A protein foszfataz 1, egy sokoldali dsi enzim

Protein phosphatase 1, a versatile ancient enzyme
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Osszefoglalas

A protein foszfatdz 1 (PP1) a szerin-/treoninspecifi-
kus foszfoprotein foszfataz enzimcsaldd egyik leg-
Gsibb képviselGje. Katalitikus alegységének els6d-
leges szerkezete nagymértékben konzervalédott az
evolicio soran. Biokémiai vizsgalatok, genetikai ku-
tatasok, PP1-antiszensz oligonukleotid mikroinjek-
taldsa és RNS-csendesitési technikak egyarant iga-
zoltdk az enzim bioldgiai jelent&ségét. A PP1 katali-
tikus alegységre jellemz6, hogy szdmos regulator fe-
hérjével alkot holoenzimet. A véltozatos szerkezet(i
és funkcidju fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasok
révén a PP1 olyan folyamatokban jatszik kulcsszere-
pet, mint a sejtciklus, az anyagcsere, a transzkripci6,
a transzlacio, a sejtmotilitas, idegi folyamatok és a
szaporodas szabalyozasa. A PP1 funkciéinak meg-
értéséhez nélkiilozhetetlen a szubsztratfehérjék pon-
tos azonositasa. A jelenleg ismert 45 PP1 szubsztra-
tot déntSen in vitro biokémiai médszerekkel mutat-
tak ki, szamuk azonban csak toredéke a tobb ezer
szerin/treonin-oldallancon foszforilalhat6 fehérjé-
nek. Ezért varhato, hogy a modern proteomikai ku-
tatdsok eredményeként a szubsztratok listdja jelen-
tésen béviilni fog.
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Summary

Protein phosphatase 1 (PP1) is one of the most
ancient representatives of the Ser/Thr specific
phosphoprotein phosphatase family. The prima-
ry structure of its catalytic subunit has been ex-
tremely well conserved during evolution. The
biological significance of the enzyme was dem-
onstrated by biochemical and genetic methods,
as well as by the microinjection of antisense
oligonucleotids or the RNA interference based
silencing of gene expression. The catalytic sub-
unit forms holoenzymes with a variety of differ-
ent regulatory proteins. These multifaceted pro-
tein—protein interactions enable PP1 to control a
large array of physiological processes including
cell cycle, metabolism, transcription, translation,
cell motility, neuronal activity and reproduction.
Up till now only 45 PP1 substrates have been
identified, mainly by in vitro biochemical meth-
ods. This number is a mere fraction of thousands
of proteins that can be phosphorylated at Ser or
Thr residues. The expansion of the list of the sub-
strates by the application of modern proteomic
approaches can be expected in the near future.

Fehérjefoszforilaci6 és -defoszforilacié

A fehérjék foszforilacidja az evolticié korai szaka-
szaban kialakult kovalens médositas. A negativ tol-
tésti foszfatcsoport hozzakapcsoléddsa a szerin,
treonin, illetve tirozin aminosav-oldallancokhoz
megvaltoztatja a toltéseloszlast, aminek kovetkez-
tében a fehérje szerkezete is megvaltozik. A fosz-
fatcsoport stabilizdlhatja a fehérje szerkezetét, no-
velheti tapértékét, szabalyozé szerepet tolthet be,
de el6fordul az is, hogy a médositas fiziologias sze-
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repe nem ismert. Az utébbi években szdmos példat
talaltak a foszforilaci6 prokaridtdkban betoltott sze-
repére [1,2]. A folyamat evolticids sikerességét mu-
tatja, hogy az eukariéta proteom kozel egyharmada
foszforilalhat6 fehérjékbdl tevédik ossze [3], és a
foszforilacidért felel&s protein kindzok minden eu-
kariota élélényben megtalalhatok. A genomprogra-
mok segitségével mind ez idaig kozel 400 protein
kinazt azonositottak, és megallapitottak, hogy szer-
kezetiik egyetlen &si enzimre vezethet§ vissza [4].
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Specifikus szubsztratjaik j6l azonosithatok a kon-
szenzus foszforilaciés szekvencidk alapjan
[http:/fwww.cbs.dtu.dk/services/Net PhosK], ezért funk-
cidjukrol széles korti ismeretekkel rendelkeziink.

A foszforilacié mint regulaciés lehetSség azonban
csak akkor valhatott hatékonnyéd, amikor lehet6vé
valt reverzibilitasa, azaz lejatszédhatott a fehérjék
defoszforilcidja. A protein kindzok mellett tehat
sziikség volt a foszfatcsoportot hidrolizissel elta-
volitani képes enzimekre, a protein foszfatdzokra
is. A fehérjék foszforilaltsagi allapotat a protein
kindz és protein foszfataz enzimek egymadssal el-
lentétes miikddése egylittesen hatdrozza meg, a két
komponens egyenértékiien fontos eleme a szaba-
lyoz6 rendszereknek [5]. Az eukaridéta genomok-
ban sokkal kisebb szamban el6fordulé (~150) pro-
tein foszfatazok pontos bioldgiai szerepérdl joval
kevesebbet tudunk. Ennek oka az, hogy a protein
foszfatazok a protein kindzokkal ellentétben sok-
félék, valdszintileg konvergens médon alakultak ki
[6]. Az enzimcsalad képviselSit szerkezetiik alapjan
0t, egymastol jelentSsen eltéré csoportba sorolhat-
juk [6-8]. A szerin- és/vagy treoninspecifikus pro-
tein foszfatazok két fémiont tartalmaznak az aktiv
centrumban, és ezek segitségével hidrolizaljak
a foszfoészter kotést. Szerkezetiik alapjdn az un.
foszfoprotein foszfataz (PPP), fémionfiiggd protein
foszfataz (PPM), illetve az RNS polimeraz II C-ter-

mindlis doménjére specifikus protein foszfatdz
(FCP) csoportba sorolhatjuk &ket. A fehérjék tirozin-
oldallancat a protein tirozin foszfataz (PTP) enzim-
csalad tagjai defoszforilaljak, amelyek egy aktiv
centrumban 1év§ ciszteinoldallancot hasznalnak a
szubsztrat foszfatjanak lehasitasara, cisztein-fosz-
fat kozti termék képzSdése kozben. Azonos reak-
ciémechanizmus szerint mtikodnek az tn. kett8s
vagy széles specifitasi protein foszfatazok (DSP),
amelyek egyarant képesek defoszforilalni a fehér-
jék szerin-, treonin- és tirozinoldallancait. A protein
foszfatdzok tanulméanyozasa soran tovébbi problé-
mat jelent az, hogy a foszfataz katalitikus alegysé-
gek szamos szubsztratspecifitast médosité reguld-
tor fehérjével alkothatnak holoenzimet, ami meg-
neheziti szubsztratjaik azonositasat.

A foszfoprotein foszfataz (PPP) enzim-
csalad

A szerin-/treoninspecifikus protein foszfatdzok ko-
z¢ tartoz6 PPP enzimcsalad tagjai megtalalhatok az
Gsi archeabaktériumokban is [2], de itt nem tOlte-
nek be alapvet§ funkciét. Eukariéta él6lényekben a
PPP-csalad szamos tagja el6fordulhat, azonban a
nyers szovetkivonatokban mérhet$ protein foszfa-
tdz enzimaktivitdsért dont6en harom PPP enzim
felel6s, a protein foszfataz 1, 2A és 2B (PP1, PP2A,
PP2B) [9,10]. A PP1 és a PP2A alapvet§ feladatokat

ciondlis vizsgalata.
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lat el az eukaridta sejtek életmiikddésében: az enzi-
mek aktivitasdnak gatldsa vagy az Sket kédolo gé-
nek inaktivaldsa egyarant az él6lény pusztuldsdhoz
vezet. A PP2B, vagy mds néven kalcineurin gatlasa
nem vezet letalitishoz, azonban mégis fontos sza-
balyozé szereppel rendelkezik. A szervatiiltetések-
nél alkalmazott immunszuppresszorok (a ciklospo-
rin A és az FK506) a PP2B aktivitdsdnak gétlasa
révén fejtik ki hatdsukat. A harom fent emlitett
,klasszikus” foszfataz aktivitasat foszforildlt fehér-
jeszubsztratok és specifikus gatlészerek alkalmaza-
saval lehet kiilon-kiilon meghatarozni [11].

A csalad tobbi tagjanak aktivitdsa nehezen detek-
talhat6 a hagyomanyos biokémiai mdédszerekkel.
Kimutatasukat csak a molekularis klénozas mod-
szere tette lehetévé, ezért ezeket ,1j tipusi” pro-
tein foszfatdzoknak nevezték el [12]. Az elsS re-
kombindns-DNS-technikdval azonositott protein
foszfataz a PPX (Gjabb nevén PP4) [13] volt, ezt
kovette a PPY és a SIT4 felismerése [14,15]. Kés6bb
szamos hasonl6 foszfatazt azonositottak, amelyek
szerkezetiik alapjan dtmenetet mutatnak a klasz-
szikus PP1, PP2A és PP2B protein foszfatdzok
kozott [12,16]. Mindazokat az 4j tipustd protein
foszfatazokat, amelyek rendelkeznek a megfelel§
human homoléggal, a humangenomprogram elg-
irdsai szerint szdmozéssal jelolték, igy PP4, PP5,
PP6 és PP7 enzimeknek nevezték el. A humén ho-
moléggal nem rendelkezd enzimek a szdmok he-
lyett nagybetts jelolést kaptak. Ecetmuslicdban
(Drosophila melanogaster) két ilyen protein foszfatazt
talaltak, amelyek a PPY és PPN elnevezést kaptak
[17,18]. Gombakban harom specidlis 4j tipusti fosz-
fatazt azonositottak, ezeket PPG, PPQ és PPZ
néven neveztek el [19]. Polimerdz-lancreakcioval
Chen és munkatarsai [20] tobb 4j tipust protein
foszfatazt fedeztek fel élesztGben, ecetmuslicaban
és emberben. A PPP-csalad tovabbi tagjait a ge-
nomprogramok adatbazisanak elemzése révén
tudtak azonositani.

A PP1 katalitikus alegysége (PP1c)

A PPlc alegységet el6szor klasszikus biokémiai
modszerekkel tisztitottdk. Megéllapitottdk, hogy
ellendll a szerves olddészerek hatdasanak, széles
szubsztratspecifitassal rendelkezik, és aktivitasa-
hoz nem igényel kiilsé fémiont [21]. A tisztitds so-
ran megfigyelték, hogy a C-terminalis farkanak
proteolitikus lehasadasa az enzim aktivitasfokozo-
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désdhoz vezet [22]. Szdmos inhibitora ismert, az
eukaridta élSlények sejtplazmajaban az inhibitor-1
(I-1) és inhibitor-2 (I-2) héstabil fehérjék nanomolos
(nM) koncentraciéban, az exogén véralvadasgatlo
heparin pedig mikromoélos (uM) koncentraciéban
gatolja. Alacsonyabb rend(i mikroorganizmusok is
kifejlesztettek nanomolos koncentraciéban haté-
kony foszfataz gatlészereket, ezek kozé tartozik az
okadéansav, mikrocisztin-LR és a kalikulin A [23].

A molekularis klénozas moédszerével emlGsokben
négy PPlc-izoformat azonositottak. A PP1a. alakot
egymastdl fiiggetleniil izoldltdk Cohen [24], vala-
mint Bai és munkatarsai [25]. A PP1yl és PP1y2
ugyanazon génnek két intronkihasitott varidnsa,
amelyet Sasaki és munkatarsai [26] klonoztak,
csakigy, mint a PP13 izoformat. (A nevezéktan
szerint az o izoforma utédn a § kovetkezne, azonban
az eredetileg PP1B névvel ellatott cDNS klonrol ki-
dertilt, hogy mtitermék [27].) Ezzel parhuzamosan
ecetmuslicabdl is klénoztédk a PP1 négy izoforméjat
(PP1-87B, PP1-13C, PP1-96A, PP1-9C), amelyeket
kromoszomalis lokalizaciéjuk alapjan neveztek el
[15,28,29]. A PP1-9C az emlss PP195, a tobbi harom
izoforma pedig a PPl alakkal mutatott nagyfoku
homolégiat. (A nevezéktanban a Drosophila PP1-9C
és az eml@s PP13 jelolésére tjra bevezették a PP1J
elnevezést [29].)

A PPlc-izoformak szerkezetére jellemzd, hogy egy
erdsen konzervalt kozponti doménbdl, valamint az
enzim reguldciéjdban fontos szerepet betolts, valto-
zatos N- és C-terminalis részbdl épiilnek fel. A PP1o
C-termindlis régidjaban taldlhaté treonin (Thr320)
oldallanc foszforilaciéja az enzim inaktivalédasa-
hoz vezet, a modositast a ciklinfiiggé protein kinaz
(Cdc2) [30-32], a Nek2 kinaz [33] és a KPI-2 kindz
[34] végezheti. lonizadl6 sugarzas hatdsara a PPlc
képes defoszforilalni 6nmagét, ezéltal sajat aktivi-
tasat novelni; a folyamat ATM-kinazfiiggé ttvona-
lon keresztiil valésul meg, és a Cdc2 kinaz csdkkent
aktivitasanak a kovetkezménye [35,36].

A PP1c haromdimenzids (3D) szerkezetét elsGként
Goldberg és munkatarsai [37] egy proteinfoszfataz-
inhibitor, a mikrocisztin jelenlétében hataroztdk
meg. Megallapitottdk, hogy az enzim aktiv centru-
maban két fémion taldlhat6, amelyeket konzervalt
aminosav-oldallancok koordinalnak. A fehérje 3D
szerkezetének feliiletén azonositottak egy hidroféb
és egy C-terminalis drkot; ezeken keresztiil kot6dik
a mikrocisztin a PP1c alegységhez (1. dbra). Az in-
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hibitor harmadik, vizmolekuldkon keresztiil kiala-
kul6 kapcsolédasi pontja a fémionkots hely, illetve
a C-termindlis arokban kialakulé kovalens diszul-
fidkotés. Egloff és munkatarsai [38] a foszfatanalog
volframationnal egyiitt kristalyositott PP1cyl szer-
kezete alapjan Mn?*- és Fe?*-ionokat talaltak a ka-
talitikus centrumban. Feltételezésiik szerint a fosz-
fatcsoport hidrolizisét a szubsztratfehérjék Ser
vagy Thr oldallancérél a fémionok ltal aktivalt viz-
molekula vagy hidroxidion valdsitja meg egy 1épés-
ben. Szerkezetei anal6giak alapjan Barford és mun-
katarsai [39] a Mn?* helyett a Zn?* jelenlétét tartjak
valészintibbnek a Fe?* mellett. Az tjabb PP1c-kris-
talyszerkezeteket természetes foszfatazinhibitorok,
okadansav [40] vagy kalikulin A [41] jelenlétében
hataroztak meg. Azt talaltak, hogy mindkét gatlo-
szer kotédik a katalitikus zseb kozelében elhelyez-
ked6 hidroféb arokhoz. Ezen kiviil az okadansav a
PPlc aktiv centrumanak béazisos oldallancaival, a
kalikulin A pedig a savas arokkal 1ép kolcsonhatas-
ba. A szerkezetvizsgalatok eredményei igazoltdk a
katalitikus alegység 3D feliiletén talalhaté hidroféb
arok kozponti szerepét a természetes gatloszerek
PPlc alegységhez valo kdt6désében (1. dbra), tovab-
ba azt is megmutattdk, hogy a kiilonboz6 gatldsze-
rek specifikus kolcsonhatasok révén egymastol el-
téré mechanizmussal fejtik ki hatdsukat.

1. dbra (lasd a cimlapon) A protein foszfatiz 1 katalitikus
alegységének szerkezete. Balra: A PPIcor és a mikrocisztin-LR
(lila) inhibitorkomplex szerkezete (PDB kod: 1FJM alapjin)
[37]. Jobbra: A PP1cé és egy requlitor protein, a MYPT1
N-termindlis részének (33-39 aminosavak, vilagoskék mole-
kularészlet) szerkezete (PDB kéd: 1570 alapjin) [43]. A kata-
litikus zseb helyét fekete nyil jelzi. A PP1c azonos orientdcio-
ban ldtszik a Sybyl program segitségével késziilt dbra bal és
jobb oldaldn. Az esszencidlis fémionok z6ld, az o-hélixek vo-
r0s, a B-reddk sotétkék, mig a hurokrégiok sarga sziniiek a
modellekben.

A PPlc a természetben ondlléan nem fordul elg,
mindig holoenzim formajdban, regulator alegy-
ségekhez kapcsolédva van jelen az él6 sejtekben.
A legtébb PPl-reguldtor alegység tartalmaz egy
konzervalt PPlc koétémotivumot (R/KV/IXF),
amely kulcsfontossagti a kolcsonhatas kialakita-
saban. Egloff és munkatdrsai [42] a glikogénkotd al-
egység (Gyy) egy rovid peptidszakaszat kristalyosi-
tottak egyiitt a PP1cyl-izoformaval, és megallapitot-
tak, hogy a peptid megkotésében részt vevs oldal-
lancok (Asp166, Glu287, Leu289) a katalitikus alegy-
ség evolucidja soran az élesztSktSl az emlEsokig

konzervalddtak. Terrak és munkatérsai [43] a PP1cd
és a MYPT1 fehérje N-termindlis (MYPT1;.599)
részét alkalmaztik a szerkezeti vizsgalatokhoz
(1. dbra). A két kristalyszerkezet egymastol fiigget-
lentil igazolta, hogy a kolcsonhat6 fehérjék a katali-
tikus zsebbel ellentétes oldalon elhelyezkedd kon-
zervalt hidroféb feliilethez kapcsolédnak. Az a tény,
hogy sokkal tobb fehérje tartalmazza a R/KV/IXF
motivumot, mint amennyi kétédni tud a PPlc al-
egységhez, azt jelenti, hogy ez a szekvencia sziik-
séges, de nem elégséges feltétele a kdlcsonhatés ki-
alakuldsanak. A MYPT1-PP1cd komplex kristaly-
szerkezete szerint a reguldtor fehérje PPlc-kots
motivumahoz képest C-terminalisan elhelyezkedd
ankirinismétlédések egy masodik, kiegészité koto-
feliiletet alkotnak. Tovabbi kutatdsok igazoltdk,
hogy a kisebb affinitdsti, masodlagos kotShelyek-
nek is fontos szerepiik van az enzimaktivitds és a
szubsztratspecificitds szabélyozdsaban [44]. Ma-
sodlagos kotShelynek tekinthet6 a PPlc feliiletén
talalhaté B12-P13-régi6, ahova a természetes toxi-
nok és inhibitorfehérjék is kapcsolédnak. Az Gsibb
PP1 regulétor alegységek kozott vannak olyanok,
amelyek nem rendelkeznek a ,klasszikus”
R/KV/IXF motivummal. Az inhibitor-2 (I-2) fehér-
je példaul, a PP1c katalitikus zseb mellett talalhat6
F-X-X-R/K-X-R/K konzervalt szekvencidhoz [45],
az Sds22 fehérje pedig a katalitikus alegység od—
o5-06-hélixek altal alkotott feliiletéhez kotédik [46].

A PP1 regulator alegységei

Klasszikus biokémiai tisztitasi modszerekkel elsé-
ként két PP1c alegységgel kolcsonhatd, héstabil fe-
hérjét (I-1, I-2) azonositottak [47,48]. Ez a két speci-
fikus gatloszer jol alkalmazhaté a PP1-aktivitas ki-
mutatasara [9]. Az I-2 fehérje defoszforilalt forma-
ban is jol gatolja a PP1 alegységet, ezzel szemben az
I-1 csak foszforilalt allapotban hatékony inhibitor.
Ezt kovetSen Osszesen 77 olyan fehérjét fedeztek
fel, amelyek képesek komplexet alkotni a PP1c al-
egységgel [http://pplsignature.pasteur.fr] [49-53].
Ezek koziil 69 kozvetlentiil a katalitikus résszel 1ép
kolcsonhatésba, 8 pedig kozvetve mas fehérjéken
keresztiil kapcsolodik a komplexhez. A kdlcsénha-
t6 fehérjék a sejt kiilonbozs részein helyezkednek
el, és specifikus szubsztratokhoz iranyitjak a katali-
tikus alegységet (2. dbra). Ez az un. ,célbajuttatd”
(targeting) funkci6é gyakran kiegésziil az enzimak-
tivitds modositdsaval.
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2. abra A PP1 kolcsonhato fehérjék csoportositisa a sejten be-
liili lokalizdciojuk szerint [53]. (A PP1c alegységhez kozvetve
kapcsolodo fehérjéket tortvonallal vdlasztottuk el a kozovetleniil
kapcsolodé aleqységtol. A foszforildcioval szabilyozhaté kol-
csonhato fehérjéket csillaggal jeloltiik.)

A PP1 regulétor alegységeinek evoltcids vizsgalata
igazolta, hogy &si képvisel6ik (Sds22, NIPP1, I-2 és
I-3) a PP1c alegységgel egyiitt jelen voltak a legko-
rabbi eukariota éllényekben is, ez alapjan feltéte-
lezhetjiik, hogy f6 feladatuk a katalitikus alegység
szabalyozasa/gatlasa volt [54]. Az Sds22 alegység-
rél kimutattak, hogy élesztsejtekben a mitézis fo-
lyamatanak lejatszodasahoz sziikséges [55]. A PP1
nuklearis inhibitora, a NIPP1 RNS-kot6 és ,,fork-
head” kotédomént is tartalmaz. Az I-2 fehérje tul-
termelése alatdmasztja gatlészer funkcidjat, azon-
ban megfigyelték, hogy 1:1 moélaranyban, foszfo-
rilaciotol fliggé modon aktivalja a PPlc-domént.
A foszforilalt I-2 a baktériumban expresszalt és de-
naturalé koriilmények kozott tisztitott PP1c nativ
szerkezetét is vissza tudja allitani. Ez az Gsi regulé-
tor tehat in vivo elsésorban a katalitikus alegység
dajkafehérjéjének tekinthetd [56,57]. Az inhibitor-3
(I-3) fehérje specifikusan a PP1co- és y-izoformdk-
hoz kapcsolodik, apoptézis soran kaszpaz-3-fiiggd
modon degradalodik [58].

Az 6si regulatorokkal szemben sok fehérje az evo-
Iici6 korai szakaszaban mas funkcioét latott el, csak
kés@bb tett szert a PP1c-kots szerkezeti elemre, és
valt a foszfataz szabalyozo6 alegységévé, mikdzben
megdrizte az eredeti szerepét is [54]. Ilyen példaul
a mitokondriumban talalhaté és az apoptotikus fo-
lyamatokban szerepet jatsz6 Bad, Bcl2 és Bcl-X|, a
sejtciklus iranyitasdban fontos Nek2 (NIMA-rokon
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kinaz 2) és a retinoblasztéma-fehérje (Rb), valamint
az A-kindz-kikoté fehérjék (AKAP) koziil az AKAP
149. Ez utobbi adaptorfehérje azon tudl, hogy pro-
tein kindz, foszfataz és foszfodiészteraz enzimeket
kot, még RNS-hez is tud kapcsolodni. A PP1 regu-
lator részek azaltal, hogy egyszerre tobb fehérjéhez
vagy nukleinsavhoz is képesek kotddni, térben és
id6ben dinamikusan valtozo szervezddési egysége-
ket hoznak létre. Ily médon a szabélyozési folya-
matok komplex hélézatat alakitjak ki, amelyben
fontos szerep jut a PP1 enzimnek is.

A PP1c regulator alegységek kozott bizonyos spe-
cializaci6 is megfigyelhets, egyes fehérjék csak a
katalitikus alegység meghatarozott izoforméjahoz
képesek kapcsolédni. Az emlérakfehérje 1 (BRCA1)
[59], az egyszalu RNS-fiiggd protein kindz (PKR)
[50], a kiilonboz6 Bcl fehérjék és a kozelmultban
felfedezett molekularis chaperon, a Drosophila URI
fehérje [52] a PPlo-izoforméhoz, a Drosophila mio-
zinfoszfataz-kot6 alegység (MYPT75) [60] és az
emlGs eredetd nukleolin [61] a PP1B-izoforméhoz,
a glutamatreceptor [62] és a neurabin [63] pedig
kizarolag a PP1yl-izoforméahoz kotdik. A kdleson-
hato fehérjék kozott eléfordulnak olyanok is, ame-
lyek a PP1c mellett mas PPP-csaladba tartozé kata-
litikus alegységhez is kot6dnek. Példaul a PP1 és
PP2A koz0s reguldtora a PP2A-inhibitor-1 (I;7724),
és -2 (I,'A), valamint a homeodoméntranszkrip-
ciés faktor (Hox 11). Drosophila-fajpan azonositot-
tunk egy olyan génterméket, amely a PP1 mellett
az 4j tipusi PPY-doménhez is képes kapcsolédni
[Kokai, nem kozolt eredmény].

Szamos PP1 regulatorfehérje foszforilalhaté (2. dbra),
ez a modositds gyakran befolyasolja a kolcsonha-
tast és ezen keresztiil a katalitikus alegység aktivi-
tasat. Az I-1 és a kozponti idegrendszerben azono-
sitott izoformdja, a dopamin-cAMP-regulélt foszfo-
protein (DARPP-32) foszforilacié révén aktivalodik
és gatolja a foszfataz aktivitasat ugy, hogy pszeu-
doszubsztratként kotédik a katalitikus zsebhez
[64,65]. Hasonlé médon gatol a C-kinazfliggd fosz-
fatazinhibitor (CPI-17) és a PHI fehérje is. Ezzel
szemben a vazizomban talalhato glikogénkotd (Gyy
alegység, a neurabin I és a PP1 nukleéris inhibitor
(NIPP1) kotédése konformaciovaltozast indukal a
PP1 szerkezetében. A Gy, alegység és a neurabin
PKA-fliggd, valamint a NIPP1 Lyn kinazfiiggs fosz-
forilacidja csokkenti a kolcsonhatast a PP1 kataliti-
kus alegységgel [66-68].



KOKAI ENDRE ES MTSAI

BIOKEMIA, 32: 22-33 (2008)

A PP1 funkciéi

Az aldbbiakban ismertetjiik azokat a legfontosabb
élettani folyamatokat, amelyekben a PP1 szerepe
bizonyitottnak tekinthetd. Az PP1 funkcidira ge-
netikai vizsgalatokbol és az enzim szubsztratjainak
(I. tdbldzat) azonositasa alapjan lehet kovetkeztetni.

Sejtciklus

A PP1 alapvet$ szerepet jatszik az autoszomalis és
az ivarsejtek osztédasdban, a sejtciklus szabalyoza-
sdban. A Saccharomyces cerevisiae és az Emericella
nidulans eukariéta gombék jo modellként szolgal-
tak a PP1 funkcidjanak tanulmanyozdsira, mert
egyetlen PPlc-kodold génjiikk van. A S. cerevisiae
GLC7 és az E. nidulans BimG gén mutacidja a mito-
zis zavarat eredményezte, amely letalitast okozott
[69-71]. Az anafazis hibdjat figyelték meg a PPlc-
kédolo dis2 és sds21 gének egyiittes megszakitasa
esetén Schizosaccharomyces pombe modellben is [72].
A gombékkal kapott eredményeket megerdsitette a
Drosophila PP1c dominéans izoforméjanak funkcio-
nalis vizsgalata. A PP1-87B mutansok az egyedfej-
16dés larvastddiumaban elpusztulnak az idegsejtek
és az imagokorong rendellenes fejlédése miatt [73].
A PP1-87B gén nagy részét érint delécié a kro-
matin kondenzécidjat eredményezi a mitdzis soran.
A génben indukalt pontmutacié pedig az enzim in-
terfazisos kromoszémaszervezddésében jatszott
szerepére utal [74]. A kozelmultban RNS-interfe-
rencian alapulé moédszerrel is igazoltak a PP1-87B
szabalyoz6 szerepét a sejtciklus folyamataban [75].

A PP1 kozvetett szerepét feltételezik a metafazisos
kromoszémak szétvalasdnak irdnyitasaban. A mik-
rotubulus és a kinetochor tjrakapcsolédésanak fel-
tétele ugyanis a DAM fehérje defoszforilalasa, és
ezt a folyamatot az in vitro biokémiai eredmények
alapjan a PP1 katalizalja [76,77]. A sejtciklus G2 fa-
zisaban a hiszton H3 fehérje foszforilaciés allapotat
az Aurora B kindz és a PP1 ellentétes m{ikodése ha-
tarozza meg. A PP1 gén csendesitése Caenorhabditis
elegans fajpan a kromoszémdk korai szétvalasat
okozza; ez két dolog kovetkezménye lehet: a fosz-
fataz kozvetleniil defoszforildlhatja a Rec-8 fehérjét
vagy kozvetve az Aurora B kinazt [78]. Az élesztd
interfazisos sejtmagjaban a PP1c holoenzimet alkot
az Sds22 és a Ypil fehérjével, a komplex a DAM
nukleéris szubsztrathoz irdnyitja a katalitikus al-
egységet [79].

Az 5ds22 az éleszt6ktdl az eml&sokig evolicidsan
konzervalt fehérje, és a molekularis interakciok
alapjan feltételezhetGen nemcsak a PP1c ,nukledris
chaperonja” (2. dbra), hanem szubsztratja is [55].
Az 5ds22 meidzisban betdltott szerepére utal, hogy
eml6shomolégja a spermatocitikban kolcsonhat a
PP1y2-izoforméaval [80]. ElesztGkben a meidzis
pachitén szakaszénak ellen6rzé pontjan a PP1 és a
Redl egyiitt lokalizdlodik a kromoszémékon, s
emellett a Red1 a foszfataz in vitro szubsztratja [81].

A mikrotubulusokbdl felépiil6 magorséfonalak a
kromoszémakkal ellentétes oldalon a centroszoé-
makhoz rogziilnek. Megfigyelték, hogy a PPlc a
Nek2 fehérjével és a centroszomalis Nek2-asszo-
cialt fehérjével (C-Napl) komplexet alkot, és az
interfazisos kromoszémakhoz kapcsolédik. Azt is
igazoltak, hogy ezek a fehérjék in vitro szubsztratjai
a PP1-doménnek [33].

Ismeretes, hogy a PP1 nuklearis célbajutatté alegy-
sége (PNUTS) szabélyozza az Rb foszforilaltsagi
allapotat. A PNUTS fehérjét kédolé gén mutacidja
fokozott Rb-foszfatdz-aktivitdst eredményez [82].
Az apoptozist a defoszforilalt formaban aktiv Bad
fehérje inditja el. Ismeretes az is, hogy a foszforilalt
Bad stabil komplexet alkot a PP1-doménnel Bcl-2,
Bcl-X, vagy Bcl-W jelenlétében [83-85]. Azonban
azt még nem tudjuk pontosan, hogy a foszfatcso-
port in vivo eltavolitasat a Bad fehérjérdl a PPP en-
zimcsalad melyik tagja végzi [85].

Glikogén-anyagcsere

A glikogén-anyagcsere kulcsenzimeirdl, a glikogén
foszforilazrél és a foszforilaz kindz 3 alegységérdl
igazoltdk els6ként, hogy a PP1 szubsztratjai [9,86].
Késébb leirtak, hogy a PP1 egy tovabbi kulcsfon-
tossagu enzimet, a glikogén szintetazt is defoszfo-
rilalja [87], ami megerd&sitette a PP1 kézponti regu-
1416 szerepét a glikogén lebontasaban és szintézisé-
ben. A S. cerevisiae genomjaban egyetlen PP1c gén
van (GLC?), ennek mutécidja a glikogén-anyagcse-
re zavarat eredményezi [88]. Hasonl6 hatdsa van a
GLC8 foszfatazinhibitor-gén mutacidjanak [89].
Magasabb rendii eukariétdkban tobb G alegységet
is azonositottak, és ezek homolégjait (Regl, Reg2,
Gacl, Gipl, Gip2) élesztében is megtalaltak (2. dbra).
A G alegységek feladata, hogy a PP1c-domént a gli-
kogénpartikulak kozelébe horgonyozzak. Megfi-
gyelték, hogy a méjban kifejez6d8 G alegységen
keresztiil az aktiv glikogén foszforildz allosztériku-
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I. tablazat A PP1 potencidlis szubsztritjai a kiilonbozd biologiai folyamatokban

SZUBSZTRAT KISERLETI BIZONYITEK HIVATKOZAS
1. Sejtciklus
1.1 Mitozis
Dam1 Kozvetett genetika [76,77]
hiszton H3 Kozvetlen genetika [110-112]
CENP-A(H3 hisztonhomol6g) Kozvetett in vitro biokémia [113]
Aurora-B kinaz Kozvetett in vitro biokémia [111,114]
Aurora-A kindz Kozvetett in vitro biokémia [111]
1.2. Meiozis
Rec-8 Kozvetett RNSi [78,115]
Sds22 Kozvetett fehérje—fehérje kolcsonhatas [55]
Red1 In vitro biokémia, COIP, kolokalizacio [81]
1.3. G2/M dtmenet
Nek2 Kozvetlen biokémia [33,116-118]
C-Napl Kozvetlen biokémia [33,119]
1.4. M/G1 dtmenet
Bcl-2 Kozvetlen biokémia [84]
Rb Kozvetlen biokémia [31,82,120]
1.5. G1/S dtmenet
p70S6 kinaz COIP, kozvetett in vitro biokémia [121]

1.6. Apoptozis

Bad

COIP, in vivo biokémia

[83-85,122]

2. Glikogén-anyagcsere

Glikogén foszforilaz

Kozvetett in vitro biokémia

[69,86,91,123-126]

Glikogén szintetaz

Kozvetett biokémia

[43,87,125,127-132]

Foszforilaz kinaz [} alegység Kozvetett in vitro biokémia [9,133]
Snfl (AMPK-homolég) COIP, kozvetett genetika [134,135]
Regl COIP, kozvetett genetika [134]
Hxk2 In vivo biokémia, kbzvetlen genetika [136]

3. Transzkripcio, transzldcio
RNS polimeraz II In vitro biokémia [92]
Kihasitasi faktor (SR) Kozvetett in vivo biokémia [137-139]

elF2a

In vitro biokémia

[51,93,140-143]

CREB In vivo biokémia [144,144-146]
HSF IP, fehérjelehtizas (pull-down), kozvetett biokémia [147,148]
SAP155 IP, in vivo biokémia [149]

RNS helikaz (Senl) In vivo biokémia [150]

PKR In vivo biokémia [50]
Riboszomilis S6 fehérje In vitro biokémia [87]
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I. tablazat (folytatds) A PP1 potencidlis szubsztrdtjai a kiilonbozd biologiai folyamatokban

SZUBSZTRAT

KISERLETI BIZONYITEK

HIVATKOZAS

4. Kontrakcio, motilitds

Miozin konnyi lanc

In vivo biokémia, genetika

[60,103,151-153]

Adducin In vivo biokémia, 1P [154]
Ezrin/radixin/moezin In vitro biokémia [155,156]
Fokalis adhéziés kinaz CIOP [157-159]
Slal, Sla2, Pan1 Kozvetett genetika, in vitro biokémia [160]

Merlin COIP, biokémia [117]
Hiszton deacetilaz 7 IP, siRNS [161]
TIMAP IP, in vitro biokémia [119]

CPI17 In vitro biokémia [156,162-164]

5. Receptorok, ioncsatorndk

Ryanodin receptor In vitro biokémia [165-168]
Inozitol-(1,4,5)-trifoszfat-receptor (IP3R) Eleszt3-kéthibrid, in vitro biokémia, IP [169]
IP3R-kot6 fehérje (IRBIT) In vitro biokémia, IP [100]
Foszfolamban In vitro biokémia [98,170]
TGFBR-1 Eleszt6-kéthibrid, COIP, kdzvetett genetika [171,172]
6. Idegi fehérjék

Glutamatreceptor I In vitro biokémia [173,174]
CaZ*/kalmodulinfiiggd protein kinaz II In vivo biokémia [175,176]

IP: Immunprecipitalas COIP: co-immunprecipitalas

san gatolja a glikogén szintetdz aktivalodasat is [90],
megakadélyozva ezzel a korai glikogénszintézist.
A Gy alegység génjének Kkilitése egérmodellben a
glikogén foszforilaz és a glikogén szintetaz hiper-
foszforilacijat eredményezte, amibdl arra kovet-
keztethetiink, hogy a glikogén-anyagcsere kulcsen-
zimeinek in vivo defoszforilacidjaért a PP1c-Gy ho-
loenzim felels [91].

Transzkripcié és transzlicio

Az mRNS-transzkripciéért eukariotakban az RNS
polimerédz II felel6s és C-termindlis doménjének
(CTD) periodikus foszforilaciéja—defoszforilacidja
teszi lehet6vé a promoterrégio felismerését, az ini-
ciaciés és az elongdciés komplexhez torténd kap-
csolédasat. A foszforilaciét a Cdk7 és Cdk9 kinazok
végzik, mig a foszfatcsoport lehasitasaért korabbi
eredmények alapjan az FCP1 foszfatazt tették fele-
18ssé. Washington és munkatarsai [92] azonban ki-
mutattak, hogy az RNS polimeraz II CTD defoszfo-

rilaciéjat elsésorban a PP1 katalizalja, csaktigy, mint
az mRNS érését iranyité SR-csaladba tartozé kiha-
sitasi faktorét. A transzlaciés elF2o. szintén j6 cél-
pontja lehet a PP1-doménnek, mert a GADD34/PP1
komplex in vitro hatékonyan defoszforillja ezt a fe-
hérjét [93].

Kontrakcio és motilitis

A miozin kénnyli ldnc defoszforilacidjat a
MYPT1/PP1 holoenzim végzi [94], ennek kovet-
kezménye a sima izom relaxacidja. A miozin nem
izom eredetti sejtek szerkezeti vazanak alkotoele-
me, igy szerepet jatszhat epidermalis sejtek kontrak-
cidjdnak és alakjanak iranyitasdban [95], valamint
az embriondlis morfogenezisben [96]. A PP1B-spe-
cifikus PP1-9C-mutans allélt hordozoé Kkifejlett
Drosophila szarnya torzult, a jelenség hatterében a
nem izom eredet(i miozin megemelkedett foszfori-
laciés szintje all [60,97]. A szivizomban a Gy, alegy-
ség C-terminalis hidroplazmas retikulumhoz kap-
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csolédik, ahol a hozzakotdds PP1 defoszforilélni,
és ezaltal inaktivalni képes a kalciumpumpat sza-
balyozé foszfolambéanfehérjét [98]. A PPlc-Gy
komplexnek tehat a szivizommiikddés szabalyoza-
saban is szerepe van, ezt aldtdmasztja az a fiziol6gi-
as megfigyelés is, hogy a PPlc tultermelése vagy
inhibitoranak eltdvolitidsa egyarant szivelégtelen-
séghez vezet [99]. Ezen kiviil a sejtvaz szerkezeti
elemei koziil szdmos fehérjérél kimutattak, hogy
szubsztratja lehet a PP1-nek (I. tdbldzat).

Receptorok szabilyozisa

A PP1 szerepet jatszik az eukaridta sejtek intracel-
lularis kalciumszintjének szabéalyozasaban. Kézve-
tett bizonyitékok arra utalnak, hogy defoszforilalja
az inozitol-(1,4,5)-trifoszfat receptorat (IP3R) és az
IP3R-kotSfehérjét (IRBIT), ennek eredményeként
az IRBIT csokkent affinitassal kotédik az IP3R re-
ceptorhoz [100], ami ezutan hozzaférhet6vé valik
az IP3 szamadra, s ez mobilizalja a Ca?*-ot az intra-
cellularis raktarakbol.

Idegmiikodés

A PP1c kozponti idegrendszerben betdltott szere-
pére a Drosophila PP1-87B Suvar(3)6°! mutansok ta-
nulasi képességeiben jelentkezd zavarok hivtdk fel
elGszor a figyelmet [101]. Késébb egérhipocampus-
és -nagyagykéregsejtekben tanulméanyoztik a PP1c
tanulasi folyamatokban betoltott szerepét. Kozve-
tett modon gatoltak a PP1 aktivitasat, és a CAMKII
hiperfoszforilaciéjat tapasztaltak, ami a glutamat-
receptorok foszforilaciéjan keresztiil a tanulasi fo-
lyamatokat befolyadsolta [102]. A transzgenikus
egerek sikeresebben teljesitettek a tanuldsi folya-
matokban, és hosszt tavid memoriajuk is jobb volt.
Lontay és munkatarsai [103] a kézponti idegrend-
szer kiilénboz6 teriiletein az idegsejtek magjdban
és citoplazmadjaban mutattak ki a MYPT1 fehérjét.
Primer idegsejtkultirdkon végzett immunlokaliza-
cios vizsgalataikban pedig a PP1c-MYPT1 koloka-
lizacidjat figyelték meg a szinaptofizinfehérjével,
amely az idegsejtek kozotti kommunikaciot meg-
val0sit6 szinaptoszéma komponense.

Reprodukcio

A PP1y2-izoforma herepecifikus expresszidjat fi-
gyelték meg egérben és patkdnyban [104,105].
A PP1y gén mutacidja egérben a korai spermato-
genezis zavarat okozta, és a him egyedek sterili-
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tasdhoz vezetett, annak ellenére, hogy a PPla-izo-
forma valtozatlanul jelen volt a herében [106]. Ezen
eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy a PP1y2
olyan kiilonleges funkciot lat el a spermatogenezis-
ben, amelyet mas PP1-izoforma nem tud helyette-
siteni. Immunlokalizacios kisérletek azt mutattak,
hogy a PP1y2 specifikusan a spermatocitak érésé-
nek késébbi szakaszaban fejez8dik ki, mig a korai
szakaszban és az intersticialis szovetekben mas izo-
formék is jelen vannak [107]. Han és munkatarsai
[108] kimutattak, hogy a PP1y2-izoforma az ivarsej-
tek farki régidjaban foszforilaciofiiggd modon be-
folyésolja a sejtek mozgékonysagat. A PP1y2 sejten
beliili lokalizacija megvaltozik a spermiumok éré-
se sordn, érett spermiumokban megjelenik a fej
poszterior részén is, ahol szerepet jatszhat a pete-
sejt megtermékenyitésének folyamataban [109].
Annak ellenére, hogy kimutattdk a PP172 és az I-2,
I-3, Sds22, 14-3-3, valamint Hsp90 fehérjék asszoci-
aciojat [108], az enzim valédi spermatocitaspecifi-
kus szubsztratjat még nem ismerjiik.

Kovetkeztetések

A PP1 katalitikus alegységének konzervalodott el-
sGdleges szerkezete alapjan azt feltételezhetnénk,
hogy az enzim specializalédott egy 6si funkcié ella-
tasara, és a szubsztratmolekulak sztik csoportjanak
defoszforilacidjat végzi. Ezzel szemben a kataliti-
kus alegység szamos, egymadstdl teljesen kiilonbo-
z6 bioldgiai folyamatban tolt be kiemelkedSen fon-
tos szerepet. Ennek az ellentmondasnak az egyik
magyaréazata az, hogy a kiilonb6z6 PP1c-izoformak
—hasonl6 szerkezetiik ellenére — kiilonb6z6 szdvet-
specifikus kifejez6dést mutatnak. A legnagyobb
funkcionalis véltozatossdgot azonban az eredmé-
nyezi, hogy a PPlc szamos reguldtor/modulétor
alegységhez kapcsolédhat, amelyek kiilonbozs
szubsztratokhoz irdnyitjdk az enzimet. A PP1 &si
feladata a sejtciklus szabélyozasa lehetett, mert a
mitotikus és meiotikus oszt6das soran olyan fehér-
jékkel alkot holoenzimet, amelyek &si képvisel&i az
evoltci6 korai szakaszdban kialakult eukariéta é16-
lényekben is jelen voltak. Emellett azonban részt
vesz az anyagcsere, a transzkripci6, a transzlacio,
a morfogenezis és az aktin-miozin-rendszer szerve-
zG8désének szabalyozasaban is. A receptorok, ion-
csatorndk és ionpumpak Ser-/Thr-specifikus de-
foszforilacidjan keresztiil pedig olyan jelatviteli fo-
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lyamatok reguldlasat végzi, amelyek befolyasoljak
az idegsejtek szinaptikus plaszticitasat, vagy a
spermasejtek érését. Sok ismerettel rendelkeziink
tehat arra vonatkozéan, hogy a PP1 milyen fehér-
jékkel 1ép kolcsonhatédsba, és mely bioldgiai folya-
matokban vesz részt, de azt kevés esetben tudjuk
megmondani, hogy melyik fehérje defoszforilacio-
jat végzi. A jelenleg ismert PP1-szubsztratokat don-
téen in vitro biokémiai médszerekkel mutattak ki
(I. tablazat). A genetikai modszerekkel és géncsen-

2 2

desitéssel elGallitott PP1-izoformaspecifikus mu-
tansok proteomjanak Osszehasonlité vizsgalata Uj
lehet8ségeket jelent az in vivo szubsztratok azono-
sitasara. A rendelkezésiinkre 4116 mutansok és gén-
csendesitési technikdk kombinaldsa a modern pro-
teomikai modszerekkel a kozeljovében jelentSs els-
relépést hozhat ezen a tertileten.
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Tancos LészI6 grafikusm(ivész és természetbogardsz 1981-ben orvosként végzett a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetemen, majd anato-
musként dolgozott. Grafikusként dbrézol6 és alkalmazott grafikdval, emellett festészettel foglalkozik, de munkdja kiterjed konyvtervezésre és
kdnyvkiadasra is (a Semmelweis Kiad6 és Multimédia Stidi6 igazgatoja), nagyszamu orvosi és gy6gyszergydri plakétot, kiadvanyt tervezett.
1984 6ta tagja a Miivészeti Alapnak, a Belvarosi M{ivészek Tarsasaga csoportos kiallitasainak

Tiincos Ldszl6, Naptdr 2008 (2007),
vegyes technika

allando résztvevdie.

Rajzain, festményein gyakorta jelenik meg az emberi test (transzplantcios grafika), annak
sejt- és molekuldris szint(i dsszetevGi, a biologiai szervezet ,térképe”, de a térkép mint topo-
gréfiai leképezés hagyomanyos grafikdin is foglalkoztatja. Kivalasztott motivumokra (hal, bo-
gér, dinnye, bélyeg) gondolati fiizérként késziti tematikus képek sorozatait, melyek — gyakran
konnyed, ironikus-humoros hangvétell — konyveinek anyagdul is szolgdlnak. A részekre
bontd, azokbdl djra- és atépitd — mondhatni ,konstruktivista” — megkdzelités lathatoan afféle
intellektudlis kalandként a képi vildgon tdlmutatoan is foglalkoztatja, al-tudomanyos, él-his-
torizalo, onreflektiv dl-1élektani elemz( esszéi, karcolatai, szellemi fintorai formajaban, melyek
azonban gyakran groteszk voltuk mellett is elsdsorban emberiek. Uzenete: ,az észlelés, a dolgok
ldtvénya, a szinek hatasa, az izek él-
vezete, a hangulatok felismerése és
megtapaszialasa, a fajdalom és a
harménia megkildnbizietése, a
csodak és azok csodélata, az alko-
{ds kinja és drome, mind-mind,
eqyiitt s kildn-kiiln. . . a karcstira
hasitott életszilankok, vagy a szé-
les folyamként hdmpdlygd élet,
ezek nagyszerd dolgok, és amig
6rzékeljiik a fényt, addig élink!"
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