhibitora a tunikamicinnél kevésbé toxikus szer.
Allatkisérletek soran bizonyitottdk, hogy a swainsonin mind per os mind parenteralis
alkalmazasban csOkkentette a tumorok novekedését, gatolta a metasztazisok
kialakulasat, és novelte a talélés idOtartamat a sebészi tumoreltavolitison Aatesett
egereknél [86,87]. A swainsonin a human melanoma MeWo tumor Xxenograftok
novekedését is gatolta egerekben [88]. Klinikai fazis I vizsgalatok soran a swainsonin
leggyakoribb ¢és legsulyosabb mellékhatasai a periférids 0déma, majenzimek
emelkedése, 1égzészavar voltak [89]. A fazis II vizsgalatok soran a GD0039 (per os
adhatd Golgi alfa-mannozidaz II inhibitor) nem véltotta be a hozzafizott reményeket,
17 betegnél alkalmaztak eldrehaladott vesesejtes karcinomaban, a kezelést mind a 17
esetben abba kellett hagyni a sulyos mellékhatdsok vagy a betegség progresszidja miatt
[90]. Az N-oktil-1-deoxinojirimicin esetében az angiogenézis gatlasat irtak le, valamint
a tiidé karcinoma sejtek sejtfelszini oligoszacharid mintazatanak megvaltozasat, ami a
sejtek novekedésének gatlasahoz, a sejtciklust G1 fazisban valdo megallitasahoz és
apoptozishoz vezetett [91]. Az N-butil-deoxinojirimicin a gangliozidmetabolizmus
gatlasaval késleltetette a tumorok kialakulasat egér melanoma sejtekben [92]. Az N-
glikozilacio gatlasa tunikamicinnel befolyasolta az anaplasztikus limfoma kinaz
foszforilacidjat neuroblasztoma sejtvonalon, ezaltal megzavarta a talélési szignal

utvonalat [93].

1.7.Az° | téa

A tea a viz utan a masodik legnagyobb mennyiségben fogyasztott ital a vilagon

[94]. A tavol-keleti orszagokban figyeltek fel el6szor az ,,Azsia Paradoxonnak”
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(egészségtelen életmod ellenére alacsony a rakos megbetegedések, valamint sziv- és
érrendszeri betegségek eléfordulasi gyakorisaga) nevezett jelenségre [95]. A hipotézis
szerint mindez a rendszeresen fogyasztott zold tedban taldlhatdé katekineknek
koszonhetd. A katekinek, akarcsak a vorosborban talalhato resveratrol, a polifenolok
csoportjaba tartozé vegyiiletek. Erdemes emlitést tenni a mediterran orszagokra
jellemzd ,,Francia Paradoxon“-rol is, melynek hatterében napjainkra bizonyossa valt a
vorosborfogyasztassal 6sszefiiggd magas polifenolbevitel szerepe [96].

A tea ital alapanyagat, a Camellia sinensi$rokzold novényt idészamitasunk elott
3000 évvel fedezték fel Kinadban. Japanba a buddhista szerzetesek juttattdk el
évezredekkel ezeldtt. Egy japan Zen szerzetes mar 1211-ben konyvet irt ,Kitcha-
Yojoki” (Tea egészségmegdrzd hatdsa) cimmel a tea jotékony hatdsairol és a teakészités

modjarol [97].

A teandvény feldolgozédsa soran elsd lépésként hervasztjadk (fonnyasztjak) a
tealeveleket, melyek a vizvesztés altal sodorhatova valnak. A sodras soran a levél
sejtfalai felszakadoznak, és a sejtnedvek a levél feliiletére keriilnek, ahol a levegdvel
érintkezésbe 1épve megindulnak a fermentacidhoz sziikséges kémiai folyamatok. A
mivelet hagyomanyos eszkozei a teasodrd asztalok. A fermentdlds soran a ndvényi
enzimek — elsdsorban a polifenol-oxidaz — alakitjak ki azokat a vegyiileteket, melyek a
fekete tea jellegzetes izét adjak. A fermentalas elnevezés egyébként félrevezetd, mert a
folyamatot nem mikroorganizmusok valtjak ki [98]. A fermentacio soran az egyszer(i
polifenolokbol/katekinekbdl kinonok keletkeznek és ezek egymassal reagéalva
teaflavinokat és tearubigineket alkotnak. A tealevelek feldolgozasanak utolso lépése a
szaritas, mely soran a viztartalom 60%-r6l 4% ala csokken, és az enzimek
inaktivalodnak.

A z0ld tea készitése soran a fermentacio helyett a tealeveleket hevitik, melynek
tobbféle modja ismert — Kindban forré vasldbosban porkolik percekig, mig Japanban
15-20 masodpercig gézolik a tealeveleket. A hiités-hevités-sodras folyamatat tobbszor
ismétlik, végiil a teat kiszaritjadk. A gd6zolés vagy porkdlés legfontosabb biokémiai
kovetkezménye, hogy a polifenol-oxidéz enzim elveszti aktivitasat, igy a katekinek nem
oxidalodnak, hanem eredeti allapotukban megmaradnak. Az oxidalatlan katekineknek

koszonhetden fanyarabb a zold tea a fekete teanal [99].
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A feldolgozas mddjai szerint harom f6 teatipust kiilonboztethetliink meg: a nem-
fermentalt (z61d), a részlegesen fermentalt (oolong és sarga) és a fermentalt (fekete és
voros) teakat. A tea mindharom formaja 3-6%-ban tartalmaz koffeint, mert a

koffeintartalom a tealevelek feldolgozasi modjatol fliggetlen.

17.1. A tea hat - -anyagai

A tedban taldlhaté kiilonb6zé anyagok mennyiségét a tealevelek feldolgozasi
modjan tal az éghajlat, a vizellatottsdg ¢és a kertmiivelés moddja is befolyasolja
[100,101].

Osszetevé Z6ld tea Fekete tea
Fehérje 15 15
Aminosavak 4 4
Rostok 26 26
Szénhidratok 7 7
Lipidek 7 7
Pigmentek 2 2
Asvéanyi anyagok 5 5
Fenolos vegyiiletek

- flavonoidok 30 S
Oxidalt fenolos vegyiiletek

- : 0 25

- tearubigin, teaflavin

3. tablazat. A zold és fekete tea f6 Gsszetevéi a szarazanyag-tartalom szazalékos

megoszlasa szerint [97]

A tealevél fehérjéket, aminosavakat (teanin, 5-N-etilglutamin, glutaminsav,
triptofan, glicin, szerin, aszpartansav, tirozin, valin, leucin, treonin, arginin, lizin),
szénhidratokat (celluloz, pektin, glukédz, fruktdz, szukroz), asvanyi anyagokat (Ca, Mg,
Cr, Mg, Fe, Cu, Zn, Mo, Se, Na, P, Co, Sr, Ni, K, F), pigmenteket (klorofill,
karotinoid), lipideket (linolénsav), szterolokat (sztigmaszterol), vitaminokat (B, C, E,

K), xantin vegyiileteket (koffein, teofillin) és polifenolokat tartalmaz (3. tablazat).
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1.7.1.1. Polifenolok — flavonoidok — katekinek

A tea, valamint a gyiimolcsok, zoldségek, csokoladé és bor igen jelentds
polifenoltartalommal rendelkezik. A zold teaban a polifenolok koziiliik elsésorban a
flavonoidok vannak jelen.

Tobb mint 8000 természetes polifenol vegyiilet ismert, és ezek koziil tobb mint
4000 flavonoid vegyiiletet azonositottak [102]. Habar a polifenolok kémiailag fenol
szerkezettel rendelkezd vegyiiletként jellemezhetok, mégis szamos tulajdonsagban
eltérnek egymastol. A polifenolok tobbféle mdédon csoportosithatok: szarmazasi hely,
biologiai funkcid ¢és kémiai szerkezet szerint. Kémiai szerkezet szerint
megkiilonboztethetiink polifenol-savakat, polifenol-amidokat, flavonoidokat és az

elébbi csoportokba nem besorolhatd egyéb polifenolokat (pl. resveratrol).

Flavonoidok
| | |

Flavonok, Flavonolok Flavanolok Egy ép
Flavanonok antocianinok
Proantocia- Katekinek,
nidinek Epikatekinek

(polimerek) (monomerek)

Ry

HO I
OH

OH

9. abra. A leggyakoribb flavonoidok felosztasa és szerkezete [103]

A flavonoidokra, az egyik legjelentésebb polifenol csoportra a C6-C3-C6

altalanos szerkezet jellemzd, melyben az “A” és “B” heterociklusos gytiriit két fenolos
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C6 alegység alkotja. Az “A” ¢és “B” gylrlt Osszekotd “C” gylrli hidroxilaltsagi
mintazata pedig meghatarozza a flavonoidok tovabbi alcsoportjait: flavanolok,
flavonok, flavonolok, flavanonok, izoflavonok és antocianidinek (9. abra).

A flavonoidok az alapszerkezeten tul oligoszacharid oldallancokat is
tartalmaznak. A biologiai aktivitds — mint pl. az antioxiddns tulajdonsagok -
szempontjabol mind a szerkezeti tulajdonsagok, mind a glikozilaciés mintazat fontosak
(Chemistry and Biochemistry of Dietary Polyphenols Rong Tsao 2010)

A fekete tea polifenoltartalma mindossze 3-10%. Ezzel szemben a zold tea
szarazanyagtartalmanak 30-42%-at a katekinek teszik ki. Tobbféle katekin talalhato a
zOldtedban: az epikatekin (EC), epikatekin-3-gallat (ECG), epigallokatekin (EGC),
epigallokatekin-3-gallat (EGCG), katekin és gallokatekin (GC) (10. abra). A
legjelentdsebb katekin az EGCG, ami a katekin tartalom 50-65%-t adja. A katekin és
gallokatekin csak nyomokban fordul elé benne [104]. Egy pohar zold tea — ami 2,5 g
tealevélbol késziil 200 ml vizben — atlagosan 90 mg EGCG-t tartalmaz [105].

" /ﬁ
N TOH
OH T 0H
Epigallokatekin-gallat Epikatekmn-gallat
(EGCG) (ECG)

OH OH

8¢ ooy
Ol ¢ (RS €
OH

OH
Epigallokatekin Gallokatekin Gallokatekin-gallat
(EGC) (GC) (GCG)

10. abra. A zold teaban talalhato legjelentésebb katekinek szerkezete
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1.7. 2. At g? ldg®szs®gre gyakorol't

A z06ld tea — els6sorban f6 hatdéanyaganak, az EGCG-nek kdszonhetéen —
tumorellenes, elhizasellenes, ateroszklerozist megel6z6, antiviralis, antibakterialis,
antidiabetikus hatasokkal rendelkezik [97]. A teakatekinek antioxidans tulajdonsaga jol
ismert. A polifenolok eliminaljak a reaktiv oxigén gyokoket (ROS), mely magyarazza
szerepiiket a ROS-sal 0Osszefliggd betegségek (kardiovaszkuléris, neurodegenerativ
betegségek, rosszindulati daganatok) megelézésében. A zold tea koleszterinszint
csokkentd is, gatolja az ateroszklerotikus plakkok kifejlodését, illetve a plakkok tovabbi
novekedését [106,107]

A z06ld tea a neurodegenerativ betegségekkel szemben is védelmet nyajthat [108].
Allatkisérletek soran bizonyitottak, hogy az EGCG gétolja a substantia nigraban a
dopaminerg neuronok pusztulasat és segit fenntartani a sziikséges striatalis dopamin
szintet, igy megakadalyozhatja a Parkinson-kor kialakulasat [109].

Emellett szerepe lehet az Alzheimer-kér megel6zésében, illetve az Alzheimer-kor
progressziojanak lassitisiban IS a plazminogén aktivator inhibitor inaktivalasan
keresztiil [110]. Epidemioldgiai bizonyiték ugyan nincs ra, de allatkisérletek és
kiilonb6z6 sejtkulturakon végzett vizsgalatok alatamasztjak ezt a hatasat. In vitro
kisérletek eredményei igazoljak, hogy az EGCG megvédi a hippocampus neuronsejteket
a B-amiloid neurotoxikus hatasatol [111,112]. Ezt egyrészt antioxidans tulajdonsagaival
magyardzzak, masrészt az EGCG gatolja a neurotoxikus B-amiloid kialakulasat az
amiloid prekurzor proteinbdl (APP) [113,114]

A z06ld tea antidiabetikus hatasokkal is rendelkezik. Egy csoport Onkéntest
vizsgalva azt talaltak, hogy a tea fogyasztasa noveli a glukoztoleranciat [115]. A hosszu
1don at adagolt teaextraktumok novelték az inzulinérzékenységet patkanyokban. In
vitro kisérletek soran kimutattak, hogy a zo6ld tea hatdanyagai novelik az adipocitak
inzulinérzékenységét és fokozzak a glukoz felvételét a sejtekbe. Az EGCG bizonyult a
legaktivabb katekin szarmazéknak az el6bb emlitett antidiabetikus hatasok kivaltasaban
[116].

Nem obez, diabeteses egereknél megfigyelték, hogy az EGCG-kezelés az 1-es
tipust diabetes mellitus kialakulasanak esélyét jelentsen csokkentette, és az EGCG-vel
kezelt csoportban magasabb szérum inzulinszinteket mértek, emellett jobb volt az

egerek t0lélési aranya is [117].
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A z06ld tea jotékony hatasai kdzé sorolhatjuk antibakterialis, anti-inflammatorikus
tulajdonsagait. A teafogyasztis ismerten gatolja a fogszuvasodast. Nemrégiben
kimutattak, hogy az EGCG gatolja a HIV fert6zés [118] és MRSA (meticillin rezisztens
Staphylococccus aureus) fertézés kialakulasat is [119,120]. Az EGCG gatolja a HIV-1
virus replikaciojat, aminek hatterében valoszinlileg a HIV reverz transzkriptaz gatld
hatésa all [121]. Tovabba kimutattak, hogy az EGCG megakadalyozza a HIV-1 virion
gp120 kotddését a T helper sejtek felszinén taldlhato CD4 molekulakhoz, ami a HIV
fert6zés ismert kezdeti 1épése [122,123]

1.7.2.1. A zold tea és a rak

A z06ld tea jotékony tulajdonsagai koziil tumorellenes hatasai a legismertebbek és
leginkabb tanulmanyozottak. Mind az allatkisérletek, mind a human vizsgalatok
egyértelmiien bizonyitottak a teakatekinek kemopreventiv tulajdonsagait [124-127]. A
tudomanyos irodalmat attekintve tobb mint 1600 publikacié foglalkozik a zdld tea
tumorellenes, elsdsorban kemopreventiv hatasaival.

Bizonyitott, hogy a teakatekinek és metabolitjaik per osfogyasztast kovetéen a
gastrointestinalis  traktusbol hatékonyan felszivodnak. Egy csésze zold tea
elfogyasztasat kovetéen azonban a katekinek szérumszintje csak pM-0s vagy nM-os
nagysagrendii koncentraciokat ér el. Ez a viszonylag alacsonyabb szérumkoncentracio
annak a kovetkezménye, hogy a katekinek nagyobb részének polifenol gytiriije mar a
bélrendszerben a mikroflora hatasara felhasad, mig egy a masik része gyorsan
metabolizalodik (foként) a majban és ennek eredményeképpen glukuronid/szulfat
konjugatumok keletkeznek [128].

A zoldteabol mar évekkel ezeldtt extraktumot készitettek, mely Polyphenon E
néven ismert. Azdta tobb klinikai vizsgalatot végeztek, és jelenleg is tobb kutatds van
folyamatban — gyogyszerkisérletek Il-111-as fazisaban. Az I-es fazist vizsgalatok soran
megallapitottak, hogy naponta 2 x 2000 mg Polyphenon E dozis jol toleralhato, és 1
honap EGCG kezelést kovetéen az EGCG elérheté szérumszintje 3974 ng/ml, mig
atlagos koncentracioja 40,4 ng/mL volt. Az egyik klinikai vizsgalat soran a kronikus
lymphoid leukémidban szenvedd betegek tobbségénél az EGCG hatésara jelentdsen

csokkent az Osszlimfocita szam ¢és mérséklodott a limfadenopatia, mely igéretes
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eredménynek tlinik, de a ll-es fazisti gyogyszervizsgalatok még folyamatban vannak
[129].

Allatkisérletek azt mutattak, hogy a zold tea és az EGCG képes gatolni a
karcinogenezis minden stadiumat (iniciacid, promocid, progresszio) [130]. A zold tea
tumorellenes hatasait elsdsorban antioxidans, antiproliferativ és apoptozist kivaltd
tulajdonsagaival magyarazzak [131]. Emellett ismert még az angiogenezist valamint a
metasztazisok kialakulasat gatlo hatasa is [132,133].

A z0ld tea hatékonynak bizonyult mind in vivo, mind in vitro modelleken a
metasztazisok kialakulasainak a megel6zésében [134]. Ennek a tulajdonsaganak
hatterében tobb mechanizmust kimutattak. Isemura és munkatarsai mar 1993-ban
leirtak, hogy az EGCG gatolja a tumorsejtek kapcsolodasat az endothelialis sejtekhez
[135]. Emellett az EGCG gatolja, hogy a tumorsejteck a bazalmembran két f6
alkotojahoz, a fibronektinhez vagy lamininhez kotédjenek, valdsziniileg igy el6zve meg
a metasztazisok kialakulasat [136,137]. A zold tea gatolja a metallo-proteinazokat is; ez
a hatas szintén akadalyozza a tumoros sejtek megtapadasat [138].

Onkénteseken végzett prospektiv, kohort vizsgalat alapjan kimutattak, hogy a
naponta z06ld teat fogyasztok kozott kisebb volt a daganat kialakulasanak esélye [139].
A daganatos betegeknél a zold tea fogyasztasa csokkentette a betegség kitijulasanak
esélyét, illetve novelte a betegségmentes id6szakot [140]. A human papillomavirus
fertdzés altal kivaltott 1éziok kezelésében is hatékonynak bizonyult az EGCG kapszula
(200 mg) alkalmazasa [141].

Az EGCG szamos elonnyel rendelkezik mas kemoterapias szerekkel szemben. Az
EGCQG teaként vilagszerte konnyen hozzaférhetd, a teabdl olcson ki lehet vonni, és per
os szedhetd, mert a béltraktusbol felszivodik [142]. Mig a hagyomanyos tumorellenes
szerek gyakran az egészséges sejteket is sulyosan karositjak a tumorsejtek mellett [143],
addig ugy tiinik, hogy az EGCG olyan biokémiai és genetikai funkciokra van hatéssal,
melyek specifikusan a tumoros sejtekre jellemzoek [144]. Ezért — a kemoterapias szerek
tobbségével ellentétben — az EGCG biztonsaggal alkalmazhaté nagyobb doézisban is
[145]. Ezek az elonyds tulajdonsagok alatamasztjdk a tovabbi vizsgalatok és

fejlesztések jelentéségét az EGCG mint 1), lehetséges anti-karcinogén szer iranyaban.
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1.7 2. 1. 1t.e aA miondtd kemopreventiv szer

A kemoprevencid célja, hogy valamely koros allapot kialakuldsat
megakadalyozza, késleltesse, vagy a megindult koros szabalyozasok menetét a normalis
iranyba terelje, esetenként visszaforditsa. A figyelem egyre inkabb olyan természetes
hatoanyagok fel¢ terelddik, melyek kemopreventiv tulajdonsagokkal rendelkeznek, ezek
koziil is a legnépszerlibb természetes vegyiiletek a polifenolok.

A polifenoloknak tobb hatasat kimutattak, mely hozzajarul kemopreventiv
tulajdonsagaihoz. Tobb kisérletben igazoltdk, hogy az EGCG gatolja a sejtek
EGCG a novekedési faktorok jelatviteli utvonalaira, illetve a sejtciklus és apoptdzis
szabalyozasnak tobb pontjara is hatdssal van, ezeknek a hatdsoknak az Osszessége
hozzéjarul az EGCG angiogenézis- és sejtproliferacio-gatlo tulajdonsagaihoz [147].

A tirozin-kinaz receptoroknak kozponti szerepe van a sejtproliferacidban. Az
EGCG szamos tirozin-kinaz receptor (pl. IGF-1R és VEGFR2) miikddését gatolja
[148].

Az EGCG gatolja a ciklindependes kindzokat és indukalja a ciklinfiiggd-kindz-
gatlokat (p21, p27) tumoros sejtvonalakon. Az EGCG emellett gatolja szamos
novekedési faktor jelatviteli utjat a novekedési faktor receptorok kozvetlen gatlasan
vagy a jelatvitel egyéb pontjainak befolyasolasan keresztiil [131]. Bizonyos
transzkripcios faktorok miikodését is gatolja — mint az NF-xB-t és AP1-t. Az NF-xB
egy oxidativ stresszre aktivalodo transzkripcios faktor, mely olyan gének expressziojat
serkenti melyeknek a gyulladasos folyamatokban szerepikk van. Az NF-kB és AP1
gatlas egy olyan kozponti jelenség, ahol a z6ld tea katekinek antioxidans tulajdonsaga
és a z0ld tea egyéb molekulakra gyakorolt hatasa osszekapcsolodik, hiszen az EGCG
antioxidans tulajdonsagai révén megelézi az NF-kB aktivaciojat, de emellett NF-xB
aktivacigjat kozvetleniil is gatolja, ezaltal csokkenti a pro-inflammatorikus és anti-
apoptotikus gének transzkripciojat [149].

Allatkisérletek soran megfigyelték, hogy az EGCG szamos karcinogén vegyiilet
hatasat képes ellensilyozni — pl. a nitrézaminok indukalta oesophagus-, a
metilnitrézurea indukalta colon-, a dietilnitrozamin indukalta tiidokarcinoma és az UV

sugarzas hatasara megjelend borrak kialakulasat gatolta [126].
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Japanban egy 8552 Onkéntes bevondsaval végzett prospektiv kohort vizsgalat
soran bizonyitottdk, hogy a zold tea kemopreventiv tulajdonsdgokkal bir szdmos
daganat, igy a gyomor-, tiid6-, colorectalis-, és majrak megel6zésének a tekintetében
[150].

17. 2. 1. 2t.eaA &sbladz apoptodzi s

Az apoptdzis vagy mds néven programozott sejthalal jelentésége a tumoros
sejtvonalak eliminalasaban régota ismert [151]. El@szor 1996-ban irtdk le Hibasami és
munkatarsai, hogy a katekinek fokozzak az apoptozist human leukémia Molt 4B
sejteken [152]. Azota szamos kisérlet bizonyitja az EGCG apoptozist kivaltd hatasat
tumoros sejtvonalakon. Ennek hatterében tobbféle mechanizmust is Kimutattak: az
EGCG fokozza a H,0; keletkezését [153], gatolja a sejtciklust [154], gatolja az NF-xB
aktivaciojat [155], aktivalja a mitogén-aktivalt protein kinaz kaszkadot [97,156]. Az
EGCG kozvetleniil kotédik a sejt felszinén a Fas receptorhoz, ezen keresztiil aktivalja a
halal-receptor jelatviteli utvonalat és apoptozist valt ki [157]. Az EGCG gatolja a
foszfatidil-inozitol-3-kinaz és a PKB/AKkt aktivaciojat, ezen keresztiil befolyasolja a Bcl-
2 csalad fehérjéinek expressziojat T24 human holyagrak sejtvonalon [158]. Az EGCG
megallitja a sejtciklust G1 fazisban és apoptozist valt ki a ROS és a kaszpaz-9, kaszpaz-
3 aktivalodasan keresztiil [159]. Az EGCG kezelés az S180 szarkoma sejtvonalon
egyértelmiien csokkenti a sejtciklus G,/M fazisaban 1évé sejtek szamat, fokozza a p53
¢s a proapoptotikus Bcl-2 fehérjék expresszidjat, mig az antiapoptotikus fehérjék
mennyisége csokken. A p21, p27, bcl-xl, mdm2 és ciklin D1 mennyiségét az EGCG
kezelés nem befolyasolja [160]. Humén prosztata adenokarcinoma LNCaP sejtvonalon
az EGCG a p53-fiiggd Bax expressziojat fokozza, a Bax/Bcl-2 aranyat az apoptdzis
iranyaba tolja el [161]. Az EGCG csokkenti az NFkB aktivaciojat, ezaltal gatolja az
NF«kB-indukalta kindazok expresszidjat human tiidokarcinoma sejteken és csokkenti az

Az EGCG apoptozist kivalto hatdsa koncentracio- és idofiiggést mutat, a hatékony
apoptozishoz egyes tanulmanyok szerint 50 pM EGCG koncentraci6 és 24 oras kezelés
mar elégséges [163]. Az EGCG a tumoros sejtek apoptozisat fokozza, mig a normal

sejtvonalakon ez a hatasa nem figyelhetd meg [164,165]. Tobb hipotézis létezik e
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jelenség magyarazatara. Az EGCG altal kivaltott apoptdzis egyik f6 mechanizmusa
lehet az NFkB inaktivacidja, az NFkB a tumoros sejtekben aktivalodik, ezért a normal
sejtvonalon ez a hatas nem érvényesiil [166]. Okada és munkatarsai kimutattak, hogy a
HI-60 sejtek differencialodasat kovetéen az EGCG nem valt ki fokozott apoptozist, ami
szintén arra utal, hogy az EGCG specifikusan a tumoros sejtekre fejti ki hatasat [167].
Egy nemrégiben megjelent kozlemény alapjan az EGCG fokozza a H0;
felszabadulasat tumoros sejtvonalon, ami apoptozist eredményez, mig ez a hatasa a
normal sejtvonalon nem figyelheté meg [168].

A z0ld tea és a teaflavanolok daganatellenes és — azon beliil — pro-apoptotikus
hatdsdnak tobb mechanizmusara utalnak tehat kutatdsi eredmények. A téma nem
tekinthetd lezartnak, és a lehetséges tdmadaspontok jelenleg is intenziv kutatas targyat

képezik.
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2. C®l kitTz®sek

Mivel az ER egyrészt szdmos sejtproliferaciot és apoptozist szabalyz6 fehérje
szintézisének helye a sejtben, masrészt az apoptdzis jelatviteli utvonalainak egyik jol
ismert — és egyre nagyobb jelentéségli — modulatora, felallitottuk azt a hipotézist, mely
szerint a teaflavanolok ezen organellum révén is kifejthetik tumorellenes és pro-
apoptotikus hatasaikat. Munkank céljaul tiztiik ki annak feltarasat, hogy a teakatekinek
— elsésorban az EGCG — hogyan befolyasoljak az ER-ben zajlé fehérjeérést és
mindségellendrzést, valamint ezen keresztiil kivaltanak-e ER-eredetli programozott
sejthalalt. Mindez lehetséget nytjt Gijabb mechanizmusok feltarasara a teaflavanolok
sz¢éles korben tanulmanyozott tumorellenes hatdsainak héatterében, valamint ;)

daganatellenes tdmadéaspontok azonositésara is.

Az N-glikoproteinek ER lumenében zajlo érése soran és a mindségellendrzésben
kitlintetett szerepet betdltd glukoziddz II enzim ismert specifikus gatloszerei — a
nojirimicinek — a teakatekinekhez hasonldéan antiviralis és tumorellenes hatasokkal
rendelkeznek. Ezért a flavanolok esetleges hatasat is a glukozidaz II enzimen
vizsgaltuk, majd tovabb tanulmanyoztuk, hogy a glukozidaz II gatlasa valoban ER-

stresszhez és fokozott apoptozishajlamhoz vezet-e a vizsgalt sejtekben.

Hipotézisiink egyik kulcskérdése, hogy EGCG hatasara a glikoproteinek érése
zavart szenved-e az ER lumenében. Ennek megvalaszolasahoz — az ilyen jellegii
vizsgalatokra korabban mar alkalmasnak bizonyult — tirozinaz enzimet hasznaltuk fel
modellként, majd kisérleteinket kiterjesztettiik egy olyan glikoproteinre is (VEGF),
amely a daganatképzddéssel, daganatndvekedéssel és vaszkularizacioval kozvetlentiil is

kapcsolatba hozhato.
Munkank soran tehat a kovetkez6 kérdéseket vizsgaltuk:

- Hogyan hatnak a kiilonb6z6 teaflavanolok az ER glukozidaz II enzimének

aktivitdsara m4j mikroszomaban, illetve hepatoma sejtekben?

- A glukozidaz II gatlasa kivalt-e az ER-stresszt a hepatoma sejtekben, és
észlelhetdk-e ilyenkor az ER-eredetli proapoptotikus mechanizmusok mint

az UPR részjelenségei?
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- A melanéma sejtekben talalhato (endogén) tirozindz enzim mennyis€gét

csokkenti-e az EGCG-vel végzett kezelés?

- A tirozindz csokkent mennyisége valdban poszttranszlacios szinten (az

érés fazisaban) érvényesiil-e, és kivédhetd-e a proteaszoma gatlasaval?

- A glikoproteinek érésének — hipotézisiink szerint altalanos — zavara okoz-e
csokkenést mas, a tumorndvekedés szempontjabol elsédlegesen fontos

fehérje (VEGF) mennyiségében is?

A kérdések megvalaszolasahoz tehat patkdny majbol izoldlt mikroszomat,
hepatoma és melandma sejteket egyarant felhasznaltunk. A maj mikroszéma zémében
kivaléan alkalmas ER enzimek aktivitdsanak vizsgalatara. A hepatoma sejtek — maj
eredetiiknél fogva — rendszerint jelentds mennyiségii, és fehérjét intenziven szintetizald
ER halozattal rendelkeznek, ezért indokoltnak talaltuk az ER-stressz és az UPR
jelenségeit, valamint az ER-eredetli apoptozist ilyen sejteken vizsgalni. Végil a
tirozindz enzim érésének €s intracellularis lebontasanak adekvat terepe volt az altalunk
hasznalt melanéma sejtvonal. Raadasul e sejtek endogén VEGF termelése lehetdséget
kinalt az eredmények ilyen irdnyt bdvitésére is. Nem utols6 sorban emlitésre mélto,
hogy a melandma — viszonylagos malignitdsa €s rossz prognozisa miatt — kiilondsen

érdekes tumorfajta az 0j daganatellenes hatasok vizsgalatdhoz.
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3 M- dszer ek

31.Fel haszns8lt vegyszerek, ant

A glukozidaz II enzim két specifikus, mesterséges szubsztratjat: a 4-
metilumbelliferil-D-glukopiranozidot (MUG) és a 4-nitrofenil-D-glucopiranozidot
(NPG); ezek aglikonjait: a 4-metilumbelliferont és a 4-nitrofenolt; a vizsgalt
katekinszarmazékokat: az epigallokatekin-gallatot (EGCG), gallokatekint (GC),
gallokatekin-gallatot (GCG), az epigallokatekint (EGC) és az epikatekin-gallatot (EG);
valamint a propil-gallatot (PG), az N-butil-deoxinojirimicint (NBDJ), az alameticint, az
L-DOPA-t, a 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazont, a proteazinhibitor koktélt, a
sejttenyészté médiumot és ennek kiegészitdit a Sigma-Aldrich-tol vasaroltuk meg. A
laktacisztint az Invitrogentdl szereztilk be. A BODIPY® FL tapszigargin a Molecular
Probes, Invitrogen-t6l szarmazott.

Vizsgalatainkhoz a kovetkez6 elsddleges antitesteket hasznaltuk: anti-kaszpaz-12
(MFCDO03454855) monoklonalis, patkany antitest (Sigma-Aldrich), anti-ERp72
(324787-25UL )  poliklonalis, nyal antitest (Calbiochem),  anti-kalnexin
(NP_001003232.1) poliklonalis, nyual antitest (StressMarq Biosciences), anti-elF2
(L57A5) monoklonalis, egér antitest, valamint anti-eIF2aP (3398P) monoklonalis, nyul
antitest (Cell Signaling Technology), anti-CHOP/GADD153 (sc-7351) monoklonalis,
egér antitest, anti-GRP94 (sc-11402) poliklonalis, nyul antitest, anti-GRP78 (sc-
166490) monoklonalis, egér antitest, anti-PDI (sc-376369) monoklonalis, egér antitest,
anti-ERP72  (sc-292586) poliklonalis, nyal antitest, anti-tirozindz (sc-20035)
monoklonalis, egér, anti-VEGF (sc-7269) monoklonalis, egér antitest, anti-HIF1a (sc-
13515) monoklonalis, egér antitest, valamint anti-p-aktin (sc-130300) monoklonalis,
egér antitest (Santa Cruz Biotechnology). A tormaperoxidaz-konjugalt masodlagos
antitestek részben a Santa Cruz Biotechnology-t6l: kecske anti-egér IgG (sc-2031) és
kecske anti-nyul IgG (sc-2030), részben a Sigma-Aldrich-tol: kecske anti-patkany IgG
(MFCDO00162808) szarmaztak.
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3.2. Sejtkult¥ 8k teny®szt ®se

Az Sk-Mel28 human melanoma és Hepalclc7 egér hepatoma sejtvonal
tenyésztését 10% FBS-t, 1% antibiotikum/antimikotikum oldatot és 2 mM L-glutamint
tartalmaz6é a-MEM médiumban végeztiik 37°C-on, 95% levegd és 5% CO, koncentracio
mellett.

A sejteket EGCG-vel (5-500 uM), DNJ-vel (5-50uM) és laktacisztinnel (2,5 uM)
kezeltiik 12-72 6ran at. Ezeket a hatdéanyagokat 100-szoros higulassal oldottuk a
sejtteny€szté médiumban. A sejteket hatlyuku sejttenyészté edényekben tartottuk és 70-
80%-0s konfluencia elérésekor kezeltikk oket az elobb emlitett hatéanyagokkal. A
kontroll sejteket ugyanilyen modon tartottuk, de hatdéanyag-tartalmt médium helyett a
szokasos szOvettenyészté oldatot alkalmaztunk. A megfeleld hatdéanyag-tartalma
médiumokat naponta kétszer cseréltiik. 12-72 6ra mulva a sejteket lizaltuk ¢és a mintakat
Western blot analizis céljabol eldkészitettik. A 72 oras kezelések sejtlizatumaibol
nemcsak Western blot analizist végeztiink, hanem RNS-izolalast kovetéen cDNS-
szintézist és kvantitativ PCR-t is. A 72 6ran at kezelt sejteken in situ méréseket is

végeztiink a tirozinadz enzimaktivitasanak meghatarozésa céljabol.

33. Sejtliz8tum k®sz?2t ®se

A megfeleld kezelések végeztével a sejtekrdl eltavolitottuk a médiumot, majd
kétszeri PBS-sel torténé mosast kdvetden a sejteket tartalmazd edényben 100 pl frissen
elkészitett lizald puffert oszlattunk el egyenletesen. (A 1izalo puffer dsszetétele: S0 mM
TRIS (pH 7,5), 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,1% SDS, 1 mM vanadat és
proteaz-inhibitor koktél). A sejteket a lizis soran végig jégen tartottuk. A lizal6 pufferrel
tortént 1-2 perces inkubacidt kovetden a sejteket egy erre a célra fejlesztett kapard
eszkozzel (“scraper”-rel) eltavolitottuk az edény aljardl, majd az intenziv szuszpendalas
¢és ultrahangos sejtfeltaras utan nyert lizatumot centrifugaltuk (10 perc, 10000 x g, 4 °C).
A feliiluszot felhasznalasig fagyasztoban taroltuk.

A sejtlizatumok  fehérjekoncentraciojat  Bio-Rad  reagenssel,  marha-

szérumalbumin standard-del hatdroztuk meg.
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3.4. Az apopt-zis vizsgs8lat a

A Hepalclc7 sejtvonalat 6-lyukt sejttenyésztd edényekben, Biirker-kamrara
illeszthetd steril fed6lemezeken tenyésztettiik. 70%-os konfluencia elérése utin a
médium leszivasa, majd a sejtek PBS-sel tortént mosasa utan a fedélemezeken 1€vo
sejtekre ramértiik a 2% annexint és 2% propidium-jodidot tartalmaz6 festéket, majd 15
perces, szobahdmérsékleten tortént inkubalast kovetden az igy megfestett sejteket
tartalmazo fedolemezt Biirker-kamrara illesztettiik, és az annexinnel zoldre festodott
apoptotikus, valamint a propidium-jodiddal pirosra fest6dott nekrotikus sejteket
fluoreszcens mikroszkop alatt szamoltuk meg. Az annexinnel és propidium-jodiddal
egyarant festddott sejteket — mely jellemz0 lehet az apoptozis késoi, de a nekrozis korai
fazisara is — morfoldgiai jellegzetességek alapjan soroltuk be az apoptotikus vagy a
nekrotikus sejtek csoportjaba.

A fluoreszcein izotiocianattal (FITC) jelzett annexin V (annexin V-FITC) nagy
affinitassal kotddik az apoptdzis kezdetekor a membréan kiils6 felszinére kihelyez6do
foszfatidil-szerinhez. Az annexin V egy kitlind indikator, mely képes jelezni mar az
apoptozis korai szakaszat is [169]. A nekrozis kimutatasara szolgald propidium-jodid a
kettds szala DNS-t festi meg, mikor a sejtmembran illetve magmembran mar megfeleld
mértékben szétszakadozott ahhoz, hogy a festék elérje a DNS-t [170,171].

Miutan a kiilonb6z6 szinli sejteket a mikroszkop alatt megszamoltuk,
meghataroztuk az apoptdzis indexet, ami 100 sejtre jutd apoptotikus sejtek/testek

szamat jelenti.

3. 5. Western bl ot anal 2zi s

Az ER-stressz tanulméanyozédsa sordn az egyes stresszmarker fehérjék
(CHOP/GADDI153, kaszpaz-12, foszforilalt és foszforilalatlan elF2a ¢és kiilonboz6
chaperonok) szintjét, valamint a glikoproteinek érésének vizsgéalatdhoz a tirozindz,
HIF1la ¢és VEGF fehérjeszinteket, illetve a kontrollként hasznalt B-aktin szintjét a
sejtlizitumokban Western blot analizissel vizsgaltuk.

A mintdkat B-merkaptoetanolt tartalmazé mintapufferben 10 perces 95°C-on

torténd inkubaldssal allitottuk eld. A polipeptid ldncok méret szerinti elvalasztasahoz
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egyenld mennyiségii (30-50 pg) fehérjét tartalmazé mintdkat vittlink fel a 9%-0S
redukalé SDS poliakrilamid gélre.

Az elvalasztott fehérjéket elektro-blot késziilékkel transzferaltuk nitrocelluloz
vagy PVDF membranra (60 perc, 100 V). A mintdk fehérjemennyiségét —
ellendrzésképpen — Ponceau-vords festés utdn denzitometrids analizissel hasonlitottuk
Ossze. Az eredmények kiértékelésekor a konstitutiv expresszidji pf-aktin mennyiségére
normalizaltuk a jelolodések intenzitasat.

A membranokat 1x PBS-t, 5% zsirmentes tejport ¢s 0,1% Tween 20-at tartalmazo
oldat keverékével blokkoltuk. Az antitesteket ugyanilyen oldatban 1:1000 - 1:2000
(elsédleges), illetve 1:2500 (mésodlagos) higitasban alkalmaztuk. Legvégiil a membrant
3x20 percen at mostuk 1xPBS oldattal, majd — desztillalt vizes atoblités utan — a
membranhoz kemilumineszcens eléhivo oldatot (LumiPico) adtunk. A lumineszcenciat
30-300 maésodperces exponalassal rontgenfilmen rogzitettiik. Mindegyik fehérje
esetében az elvart molekulatomegnél kaptunk jelet, melyet denzitometriaval (a B-aktin

jel intenzitidsara normalizélva) szamszerUsitettiink.

36Tirozi n8z aktivit8§sm®r ®s in situ

Intakt SK-Mel28 melanoma sejteken szemi-kvantitativ in Situ tirozinaz probat
végeztiink. A sejttenyésztd flaskdban felndvesztetett és a megfeleld hatdanyagokkal
kezelt sejteket 30 percen at L-DOPA-t (2 mM) és 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazint (4
mM) tartalmazé foszfatpufterben inkubaltuk 37 “C-on. A tirozindz enzim aktivitisara a
felhalmozodd melanin pigment mennyiségébdl, vagyis a sejttenyészetek eltérd

denzitasaibol kovetkeztettink.

37. Tirozingz feh®r | e mea mreysissa®qg i
el ektrofor®zi ssel ®s enzimakti vitg8sor

A tirozindz fehérje Western blottal torténd meghatdrozdsa mellett, az aktiv
tirozinaz enzim expressziojat nativ gélelektroforézissel, és azt kovetd, enzimaktivitason

alapuld festéssel is tanulméanyoztuk. A tirozindz fehérje elvalasztasdhoz egyenld
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mennyiségll (50 pg) fehérjét tartalmazd mintakat vittiink fel a 9%-o0s nativ poliakrilamid
gélre.

Az elektroforézist kovetden a gélt 30 percig inkubaltuk 37 °C-on L-DOPA-t (2
mM) és 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazint (4mM) tartalmazé foszfatpufferben. Az
enzim altal katalizalt reakcié soran keletkezett melanin pigment a tirozindz fehérjének
megfeleld molekulatomegnél jelenik meg, ¢és intenzitasabol az aktiv enzim

mennyiségére lehet kovetkeztetni.

38.cDNS-szi nt ®zi s ®s ktviamdd tRCGR v

A kiilonb6z6 hatéanyagokkal kezelt SK-Mel28 melanoma sejtekbdl ,,RNaqueus”
kit (Ambion) segitségével RNS-t izolaltunk, majd a cDNS elkészités¢hez Retroscript
kitet (Ambion) alkalmaztunk. A nukleinsav-koncentraciot NanoDrop spektrofotométer
(Thermo Scientific) segitségével mértiik le.

A kvantitativ ,,real-time” PCR méréséket Stratagene MX3005P ,,real-time” PCR
gépen végeztiik. A primereket az Oligo Primer Analysis Software program segitségével
terveztiik meg. A detektalashoz SYBR Green és szekvenciaspecifikus fluoreszcens
hidrolizis vagy mas néven TagMan probat alkalmaztunk. A SYBR Green | fluoreszcens
DNS festék a kettds szala DNS molekulaba épiil be, lehetové téve annak fluorimetrias
detektalasat. Ebben az esetben a fluoreszcens jel detektalasa 470 nm hulldmhosszisagu
gerjesztd fény mellett 530 nm hulldmhosszon torténik az extenzids fazis végén, a PCR
termék olvadaspontja alatti hdmérsékleten.

A TagMan vagy hidrolizis probahoz, olyan egyszala oligonukleotidot
alkalmaztunk, amely 5’ és a 3° végein egy ,reporter” (fluoreszcens), illetve egy
»quencher” festékkel van jeldlve, és a vizsgalt cDNS egy rovid szakaszahoz illeszkedik.
Amig a proba intakt, a ,,quencher” gatolja a ,,reporter” fluoreszcens szignaljat. Amikor a
DNS-polimeraz az 5° exonukleaz aktivitasa révén lehasitja a reporter festéket tartalmazo
5’ véget az extenzids 1épésben, akkor a quencher nem gatolja annak emissziojat, és a
reporter festék fluoreszcens jele detektalhatova valik. A fluoreszcens jel detektalasa a
reporter molekulara jellemz6 hullamhosszokon torténik [172].

Minden egyes mintanal meghataroztuk az attérési pontot, azaz a Ct értékét vagy

mas néven detektalasi kiiszobot. A Ct azt a pontot jelenti az amplifikacids gorbén, ahol
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az exponencidlis fazis véget ér, és elkezdddik a linedris fazis. A detektaldsi kiiszob az
adott ,real-time” PCR berendezésre jellemz0 paraméter. Az 4ttdrési pont annal kisebb
PCR ciklusszamnal jelentkezik, minél tobb volt a mintaban az adott nukleinsav templat.
Ez az Gsszefiiggés képezi a kvantitativ mérések alapjat [173]. A vizsgalni kivant mRNS
mintak expresszios szintjét referenciaként ,housekeeping” génekre vonatkoztattuk. A
»housekeeping” (haztartasi) géneket a sejtek konstitutiv modon fejezik ki, a haztartasi
gének expresszios szintje egyenesen aranyos a kiinduldsi sejtmennyiséggel [173].
Kétféle ,housekeeping” gént hasznaltunk (GAPDH és 18S riboszomalis RNS), de —
mivel mindkét esetben hasonlé eredményeket kaptunk — csak a GAPDH-ra normalizalt
eredményeket mutatjuk be. A mintdk mRNS mennyiségének 0Osszehasonlitasara
egyszerisitett relativ kvantifikdcios modszert alkalmaztunk, a komparativ Ct metodikat
vagy masnéven ACt moddszert. A moddszer alkalmazhatdsdganak feltétele, hogy a
housekeeping gének ¢és a target gén kozott a PCR amplifikacios hatasfokainak eltérése
ne haladja meg a + 5%-t.

ACttarget = Ctkontrol — Clkezelés

ACtreferencia = Ctkontrol - Clkezelés

AACt = ACtreferencia— ACttarget

Amennyiben a AACt érték 1 alatt maradt, gy azt mondhatjuk, hogy a kiilonbség a
mintdk mRNS expresszioja kozott nem volt szignifikans.
Minden kisérletben, mindegyik minta esetében legaldbb harom amplifikacios

gorbét analizaltunk.

39 A mel anosz- m8k enRkdsoplaaz m§s

mor fol -gi 8 8nak vizsgs8l at a

crer

objektivvel, a FITC-sziir6készlettel és Photometrics Cool SNAP HQ CCD kameraval
felszerelt Nikon Eclipse TE300 mikroszkoppal tanulméanyoztuk. A késziiléket
MetaMorph, Meta Imaging Series™ program segitségével vezéreltik. Az ER-t
fluoreszcens jeldléssel tettik lathatova; ehhez 0,1 uM BODIPY® FL tapszigargint
hasznaltunk. A tapszigargin specifikusan kotddik a szarko/endoplazmaés retikulum

kalcium-ATP-azahoz, és gatolja az aktiv kalciumtranszportot [174]. A képeket a
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BODIPY® FL tapszigargin hozzdaddsa utdn két percen belill rogzitettik, hogy
megelézziik a jelolés hatdsara kialakuld kalciumdeplécid indukalta esetleges

morfologiai valtozasokat.

3.10. A gl ukozi d§gz || enzi makt i

al kal mazott m- dszer ek

3.10. 1. Patk8ny m8ptmislar osz- ma el R8I |

A mikroszémat egy éjszakan at éheztetett, him Wistar patkanyok (180-230g)
majabol preparaltuk. A frissen kivett majat apro darabokra vagtuk és 0,3 M szacharozt
és 20 mM HEPES-t (pH=7,0) tartalmazo pufferbe tettik és Potter-Elvehjem
homogenizatorral egyenletes szuszpenziot készitettlink. A szuszpenzidt szachardz-
HEPES pufferrel 20%-os ,koncentraciéig” higitottuk, majd centrifugacsévekbe
toltottiik, és lecentrifugaltuk (1000 x g, 10 perc, 4 °C). A feliiluszot tovabb
centrifugéltuk (11000 x g, 20 perc, 4 °C). Az igy nyert iiledék a mitokondridlis frakciot
tartalmazta, a keletkezett feliilusz6 pedig a sejtek citoplazmajat [175]. Az tiledéket
ezutan MOPS pufferben (100 mM KCl, 20 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 20 mM MOPS, pH
7,2) szuszpendaltuk, majd 0jbol lecentrifugaltuk (100000 x g, 60 perc, 4°C). Végiil az
tiledéket MOPS pufferben reszuszpendaltuk, és a fehérjekoncentraciot 20-40 mg/ml-re
allitottuk be. Az elkésziilt mikroszomat ezutan rogton lefagyasztottuk és felhasznalasig
(max. 6 honap) folyékony nitrogénben taroltuk. A mikroszomalis fehérjekoncentraciot
Lowry modszere alapjan hatiroztuk meg, amelyhez standardként marha szérum
albumint hasznaltunk [176].

A mikroszomak tisztasagat marker-enzim analizis segitségével ellendriztik [177].
A mikroszomalis vezikulumok épségét mannoz-6-foszfataz vizsgalattal bizonyitottuk

[178], amely tobb mint 95 %-os latenciat mutatott.

3.10. 2. Glukozi dgz 1|1 enzim aktivit§gs:

A mikroszoma glukozidaz II enzimaktivitasanak fluorimetrias méréshez a enzim

specifikus, mesterséges szubsztratjat, a metilumbelliferil-glukozidot (MUG) hasznaltuk.
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Az enzim hatasara keletkez6 fluoreszcens metilumbelliferont Cary-Varian
Spektrofluoriméterrel folyamatosan detektaltuk. A mérés soran a mikroszoémat (0,1 mg
fehérje/ml) a kiivettdban MOPS-KCI pufferben 37°C-on inkubaltuk. A MUG
hozzaadéasa utan egy percen at detektaltuk a fluoreszcencia valtozasat 360 nm excitacios
¢s 440 nm emisszios hullimhossz mellett. Ezutan minden mintdhoz ismert mennyiségi
(0,1 vagy 0,5 nmol/ml) metil-umbelliferont adtunk kalibracié céljabol. A mérések egy
részénél a mikroszoma membranjat egy porusképzo antibiotikummal, az alameticinnel
(0,1 mg/mg mikroszomalis fehérje) permeabilizaltuk [179].

Az ismert vagy feltételezett glukozidazinhibitorokat (EGCG és egyéb katekinek,
valamint DNJ) 1-2 perccel a szubsztratot (MUG) megelézéen adtuk hozza a

mikroszémaszuszpenziokhoz.

3103. Gl ukozid82nzim akti i @®9d §a8naek maRe k
HPLC-al ap% detekt 8l §s8val

A mikroszomalis glukozidaz II aktivitismérések megerdsitése és kiegészitése
céljabol az enzim miikodését egy masik mesterséges szubsztrat, a 4-nitrofenil-glukozid
(NPG) felhasznalasaval is vizsgaltuk. Emellett a glukozidaz II aktivitisait a MUG
hidrolizise alapjan intakt €s permeabilizalt Hepalclc7 egér hepatoma sejtekben is
tanulmanyoztuk. A keletkezett termék (4-nitrofenol, illetve metil-umbelliferon)
mennyiségét mindkét esetben HPLC segitségével mértiik meg.

A mikroszomakat (0,5 mg protein/ml) MOPS-KCI pufferben 37°C-on 10 percig
inkubaltuk az NPG szubsztrat jelenlétében. Egyes esetekben a mikroszomalis membrant
alameticinnel (0,1 mg/mg mikroszomalis fehérje) permeabilizaltuk. A reakciot kétszeres
térfogatnyi jéghideg metanol hozzdadasaval allitottuk le, és a mintdkat tovabbi
kiértékelésig azonnal lefagyasztottuk. A vizsgalt glukozidazinhibitorokat (EGCG, egyéb
katekinek, valamint DNJ) 1-2 perccel a szubsztratot (NPG) megel6zéen adtuk hozza a
mikroszoémaszuszpenzidkhoz.

A konfluens hepatoma sejtekbdl tripszines emésztéssel szuszpenziot hoztunk 1étre
(107 sejt/ml), és azt kétfelé osztottuk. Egyik felében a sejtek membranjait alameticinnel
permeabilizaltuk (0,2 mg/ml, 37 °C, 5 perc). A masik felét (intakt sejtek) alameticin
nélkiil inkubaltuk. Centrifugalas (250 x g, 4 perc) utan PBS-sel mostuk a sejteket, majd
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szérummentes o-MEM médiumban higitottuk a szuszpenzidkat (5 x 10° sejt/ml). Ezeket
tovabb osztottuk, és 0-12 oradig eldinkubaltuk EGCG (100 uM) jelenlétében vagy
anélkiil. A reakciot MUG (50 uM) hozzaadasaval inditottuk, és a 0, 15, 30, illetve 45
perc elteltével vett mintakat kétszeres térfogatnyi jéghideg metanolhoz kevertiik, majd -
20 °C-on taroltuk.

A HPLC-vel torténé mérésekhez a mikroszomalis és sejtes kisérletek mintait
felolvasztottuk, majd lecentrifugaltuk (10 percig 4°C-on 20000 x g), és a fehérjementes
feliiluszokat HPLC-s mintatartokba mértiik.

A két terméket (4-nitrofenol, illetve metil-umbelliferon) Waters Alliance 2690
HPLC késziilékkel, Nucleosil 100 C18 oszlopon (Smikrom 25x%0,46) (Teknokroma)
valasztottuk el. A 4-nitrofenol fényelnyelését 316 nm hulldmhossz mellett detektaltuk
(Waters Dual A Absorbance Detector 2487), a metil-umbelliferon fluoreszcenciajat 325
nm excitacidos €s 455 nm emisszios hullamhosszaknal mértiik (Waters Multi A
Fluorescence Detector 2475). Az eluenst mindkét esetbent két komponensbdl allitottuk
Ossze: ,,A” oldat: 0,1% TFA és ,,.B” oldat: 0,1% TFA metanolban; és dramlési sebessége
0,9 ml/perc volt.

A 4-nitrofenol mérésekor fél percig tartd 100% ,,A” oldoszerrel torténd
percen at, majd 2 percig folytattuk a mérést 40% ,,A” oldészer - 60% ,,B” olddszer
arany mellett, végiil visszaallitottuk a 100% ,,A” olddszert. A metil-umbelliferon
mérésekor a gradiens kezdetben (30 sec) 80 % A és 20 % B oldat volt, amit linearisan 7
perc alatt 40 % A és 60 % B-re valtoztattunk, ezutan 2 percig maradt ez az arany, majd
visszaallt a 80 % A ¢s 20 % B arany. Az elucids idoket standard oldatok segitségével

hataroztuk meg.

311.Sz8 m2t 8§si m- dszer ek, statiszti ka

A enzimaktivitast nmol/perc/mg egységben fejeztik ki, vagyis az 1 mg
mikroszomalis fehérje altal 1 perc alatt termelt metil-umbelliferon, illetve 4-nitrofenol
mennyiségére vonatkoztattuk. A mérés soran keletkezd metil-umbelliferon mennyiségét
a fluoreszcencia emelkedésének mértékébdl hataroztuk meg, pontosabban a

fluoreszcencia intenzitasanak 1 perc alatti valtozasabol. Az inkubacio soran keletkezett
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4-nitrofenol mennyiségét a mintak végso és kezdeti (kevesebb mint a végsd 5%-a) 4-
nitrofenol-tartalmanak kiilonbségébdl szamitottuk. Megmértik az enzimaktivitas
kiilonbségét intakt és alameticinnel permeabilizalt mikroszomak kozott is.

Diagramokat készitettiink és a derivalt paraméterek (Km, Vmax, 1Cso és Kj)
szamitasat a kapott adatok alapjan GraphPad Prism 4.01 software segitségével végeztiik
[180].

Minden eredményhez 3 fiiggetlen kisérletet €s egy-egy kisérletnél 3 parhuzamos
mérést végeztiink. Az eredményekbdl atlagértéket és standard deviaciot szamoltunk,
majd az igy kapott értékeket egymadssal az ,,Anova with Tukey’s multiple comparsion
post hoc” teszt segitségével hasonlitottuk 6ssze. A kiillonbségeket 0,05-nél kisebb P

érték esetén tekintettiik szignifikansnak.
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4. Er edm®nyek

4 . 1. Teafl avanol ok hat 8sa a
enzim aktivit8s§8ra

Els6 lépésként meghataroztuk a patkdny maj mikroszoma glukozidaz II
aktivitdsanak latenciajat, valamint kinetikai paramétereit mindkét mesterséges
szubsztrat (MUG és NPQG) vonatkozasaban. Azt talaltuk, hogy a latencia erdsen fliggott
a szubsztrattdl és annak koncentracidjatol. MUG esetében intakt mikroszomaban kisebb
enzimaktivitast detektaltunk, mint a membran permeabilizaldsa utan, és a kiilonbség a
koncentraci6 novelésével egyre csokkent. NPG esetében az intakt és permeabilizalt
mikroszomaban mért aktivitas k6zott nem észleltiink kiilonbséget. Mindez azt mutatja,
hogy a MUG transzportja a folyamatban sebességmeghatarozo, mig az NPG bejutasa
Iépést tud tartani a hidrolizissel. A megfigyelésnek azonban nincs fiziologids
relevanciaja, csupan aldtamasztja, hogy az enzim gatlasat permeabilizalt mikroszoman
célszerli tanulmanyozni.

Az alameticinnel permeabilizalt mikroszomaban a glukozidéaz II enzim Michaelis-
Menten kinetikat mutatott. A kinetikai paraméterek azt mutatjak, hogy az enzim NPG
iranti affinitasa sokkal kisebb. MUG esetében a K, 55,2 £ 3,1 uM ¢€s a vipax 39,0 £ 0,7
nmol/perc/mg fehérje; NPG esetében pedig a Ky, 2,2 = 0,1 mM, a vmax 15,3 £ 0,2
nmol/perc/mg fehérje volt. A teaflavanolok gatld hatasanak vizsgalatakor a MUG-ot 40
uM-os, a NPG-t pedig 1 mM-os koncentracioban alkalmaztuk.

Patkdny m4j mikroszoman tanulmanyoztuk, hogy a zdld tea kiilonb6zd
katekinszarmazékai hogyan hatnak a glukozidaz II enzim aktivitasara (11. abra). A
legnagyobb mennyiségben eléfordulod teaflavanolok (epigallokatekin-gallat, EGCG;
epikatekin-gallat, ECG; gallokatekin, GC; epigallokatekin EGC; és gallokatekin-gallat,
GCG) koncentraciofiiggd hatasat hasonlitottuk 6ssze az N-butil-deoxinojirimicinével
(NBDJ), ami a glukozidaz II ismert gatloszere. A vizsgélt vegyiileteket kiillonb6zo
koncentraciokban (10-200 uM) adtuk az alameticinnel permeabilizalt mikroszémahoz,
majd a glukozidaz II aktivitdst 40 pM MUG, valamint 1 mM PNG szubsztrat

jelenlétében egyarant megmértiik.
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11. abra. Teakatekinek és NBDJ hatasa permeabilizalt maj mikroszoma

glukozidaz II enzim aktivitasara

Az ,A” AMrMNG,40a ,p&diglaMdrMERG szubsztrat | el
végzett aktivitasiméareéeddk eAr ekdim&mye2ztdé hat 6 a
perccel a szubsztratNRBDBthatadds &tk @s snd el A Kk
céljaboél tintettiuk fel. Az eredményeket ha

sz6r d&s al akban &abr azol tuk.

Bar kiilonb6z6 mértékben, de mindegyik vizsgalt flavanol gatolta a glukozidaz
II enzimet. A két leghatékonyabb flavanol, a GCG ¢és az ECG nagyobb
koncentraciokban szinte teljesen megsziintette az enzim aktivitdsat, és ezek
koncentracio-hatas gorbéje az NBDJ-¢hez hasonlo volt. Még a legkevésbé hatékony
katekinszarmazékok (a GC és az EGC) is kozel 30%-os gatlast tudtak kifejteni 200uM
koncentracioban. A tobbi flavanolhoz viszonyitva az EGCG glukozidaz II enzimre
gyakorolt gatld hatdsa kozepesnek mondhatd. A bemutatott eredményekbdl szamitott

ICx0 és K értékeket a 4. tablazat tartalmazza.
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MUG-az NPG-az

gatlészer ICso (M) Ki (uM) ICso (M) Ki (uM)
GCG 3,50 2,03 3,70 2,55
ECG 15,14 8,76 19,06 13,10
EGCG 50,92 29,48 47,72 32,81
EGC 117,72 68,15 110,51 75,99
GC 136,29 78,93 102,68 70,62
NBDJ 8,97 5,19 3,27 2,25

4. tablazat. Teaflavanolok glukozidaz II-re gyakorolt gatlo hatasat jellemzo I1Cs és
Ki értékek osszehasonlitasa.

A kil 6nbo6z~6 hTohamyYyagakkatz ZaTameticinnel
pat kadamj kmajs z AM@GBGDz akt eMi MAGts AWObsztrat ¢és
mg/ ml fehérjekomrecentlr peir ¢éem aakt, MMiNRGa satz INP G
szubsztrat jelenl étében és 0,5 mg/ml feh¢eé
vizsgal tuk.f elAt teartbetdaradartybeaknet héar om flagget |

GraphPad Prism Software segitségeével

Meéréseink tehat azt mutatjak, hogy a teaflavanolok kiilonb6z6é mértékben gatoljak
a glukozidaz II enzim aktivitasat, és az EGCG kozepesen hatékony. A tovabbiakban
mégis az EGCG hatésait vizsgaltuk, mivel a teaban ez a katekin fordul el6 legnagyobb
mennyiségben, és az irodalomban is e flavanollal kapcsolatban lelheté fel a legtobb
adat.

4. 2. Az EGCG 8l tal ki v8l totteenzi mc

A glukozidaz II EGCG éaltali gatlasat — a hatas kinetikai jellemzése céljabol —
tovabb vizsgaltuk patkdny maj mikroszomaban. Az alameticinnel permeabilizalt
mikroszomat 100 uM EGCG-vel kezeltiik, €s az enzimaktivitast emelkedé6 MUG (5-300
uM) valamint NPG (50 uM - 10 mM) koncentréacioé mellett vizsgaltuk.

56



(A) (B)

354

) 3

o g

F 2

£ 254

[ o

a

o g

€ 2

@ S

g 154 %

£ 3

% 104 &

A 2

S & =

2 -

O S0 100 1% 20 2% 3% 0025 0025 0075 0125 0475
Szubsztrat (MUG) koncentracidja ( M) 1/[MUG] (M)

©)

NPG-az aktivitds (nmol/perc/mg fehére)

0 T H 4 H 10 2 0 2 4 6 B8 10 12 14 16 18 20

Szubsztrét (NPG) koncentracidja (mM) 1/[NPG] (mM™")

12. abra Az EGCG glukozidaz II enzimre gyakorolt gatlo hatasanak kinetikaja

A glukozidédz 11 aktivitéasat két kul dnbozéb
és D éadbra) jelahbéeébennwietsgpérmeluoM | i z4al t
EGCG hozzéadadéasavedlk U(l)(s &)u.hd =zttvet akat kul o
koncentraci 6kbanAadeunuaddmémyaeakak hlmar om f lgg
szamolt &atlag £ szdéras alakban abr

A telitési gorbéken jol lathato, hogy az EGCG jelentdsen csokkentette az enzim
aktivitasait mind MUG, mind NPG szubsztrat alkalmazasa esetén a vizsgalt

koncentraciok mellett (12. abra A és C része). A Lineweaver-Burk ,kett6s reciprok”
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abrazolas azt mutatja, hogy EGCG-kezelés hatasara a vmax megkozelitéen negyedére
csokkent, mig a Ky érték nem valtozott (12. abra B és D része), vagyis a gatlas

kinetikailag nem-kompetitiv tipusu.

4. 3. A glukozidg8z Il -a&lhti hepds: m&t
sejtekben

Miutan a glukoziddz II enzim gétlasit mé] mikroszémaban kimutattuk, ¢és
kinetikailag jellemeztiik, megvizsgaltuk, hogy a hatds sejteken is kivalthato-e.
Kisérleteinkhez a laboratériumunkban hasznalt sejtvonalak koziil a Hepalclc7 egér
hepatoma sejteket valasztottuk, mert — el6kisérleteink alapjan — ezekben volt legjobban
mérhetd a glukozidaz II aktivitasa. A MUG (50 uM) hidrolizisének sebességét mértiik
intakt és alameticinnel permeabilizalt sejtekben EGCG (100 uM) jelenlétében, illetve
hianyaban. Annak megallapitasara, hogy a vart gatlas tartés és egyenletes-e, a
flavanollal kiilonb6z6 idétartamu (0, 1, 3, 6, 12 6rés) elékezeléseket is végeztiink.

Az alameticinnel végzett permeabilizdlds a plazma membrant és az ER
membranjat egyarant atjarhatéva teszi, igy a glukozidaz II aktivitasat nem korlatozza a
MUG hozzaférése az enzim aktiv centrumahoz (atjutasa a két membranon). Jo6l lathato a
13. abran, hogy a permeabilizalt sejtekben nagyjabodl 6tszor akkora aktivitast mértiink,
mint az intakt membranokkal rendelkez6kben, ami azt jelenti, hogy az éltalunk hasznalt,
intakt, €l6 hepatoma sejtekben az adott koriilmények kozott a glukozidaz 11
aktivitdsanak 80%-a latens. A MUG ¢és hasonld mesterséges glukozidok sejtbe, illetve
ER-be torténd transzportja vizsgalataink szempontjabdl irrelevans, és fiziologias
jelentdsége is korlatozott. A permeabilizalast azért végeztiik, hogy kideritsiik, a gatlo
hatas valamelyik transzport lépésen, vagy magan az enzimen érvényesiil-e. Mivel a
glukozidaz II aktivitas EGCG-kezelés hatdsara intakt €és permeabilizalt sejtekben
egyarant kb. a kontroll 20%-ara csokkent, kijelenthetd, hogy a flavanol intakt, €16

sejtben is effektiv gatloszer, amely kdzvetleniil az enzimen fejti ki hatasat.

Az észlelt hatas idofiiggését 12 oran at vizsgaltuk a hepatoma sejtekben (13.
abra). Megfigyelhet6, hogy az alameticinnel végzett permeabilizalas kovetkeztében a
glukozidaz II aktivitas fokozatosan csokken, ami feltehetdleg a sejtek progressziv

pusztulasanak kovetkezménye. Ezért a permeabilizalt sejteket harom o6ra utan nem
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vizsgaltuk tovabb. Igy is megéllapithaté volt, hogy a kezeletlen és EGCG-vel kezelt
sejtekben parhuzamosan csokken az enzimaktivitas, vagyis a gatlas mértéke idodben nem
valtozott, csupan a mikodé enzim fogyott. Az intakt sejtek aktivitdsa azonban stabil

maradt, és az EGCG altal kifejtett gatlo hatas sem csokkent a 12-6ras kezelés soran.
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13. abra. Glukozidaz II gatlasa EGCG-vel hepatéma sejtekben

Intakt (p ,, )és al ametirecnemt(e It )HeAd @1l clc7 sejtszusz
100 pM EGCG (j g)ehl €t & igpe, & nkélll kdinl bdobztéar t amo ki g
i nkub &T°€C-onnmkajd50p M MUG szubsztr atotAz adtunk a
enzi maktirei nkst ad akset|l eknidtieamiddlléeronnmae nnyi sége
alapjan hat droztuk .Mz ga baRdotn I diggigtes d génv enlé r é
szamolt atlag £ szodéreasdaneaiREHOBR tt UNnt et t UK
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4. 4. Endoretlk@lamsS8tsr essz ®s apopt - zi s
vel kezelt hepat- - ma sejtekben

A glukozidaz Il enzim gatlasa feltehetdleg megzavarja az ER mukodését. Olyan
sejtekben, amelyek intenziv fehérjeszintézist és -szekréciot folytatnak (pl. a majsejtek és
majeredetli sejtvonalak), kiilondsen érzékenyek ilyen hatasokra. Az ER-t ért stressz az

UPR aktivalodasahoz, ezen keresztiil az apoptozis fokozodasahoz vezethet.

*
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14, abra. Az elF2a foszforilacioja EGCG-vel kezelt Hepalclc7 sejtekben.
Ahepalcl? sejt ekedeigkeé 2 &Intpidvic &1GCEI €és a teljes

sejtlizatumokat Western bl ot analizis célj

foszforil alt-Pelé&2aoaa(ke¢FRes dfikusa@nttestele nnyi s é g é

segitsedadagédvelztuk meg. A fenti abrangéfigget

mutatip. A di agr anwPjaezl OelléFs2eck i ntenzitédsanak rel af

Or &tnér éshez képest. A jelol ések intenzitdas

software) hataroztuk meg. Az eredményeket
*P < 0,05

Ezért megvizsgaltuk, hogy az EGCG-vel kezelt Hepalclc7 hepatoma sejtekben
¢észlelhetdk-e az UPR jelei — kiilonds tekintettel a proapoptotikus jelenségekre. A
sejteket kiilonbozo ideig kezeltik 100 uM EGCG-vel, majd a sejtek lizdtumaban
Western blottal hasonlitottuk 6ssze az ER stresszmarker fehérjéinek szintjét. Az
organellum legfontosabb chaperonjai és foldazai (Grp78, Grp94, PDI, kalnexin, ERp72)

ugyan — meglepetésinkre — nem indukaldédtak (&dbra nélkiil); azonban jelentds
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emelkedést észleltliink az elF2a foszforilacigjaban, ami az UPR tipikus részjelensége. A
14. abran lathato, hogy az elF2a fehérje 0sszmennyisége nem valtozott, ezzel szemben
a foszforilalt elF2a szintje mar egyoras EGCG-kezelés hatasara nagymértékben nott, és

hosszabb kezelések hatasara tovabb emelkedett.
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15. abra. A CHOP indukcidja és a prokaszpaz-12 hasitisa EGCG-kezelés hatasara
A kil odnbo6z6é idétartamu 18toljpsMepBACG kezel és

sejtl i zedltbuknboskzaitt et t Uk Western bilnaa anal i zi
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ert ékéhppezst. Az eredményeket atlag = szoras
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Szintén jelentds valtozast észleltink a proapoptotikus CHOP fehérje
mennyiségében, amely mar hatoras kezelés utan 6-7-szerese volt a kiinduld, kontroll
értéknek (15. abra). Emellett, 12 6ras EGCG-kezelés hatasara szignifikdnsan nétt a
hasitott kaszpaz-12 szintje is (15. abra), ami szintén jellegzetesen ER eredetii apoptdzis
aktivalddasra utal.

A megfigyelt ER-stresszel és részleges UPR-aktivalodassal Osszhangban, az
apoptozis fokozodasat is észleltiik az EGCG-vel kezelt hepatoma sejtekben (16. abra).
Annexinnel és propidium-jodiddal végzett festést kdvetden fluoreszcens mikroszkop
alatt szamoltuk az apoptotizalo sejteket, illetve apoptotikus testeket, majd kiszamoltuk
az apoptdzis indexet (100 sejtre jutd apoptdzis). Ez az index az EGCG-kezelés els 6
or4jdban nem valtozott, de 12, valamint 24 oras kezelés hatdsdra mar jelentdsen és
progressziven emelkedett. A nekrotizald sejtek szama nem valtozott jelentés mértékben

a kisérlet soran.
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16. abra. Hepalclc7 sejtek apoptozisanak fokozodasa EGCG-kezelés hatasara
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kisérlet arnmadméanyei.t Am | earge dmémdet ldientt &It & K ik
fel; *P < 0,05

o
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45 Cs°kkent tiro&s n &z drkz G &xelt t

melanoma sejtekben

A tirozinaz enzim felelés a melaninszintézis sebességmeghatarozd lépéseiért,
melyek soran a tirozin DOPA-n keresztiil dopakinonnd alakul. Az aktiv tirozindz enzim
mennyisége szemikvantitativ moédon mérheté a melanin termelddésének detektalasaval,
ha az intakt sejteket DOPA-val kezeljiik. A melanin hozzavet6leges mennyiségére a
szinintezitas valtozasabol kovetkeztethetiink. Hipotézisiinket, mely szerint az EGCG
gatolja a glikoproteinek érését, eldészor ezen az egyszerli modellen teszteltiik. Pozitiv
kontrollként a glukozidaz enzimek ismert gatloszerét, a DNJ-t hasznaltuk. Az SK-Mel
28 melanoma sejteket EGCG-vel (100 uM), illetve DNJ-vel (100 uM) kezeltiik 3 napon

at, és véglil a tirozinaz enzim aktivitasat in situ detektaltuk (17. abra).
\V/ \//
i ’
g

EGCG DNJ

17. abra. Glukozidazgatlok hatasa a melanoma sejtek aktiv tirozinaz enzimének

Kontroll

mennyiségére

Az intakt SkMel 28 melanomas e j t ek tirozinédz aktivitéasat
situ detektaltuk. Aveslej(tlekOetpu-Wgl waian0 AN W E G
kezel t ik, majDDPAt0 épsilF3benzotiadotinonhidrazont
tartalmazo PBS ol datban inkubaltuk. A tiro
pigment d&ci 6j anak (melanin) intenzitasabol
fiuggetrdleemt ke gy¥i kének tipikus eredmény

A gatloszerekkel torténd kezelés nem okozott szignifikédns eltérést a sejtek
konfluenciajaban, igy a melaninszintézis mértéke a sejtekben 1évo aktiv tirozindz enzim
mennyiségére utalt. Az EGCG-vel kezelt sejttenyészté edényekben a kontrollhoz képest
halvanyabb szinintenzitast detektaltunk, ami a miikod6képes tirozindz enzim csokkent
expressziojat jelzi. A DNJ — a glikoproteinek érésének és tirozinaz expresszidjanak
ismert gatloszere — hatasadra az EGCG-hez hasonl6 eredményt kaptunk: a kontrollhoz

képest a szinintenzitas nagyjabol az EGCG-vel megegyezd mértékben csokkent.

63



4.6. Az endopl azms8s reti kul um ®s
mor fol -giai el t®r ®sei EGCG kezel ®s he

Fluoreszcens jelolést kdvetd mikroszkopos vizsgalataink azt mutattak, hogy az
EGCG kezelés nem csak a tirozindz fehérje expresszidjaban, hanem az ER és a
Osszehasonlitva a 16 oran at EGCG-vel kezelt sejtekével (18. abra) a normal struktira

egyértelmii megbomlasat figyeltiik meg.

18. abra. Az ER és a melanoszomak morfolégiai eltérései EGCG-kezelt sejtekben.

AzERh al 6zat és a mel anoszomak morfol 6gi ai el
tanul manyémekuekt. aA fkl uoreszcens BODIPY® FL t
torténd jel ol ést kovet d 2|SKMea 28enalardbneal 41 k é s

sejtek (B) 166r &n at 10WeluMKk €E6G&€IGE sejtek. A fenti
kiséerlet reprtezneunttaattjiavk .f el vétel ei

A perinukledris ER halozat szinte teljesen eltlint és az organellum membranja
elhuzédott a plazmamembrantdl is. A nagy melanoszomak helyett kisebb vezikuldk
jelentek meg, melyek lehetnek 0sszezsugorodott melanoszomék vagy a degeneralddott
ER halozatbol szdrmazo vakudlumok is. DNJ kezelés hatasara hasonlo elvéltozasokat

figyeltiink meg (be nem mutatott eredmények).
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4.7. Tirozingz enzim feh®rj e Szi
koncent®gcidRf ¢ggR g®t | 8sa EGCG

A melanoma sejteket EGCG-vel (5-500 uM) és DNIJ-vel (5-500 uM) kezeltiik,
majd a sejtlizatumokban kétféle modszerrel vizsgaltuk a tirozinaz fehérje mennyiségét.
Az elektroforézist kdvetd, enzim-aktivitdson alapuld gélfestés, valamint a Western blot
analizis egyarant csokkent tirozindz fehérjeexpressziot mutatott az EGCG-vel és DNIJ-
vel kezelt mintakban. A tirozindz fehérje mennyisége mindkét vizsgalt hatdéanyag
esetében koncentraciofiiggd modon valtozott (19. abra). Az EGCG hatasa 50 pM
koncentracional mar szignifikdns volt, és 150 uM koncentracio felett modszereinkkel

alig lehetett tirozindz fehérjét detektalni.

A DNIJ proteinglikozilaciora gyakorolt gatlé hatasat B16 melanéma sejtekben 72
oran at tartd kezelés esetén mutattak ki, és rovidebb kezelések hatdsar6l nem allt
rendelkezésiinkre adat. Ezért megvizsgaltuk, hogy a kezelés id6tartama, hogyan
befolyasolja a kiilonb6z6 glukozidazinhibitorok — EGCG, DNJ — melanoma sejtekre
gyakorolt hatasat. A sejteket 100 uM koncentracioju EGCG-vel és DNJ-vel kezeltiik
12, 24, 48 és 72 oran at, majd a sejtek lizalasat és mintdk megfeleld elokészitését

kovetden a fehérjemennyiségeket Western blot segitségével detektaltuk.

A kiilonb6z6 idétartamu kezelések hatasara a tirozinaz enzim mennyisége eltérd
mértékben csokkent, és az EGCG-, illetve DNJ-kezelés soran a hatas kinetikajaban
mérsékelt eltéréseket figyelhettiink meg (20. abra). EGCG-kezelés soran a tirozinaz
fehérje mennyisége mar 24 ora alatt csokkent, majd a hosszabb id6tartamu kezelésnél a
fehérje expresszidjanak tovabbi gatlasat tapasztaltuk. DNJ-kezelés hatasara csak 48 ora
elteltével detektaltunk szignifikans mértékli csokkenést a tirozindz fehérje
mennyiségében. Az EGCG hatésa szinte mar 48 oras kezelésnél elérte a maximumat, a

DNJ-nél ennél hosszabb idejli inkubacidra volt sziikseg.
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19. abra. EGCG és DNJ koncentraciofiiggé hatasa a tirozinaz fehérje
mennyiségére

AzSKkMel28s ej t eket 72 O6r amelG&800k gMe | wé 5B GO G
HM) . A sejtlizatumok tirozinédz fehérjeszint
jelioh®tenzitasat denzitometri adval (I mageQua
fentidiagram(h ar bingget |l en ki sér | et mult ag pldnrana 30 er €
normalizalt és kontrollhoz viszonyitott ¢
(4tl ags;x mzzor&a). * P < 0.05 a kontrolltol v
figgetl enegiyséi pekusegeredményeét mut a

r
r
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20. abra. Az EGCG- és DNJ-kezelések hatasanak idofiiggése

AzSKMel28s ej t eket 12n &azx4 , k edz8eM @lVizk( dEOEAC GQu-M) v agy
vel (100 pM). A sejtlizatumok tirozinéadz f
vizsgaltuk és a jel ol 6dés intenzitasat de
hasonlitottuk o0¢8zéilghretéeévrmdkdsz2gr mmzo er e
mut at-pkinra Bor mal i z4alt és kontroll hoz vi sz
szazal ékban kifejezve (4&atlag = széréads; n =
kil 6nbség. A képek 3 fdingeyettl drutlkaitgeér | et

Eredményeink alapjan a tovabbi kisérletekhez a glukozidéz inhibitorokat 100 pM

koncentracioban alkalmaztuk és a sejteket 72 6ran at kezeltiik.

48. A tirozin8z mRNS szi-ndKezele xpress

sejtekben.

Hipotézisiink szerint a glikoprotein-szintézis gatlasa az EGCG-kezelés hatasara

poszttranszlacios szinten kovetkezett be. Annak érdekében, hogy feltételezésiinket
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tovabb vizsgaljuk, eldszor kvantitativ ,real-time” PCR analizist végeztiink, hogy a
tirozinaz mRNS szintli expresszidjanak esetleges valtozasat megvizsgaljuk. A kontroll,
illetve 72 6ran at EGCG-vel (100 uM) és DNJ-vel (100 uM) kezelt melanoma sejtekbdl
RNS preparatumot készitettiink. A tirozindz mRNS szintjét konstitutiv expresszidval
rendelkezd ,,housekeeping” géntermékre (GAPDH mRNS) normalizaltuk. A mintak
MRNS-tartalmanak 0sszehasonlitasara egyszerusitett relativ kvantifikacios modszert, a
komparativ Ct metodikat alkalmaztuk. A valtozas akkor allapithatdé meg ezzel a
modszerrel, ha a AACt érték 1-nél nagyobb vagy -1-nél kisebb (az mRNS mennyisége a
kontrollhoz viszonyitva tobb mint 200% vagy kevesebb, mint 50%). Az 5. tablazat
mutatja, hogy a tirozindiz mRNS mennyisége a glukozidazinhibitorokkal tortént
kezelések hatdsdra nem valtozott jelentds mértékben a kontrollhoz képest. Tehat a
tirozinaz fehérje expresszigjdban EGCG- ¢és DNJ-kezelés hatdsira megfigyelt

nagymértéki csokkenés hatterében nem az mRNS mennyiségének csokkenése all.

Kontroll EGCG DNJ

Tirozindz mRNS 100% 81,23% 65,98%

5. tablazat. Tirozinaz mRNS szintje a melanoma sejtekben

A cDNS mintakat -ael72( 50@nu¥sl EGCETEHEODNMN) kez

SK-Mel28sejtek teljes RNS izol 4l dsat kovet bden

szintjét kaamtei"t #ICIRv ahme Dkt skebsbasonA cik

aGAPDHMRNSr e kapott értékekre normalizal tuk.

MRNS relativ mennyiségeét a médszerekben r

modszer a | egal @&bb két szeravagylkebsebbmés ( kont
50%a) ¢érzékel ésére al kal mas

49.EGCG-kezel ®s hat §8§sa a VEGF feh®rje

A modellfehérjeként vizsgalt tirozindz mellett célul tiztik ki egy olyan
glikoprotein vizsgalatat is, amely a teaflavanolok tumorellenes hatasaval kozvetlen
Osszefliggésben allhat. A vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF) olyan
glikoprotein, amely megfelel ennek a kritériumnak, hiszen az endotelsejtek

crer

proliferaciojanak serkentése révén kulcsszerepet jatszik a szolid tumorok
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vaszkularizacidjaban. Mivel a VEGF mennyisége elsdsorban a HIF1a (hypoxia indukalt
faktor 1a) szabalyozasa alatt all, kisérleteinkben e transzkripcios faktor mennyiségének

esetleges valtozasat is nyomon kovettiik.

Kisérleteink soran a melanoma sejteket 72 6ran at 100 uM EGCG-vel vagy 100
uM DNIJ-vel kezeltiik, majd a sejtlizitumokban Western blot analizis segitségével
vizsgéltuk a VEGF ¢és HIFla fehérjék szintjét. Bar a HIFla mennyiségében nem
¢észleltiink szignifikans valtozast, a VEGF fehérje expresszioja — a tirozinaz enzimnél
kapott eredményekhez hasonléoan — mindkét glukozidazinhibitor hatasara jelent6sen

csokkent (21. abra).

Kontroll EGCG DNJ
HIF-1g e OB o T 9 aae — 120 kDa

VEGF &P s -~ - -a» " — 23kDa

B-Aktin il €D <> @D @D @ — /2 kD

120 - HIF-1a VEGF
| [ 1 | 1
~ 1001 l
) I I { :
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21. abra. EGCG hatasa a HIF1a és VEGF fehérje mennyiségére

AzSKMel28s ej t eket 72 Or avnelat( 1k0eOz eu-) (180 aEgG/C D N J
uM) A sejtlizatumok HIFla és VEGF fehérje
vizsgaltuk és a jel ol 6dés intenzitasat de
hasonl itottuk ©¢€63sZei.ggletfleemt ikidciéadreamdl sz a
mut at-pkdnraan of mal i zalt és kontroll hoz viszon
szadzal ékban kifejezve (4&4tlag = szo6rdas; n =
kil 6nbség. A képelkgy tiggéaulsemrricidmémnly &t
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A VEGF ¢s HIFla mRNS szintli expresszidjanak vizsgalatara a mintakat
kvantitativ ,,real-time” PCR-rel analizaltuk. Sem az EGCG, sem a DNJ nem okozott

értékelheté mértékii valtozast a két fehérjét kodold6 mRNS mennyiségében (6. tablazat).

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt glukozidazinhibitorok
a HIF 1a expresszigjat nem befolyasoljak, azonban a VEGF glikoprotein mennyiségét —

a tirozinazéhoz hasonldéan — az mRNS szintjének befolyasolasa nélkiil csokkentették.

Kontroll EGCG DNJ
Tirozinaz 100% 81,23% 65,98%
HIF1la 100% 70,71% 93,30%
VEGF 100% 81,45% 75,79%

6. tablazat. Tirozinaz, HIF1a és VEGF mRNS szintje a melanéma sejtekben

A cDNS mintakat -ael72( D0@npMM)t EHECEHL FKNI v el (1

Mel28sejt ek teljesetRiN&Sn i kdd Ail tAestatt U K Oevl
kvantit-at me”” PERI analizi ssel hasonl

GAPDHMRNSr e kapott érteéekekre normalizal

MRNS relativ mennyi seé
médszer a |l egal @&bb két
50%a) ¢ér zéke

4.10. A tirozingz ®s a VEGF
proteas z o mS8lleibso nt 8§ s ael kel s&jtekben

Eredményeink alapjan az EGCG ¢és DNJ zavart okoz mindkét vizsgalt
glikoprotein termelésében, de ez a valtozds az mRNS szintjében nem mutatkozik meg.
Mindezek alapjan kizarhatjuk az altalunk hasznalt glukozidazinhibitorok transzkripcios
szintll hatasat, és valosziniisithetd, hogy a tirozinaz ¢s VEGF fehérje mennyiségének
csOkkenése transzlacids vagy poszttranszlacids szintli folyamatok kovetkezménye.
Amennyiben eredeti hipotézisiink helyes, akkor a glukozidaz gatlasa zavart okoz a
glikoproteinek érésében az ER lumenében. Az EGCG- és DNJ-kezelés hatasara a

fehérjék mennyiségében észlelt csokkentés valdszinli magyarazata, hogy az érésiikben
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megzavart glikoproteinek a mindségellendrzé rendszeren keresztil az ERAD felé
iranyitodnak, igy végiil a proteaszomakban lebomlanak. Ennek vizsgélata céljabol a
glukozidazinhibitorok hatasat olyan melanoma sejteken is tanulmanyoztuk, melyeket
egyidejiileg a proteaszomagatlo laktacisztinnel is kezeltiink és ezaltal kivédtiik, hogy az

¢éretlen glikoproteinek lebontésra kertiljenek.

El6szor megismételtiik a tirozinazaktivitads in Situ szemikvantitativ mérését
laktacisztin (2,5 uM) jelenlétében. A glukoziddzinhibitorok laktacisztin jelenlétében
nem okoztak érdemi zavart a melanin termelddésben. A proteaszéma gétlasa esetén a
pigmenttermelés — korabban EGCG ¢és DNJ hatasara megfigyelt (17. abra) —
csokkenése alig volt észlelhetd, vagyis az aktiv tirozindz mennyiségének csokkenését a

proteaszomalis lebontas gatlasa szinte teljesen kivédte (22. abra).

,‘/

— e p
Laktacisztin  Laktacisztin ~ Laktacisztin
- EGCG DNIJ
22. abra. Glukozidazgatlok hatasa a laktacisztinnel kezelt melanoma sejtek aktiv
tirozinaz enzimének mennyiségére

Az intakt SKkMel 28 melammmm sejt ek tirozinadaz aktivitaséat
situ detektaltuk. A sejvteekdtlOD2-yeMI0®ré satDNKe
HM) | akt2cudzrtj el € n3 0étpéebrecni,g rD@PRIU b3S t uk L

metik2-b enz ot i azol i non hidrazont tartalmazé P

aktivitasara a |l emezek sotét pigment aci ¢

kovetkeztettidnk. A=zni kti sléatteat @gdhkansekf i g:
mutatja.

Ezt kovetden Western blot segitségével hasonlitottuk 0ssze a tirozindz fehérje
mennyiségét a mintdkban. A laktacisztines kezelés onmagaban nem okozta a tirozinaz

fehérje szintjének jelentds valtozasat a sejtekben, ami arra utal, hogy a proteaszomalis
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lebontasnak normal koriilmények kozott nincs fontos szerepe a tirozindz fehérje

mennyiségének a szabalyozasaban (23. abra).

Kontroll EGCG DNJ
PO = -+ + Laktacisztin

TIOZINAZ @IS @D @ @ | = @ @ @ = == @» @» — 70 kDa

VEGF % o w0 an |« o e * & * = —23kDa

B-AKlIN e e wm @ oo w» o @ o= o= o « — 42 kD3

1201 O3 Tirozindz  [CJVEGF
gl !
3 804 -[_
'E
= 40+ *
=
& 204
0 - s e
% 3 | ¢ + g +  Laktacisztin
Kontroll EGCG DNJ

23. abra. EGCG és DNJ hatasa a tirozinaz és VEGF fehérje expresszidjara
laktacisztin jelenlétében, ill. anélkiil

AzSKkMel28s ej t eket 72 Or avnelat( 1k0eOz eyl MU k€ SEDADONG M)
laktacisztin (25 M) j el enl ét ében és aneél kil . A t
mennyi ségét a sejtl i zsétguerwoek b &dle t Weksttad rtnu kb | o
intenzitasat denzitometri aval (I mageQuant
diagram(3 f uggetl en kisérl emhé6ht-pkiirlaa mBz 6 er e
normali zalt és kontrol |l hozz aviéskzbcamy ikti of tetj erze
(atlag = sz6r08s ;a nkomnt3r)o.l I*tRO 1< v0aA 6k éspzeikg n3i f i
fuUgget | eemgykits éprilkeuts eredményét mut at

Az EGCG-vel vagy DNJ-vel kezelt sejtekben azonban a laktacisztin jelentésen —

a kontroll szintjéig — novelte a tirozindz mennyiségét. Az in sSitu aktivitismérés

eredményeivel Osszhangban — a proteaszoma gatlasa tehat szintje teljesen kivédte a
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glukozidazinhibitorok hatasat. Hasonlé eredményt kaptunk a VEGF esetében is:
laktacisztin hatasara ugyan nem emelkedett a kontroll (EGCG-vel és DNJ-vel nem
kezelt) sejtek VEGF-tartalma, de a proteaszoma blokkolasa megakadalyozta a VEGF-
szint glukozidazgatlok altal kivaltott csokkenését (23. abra). Eredményeink azt
mutatjak, hogy EGCG- és DNJ-kezelés hatdsara a vizsgalt glikoproteinek (tirozindz és

VEGF fehérje) proteaszomalis lebontéasa jelentdsen felerdsodik.

A laktacisztin transzkripcids vagy egyé€b pre-transzlacidos szinten Kkifejtetett
esetleges hatasdnak kizarasara kvantitativ real-time PCR analizist végeztiink. A mérés
nem mutatott szignifikdns eltérését a tirozinaz, a HIFla és a VEGF mRNS szintl
expresszidjaban sem EGCG, sem DNIJ kezelés hatdsara laktacisztin jelenlétében (7.
tablazat). Eredményeink alapjan a melanocitdkban az EGCG ¢és DNIJ hatasat a
laktacisztin a transzlacio utan, feltehetden a glikoproteinek érési és lebontasi fazisaiban

ellenstlyozta.

Kontroll EGCG DNJ

Tirozinaz 100% 81,23% 65,98%
HIFla 100% 70,71% 93,30%
VEGF 100% 81,45% 75,79%

7. tablazat. Tirozinaz, HIF1a és VEGF mRNS szintje a melanéma sejtekben

laktacisztin hozzaadasa mellett

A cDNS nliankttdakcaits zt i n HDzaaad avdeal B{E€100X0e tutM)
vagy DNJvel SKNMaD28sdM)t &lezeeélktjes RNS i zol al
készitettik els.ziAttjiérto zkitnadmte "mMmRAINGRY ahraé alzi s

hasonlitottuk O6ssze. A ieklkinponzd maeEk até kae k¢

normalizaltuk. Az eredményekbdél a tirozi
modszerekben részletezett ek bab akpgtasnz esrzedsmose It

(kontrol | t-avhgy kemesebd min2SB@Po éraerd&d edlélsal mas
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5, Megbesz®l ®s

A z0ld tea egészségre gyakorolt jotékony hatdsait elsdésorban magas
flavanoltartalmanak koszonheti. Ezek a polifenol szerkezetii és a katekinek csaladjaba
tartozd vegyiiletek kitlind antioxidansok, ami némely hatasukat Onmagaban is
megmagyarazhatja. Emellett azonban specifikusabb effektusaikat is megfigyelték,
melyek koziil a daganatkialakulds és -novekedés gatlasa szempontjabol kiemelendo,
tumorsejtek apoptdzisat valtjak ki. E jelenségek intenziv kutatdsa szamos molekularis
mechanizmust tart fel, de nem jelenthet6 ki, hogy a flavanolok daganatellenes hatdsanak
molekularis tamadaspontjai és mechanizmusai kétséget kizardan tisztazodtak volna,
ezért j0 néhany részlet még tisztazasra szorul.

A daganatellenes hatasok szempontjabol az ER rendkiviil izgalmas kutatasi
teriilet, hiszen az organellum az antiproliferativ €s proapoptotikus hatasok egyik
lehetséges kiindulopontja. Az ER-hez kotott riboszomak segitségével szintetizalodnak a
szekréciora keriild fehérjék, valamint azon intracellularis fehérjék, melyek rendeltetési
helye az ER, a Golgi apparatus, a lizoszomak vagy a plazma membran. E fehérjék érése
(foldingja és poszttranszlaciés modositasai) is nagyrészt az ER lumenében torténik. A
glikozilaci6 — amely az egyik legjelentdsebb poszttranszlaciés modositds — a fehérjék
mindségellendrzésében is szerepet jatszik. Az N-glikoproteinek érése soran az egységes
oligoszacharid oldallancokrél a glukoziddz és mannoziddz enzimek meghatarozott
sorrendben hidrolizaljak a glukéz és mannoz alegységeket. A két, disztalis glukoz
molekula lehasitdsat kovetGen, a fennmaradd, proximalis glukéz molekulanak
kitlintetett szerepe van: ez az ,éretlenségi jel” mutatja, hogy fehérje még nem érte el a
alegységet, a fehérje ellendrzés ala kertil, és elddl a tovabbi sorsa. Az érett, nativ fehérje
tovabbhaladhat a szekrécios utvonalon, a még éretlen polipeptid azonban vagy
ujraglukozilalodik, és az ER chaperonjai ismételt kisérletet tesznek kijavitasara, vagy
egy mannoz alegysége is lehasad, és lebomlik az ERAD utvonalon. Ebbdl kifolydlag, a
glukoziddaz II enzimnek kozponti szerepe van mind a fehérjeérésben, mind a

glikoproteinek mindségellendrzésében.
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Amennyiben az ER fehérjeérleld kapacitasa nem tud 1épést tartani a polipeptid
lancok szintézisével, akkor a nem megfeleléen hajtogatott (,,unfolded” vagy
,misfolded”) fehérjék felhalmozddnak a lumenben, ami beindithatja az UPR (,,unfolded
protein response”) folyamatat. Az UPR alapvetd célja az ER terhelése és
teljesitoképessége kozti megbomlott egyensuly helyreéllitasa (fehérjeszintézis
feltartdztatasa, chaperonok és foldazok szintézisének fokozasa, ER méretének ndvelése,
ERAD stimulélasa). Ugyanakkor a sulyosan karosodott sejtekben, ahol az ER miikddése
nem hozhat6 egyensulyba, az UPR a programozott sejthalalt is beindithatja.

Hipotézisiink szerint a teaflavanolok, koztik a leginkdbb kutatott EGCG,
antiproliferativ és proapoptotikus hatasaiban szerepet jatszhat az ER-ben torténd
fehérjeérés és -mindségellendrzés zavara, és az ezek altal eldidézett UPR.

Els6ként megvizsgaltuk a teaflavanolok glukozidaz II enzimre gyakorolt
kozvetlen hatdsat. Ehhez patkdny maj mikroszémat hasznaltunk, amely tulnyomorészt
ER-b6] szarmazo vezikulumokat tartalmaz. Miutan megallapitottuk, hogy a mesterséges
szubsztratok transzportja sebességmeghataroz6, a vezikulumok membranjat porusképzd
alameticinnel permeabilizaltuk, ami lehetdvé teszi a szubsztratok és a gatldszerek
szabad bejutasat a mikroszoma lumenébe. Ilyen koriilmények kozott a glukozidaz 11
aktivitdas mindkét mesterséges szubsztrat alkalmazasakor — bar eltéré kinetikai
paraméterekkel jellemezhetd — Michaelis-Menten kinetikat mutatott.

Osszehasonlitva a glukozidaz II kiilonbozé teakatekinek 4ltali gatlasanak
koncentraciofiiggését, megallapithatjuk, hogy jelentds kiilonbség van e vegyliletek
hatékonysdgaban. Az EGC ¢és a GC, melyekbdl hianyzik a gallat csoport, kevésbé
voltak hatékonyak, mint a tobbi vizsgalt flavanol. Ugyanakkor a gallo csoport
kapcsolodasanak konfiguracidja is nagyban befolyasolja a gatld hatast: a GCG ICsg és
Ki értékei szinte megegyeznek az NBDIJ esetében kapott értékekkel, mig az EGCG
hatékonysdga ennél kisebb volt. Bar a vizsgélt flavanolok kozott az EGCG nem
bizonyult a glukozidaz II leghatékonyabb gétldészerének, a tovabbiakban mégis ezzel
veégeztilk a vizsgalatokat, mert ez van jelen legnagyobb mennyiségben a zold tea
levelében és annak fozetében, valamint e katekint tanulmanyoztak legkiterjedtebben, és
igy errdl all rendelkezésre a legtobb adat. Elsdként a glukozidaz II enzim EGCG éltali
gatlasat elemeztiik permeabilizalt méaj) mikroszoman, és azt taldltuk, hogy az nem

kompetitiv kinetikat mutat.
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A mikroszéman végzett kisérletek utdn kimutattuk, hogy az EGCG a Hepalclc?
egér hepatoma sejtekben is gatolja a glukozidaz II aktivitasat. Ez a hatdas mind
alameticinnel permeabilizalt, mind intakt sejteken megfigyelhetd és hasonlé mértéki
volt. Az intakt sejtekben észlelt hatas legalabb 12 oran at valtozatlan maradt, vagyis
tartos kezelések esetén tartds enzimgatldssal lehet szamolni. A permeabilizalt sejtek
progressziv pusztuldsa megakadalyozta, hogy azokban harom 6rénal tovabb vizsgaljuk a
gatlast, de erre nem is volt szikség. A plazma membrdn ¢és ER membran
permeabilizalasanak az volt a szerepe, hogy lassuk, a hepatdma sejtekben is kozvetleniil
az enzimen hat az EGCG ¢és nem a mesterséges szubsztrat (MUG) bejutdsat
akadalyozza, aminek nem volna relevanciaja.

Mivel a glukozidaz II enzim miikddése kulcsfontossagi az ER glikoprotein-érési
¢és -mindségellendrzési folyamataiban, feltételezhetd volt, hogy az azt gatlo EGCG ER-
stresszt és UPR-t valt ki, amely akar a sejtek apoptozisdhoz is vezethet.
Varakozasainknak megfeleléen, az EGCG-vel kezelt sejtekben az UPR szamos
részjelensége  (elF2-foszforilacio,  CHOP-indukcid,  prokaszpdz-12  hasitésa)
megfigyelhetd volt, és ezek egy része kapcsolatba hozhatdé az apoptdzis progressziv
fokozodasaval is. Erdekes, hogy az ER chaperonjainak indukcidja — amelyet az UPR
tipikus markereként szokds vizsgalni — elmaradt. A hepatoma sejteken végzett
kisérleteink tehat azt tdmasztjak ala, hogy ebben az intenziv fehérjeszekréciot folytatd
sejtben az EGCG-kezelés ER-stresszt és részleges UPR-t valt ki, amely hozzéjarulhat a
sejtek pusztulasahoz is.

Megfigyeléseink tovabb erdsitik hipotézisiinket, mely szerint az EGCG a
glukozidaz II gatlasan keresztil megzavarja a glikoproteinek érését és
mindségellendrzését az ER lumenében. A tovabbiakban célul tiiztiik ki e feltételezett
mechanizmus vizsgélatat. Kisérleteinkhez melanoma sejteket és az altaluk szintetizalt
(endogén) tirozindz enzimet valasztottuk. A tirozindz ugyanis konnyen kimutathato
poliglikozilalt glikoprotein enzimfehérje, amelyet ezért széles korben alkalmaznak a
glikoproteinek érésének tanulméanyozasidra. A melanocitdkban termel6dd enzim a
melanin pigment szintézisének sebességmeghatdrozo 1épését katalizalja. A tirozindz
fehérje egy polipeptid lancbol allo N-glikoprotein, amely hat N-glikozilalt oldallanccal
rendelkezik. Az N-glikozilacios pontok kitiintetett szerepére utal, hogy az evoltciosan

konzervativ fehérje szerkezete egérben ¢és emberben megegyezik [34], és N-
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glikozilacidjanak defektusa, vagyis az oligoszacharid lancok hidnya az enzim

inaktivitasahoz és albinizmushoz vezet [35]

Az EGCG-kezelésnek az érett tirozinaz fehérje mennyiségére gyakorolt hatasat
Sk-Mel 28 melandma sejteken vizsgaltuk. Az intakt sejteken folytatott aktivitasmérések
csak hozzavetdleges mennyiségi meghatarozasra alkalmasak, azonban jol mutattak,
hogy az EGCG-vel vagy DNJ-vel kezelt sejtekben jelentdsen csokkent a tirozinaz
aktivitas. Fontos megjegyezni, hogy az EGCG kozvetleniil nem befolyasolta a tirozindz
enzim mikodését, tehat a jelenség az enzim mennyiségének valtozdsan alapult. A
Western blottal és nativ elektroforézissel végzett méréseink szerint a tirozinaz fehérje
mennyiségét az EGCG valoban szignifikansan csokkentette, és az effektus id6- és
koncentraciofiiggének bizonyult. Ezzel 6sszhangban voltak morfologiai vizsgalataink
eredményei. Az EGCG-vel kezelt sejtekben ugyanis a melanoszoémak szdma is csokkent
és strukturaja is megvaltozott, aminek hatterében az organellumot alkotd

fehérjekomponensek csokkent termelddése allhat.

A fehérjemennyiség csokkenése mogott persze a transzkripcid vagy az mRNS
érésének ¢s féléletidejének valtozasa is feltételezhetd; ezért kvantitativ ,,real-time” PCR
analizissel hasonlitottuk Ossze a tirozindz mRNS-ének mennyiségét a kezelt és
kezeletlen sejtekben. Eredményeink azt mutattdk, hogy a glukozidazinhibitorok nem
valtoztattak szignifikans mértékben a tirozindz mRNS mennyiségét, tehat a tirozinaz
glikoprotein  szintjének csokkenése transzlaciés vagy poszttranszlacidos hatas

kovetkezménye volt.

Kiindul6 hipotézisiink szerint az EGCG posszttranszlacids szinten hat, hiszen a
fehérjeérést és -mindségellendrzést zavarja meg az ER lumenében. Amennyiben igaz a
feltételezésilink, az éretlen — de legalabbis éretlennek itélt — tirozinaz glikoprotein
molekulak sikertelen korrekcids kisérletek utan az ERAD-on keresztiil elimindlodnak.
Ebben az esetben az ERAD, illetve a proteaszomalis fehérjelebontas gatlasaval az

EGCG hatésa jelentdsen csokkenthetd vagy akar ki 1s védheto.

Az altalunk vizsgalt melandma sejtekben proteaszomainhibitor laktacisztin
hatdsdra nem észleltiink érdemi valtozast a tirozinaz fehérje aktivitdsaban ¢és
mennyiségében, ami arra utal, hogy normal koriilmények kozott a proteaszomalis

lebontasnak nincs érdemi szerepe a tirozindz fehérje kifejezddésének szabalyozasaban.
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Laktacisztin jelenlétében azonban az EGCG ¢és a DNJ sem csokkentette a sejtek
tirozindz aktivitasat, valamint a tirozindz fehérje mennyiségét, ami azt jelenti, hogy e
két glukozidazgatloval kezelt sejtekben a tirozindz fehérje mennyisége valdban a
fokozott proteaszomalis lebontas kovetkeztében csokkent, és ezért a hatast az ERAD
akadalyozasa kivédi. Megjegyzendd, hogy eredményeink szerint az éretlenségi jelként
megmaradt glukéz egységet tartalmazd és az ERAD rendszerében lebomld tirozindz
fehérje mar rendelkezik enzimaktivitassal. Ez magyarazhatja azt a jelenséget, hogy az
ERAD kikiiszobolése nem csupan a tirozinaz fehérje mennyiségét, hanem a tirozinaz

aktivitast is noveli.

A hiperpigmentaciés betegségek bdrgydgyaszati kezelésében a tirozinaz enzim
gatlasanak régodta terapias jelentdsége van; €s erre — jabb irodalmi adatok alapjdn — a
tirozinaz fehérjeérésének befolyasolasan keresztiil is lehet6ség nyilik [181]. A lokalis
szerként hasznalt hidrokinonok, retionoidok gyakran okoznak bdrirritaciot. Az elmult
idészakban intenziv kutatdsok folytak egy jobban toleralhat6, de mégis hatékony szer
iranyaba, igy terelddott a figyelem a természetes anyagok felé, tobbek kozott a
teakatekinek felé is [182]. Eredményeink alapjan az EGCG csokkenti a tirozinaz fehérje
mennyiségét, ami magyarazatul szolgalhat a zold tea hiperpigmentacidoban kifejtett

jotékony hatésara.

Mindazonaltal, kisérleteinkben a tirozindz elsésorban a glikoprotein-érés és -
mindségellendrzés modelljeként szerepelt, €s a tirozindz fehérje érésének gatlasat foként
mint a glikoprotein-érés altalanos zavaranak jelét tartjuk fontos megfigyelésnek.
Raadasul eredményeink azt tdmasztjak ald, hogy ez a hatds nem korlatozédik egyik-
masik tumorsejtvonalra, vagy akar a tumorsejtekre altaldban. Az EGCG ¢és a DNJ
fehérjeérésre gyakorolt hatdsanak altaldnos voltat az is aldtdmasztja, hogy a két
hatéanyag a tirozinazhoz hasonldan a masik vizsgalt glikoprotein, a VEGF termelddését
1s poszttranszlacidos mechanizmussal gatolta a kezelt melanoma sejtekben. A VEGF
fehérje mennyisége jelentds mértékben csokkent az EGCG-vel vagy DNJ-vel kezelt
sejtekben, annak ellenére, hogy a HIF1a mennyisége €¢s az mRNS-szintek valtozatlanok
maradtak. Rdadasul ezt a hatést is ki lehetett védeni a proteaszéma laktacisztin altali
gatlasaval. Eredményeink tehat bizonyitjak, hogy az EGCG poszttranszlacios szintii
fehérjeérési zavart okoz az ER lumenében, amelynek hatterében nagy valdszintiséggel a

glukozidaz Il enzim gatlésa all.
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A z0ld tea rendszeres fogyasztdsdval a human plazméaban 1-4 uM EGCG
koncentraciot lehet elérni [183]. A legmagasabb EGCG-koncentracio, melyet
egészséges Onkéntesek vérkeringésében mértek 8,7 + 4,5 uM volt; és ezt éjszakai
¢hezést kovetden, egyszeri dozisu (1200 mg EGCG) Polyphenon E (tisztitott,
koffeinmentes teakatekin készitmény) oralis alkalmazasaval érték el [184]. Zold tea
ivasakor a katekinek a gasztrointesztinalis traktusbol felszivodnak és bekeriilnek a
keringésbe, de nagyrésziik gyorsan metabolizaldédik, mely soran foként glukuronidalt,
szulfatalt, valamint metilalt katekin konjugatumok keletkeznek. A Kkatekinek egy
részének polifenol vaza mar a gyomor-béltraktusban felhasad a bélflora hatasara. Ezzel
egylitt a teakatekinek ¢és mikrobidlis szarmazékaik bioldgiai hasznosulési
(,,bioavailability”) értéke a 40%-ot is eléri [185]. A katabolitok bioldgiai hatasair6l

azonban sajnos nem 4ll rendelkezésre adat.

In vitro vizsgalatoknal a teaflavanolokat altalaban 10-100 uM koncentracidban
alkalmazzak. Sajat kisérleteinkben a tirozindz fehérje mennyiségének nagymértékii
csokkenése 50-100 uM EGCG koncentracioé mellett kovetkezett be. Ez a koncentréaciod
jol dsszeegyeztethetd azzal, amely a glukozidaz I enzim hatékony gatldsdhoz sziikséges
(100 uM EGCG a glukozidaz II enzim 80-90% koriili gatlasat eredményezte). Habar
ezek a koncentraciok kb. egy nagysagrenddel magasabbak a per 0s fogyasztassal
elérhetd szérumszinteknél, nem szabad megfeledkezni a teakatekinek metabolitjairdl,
melynek hatdsai még kevéssé ismertek. Az is megemlitendd, hogy némely vizsgalt
katekinszarmazék az EGCG-nél sokkal hatékonyabban gétolta az enzimet, pl. a GCG
mar 10uM-os koncentracidban 80% koriili gatlast tudott kifejteni.  Emellett
feltételezhetd, hogy a teakatekinek feldisulva, a szérumszintjiiket meghaladd
koncentraciot tudnak elérni intracellularisan vagy a kiilonb6zé kompartmentekben. Ezt
a feltételezést tdmasztjak ald azok az eredmények, amelyeket nemrégiben fluoreszcens
EGCG-szarmazékokkal végzett vizsgalatok szolgaltattak. A sejtek konfokalis
fluoreszcens mikroszkopos megfigyelése azt mutatta, hogy a flavanol gyorsan bejut a
sejtbe ¢és a fluoreszcens jeldlés inhomogén formaban jelentkezett a sejtek citoszoljaban.
Mindez azt valosziniisiti, hogy az EGCG valdban felhalmozodik a sejtben, és azon beliil
is bizonyos sejtorganellumokban, féként az ER és a mitokondriumban [186]. Az in vitro
megfigyelt hatasokhoz hasonld metabolikus hatasokat tudtak elémni in vivo is a

megtisztitott katekinek intraperitonealis alkalmazasakor [187] és a zold tea vagy EGCG
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per os alkalmazasakor [188,189], ami szintén azt tamasztja ald, hogy az effektiv
koncentracié in vivois elérhets. Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy
a zO0ld tea flavanolok és szarmazékaik valoban nagyobb koncentraciét érhetnek el a

sejtekben vagy a szubcellularis kompartmentekben, mint a plazméban.

Eredményeink megerdsitették hipotézisiinket, mely szerint a tea flavanolok a
glukoziddz Il enzimre ¢és a mindségellendrzd rendszerre kifejtett hatdsukon keresztiil
befolyasoljak a glikoproteinek ¢érését. Ez az daltalunk leirt mechanizmus
0sszekotOkapcesot jelenthet a glukozidaz II enzim gétlasa, valamint az UPR indukcioja
¢s az ER eredetli apoptozis kivaltasa kozott. A glikozilacio gatldsa az éretlen — vagy
legalabbis éretlenként megjelolt — fehérjék felhalmozodasa révén ER-stresszt okoz, és
az UPR aktivalasan keresztiil apoptézishoz vezethet. Az N-glikozilacio gatloszereként
ismert tunikamicint, valamint a glukozidazgatlé castanospermint gyakran alkalmazzak a
kisérletes UPR el6idézésére [190,191]. Szamos irodalmi adat tamasztja ala, hogy a
glikoproteinek érésének gatlasa tumorellenes hatassal bir. A kemoterdpias szerek
hatékonysdganak fokozasara tehat (1j lehetdséget kinal az ER-stressz manipuléalasa, ezért
az ER igéretes ujszer(i daganatellenes terapias célpontnak tekintheté [192]. A
glikozilaci6 kezdeti 1épését gatld tunikamicin, fokozta az erlotinib kemoterapias agens
hatasat nem kissejtes tiidérakban. Egereken végzett kisérletek sora bizonyitja, hogy a
glikozilaci6 1épéseinek az indolizidin alkaloid, swainsoninennel (a Golgi apparatusban
az o-mannoziddz inhibitora) torténd gatlasa tumorellenes hatassal rendelkezik. A
swainsonin jelenleg klinikai vizsgalatok 1., II. fazisaban tart, melyek megerdsitették
tumorellenes hatasat, de emellett szamos mellékhatast, mint a majenzimek emelkedését,
1égzészavart, faradtsagot, anorexiat, anémiat, zavarodottsagot is észleltek [193]. Ezzel
Osszhangban all az a megfigyelés, mely szerint a glukozidaz I és II enzimek hatékony
gatloszerei (a castanospermin, illetve a nojirimicin-szarmazékok, pl. DNJ) daganat- és
virusellenes hatasokkal rendelkeznek [194-198]. E mechanizmus szerepét a flavonoidok

tumorgatld hatasa esetén is szamos megfigyelés tamasztja ala [199,200].

A glukozidaz II altal katalizalt reakci6 az N-glikoproteinek érésének kozponti
lépése, ezért ennek gatlasa minden N-glikoprotein termelddésére hatassal lehet.
Kiilondsen érdekes kérdés, hogy befolyasolja-e olyan glikoprotein érését is, melyeknek
kozvetlen szerepe van a tumorok ndvekedésében, illetve a metasztazisok

kialakuldsédban. Ide sorolhatdk elsésorban a novekedési faktorok, és azok receptorai,
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valamint a sejt-sejt és sejt-extracellularis matrix kolcsonhatasok fehérjéi is. Mi — az
altalunk vizsgalt melanoma sejtekben jol kifejez6dé — endogén VEGF termelddésének
gatlasat talaltuk, de mindenképpen érdemes a kutatdst kiterjeszteni mas sejtekre és
fehérjékre is. Sajat megfigyeléseinkkel Osszhangban van az a nemrégiben kozolt
megfigyelés, mely szerint kolorektalis karcindméaban az EGCG-kezelés csokkenti egy
masik — a tumorndvekedésben és attétképzésben is szerepet jatszo — ndovekedési faktor,
a ,,basic fibroblast growth factor” (bFGF) mennyiségét. Rdadasul ebben az esetben is
kimutattdk, hogy a proteaszomalis degradacid6 fokozodasa 4ll az alacsonyabb
fehérjemennyiség hatterében [201]. A novekedési faktorok (VEGF, bFGF) elterelése a
rendeltetési helyliktdl az intracellularis lebomlas felé izgalmas daganatellenes

mechanizmus, amely a rakterapia szamara 0j célpontokat és stratégiakat is kinal.

A megfigyelt jelenség a tea polifenolok toxicitdsdhoz is hozzdjarulhat. Bar az
EGCG-t altaldban széleskorti  jotékony hatdsokkal rendelkezd, ¢€s bizonyitott
mellékhatdsoktol mentes, természetes antioxidansnak tekintjik, néhany egereken
végzett in Vvivo tanulmany a nagy dozisu (egyszeri 1500 mg/kg, i.g. vagy 7 napon
keresztiil ismételt 50 mg/kg/nap i.p.) EGCG-kezelés hepatotoxicitasat hangsulyozza. A
kiterjedt ER-rel rendelkez6 ¢és abban intenziv glikoprotein-érlelést folytato,
fehérjeszekretald hepatocitak az N-glikozilaciora haté gyogyszerek és mérgek kiemelt
célpontjai. Ezért sziikséges a megfigyel jelenség tanulmanyozasa kiilonb6zo eredetii
tumoros és nem tumoros sejtek esetében, hogy jobban megbecsiilhetdk legyenek a
fehérjeérés farmakologias befolyasolasanak jotékony vagy artalmas in  vivo

kovetkezményei.
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6.K°vetkeztet ®s ek

Munkank soran a teaflavanolok, els6sorban az EGCG glukozidaz I enzimre, és —
ezen keresztil — az ER-ben zajlo fehérjeérésre kifejtett hatasat tanulmanyoztuk.
Kivancsiak voltunk, hogy e hatéanyag eldidézi-e az ER-ben érlelt glikoproteinek
felhalmozoddasat és kovetkezményes proteaszomadlis lebomlasat. Arra a kérdésre is
kerestilk a valaszt, hogy az EGCG hatdsara megfigyelt tumorsejt-apoptozis
Osszefliggésbe hozhaté-e az ER-ben kialakult stressz allapottal, és az ennek hatasara

aktivalodo UPR-rel.
Eredményeinkbdl az alabbi kdvetkeztetésekre jutottunk:

1. A vizsgalt teaflavanolok egy része — koztik az EGCG — hatékonyan
gatolja az ER glukoziddz II enzimét méj mikroszomaban. E katekinek
koncentracio-hatas gorbéi alapjan meghatarozott gatlasi paraméterei
Osszevethetok voltak a széles korben alkalmazott glukozidazgatldo DNJ-
¢hez. Az EGCG-altal Kkifejtett enzimgatlds kinetikai jellemzése madj

mikroszoémaban nem kompetitiv mechanizmusra utalt.

2. A glukozidaz II enzim gatlasa EGCG-vel kezelt, intakt hepatoma sejteken
1s kimutathat6 volt, és egylitt jart az ER-stressz kialakulasaval. Az EGCG
hatasara kialakult részleges UPR nem jart ugyan az ER chaperonjainak
indukcidjaval, de az elF2a foszforilacidja mellett ER eredetll
proapoptotikus elemeket (CHOP indukcidja, prokaszpaz-12 hasitdsa) is
magaban foglalt. Ezek 0sszefiiggésbe hozhatok az EGCG-vel kezelt sejtek

fokozott apoptdzisaval.

3. Sk-Mel 28 melanoma sejteken az EGCG és a DNJ koncentracio- és
1d6fiiggé moddon csokkenti két glikoprotein, a tirozindz és a VEGF
mennyiségét. A kezelt sejtekben nem valtozott a tirozinaz és VEGF
MRNS-ének mennyisége, valamint a HIF1a szintje. A két szer hatasat a
proteaszomagatlo laktacisztin alkalmazasaval ki tudtuk védeni. Mindez

arra utal, hogy a tirozindz és a VEGF mennyiségének csokkenése
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hatterében e glikoproteinek érésének és -mindségellendrzésének zavara all,

¢és Osszefiigghet a glukozidéaz Il enzim gatlasaval.

Az altalunk leirt jelenség a glukozidazgatlok tumorellenes (proapoptotikus és
antiproliferativ) hatasanak j mechanizmusait tarjak fel. A glikoproteinek érésének ¢és -
mindségellendrzésének altalanos zavara ER-stresszt ¢és kovetkezményes UPR-
aktivalodast eredményezhet, ami szdmos mechanizmus révén fokozhatja a sejtek
apoptoziskészségét. Emellett bizonyos glikoproteinek kozvetlen szerepet jatszanak a
sejtproliferacd  szabalyozasaban, és — patoldgias korilmények kozott — a
daganatnovekedésben ¢s attétképzodésben. E fehérjék érésének megzavarasa és ERAD
fel¢ terelése szintén hozzajarulhat a glukoziddzgatlok daganatellenes aktivitasahoz.
Eredményeink tehat a teaflavanolok ismert tumorellenes hatdsanak jobb megértése

mellett Uj terapias célpontokat is kinal az ER-ben.
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7.¥sszefogl al 8s

A z0ld tea flavanoljai szdmos jotékony hatéssal rendelkeznek. Proapoptotikus és

antiproliferativ tulajdonsagaik miatt daganatellenes aktivitast is tulajdonitanak nekik.

Kimutattuk, hogy a teaflavanolok hatékonyan gatoljak az endoplazmas retikulum
(ER) glukozidaz II enzimét, mely a glikoproteinek érésében és mindségellendrzésében
jatszik fontos szerepet. A legnagyobb mennyiségben jelenlévd polifenol, az
epigallokatekin-gallat (EGCG) gatld hatasat kinetikailag is jellemeztiik és Hepalclc?

hepatéma sejtekben is kimutattuk.

Az EGCG-vel kezelt hepatoma sejtekben, részleges UPR-t és ER eredetii
apoptézist észleltiink. Mindezek alapjan valdszintsitettiik, hogy az EGCG a glukozidaz
Il gatlasaval zavart okoz a glikoproteinek érésében, ami ER-stresszhez vezet.
Hipotézisiinket Sk-Mel 28 melandma sejteken, két glikoprotein, a tirozindz enzim és a
»vascular endothelial growth factor” (VEGF) novekedési faktor kifejez6désének

vizsgélataval igazoltuk.

EGCG-vel vagy deoxi-nojirimicinnel (DNJ) végzett kezelés hatasara mindkét
glikoprotein mennyisége csokkent, holott ezek mRNS szintli expresszidja nem valtozott.
Az ER-hez kapcsolodd degradacio (ERAD) akadalyozasa a proteaszomagatlo
laktacisztinnel kivédte az EGCG- vagy DNJ-kezelés hatdsat, ami alatamasztja, hogy

mindkét szer effektusa poszttranszlacids szinten érvényesiil.

Eredményeink alatamasztjak eredeti feltételezésiinket, mely szerint az EGCG a
glukozidaz II enzim gatlasa révén megzavarja a glikoproteinek ER-ben zajlo
fehérjeérési és mindségellendrzési folyamatait, ami a tirozinazt, a VEGF-et, valamint
feltételezhetden egyéb glikoproteineket is a lebontds, az ERAD felé iranyit.
Megfigyelésiink  hozzajarulhat a  tea-flavonolok ismert tumorellenes
hatdsmechanizmusanak megértéséhez, és egyben az ER fehérjeérési folyamatait 0j

terapias célpontként helyezi elétérbe.
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8. Summary

Green tea flavanols have many beneficial health effects. They are promising
anticancer agents due to their proapoptotic and antiproliferative properties.

Tea flavanols were shown to inhibit the glucosidase 1l enzyme, which plays a
central role in the glycoprotein maturation and quality control mechanism in the
endoplasmic reticulum (ER). The kinetic parameters of this inhibition were further
studied in rat liver microsomes, and the inhibitory effect of EGCG, the major tea
flavanol was demonstrated in Hepalclc7 hepatoma cells too.

ER stress and a partial unfolded protein response (UPR) was observed in EGCG-
treated Hepalclc7 cells. Our results indicate that EGCG interferes with protein
processing in the ER presumably due to inhibition of glucosidase Il, which causes ER
stress and triggers elements of the UPR. This hypothesis was tested in SK-Mel28
human melanoma cells by assessing the effect of EGCG and deoxynojirimycin (DNJ)
on the synthesis of two endogenous glycoproteins: tyrosinase and VEGF.

The levels of both glycoproteins were remarkably reduced despite unaltered
MRNA expression in EGCG- or DNJ-treated cells compared to control. The attenuation
of ER associated degradation (ERAD) with the proteasome inhibitor lactacystin could
efficiently counteract the inhibitiory effect of EGCG and DNJ on the expression of
tyrosinase and VEGF. These observations strongly suggest, that both agents interfere
with posttranslational modifications in the ER.

In summary, our results support that EGCG is an efficient glucosidase Il inhibitor,
which interferes with protein processing and quality control in the ER, and hence
diverts tyrosinase, VEGF and likely other glycoproteins towards proteasomal
degradation. This mechanism might play an important role in the antitumor effect of
EGCG and it provides glycoprotein maturation in the ER as novel promising anticancer
target in tumor therapy.
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Keszo°netnyil v8n2t 8§s

Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekularis
Biologiai és Patobiokémiai Intézet Patobiokémiai Kutatécsoportja munkatarsainak, ahol
kezdetben TDK hallgatoként, majd doktorandusz hallgatoként folytattam
tanulmanyaimat ¢és kutatdomunkéamat. Kiilon koszonettel tartozom témavezetoémnek, Dr.
Csala Miklosnak, aki szakmai tanacsaival, €s kritikai észrevételeivel nagyban segitette
munkamat mar TDK munkém kezdete 6ta. Koszonettel tartozom még Dr. Mandl Jozsef
professzor urnak, aki lehetévé tette, hogy kutatocsoportjaban dolgozhassak. Emellett
koszonet illeti a kisérletekhez nyujtott elméleti és gyakorlati hozzajarulasaért Dr. Széaraz
Pétert, Dr. Magyar Eva Juditot, Dr. Margittai Evat és Mile Valériat. A kisérletek egy
része Olaszorszagban (Dipartimento di Fisiopatologia, Medicina Sperimentale e Sanita
Pubblica, Universita di Siena, Siena) késziilt, és ezért kiilon koszonet illeti Angelo

Benedetti professzort, Angela Coluccit, Alessandra Gamberuccit és Roberta Giuntit.

106



