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Bevezetés

Az endoplazmas retikulum (ER) az eukariota sejt legnagyobb membrannal
hatarolt organelluma, melynek mérete ¢és morfoldgiai sajatossdga a
kiilonboz6 sejttipusokra jellemzd folyamatoktol fiiggden igen széles hatarok
kozott valtozhat. A durva felszini ER kozponti szerepet tolt be a
szekréciora ¢és a plazmamembranba, valamint a sejt kiilonb6zo
organellumainak membranrendszerébe keriild fehérjék szintézisében, ko- és
poszttranszlacios modositasaiban, illetve e fehérjék mindségellendrzésében
¢s az ER-asszocidlt degradécidban. A szamos specialis ko- ¢és
poszttranszlaciés modositasok koziil az egyik legjelentdsebb folyamat az N-
glikozilacio, mely soran a fehérje kitiintetett aszparagil egységeinek amid
csoportjdhoz egy 14-tagi oligoszacharid lanc (GlczMangGIcNAC,)
kapcsolodik. Az N-glikoproteinek érése soran az egységes oligoszacharid
oldallancokrol a glukozidaz és mannoziddaz enzimek meghatarozott
sorrendben hidrolizaljak a glukdz és mannoz alegységeket. Els6 1épésként a
sz€1s6 glukdz alegységet a glukozidaz I (ER membranjahoz kotott) enzim
tavolitja el az al,2 kotés hidrolizalasa révén, majd a két maradék glukédz
alegységet a glukozidaz II enzim hasitja le a koztes ol,3 kotések
hidrolizalasaval. Az elsé két disztalis glukdz lehasitasa gyorsan végbemegy,
mig a proximalis gluk6z hasitasa joval lassabban, szabalyozott 1épésként
kovetkezik be. Az Gjonnan szintetizalt N-glikoproteinek mindségellenérzé
folyamataban a glukozidaz II enzimnek kiemelten fontos szerepe van ennek
a kitiintetett jelentéséggel bird, proximalis glukéz egységnek a hasitasa
révén. A mindségellendrzés hivatott biztositani az Ujonnan szintetizalt
fehérjék megfeleld érését, valamint megakadalyozza, hogy a hibas — vagy
meég éretlen — fehérjék sejten beliili rendeltetési helyiikre szallitodjanak

vagy szecernalodjanak.



A glikoproteinek minéség-ellenérz rendszere, a kalnexin-kalretikulin
ciklus egy kiilondsen jol ismert primer mindség-ellenérzé folyamat. Ez a
rendszer felelés a glikoproteinek megfelelé tekeredéséért, a rosszul a
hajtogatott fehérjék ER-ben tartdsdért (amig a fehérjék megfeleld
konformaciojukat el nem érik), szerepet jatszik tovabba a rosszul hajtogatott
fehérjék lebontasaban is. A  kalnexin/kalretikulin ciklus be- és
kikapcsolasaért két egymastol fiiggetlen enzim felelés. A glukozidaz II a
monoglukozilalt glikanok kitiintetett glukoz alegységének hidrolizise révén
érett, nativ fehérje tovabbhaladhat a szekrécids itvonalon, a még éretlen
polipeptid azonban vagy Ttjraglukozilalodik UDP-glukédz: glikoprotein-
glukoziltranszferaz révén, és az ER chaperonjai ismételt kisérletet tesznek
kijavitasara, vagy egy mannoz alegysége is lehasad az al,2 mannozidaz I
révén, majd az ERAD f1tjan a proteaszomakban lebontasra keriilnek.

A glukozidaz 1II enzimnek kozponti szerepe van mind a
fehérjeérésben, mind a glikoproteinek mingségellendrzésében.

Amennyiben az ER fehérjeérleld kapacitdsa nem tud 1épést tartani a
polipeptid lancok szintézisével, akkor a nem megfeleléen hajtogatott
(,,unfolded” vagy ,,misfolded”) fehérjék felhalmozdédnak a lumenben, ami
beindithatja az UPR (,,unfolded protein response”) folyamatat. Ez az
Osszetett sejtvalasz 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 1év0 sejtekben mindhdrom receptort inaktiv allapotban tartja a
GRP78 ER chaperon. 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 aktivalédnak és beinditjdk az UPR-t. Az UPR alapvetd célja az ER
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terhelése és teljesitoképessége kozti megbomlott egyenstly helyreallitasa
(fehérjeszintézis feltartoztatasa, chaperonok ¢és foldazok szintézisének
fokozasa, ER méretének ndvelése, ERAD stimuldlasa). Az aktivalodott
PERK foszforildlja az eukariota iniciacios faktor 2o alegységét (elF2a),
azonban az UPR nem tudja kijavitani a hibakat, és az ER-stressz perzisztal,
akkor tobbféle jelpalya utjan is apoptozishoz vezeté folyamatok indulnak
meg. Az apoptozis iranyaba valo elkdtelezddést a CHOP és JNK faktorok
megjelenése jelzi. Végsd soron a kiilonb6z6 transzkripcids faktorok,
kindzok és a Bcl-2 csalad tagjai a kaszpaz kaszkad aktivalasan keresztiil
sejthalalhoz vezetnek. A kaszpdzok koziil az ER eredetii apoptozis
kivaltasaban legnagyobb jelentdséget a kaszpaz-12-nek tulajdonitanak. A
kaszpaz-12 egerekben fordul eld, emberben a kaszpaz-4-nek tulajdonitanak
ehhez hasonlo jelentdséget.

Az ER stressz és ER stressz eredetii apoptozis az elmult idészakban a
tumorellenes terapia érdeklédési korébe kertilt.

Ismert tumorellenes vegyiiletek a teakatekinek. A katekinek, akarcsak
a vordsborban talalhaté resveratrol, a polifenolok csoportjaba tartozo
vegyiiletek. A fekete tea polifenoltartalma mindéssze 3-10%, mig a z6ld tea
szarazanyagtartalmanak 30-42%-at a katekinek teszik ki. Ez a kiilonbség a
tealevelek eltéré feldolgozasi modjabol adodik. A fekete teaban a polifenol
oxidaz révén a katekinek tearubiginné, teaflavinna alakulnak, ezzel szemben
a zOld tea esetében a tealeveleket g6zolik vagy porkolik, melynek a
legfontosabb biokémiai kovetkezménye, hogy a polifenol-oxidaz enzim
elveszti aktivitasat, igy a katekinek nem oxidalodnak, hanem eredeti
allapotukban megmaradnak. Tobbféle katekin talalhatdé a tedban: az
epikatekin  (EC), epikatekin-gallat (ECG), epigallokatekin (EGC),
epigallokatekin-gallat (EGCG), Kkatekin és gallokatekin (GC). A
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legjelent6sebb katekin az EGCG, ami a katekin tartalom 50-65%-t adja,
emellett az EGCG jotékony hatdsainak van a legszélesebb korl
szakirodalma is.

A z061d tea tulajdonsagai koziil tumorellenes hatasai a legismertebbek
és leginkabb tanulmanyozottak. Mind az allatkisérletek, mind a human
vizsgalatok egyértelmiien bizonyitottdk a teakatekinek kemopreventiv
tulajdonsagait. A tudomanyos irodalmat attekintve t6bb mint 1600
publikacié foglalkozik a zold tea tumorellenes, elsésorban kemopreventiv
hatasaival. Kimutattak, hogy a teakatekinek gatoljak a proliferaciot, gatoljak

az angiogenezist, s6t tumoros sejtvonalakon apoptdzishoz is vezetnek.

Célkitiizések
Mivel az ER egyrészt szamos sejtproliferaciot és apoptédzist szabalyzo
fehérje szintézisének helye a sejtben, masrészt az apoptozis jelatviteli
utvonalainak egyik jol ismert — és egyre nagyobb jelentéségii — modulatora,
felallitottuk azt a hipotézist, mely szerint a teaflavanolok ezen organellum
révén is kifejthetik tumorellenes és pro-apoptotikus hatasaikat. Munkank
céljaul tiztik ki annak feltarasat, hogy a teakatekinek — elsésorban az
EGCG - hogyan befolyasoljak az ER-ben =zajlé fehérjeérést és
mindségellenérzést, valamint ezen keresztiil kivaltanak-e ER-eredetli
programozott sejthalalt. Mindez lehetdséget nydjt Gjabb mechanizmusok
feltarasara a teaflavanolok széles korben tanulmanyozott tumorellenes
hatasainak hatterében, valamint 1j daganatellenes tamadaspontok
azonositasara is.

Hipotézisink egyik kulcskérdése, hogy EGCG hatasara a
glikoproteinek érése zavart szenved-e az ER lumenében. Ennek

megvalaszolasdhoz — az ilyen jellegli vizsgéalatokra kordbban mar
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alkalmasnak bizonyult — tirozindz enzimet hasznaltuk fel modellként, majd
kisérleteinket kiterjesztettiik egy olyan glikoproteinre is (VEGF), amely a
daganatképzddéssel, daganatnovekedéssel és vaszkularizacioval kdzvetleniil
is kapcsolatba hozhato.

Munkank soran tehat a kovetkezo kérdéseket vizsgaltuk:

e Hogyan hatnak a kiilonb6z6 teaflavanolok az ER glukozidaz 11
enzimének aktivitdsara maj mikroszomaban, illetve hepatoma
sejtekben?

e 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?

e A melanéma sejtekben talalhaté (endogén) tirozindz enzim
mennyiségét csokkenti-e az EGCG-vel végzett kezelés?

e A tirozinadz csdkkent mennyisége valoban poszttranszlacios szinten
(az érés fazisaban) érvényesiil-e, és kivédhet6-e a proteaszoma
gatlasaval?

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

els6dlegesen fontos fehérje (VEGF) mennyiségében is?

Moédszerek

A kérdések megvalaszolasahoz patkany majbol izolalt mikroszomat,
Hepalclc7 egér hepatoma és Sk-Mel28 human melanoma sejteket egyarant
felhasznaltunk. A maj mikroszéma zémében ER membranbol allo és eredeti
enzimek aktivitdsanak vizsgalatara. A glukozidaz II enzim aktivitasat

kiilonobozd katekinek és a pozitiv kontrollként hasznalt NBDJ mellett
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patkdny méj mikroszoman vizsgaltuk két specifikus mesterséges
szubsztratja, a metil-umbelliferil-glukozid ¢és a nitrofenil-glukozid
jelenlétében. A keletkez6 metil-umbelliferont fluoriméterrel, a nitrofenolt
HPLC-vel detektaltuk.

A hepatoma sejtek — maj eredetiiknél fogva — rendszerint jelentds
mennyiségl, és fehérjét intenziven szintetizald ER haldzattal rendelkeznek,
ezért indokoltnak talaltuk az ER-stressz €s az UPR jelenségeit, valamint az
ER-eredetli  apoptozist ilyen sejteken vizsgalni. Az ER-stressz
tanulmanyozasa soran az egyes stresszmarker fehérjék (CHOP/GADDI153,
kaszpaz-12, foszforilalt és foszforilalatlan elF2a és kiilonbozé chaperonok)
szintjét Western-blot analizis segitségével vizsgaltuk. Az apoptdzist a
mintdk annexines ¢€s propidium-jodidos festését kovetden fluoreszcens
mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Miutan a kiilonb6zd szinli sejteket a
mikroszkop alatt megszamoltuk, meghataroztuk az apoptodzis indexet, ami
100 sejtre jutd apoptotikus sejtek/testek szamat jelenti.

A glikoprotein érés tanulmanyozasara egy széles korben hasznalt
modellt, a tirozindz enzimet valasztottuk. A tirozinaz enzim 6 N-
glikozilacioés oldallanccal rendelkezé fehérje, mely a melanocitakban
szintetizalodik, és a melanin szintézis sebességmeghatarozd 1épését
katalizalja. A melanéma sejtvonalon a tirozindz enzim mennyiségét aktiv
tirozindz enzim mennyiségén alapuld in situ detektalasi modszerrel
vizsgaltuk és Western blot analizissel. A sejtek endogén VEGF termelése
lehet6vé tette a modellfehérjén tul egy olyan glikoprotein vizsgalatat is,
melynek kozvetlen szerepe van a tumorok vaszkularizacidjaban. A VEGF
¢s HIF1a fehérjeszinteket, illetve a kontrollként hasznalt B-aktin szintjét a

sejtlizatumokban Western blot analizissel vizsgaltuk



A tirozindz, VEGF ¢és HIFla mRNS mennyiségének a
nyomonkovetésére a glukozidaz inhibitorok jelenlétében RNS izolalast
kovet6en kvantitativ real-time PCR-t végeztiink.

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

szignifikansnak.

Eredmények
Elséként megvizsgaltuk a teaflavanolok glukozidiz II enzimre gyakorolt
kozvetlen hatasat patkany maj mikroszomaban. Pozitiv kontrollként NBDJ-t
(N-butil-deoxinojirimicin) alkalmaztunk, ami a glukozidaz I-1l enzim ismert
specifikus gatloszere. Miutdn megallapitottuk, hogy a mesterséges
szubsztratok transzportja sebességmeghatarozo, a vezikulumok membranjat
porusképz6 alameticinnel permeabilizaltuk, ami lehet6vé teszi a
szubsztratok €s a gatloszerek szabad bejutasat a mikroszéma lumenébe.
Osszehasonlitva a glukoziddz 11 kiilonboz6 teakatekinek altali
gatlasanak koncentraciofiiggését, megallapitottuk, hogy jelentds kiilonbség
van ¢ vegyiiletek hatékonysagaban. 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
befolyasolta a gatld hatast: a GCG ICs és K értékei szinte megegyeztek az
NBDJ esetében kapott értékekkel, mig az EGCG hatékonysaga ennél kisebb
volt. Bar a vizsgalt flavanolok k6z6tt az EGCG nem bizonyult a glukozidaz

II leghatékonyabb gatloszerének, a tovabbiakban mégis ezzel végeztik a
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vizsgalatokat, mert ez van jelen a legnagyobb mennyiségben a zold tea
levelében és annak fOzetében, valamint e katekint tanulmanyoztak
legkiterjedtebben, €s igy errdl all rendelkezésre a legtobb adat.

A glukozidaz II EGCG altali gatlasat — a hatés kinetikai jellemzése
céljabol — tovabb vizsgaltuk patkany maj mikroszomaban, a glukozidaz II
aktivitas mindkét mesterséges szubsztrat alkalmazasakor — bar eltérd
kinetikai paraméterekkel jellemezhetd — Michaelis-Menten kinetikat
mutatott. EGCG-kezelés hatdsara, mindkét szubsztrat alkalmazasakor, a
Vmax megkozelitden negyedére csokkent, mig a Ky érték nem valtozott a,
vagyis a gatlas kinetikailag nem-kompetitiv tipustinak bizonyult.

A mikroszoman végzett kisérletek utan kimutattuk, hogy az EGCG a
Hepalclc7 egér hepatoma sejtekben is gatolja a glukozidaz I aktivitasat.
Ez a hatds mind alameticinnel permeabilizalt, mind intakt sejteken
megfigyelhetd és hasonldo mértékli volt. Az intakt sejtekben észlelt hatas
legalabb 12 6ran at valtozatlan maradt, vagyis tartos kezelések esetén tartds
enzimgatlassal lehet szamolni. A permeabilizalt sejtek progressziv
pusztulasa megakadalyozta, hogy azokban harom 6ranal tovabb vizsgaljuk a
gatlast, de erre nem is volt sziikség. A plazma membran és ER membran
permeabilizalasanak az volt a szerepe, hogy lassuk, a hepatoma sejtekben is
kozvetleniil az enzimen hat az EGCG és nem a mesterséges szubsztrat
(MUG) bejutasat akadalyozza, aminek nem volna relevanciaja.

Mivel a glukoziddz II enzim mikodése kulcsfontossdgi az ER
glikoprotein-érési és -mindségellendrzési folyamataiban, feltételezhetd volt,
hogy az azt gatldo EGCG ER-stresszt és UPR-t valt ki, amely akar a sejtek
apoptozisahoz is vezethet. Varakozasainknak megfeleléen, az EGCG-vel
kezelt sejtekben az UPR szamos részjelensége (elF2-foszforilacio, CHOP-
indukcid, prokaszpaz-12 hasitasa) megfigyelhetd volt, és ezek egy része

kapcsolatba hozhato az apoptdzis progressziv fokozédasaval is. Erdekes,
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hogy az ER chaperonjainak indukcioja — amelyet az UPR tipikus
markereként szokds vizsgadlni — elmaradt. A hepatoma sejteken végzett
kisérleteink tehat azt tamasztjdk ald, hogy ebben az intenziv
fehérjeszekréciot folytatd sejtben az EGCG-kezelés ER-stresszt és részleges
UPR-t valt ki, amely hozzajarulhat a sejtek pusztulasahoz is.
Megfigyeléseink tovabb erdsitették hipotézisiinket, mely szerint az
EGCQG a glukozidaz II gatlasan keresztiil megzavarja a glikoproteinek érését
¢és mindségellendrzését az ER lumenében. A tovabbiakban célul tiiztiik ki e
feltételezett mechanizmus vizsgalatat. Kisérleteinkhez melandma sejteket és
az altaluk szintetizalt (endogén) tirozindz enzimet valasztottuk. A tirozinaz
ugyanis konnyen kimutathaté poliglikozilalt glikoprotein enzimfehérje,
amelyet ezért széles korben alkalmaznak a glikoproteinek érésének
tanulmanyozasara. A tirozindz, a melanocitdkban termelédé enzim a
melanin pigment szintézisének sebességmeghatarozo 1épését katalizalja. Az
EGCG-kezelésnek az érett tirozinaz fehérje mennyiségére gyakorolt hatasat
Sk-Mel 28 melandma sejteken vizsgaltuk. Az intakt sejteken folytatott
aktivitasmérések csak hozzavetbleges mennyiségi meghatarozasra
alkalmasak, azonban jol mutattak, hogy az EGCG-vel vagy DNJ-vel kezelt
sejtekben jelentdsen csokkent a pigmenttermelés. Fontos megjegyezni, hogy
az EGCG kozvetleniil nem befolyasolta a tirozindz enzim mikodését, tehat
a jelenség az aktiv tirozindz enzim mennyiségének valtozasan alapult. A
Western blottal és nativ elektroforézissel végzett méréseink szerint a
tirozinaz fehérje mennyiségét az EGCG valdban szignifikansan
csokkentette, és az effektus id6- és koncentraciofiiggdnek bizonyult. Ezzel
Osszhangban voltak morfologiai vizsgalataink eredményei. Az EGCG-vel
kezelt sejtekben ugyanis a melanoszomak szama is csokkent és strukturaja
is  megvaltozott, aminek hatterében az  organellumot alkoto

fehérjekomponensek csokkent termelddése allhat.
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A fehérjemennyiség csokkenése mogott persze a transzkripcid vagy
az mRNS érésének ¢és féléletidejének valtozasa is feltételezhetd; ezért
kvantitativ ,,real-time” PCR analizissel hasonlitottuk 0ssze a tirozinaz
MRNS-¢ének mennyiségét a kezelt és kezeletlen sejtekben. Eredményeink
azt mutattak, hogy a glukozidazinhibitorok nem valtoztattak szignifikans
mértékben a tirozindiz mRNS mennyiségét, tehat a tirozinaz glikoprotein
szintjének  csokkenése transzlaciés vagy poszttranszlaciés  hatas
kovetkezménye volt.

Kiindul6 hipotézisiink szerint az EGCG posszttranszlacios szinten
hat, hiszen a fehérjeérést és -mindségellendrzést zavarja meg az ER
lumenében. Amennyiben igaz a feltételezésiink, az éretlen — de legalabbis
éretlennek itélt — tirozindz glikoprotein molekulak sikertelen korrekcids
kisérletek utan az ERAD-on keresztiil eliminalodnak. Ebben az esetben az
ERAD, illetve a proteaszomalis fehérjelebontas gatlasaval az EGCG hatasa
jelentdsen csokkenthetd vagy akar ki is védhetd.

Az altalunk vizsgalt melanoma sejtekben proteaszomainhibitor
laktacisztin hatdsara nem észleltiink érdemi valtozast a tirozinaz fehérje
aktivitasaban és mennyiségében, ami arra utal, hogy normal koriilmények
kozott a proteaszomalis lebontasnak nincs érdemi szerepe a tirozindz fehérje
kifejez6désének szabalyozasaban. Laktacisztin jelenlétében azonban az
EGCG és a DNJ sem csokkentette a sejtek tirozinaz aktivitasat, valamint a
tirozinaz fehérje mennyiségét, ami azt jelenti, hogy e két glukozidazgatloval
kezelt sejtekben a tirozinaz fehérje mennyisége valoban a fokozott
proteaszomalis lebontas kovetkeztében csdkkent, és ezért a hatast az ERAD
akadalyozasa kivédi. Megjegyzendd, hogy eredményeink szerint az
éretlenségi jelként megmaradt glukoz egységet tartalmazod és az ERAD
rendszerében leboml6 tirozindz fehérje mar rendelkezik enzimaktivitassal.

Ez magyardzhatja azt a jelenséget, hogy az ERAD kikiiszobolése nem
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csupan a tirozindz fehérje mennyiségét, hanem a tirozindz aktivitast is
noveli.

Mindazonaltal, kisérleteinkben a tirozindz elsésorban a glikoprotein-
érés és -mindségellendrzés modelljeként szerepelt, és a tirozindz fehérje
érésének gatlasat foként mint a glikoprotein-érés altalanos zavaranak jelét
tartjuk fontos megfigyelésnek.

Az EGCG ¢és a DNJ a tirozindzhoz hasonléan a masik vizsgalt
glikoprotein, a VEGF termelddését is poszttranszlaciés mechanizmussal
gatolta a kezelt melanoma sejtekben. A VEGF fehérje mennyisége jelentos
mértékben csokkent az EGCG-vel vagy DNJ-vel kezelt sejtekben, annak
ellenére, hogy a HIFlo mennyisége és az mRNS-szintek valtozatlanok
maradtak. Raadasul ezt a hatast is ki lehetett védeni a proteaszoma
laktacisztin altali gatlasaval. Eredményeink tehat bizonyitjak, hogy az

rrrrr

amelynek hatterében a glukozidaz II enzim gatlasa allhat.

Kovetkeztetések

Munkank soran a teaflavanolok, elsdsorban az EGCG glukozidaz 11
enzimre, és — ezen keresztiil — az ER-ben zajlé fehérjeérésre kifejtett hatasat
tanulmanyoztuk. Kivancsiak voltunk, hogy e hatdanyag eléidézi-e az ER-
ben érlelt glikoproteinek  felhalmozodasat és  kovetkezményes
proteaszomalis lebomlasat. Arra a kérdésre is kerestilk a valaszt, hogy az
EGCG hatasara megfigyelt tumorsejt-apoptozis dsszefiiggésbe hozhato-e az
ER-ben kialakult stressz allapottal, és az ennek hatasara aktivalodo UPR-
rel.

Eredményeinkbdl az alabbi kdvetkeztetésekre jutottunk:
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1. A vizsgalt teaflavanolok egy része — koztiik az EGCG — hatékonyan
gatolja az ER glukoziddaz II enzimét m4aj mikroszomaban. E
katekinek koncentracio-hatas gorbéi alapjdn meghatarozott gatlasi
paraméterei Osszevethet6k voltak a széles korben alkalmazott
glukozidazgatlo DNIJ-¢hez. Az EGCG-altal kifejtett enzimgatlas
kinetikai  jellemzése m4aj mikroszomaban nem kompetitiv
mechanizmusra utalt.

2. A glukozidaz Il enzim gatlasa EGCG-vel kezelt, intakt hepatoma
sejteken is kimutathaté volt, és egyiitt jart az ER-stressz
kialakulasaval. Az EGCG hatasara kialakult részleges UPR nem jart
ugyan az ER chaperonjainak indukcidjaval, de az elF2a
foszforilacioja mellett ER eredetii proapoptotikus elemeket (CHOP
indukcidja, prokaszpaz-12 hasitasa) is magaban foglalt. Ezek
Osszefiiggésbe hozhatok az EGCG-vel kezelt sejtek fokozott
apoptozisaval.

3. Sk-Mel 28 melanoma sejteken az EGCG és a DNJ koncentracio- és
idofiiggd modon csokkenti két glikoprotein, a tirozindz és a VEGF
mennyiségét. A kezelt sejtekben nem valtozott a tirozinaz és VEGF
MRNS-¢ének mennyisége, valamint a HIFla szintje. A két szer
hatasat a proteaszomagatld laktacisztin alkalmazasaval ki tudtuk
védeni. Mindez arra utal, hogy a tirozinaz és a VEGF
mennyiségének csokkenése hatterében e glikoproteinek érésének és
-mindségellendrzésének zavara all, és Gsszefligghet a glukozidaz 11

enzim gatlasaval.

Az altalunk leirt jelenség a glukozidazgatlok tumorellenes
(proapoptotikus és antiproliferativ) hatasanak uj mechanizmusait tarjak fel.

A glikoproteinek érésének és -mindségellendrzésének altalanos zavara ER-
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stresszt €s kovetkezményes UPR-aktivalodast eredményezhet, ami szamos
mechanizmus révén fokozhatja a sejtek apoptoziskészségét. Emellett
bizonyos glikoproteinek kozvetlen szerepet jatszanak a sejtproliferacd
szabalyozasaban, ¢és — patologias korilmények kozott — a
daganatnovekedésben és  attétképzOdésben. E  fehérjék  érésének
megzavarasa ¢és ERAD felé terelése szintén hozzajarulhat a
glukozidazgatlok daganatellenes aktivitasahoz. Eredményeink tehat a
teaflavanolok ismert tumorellenes hatasanak jobb megértése mellett Uj

terapias célpontokat is kinal az ER-ben.
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