A jelen kutatasi idészakban vegzett munkankat az el6z6 kutatasi idészakban kapott
eredményeinkre alapoztuk. Ezek azt mutattdk, hogy a protein kinaz C ellentétes szerepet
jatszhat a HepG2 human hepatoma sejtek HGF, illetve forbol észter segitségével kivaltott
migréacidja soran. Erdeklddésiink kdzéppontjaban a fizioldgias szabalyozasi rendszer allt. A
migréacio fizioldgias induktora a hepatocita névekedési faktor/scatter faktor. Ismert teny, hogy
a HGF a foszfatidilinozitol 3-kindz aktivalodasat koveté Rac aktivalas Gtjan stimulélja a
folyamatos aktin-citoszkeleton atrendezédést, amely a migraciohoz vezet. A HGF a méjsejtek
szamara elsésorban novekedési faktorkent mikodik és a HepG2 sejtek esetében viszonylag
enyhe szorddast valt ki. Ezt a szorodast tokéletesen meg tudtuk gatolni a Pl 3-kinaz
aktivitdsanak gatlasaval. Ezzel szemben, a protein kinaz C aktivitasanak a gatlasaval fokozni
tudtuk a szorodas intenzitidsat és megfigyeltiik, hogy ugyanakkor, a protein kindz C
aktivitasanak gatlasa segitségével, megnyujtja a HGF altal indukalt Pl 3-kindz aktivalodas
idotartamat. A kutatasi idoszak kezdetén mar latszott, hogy a PKC szorodast gatlo hatasa
osszefligghet a Pl 3-kinaz aktivitasanak a csokkentésével. Jelen munkank f6 kérdése az volt,
hogy milyen mechanizmus segitségével képes ezt a PKC el6idézni.

Az EGF és HGF jelpalyak viselkedésének az 0Osszehasonlitasa vezetett ahhoz a
kovetkeztetésiinkhdz, hogy a migracio feltétele a Pl 3-kinaz aktivalédasanak hosszu
idétartama. Megallapitottuk, hogy a PKC-nek a Pl 3-kindz aktivalodas id6tartamat csdkkento
hatdsa csak a HGF-receptor, cMet altal inditott jelpdlyara vonatkozik, a HepG2 sejtek
szamara kizarolag novekedeési faktorként funkcionald és szorodast kivaltani nem képes EGF
esetében a PKC gatlasa nem befolyasolta a Pl 3-kinaz aktivalodas minden korilmények
kdzott rovid idotartamat. Az EGF receptor, szemben a cMet receptorral, csak rovid ideig
aktivalodik és csak rovid ideig képes a Pl 3-kindz aktivalasahoz szlikséges dokkold helyek
tirozin foszforilaciojanak a fenntartasara. Ezért a Pl 3-kinaz aktivalodas az EGF esetében
hamar lecsengett. Nézetiink szerint ez lehet az oka annak, hogy az egyébként azonos
jelpalyéakat indit6 EGF és HGF kozil az EGF csak ndvekedési faktor, de egyaltalan nem
képes migraciét kivaltani HepG2 sejtekben. A HGF viszont, méréseink szerint, a cMet
receptor hosszu ideig fenntartott aktivalodasa és a dokkol6 helyek hosszan fenntartott tirozin
foszforilacidja segitségével, potencialisan hosszan tart6 Pl 3-kinaz aktivalddast tudott
eléidézni HepG2 sejtekben is. A HGF jelpalyaban aktivalodo és a migracié negativ feedback
szabalyozasat végz6 PKC azonban nem befolyasolta sem a cMet receptor, sem a Gabl fehérje
tirozin foszforilacidjanak mértékét és idétartamat. A Pl 3-kinaz aktivitdsdnak gatlasa nem a
dokkolo helyek tirozin foszforilaciojanak a csékkentésével torténik (Cellular Signalling 2004,
16: 505-513).



Ezért megvizsgaltuk, hogy képes-e a PKC kdzvetlenll befolyasolni a Pl 3-kinaz
aktivitasat. Rekombinans enzimeken, in vitro végzett vizsgalataink bebizonyitottak, hogy a
PKC izoenzim csaladbdl a PKCa, (de a PKCe nem,) képes foszforilalni a p110a/p85 Pl 3-
kinaz katalitikus alegységét és ez a foszforilacié csokkenti a Pl 3-kinaz katalitikus aktivitasat
(BBRC 2005, 339: 122-125). A foszforilacio viszonylag hosszu idot vesz igénybe. Kozvetett
adataink azt valoszintsitik, hogy a HGF jelpélydban, (vagy legalabbis annak migraciohoz
vezet6 reszében), elsésorban a p110a/p85 PI 3-kinédz aktivalddik. A tirozin kindz jelpalyakban
aktivalédé pl1100/p85, illetve pl10B/p85 izoformak enzimkinetikai paraméterei —irodalmi
adatok és sajat vizsgalataink alapjan is — jelentésen kulonbéznek egymastol. A HepG2
sejtekre vonatkoz6 vizsgélatainkban, (amelyekben a p85 regulator alegyseg elleni antitesttel
imunprecipiticié utjan nyert Pl 3-kindz aktivitasat mértliik), olyan mérési kortilményeket
hasznaltunk, amelyek mellett tdlnyomoan csak a p110a katalitikus alegységgel rendelkezé
izoforma aktivitadsa érvényesul. Ez az aktivitas volt csokkenthetd, a HepG2 sejtek forbol
észteres kezelésével is. A pll10p Katalitikus alegységgel rendelkezé izoforma in vitro
rendszerben mért katalitikus aktivitdsat a PKC nem csokkentette.

Mindezek alapjan levontuk azt a kovetkeztetést, hogy a HepG2 sejtek HGF hatasara
indukalodo jelrendszereben a PKCa a migracio negativ feedback regulatora. A jelpalyaban
aktivalédé PKCa kozvetlenil foszforilalja - (a p85 regulator alegység segitségével a cMet
receptor, illetve a Gabl dokkol6 fehérje bizonyos foszfotirozin oldallancaihoz kotédo és
aktivalédd) - pl1l0a/p85 Pl 3-kinaz katalitikus alegységét és ilyen modon csokkenti a
migraciohoz szlikséges, magas Pl 3-kinaz aktivitas idétartamat.

A kutatasi terviink egy masik kérdésében, amely a PKC migracioban jatszott stimulalo
szerepének a vizsgalatat tizte ki célul, csak részleges eredményeket értink el. A PKC
izoenzim csalad minden c és n tipusy tagjat intenziven aktivalo forbol észter igen erételjes
migraciora készteti a HepG2 sejteket, és a PKC aktivitds gatldsa megakadalyozza ezt a
migraciot. Az el6zéleg ismertetett eredmenyiinkkel szemben, ez ellentmondésnak latszik. Az
ellentmondést azonban feloldja néhany, Buday Lé&szloval kozos kisérletiink. Megfigyeltiik
ugyanis, hogy a forbol észterrel Kkivaltott aktin citoszkeleton atrendezédés teljesen mas
jelpélyan indukalddik, mint a HGF hatédsara torténd. Ennek legszembetiinébb jele az, hogy
citoszolbdl a plazmamembranhoz, amely jelenség HGF kezelés hatasara egyéltalan nem
detektalhatd. Val6szinii, hogy a forbol észterrel indukalt rendszerben a cortactinnak van
elsérendii szerepe, a migraciét elinditd, eldgazodo aktin polimerizacio stimulalasaban. A

forbol észter hatdsara torténd cortactin transzlokacio sejt-specifikus folyamat, Cos7 sejtekben



nem Kkivalthatd. (A Cos7 sejteket azért hasznaltuk kontrollként, mert Buday Laszlo és
munkatarsai részletesen vizsgaltak a cortactin viselkedését ebben a sejttipusban.) Mas
jelpalyakkal Cos7 sejtekben is kivalthatd a cortactin transzlokéacid, de ott ez egy Pl 3-kinaz-
dependens folyamat, amelyben a Rac GTP-koto fehérje fontos szerepet jatszik és a folyamat
meggatolhatd, ha a Rac-ot kivonjuk a forgalombdl (egy Rac-hoz kétédo fehérje-fragmentum,
a CRIB domén expresszidjanak segitségével). Ezzel szemben megéllapitottuk, hogy a HepG2
sejtekben a cortactin forbol észterrel kivaltott transzlokacidja nem igényli sem a Pl 3-kinaz
aktivitasat, sem a Rac mukddokepességeét. Ez szolgal magyarazatul arra, hogy a protein kinaz
C hatasara torténé Pl 3-kinaz aktivitds csokkenése ellenére is bekdvetkezhet a migracio. A
forbol észter mind Cos7 sejtekben mind HepG2 sejtekben stimuldlta az Src-kinaz
aktivalodasat, de a fokozodd tirozin foszforilacidé sem volt szikséges a cortactin

Ugy tanik, az aktin elagazddo polimerizéacidjahoz vezets, de minden eddig ismert és
elfogadott ilyen jelatviteli mechanizmustol eltér6, sejt-specifikus folyamatot tal&ltunk.
Valdszintinek latszik, hogy a cortactin transzlokécidjat HepG2 sejtekben a PKC valamilyen
sejt-specifikus szubsztratjanak a foszforilacioja segiti el6, ez a szubsztrat azonban a HGF
jelpélyaban aktivaléddé PKCa hatasara nem, csak a PKC izoenzim csalad forbol észterrel
tortén6 nagyon erételjes aktivalodasakor foszforilalodik. A kérdéses sejt-specifikus szubsztrat
fehérje keresését késobbi idére halasztottuk, mert a munkacsoport eréfeszitéseit egy Ujabb,
fiziologiai (és patholdgiai) szempontbol sokkal érdekesebbnek latszo szabalyozasi rendszer
felderitése érdekében kellett koncentralnunk.

A PI 3-kinaz izoenzimek foszforilacidjanak vizsgalata kozben megfigyeltik, hogy bar
a p110p/p85 izoforma katalitikus aktivitasat a PKC nem csokkentette, ennek ellenére, in vitro
kisérletekben a PKCa, (és a PKCe is) igen gyorsan és intenziven katalizalta a p110B
katalitikus alegység foszforilaciojat. Kutatasainknak ezen a pontjan nemzetkdzi kooperaciot
létesitettink, partnerink Peter Parker (Cancer Research, London). Peter Parker
munkacsoportjanak a kozremikodésevel meghataroztuk a PKC &ltal katalizalt foszforilacid
helyét a p110pB alegység aminosav szekvenciajaban. Egyetlen ilyen hely volt talalhato, amely
nem volt azonos a pll0B autofoszforilacios helyével és sokszorosan intenzivebben
foszforilalodott annal. A PKC-dependens foszforilacios hely ismeretében, ugyancsak Peter
Parker munkacsoportjanak kozremiikddésevel, egy olyan oligopeptid ellen termeltettink
poliklonalis antitestet, amely peptid a foszforilalt aminosavon Kkivil, az azt korilvevo
aminosav szekvenciat tartalmazta. Az igy kapott antitest, rekombinans enzimekkel végzett in

vitro kisérleteinkben, (megfelel6 korilmények kozott), kizarolag a p110p alegység PKC altal



foszforilalt formajaval reagalt. Ezt az antitestet hasznaltuk annak a vizsgalatara, hogy
foszforilalodik-e sejten bellil a p110p katalitikus alegység.

A sejten bellli foszforilacio létezését HepG2 sejtekben ki tudtuk mutatni az antitest
segitségével, Cos7 sejtekben azonban nem. Ez a folyamat is sejt-specifikusnak latszik. A
tovabbi kiserletek azt bizonyitjak, hogy ez a majra jellemz6, de az eddigi érdeklédésiink
kdzéppontjaban &llo HGF-PKC jelpalyatol teljesen fuiggetlen, mésik regulécios rendszer része
lehet. A p110p foszforilalt forméja HepG2 sejtekben ugyanis csak akkor volt kimutathat6, ha
a sejteket a foszfataz aktivitast gatlo calliculinnal kezeltik. A PKC-t aktivald forbol észterrel
viszont sem calliculin hidnyaban, sem annak jelenlétében nem tudtuk fokozni a foszforilalt
p110B mennyiségét és a p110p calliculin jelenlétében mutatott foszforilaciojat egyaltalan nem
csokkentette a bisindolylmaleimid I, amely az in vitro vizsgalatokban egyeértelmten gétolta a
PKC altal okozott foszforilaciot és HepG2 sejtekben is felfiiggesztette a PKC hatasait. A
fentiek alapjan a p110p/p85 PI1 3-kinaz katalitikus alegysége ugyan valoban foszforilalodik a
HepG2 sejtekben, de ezt a foszforilaciot sejten belll nem a PKC katalizalja. Mas protein
kindzokat gatlé szer hatasat is megvizsgalva és 6sszevetve az irodalombol ismert géatlasi
adatokkal, elképzelhetd, hogy a foszforilacidért esetleg a foszforilaz kinaz lehet felelés. Az a
tény azonban, hogy a foszforilacio csak a foszfataz gatldé calliculin jelenlétében volt
detektalhatd, ahhoz a feltevéshez vezetett, hogy a p110p alegység foszforilaltsagi allapota a
defoszforil&cid szintjén van szabalyozva elsésorban. Minthogy a méjban a PP1 foszfataz a
ciklikus AMP szintjének emelkedésekor gatlédik, megvizsgaltuk ezt a lehetéséget.
Megallapitottuk, hogy dibutiril-cCAMP-vel kezelt HepG2 sejtekben a pll0B alegyseg
foszforilacidja calliculin nélkil is kimutathato. A p110p/p85 Pl 3-kinaz izoforma katalitikus
alegységének foszforilacidja tehat a CAMP jelpalya egyik komponense lehet a majban. A PP1
foszfataz CAMP hatasara torténé gatlasa stabilizalja a foszforilalt format.

A zérdjelentés megirasanak napjan ezen a ponton tartanak a kisérleteink, amelyeket
természetesen tovabb folytatunk. A pl10p/p85 Pl 3-kindz foszforilacidjanak kezdeti
vizsgalatardl eddig csak hazai forumon tartott eléadasban (Biokémiai Egyesilet
Vandorgyilése, 2006) szamoltunk be. Egy lehetseges kozlemény korvonalai a fenti
eredmények alapjan éppen mostanra rajzolodtak ki. Megfontolandonak latszik azonban az a
lehet6ség is, hogy még egy lépéssel tovabb megyink a kozlés elétt. Kérdés ugyanis, hogy mi
lehet a funkcidja ennek a foszforilacionak, minthogy a pl110B/p85 Pl 3-kindz katalitikus
alegységének foszforilaciodja in vitro kisérletekben egyaltalan nem gatolta az enzim katalitikus
aktivitasat. Feltételezésem szerint ez a foszforilacio, amelyet a majban a CAMP stimulal, az

inzulin hatas bizonyos részének a szelektiv gatlasaban jatszhat szerepet. Irodalmi adatok arra



utalnak, hogy majban, az inzulin jelpalyanak a glikogén szintézis fokozésa felé vezeté Utja a
p110p/p85 PI 3-kindz aktivalodasan keresztul indul. Ugyancsak irodalmi adatok sugalljak,
hogy a Il. tipust diabetes kialakuldsanak egyik komponense éppen ennek az Gtvonalnak a
szelektiv elakadasaban keresendé. Elképzelhetének latszik az a lehet6seg, hogy bar a p110p
alegyseg foszforilacidja nem gatolja a katalitikus aktivitasat in vitro, de a foszforilacio esetleg
Ugy valtoztatja meg a dimer fehérje szerkezetét, hogy a regulator alegység kevéshé tud az
inzulin jelpalydban képz6dé foszfotirozin dokkold helyhez (ez valdszinileg az inzulin
receptor szubsztrat 2) kotédni. igy azutan, a foszforilacio sejten beliil mégis gatolni tudja a
p110B/p85 PI 3-kinaz aktivitalodasat. Ennek a folyamatnak a lehetésegét mindenképen meg
kell vizsgalnunk. Amennyiben ez a feltevés igaznak bizonyulna, nem csupan az alapkutatast
érint6 eredményink lenne nagyon izgalmas, de a tovabbi vizsgalatokhoz nélkildzhetetlen,
kooperacidban kifejlesztett antitest is komoly érdeklédésre tarthatna szamot.

A kutatasi palyazat benyujtasakor azért kértem, hogy a téma futamideje harom év
legyen, mert 2007 végén hivatalosan nyugdijba vonultam és a projekt pénzlgyi részét le
szeretném zarni. A Pl 3-kinaz cAMP-dependens foszforilacidjara vonatkoz6 vizsgalatokat
azonban folytatjuk, a munkarol két éven belll mindenképen kézlemény fog megjelenni,

amelynek elsé szerzéje Sipeki Szabolcs.



