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Bevezetés

A sejt anyagesere folyamataiban lejatszodé foszforilacigs-defoszforilacios
folyamatokra a glikolizis és glikogenolizis intermedierjeinek megismerése hivta
fel a figyelmet. A glikogén, ill. a gluk6z lebontésa és szintézise kovalens foszfa-
tot tartalmazé vegyiileteken keresztiil valésul meg. A fehérjék foszforilaciéja
alatt a tartésan, hosszabb ideig megmaradé foszfat beépiilését értjik. A fosz-
fattal alkotott kovalens kotés kialakulasa és felbomlasa az enzimfehérjékben
rendszerint konformaciés valtozasokat okoz, amelyek katalitikus képességiiket
(Vimax> Km) vagy regulalhatésagukat nagymeértékben befolyasoljak.

A foszforilaciés-defoszforilaciés atalakitasoknak kitett enzimek prototi-
pusa a glikogén foszforilaz (EC 2.4.1.1). Cor1 és mtsai mar 1938-ban leirtak a
foszforilaz két formajat, amikrdl késébb bebizonyosodott, hogy a foszforilalt és
a foszforilalatlan formakkal azonosak (KREBs és FiscHEr 1956). Napjainkban
mar hisznal tébb olyan enzimet ismeriink, amelyeknek foszfo és defoszfo alakja
van. Ezekrdl kitling attekintést ad KreBs és Beavo (1979) ésszefoglaléja.
Nem-enzimatikus fehérjék is szerepelhetnek a foszforilaciés-defoszforilaciés fo-
lyamatok szubsztratjaként. Ide sorolhaték a hisztonok, a protaminok, a nem-
hiszton jellegli magfehérjék, a riboszéma kiilonbozd fehérjéi, membranokhoz
szorosan kotott fehérjék, tovabba a kontraktilis rendszer fehérjéi (troponin I és
T, miozin kénnyi lanca); csak néhany példat ragadva ki a nem-enzim jellegii
fehérjék koziil. Ijgy tinik, hogy a sejtnek nincs olyan része, amelyben a foszfori-
lacion és defoszforilacion alapulé szabalyozas ne jatszédnék le.

A fehérjék foszforilalt és defoszforilalt alakja sziikségszerivé teszi a fosz-
forilalast katalizal6 kinazok és a defoszforilalast végzd foszfatazok, azaz az at-
alakité enzimek létezését is:

Protein -+ ATP 2nkindz_ p otein—P + ADP

g foszfoprotei .
Protein—P + H,0 —_— e Prdiiin -+ P;

foszfataz

A foszforilacié rendszerint a fehérje meghatarozott aminosav részletén
(szerin—OH, ritkan treonin— OH csoporton) kévetkezik be. Altalaban az ATP
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terminalis foszfatja szerepel donorként, kivételes esetben GTP is megfelels. Az
atalakité enzimek tisztitasa, specifitasuknak és kinetikajuknak a megismerése
jelentds, mivel sok esetben ezen atalakité enzimek a regulacié kulespontjai.

Ebben az 6sszefoglaloban kizarélag az enzimek foszforilaciés-defoszfori-
laciés atalakulasait tekintjik at. Nem kivanunk teljességre torekedni, hiszen
az utébbi években tobb dsszefoglalé is jelent meg errdl a teriiletrdl (RuBIN és
Rosen 1975, Nimmo és CorEN 1977, ConEN 1978). Elsésorban a foszforilaciés
és  defoszforilaciés folyamatok szabalyozasi mechanizmusat ismertetjiik.
A DOTE Orvosi Vegytani Intézetben folyé kutatasok erre a teriiletre 9ssz-
pontosultak, igy az dsszefoglalé sajat eredményeinket és a szakirodalom ezzel
kapcsolatos legijabb adatait tekinti at.

Protein kinazok és szabalyozasuk

A sejtekben lev§ protein kinazok kiilonb6zé regulator molekulak jeleit
alakitjak at biolégiai hatassa, foszfatot épitve be a fehérjékbe. A ciklikus AMP
(cAMP) volt az els6ként felismert regulator molekula, amely specifikusan akti-
valt bizonyos kinazokat. Mai ismereteink szerint a cAMP, cGMP, Ca*T-ion és
a kettgsszali RNS szabalyozhatja a protein kinazok katalitikus aktivitasat.
A kettdsszald RNS aktivalé hatasat a protein kinazra a transzlacié szabalyoza-
saban ismerték fel (OcHOA és DE HARO 1979). Ezen kiviil szdmos olyan kinazt
irtak le, amelyeknek aktivitdsa nem fiigg — mai ismereteink szerint — regula-
tor molekulaktol.

Ciklikus nukleotid dependens protein kindzok. A cAMP-dependens protein

kinazok az alabbi médon aktivalédnak:

R.C, + 4 cAMP — R,(cAMP), 4 2C
inaktiv aktiv
A kiilonb6z6 szévetekbdl elgallitott cAMP-dependens kinazok kozos jellemzaje,
hogy két katalitikus (C) és két regulator (R) alegységhél allnak. Az aktivalas
mechanizmusa valészintileg az, hogy létrejon a holoenzim és cAMP komplexe,
amelyrdl aztan ledisszocial a szabad katalitikus alegység (CHAU és mtsai 1978).
Lehetséges, hogy mar a C, R és cAMP terner komplexe is enzimatikusan aktiv.
Kétféle tipusat irtak le a cAMP-dependens protein kindzoknak, amelyeknek
szubsztratspecifitdsa ugyanaz, de intracellularis lokalizaciéja és cAMP iranti
affinitasa eltérd (HorFMANN és mtsai 1975, CORBIN és mtsai 1978). Az egyik
tipus R alegysége autofoszforilacié révén foszforilalédhat is, ezzel megné cAMP
iranti affinitasa (EHRLICHMAN és mtsai 1974).
A ¢GMP dependens protein kinaz két azonos alegységhbdl (E) allo inaktiv

dimer, amely ¢cGMP hatasara atalakul aktiv dimerré:

E, + 2c¢GMP = E, — cGMP,

inaktiv aktiv
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1. dbra. cAMP- ill. ¢cGMP-dependens protein kindzok aktivaldsi mechanizmusa (GiLL 1977
alapjén)

Kimutattak, hogy egyetlen alegység tartalmazza a ¢GMP kétShelyet és az
aktiv centrumot, tovabba autofoszforilacio is szerepet jatszhat az aktivalas
szabalyozasaban (LiNCOLN és mtsai 1978). A cAMP- és cGMP-dependens prote-
in kinazok aktivalasi mechanizmusat foglalja éssze az 1. abra.

Ca™™" dependens protein kindzok. Ebbe a csoportba tartozik a foszforilaz
kinéz és a miozin kénny{i lancanak kinaza. Kozés vonasuk, hogy tartalmaznak
egy specifikus Ca®™-kétd fehérjét: a calmodulint. Napjainkban a calmodulin
(Ca-dependens regulator, foszfodieszteraz aktivator) a kutatas elGterébe keriilt,
jelentds szerepet jatszik a Ca''-ion fiziolégiai hatasanak kozvetitésében
(Gersow 1978, WArsMAN és mtsai 1978). Mindkét enzimfehérje csak Ca™**
jelenlétében aktiv és meghatirozott szubsztratjaik vannak (foszforilaz-b, ill.
a miozin 20 000 dalton témegl kénny( lianca). Ujabb adatok szerint mas
foszfoproteinek foszforilacigjat is katalizalhatjak (KreBs és BeEavo 1979), bar
ezek nem feltétleniil jelentenek fiziologias szubsztratot.

A foszforilaz kinaz aktivitasa foszforilacié-defoszforilacié titjan szabalyo-
z6dik (2. abra). CorEN (1973, 1978), HAYAKAWA és mtsai (1973) kimutattak,
hogy a foszforilaz kinaz négy kiilonb6z5 alegysége koziil az x és f alegység
foszforilalédik. A foszforilacié elészor a f alegységen kévetkezik be a cAMP-
dependens protein kinaz hatéasara. A f alegységén foszforilalt kindz mar ,,akti-
valt” kinaz, enzimaktivitasa maximalis. A  alegységbe épiilt foszfat lehasitasa
foszforprotein foszfataz hatéasara csak akkor kiovetkezhet be, ha a  alegységet
kovetben az « is foszforilalédik. A foszforilacionak ez a masodik helye az enzim
aktivitasat mar nem befolyasolja, de lehet6vé teszi a foszfatazok miikodését.
Ezek hatasaként elébb a f, majd az « alegységbél hasad le a foszfatesoport
(CoHEN és mtsai 1974, YEAMAN és CoHEN 1975, CoHEN 1978). A foszforilaz
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3. @ébra. Calmodulin hatésa a foszforilaz kindz aktivitdsara. Calmodulin aktivit4s novels hatdsa
1M (0), 5 uM (O) és 20 uM (2) Ca** jelenlétében (GERGELY és mtsai 1980)

kinaz y alegysége a katalitikus alegységgel (SKUSTER és GRAVES 1977), 0 alegy-
sége a calmodulinnal azonos (COHEN és mtsai 1978).

A foszforilaz kinaz ugyan tartalmaz calmodulint, aktivitasa mégis fokoz-
haté calmodulin hozzéadasara (3. dbra). Az aktivitds novekedése kis Ca™™
koncentraciékban a legnagyobb. Kinetikai és kot&dési vizsgalatokbdél kideriilt,
hogy a calmodulin néveli a foszforilaz kinaz affinitasat a Ca* *-ionhoz, tovabba
a fehérje nem tartalmaz ekvimoléaris mennyiségiti calmodulint (GERGELY és
mtsai 1980). Ezt erdsiti meg egy masik laboratériumi kisérlete is (COHEN és
mtsai 1979). Igy a foszforilaz kinazban a calmodulin nem tekinthetd feltétleniil
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alegységnek, hanem a kinazzal asszocialodé és a tisztitas soran tobbé-kevéshé
egyiittmaradé, szabalyozé molekulanak.

A miozin kénnyt lancat foszforilalé kinazban a calmodulint, mint Ca™ -
iont megkotd alegységet azonositottak (BARYLKO és mtsai 1978). Ennél az
enzimnél is felvetették a foszforilacié szabilyozé lehetdségét (ADELSTEIN és
mtsai 1978). ﬁgy tiinik, hogy mindkét ebbe a csoportba tartozé protein kinaz
aktivitasat reverzibilis kovalens médositas és Ca™ " -ion szabalyozhatja.

Foszfoprotein foszfatazok és szabalyozasuk

A foszfatazok szerepe a fehérjékbe épiilt foszfatesoport kihasitésa, ezzel
a kovalens médositas reverzibilissé tétele. Az utébbi években az érdeklédés
jelentdsen megndtt a foszfatazok irant. Ezek a kutatasok két teriileten hoztak
lényegesen tjat: (1) foszfatazok szerkezete és specifitasa, (2) a defoszforilacios
reakciok szabalyozasa.

(1) Tobbféle modszerrel sikeriilt elallitani egy 33—35 000 dalton tomegt
foszfatazt, amely a legkiilonb6z6bb foszfoproteinek defoszforilaciéjat katalizal-
ja (BRANDT és mtsai 1975, GRATECOS és mtsai 1977). Ezzel egyidejiileg mas
kutatécsoportok a legkiilonb6z6bb molekulasilyd foszfatazokrél adtak hirt.
A preparatumokat kiilonféle szovetekbdl allitottak els, csak részben tisztitott
foszfatazokhoz jutva. Ugy tiinik, hogy a 33—35 000 dalton tomeg(i rész a kata-
litikus alegységgel lehet azonos, amely in vivo nem szabadon, hanem kotétt
allapotban fordul el8, mas fehérjékkel nagyobb molekulasilyi asszociatumokat
alkotva. MELLGREN és mtsai (1979) beszamolnak egy 260 000 dalton témegi
,-nativ’’ foszfatazrol, amely tartalmazza a mar korabban lefrt katalitikus al-
egységet is. Endogén Ca’*-dependens proteazok kisebb molekulasdlyd for-
makka alakithatjak at. Ez utébbi magyarazatot adhat az irodalomban kézélt
valtozatos molekulasilyid formakra is.

(2) A defoszforildcios reakciok az enzim (foszfatdaz) és a szubsztrat
(foszfoprotein) szintjén szabalyozhaték. A késGbbiekben részletesen foglalko-
zunk a kiilonb6z6 szabalyozasi lehetdségekkel, itt csak a foszfatazra haté sza-
balyozast ismertetjiik.

A foszfoprotein foszfatazok koziil legrészletesebben a foszforilaz-a-t de-
foszforilalé tin. foszforildz foszfatdzt tanulményoztak. Ennek katalitikus alegy-
sége (M, = 35000) erdsen kotott kétértékd fémiont (feltehetSen Mn™7'-t)
tartalmaz. Eltavolitasa kelatképzdkkel (EDTA, ATP, ADP, PP;. . ..) a fosz-
fataz aktivitas gatlédasahoz vezet (Hsrao és mtsai 1978). Hasonlé mechaniz-
mussal magyardazhaté a fluoridion gatlé hatasa is. A gatlas fémionok hozza-
adasaval (Mn**, Zn**, Mg" ") megsziintethets (KHATRA és SODERLING 1978).

A foszfatazra hatva fejti ki regulalé hatasat az inhibitor-1is. Ezt a 20 000
dalton tomegli, hdstabil fehérjét a cAMP-figgé protein kinaz reverzibilisen
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foszforilalhatja egy treonin—OH csoporton. Csak foszforilalt allapotban gatolja
a foszfatazt. Vazizomban az inhibitor-1 koncentraciéja elegendé ahhoz, hogy
afoszfataz szabalyozasaban (iddleges gatlasaban) szerepet jatszhasson (Nimmo
és CoHEN 1978). Az inhibitor-1 foszforilaciéjat és ezzel gatloképességének foko-
z6dasat in vive is kimutattak (TéTH és mtsai 1977). Ezeket az adatokat vaz-
izom foszforilaz-foszfatazra kozolték, de hasonlé regulaciéval lehet szamolni
mas szévetekben is.

Megoldasra varé kérdés maradt a foszfoprotein foszfatazok szubsztrat-
specifitasa. Mig a 35 000 dalton téomegt katalitikus alegység sokféle foszfo-
protein defoszforilacigjat katalizalja, addig a ,,nativ’’ foszfatazok mar specifi-
kusabbak. Lehetséges, hogy az asszocial6dé fehérjék biztositjak a szubsztrat-
specifitast, fiziologiailag hatékonyabba viltoztatva a katalitikus alegységet az
egyes szubsztratok irant.

A glikogénanyagcsere szabalyozasa enzimfehérjék foszforilalasaval
és defoszforilalasaval

A glikogénanyagcsere szabalyozasa kinazok és foszfatazok tdtjan valosul
meg. A glikogén metabolizmusat katalizalé enzimrendszert mutatja be a
4. abra. Lathatd, hogy a lebontast katalizalé foszforilaz két formaban fordul elG:
foszforilalt aktiv (a) és defoszforilalt inaktiv (b). A szintézist elGsegitd glikogén
szintetdz foszfo formaja az inaktiv és defoszfo alakja a katalitikusan aktiv.

CAMP

J

protein kindz

inaktiv inaktiv
f.kindz \‘ szintetdz®
*
katalitikus:
foszfatdz <:: alegység foszfataz
+
reguldtor- cAMP
aktiv aktiv
fkindz @ szintetaz
foszforildz-b foszforildz -a @
foszfatdz ,
GLIKOGEN
GLIKOGEN LEBONTAS SZINTEZIS

4. abra. A glikogén anyagesere enzimrendszere
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Igy a glikogénanyagesere a cAMP-dependens protein kinaz altal biztositott
foszforilaciés szabalyozas alatt all. Az ATP-b&l hormonalis hatésra (adrenalin,
glukagon) képz6dé cAMP, aktivélva a protein kinazt, foszforilaciés reakciésoro-
zatot indit be. A cAMP-dependens protein kinaz fontos szerepet jatszik a gliko-
gén szintézis és lebontés koordinalasiban, mivel a glikogén szintetaz foszforila-
ciéjaval a szintézis megallitasat, a foszforilaz kinaz foszforilaciéjaval a foszfori-
laz-b — a atalakulast és ezzel a lebontast segiti el6. Ezen folyamatok soran
feler6sodik a cAMP koncentracié emelésével kapott jel (kaszkdd hatds).

A glikogénanyagesere enzimei, amelyek a sejt szolubilis frakcigjahoz
tartoznak, in vive valészintlileg szoros egységben fordulnak elé (DoMBRADI és
mtsai 1980). A fehérjemolekulak kozotti asszociaciot igazoltak a frontél analizi-
ses gélsziliréssel végzett kisérletek eredményei. Kimutattuk, hogy a foszforilaz és
dtalakité enzimei (foszforilaz kinaz és foszfataz) komplexet alkotnak az intra-
cellularisan eléfordulé fehérjekoncentracickban. A komplex képzidését befo-
lyasolja a Ca™"-ion (GERGELY és mtsai 1975) és kimutathaték nyil vazizom
téomény kivonataban is (GERGELY és mtsai 1974).

A glikogénlebontas (és -szintézis) sebességét nemesak a foszforilaciés reak-
ciok hatarozzak meg, hanem a defoszforilaciés folyamatok is. Igy a szabalyo-
zasban szerepet jatszanak a foszfoprotein foszfatazok is. A glikogén mobiliza-
lasa szempontjabdl kiilonosen jelentos a foszforilaz-a defoszforilacigja (inakti-
valasa), mivel ez biztosithatja a szévetekben képzidott foszforilaz-a ,.élettarta-

”

mat”’ és ezzel a glikogénlebontas mértékét.

A foszforilaz-a defoszforilalasanak szabalyozasa

A foszforiliz-a dimer = tetramer egyensilyanak szerepe

A foszforilaz foszfataz (tovabbiakban foszfataz) szubsztratja a foszfori-
laz-a azonos alegységekbdl allo, katalitikusan aktiv dimer, ill. kevésbé aktiv
tetramerként fordulhat elg. A dimer és tetramer alak egyensilya a hmérsék-
lettdl, a fehérjekoncentraciotol és a pH-t6l fiigg (GravEs és Wane 1972).
A foszforilaz-a defoszforilaciéja alacsony hémérsékleten (15—23 °C) nem jat-
szodik le, mivel a tetramer foszforiliz-a-ra a foszfatdiz nem hat, csak a dimer a-t
képes defoszforilalni (Bor és Ddsa 1971, Bor és GErGELY 1972). Egyes ligan-
dok (koffein, gluké6z) jelenlétében azonban alacsony hémérsékleten (15—23 °C)
is defoszforilalédik a foszforilaz-a. Szedimentaciés vizsgalatokkal igazoltak,
hogy pl. a koffein a tetramer foszforilaz-a-t dimerekre disszocialja és ezzel
lehetvé teszi a defoszforilalast (Bot és mtsai 1977). Hasonlé mechanizmussal
magyarazhaté a glukoéz és glikogén alacsony hémérsékleten tapasztalt defosz-
forilaciét gyorsité hatasa. Magasabb homérsékleten ezek a ligandok nem fokoz-
zak a defoszforilacié sebességét, mivel az egyensily nagymértékben a dimer
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foszforilaz-a iranyaba tolédik el. Ezek alapjan a foszfataz funkciéja a kovet-
kezdképpen értelmezhetd:

glukéz, koffein foszfataz

— 2Dimer —— 2 Dimer 4 4P;
foszforilaz-a foszforilaz-a foszforilaz-b

Tetramer

A foszforilaz-a asszociacids-disszociaciés egyensiilya a poikilotherm alla-
tokban szabalyozé szerepet jatszhat. Bor és GERGELY (1972) eredményei sze-

rint a foszforilaz-a alacsony testhGmérsékleten in vivo is keriilhet tetramer
allapotba.

Ligandok hatdsa

A foszforilaz-a defoszforilalasat kiillonboz6 ligandok gatolhatjak. Azokat
tekintjiik at, amelyek a szubsztratra (foszforilaz-a-ra) hatva fejtik ki hatasukat
és regulalo szerepiik in vivo is lehetséges. A ligand haté helyének kutatasaban
nagy segitséget jelent a foszforilaz-a-bol elGallithaté foszfo-tetradekapeptid.
Ez a foszforilaz N-terminalis darabja (14 aminosav), amely tartalmazza a
foszforilalhaté szerin-OH-ba épiilt foszfatot. A foszfataz defoszforilalja a tetra-
dekapeptidet is, bar kozel szazszor lassiibb sebességgel (a K,, viszont hasonlo).
Mivel a peptid konformaciéja ligand hatasara mar nem valtozik (MARTENSEN
és mtsai 1973), igy alkalmazasaval kimutathatd, hogy a ligand a foszforilaz-a-ra
vagy afoszfatazra hat.

Az 5. abra AMP és glukdéz-6-foszfat hatasat mutatja a foszforilaz-a és a
32P-tetradekapeptid defoszforilalasara. Lathatd, hogy 5.10-5M AMP jelentGsen

gatolja a foszforilaz-a defoszforilacigjat. A 32P kihasitasdnak sebességét a tetra-

Foszforildz-a 32P—tetrcdekopephd
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dekapeptidb8l még 10-* M AMP sem befolyasolja. Az AMP gatlé hatasat tehat
a foszforilazhoz kapcsolodva fejti ki. Az IMP is hasonlé mechanizmussal, a
szubsztraton hatva, gatolja a defoszforilaciot.

1977-161 kezd6dGen mind tébbet tudunk a foszforilaz szerkezetérsl. Ezek
eredményeképpen jobban ismerjiik a fehérje kotdhelyeit, szerkezetiiket és
topografiajukat. A ligandok hatasmechanizmusanak tisztazasa megindulhatott
molekuléris szinten is. Az AMP gatlais mechanizmusat a kévetkez6kben fog-
lalhatjuk 6ssze. A foszforilaz-a-ban a foszfatot tartalmazé szerin maradék és az
ekoriili szekvenciarész — az N-terminalistél kb. 20 aminosav — befordul a
molekulaba, s a foszfat sokotést létesit két arginin oldallanccal (FLETTERICK és
mtsai 1979). Ebben a helyzetben a foszfat kihasitidsa foszfatdazzal megfeleld
sebességgel folyik. Ha ez a rész nincs ilyen kifeszitett helyzetben, akkor a de-
foszforilaci6 sebessége nagyon lelassul. Ez torténik a foszfo-tetradekapeptidben
is. Amikor a foszforilaz-a-hoz AMP kapcsolédik, djabb konformacié-valtozas
jatszédik le: a szerin foszfat ,,eltemet§dik’” a molekulaban és hozzaférhetetlenné
valik a foszfataz szamara.

A gluké6z-6-foszfat nem befolyasolja a foszforilaz-a defoszforilaciéjat (Id.
5. abra), de jelent6sen mérsékli a nukleotid-monofoszfatokkal okozott gatlast
(Bor és D6sA 1971, VARSANYTI és Bor 1972, MARTENSEN és mtsai 1973). A mecha-
nizmus érthetdvé vilik azzal, hogy az AMP, IMP és gluké6z-6-foszfat a foszfori-
laz-a azonos kotGhelyéhez kapcesolédik (JoHNsoN és mtsai 1978), tehat ezen
ligandok kozotti kompeticiorsl van sz6. Bar a glukéz-6-foszfat kb. 50-szer
gyengébben kotddik a foszforilazhoz, mint az AMP, nagy koncentracié felesleg-
ben mégis leszorithatja az AMP-t. A gluk6z-6-foszfaton kiviil a glukéz, koffein
és inozin is mérsékli a nukleotidok okozta gatlast (VArRsANYT és Bor 1972, Bor
és mtsai 1978). A mechanizmus még nem minden esetben tisztazott. A koffein
esetében kett8s hatasrél van sz6 (Bor és mtsai 1977). A koffein — mint lattuk
— dimerré alakitja at a foszforilaz-a-t és ezzel megfelelsbb szubsztratjava valik
a foszfataznak. Az AMP gatlas megsziintetésében nem errdl van sz6, mivel az
AMP alig befolyasolja a foszforilaz-a dimer — tetramer egyensiilyat. A koffein
hatasa a glukoéz-6-foszfattal sem hozhaté analégiaba, mert a koffein nem az
AMP kothelyhez kapesolédik (DoMBRADI és mtsai 1979), hanem egy attol
40 A-re levs jol definialt felszinhez. FeltehetGen a koffein az AMP leszoritasa
nélkiil indukal olyan konformacié-valtozast, amely a defoszforilacio sebességét
noveli.

Fehérjék szerepe

A glikogénanyagcesere szabalyozasaban szerepet jatszé fehérjék foszfori-
lacioja és defoszforilaciéja az izomkivonatban is megfigyelhetd. Kimutattuk,
hogy a foszforilaciés enzim-kaszkad a kivonatban is miikoddképes: cAMP
€és Mg-ATP-vel aktiv foszforilaz kinéaz, foszforilaz-a és inaktiv glikogén szinte-
taz képzddik (GERGELY és mtsai 1978). A 6. abra radioaktiv ATP-vel végzett
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6. dbra. Fehérjék foszforilaciéja (A) és a foszfatdz aktivitas (B) kozotti kapesolat. Fehérjékbe

épiilt P, ill. foszfataz aktivitas vialtozasa [p-**P] ATP (o---0), ATP-p-S (X---X), [p-**P]

ATP -+ 2 uM protein kiniz inhibitor (e——e) hatasara. A kisérletekben az ATP koncentra-

ci6éja 9-10-% volt. Az inkubéciés elegy tartalmazott még 10-¢ M cAMP és 3-10-3M Mg+ *+-t is
(GERGELY és mtsai 1978)

kisérleteinket tiinteti fel. Az abra A része a fehérjébe épult *P-t, B része a
kivonat foszfataz aktivitdsat mutatja. Ciklikus AMP, Mg* " és [y-32P] ATP
hatasara gyors foszforilaciés folyamat jatszédik le. A fehérjébe épiils 2P
masodpercek alatt maximumot ér el, majd fokozatosan csdkken. A foszfataz
aktivitasa a 32-P beépiilésével parhuzamosan csokken, majd visszatér eredeti
értékére. Az izomkivonatban lev§ foszfataz dtmenetileg gatlodik.

Ha a kisérletet az ATP tiofoszfat analégjaval, az ATP-p-S-sel ismétel-
jiik meg, a fehérjék szerin-OH csoportjaba tiofoszfat épiil be. A tiofoszforilalt
fehérjék értékes tulajdonsaga, hogy a tiofoszfat csoportot a foszfataz nem ké-
pes kihasitani, igy a fehérjék tartésan foszforilalt formaban maradnak (GrA-
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TECOS ¢és FiscHErR 1974, GERGELY és mtsai 1976). ATP-y-S alkalmazasaval
tehat a defoszforilaciés folyamatok kikiiszobolhetGk. A 6. abrabél lathato,
hogy a fehérjék tiofoszforilacigja utan a 32P beépiilve marad a fehérjékben.
A tiofoszforilaciéval parhuzamosan a foszfataz aktivitasa csokken és tartésan
gatolt allapotba keriil. Feltételezhets, hogy a foszfataz gatlédasat valamilyen
fehérje (vagy fehérjék) okozza. A foszfataz gatlasa dtmeneti, ha a fehérje fosz-
forilaciéja id6leges és tartés, ha a fehérje rogzitédik foszforililt allapotaban.
Feltevésiinket olyan kisérlettel tdmasztottuk ala, amelyben a protein kinaz
foszforilalé hatasat ennek inhibitoraval felfiiggesztettiik. A cAMP-dependens
protein kinazrél ismert, hogy katalitikus aktivitasa specifikusan gatolhaté egy
inhibitor fehérjével (AsaBY és WaLsm 1974). A 6. abran feltiintettiik az
inhibitor jelenlétében végzett kisérleteket is. Lathat6, hogy alkalmazasaval
nagymértékben csokken a foszforilacié és a foszfataz aktivitasa nem gatlédik,
eredeti szintjén marad.

A foszfataz reverzibilis gatlasa tehat szoros dsszefiiggést mutat egyes fe-
hérjék foszforilaciéjaval, amelyet a cAMP-dependens protein kinaz katalizal.
Ezt igazolni tudtuk izomban (GERGELY és mtsai 1978) és majban is (Dowms-
RADI és mtsai 1978). A gatlast szamos fehérje foszforilalédasa okozhatja,
még akkor is, ha figyelembe vessziik, hogy a foszfataz gatlédasa a cAMP-de-
pendens protein kinaz hatasaval van kapcsolatban.

Megvizsgaltuk a c4 M P-dependens protein kindz gatlé hatasat (GERGELY
és Bor 1977, 1978). Eredményeinket oszlopdiagram formajaban mutatjuk be
(7. abra). A baloldali oszlop a foszforilaz-a defoszforilaciéjanak sebességét
tiinteti fel effektorok nélkiil. A cAMP-dependens protein kiniz holoenzim,
a defoszforilacié sebességét nem befolyasolja. 10-5 M ¢cAMP jelenlétében azon-
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7. débra. cAMP-dependens protein kindz hatasa a foszforildz-a defoszforildciéjara. A defosz-

forilacié sebessége a kontroll (protein kinaz nélkiili) szdzalékdban van feltiintetve (GERGELY
és Bor 1977 alapjan)

MTA Biol. Oszt. Kézl. 23 (1980)




234 GERGELY PAL ES BOT GYORGY

60r
!

Km (UM foszforildz-a)

02 0. 06 08
Foszforilaz  kindz (uM)

8. dbra. Inaktiv (x) és aktiv (o) foszforilaz kindz hatdsa a foszfatdz K, értékére (GERGELY
és Bor 1978 alapjan)

ban mar jelentdsen gatlédik a defoszforilacié. Mivel a protein kinaz gatlé ha-
tassal csak cAMP jelenlétében rendelkezik, ezért a gatlas a disszocialt enzim-
nek: a katalitikus (C) vagy a regulator (R) alegységnek tulajdonithaté. A
protein kinaz kétféle alegységét Blue-Dextran Sepharose affinitas kromatogra-
fiaval izolaltuk (GERGELY és Bor 1977) és megvizsgaltuk a tisztitott, géle-
lektroforetikusan homogén alegységek hatasat. A 7. abrabél lathaté, hogy csak
az R alegység gatolja a defoszforilaciét. Novelve mennyiségét a gatlas fokozo-
dik. Ezzel szemben a C alegység még nagy mennyiségben sem mérsékli a de-
foszforilacié sebességét.

Eredményeinkbgl arra koévetkeztethetiink, hogy a cAMP-dependens
protein kindz cAMP jelenlétében észlelt gatlé hatasa a szabadda valé R alegy-
ségnek tulandonithaté. Az R alegység a foszforilaz-a-ban létrehozott konforma-
ci6-valtozas itjan gatol (GERGELY és Bor 1977).

A foszforilaz kinaz is szerepet jatszhat a foszfatiz szabalyozasaban. Ko-
rabban kimutattuk, hogy az inaktiv foszforilaz kinaz gatolja a foszforilaz-a
defoszforilaciéjat és a gatlas kompetitiv (BoT és mtsai 1975a, 1975b). A 8.
abra bemutatja a foszfataz affinitasanak valtozasat a foszforilaz-a irant inak-
tiv foszforilaz kinaz jelenlétében. Az inaktiv kinaz gatlé hatasa viszont nem
ad magyarazatot a foszfatdz atmeneti gatlasara, mert ez a foszfatazt allandé
gatlas alatt tartana. Ismeretes, hogy a ,.flash activation’ soran, amikor a
kiilonb6z8 enzimfehérjék foszforilalédnak, lejatszédik a foszforilaz kinaz ak-
tivalasa is (YEAMAN és CoHEN 1975, GERGELY és mtsai 1976). Ezért vizs-
galtuk az aktiv (foszforilalt) kinaz hatasat is a foszfataz reakciéra. Ezekhez a
kisérletekhez tiofoszforilalassal aktivalt kinazt hasznaltunk, mivel ezt a foszfa-
taz nem defoszforilalhatta, aktiv allapota mindvégig megmaradt. A tiofoszfori-
lalt kinaz is kompetitiv médon gitolja a foszforilaz-a defoszforilacijat. A
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foszfataz K,, valtozasa a 8. abran lathaté. Az aktiv foszforilaz kinaz 6tszor
nagyobb mértékben gitolja a foszfatazt, mint az inaktiv. A Dixon szerinti
inhibitor allandék 0,55 uM az inaktiv és 0,1 uM az aktiv kinazra (GERGELY
és mtsai 1976, GERGELY és Bor 1978).

Ezek alapjan a foszforilaz kindz gatlé hatasa reverzibilisnek tekinthetd.
Bar a kinaz inaktiv allapotaban is gatolja a foszfatazt, ez a gatlas az aktiv
foszforilaz kinaz képzdodésével jelentGsen fokozddik. Nemcsak a tiofoszforila-
lassal aktivalt kinaz, hanem a foszforilaciéval aktivalt (in vive keletkez8 forma)
is gatolja a foszfatazt. Ezt tanulményozva megallapitottuk, hogy az aktiv
foszforilaz kinaz késlelteti a foszforilaz-a defoszforilaciéjat. A foszfataz elGszor
az aktiv kinazt defoszforilalja és csak ezutan indul meg a foszforilaz-a inaktiva-
lasa (GERGELY és mtsai 1976).

Megbeszélés

A foszforilaz foszfataz szabéalyozasaban tébbféle fehérje és ligand jatsz-
hat szerepet. Az in vivo megvalésulé regulicié szempontjabél azok lehetnek
jelentdsek, amelyeknek intracelluliris koncentraciéja elegendd a foszfataz gatla-
sahoz.

Az 1. tablazatban 6sszefoglaltuk azokat az anyagokat, amelyek a szaba-
lyozasban szerepet jatszhatnak. Mindharom fehérje tipusd gatlészer reverzi-
bilisen gatolhatja a foszfatazt. A protein kinaz esetében ezt a valtozé cAMP
koncentracié biztositja, mert csak a cAMP hatésira disszocialt R alegység gatol.
A masik kettdnél a cAMP-dependens protein kinaz altal katalizélt foszforilacié
hozza létre a gatlészer hatasos, foszforilalt alakjat. Igy kozvetett formaban a
cAMP-nek is regulalé szerepe van. Mindharom fehérje reverzibilisen gatolja a
foszfatazt. A protein kinaz gatlé hatasa feltehetden a legkisebb, mert K; értéke
nagyobb, mint intracellularis koncentraciéja. A foszforilaz kinaz és az inhibi-

1. tablazat

Foszfoprotein foszfatdz in vivo szabalyozasiban szerepet jatszé anyagok

Intracelluléris ‘
Gatlészer koncentricid, ‘ K, oM
uM

cAMP-dependens

protein kindz ' 0,23 0,32
foszforilaz kindz 2,5 0,08
inhibitor-1 j B 0,016
AMP 5—150 8
IMP 10—400 65
gluko6z-6-foszfat 500—2000 —
glukéz 5500 -
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tor-1 in vive is hatasos gatlészerek, mivel mennyiségiik elegend akar teljes
gatlas lértehozasahoz.

Kismolekulaji ligandok is szabalyozhatjak a foszfatazt; a nukleotidok
intracellularis koncentraciéja elegendd a gatlashoz. A gluk6z-6-foszfat és a
glukéz pedig megfeleld mennyiségben lehet ahhoz, hogy a gatlast mérsékelje.

A foszfoprotein foszfataz szabalyozasanak tehat két szintjét kiillonboztet-
hetjik meg. A szabdlyozis elso szintje a foszfataz gyors, teljes, de reverzibilis
gatlasat eredményezi. A gatlast a cAMP-dependens protein kinaz és az altala
foszforilalt fehérjék okozzak. A szabdlyozds mdsodik szintje a ligandok altal
okozott hatas. Ha a sejt energiaszegény allapotba jut (AMP, IMP halmozédik
fel), akkor ezek gatolhatjak a foszforilaz-a defoszforilaciéjat és ezzel elsegitik
az energianyerést szolgalé glikogén lebontasat. Finomitja ezt a szabalyozast
a glukoz és a gluk6z-6-foszfat, amelyek a nukleotidok okozta gatlast felfiiggesz-
tik. Ezért a glikogén csak akkor mobilizalodik, amikor az egyéb energiaszolgal-
taté készletek (glukéz, glukéz-6-foszfat) mar elfogytak.
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