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BEVEZETES

A fehérjék foszforilacioja és defoszforilacidja a sejtélettani folyamatok szabalyozasanak
fontos mechanizmusa, melynek révén a modositott fehérje részvételével zajlo jelatviteli palya,
illetve az ezen titvonalon keresztiil szabalyozott sejtfolyamat modosul. A fehérjék foszforilaciojaért
a protein kinazok, mig a defoszforilacioért a protein foszfatazok feleldsek, melyek szerin/treonin-
vagy tirozin-specifikus, illetve kettds specificitasi enzimek egyarant lehetnek. A foszfatazok szama
mintegy egyharmada a kinazokénak, ennek ellenére szerepiik a fehérjék foszforilacids szintjének
szabalyozasaban a kinazokéval egyenértékii. A foszfatazok alacsony szamat a kisszamu katalitikus
alegységhez kapcsoldodd valtozatos szabalyozd alegységek kompenzaljak, melyek a holoenzim

szubsztratspecificitasat és katalitikus aktivitasat egyarant befolyasolhatjak.

A szerin/treonin-specifikus foszfatazok koziil a protein foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A)
kiemelt jelentéséggel birnak, mivel a szerin/treonin oldallancon foszforilalt foszfofehérjék mintegy
90%-anak defoszforilaciojaért felelések (Fernandez és mtsai., 2002). Szerkezetiiket tekintve 36-38
kDa méretli katalitikus, és egy vagy tobb regulator alegységbdl éplilnek fel. A holoenzimek
szabalyozasa tobbféleképpen is megvalosulhat. A regulator alegység adott sejtkompartmentbe, a
megfeleld szubsztrathoz iranyitja a katalitikus alegységet, és foszforilacidja is befolyasolhatja a
holoenzim aktivitasat. Emellett a PP1 és PP2A enzimek szabalyozasaban bizonyos endogén
inhibitor fehéjék, valamint egyes mikroorganizmusok altal termelt membranpermeabilis inhibitor
toxinok (mint példaul a kalikulin-A (CLA)) is részt vesznek, amelyek fontosak ezen enzimek
sejtfunkcidkban betoltott szerepének viszgalatdban. A PP1 és PP2A aktivitdsanak modositasara
alkalmasak egyes novényi eredetii polifenol komponensek, az Gn. tanninok is (Kiss és mtsai., 2013;
Konya és mtsai., 2019), melyek egyik legismertebb képviseldje a zold tea daganatellenes hatasaért
elsddlegesen felelds epigallokatechin-3-gallat (EGCG) (Ahmad és mtsai., 1997; Britschgi és mtsai.,
2010).

A PP1 gatlo fehérjék altalaban kis molekulatomegii, hdstabil fehérjék, amelyek legtobbje
foszforilacio-fiiggd, €sgatld hatasukat treonin oldallancukon torténd foszforilaciot kdvetden fejtik
ki. Az elsoként felfedezett PP1 gatlo fehérjék az inhibitor-1 (I-1) és inhibitor-2 (1-2) voltak (Huang
és Glinsmann 1976), melyek elsdsorban a szabad katalitikus alegység gatlasara képesek, ezzel
szemben a 17 kDa PKC altal aktivalt inhibitor fehérje, a CPI-17 (Eto és mtsai., 1997) a PP1 tipusu
miozin foszfataz (MP) holoenzim szelektiv gatlasara képes. Késobb tobb, a CPI-17-el nagyfoka
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hasonlosagot mutatd PP1 gatlo fehérjét is leirtak, amelyek mindegyikében megtalalhat6 egy un. PP1
holoenzim inhibitor (PHIN) domén (Hayashi és mtsai., 2001). Ide tartoznak a kinaz-aktivalt PP1
inhibitor (KEPI) (Liu és mtsai., 2002), gasztrointesztinalis és agyspecifikus PP1 inhibitor (GBPI)
(Liu és mtsai., 2004), valamint a PP1 holoenzim inhibitor (PHI) (Eto és mtsai., 1999) fehérjék. A
PHIN domén jelenlétét a LIM kindz fehérjecsaladba tartozoé LIM kinaz-2 egyik izoformajaban
(LIMK2v1) szintén kimutattak (Dubois és mtsai., 2003), azonban szerepét a PP1 szabalyozasaban

eddig nem vizsgaltak részletesen.

A kisérleteinkben modell enzimként hasznalt MP a PP1 enzimcsalad tagja, amely egy PP1cd
katalitikus alegységbdl és egy miozinhoz kétddo regulator alegységb6l (MYPTL) épiil fel. Az enzim
elséként azonositott szubsztratja a 20 kDa méretii miozin konny(i lanc (MLC20) volt, amelynek
révén a MP a simaizom kontrakcid szabélyozasaban kulcsszerepet jatszik. Késobb kideriilt, hogy az
enzim szerepe messze tulmutat az aktomiozin komplex szabalyozasan. Részt vesz tobbek kozott a
génexpresszid szabalyozasaban, a neurotranszmitter kibocsajtas és sebgyodgyulas folyamataban, az
(Sipos és mtsai., 2017; Horvath és mtsai., 2018; Batori és mtsai., 2017; Kiss és mtsai., 2019). Utobbi
funkcidjat els6sorban a retinoblasztoma (pRb) és merlin  tumorszupresszor szubsztratok

defoszforilacidja révén fejti ki (Cho és mtsai., 2011; Jin és mtsai., 2006).

A daganatterapia egyik legjelentdsebb problémaja a daganatos sejtek kemorezisztenciajanak
kialakulédsa. Irodalmi adatok alapjan a kemoterapias agensek kozvetett modon fokozzék a PP1 és
PP2A enzimek aktivitasat (Yamamoto és mtsai., 1999), ami az apoptozis szabalyozasdban szerepet
jatszo fehérjék defoszforilaciojat eredményezi. A foszfatazok gatlasa ezaltal elsegitheti a daganatos
sejtek tulélését (Meeusen ¢és mtsai., 2018). Ezzel kapcsolatban munkacsoportunk korabban
kimutatta a daunorubicinnel (DNR) kombinicidoban alkalmazott egyes foszfatazgatldo toxinok
kemorezisztenciat fokozo hatasat THP-1 leukémias sejtekben (Dedinszki és mtsai., 2015; Kiss és
mtsai., 2008). Ezzel szemben a protein foszfatazok aktivalasa kedvezOen befolyasolhatja a
daganatos sejtek kemoszenzitivitasat. A tumorszupresszor pRb és merlin fehérjék defoszforilaciojat

katalizal6 MP holoenzim aktivalasa tehat alkalmas lehet a sejtek kemoszenzitivitasanak fokozasara.

Napjainkban egyre tobb tanulmany utal a foszfatdzok lehetséges szerepére a makrofag
differenciacio folyamatanak szabalyozasaban is (Okamura, 2017; Kim, 2009; Smith és mtsai.,
2018). A makrofagok az immunrendszer nélkiilozhetetlen alkotoi, melyek o feladata a korokozok

¢és apoptotikus sejtek bekebelezése, de részt vesznek a gyulladasos folyamatok szabéalyozéasaban,
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szovetek ujraképzésében vagy a tumorok elleni védekezésben is. A makrofag differenciacio
szabalyozasanak felboruldsa szamos patologias allapot kialakulasaért tehetd feleldssé, mint példaul
allergia, asztma, ateroszklerozis, de a tumorképzddés folyamataban is szerepe lehet (Murray és
Wynn, 2011). Nemrég bizonyitottak a RhoA/ROCK utvonal nélkiilozhetetlen szerepét a forbol-12-
mirisztat-13-acetat (PMA) altal indukalt makrofag differenciacidban (Yang és mtsai., 2017),
azonban a ROCK (RhoA altal aktivalt kinaz) szubsztratjaként ismert MP részvételét a folyamatban

eddig nem vizsgaltak.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Reverzibilis fehérje foszforilacio/defoszforilacio

A protein kinazok ¢és foszfatazok altal katalizalt reverzibilis fehérje foszforilacio egyike a
leggyakoribb poszttranszlacios fehérjemoddositasoknak, amely az eukariota szervezetek fehérjéinek
koriilbeliil egyharmadat érinti (Sefton és mtsai., 2001). A foszfatcsoport beépiilését a protein
kinazok katalizaljak, amelyek az adenozin-5’-trifoszfat (ATP) terminalis y-foszfatcsoportjat a
fehérje szubsztrat szerin (Ser), treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr) oldallancéara helyezik 4t (Cohen és
mtsai., 1990), mig a defoszforilacioért a protein foszfatazok felel6sek, melyek a foszfo-Ser/Thr
és/vagy foszfo-Tyr aminosavmaradékok foszfo-észter kotéseit hidrolizaljak (Shi, 2009). Fehérje
foszforilacio/defoszforilacid révén szabalyozodnak tobbek kozott az anyagcserefolyamatok, a
transzkripcid, a sejtciklus, a differenciacid, a sejtek kozotti kommunikacié folyamata, a
citoszkeleton atrendezodése vagy az apoptozis is (Johnson és mtsai.,, 2009). A human genom
mintegy 500 protein kinazt kodol, ezek kozel kétharmada Ser/Thr-specifikus kindz, amelyek a
sejtszintli foszforilacios események 98%-aért feleldsek (Peti és mitsai., 2013). Ezzel szemben a
foszfatdzok szama kevesebb mint egyharmada a kinazokénak (~150), melyek koziil alig 40 a

Ser/Thr-specifikus foszfatazok szama (Cohen, 2002).

1.2. A Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok jellemzése és csoportositasa

A fehérjék foszforilacios szintjének kialakitasaban a Ser/Thr-specifikus foszfatazok szerepe a
kinazokéval egyenértékii, katalitikus alegységeik korlatozott szamat ugyanis ellensulyozza, hogy
szamos szabalyozo alegységgel tarsulhatnak, kiilonbozd aktivitdsu és szubsztratspecificitast
holoenzimeket alkotva ezaltal, igy biztositva specificitasukat a kiilonb6z6 biologiai funkcidik
szabalyozasaban (Shi, 2009).

A Ser/Thr-specifikus foszfatazokat biokémiai tulajdonsagaik szerint kezdetben két csoportra
osztottak: PP1 és PP2 tipusu foszfatazok. A PP1 enzimek aktivitasa inhibitor fehérjékkel (I-1, 1-2),
illetve heparinnal géatolhatd, mig a PP2 tipust foszfatdzok aktivitasat ezek az effektorok nem

befolyasoljak (Ingebritsen és Cohen, 1983; Gergely és mtsai., 1984).



Egy ujabb besorolasi rendszer szerint a Ser/Thr-specifikus foszfatazok harom csaladot
alkotnak: a foszfoprotein-foszfatazok (PPP-k), a fémion-fiiggé foszfatazok (PPM-ek), valamint az
aszpartat-fliggd foszfatazok (1. abra — Shi, 2009).

N — - ——
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Fept [ TR [ 1] oc
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1. dbra. A szerin/treonin-specifikus foszfatazok csoportositasa

A jellemz6 szekvencia-motivmok az egyes abrak folott jelolve (pirossal a fémion-, kékkel a foszfatkotésért
felelgs aminosavak). (Shi, 2009)

A PPP osztalyon beliil hét alosztalyt kiilonboztetnek meg: PP1, PP2A és PP2B (mas néven
kalcineurin), melyek aktiv helyiikon Fe?*/Zn?* jonokat tartalmaznak, illetve az Gin. Uj tipusu
fehérjefoszfatazok, mint a PP4, PP5, PP6 és PP7. A PPM csalad tagjainak miikodéséhez tovabbi
fémionok (Mn?/Mg?*) nélkiilozhetetlenek. lde tartozik a Mg?*-fiiggd PP2C, valamint a piruvat-
dehidrogenaz foszfataz (Shi, 2009 és Cohen, 1997). Az aszpartat-fiiggd foszfatdzoknak minddssze
két tagja van, az RNS-polimeraz II CTD foszfatdz TFIIF-asszocialé komponense (FCP) és a kis
CTD foszfataz (SCP) (Shi, 2009 és Brautigan, 2013). Vizsgalataink elsésorban a PP1-re és a PP2A-
ra, valamint a PP1 enzimcsaladba tartozo miozin foszfatizra iranyultak, ezért a tovabbiakban ezek

jellemzd sajatossagait tekintem at.
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1.2.1. A protein foszfataz-1 szerkezete

A PPI1 valamennyi eddig vizsgalt eukariota sejtben expresszalodik, ami az ¢éldvilagban
betoltott jelentds szerepére utal. Szamos kiilonbozd sejtfolyamatban vesz részt, mint pl. a
sejtosztodas, glikogénmetabolizmus, fehérjeszintézis, citoszkeleton szervezddés, vagy az apoptdzis

szabalyozasa (Ceulemans ¢s Bollen, 2004).

A PP1 tipusu enzimek 36-38 kDa méretli er0sen konzervalt katalitikus alegységbdl (PPlc),
valamint szamos kiilonb6z6 szabdlyozé alegység egyikébdl épiilnek fel, melyek a holoenzim
szubsztrat-specificitasaért felelnek. A katalitikus alegységnek emldsokben otféle splice-variansa
1étezik: PP1cal, PPlca2, PPlcyl, PPlcy2 és PP1cP (mas néven PP1cd) (Butler és mtsai., 2013;
Ceulemans ¢és Bollen, 2004). A PPlcy2 izoforman kivill, amely a tesztiszben és az agyban
expresszalodik, a tobbi izoforma altalanosan megtaldlhatdo mdas szovetekben, sejten beliili
lokalizaciojuk azonban eltéré (Andreassen €s mtsai., 1998). Az aktiv centrum a katalitikus alegység
N-terminalis doméjanak Y-alaku arkdban helyezkedik el, ahol két fémion (Fe?* és Mn?*) is talalhatd,
melyek elésegitik a szubsztratmolekula foszfo-Ser/Thr oldallancanak hidrolizisét. Az aktiv
centrumok az egyes PP1c izoformakban nagyfoku hasonldsagot mutatnak (Shi, 2009). A katalitikus
alegységek bar dnmagukban is képesek a szubsztratmolekulak defoszforilacidjara, specificitasuk
szabad formaban meglehetdsen széles. In vivo azonban a PP1c¢ kiilonb6z6 szabalyozo alegységekkel

holoenzimet alkotva fordul el6, kiszélesitve ezaltal a szabalyozasi lehetéségeket.
1.2.2. A protein foszfataz-2A szerkezete

A PP2A szerepét mar szamos igen fontos sejtfolyamatban leirtdk. Részt vesz tobbek kozott a
sejtproliferacid, apoptdzis, sejtmotilitds vagy a sejtciklus szabalyozasaban is (Janssens €s Goris,
2001). Meglehetdsen sokrétii funkcioi annak tulajdonithatok, hogy — a PPl enzimcsaladhoz
hasonldéan — a katalitikus alegység szamos regulator alegységgel kdlcsonhatasba lépve alkothat
holoenzimet. Az enzim szerkezetét tekintve heterotrimerként funkcional (2. abra): egy 36 kDa
méretli katalitikus C alegységb6l (PP2Ac), egy 65 kDa A szerkezeti alegységb6l (PR65), valamint
egy ehhez kapcsolodd B alegységbdl épiil fel. Az A és C alegységek alkotjak az enzim alapvazat,
mig a hozza kapcsoldédd valamely B alegységgel egyiitt jon létre a trimer holoenzim. Az A és C
alegységeknek két izoformdja (o és B) ismert (Kremmer €s mtsai., 1997), mig a disszociabilis B

alegységek 4 csoportba sorolhatok, melyek elnevezése igen valtozatos. Ide tartoznak a B (B55 vagy
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PRS55), B’ (B56 vagy PR61), B” (PR48/PR72/PR130) és a B’’’ (PR93/PR110) fehérjecsaladok,
melyek mindegyikének 2-5 izoformaja ismert, ezaltal szamos heterotrimer holoenzimet alkothatnak
(Xu és mtsai., 2006; Janssens €s mtsai., 2008). A PPlc-t6l eltéréen a PP2A alegységek, illetve

szubsztratok esetén PP2A kdtdmotivumokat még nem azonositottak (Slupe és mtsai., 2011).

C
(PP2Ac)

Aktiv
centrum

2. abra. PP2A szerkezeti felépitése
A (PR65): 65 kDa-0s szerkezeti alegység; C: 36 kDa-os katalitikus alegység; B, B’, B”’, B’’’ regulator alegységek

Az alegységek sokfélesége a PP2A holoenzimek kozotti funkciondlis kiilonbségek jelenlétére,
valamint az egyes alegység-kombinéaciok szubsztratspecificitasban, illetve a katalitikus aktivitas
modulalasaban jatszott szerepére utalhat (Kamibayashi és mtsai., 1994). A holoenzimek aktivitasa
mindemellett poszttranszlaciés modositasok révén is szabalyozhatd. A PP2Ac Tyr307 oldallancanak
p60v-src kindz altali foszforilacioja példaul az enzim aktivitasat csokkenti (Chen és mtsai., 1992), a
B’6 alegység Ser566 oldallancanak CAMP-fiiggd protein kinaz (PKA) altali foszforilacioja a
holoenzim aktivitdsat noveli (Ahn és mtsai., 2007), a B’a Ser41 oldallancanak protein kinaz Ca

(PKCa) altali foszforilacidja pedig a holoenzim gatlasat eredményezi (Kirchhefer és mtsai., 2014).

1.3. A Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok szabalyozasa természetes vegyiiletekkel

és inhibitor fehérjékkel

1.3.1. PP1 és PP2A gatlasa toxinokkal és tanninokkal

A PPl és PP2A enzimek gatlasara a természetben szamos, mikroorganizmusok altal termelt
membranpermeabilis toxin fordul elé. Jelenlétiikben a sejtekben nagymértékben megemelkedett
foszforilacios szintet figyelhetiink meg, emellett koncentracio-fliggd szelektiv gatld hatasuknak
koszonhetden elengedhetetleniil fontosak az egyes foszfatazok szerepének vizsgalataban in vitro,

valamint ¢é16 sejtes rendszerekben egyarant (MacKintosh és MacKintosh, 1994; Favre és mtsai.,
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1997). llyen toxin példaul az okadansav (OA), illetve a kalikulin-A (CLA), amelyek hatékonyabb
gatloszerei a PP2A-nak, mint a PP1-nek. A tautomycin (TM) és szarmazéka, a tautomicetin (TMC)
hatékonyabban gatoljak a PP1 aktivitasat, mint a PP2A-t. A mikrocisztin-LR (MC-LR) egy
heptapeptid, amely azonos mértékben ¢és irreverzibilisen gatolja mindkét enzimet (Goldberg és
mtsai., 1995).

Munkacsoportunk a PP1 és a PP2A gatloszereként azonositott tobb tannin tipusu vegyiiletet,
tobbek kozott a gallotannin tipust penta-O-galloil-B-D-gliikézt (PGG), a katechin tipusu
epigallokatechin-3-gallatot (EGCG) (Kiss és mtsai, 2013), valamint az ellagitanninok szdmos
képviselgjét (Konya és mtsai, 2019). A tanninok ndvényi eredetli, vizben olddédoé polifenol
vegyliletek, melyeknek kiilonb6z6 molekulatomegli és kémiai szerkezetli variansai ismertek, de
valamennyilikben megtaldlhaté egy vagy tobb polihidroxil egység (leggyakrabban D-gliik6z),
amely(ek)hez észter kotéssel egy vagy tobb fenolos hidroxilcsoportot tartalmazé gytirtis molekula
(galluszsav vagy egyéb polifenol gytirli) kapcsolodik. Egyik legismertebb képviseldjik a zold
teaban legnagyobb mennyiségben el6forduldé EGCG, amely elsddlegesen felelés annak
daganatellenes hatdsaért. Bar a tanninok az inhibitor toxinokhoz képest a PP1c kevésbé hatékony
gatloszerei, sokkal kevésbé toxikusak, igy kivalo kiindulasi molekulai lehetnek uj, szelektiv PP1c-

gatld gyogyszerek kifejlesztésének.

1.3.2. Protein foszfataz-1 gatlé fehérjék

A sejtekben szamos Olyan protein foszfataz inhibitor fehérje is termelddik, amelyek
szubsztratanalogként viselkedve a katalitikus alegység aktiv centrumanak kozelében kotddve
gatoljak annak aktivitasat. Ezek altalaban kis molekulatomegii, hdstabil fehérjék, melyek legtobbje
foszforilacio-fiiggd, vagyis gatld hatdsukat treonin oldallancukon torténd foszforilacio révén fejtik
Ki (Goldberg és mtsai., 1995). Az elséként felfedezett PP1 gatlo fehérjék a szabad katalitikus
alegységet gatld 1-1 és az 1-2 voltak. Amennyiben a PP1c egy holoenzim komplex része, ezen
inhibitor fehérjék mar csak kismértékben vagy egyaltalan nem képesek gatlo hatasuk kifejtésére
(Hubbard és Cohen, 1993). Tovabbi PP1c gatlo fehérjék a foként az agyban expresszalodo 32 kDa
dopamin és cAMP altal szabalyozott foszfoprotein (DARPP-32) (Hemmings és mtsai., 1984), a
nuklearis protein foszfataz inhibitor (NIPP-1) (Jagilleo és mitsai., 1997) és a PP1 riboszomalis
inhibitor (RIPP-1) (Beullens és mtsai., 1996). Az I-1 és DARPP-32 fehérjéket elsdsorban a PKA
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foszforilalja és ezaltal aktivalja, mig az I-2 és NIPP-1 foszforilalatlan formaban aktivak (Oliver és

Shenolikar, 1998).

1.3.3. A CPI-17 fehérjecsalad és a LIMK2 fehérje

Az 1995-ben felfedezett CPI-17 egy 147 aminosavbol allo fehérje, amely elsésorban
simaizomban ¢és az agyban expresszalodik és Thr38 oldallancanak PKC altali foszforilacidja
jelentdsen noveli foszfatdzgatlo hatasat. Ezen oldalldncanak foszforildcigjdban késObb szamos
egyéb kinaz szerepét is bizonyitottak: ROCK, integrinhez ko6t6dé kinaz (ILK), leucin cipzar
motivummal kélcsonhatd protein kindz (ZIPK) és a PKA is (Erdédi és mtsai. 2003; Huang és mtsai.,
2006; Kitazawa ¢s mtsai., 2000) foszforildlja ezt az oldallancot. A foszforilalt CPI-17 a PP1c
katalitikus és MYPT1 regulator alegységbdl felépiildé miozin foszfataz enzim (MP) katalitikus
alegységének aktiv helyéhez kotddve szelektiv modon képes a holoenzim gatldsara (Eto és mtsai.,
1995). Arra utal6 adatok is vannak, hogy a CPI-17 az aktiv centrum mellett a MYPT1-hez is k6t6dni
képes, ami magyarazatot adhat a MP CPI-17 altali specifikus gatlasara (Eto, 2009). A foszforilalt
CPI1-17 képes mas PP1 holoenzimekhez is kotédni, amelyek azonban defoszforilalhatjak a CPI-17-
t, semlegesitve annak gatlo hatasat, mig a MYPT1-hez tarsult PP1c nem képes eltavolitani a CPI-17
Thr38 oldallancanak foszfatcsoportjat (Eto, 2009). A MP holoenzimhez val6 kétddésben a CPI-17
kozépsd doménjének van szerepe, az itt talalhatd Tyr41 oldallanc pedig védi a fehérjét a MP altali
defoszforiladcioval szemben (Hayashi és mtsai., 2001). Késébb mas CPI-17-szerli fehérjéket is
felfedeztek, amelyek mindegyike hordoz egy kozponti PP1 holoenzim inhibitor (PHIN) domént és
rendelkeznek a Thr38-nak megfelelé foszforilacios hellyel is, azonban a MP-ra kifejtett gatld
hatasuk tekintetében kiilonboznek a CPI-17-t6l. A CPI-17-szer(i fehérjecsaladba sorolt KEPI, PHI
¢s GBPI fehérjék aktivalo foszforilacios helyét koriilvevd szekvencia jellemz6 a CPI-17 csalddra és
pszeudo-palindrom jelleggel bir. E rokon fehérjékben a CPI-17-el ellentétben az N-terminalison
PP1c-kotémotivum is talalhato (3. abra), ezaltal foszforilalatlan formaban is képesek a PP1c-hez

kotédni (Eto, 2009).

A CPI-17 foszforilacids szekvencidjaval végzett 6sszehasonlitod vizsgélatok alapjan kidertilt,
hogy a LIM-kinaz 2 fehérje egyik izoformaja, a 75 kDa molekulatomegii LIMK2v1 szintén
tartalmaz egy, a PHIN doménnel nagyfokt szekvencia azonossdgot mutatd szakaszt, valamint a

Thr38 oldallancnak megfeleld foszforilacids helyet (Thr596) (Dubois és mtsai., 2003).
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N-terminalis vég PP1 holoenzim inhibitor C-terminalis vég

(PHIN) domén
_ Thr38 100% :_ 147 CPI-17
* Thr57 48% B 147 PHI-1
. Thr73 51% 165  KEPI
L] Thrs8 41% 146 GBPI

3. abra A CPI-17-szerii fehérjecsalad tagjai (forras: Eto és mtsai., 2009)

Az aktivalo foszforilaciés hely a konzervalt PHIN doménben talalhato (pirossal jeldlve). A sziirke korok egyéb
foszforilacios helyeket jelolnek. A PHI, KEPI és GBPI fehérjékben PP1c-kotd motivum is talalhaté (zolddel jelélve).
A LIM-kinaz fehérjecsalad tagjai szerin/treonin-, illetve tirozin-kinazok, melyek elsdsorban a
kofilin foszforilacidja révén torténd gatlasa kovetkeztében dontd szerepet jatszanak az aktin
filamentumok ¢és mikrotubulusok szervezddésének szabalyozasaban, ezaltal a citoszkeleton
atrendez6dés folyamataban (Prunier és mtsai., 2017). A csalddnak minddssze két tagja van: a LIM-
kinaz 1 (LIMK1) és a LIM-kinaz 2 (LIMK?2), melyek szerkezetiiket tekintve nagyfoka hasonlosagot
mutatnak: az N-terminalison két LIM doménnel, egy kozépsé PDZ doménnel és egy C-terminalis
kinaz doménnel rendelkeznek. A LIMK2-nek harom alternativ splice variansa ismert (LIMK2a,
LIMK2b és LIMK2v1) (Scott és Olson, 2007), melyek kozil a LIMK2a és 2b eldfordulasa
részletesebben feltart. A LIMK2b izoforma N-terminalisa a LIMK2v1-el, mig C-terminalisa a
LIMK?2a-val azonos, a LIMK2a pedig mind az N- és C-terminalisat tekintve kiilonbozik az 1-es
varianstol. A LIMK2v1 el6fordulasa, funkcioi alig ismertek, mMRNS-szintii expresszidjardl is néhany
évvel ezeldttig minddssze egyetlen tanulmany szamolt be (Croft és mtsai., 2011). Els6ként 2018-
ban mutattak ki a LIMK2v1 fehérjeszintii expressziojat HEK-293 és Hela sejtekben, illetve
kiilonboz6 szovetekben (maj, tiid6, hasnyalmirigy). Ugyanezen munkacsoport kimutatta azt is, hogy
a LIMK2v1, bar rendelkezik kinaz aktivitassal, a LIM-kinazok hagyomanyos szubsztratjat, a kofilint
mégsem foszforilalja kozvetleniil, ehelyett a PP1c-vel kolcsonhatasba 1épve gatolja annak a
foszforilalt kofilinnel szembeni aktivitasat, hozzajarulva ezzel az aktin stresszkabelek
képzddéséhez. Ez az egyéb izoformaktol eltérd utvonalon lejatszodo szabalyozasi folyamat a foszfo-

kofilin szint szoros kontrollalasa révén lehetdvé teszi a citoszkeletalis atrendezddés sokréti

crcr
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LIMK2v1 Thr596 foszforilacidjanak a PP1 gatlo hatasban betoltott szerepének tanulmanyozasara,

ezért munkank soran tobbek kozott ezt a kérdést igyekeztiink feltarni.

1.4. A protein foszfataz-1 szabalvozasa regulator alegységekkel

Az irodalomban tébb mint 200, a katalitikus alegységgel kolcsonhaté fehérje ismert, melyek
kozott regulator alegységek, inhibitor fehérjék és szubsztratok is vannak. A PP1c a sejtekben szabad
formaban feltehetéen nem, legfeljebb rovid ideig fordulhat eld, ehelyett kiilonb6z6 szabalyozo
alegységekhez kotddve, holoenzimként funkciondl, mely alegységek a holoenzimet a megfeleld
szubsztrathoz, illetve sejtkompartmenthez iranyitjak. A regulator alegységeket célpontjuk szerint
csoportositva megkiilonboztethetiink tobbek kozott miozinhoz (MYPT1, MYPT2), glikogénhez
(Gm, RD), citoszkeletonhoz (spinofilin, neurabin), splicoszomahoz/RNS-hez (NIPP, PNUTS)
iranyitd regulatorokat (Tang és mtsai., 1991; Alessi és mtsai., 1992; Jagiello és mtsai., 1997). A
szabalyoz6 alegységek szekvencidjukat tekintve igen valtozatosak, ennek ellenére altaldban
megtalalhatd benniik egy rovid, an. RVXF motivum (K/R-x1-V/I-x2-F/W), amely a katalitikus
alegységhez torténd specifikus kotddésért felelds ¢és jelenléte a kolesonhatds kialakitdsa
szempontjabol nélkiilozhetetlen (Egloff és mtsai., 1997). A kdtdmotivum a PP1c aktiv centrumatol
tavol es6 hidrofob zsebéhez kotédik (Egloff és mtsai., 1997), amely kdlcsonhatast a motivumot
megel6z6 bazikus aminosavak, a katalitikus alegység savas oldallancai kozott kialakul6 kapcsolatok
¢és egy¢éb masodlagos kotohelyek is erdsithetnek (Heroes és mtsai., 2013; Toth és mtsai., 2000b). A
tovabbiakban a munkank soran elsédlegesen vizsgalt MYPTI1 regulator alegységet tartalmazo

miozin foszfatdz holoenzim sajatossagait tekintem at.

1.5. A miozin foszfataz

1.5.1. A miozin foszfataz alegységszerkezete

A miozin foszfatazt (MP) els6ként csirke zizabol izolaltak heterotrimer holoenzimként, amely
egy 38 kDa PP1cé katalitikus alegységbdl, egy 110-130 kDa miozinhoz is kot6dé szabalyozo
alegységbdl (MYPTTI), valamint egy eddig ismeretlen funkcioji 20 kDa alegységbdl (M20) 4ll
(Alessi és mtsai., 1992). A MP {6 tulajdonsagai a PP1cd és a MYPT1 alegységek komplexének
tulajdonithatok (Matsumura és Hartshorne, 2008), az M20 expressziojat sem az agyban, sem

vazizomban nem tudtak kimutatni (Moorhead és mtsai., 1998).
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A MP miikodését elsésorban a MYPTI regulator alegység szabalyozza, amely kdlcsonhatast
1étesit a katalitikus alegység és a szubsztratmolekula kozott. Ezen “célra iranyitd™ funkciojara utal
a MYPT1 elnevezés is (myosin phosphatase target subunit 1), de az irodalomban egyéb elnevezései
is ismertek, mint példaul M110, MBS (myosin binding subunit) vagy M130/133. A humén MYPT1
a 12915-g21 kromoszéman elhelyezkedd6 PPPIR12A gén terméke (Takahashi és mtsai., 1997),
amely szamos sejttipusban expresszalodik, de legnagyobb mennyiségben simaizom sejtekben fordul
el6 (Matsumura és Hartshorne, 2008). Alternativ splicing révén szamos eltéré molekulatomegii
(110-130 kDa) MYPT1 izoforma johet 1étre, melyek a kozépsd inzert (512-552), illetve a C-
termindlis leucin cipzar (1006-1030) jelenléte/hianya alapjan kiilonboztethetok meg egymastol
(Hartshorne és mtsai., 2004; Dirksen és mtsai., 2000). A PP1c-ko6té motivum, a KVKF szekvencia
2002), melyet két domén szegélyez: egy N-terminalis kar, amely megel6zi a KVKF-motivumot (1-
34 aminosavak) €s az ankirinszeri ismétlddéseket tartalmazd domének (8 ismétlédés, 39-296
aminosavak) (Terrak ¢és mtsai., 2004). Két sejtmagi lokalizacids szignal (NLS) is talalhato a
MYPT1-en, egyik az N- (27-33 aminosavak), a masik a C-terminalis részen (845-854) helyezkedik
el, illetve elkiilonithetd még egy savas oldallancokban gazdag régio (326-372 aminosavak), egy-egy
un. ionos szakasz (719-755 illetve 814-848 aminosavak), egy Ser/Thr-ban gazdag szakasz (770-793

aminosavak), illetve a mar emlitett kozéps6 inzert és leucin cipzar motivumok (4. abra).

ionos szakaszok
(712-755; 814-848)

PP1c-koté domén (1-296)

kézponti inzert C-terminalis
(512-552) NLS (845-854)

326 372 512 552 770 79

1006 1030
296  mm— 719 755 814 848 L,
savas régioé leucin cipzar (1006-1030)
3SKVKF38 (326-372) szerin/treonin-ban

gazdag szakasz (770-793)

N-terminalis ankirin ismétlédések (39-296)
kar (1-34)

N-terrr-uinélis
NLS (27-33)

4. abra A miozin foszfataz holoenzim szerkezete (Forras: Ito és mtsai., 2004)

A PP1c katalitikus alegységgel kialakitott kdlcsonhatdsban a MYPT1 N-terminalis régioja
fontos szerepet jatszik, ezen beliil is a mar emlitett KVKF®-motivum kiemelkedd fontossaga. A
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motivum a PP1c hat aminosavmaradékaval (Ile169, Leu243, Phe257, Leu289, Cys291 és Phe293)
kolcsonhatasba 1ép, melyek hidrofob barazdat képeznek, majd lehorgonyozza azt a MYPT1-hez
anélkiil, hogy befolydsolna annak katalitikus aktivitasat (Hartshorne és mtsai., 2004). A motivum
kapcsolodasa tovabbi harom, a kdlcsonhatas stabilizalasaban szerepet jatsz6 MYPT1 szakasz
kapcsolodasat segiti eld: elséként a MYPT1%22 régi6 kapcsolodasa kovetkezik be, amely elésegiti
az ankirinszerii ismétlédéseket tartalmazdo MYPT140-2% szakasz, majd a savas MYPT13%45 régiok
kotddését (Toth és mtsai., 2000b). Az emlitett kolcsonhatasokat a MYPT112%° és PP1cd komplex

egyiittes kristalyositasa és rontgenszerkezeti vizsgalata is bizonyitotta (Terrak és mtsai., 2004).

1.5.2. A miozin foszfataz szabalyozasa a MYPT1 foszforilacidjaval

A MP szabalyozasa létrejohet mind a regulator alegység foszforildcidja, a holoenzim
révén is. A tovabbiakban a regulator alegység foszforilacidjanak lehetéségeit részletezem, amely

gatld vagy aktivald hatéast egyarant kivalthat.

A MYPTI két 6 gatlo foszforilacios helye a Thr696 és Thr853 oldallancok, melyeknek
kiemelkedden fontos szerepiik van a sejtek kontraktilitdsanak szabalyozasaban (Butler és mtsai.,
2013). Elsoként a ROCK-t sikeriilt azonositani a MYPT1 Thr696 foszforilacidjat katalizalo
kinazként (Feng és mtsai., 1999), kés6bb azonban szamos mas kinazt, tobbek kozott az ILK-t (Kiss
¢s mtsai., 2002; Muranyi és mtsai., 2002), a ZIPK-t (Niiro €s Ikebe, 2001), a p21-aktivalt protein
kinazt (PAK) (Takizawa és mtsai., 2002a), a MYPT1 kinazt (MacDonald és mtsai., 2001a), az izom
disztrofia protein kinazt (MDPK) (Muranyi és mtsai., 2001) és a Raf-1 kinazt (Broustas és mtsai.,
2002) is azonositottak (5. abra). A ROCK a Thr853 oldallanc foszforilacidjat is katalizani képes,
holoenzim miikodését (Velasco és mtsai., 2002). A Thr696 és Thr853 gatld foszforilacios helyek
koriili szekvencia nagyfoku hasonlosagot mutat a miozin konnytilanc (MLC20) Ser19 foszforilacios
helyének szekvencidjaval, melynek révén a foszforilalt MYPT1 a katalitikus alegység aktiv

centruméhoz kétédve csokkenti annak miozinhoz valé affinitdsat (Khomorov és mtsai., 2009).

A PKC képes mind a Thr34 oldallancon, mind az ankirinszeri régioban foszforilalni a
MYPT1-et. E16bbi nincs hatassal a holoenzim aktivitasara, utobbi kovetkeztében viszont csokken a
MP alegységei kozotti kolesonhatas, valamint a holoenzim miozinnal szembeni aktivitasa egyarant
(Toth és mitsai.,, 2000a). Nemrégiben tomegspektrometrids modszerrel azonositottak 21 1

potencialis MYPT]1 foszforilacios helyet, melyek koziil hét (Ser20, Thr22, Thr453, Ser478, Thr671,
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Ser678, Ser680) ezidaig ismeretlen volt (Chao és mtsai., 2012). A Ser20-as oldallancrol késébb
bebizonyitottak, hogy foszforilacidjaért a checkpoint-kinaz-1 (Chkl) felelés, valamint, hogy
foszforilacigja a MYPT1-PP1c kotddése, ezéltal a katalitikus alegység szubsztratokkal szembeni
aktivitasa szempontjabol jatszik szerepet (Hu és mtsai., 2018). Egy masik nemrégiben azonositott
MYPT1 szabalyozd foszforilacios hely a Ser507 oldallanc, amelyrdl kimutattak, hogy a p90
riboszomalis S6 kinaz (RSK) képes foszforilalni, amely eldsegiti a ROCK kolcsonhatasata MYPT1-
el, gatolva ezzel a MP holoenzim aktivitasat (Samson és mtsai., 2019).

ILK
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MDPK

i RSK Rafl _ROCK | — w1152
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g20  ankirin ismétlédések
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5. abra A MYPT]1 regulator alegység szabalyozasa

A MYPT1 foszforilalod6é Ser/Thr oldallancai és az azokat foszforilalo kinazok (kékkel jelolve). A H1152 a ROCK
specifikus inhibitora.

A MP aktivalasanak folyamata kevésbé jol jellemzett, de ismert, hogy a ciklikus nukleotidok
oldallancok a gatldo Thr696 és Thr853 helyek kozvetlen kozelében talalhatok és PKA, illetve protein
kinaz G (PKG) altal foszforilalhatok (Wooldridge és mtsai., 2004). A Ser695 foszforilacidja nincs
kozvetlen hatdssal a holoenzim aktivitdsara (Nakamura és mtsai., 1999), azonban megakadalyozza
a Thr696 ROCK altali tovabbi foszforilaciojat, kivédve ezzel a MP tovabbi gatlasat (Wooldridge és
mtsai., 2004). Késébb kimutattak a Ser852 foszforilacidjanak hasonld gatlo hatasat a Thr853 ROCK
altali tovabbi foszforilacioja tekintetében. A MYPT1 kettds foszforilacioja a Ser695/Thr696, illetve
a Ser852/Thr853 oldallancokon szintén létrejohet, amely azonban nem befolyasolja a MP

aktivitasat. Ezzel szemben azt is kimutattdk, hogy a ROCK a Thr696 és Thr853 oldallancok
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foszforilacigja révén akadalyozza a PKA-t a szerin oldallancok foszforilalasdban. Ez az
ellentmondas a kett6s foszforilacid tekintetében feltehetéen azzal magyarazhato, hogy a szerin
oldallancok PKA altali foszforilaciojanak lehetdsége a treonin monofoszforilacid mértékétdl fiigg
(Grassie és mtsai., 2012). A savas régioban talalhato Thr435 és/vagy Ser432 oldallancok cdc2 kinaz
révén torténd foszforilacidja fokozza a holoenzim affinitasat a foszforilalt miozin felé, novelve ezzel

a MP aktivitasat és elosegitve a stresszrostok felbomlasat a profazis eldtt (Totsukawa et al. 1999).

A MP aktivalasa l1étrejohet a regulator alegység foszfo-Thr696 és -Thr853 oldallancainak
defoszforilacidja révén is, amelyet a PP2A és a PP2B enzimek katalizalnak (Takizawa és mtsai,
2002; Kolozsvari és mtsai. 2012). A kozelmultban kimutattdk, hogy a zoldtea polifenol EGCG a
PP2A aktivalasara képes, amit a MYPT1 Th696 oldallancanak defoszforilacioja és ezaltal MP

aktivilas kovet (Umeda és mtsai., 2008) (6. dbra).

L
ROCK
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6. abra A miozin foszfataz aktivalasa az EGCG/67LR/PKA/PP2A utvonalon keresztiil.

Az EGCG a 67LR-en keresztiil aktivalja a PKA-t, amely feltehetden a Bo alegység foszforilacidja révén aktivalja a
PP2A-t, amely a MYPT1 Thr696 oldallancanak defoszforilacidja révén a miozin foszfataz aktivacidjat idézi els. EGCG:
epigallokatechin-3-gallat, 67LR: 67 kDa laminin receptor, PKA: protein kinaz A, PP2A: protein foszfataz-2A, A/BS/C:
a PP2A szerkezeti/szabalyozd/katalitikus alegysége, ROCK: RhoA-aktivalt kinaz, MYPT1: miozin foszfataz regulator

alegység, PPlc: protein foszfataz-1 katalitikus alegység.

Az EGCG kotddéséhez sziikséges sejtfelszini receptorként a 67 kDa laminin receptor (67LR),
egy nem-integrin tipusu laminin receptor funkcional (Tachibana és mtsai., 2004), amely szdmos
daganatos sejttipusban jelentds mértékben expresszalodik és kifejezOdésének mértéke erésen
korreldl a tumor invazidjanak és metasztazisanak kockéazataval. A 67LR-en keresztiil szdmos, a
sejtproliferacid €s az apoptdzis szabalyozasaban résztvevd jelatviteli itvonal aktivalédhat (Ménard

¢s mtsai., 1997). Az EGCG apoptozist indukald hatisat szamos tumoros sejtvonalban kimutattak,
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mikozben az egészséges sejtekre nincs hatassal (Ahmad és mtsai., 1997). Irodalmi adatok szerint
antiproliferativ hatasat részben protein kindzok szabalyozasa révén fejti ki (Qin és mtsai., 2008;
Khan és mtsai., 2006), daganatellenes hatdsanak hatterében pedig részben a 67LR aktivacioja all
(Umeda és mtsai., 2008, Negri, Nutrients, 2018). A PP2A aktivaciojat az EGCG a 67LR/adenilat
ciklaz/cAMP/PKA utvonalon keresztiil valtja ki, amely onkoproteinek gatlasahoz és a
tumorszupresszor merlin aktivacidjahoz vezet (Tsukamoto és mtsai., 2014). Mivel a PKA a PP2A
B5606 regulator alegység Ser566 oldallancanak foszforilacidja révén fokozza a PP2A aktivitasat
(Ahn és mtsai., 2007), ezért felmeriil annak a lehetdsége, hogy az EGCG/67LR/PKA/PP2A
jelatviteli utvonalon keresztiili MP aktivéaci6 szintén a PP2A-B566 holoenzim aktivacidja révén

valosulhat meg, a B560 részvételét azonban eziddig nem bizonyitottak.
5.3. A miozin foszfataz szubsztratjai és élettani szerepiik

A kezdeti feltételezésekkel ellentétben a MYPTI a simaizom sejtek mellett nem-
izomsejtekben is megtalalhat6 és szinte valamennyi szubcelluléris frakcioban eléfordul. Kimutattak,
hogy a citoszkeletalis folyamatokban vald részvétele mellett a sejtciklus és sejtproliferacio, a
génexpresszio, az embrionalis fejlddés, a neurotranszmitter kibocsatas, illetve az endotelilis és

epitelidlis barrier funkcid szabdlyozasaban is részt vesz (Kiss és mtsai., 2019).

Az elséként azonositott szubsztratfehérje a MLC20 volt, amely foszforilalt allapotaban a
MYPT1 ankirin ismétldddé régidjahoz kotddik, de a kolcsonhatisban a MYPT1 C-terminalis
szakaszai is szerepet jatszanak (Ichikawa és mtsai., 1996a; Johnson és mtsai., 1997). A 20 kDa
méretit MLC20 az izomkontrakcid, a Sejtosztodas, sejtmotilitas és a sejtek letapadasanak
szabalyozéasaban nélkiilozhetetlen miozin II fehérje alkotoeleme. A MLC20 foszforilacids allapota
a Ca?*/kalmodulin-fiiggd miozin konnytilanc kinaz (MLCK) és a MP miikddésének egyensulyatol
fiigg (Tkebe és mtsai., 1985) (7. abra). A MLC20 Ser19 oldallancanak els6sorban MLCK altali
foszforilacidja a miozin II aktin filamentumokhoz torténd reverzibilis kotédése révén az aktomiozin
komplex kontrakcidjahoz vezet, mig a MP altali defoszforilaciot izomrelaxacio koveti (Chacko és
mtsai., 1977; Ratz és mtsai., 2005). A MLC20 a Thrl8-as oldallancon is foszforilalhato, amely
feltehetben megakadalyozza a Serl9 oldallanc defoszforilacigjat, amely a kontraktilis erd
fenntartdsahoz sziikséges, azonban a Thrl8 foszforilacidja Onmagiban nem elegendd az

0sszehuzodas kivaltasahoz (Sutherland et al. 2012).
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A MP-t az adducin foszforilacios allapotanak szabalyozdjaként is azonositottak (Kimura és
mtsai., 1998), amely elsésorban a spektrin-aktin halozat dsszeszereléséért felelés citoszkeletalis
fehérje (Kiang és Leung, 2018). Szamos tanulméany bizonyitotta, hogy az ERM fehérjék
defoszforilacidjat szintén a MP katalizdlja. Az ERM fehérjecsaladba harom, egymashoz
szerkezetileg igen hasonlo fehérje, az ezrin, radixin és moezin tartoznak, melyeknek feladata a
citoszkeleton ¢s a membranfehérjék kozotti kapcsolat megteremtése, ily modon részt vesznek mind
a migracios, sejtadhézios, valamint a proliferacids folyamatokban (Fukata és mtsai., 1998; Kim és
mtsai., 2012; Kovacs-Kasa és mtsai., 2016). A moezin a MYPT1 C-terminalis régioihoz, mig az

adducin az ankirinszerti ismétlddésekhez kotddik (Amano és mtsai., 2000).

KONTRAKCIO

RELAXACIO

7. abra Simaizom kontrakcio szabalyozasa

Ca?*-CaM: kalcium-kalmodulin komplex; MLCK: miozin kénnytilanc kindz; MLC20: miozin kénny(lanc; MYPT1:
miozin foszfataz regulator alegység.

Az NF2 tumorszuppresszor gén termékérdl, a merlinrdl is kidertilt, hogy defoszforilaciojat az
fehérjéihez hasonld doménszerkezettel rendelkezik, de azokkal ellentétesen szabalyozodik, azaz
foszforilalt form4ja inaktiv, mig a defoszforilalt merlin aktiv és részt vesz a kontaktgatlasban,

valamint a novekedés gatlasaban. A MYPT]1 a leucin cipzar doménjén keresztiil kotddik a merlin

crcr
crcr

crer

MP specifikus inhibitora, a CPI-17 szintje szamos daganattipusban emelkedett, ami a merlin
tumorszupresszor funkciojanak elvesztéséhez vezet (Jin és mtsai., 2006). Daganatos sejtekben a MP

gatlasaért felelds specifikus kinazként az ILK-t azonositottdk, amely a MYPT1 kozvetlen
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foszforilacioja révén el6segiti a merlin inaktivalasat, ezzel parhuzamosan a Hippo
tumorszuppresszor utvonal gatlasat, ami a novekedést eldsegitd gének transzkripcidjanak

aktivalasahoz vezet a YAP/TAZ/TEAD altal kozvetitett modon (Serrano és mtsai., 2013).

A MP egyik legjelentdsebb, a sejtciklusban fontos szerepet jatszo kolcsonhatd fehérjéje a
retinoblasztoma fehérje (pRb), egy tumorszupresszor, amelynek szabalyozasa szdmos
daganattipusban sériilt. A pRb az E2F Aaltal kozvetitett gének transzkripcidjanak gatlasa révén
szabalyozza a sejtciklust és a proliferaciot. A pRb ciklinfiiggd kindzok altali foszforilacidja
inaktivalja a fehérjét és eldsegiti a sejtciklus végbemenetelét, mig a pRb defoszforilalasaért és
aktivalasaért a PP1 és PP2A enzimek egyarant feleldsek lehetnek (Kolupaeva és Janssens 2013;
Izawa és mtsai., 2000). Mig a PP2A kozvetetten, a ciklinfliggd kinazok aktivitdsanak csokkentése
révén jarul hozza a pRb csdkkent foszforilacidjdhoz (Yan és Mumby, 1999), addig a PPlc
kozvetleniil is részt vehet a pRb t6bb oldallancanak defoszforilacidjaban, melynek izoformai koziil
a PP1cd bizonyult a leghatékonyabbnak (Liu és mtsai., 2006). Munkacsoportunk THP-1 leukémias
sejtekben a MP holoenzimet a pRb Thr826 oldalldncanak defoszforilacidjaban részt vevd enzimként
azonositotta (Kiss és mtsai., 2008). A MYPTI-PP1c6 komplex a PPlc onmagaban valo
alkalmazasdhoz képest fokozta a foszforildlt pRb-vel szembeni katalitikus aktivitast, ami
alatdmasztja a MYPT1 célrairanyité funkciojat a pRb defoszforilacigja sordn. A MYPT1 N-
mutattak ki (Wu és mtsai., 2005), melyet munkacsoportunk feliileti plazmonrezonancias mérései is
megerdsitettek, tovabba a C-termindlis MYPT15¢7-1004 szakasz kotddését is bizonyitottdk (Kiss és

mtsai., 2008).

A MP a génexpresszid szabalyozasaban is tobbféleképpen részt vehet. A protein arginin
metiltranszferaz (PRMTS5) enzimet, mint a MP 10j szubsztratjat azonositottak, amely foszforilalt
formaban a hiszton fehérjék szimmetrikus dimetilaciojat katalizalja a hepatokarcindma sejtek
génexpresszios mintazatanak jelentés megvaltozasat okozva, beleértve a retinoblasztoma és mas
tumorszupresszor fehérjéket kodolo gének expresszidvaltozasat is (Sipos €s mtsai., 2017). Ismert az
is, hogy a MP révén torténé defoszforilacid kovetkeztében a hiszton deacetilaz 7 (HDAC?7) fehérje
a sejtmagba transzlokalodik, ahol egyes gének (pl. Nurr77) atirasanak szabalyozasaban vesz részt

(Parra és mtsai., 2007).

A MP szerepét bizonyitottak tovabba a mitdzis szabalyozasaban a polo-szeri kinaz-1 (PLK1)

defoszforilacidja révén torténd inaktivalasa soran (Chiyoda és mitsai., 2012), valamint az erek
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tonusanak szabalyozéasaban az endotélidlis nitrogén-oxid szintetdz (eNOS) defoszforilacidja révén
(Batori és mtsai., 2017), s6t az enzim neurondlis szubsztratjait is azonositottak, koztiik a szinapszin

¢s szintaxin fehérjéket (Lontay és mtsai., 2004; Lontay €s mtsai., 2012).

1.6. A protein foszfataz-1 és a miozin foszfataz szerepe leukémiaban

A leukémia kemoterapias kezelése soran gyakran alkalmazott szerek (antraciklinek, pl.
daunorubicin (DNR)) hatasmechanizmusa széleskorti és hosszatavu klinikai alkalmazasuk ellenére
meglehetdsen bizonytalan, hatterében feltehetden tobbféle komplex mechanizmus all. A DNS-be
interkalalédva szdmos makromolekula bioszintézisét, illetve a topoizomerdz II mikodését
gatolhatjak, szabadgyokok képzodésének indukalasa révén DNS karosodast idézhetnek eld,
lipidperoxidaciot indukalhatnak, akadalyozhatjak a DNS szalak szétvalasat vagy a helikaz enzim
miikodését egyarant (Gewirtz, 1999). Irodalmi adatokbol ismert, hogy leukémias megbetegedések
esetén - ahogyan az mas daganatos elvaltozasok soran is altalanosan jellemz6 - a kinazok és
foszfatdzok altal katalizalt foszforilacios-defoszforilacids folyamatok egyensulya eltolodik,
aktivalodhat vagy gatlodhat példaul a p42/44/Erk1/2 Utvonal (Dent és Grant, 2001), amely a
tulélésben €s apoptdzisban szerepet jatszo fontos kindz kaszkad utvonal, vagy az Akt/PKB utvonal
is, amely szintén a sejtek talélésének illetve ndvekedésének fontos szabalyozdja (Martelli €s mtsai.,
2011). Mindemellett mas munkacsoportok a PP1 és PP2A emelkedett aktivitasat (Yamamoto és
irtak le leukémias sejtekben (Kornblau és mtsai., 1998). Munkacsoportunk a PP1-gatl6 tautomicin
(TM) ¢és a PP2A-gatld koncentracioban alkalmazott CLA hatasat tanulmanyozta THP-1 és KG-1
leukémias sejtek DNR-el szembeni érzékenységére és azt talaltuk, hogy bar a foszfatazgatlo szerek
onmagukban a sejtek ¢életképességét csokkentették, DNR-el kombindcioban alkalmazva azonban
relativ talélést el@segitd (védd) hatast gyakoroltak (Dedinszki és mtsai., 2015). Kimutattuk azt is,
hogy az dnmagaban alkalmazott DNR kezelés hatasara a pRb Thr826 oldallancanak foszforilacioja
csokkent, ezzel szemben CLA-val kombinicioban alkalmazva emelkedett pRb foszforilaciot
detektaltunk (Kiss és mitsai., 2008), ami az E2F transzkripcids faktor kotddésének szabalyozasa
révén a daganatos sejtek talélését segiti elé (Rubin és Mittnacht, 2001). Munkacsoportunk kimutatta,
hogy THP-1 sejtekben a pRb-foszfataz aktivitas tobb mint 50%-a a MP holoenzimnek tulajdonithato
(Kiss és mtsai., 2008), valamint az is ismert, hogy a MP a Thr826 mellett a pRb Ser807/811

oldallancainak defoszforilacidjat is katalizalni képes, amely az E2F target gének és a sejtciklus
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gatlasaban nyilvault meg (Cho és mtsai., 2011; Grey és mtsai., 2018). Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a foszfatazok szerepének feltardsa a kemoterdpia vonatkozasaban kiemelt
jelentéséggel birhat, mivel ezen enzimek a kemoterapia uj célpontjaiva valhatnak. Mindezek alapjan

munkank soran vizsgalni kivantuk a MP EGCG révén torténd aktivalasanak hatasat a daganatos

crer

1.7. A protein foszfataz-1 szerepe makrofag differenciacioban

A monocitdk ¢és a beldlik szarmazé makrofagok az immunrendszer alkotoiként
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak az immunvalasz kialakulasanak folyamatdban. Legfontosabb
feladataik kozé tartozik tobbek kozott a virusok, baktériumok, apoptotikus sejtek felismerése és
bekebelezése, emellett az altaluk termelt kiilonb6z6 enzimek, citokinek révén szamos egyéb
folyamatban is részt vesznek, pl. gyulladas, tumorok elleni védekezés, szovetek tjraképzése vagy
az immunsejtek funkcidinak szabalyozasa. A leglijabb adatok szerint a monocitdk nemcsak a
velesziiletett immunrendszer mitkddésében jatszanak dontd szerepet, hanem szamos betegség
patogeneziséhez is hozzajarulnak, mint a majfibrozis, ateroszklerdzis, szklerdzis multiplex vagy az
attétek képzodése tumoros megbetegedések esetén (Karlmark és mtsai.,, 2012). A monocitak
2014; Ushach és Zlotnik, 2016). A koldniastimulalo faktor (M-CSF) és az interleukin (IL)-34 részt
vesznek a monocita/makrofag differenciacio homeosztatikus szabélyozasaban, mig a granulocita-
makrofag koloniastimulalé faktor (GM-CSF) a gyulladasos fenotipus felé torténd differenciacio
eldsegitésében jatszik kulcsfontossagli szerepet (Ushach és Zlotnik, 2016; Burgess és Metcalf,
1980). Azt is kimutattak, hogy a kemokin CXCL12 a RUNX3 transzkripcios faktor expresszidjanak
szabalyozasa révén befolyasolja a monocitak makrofagokka torténd differencialodasat (Sanchez,
2011). A differenciacid szabalyozasanak megértése kulcsfontossagu tobbek kozott az
ateroszklerdzis mechanizmusdnak feltarasdhoz. Tovabbra sem ismert azonban, hogy a folyamat

kordéban tartasa érdekében hogyan torténik az intracellularis jelatviteli itvonalak szabalyozasa.

A protein foszfatdzok idealis jeloltek lehetnek e feladat ellatdsdra, ugyanis bar szamuk
meglehetdésen kevés, de a kiilonboz6 regulator alegységekkel alkotott komplexek variabilitasa
kovetkeztében szamos fehérjét vagy jelatviteli utvonalat célozhatnak. Korabban mar kimutattak,

.....

aktivitdsa a citoszolikus frakcioban csokkent, ezzel parhuzamosan a membran- és sejtmagi
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arra utal, hogy a PP1 és PP2A enzimek szerepet jatszhatnak a VDz-indukalt makrofag differenciacio
szabalyozasaban. A PP2A negativ regulatorként torténd részvételét az oszteoblasztok és adipocitak
ismert, hogy a Mg?*/Mn?*-fiiggd protein foszfataz-1A (PPM1A) a makrofagokban mind a
virusfert6zésekre (HIV), mind az intracellularis Mycobacterium tuberculosis baktériummal vald
fertézésre adott velesziiletett sejtes immunvalaszban ellenérz6é pontként miikodik (Schaaf, 2017,
Sun, 2016), valamint fokozott expresszidja a differenciacié kezdetén a sejtek letapadasat, és a
gyulladasos citokinek termelését gatolja, valamint a gyulladasos (M1) makrofag-specifikus
markerek kifejezodését csokkenti (Smith és mtsai., 2018). Egy ujabb tanulmanyban a RhoA/ROCK
jelatviteli utvonal szerepét vizsgaltak U937 human limfoma eredetii sejtek PMA-indukalt makrofag
jelentdsen emelkedett, ezzel parhuzamosan a MYPT1 Thr853 foszforilacids szintje is megnétt, a
RhoA/ROCK 1tvonal komponenseinek csendesitése pedig jelentdsen gatolt makrofag
differencidcioban nyilvanult meg (Yang és mtsai., 2017), ami arra utal, hogy ez az itvonal fontos
szerepet jatszhat a makrofag differenciacio szabalyozdsdban. Nem vizsgaltdk azonban a
RhoA/ROCK tutvonal egyik végrehajtdo enzimeként funkcionalo MP (Amano és mtsai., 2010)
szerepét a PMA-indukalt makrofag differencidci6 folyamatdban, ezért munkéank soran tobbek kozott

ezen utvonal részletesebb vizsgalatat tliztiik ki célul.
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2. CELKITUZESEK

Szamos vizsgalat iranyul a fehérje foszforilacido mértékének a sejtek jelatviteli folyamataiban
betdltott szerepére, ennek ellenére a kérdés még nem minden részletében tisztazott. A PP1 tipusu
enzimek valamennyi eukaridta sejtben expresszalddnak és szamos fehérjét defoszforilalnak, ezaltal
szabalyozasuk részletes megismerése révén lehet6ség nyilik az ezen fehérjék részvételével zajlo
jelatvileli utak pontosabb megértésére. A PP1 szabalyozasanak egyik lehetséges mechanizmusa az
inhibitor fehérjék révén torténé gatlas. A LIMK2vl a mar ismert CPI-17-szerli fehérjékhez
hasonléan tartalmaz egy PP1-gatlo szakaszt, a gatlas pontos mechanizmusa azonban nem tisztazott,
ezért célul tliztlik ki ennek részletesebb vizsgalatat. A munkank soran modell enzimként hasznalt
PP1 csaladba tartoz6 MP kiilonféle sejtfolyamatokban jatszott szerepét és szabalyozasat mar
sz¢leskorlien vizsgaltak, ennek ellenére részvétele a kemoszenzitivitds és makrofag differencidcio
szabalyozasaban még nem teljesen tisztazott. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a MP
THP-1 leukémias sejtekben a pRb foszforilacios allapotat jelentésen befolyasolja és a CLA-val
kombindcioban alkalmazott DNR kezelés a sejtek kemoterdpids szerrel szembeni érzékenységét
csokkenti (Kiss és mtsai., 2008). Ezek alapjan vizsgalni kivantuk a MP aktivalasanak hatasat a
daganatos sejtek kemoterapids szerrel szembeni érzékenységére. A makrofag differenciaciot kivalto
ingerek szintén régota ismertek, azonban pontos szabdlyozdsi mechanizmusa még nem tisztazott.
Egy friss tanulmany a RhoA/ROCK jelatviteli utvonal szerepére utal a folyamat szabalyozasaban
(Yang és mtsai., 2017), ezért felmeriilt a kérdés, hogy a MP aktivalasa révén befolyasolhato-e a
makrofag differencidcié folyamata.

Mindezek alapjan munkéank legfobb célkitlizéser az aldbbi kérdések tanulményozasara
iranyultak:

1. A LIMK2vl foszfatazgatlo hatdsdnak vizsgalata, illetve az ahhoz feltehetden sziikséges
foszforilalodo oldallanc azonositésa.

2. Az EGCG révén torténd MP aktivalas hatasanak tanulméanyozéasa az enzim tumorszupresszor
szubsztratjainak, a pRb és merlin fehérjék foszforilacios allapotara, valamin az EGCG-vel
kombinalt DNR kezelés hatasanak vizsgalata THP-1 leukémias sejtek DNR-el szembeni
érzékenységére, a sejtek proliferacios képességére €s a sejthalal mértékére.

3. A MP expresszidjanak és a regulator alegység foszforilacios szintjének vizsgalata THP-1 sejtek

.....

differencidlodé makrofagok proliferacios- €s letapadasi képességére.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok

A kisérletekhez az alabbiakban megjelolt anyagokat és vegyszereket hasznaltuk:

SigmaFast proteaz inhibitor koktél tabletta, resazurin, szulforodamin B, PMA, 1a,25-dihidroxi-Ds-
vitamin (kalcitriol, VDz), daunorubicin, polietilénimin (PEI), ATP, ATP-y-S, Coomassie Brilliant
Blue R-250, ROCK Il (Merck); BCA fehérjemeghatarozé kit, nagy érzékenységi
kemilumineszcencian alapulé (ECL) reagens, Zeba Spin sémentesitd oszlop (Thermo Fischer
Scientific); DAPI (Molecular Probes); Penicillin/Streptomycin oldat, L-glutamin oldat, tripszin,
borjuszérum albumin (BSA), RPMI tapoldat (Lonza); EGCG, H1152, GF109203X, G66983
(Tocris); Dual Color fehérje molekulatémeg standard; nitrocellul6z membran (0,45 pm porusméret)
(BioRad); kalikulin-A (CLA) (Santa Cruz Biotechnology); E.Z.N.A. Plazmid Maxi Kit (VWR);
nativ PKC, Notl (Promega); Protein A Sepharose (GE Healthcare); [y-32P] ATP (Izotop Intézet Kft.);
QuikChange 11 XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent); Flag-LIMK2 plazmid (GeneCopoeia);
mikrocisztin-LR (MC-LR) (Mathé Cs., Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és Technoldgiai

Kar, Biologiai és Okologiai Intézet, Novénytani Tanszék).

Minden mas vegyszer a kereskedelmi forgalomban elérhetd legnagyobb tisztasagu volt.
3.2. Antitestek

A kereskedelmi forgalombol szdrmazo antitesteket a gyartok Utmutatdsainak megfeleléen
alkalmaztuk, az egyéb forrasbol szarmazo antitesteket pedig a feltiintetett irodalmi hivatkozasokban

leirtak alapjan hasznaltuk.

Anti-MYPT112% (Lontay és mtsai., 2004); anti-MYPT1PT8% anti-MYPT1PT83 ¢s PP2A-
B565, anti-retinoblastomaP™2, anti-Flag, HRP-konjugélt anti-nytil IgG, HRP-konjugalt anti-egér
IgG (Merck); anti-MLC20P5!®, anti-merlinP$®!8, anti-p21, anti-PCNA és anti-cPARP (Cell Signalling
Technology); anti-PP18, anti-CD11b, tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt anti-aktin (Santa Cruz
Biotechnology); anti-67 kDa laminin receptor (Abcam); Alexa488 anti-nyul IgG (Molecular
Probes); anti-CPI-17°™® (Masumi Eto, Sidney Kimmel Medical College, Thomas Jefferson

University, Philadelphia, Pennsylvania).
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3.3. Sejttenyésztés

A Kkisérletekhez a European Collection of Cell Cultures-t61 (ECACC) szarmaz6é human
monocita leukémias sejtvonalat (THP-1), valamint human embrionalis vese sejteket (tsA201)
hasznaltunk, amelyek tenyésztése 37°C-on, 5% CO2 és 95% levegd vizgdzzel telitett keverékében
tortént. A szuszpenzios THP-1 sejtvonalat RPMI, mig a tsA201 sejteket DMEM tapfolyadékban
tartottuk, amelyeket 10 % FBS-el, 2 mM L-glutaminnal és 100 U/ml penicillin/streptomycin-el

egészitettlink ki.
3.4. THP-1 sejtek kezelése és lizise

A kemoterapias agenssel torténd kezelést megel6zd nap a sejteket friss médiumban vettiik fel
2,5x10° sejt/ml koncentracioban. A kezelés 1% FBS-t tartalmazé RPMI oldatban tortént, 5x10°

alkalmaztuk 6nmagéaban vagy 5 puM EGCG-vel 1 6ran 4t tartd elékezeléssel kombinalva.

A makrofag differenciacios kisérleteket 10 % FBS-t tartalmazé RPMI médiumban 5x10°
sejt/ml sejtstirliség mellett végeztiik. A sejteket 24, 48 vagy 72 6ran at tartd6 100 nM PMA (Dreskin
és mtsai., 2001) illetve 100 nM VD3 kezelésnek (Daigneault és mtsai., 2010) vetettiik ala 6nmagaban
illetve 20 uM EGCG-vel (1 6ra) vagy 10 uM H1152-vel (30 perc) torténé el6kezeléssel kombinalva.

A kezelések végén az 1sz6 sejteket centrifugalassal 6sszegytijtottiik (800 g, 3 perc), a letapadd
sejtekrol pedig a médiumot eltavolitottuk, és a sejteket jéghideg PBS-el mostuk. A sejtek feltarasat
RIPA pufferben (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NacCl, 1% TritonX-100, 0,25% Na-deoxikolat,
2 mM EDTA frissen kiegészitve proteazgatlo koktél (2 mM AEBSF, 1 uM foszforamidon, 130 uM
bestatin, 14 uM E-64, 1 uM leupeptin, 0,2 uM aprotinin, 10 uM pepstatin-A), foszfatazgatlo koktél
(50 mM NaF, 50 mM NasP.0O7, 50 mM B-glicerofoszfat, 50 mM NazVOy) ill. 1 pM mikrocisztinnel
(MC-LR)) végeztiik, jégen torténd felkaparast kovetéen 10 percig ultrahangos vizfiirdoben
szonikaltuk, majd a sejttormelék eltavolitasa céljabol centrifugalast (16 000 g, 10 perc, 4°C)
végeztiink. A feliiluszot tiszta eppendorf cs6be pipettaztuk és 5 x SDS mintapuffer (50% glicerin,
25% merkaptoetanol, 2% SDS, 312,5 mM Tris pH 6,8) hozzaadasa utan 100 °C-on 5 percig foztiik.

A teljes sejtlizatumok fehérjekoncentracidinak meghatarozasdhoz BCA reagenst hasznaltunk,
melyhez standardként marha szérum albumint (BSA) alkalmaztunk és a lizdtumokat 1:10 aranyban

higitottuk. Az oldatok abszorbanciajat 96-lyuka lemezen 590 nm-en Multiplate Reader (Multiscan
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Go, Thermo Scientific) segitségével hataroztuk meg. Az adatokat GraphPad Prism szoftverrel

analizaltuk linearis regressziot alkalmazva.
3.5. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot

A fehérjék analiziséhez a lizatumokat (30 pg fehérje/minta) denaturalé poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk el Laemmli modszerét alkalmazva (Laemmli, 1970) Bio-Rad
MiniProtean késziilék segitségével (200 V), majd nitrocelluloz membranra blotoltuk (100 V, 60
perc) Bio-Rad Criterion Blotter késziilékkel. A membran indifferens fehérjékkel torténd
blokkolasadhoz, valamint az els6é és masodik antitestek higitasahoz 3% BSA-t és 0,05 % Tween-20-
at tartalmazo PBS oldatot hasznaltunk. A blokkolast kovet6en a membranokat 0,05% Tween-20-t
tartalmazé PBS-el mostuk, majd elsédleges antitesttel inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan at. Ujabb
mosasi 1épéseket kovetden a membranokat HRP-konjugéalt masodlagos antitesttel inkubaltuk
szobahdmérsékleten masfél oran 4at, véglil az immunreakciokat nagy érzékenységi
kemilumineszcencian alapul6 (ECL) reagenssel detektaltuk. A foszforilacios hely(ek)re specifikus
antitestek esetén PBS puffer helyett TBS puffert hasznaltunk, amelyben a foszfatot 25 mM Tris-HCI
helyettesitette.

3.6. A Flag-LIMK?2v1 vektor

Az N-terminalis Flag-taggel jelolt LIMK?2 fehérje 1-es izoformajanak (NM_001031801.1)
emlés sejtekben torténd tultermeltetéséhez a pReceiver-M11/Flag-LIMK2v1 (katalogusszam: EX-
Z0703-M11) vektort hasznaltuk (GeneCopoeia) (8. abra).

j—mcz

g
-
o~ CMYV — Flag i ORF

pReceiver-M11
expresszios vektor

TS -

SV40 PolyA signal

8. abra A Flag-LIMK?2v1 vektor.
A Flag-LIMK2-t kddol6 szekvenciat az ORF jelzi.

Ori
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Az overexpresszalt LIMK2v1 fehérje Western blottal torténd detektalasat, illetve affinitas
tisztitasat a vektorban talalhatoé Flag-taget kodold szekvencia tette lehet6vé. A plazmidot E.coli
JM109 kompetens sejtekbe transzformaltuk €s ampicillin tartalmi LB agaron tenyésztettiik, majd
az igy feln6tt egyedi telepeket 100 pg/ml ampicillin tartalmt folyékony LB tapoldatba (10 g/l
tripton, 5 g/l €éleszt6 kivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,0) oltottuk le és 37°C-on, 180 rpm-en egy ¢jszakan
at torténd razatds mellett novesztettiik. A plazmidot E.Z.N.A. Plazmid Maxi Kit segitségével
tisztitottuk, a vektor méretét pedig Notl restrikciés enzimmel torténd hasitast kdvetden 0,5%-0S

agaroz gélen ellendriztiik.
3.7. Iranyitott mutagenezis

A Flag-LIMK2v1 Thr596 oldallancan bekdvetkezé foszforilacio vizsgalata céljabol az 596
oldallancon 1év0 treonint nem foszforilalhato alaninra, illetve a foszforilacio mimkalasa érdekében
glutamatra cseréltiik (Steven és mtsai., 2007). A pontmutaciokat QuikChange Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent) segitségével hoztuk létre a gyartd utasitasai szerint, 50 ng plazmid
templatot hasznalva. A mutagenezishez hasznalt primerek szekvenciait az 1. tablazat tartalmazza. A
PCR reakciot kovetden a templat DNS-t Dpnl enzimmel emésztettiik (37°C-on 1 6ran at), majd XL-
10 Gold ultrakompetens sejtekbe transzformaltuk és 100 pg/ml ampicillin-tartalmu szilard LB
lemezre szélesztettiik, a méasnapra felnétt egyedi telepeket pedig az el6zd részben leirtak szerint
novesztettiik, majd a plazmidot tisztitottuk és a méretét agaréz gélen ellendriztiik. A mutans
plazmidok szekvencidjanak ellendrzését Sanger-féle DNS szekvenalassal az UD GenoMed Kift.
végezte. A kapott eredményeket a Chromas v2.6, valamint a Multiple Sequence Comparison by
Log-Expectation (MUSCLE) szoftverek segitségével validaltuk.

Flag-LIMK2
mutans

Forward primer (5’ — 3’) Reverz primer (5’ — 3’)

Flag-LIMK2T5%A GGTCATACTTGATGGCGACCTTCC CGCCAAGGGAAGGTCGCCATCAAGT

CTTGGCG ATGACC
Flag-LIMK2T596E CCTTGGGGTCATACTTGATTTCGA GAGGCGCCAAGGGAAGGTCGAAATC
9 CCTTCCCTTGGCGCCTC AAGTATGACCCCAAGG

1. tabldzat Flag-LIMK2v1 mutagenezishez hasznalt primerparok
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3.8. Flag-LIMKZ2v1 transzfekcio

A Flag-LIMK2v1 fehérje tultermeltetéséhez a tsA201 sejteket a transzfekciot megel6z6 napon
sejttenyésztd lemezekre raktuk ki és a feliiletet masnapra 70-80 %-ban bendvé sejtekbe pReceiver-
M11/Flag-LIMK2v1 plazmidot juttattunk polietilénimin (PEI) transzfekcios reagens segitségével.
A transzfekcios mix Osszeallitasahoz 1 ug DNS:2 ul PEI aranyt alkalmaztunk, amelyet steril 150
mM NaCl oldatban higitottunk, majd 5 perc inkubaciét kovetéen a higitott PEI-t a DNS oldathoz
adtuk. 30 perc elteltével a transzfekcios mixet a szérum- és antibiotikummentes DMEM tapoldatban
1év6 sejtekhez csepegtettiik. 6 6ra mulva a transzfekcidés médiumot 20% FBS-t tartalmazo DMEM-
el egészitettiikk ki, 10% FBS végkoncentraciot alkalmazva. 36 6ra poszttranszfekcios id6 utan a
médiumot szérummentes DMEM-re cseréltiik és a sejteket egy éjszakan at (16 ora) éheztettiik. 48
ora poszttranszfekcios id6 utan a sejteket 5 uM GF109203X-vel, 200 nM G66983-al vagy 10 uM
H1152-vel kezeltiik 30 percen at, majd 50 nM CLA-t hozzaadva tovabbi 30 percig inkubaltuk. A
sejtek lizisét kovetden az overexpresszid sikerességét Western blot modszerrel, Flag-tag elleni

antitest alkalmazasaval ellen6riztik.
3.9. Immunprecipitacio

A Flag-LIMK2v1-t termel6 tsA201 sejteket Na-deoxikolat-mentes RIPA pufferben lizaltuk a
THP-1 sejtek kezelése és lizise részben leirtak szerint, majd a lizatumot Protein A Sepharose gyantan
el6tisztitottuk. Ehhez 15 mg Protein A Sepharose-t 500 pl TBS-ben 5 percig duzzasztottunk, majd
haromszori mosast és centrifugalast (1500 g, 5 perc) kdvetéen 10 pg normal (nem-immun) egér
szérumot tartalmazd TBS pufferben 1 6ran at 4°C-on forgatva inkubaltuk, végiil TBS pufferrel ismét
haromszor mostuk. Ezt kdvetden adtuk hozza a sejtlizatumot, amellyel 2 6ran at 4°C-on forgatva
inkubaltuk, majd az ily modon el6tisztitott lizatumot a Flag taggel rendelkez6 fehérjék kikotésére
alkalmas anti-Flag M2 affinitas gyantahoz adtuk. A gyanta 50%-o0s glicerines oldatabol mintanként
30 ul-t vettiink ki, majd centrifugalast kovetéen (8000 g, 30 masodperc) a glicerint eltavolitottuk,
igy mintanként 15 pl Flag gyantat hasznaltunk (10 cm Petri csésze, 750 ul pufferben feltarva). A
gyongyoket 500 pl TBS-el haromszor mostuk, majd a lizaitummal egyiitt 2 6ran 4t 4°C-on, a csévek
folyamatos forgatdsa mellett inkubaltuk. Centrifugalast kovetden (8000 g, 30 masodperc) a nem
kotddott lizatumot pipettaval leszivtuk, mintat vettiink beldle és SDS mintapufferrel felféztik. A

gyongyoket ismét haromszor mostuk TBS-el, mikdzben a mosooldatokbol is mintat vettiink, majd
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azokat szintén felfoztiink. A gyantahoz kotott fehérjét ezt kovetden a tovabbi felhasznalas céljatol

fliggden kezeltiik.
3.10. In vitro fehérje foszforilacio

A tsA201 sejtekben termeltetett Flag-LIMK2v1 fehérje in vitro foszforilaciojat PKC, illetve
ROCK enzimekkel a gyart6 utasitasai szerint, anti-Flag M2 affinitas gyantan immobilizalt fehérjével
végeztikk. A PKC altali foszforilaciot 0,1 pg/ml enzimet alkalmazva Hepes tartalmu pufferben [20
mM Hepes (pH 7,5), 10 mM MgCl>, 1 mM DTT] 0,65 mM CaCl,, 1 uM MC-LR, 0,2 mM ATP,
valamint foszfatidil-szerin-diolen micellak (0,3 mg/ml foszfatidil-szerin, 60 pg/ml diolein)
jelenlétében végeztik 30°C-on. A ROCK altali foszforilaciohoz 2 U/ml ROCK enzimet
alkalmaztunk Tris pufferben (50 mM Tris-HCI, 0,1 mM EGTA; pH 7,5), 1 uM MC-LR, 5 mM
MgCl; és 0,2 mM ATP jelenlétében. Negativ kontrollként enzim vagy szubsztrat nélkiili mintakat
alkalmaztunk. A mintakat 30°C-os vizfiirdében 0, 10, 30, 60, 90, illetve 120 percig inkubaltunk. A
reakciokat haromszori TBS-el torténé mosassal, majd 1x SDS mintapufferrel 5 percen at térténd
fozéssel allitottuk le. Az immobilizacid, valamint a foszforildcio sikerességét Western blot

modszerrel detektaltuk.
3.11. Flag-LIMK?2v1 tiofoszforilacidja és tisztitasa

A tsA201 sejtekben overexpresszalt és Flag affinitas gyantdhoz immobilizalt Flag-LIMK2v1-
t0,1 pg/ml PKC jelenlétében az in vitro fehérje foszforilacio részben leirtak szerint, 0,2 mM ATPyS
alkalmazasaval tiofoszforilaltuk. Haromszori TBS-el torténd mosast kovetden mind a tiofoszforilalt,
mind a foszforilalatlan gyantdhoz kotott fehérjét 300 pg/ml Flag-peptidet, 2 M MgCl.-t, valamint
proteazgatld mixet tartalmazo TBS oldattal elualtuk (4°C-on egy éjszakan at tartd forgatas kozben).
Ezt kdvetden az elucidhoz hasznalt puffert ZebaSpin somentesité oszlopon TBS-re cseréltiik. Ehhez
az oszloprol a tarold puffert centrifugalassal (1000 g, 1 perc) eltavolitottuk, majd 50 ul TBS-el
haromszor atmostuk. Ezutan a gyantardl elualt fehérjeoldatot az oszlopra vittiik és centrifugalassal
Bradford moédszerrel (Bradford, 1976) mértiik, a tisztasagat pedig SDS-PAGE gélelektroforézist

kovetoen Coomassie Brilliant Blue festéssel ellendriztiik.
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3.12. Protein foszfataz aktivitis meghatarozasa

A protein foszfataz aktivitds meghatarozasahoz 3?P-al jelolt miozin kénnytilancot (*2P-
MLC20) hasznaltunk szubsztratként (Erdédi és mtsai., 1995). A Flag-LIMK2v1 hatasat a PP1
aktivitasara nativ PP1c alkalmazasaval hataroztuk meg (Erdédi és mtsai., 1992). A PP1lc-t 0,1%
BSA-t és 0,1% 2-merkaptoetanolt tartalmazo 20 mM Tris-HCI (pH 7,4) pufterrel higitottuk (5 nM
végkoncentracié az esszében), majd 0-200 nM Flag-LIMK2v1-vel, illetve tiofoszforilalt Flag-
LIMK2v1-vel inkubdltuk 10 percig 30°C-on 20 ul térfogatban. A reakcidt 10 pl szubsztrat
hozzaadasaval inditottuk, 10 percig inkubaltuk, majd 200 pl 10% TCA ¢és 200 pl 6 mg/ml BSA

hozzaadasaval allitottuk le.

A PMA-val kezelt THP-1 sejtek foszfataz aktivitasanak meghatarozasahoz a sejteket
centrifugalassal 6sszegyijtottik (800 g, 3 perc), PBS-el, majd TBS-EDTA pufferrel (50 mM Tris—
HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 0,1 mM EDTA) mostuk, végiil proteazgatld koktéllal, 50 mM
merkaptoetanollal, ImM PMSF-el és 3mM benzamidinnel frissen kiegészitett TBS-EDTA puffert
adtunk a sejtekhez. Folyékony nitrogénben torténd fagyasztast és ultrahangos szonikalast kdvetden
a lizatumot centrifugaltuk (16 000 g, 10 perc, 4°C). A feliiliszobol 10 pl-eket tiszta eppendorf
csovekbe mértiink, amit 10 ul TM pufferrel [20 mM Tris—HCI (pH 7,4), 0,1% 2-merkaptoetanol]
egészitettiink ki. 1 perc eldinkubalast kovetden a defoszforilaciot 15-30 masodpercig végeztiik. A
kihasitott 32P; radioaktivitasat a kicsapodott fehérjék centrifugaldssal (10 000 g, 1 perc) torténd
elvalasztasa utan szcintillacios szamlaloban (Perkin Elmer) hataroztuk meg 370 pl feliiltiszobol. A
foszfataz aktivitas valtozasat szazalékosan adtuk meg, a kontroll mintahoz viszonyitva (azt 100 %-

nak véve).
3.13. Immunfluoreszcencia

A THP-1 sejteket 24 oraval az immunfestést megelézden Cell Carrier Ultra tiveg alji 96-lyuku
lemezre (Perkin Elmer) raktuk ki, melynek feliiletét el6zéleg I-es tipust kollagénnel kezeltiik (5
ng/cm? kollagén 20 mM ecetsavban higitva, 1 6ra szobahdn). A festés soran az egyes oldatok
eltavolitasa el6tt a szuszpenzids sejteket a lemezen centrifugaltuk (1000 g, 1 perc). A médium
eltavolitasa utan a sejteket PBS-el mostuk, majd 3,7 % paraformaldehid oldattal 15 percig szobahén
fixaltuk. PBS-el torténd mosas utan a sejteket 0,1 % Triton X-100-at tartalmazé PBS oldattal 10
percig szobahdn permeabilizaltuk. Ujabb mosasi 1épéseket kovetden a blokkolast 1 % BSA/PBS

oldattal egy oran at, szobahdn végeztiik. Az anti-67LR els6dleges antitestet 0,1 % BSA/PBS
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oldatban higitottuk 1:100 aranyban, melyben a sejteket egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk. A
mintakat hdromszor 10 percig PBS-el mostuk, majd 1:200 aranyban 0,1 % BSA/PBS oldatban
higitott Alexa 488-konjugélt anti-nyul-1gG-vel 90 percig szobahdn inkubdltuk, amit wjabb
haromszori PBS-el torténd mosas kovetett. A sejtmagokat 2,5 pg/ml DAPI-val 2 percig festettiik,
végiil haromszor 10 percig PBS-el mostuk. A konfokalis képeket Opera Phenix High Content
Screening késziilékkel, 40x nagyitast vizes objektiv lencsével (NA 1,1) készitettiik. A felvételek a

sejtmag fokuszsikjaban késziiltek.
3.14. Eletképesség vizsgalata Alamar Blue teszttel

A THP-1 sejteket a kezelés eldtti napon friss médiumban vettik fel, 2,5%x108/ml
koncentracidban. A kezeléseket 96-lyuku lemezen végeztiik 5x10%/ml sejtkoncentraciot alkalmazva.
A DNR-t tobbféle szubletalis koncentracidban alkalmaztuk (0-200 ng/ml) 6nmagaban vagy 5 uM
EGCG el6kezeléssel (1 6ra) kombinalva, majd 24 oran keresztiil inkubaltunk. Ezutan a médiumhoz
Alamar Blue reagenst (O’Brien és mtsai., 2000) adtunk 20 uM végkoncentraciéban, 2 6ran at
inkubaltunk, majd a fluoreszcenciat 560/590 nm-en mértiikk Tecan Spark Multimode Plate Reader
(Thermo Fischer Scientific) késziilékkel. A sejtek életképességét szazalékban kifejezve adtuk meg
a csak vivoanyaggal (dimetil-szulfoxid (DMSQ)) kezelt kontroll sejtekhez viszonyitva (azt 100 %-

nak véve).

3.15. Sejtek letapadasanak vizsgalata szulforodamin B teszttel

szulforodamin B (SRB) esszével vizsgaltuk (Vichai és Kirtikara, 2006). THP-1 monocitdkat 100
nM PMA-val differencidltattunk énmagéaban, 10 pM H1152 (30 perc) vagy 20 uM EGCG (1 6ra)
eldkezeléssel kombinalva, majd 24, 48, ill. 72 6ra mulva a médiumot a le nem tapadt sejtekkel egytitt
eltavolitottuk és PBS-el torténd kétszeri mosast kdvetden a sejtekhez jéghideg triklorecetsavat
(TCA) adtunk 10 % (v/v) végkoncentracioban és 1 oran at 4°C-on inkubaltuk. Ezt kovetden a
kicsapodott fehérjéket desztillalt vizzel G6tszor mostuk, szaritottuk, majd 0,4 % (m/v) SRB-t
tartalmaz6 1 %-os ecetsav oldattal 10 percig szobahdn festettiik. A nem kotddott festéket 1 %-0s
ecetsav oldattal torténd Otszori mosassal tavolitottuk el, majd a kotott festéket 10 mM Tris bazissal
szolubilizaltuk. Az abszorbancia értékeket 515 nm hulldimhosszon mértiik Tecan Spark Multimode
Plate Reader segitségével (Thermo Fischer Scientific). A letapadas mértékét szazalékban fejeztiik

ki, a 72 6ran at PMA-val differencialtatott sejtek letapadasanak mértékét véve 100 %-nak.
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3.16. Elektromos sejt-szubsztrat impedancia érzékelés (ECIS)

Az elektromos sejt-szubsztrat impedancia érzékelés (ECIS) késziilékkel (Applied Biophysics)
a differencialodo sejtek letapadasanak erésségét vizsgaltuk (Smith és mtsai., 2018). A sejteket 24-
lyuku lemezen 10 uM H1152-vel (30 perc) vagy 20 uM EGCG-vel (1 o6ra) elkezeltiik, majd 100
nM PMA hozzaadasaval differenciaciot indukaltunk. Ezt kovet6en a sejteket azonnal 8W10E ECIS
8 elektrodas tenyésztoedénybe pipettaztuk, majd a letapadast a rezisztencia valos idejl, percenkénti
mérésével kovettik nyomon 72 6ran keresztiil, 4000 Hz frekvencigju elektromos impulzust
alkalmazva. Az abrazolt normalizalt rezisztencia az egyes idopontokban a kezelésenkénti 0. percben
mért atlagos rezisztenciaértékekre vonatkoztatott értéket jeloli, amely aranyos a sejtek

letapadasanak erdsségével.

3.17. Statisztikai analizisek

A foszfatazaktivitas mérések, valamint a Szulforodamin B teszt adatainak statisztikai
analiziséhez Student-féle t-tesztet, majd poszthoc analizisként Sidak-tesztet végeztiink. Az ECIS
mérések, Alamar Blue életképességi vizsgalatok, illetve a Western blot képek denzitometralasi
adatait kétutas ANOVA modszerrel elemeztiik (Tukey- vagy Dunnett-féle poszt hoc analizissel
kiegészitve). A statisztikai analizist és a diagramok készitését a GraphPad Prism 8.0.1. szoftverrel
végeztiik és a p < 0,05 értékeket tekintettiik szignifikansnak. A diagramok esetén az egyes oszlopok

legalabb harom fliggetlen mérés atlagat, mig a hibasavok az adatok szorasat mutatjak.
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4. EREDMENYEK

4.1 A LIMK2v1 foszfatazgatlo szerepének vizsgalata

4.1.1. A Flag-LIMK2v1-t foszforilalo kinazok azonositasa

Ismert, hogy a MP specifikus gatlo fehérjéje, a CPI-17, illetve egyes rokon fehérjéinek
expresszioja szdmos humdan tumoros sejtvonalban emelkedést mutat (Jin és mtsai.,, 2006). A
foszforilalt CPI-17 a tumorszupresszor merlin gatlasa, valamint a sejtburjanzast eldsegit6 ERM
fehérjecsalad aktivalasa révén képes a Ras jelatviteli utvonal talzott miikodésének kivaltasara,
elosegitve ezzel a daganatos transzformacio indukalasat (Riecken és mtsai., 2016). A LIMK2 75
kDa méretii 1-es izoformajanak (LIMK2v1) C-terminalis része tartalmaz egy PHIN-szer(i domént
(Dubois és mtsai.,, 2003. Vallée, 2018), tovabbd egy treonin oldallancot (Thr596), amelynek
aminosav kornyezete kdzel 60%-0s azonossagot mutat a CPI-17 inhibitor foszforilacios helyével (9.
abra). A tovabbiakban a LIMK2v1l CPI-17-szeri szakaszon torténd foszforlacigjanak és

foszfatazgatl tulajdonsagéanak jellemzésére fokuszaltunk.

A i .
N-terminilis vég  : PP1 holoenzim inhibitor (PHIN) ! C-terminalis vég
: domén :
L s 100% [ 147 CPI-17
35 120
I Tnrs9e 39% 686 LIMK2v1
593 686
B Foszforilacios
szekvencia-hasonlésag
CPI-17 13 KLQSPSRARGPGGSPGGLQKRHARVTVKYDRRELQRRLDVEKWIDGRLEELYR 65 100 %
LIMK2v1 572 PPGAAGEGPGCADDEGPVRRQ GKVTIKYDPKELRKHLNLEEWILEQLTRLYD 623 58 %

9. abra A CPI1-17 és LIMK2v1 fehérjék foszforilacids szekvencidjanak dsszehasonlitasa

(A) A sziirke boksz jeloli a PP1 holoenzim inhibitor domén (PHIN) elhelyezkedését, benne a doménszekvenciak
hasonldsaga szazalékban kifejezve. Az aktivald foszforilacios helyek pirossal, mig az egyéb CPI-17 foszforilacios
helyek sziirke korokkel jelolve. (B) A CPI-17 és a LIMK2v1 foszforilacios szekvenciaja (kékkel, illetve zolddel
kiemelve) és annak aminosav kérnyezete, valamint a foszforilacios szekvencidk hasonlosaganak mértéke szazalékban
kifejezve.
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Mivel a CPI-17 és rokon fehérjéi elsésorban PKC és ROCK enzimek altal foszforilalodnak és
aktivalodnak, in vitro koriilmények kozott vizsgaltuk a rekombinans LIMK2v1 CPI-17-szer(i helyen
torténd foszforilaciojat PKC, illetve ROCK enzimek jelenlétében. A Flag-LIMK2v1-t kodold
plazmidot az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint tsSA201 sejtekbe jutattuk be és 48
oraval a transzfekcidé utan a sejteket lizaltuk. Az overexpresszalt Flag-LIMK2v1-t az
immunprecipitacié fejezetben leirtak szerint Flag affinitds gyantdhoz kotottik, majd az igy
immobilizalt fehérjét PKC, illetve ROCK enzimek és ATP jelenlétében inkubaltuk 10, 30, 60, 90,

illetve 120 percen keresztiil. A foszforilaci6 mértékét anti-CPI-17PTNr8

antitest segitségével
detektaltuk. A 10. dbran lathat6, hogy a PKC mar 10 perc, mig a ROCK 60 perc elteltével képes volt
foszforilalni a gyantahoz kotott Flag-LIMK2v1-t, 90, illetve 120 perc inkubaciot kovetéen pedig
mar mindkét enzim jelentds mértékben novelte a fehérje foszforilaciojat a CPI-17-szerii helyen.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy in vitro koriilmények kozott mind a PKC, mind a ROCK

képes a Flag-LIMK2v1 CPI-17-szerli helyének foszforilaciojara.

IP: Flag-gyanta IP: Flag-gyanta
Flag-LIMK2 + + + o+ + + - + Flag-LIMK2 + + + o+ + o+ o+ - +
PKC - 0 10 30° 60’ 90° 120" + - ROCK ’ 60° 90° 120° + -

1
o
—
=]
[
o

75 kDa ol b WB: anti-CPI-78T8 |5 Lt R " !
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10. dbra Flag-LIMKZ2v1 in vitro foszforilaciéja PKC és ROCK altal
A Flag-LIMK2v1-t tsA201 sejtekben overexpresszaltuk és Flag affinitas gyantan immobilizaltuk, majd PKC vagy
ROCK enzimekkel foszforilaltuk 10, 30, 60, 90 vagy 120 percen keresztiil. Az immobilizcié sikerességét anti-Flag, a
CPI-17-szerli helyen bekdvetkezé foszforilacié mértékét anti-CPI-17PT"38 antitestekkel, Western blot modszerrel
detektaltuk.

A tovéabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a LIMK2v1l CPI-17-szerti helyének foszforilacidja
megvalosul-e €16 sejtekben is, endogén PKC és ROCK enzimek altal. Ehhez megkisérletiik a tsA201
sejtekben overexpresszalt Flag-LIMK2v1 foszforilaciojat PKC aktivalas révén kivaltani, azonban
PMA-val torténé PKC aktivalast kovetden a LIMK2v1 CPI-17-szer(i helyen torténd foszforilaciojat
nem tudtuk detektalni (nem bemutatott adatok). Ezért a Flag-LIMK2v1 foszforilaciojat foszfataz
gatlassal probaltuk indukdlni, a PKC és ROCK szerepét pedig kinaz gatloszerek alkalmazasaval
kivantuk vizsgalni. Flag-LIMK2v1-et expresszalo tsA201 sejteket PKC inhibitor GF109203x-el (5
uM), G66983-al (200 nM) vagy ROCK inhibitor H1152-vel (10 uM) 30 percen at elékezeltiink,
majd 50 nM foszfatazgatld CLA jelenlétében vagy hianyaban tovabbi 30 percig inkubaltunk. Ezt
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kovetéen a sejtlizatumokat Flag gyantahoz kotottik és az immobilizalt Flag-LIMK2v1-t SDS
mintapufferrel torténd fozéssel eludltuk a gyantardl, végiil a mintdkat Western blot mddszerrel
analizaltuk. A Flag-LIMK2v1 overexpresszidjanak €s a kotés sikerességének ellenérzésére anti-
Flag, a CPI-17-szerli helyen torténd foszforilacié detektalasara pedig anti-CPI-17PT"38 antitestet
hasznaltunk. A 11. abra alapjan elmondhatjuk, hogy a rekombinans Flag-LIMK2vl CLA
jelenlétében a CPI-17-szerti helyen nagymértékben foszforilalt, és ez a foszforilaci6 ROCK
gatloszerrel kombinacioban alkalmazva a CLA-t jelentds mértékben csokken, mig a PKC
gatloszerek jelenlétében a CLA-indukélt foszforilacid nem valtozik szdmottevéen. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a ROCK enzim nem csak in vitro koriilmények kozott, de a sejtekben is képes
a LIMK2v1 CPI-17-szer( helyen tortén6 foszforilacidjanak szabalyozasara. Ezzel szemben a kétféle
PKC gatloszerrel kapott eredményeink arra utalnak, hogy bar in vitro koriilmények kozott a PKC
hatékonyan képes a LIMK2v1 foszforilaciojat katalizalni a CPI-17-szer( helyen, ¢l6 sejtekben ez a
folyamat nem, vagy csak kis mértékben valosul meg. Ez magyarazatot adhat arra, hogy PMA-val
torténd PKC aktivalas soran miért nem sikeriilt a LIMK2v1 foszforilacidjat indukalni tsA201

sejtekben.
IP: Flag-gyanta
PKC/ROCK inhibitor - GF H1152 - Go H1152
Flag-LIMK2 - - + + + + + 4+ - - + + + + + o+
CLA - + - + - + -+ -+ _ + — + + -
75 kDa ? - — " WB: anti-CPI-17°T38
75 kDa G Cume e GEED — . —— WB: anti-FLAG

11. dbra PKC és ROK inhibitorok hatasa Flag-LIMK2v1 foszforilaciojara a CPI-17-szeri
helyen

A Flag-LIMK2v1-t tsA201 sejtekben overexpresszaltuk, majd 48 ora elteltével a sejteket 30 perc GF109203x, G66983
vagy H1152 inhibitorral t6rténd eldkezelésnek vetettiik ala, végiil 50 nM CLA jelenlétében vagy hianyaban inkubaltuk
tovabbi 30 percen at. Az overexpresszalt fehérjét Flag affinitas gyantan immobilizaltunk. Az immobilizacio sikerességét
anti-Flag, a CPI-17-szer(i helyen bekovetkezd foszforilacid mértékét anti-CPI-17PT"38 antitestekkel, Western blot
modszerrel detektaltuk.

4.1.2. A Flag-LIMK2v1 foszforilalodé oldallaincanak azonositasa

Annak bizonyitasara, hogy a Flag-LIMK2vl foszforilacigjanak CLA jelenlétében
megfigyelheté nagyfoki emelkedése valoban a CPI-17 Thr38 oldallincanak megfeleld helyen
torténik, a Flag-LIMK2v1-t kdédold vektort helyspecifikus mutagenezisnek vetettiik ala. Az
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Anyagok ¢s modszerek fejezetben leirtak szerint 1étrehoztuk a Flag-LIMK2v1 Thr596 oldallancanak
nem foszforilalhato (Flag-LIMK2v1™%4) valamint foszforilaciot mimikalo (Flag-LIMK2v1T>9E)
varidnsait, majd azokat tsA201 sejtekbe juttattuk be. 48 ora poszttranszfekcids idot kovetden a
sejteket 50 nM CLA-val kezeltiik 30 percen at, lizaltuk, majd Flag affinitas gyantaval inkubaltuk.
Az ily médon immobilizalt Flag-LIMK2v1-t SDS mintapufferrel torténé fézéssel elualtuk a
gyantarol, végiil a kérdéses helyen torténd foszforilaciot Western blot segitségével ellendriztiik anti-
CPI-17PTM"38 antitest segitségével. A 12. abran CLA jelenlétében a sejtlizatumokban megfigyelhetd
egy 75 kDa méretli fehérje foszforilacioja a CPI-17-szeri helyen, amely foszforilacio Flag-
LIMK2v1 overexpresszid hatdsara tovabb emelkedik. Az endogén LIMK2vI-tdl gyantin
elvalasztott vad tipust Flag-LIMK2v1 jelentés mértékii foszforilacidja lathato a CPI-17-szeru
helyen a korabban bemutatott kisérlettel megegyezéen, ezzel szemben a Flag-LIMK2v1™%Amutans
esetén a kérdéses foszforilacido elmaradt. Mindezen eredmények arra utalnak, hogy a CLA
jelenlétében megfigyelhetd jelentés mértékli foszforilaci6 emelkedés valoban a CPI-17-szerti
helyen, a Thr596 oldallancon kovetkezik be. Megjegyzendd, hogy kismértékben a TS96E mutéciot
hordozo Flag-LIMK2v1 is keresztreakciot mutatott az anti-CP1-17PT""*8 antitesttel.

lizatum IP: Flag-gyanta

Flag-LIMK2 - - WT WT T596A T596A T596E Flag-LIMK2 - - WT WT T596A T596A T596E
CLA - CLA - + - + - + -

+ - + - + -
75kba ‘ I . WB: anti-CPI-17rT38 . -
v | e | (M

12. dbra Flag-LIMK2v1 mutansok foszforilaciojanak vizsgalata CLA jelenlétében

Vad tipust, T596A, illetve T596E mutaciot hordozd Flag-LIMK2v1-t tsA201 sejtekben overexpresszaltunk, majd 48
ora elteltével a sejteket 30 percen at 50 nM CLA-val torténd kezelésnek vetettiik ala, végiil az overexpresszalt fehérjéket
Flag affinitas gyantan immobilizaltuk. Az immobilizacid sikerességét anti-Flag, a CPI-17-szerii helyen bekovetkezd
foszforilacio mértékét anti-CPI-17PT"38 antitestekkel, Western blot modszerrel detektaltuk.

4.1.3. Flag-LIMK2v1 foszfatazgatlé hatasanak vizsgalata

A CPI-17 fehérjecsalad tagjairol ismert, hogy PP1 gatlo hatasuk foszforilaciojukat kdvetden
sokszorosara emelkedik, ezért vizsgalni kivantuk a foszforilalatlan és foszforilalt Flag-LIMK2v1
hatasat a PP1c foszfataz aktivitasara. Ehhez a Flag affinitds gyantan immobilizalt Flag-LIMK2v1
fehérjét PKC és ATPyS jelenlétében tiofoszforilaltuk (a foszfataz esszé soran a defoszforilacio

elkeriilése érdekében), majd Flag-peptid segitségével elualtuk a gyantarol. Ezt koveten a tisztitott
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fehérje foszforilalatlan ¢és tiofoszforilalt formainak jelenlétében, kiilonb6zé koncentraciokat
alkalmazva (0, 10, 50, 100, 200 nM) megmértiik a PP1c¢ katalitikus alegység foszfataz aktivitasat.
A méréshez 3?P-al jeldlt miozin kénnyiilancot (*2P-MLC20) hasznaltunk szubsztratként. A 13. abran
lathato, hogy a foszforilalatlan Flag-LIMK2v1 100-200 nM koncentraciotartomanyban 10-30%-kal
csokkentette a PPlc foszfataz aktivitasat, mig a tiofoszforilalt LIMK2vl mar 10 nM
koncentracioban képes volt hasonlé mértéki gatlas kifejtésére, 200 nM koncentracioban alkalmazva
pedig mintegy 10%-ra cs6kkentette az enzim aktivitasat. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a
LIMK2v1 a CPI-17 csaldd tagjaihoz hasonldéan foszforilalt allapotban a PP1 tipusu foszfatazok
hatékony gétlo fehérjéje lehet.
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13. dbra Flag-LIMK2v1 hatasa a PP1 katalitikus alegység foszfataz aktivitasara

0-200 nM Flag-LIMK2v1-t vagy tiofoszforilalt Flag-LIMK2v1-t inkubaltunk nativ PP1c-vel, és a foszfataz aktivitast
32P-MLC20 szubsztrat alkalmazasaval hatiroztuk meg az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint. A Flag-
LIMK2v1-t nem tartalmazé mintdk foszfataz aktivitasat vettik 100 %-nak. Statisztikai analizisként t-probat
alkalmaztunk Sidak-féle poszt-hoc teszttel. (n = 3, ** p < 0,01; *** < 0,001.)

4.2. A miozin foszfataz szerepe THP-1 leukémias sejtek kemoszenzitivitasaban

4.2.1. Az EGCG/67LR/PKA/PP2A jelatviteli utvonal komponenseinek jelenléte és
lokalizacioja THP-1 sejtekben

crer

apoptozis indukalasara képes (Umeda ¢és mtsai., 2008), eziranyu hatasanak molekularis
mechanizmusa azonban még nem minden részletében feltart. THP-1 sejtekben korabban mar

kimutattuk, hogy a DNR-indukalt sejthalal a foszfatazok aktivalasaval jar egylitt, mig a foszfatazok
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gatlasa csokkentette a sejtek DNR-¢l szembeni érzékenységét, amely a MYPT1 Thr696 és a pRb
Thr826 oldallancanak emelkedett foszforilaciojaval jart egyiitt (Dedinszki és mtsai., 2015; Kiss és
mtsai., 2008). Ezen eredmények arra utalnak, hogy a MP aktivalasa révén lehet6ség nyilhat a
leukémids sejtek kemoterapias szerekkel szembeni érzékenységének fokozasara. A MP kozvetlen
aktivalasara alkalmas agonista nem all rendelkezésre, azonban ismert, hogy az EGCG kotodése a 67
kDa laminin receptorhoz (67LR) cAMP képzddéshez és a PKA enzim aktivalasdhoz vezet, amelyet
a PP2A aktivitasanak novekedése kovet, ezen események sorozata pedig a MYPT1 Thr696 gatlo
foszforilacios helyének defoszforilaciojat, ezaltal a MP holoenzim aktivalasat eredményezi
(Tsukamoto és mtsai., 2014; Batori és mtsai., 2017; Umeda és mtsai., 2008). Mindezek alapjan
vizsgalni kivantuk az EGCG kemoszenzitizal hatasat DNR-el kezelt THP-1 sejtek életképességére.

Els6 1épésként ellendriztiik az EGCG/67LR/PP2A ttvonal komponenseinek jelenlétét és a
receptor lokalizaciojat THP-1 sejtekben. Teljes lizatumban Western blot modszerrel vizsgaltuk a
MYPTI1 regulator alegység, a 67LR, illetve a PP2A B566 alegységének expresszidjat, amelyrdl
korabban kimutattak, hogy PKA altali foszforilacio révén szabalyozodik (Ahn és mtsai., 2007). Azt
talaltuk, hogy a THP-1 sejtekben ezen fehérjék mindegyike jelen van (14. A abra), a PKA pedig

altalanosan eléfordulé enzimnek tekinthetd az emlds sejtekben (Skalhegg és Tasken, 2000).

A B
kDa 67LR DAPI
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14. abra Az EGCG/67LR/PKA/PP2A jelatviteli atvonal komponenseinek expresszioja és a
67LR lokalizacioja THP-1 sejtekben

(A) AMYPTL, PP2A-B564 alegység és a 67 kDa laminin receptor (67LR) expressziojat THP-1 sejtek teljes lizatumaban
Western blot modszerrel vizsgaltuk. (B) A 67LR lokalizacidjat immunfluoreszcens festéssel, konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk, a sejtmagokat DAPI-val tettiik lathatova.

Az EGCG/67LR/PKA/PP2A jelatviteli utvonal aktivaciojdhoz elengedhetetlen a 67LR

membranlokalizacidja, ezért immunfestés segitségével megvizsgaltuk a receptor lokalizaciojat

THP-1 sejtekben. A szuszpenzids sejteket elézdleg kollagénnel bevont, liveg alju 96-lyuki
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tenyésztéedénybe raktuk, majd a sejtek fixalasat és permeabilizalasat kovetéen 67LR-re specifikus
antitesttel jeloltiik. Az immunreakcid detektalasara fluoreszcens festékkel jelzett masodlagos
antitestet hasznaltunk. A 67LR lokalizaciojat az 14. B abra mutatja. A receptor mind a sejtmagban,
mind a citoplazmaban megtalalhato, de els6sorban a sejtmembranban koncentralédik. Mindezek
alapjan a leukémia eredetii THP-1 sejtek kezelése EGCG-vel kivalthatja a MP aktivalasat az
EGCG/67LR/PKA/PP2A jelétviteli utvonalon keresztiil.

4.2.2. Az EGCG hatasa THP-1 sejtek kemoszenzitivitasara

THP-1 leukémidas sejtek életképességének vizsgalata

Annak vizsgalatara, hogy az EGCG befolyasolja-e a THP-1 leukémias sejtck DNR-el
szembeni érzékenységét, a sejteket elséként EGCG-vel kezeltik oOnmagaban, 5-20 uM
koncentraciotartomanyban, majd a sejtek ¢letképességét Alamar Blue teszttel mértiik.
Eredményeink alapjan az EGCG kezelés nmagaban a legnagyobb alkalmazott koncentracidban is
minddssze kismértéki citotoxicitast okozott (8%) (15. A abra), ezért a kombinalt kezelésekhez a
tovabbiakban az altalunk vizsgalt legkisebb, 5 uM koncentraciot alkalmaztuk. A DNR kezelés soran
szubletalis koncentraciok alkalmazasa volt a célunk, amelyek kis vagy kozepes mértékii sejthalalt
okoznak. A 15. B abran lathato, hogy 10-200 ng/ml koncentracidtartomanyban alkalmazva a DNR
onmagaban 5-44% mértékli életképesség csokkenést okozott, mig 5 uM EGCG eldkezeléssel
kombinalva a DNR-indukalta citotoxicitas 25, 50, ill. 100 ng/ml koncentracidknal szignifikansan
megnovekedett. Az eredmények arra utalnak, hogy az EGCG fokozta a THP-1 sejtek DNR
kezeléssel szembeni érzékenységeét.

erer

Annak vizsgélatara, hogy az eldzéekben megfigyelt €letképesség csokkenés Osszefliggésbe
hozhato-e a sejtek proliferacios képességének csokkenésével, Western blot modszerrel analizaltuk
a sejtproliferacids markerként hasznalt proliferald sejtmagi antigén (PCNA) nevil fehérje
expressziojat a fenti kezeléseknek alavetett THP-1 sejtekben. Azt talaltuk, hogy 24 éra EGCG
kezelés onmagaban csak kismértékben, mig 50 ng/ml DNR mar szignifikdnsan csokkentette
(mintegy 25 %-kal) a PCNA fehérje expressziojat. A legjelentdsebb hatast viszont a kombinalt
kezelés esetén figyeltilk meg, amely 24 6ra alatt mintegy 50%-al csokkentette a PCNA expresszios
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szintjét a kontroll sejtekhez képest (16. abra). Ez arra utal, hogy a kombinalt kezelés erdteljesebb

proliferacio gatld hatdssal bir, mint a két szer kiilon-kiilon alkalmazva.
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15. dbra EGCG kezelés hatasa THP-1 sejtek életképességére daunorubicin jelenlétében

(A) A THP-1 sejteket 1 6ran at kezeltiik 5, 10 illetve 20 uM EGCG-vel, majd az életképességet Alamar Blue teszttel
vizsgaltuk. (B) A sejteket 5 pM EGCG-vel 1 6ran at elékezeltiik, majd tovabbi 24 6ran at inkubaltuk kiilonb6zo
szubletalis daunorubicin (DNR) koncentraciok (10, 25, 50, 100, 200 ng/ml) mellett. A kezeletlen sejtek életképességét
tekintettiik 100%-nak. Az adatok 5 fiiggetlen mérés atlagat és a hozza tartozo szorast mutatjak. Statisztikai analizisként
kétutas ANOVA-t hasznaltunk. Szignifikans valtozasok *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. (* EGCG kezeléshez
viszonyitva; # DNR kezeléshez viszonyitva, ns: nem szignifikans.)

EGCG kezelés hatasanak vizsgalata THP-1 sejtek DNR dltal indukalt apoptozisaban

Ismert, hogy a DNR kezelés THP-1 sejtekben apoptozist indukal (Kiss és mtsai., 2008). Annak
vizsgélatara, hogy a kombinalt kezelés hatasira megfigyelt életképesség csokkenést fokozott
apoptozis okozza-e, a sejteket 50 ng/ml DNR-el kezeltik 48 oran keresztil 5 uM EGCG
elokezeléssel kombinalva vagy anélkiil és Western blot modszerrel vizsgaltuk a hasadt PARP
megjelenését, mint az apoptotikus sejthalal egyik jellegzetes biokémiai markerét. Az apoptozis

folyaman a kaszpdz-3 és/vagy kaszpaz-7 a PARP-ot egy 89 kDa ¢és egy 24 kDa méretli fragmentre

44



hasitja (Tewari és mtsai.,, 1995), az altalunk alkalmazott antitest pedig a 89 kDa fragment

felismerésére képes (17. abra).

36kDa (s o s=a — | PCNA

42 kDa | - [ in

% & *
ns ok
. 1.0q
5.2 0.8 =
-_— 07
i~ o
<5 I
6 = 0.4-
(=W

0.2

0.0-
EGCG(uM) 0 5 0 5
DNR(ng/ml) 90 ¢ 50 50

16. abra EGCG és DNR kezelés hatasa a PCNA expressziojara THP-1 sejteken

THP-1 sejteketS uM EGCG eldkezelésnek vetettiink ald, majd tovabbi 24 6ran at 50 ng/ml DNR-el kezeltiik 5nmagaban
vagy EGCG-vel kombinacidban alkalmazva ¢és Western blot modszerrel vizsgaltuk a kezelések hatasat a
sejtproliferacios markerként ismert PCNA fehérje expressziojara. A gélre felvitt fehérjemennyiségek dsszehasonlitasara
B-aktin kontrollt hasznaltunk. A hisztogram a B-aktinra normalizalt fehérjeexpresszid6 mértékét mutatja a savok
denzitometriai analizise alapjan, harom fiiggetlen mérés atlagara vonatkoztatva. Szignifikans valtozasok *p < 0,05; **p
< 0,01; ***p < 0,001; ns: nem szignifikans.
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17. abra EGCG és DNR kezelés hatasa a PARP fehérje hasadasara THP-1 sejtekben

THP-1 sejteket 5 uM EGCG elékezelésnek vetettiink ala, majd tovabbi 48 oran at 50 ng/ml DNR-el kezeltiik 6nmagaban
vagy EGCG-vel kombinacioban alkalmazva és Western blot mddszerrel vizsgaltuk a PARP fehérje hasadasanak
mértékét. Pozitiv kontrollként 24 6ran at 1000 ng/ml DNR-el kezelt THP-1 sejtek lizatumat hasznaltuk. A gélre felvitt
fehérjemennyiségek Osszehasonlitisara B-aktin kontrollt alkalmaztunk. A hisztogram a B-aktinra normalizalt, majd a
pozitiv kontrollhoz viszonyitott fehérjeexpresszié mértékét mutatja a sdvok denzitometriai analizise alapjan, harom
fiiggetlen mérés atlagara vonatkoztatva. Szignifikans valtozasok *p < 0,05; ***p < 0,001; ns: nem szignifikans.

cPARRP relativ
intenzita
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Pozitiv kontrollként 1000 ng/ml DNR kezelt THP-1 sejtlizaitumot hasznaltunk. A 89 kDa
molekulatomegli hasadt PARP fehérje nem volt detektalhatd a kontroll, illetve az EGCG kezelt
sejtekben 48 o6ra utan sem, mig 1000 ng/ml DNR kezelés hatdsara mar 24 6ra kezelést kovetden is
szignifikansan megemelkedett a mennyisége. 50 ng/ml DNR kezelés hatdsara kismértékii PARP
hasadast detektaltunk, mig a kombinalt kezelést kovetden szignifikansan emelkedett mértékii PARP
hasadas volt megfigyelhetd. A pozitiv kontrollhoz viszonyitott denzitometralasi adatok azt mutatjak,
hogy a hasadt PARP mennyisége a kombinalt kezelést kapott mintakban a csak DNR-kezelt
sejtekhez képest kiir6lbeliil kétszeresére emelkedett. Az eredmények arra utalnak, hogy az EGCG
szignifikansan noveli a DNR altal indukalt apoptozis mértékét THP-1 sejtekben.

4.2.3. EGCG hatasa a MYPT1 regulator alegység és a MP szubsztratjainak foszforilacidjara

és aktivitasara

Annak vizsgalatara, hogy az EGCG hogyan befolyasolja a MP regulator alegységének, illetve
szubsztratjainak foszforilaciojat, a THP-1 leukémias sejteket 50 ng/ml DNR-el kezeltiik 3 6ran
keresztlil dnmagéaban, vagy 5 uM EGCG eldkezeléssel kombindlva és Western blot mddszerrel
vizsgaltuk @ MYPTL, a pRb és a merlin foszforilaltsagat. Az EGCG dnmagaban kismértékben
csokkentette a MYPT1 Thr696 oldallancanak, csakugy, mint a pRb Thr826 oldallancanak
foszforilacigjat. A DNR 6nmagaban szintén kismértékii foszforilacio csokkenést okozott a MYPT1
Thr696 oldallancon, mig a pRb Thr826 oldallancanak defoszforilacidja szignifikdns valtozast
mutatott. Azonban a kombinalt kezelés hatasara sokkal markansabb defoszforilaciot figyelhettiink
meg, mind a MYPT1 Thr696, mind a pRb Thr826 oldallancok vonatkozasaban. Onmagaban sem az
EGCG, sem a DNR nem befolyésolta jelentdsen a merlin Ser518 foszforilacids szintjét, azonban a
kontroll sejtekhez viszonyitva jelentds csokkenés kovetkezett be a két szer egyiittes jelenlétében,
bar ez a hatds nem bizonyult szignifikansnak (18. abra).

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az EGCG a MP aktivitasanak fokozasa révén a pRb és
merlin fehérjék defoszforilacidjat okozza, és ezen keresztiil felerésitheti azok tumorszupresszor
funkcioit. Ezek a folyamatok megmagyarazhatjak, hogyan képes az EGCG a THP-1 sejtek DNR-el

szembeni érzékenyitésére.
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18. dbra EGCG és DNR kezelés hatiasa a miozin foszfataz regulator alegységének és

tumorszupresszor szubsztratjainak foszforilaciojara
A THP-1 sejteket 5 uM EGCG-vel 1 oran at eldkezeltiik, majd 50 ng/ml DNR jelenlétében vagy hianyaban tovabbi 3
oran at inkubaltuk és Western blot moédszerrel vizsgaltuk a MYPT1 Thr696, a pRb Thr826 és a merlin Ser518
oldallancanak foszforilacidjat. A gélre felvitt fehérjemennyiségek Osszehasonlitasara B-aktin kontrollt hasznaltunk.
Statisztikai analizisként kétutas ANOVA-t alkalmaztunk. A hisztogram a B-aktinra normalizalt fehérjeexpresszid
mértékét mutatja a savok denzitometriai analizise alapjan, harom fiiggetlen mérés atlagara vonatkoztatva. Szignifikans
valtozasok *p < 0,05; **p < 0,01; ns: nem szignifikans.

4.3. A miozin foszfataz szerepe THP-1 sejtek makrofag differenciacioja soran

4.3.1. THP-1 sejtek foszfataz aktivitasanak valtozasa makrofag-differenciacié soran

A PP1 és PP2A enzimek szamos fehérje defoszforilacidja révén fontos szerepet jatszanak a
sejtek jelatviteli utvonalainak szabalyozasaban (Virshup és mtsai., 2009; Fardilha és mtsai., 2010;
Baskaran ¢s mtsai., 2018), a makrofag differenciaci6 folyamatdban betoltott szerepiikrél viszont
meglehetdsen kevés informécidval rendelkeziink, annak ellenére, hogy a PP1 eziranyu lehetséges
szerepére vonatkozo adatok mar hosszu ideje rendelkezésre allnak (Omay és mtsai., 1995). A PP1
és PP2A enzimek makrofag differenciacio soran torténd aktivitasvaltozasanak vizsgalata c€ljabol in
vitro foszfatazaktivitas méréseket végeztiink, melynek soran kezeletlen, illetve PMA-val stimulalt
THP-1 sejtek lizdtumanak foszfatdz aktivitdsit meértiikk foszforilalt MLC20 szubsztrat

alkalmazésaval. Azt tapasztaltuk, hogy a fehérjemennyiségre normalizalt foszfatazaktivitds a
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kezeletlen THP-1 sejtekben az id6 el6rehaladtaval csokkent, 48 ora elteltével a kiindulasi érték
mintegy 68%-ara. Ezzel szemben, ha a sejteket PMA-val kezeltiik, a foszfatazaktivitas csokkenése
még kifejezettebb volt, ami 46, illetve 42 % maradék aktivitast eredményezett 24 illetve 48 ora
differenciaciot kovetden (19. abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a THP-1 sejtek PMA-indukalt
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19. dbra A PP1 és PP2A enzimek foszfataz aktivitasanak valtozasa THP-1 sejtek PMA-

ooooo

A THP-1 sejteket 100 nM PMA jelenlétében vagy hianyaban 24 illetve 48 6ran at inkubaltuk, majd a sejtlizatumok
foszfataz aktivitasat a jelolt id6pontokban az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak szerint mértiik. A kezeletlen
sejtek kiindulasi foszfatazaktivitasat vettiikk 100%-nak. Statisztikai analizisként t-probat alkalmaztunk, Sidak-féle poszt-
hoc teszttel. (n = 4, **** p < 0,0001; ns: nem szignifikans.)

4.3.2. A miozin foszfataz expressziojanak és foszforilaciojanak valtozasa THP-1 sejtek PMA.-

illetve VDs-indukalt differenciaciéja sora

Az irodalombol ismert, hogy a PMA-indukalt makrofag differenciacio a ROCK jelatviteli
utvonalon keresztiil zajlik (Yang és mtsai., 2017; Bhattacharya és mtsai., 2020), azonban a MP
enzim lehetséges szerepe a folyamatban jelenleg még nem tisztdzott. Ezért Western blot modszerrel
megvizsgaltuk a MP aktivitasat a makrofag differenciacié folyamataban, elemezve a katalitikus és
regulator alegységek expreszidjat, illetve a regulator alegység foszforilaciojanak mértékét (20.
abra). A differenciacio hatékonysaganak ellendrzése céljabol vizsgaltuk a makrofag differenciacio
markereként gyakran hasznalt CD11b sejtfelszini receptor expresszidjat is és azt talaltuk, hogy az
emlitett marker expresszioja 24, illetve 48 6ra PMA-indukciot kovetéen 2-szeresére, illetve 4-
szeresére emelkedett. A PMA kezelés nem befolyasolta szamottevéen sem a PP1c6 katalitikus, sem
a MYPTI1 regulator alegység expresszidjat, azonban szignifikans novekedést tapasztaltunk a

szabalyozé alegység Thr696 és Thr853 oldallancainak foszforilaciojat tekintve. Ezen oldallancok
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emelkedett foszforilacioja a MP gatlasahoz vezet, ami arra utal, hogy a PMA-indukélt makrofag
differenciacio csokkent MP aktivitassal jar egylitt. Ezen eredményekkel Osszhangban a MP
szubsztratjanak, a 20 kDa MLC20 fokozott foszforilacidjat is megfigyeltiik PMA kezelés hatasara
(lasd 22. abra).
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20. abra A miozin foszfataz alegységeinek expresszidja és foszforilacioja THP-1 sejtek PMA-
indukalt makrofag differenciacioja soran

THP-1 sejteket 100 nM PMA-val differencialtattunk 0, 24, ill. 48 6ran at, majd a jel6lt iddpontokban Western blot
modszerrel vizsgaltuk a CD11b, MYPT1 és PP1cd expresszidjat, valamint a MYPT1 Thr696 illetve Thr853 oldallancok
foszforilaciojat a sejtlizatumokban. A MYPT1, PP1cd és a CD11b expresszios szintjét a B-aktinra, mig a MYPT1 Thr696
¢és Thr853 oldallancok foszforilacigjat a teljes MYPT1 fehérje mennyiségre normalizaltuk. A hisztogram a MYPTI1 és
a PP1cd expressziojanak és a MYPTI1 Thr696 és Thr853 oldallancok foszforilaciojanak valtozasat mutatja a kiindulasi
allapothoz képest, mig a CD11b expressziojat a 48 6ras mintahoz viszonyitottuk. Az adatokat kétutas ANOVA-val,
illetve post-hoc Dunnett teszttel elemeztiikk (n =35, * p <0,05; ** p< 0,01; ns: nem szignifikans).

------

indukalasara (Donald és mtsai.1983; Barilli és mtsai., 2011), azonban az igy keletkezett makrofagok
fenotipusosan eltéré jegyeket mutatnak. Bar a VD3 stimulus nem okoz jellegzetes makrofag
fenotipust, a makrofadgokra jellemzé megnovekedett citoplazma térfogat (Daingneault és mtsai.,
2010), megndvekedett lizozim- és nemspecifikus észteraz aktivitds (Murao és mtsai., 1983),
megndvekedett fagocitotikus aktivitas (Miyaura €és mtsai.,, 1981), emelkedett szuperoxid
felszabadulas (Schwende és mtsai., 1996) VDs-al stimulalt sejteken is megfigyelheto. A PMA
letapadésa, illetve proliferacios képességiik elvesztése, azonban hasonld mértékii CDI11b
expressziot ereményez (Daigneault és mtsai., 2010; Wu és Miller, 2015). Annak bizonyitasara, hogy

a MP szerepet jatszik a VDs-indukalt makrofag differenciacié szabalyozasaban is, megvizsgaltuk a

MP alegységeinek expressziojat, illetve a regulator alegység foszforilacios allapotat VDs-indukalt
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makrofag differenciacid soran (21. dbra), és azt talaltuk, hogy a PMA-indukcidohoz hasonldoan 24
illetve 48 ora elteltével sem valtozott sem a PP1c, sem a MYPT]1 expresszidja, mikozben a CD11b
expresszioja jelentésen emelkedett, ami a differenciacid végbemenetelére utal. Ezzel parhuzamosan
a Thr696 és Thr853 oldallancok foszforilacidja az id6 elérehaladtaval fokozatosan emelkedett, ami
arra utal, hogy a VDs-indukalta differenciacio szintén MP gatlassal jar egyiitt. Ezek az adatok

alapjan a MP gatlasa mind a PMA, mind a VDz-indukalta differenciacé soran megfigyelheto.
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21. dbra A miozin foszfataz alegységeinek expresszioja és foszforilacioja THP-1 sejtek VVDs-
indukalt makrofag differenciacioja soran.

THP-1 sejteket 100 nM VDgz-al differencialtattunk 0, 24, ill. 48 6ran at, majd a jelolt iddpontokban Western blot
modszerrel vizsgaltuk a CD11b, MYPT1 és PP1cd expresszidjat, valamint a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldallancok
foszforilaciojat a sejtlizatumokban. A MYPT1, PP1cd és a CD11b expresszios szintjét a f-aktinra, mig a MYPT1 Thr696
és Thr853 oldallancok foszforilacidjat a teljes MYPT1 fehérjére normalizaltuk. A hisztogram a MYPT1 és a PP1cd
expresszidjanak ¢s a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldallancok foszforilacidjanak valtozasat mutatja a kiindulasi allapothoz
képest, mig a CD11b expresszidjat a 48 6ras mintahoz viszonyitottuk. Az adatokat kétutas ANOVA-val, illetve post-
hoc Dunnett teszttel elemeztiikk (n =5, * p <0,05; ** p< 0,01; ns: nem szignifikans).

4.3.3. H1152 hatasa a MYPT1 és MLC20 foszforilacidjara, illetve a sejtek proliferaciojara
THP-1 sejtek PMA-indukalt differenciacioja soran

Ezt kovetOen azt vizsgaltuk, hogy a MP farmakologiai aktivalasa révén befolyasolhato-e a

elsésorban a ROCK foszforilalja, igy annak gatlasa mérsékelhetia MYPT1 foszforilacigjat, feloldva
ezzel az MP-t a gatlas alol (Grassie és mtsai., 2011). A THP-1 sejteket a ROCK specifikus
gatloszerével, H1152-vel (Tamura és mtsai., 2005) el6kezeltiik, majd 48 6ra PMA-indukciot
kovetden vizsgaltuk a MYPT1 foszforilacidjat. A H1152 csokkentette a MYPT1 foszforilacigjat a
nem differencialtatott sejtekben, emellett részben megakadalyozta a Thr696 és Thr853 oldallancok
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PMA-indukalta foszforilacidjanak ndvekedését is (22. abra). A MP 20 kDa MLC20 szubsztratja
Ser19 oldallancanak foszforilacioja is jelentds emelkedést mutatott 48 6ra PMA kezelést kovetden,
azonban H1152 elékezelés hatadsara ez a MP aktivitdsaval parhuzamosan jelentdsen csokkent. Ezen
kiviil a H1152 kezelés jelentdsen csokkentette a CD11b expresszidjat is, ami arra utal, hogy a
differenciacié hatékonysaga osszefiiggésbe hozhatdo a MP aktivitasaval. Megvizsgaltuk két ismert
sejtciklus-szabalyozé fehérje, a ciklinfiiggd kinaz inhibitor-1 (p21) és a PCNA fehérjék
expressziojat is, melyekrél ismert, hogy felelésck a PMA-indukalt makrofag differenciacioval
Osszefliggd csokkent sejtproliferacioért (Traore és mtsai., 2005; Tsai és mtsai., 2016). Az irodalmi
adatokkal 6sszhangban azt taldltuk, hogy a PCNA expresszioja PMA kezelés hatdsara csokken,
azonban ez a hatas HI1152 el6kezeléssel részben megakadalyozhatdo volt, bar a PCNA
expressziojanak valtozasa statisztikailag nem mutatott szignifikdns hatast. A H1152 eldkezelés

viszont szignifikdnsan ellenstlyozta a p21 fehérje szintjének PMA altal okozott nagymértéki

emelkedését.
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22. abra H1152 hatasa a MYPT1 Thr696, Thr853 és az MLC20 Ser19 oldallancok
foszforilacidjara, valamint a CD11b, p21 és PCNA marker fehérjék expressziojara THP-1
sejtek PMA-indukalt makrofag differenciacidja soran

A THP-1 sejteket 10 uM H1152-vel 30 percen at elokezeltiik, majd 100 nM PMA-val differencialtattuk tovabbi 48 6ran
at és Western blot modszerrel vizsgaltuk a CD11b, p21 és PCNA fehérjék expresszidjanak, valamint a MYPT1 Thr696,
Thr853 és az MLC20 Ser19 oldallancok foszforilaciojanak valtozasat. A MYPT1, PCNA, p21 és a CD11b expresszios
szintjét a B-aktinra, mig a MYPT1 Thr696 és MYPT1 Thr853 oldallancok foszforilacidjat a teljes MYPT1 fehérjére
normalizaltuk. A hisztogram a MYPT1 Thr696, Thr853 és az MLC20 Ser19 oldallancok foszforilaciojanak valtozasat
mutatja a kezeletlen sejtekhez képest, mig a CD11b és p21 fehérjék expressziojat a 48 oran at PMA -val kezelt mintdhoz
viszonyitottuk. Az adatokat kétutas ANOVA-val, illetve post-hoc Tukey-teszttel elemeztiik (n =5; * p < 0,05; *** p <
0,001; ns: nem szignifikans).
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4.3.4. Az EGCG hatasa a MYPT1 és MLC20 foszforilaciéjara és a sejtek proliferaciojara
THP-1 sejtek PMA-indukalt differenciaciéja soran

Ismert, hogy a MP alternativ modon aktivalhatdo a MYPT1 gatlo foszforilaciés helyeinek
defoszforilaciojaért felelds foszfatdzok aktivitasanak fokozéséaval is (Tsukamoto és mtsai., 2014;
Batori és mtsai., 2017). Munkank els6 részében kimutattuk, hogy az EGCG/67LR/PP2A tutvonal
THP-1 sejtekben is miikddik, tehat az EGCG — a 67 kDa laminin receptoron keresztiil — a PP2A
stimuléacidja révén a MYPT1 Thr696 oldallanc defoszforilaciojat indukalni, ezaltal a holoenzimet
aktivalni képes. Az alkalmazott differenciaciés modellben mind a MYPT1 Thr696, mind a Thr853
oldallancok foszforilacidja csokkent, ha a sejteket a PMA-indukcié elétt EGCG-vel kezeltiik (23.
abra). Ezt a defoszforilacio altal kivaltott MP aktivalodast a MLC20 foszforilacigjanak csokkenése,
a CDI1b ¢és p21 fehérjék alacsonyabb expresszidja, valamint a PCNA szintjének részleges
helyreallasa kovette. Ezen adatok alatamasztjak hipotézisiinket, miszerint a MP aktivalasa

akadalyozhatja a PMA-indukalt makrofag differenciaci6 folyamatat THP-1 sejtekben.
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23. abra EGCG hatasa a MYPT1 Thr696 és Thr853, valamint az MLC20 Ser19
oldallancainak foszforilaciojara és a CD11b, p21 és PCNA marker fehérjék expressziojara
THP-1 sejtek PMA-indukalt makrofag differenciacioja soran

A THP-1 sejteket 20 uM EGCG-vel 1 6ran at el6kezeltiik, majd 100 nM PMA-val differencialtattuk tovabbi 48 6ran at
és Western blot méddszerrel vizsgaltuk a CD11b, p21 és PCNA fehérjék expressziojanak, valamint a MYPT1 Thr696 és
Thr853 és az MLC20 Ser19 oldallancok foszforilacidjanak valtozasat. A MYPT1, PCNA, p21 és a CD11b expresszios
szintjét a f-aktinra, mig a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldallancok foszforilacidjat a teljes MYPT1 fehérjére
normalizaltuk. A hisztogram a MYPT1 Thr696, Thr853 és az MLC20 Ser19 oldallancok foszforilaciojanak valtozasat
mutatja a kezeletlen sejtekhez képest, mig a CD11b és p21 fehérjék expressziojat a 48 oran at PMA-val kezelt mintdhoz
viszonyitottuk. Az adatokat kétutas ANOVA-val, illetve post-hoc Tukey-teszttel elemeztiik (n =5 ** p< 0,01 *** p <
0,001 ns: nem szignifikans).
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4.3.5. A miozin foszfatiaz hatasa a differencialodé makrofagok letapadasi képességére

Ezt kovetéen szulforodamin B (SRB) teszttel megvizsgaltuk a MP aktivalasanak hatasat a
sejtek letapadéasara, amely a makrofag differencidcio egyik jellegzetes velejaroja. Ehhez a THP-1
sejteket H1152 vagy EGCG jelenlétében, illetve hianyaban PMA alkalmazasaval differencialtattuk
24, 48, illetve 72 oran keresztiil, majd a megjelolt idépontokban a le nem tapadt sejteket PBS-el
torténd mosassal eltavolitottuk és a mintdk fehérjetartalmat, amely a letapadt sejtek szdmaval
korrelal, triklorecetsavas kicsapast €és SRB-vel torténd festést kovetd abszorbanciaméréssel
hataroztuk meg (24. abra). A kezeletlen sejtek letapadasanak mértéke 72 ora elteltével is
elhanyagolhat6 volt, mig a PMA-stimulalt sejtek letapadasa az id6 eldrehaladtaval folyamatosan
ndétt, 72 ora elteltével elérve a maximumot. Az eredmények kiértékelése soran a 72 6ran keresztiil
PMA-val stimulalt sejtek abszorbancijat tekintettiik 100%-nak. A letapadd sejtek szazalékos
aranya H1152 illetve EGCG jelenlétében a mérés minden egyes idépontjaban alacsonyabb volt, mint
a kizarolag PMA kezelt sejteké, a letapadas szignifikans mértékii csokkenése pedig 72 ora elteltével

volt kimutathato.
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24. dbra H1152 és EGCG hatasa a letapadasi képességre THP-1 sejtek PMA-indukalt

.....

A sejteket 10 uM H1152-vel 30 percen at, illetve 20 uM EGCG-vel 1 6ran at elokezeltiik, majd tovabbi 24, 48 vagy 72
oran at 100 nM PMA jelenlétében differencialtattuk. A le nem tapadt sejteket a jelzett iddpontokban eltavolitottuk, a
maradékot pedig a fehérjetartalom triklorecetsavval torténd kicsapasat kovetden szulforodamin B-vel festettiik. A sejtek
letapadasi képességét az 515 nm-en mért abszorbanciaértékek segitségével szamszerisitettiik, a 72 oran at kizarélag
PMA-val stimulalt sejtek letapadasanak mérétkét véve 100 %-nak. A hisztogramok 3 fliggetlen mérés atlagat
reprezentaljak. Az adatokat t-teszttel elemeztik (* p < 0,05 ** p < 0,01 ns: nem szignifikans).

rrrrrr

szamszerisiteni tudjuk, un. elektromos sejt-szubsztrat impedancia érzékelés (ECIS) modszert

alkalmaztunk (25. abra). Az ECIS rendszer a tenyésztéedény aljan elhelyezked6 elektrodak kozotti
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ellenallasvaltozast méri, amely a sejtek felszinhez torténd tapadasanak erdsségével aranyos

(Kataoka és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2018).
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25. abra H1152 és EGCG hatasa a sejtek letapadasanak erésségére THP-1 sejtek PMA-

indukalt makrofag differenciacioja soran
A sejteket 10 uM H1152-vel 30 percen at, illetve 20 uM EGCG-vel 1 6ran at elékezeltiik, majd tovabbi 72 6ran keresztiil
100 nM PMA jelenlétében differencialtattuk 8-lyuka ECIS lemezeken. A sejtek letapadasanak erdsségét valds idében,
ECIS késziilékkel monitoroztuk. Az abrazolt normalizalt rezisztencia a sejtek letapadasanak erésségével aranyos. A
rezisztencia méréseket percenként végeztiik, a hisztogram egy reprezentativ mérésbdl szarmazo 3 fiiggetlen minta
atlagat mutatja. Az adatokat kétutas ANOV A-val és Dunnett-féle poszt-hoc teszttel elemeztiik (n =3 * p < 0,05 ** p <
0,01 ns: nem szignifikans).

Kezeletlen sejtek esetén a normalizalt rezisztencia 72 6ra alatt nem valtozott szdmottevden,
mig a PMA-stimulaci6 a rezisztencia fokozatos novekedésével jart egyiitt, ami bizonyitja a rendszer
alkalmazhatdsagat, mint a makrofag differenciacié nyomonkovetésére szolgaldo modszer. A THP-1
monocitak H1152-vel torténd eldkezelése csokkentette a PMA-indukalt makrofag differenciacio
sebességét €s szamottevden alacsonyabb szintli adherenciat, valamint instabil makrofag-fenotipust
eredményezett, amit a 48 oOra elteltével tapasztalhatd nagymértékii rezisztenciacsokkenés mutatott.
EGCG jelenlétében a differenciacio kinetikdja kezdetben (kb. 30 o6raig) hasonld volt, mint a
kizarolag PMA-val stimulalt sejtek esetén, azonban a letapadas gyengébb volt (kisebb maximalis
rezsisztancia értek), és 48 ora elteltével jelentdsen csokkenni kezdett. Ezek az adatok 6sszességében
arra utalnak, hogy a MP aktivalasaval a PMA-indukalt makrofadg differencidcido hatékonyséaga

gatolhato.
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5. MEGBESZELES

Munkank soran tanulmanyoztuk a potencialis PP1 gatl6 fehérje, a LIMK2v1 foszfatazgatld
tulajdonsagait és azonositottuk az ahhoz sziikséges foszforilaciés helyet. Bizonyitottuk a PP1

csaladba tartozd6 MP enzim THP-1 leukémids sejtek kemoszenzitivitasaban, illetve monocitak

......

A LIMK2v1 foszfatazgatlo hatasanak vizsgalata

A LIM kinazok szamos sejtfunkcié szabalyozasaban vehetnek részt, mint a sejtmotilitas,
sejtosztodas, differenciacio, apoptozis vagy tumorigenezis (Prunier és mtsai., 2017; Manetti 2012).
A LIMK2 harom izoforméjanak funkcionalis kiilonbségeirdl meglehetdsen keveset tudunk, egyes
adatok azonban arra utalnak, hogy az emlitett izoformék valosziniileg nem teljesen atfedo
funkciokkal rendelkeznek, mivel mind szoveti, mind szubcellularis el6fordulasuk eltér, valamint
egyes fejlédési stadiumokban is eltéré mértékben expresszaldédnak (Nomoto és mtsai., 1999; Osada
és mtsai., 1996). Kideriilt, hogy a LIMK2b és LIMK2v1 a tumorszupresszor p53 gén targetjei, amely
DNS karosodas hatasara a LIMK2b és LIMK2v1 mRNS szintli expresszidjanak novekedését valtja
ki, befolyasolva ezzel a G2/M atmenetet (Croft és mtsai., 2011; Hsu és mtsai., 2010). Munkank
soran a legkevésbé ismert LIMK2v1 izoformat vizsgaltuk, amely szerkezetét tekintve a C-termindlis

PP1-gatlo szekvencia jelenlétében kiilonbozik a tobbi izoforméatol.

A Flag-LIMKv1 fehérje CPI-17-szeri oldallancon torténd in vitro foszforilacidjanak
vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy in vitro koriilmények kozott mind a PKC, mind a ROCK
foszforilaljak a LIMK2vl-t a CPI-17-szeri helyen. Ismert, hogy a ROCK képes a LIMK2
mindharom izoformajat foszforilalni, LIMK2a esetén a Thr505, LIMK2b és LIMK2vl esetén a
Thr484 oldallancokon (Sumi és mtsai., 2001), azonban a CPI-17-szer(i helyen torténé ROCK altali
foszforilaciorol ezidaig egyetlen tanulmany sem szamolt be. A LIMK2a Thr505 oldallancanak
ROCK altali foszforilacidja noveli az enzim affinitdsat a kofilin irant (Sumi és mtsai., 2001),
ugyanakkor a LIMK2v1 Thr484 oldallanc ROCK altali foszforilaciojanak fiziologiai jelentdsége
nem ismert, ugyanis a LIMK2v1 a tobbi izoformaval ellentétben kozvetleniil nem foszforilalja a
kofilint (Vallée és mtsai., 2018). A LIMK?2a PKC altali foszforilaciojarol is beszamoltak mar a
Ser283 illetve a Thr494 oldallancokon, amely megakadalyozta a LIMK2a sejtmagba torténd
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importjat (Goyal és mtsai., 2005; Goyal és mtsai., 2006), a LIMK2v1 PKC altali foszforilacigjat

azonban ezidaig nem vizsgaltak.

Sejtes rendszerben a ROCK inhibitor H1152-vel végzett elokezelések alatamasztottak korabbi
eredményeinket, miszerint a ROCK részt vesz a LIMK2vl CPI-17-szerli oldallancanak
foszforilacidjaban, ugyanis tsA201 sejtekben a H1152 kezelés jelent6sen csokkentette a Flag-
LIMK2v1 CPI-17-szertli oldallancanak CLA jelenlétében megtigyelhetd emelkedett foszforilaciojat.
Ezzel szemben sem a GF109230x, sem a G66983 PKC inhibitorokkal végzett elékezelések nem
befolyasoltak a fehérje CLA jelenlétében megfigyelhetd CPI-17-szerti oldallancon torténd
foszforilacidjat. Ez az eredmény alatamasztja korabbi megfigyeléseinket, miszerint tsA201
sejtekben a PKC aktivator PMA-val nem sikeriilt a LIMK2vl CPI-17-szerli oldallancanak
foszforilacidjat indukalnunk, tehat az in vitro eredményekkel ellentétben €16 sejtekben a PKC nem

foszforilalja a LIMK2v1 CPI-17-szer(i oldallancat.

A Thr596 oldallanc helyett nem foszforilalhaté alanin (Thr596A) vagy a foszforilaciot
mimikalé glutaminsav (Thr596E) aminosavakat hordozé mutans Flag-LIMK2vl-val végzett
immunprecipitacios kisérleteink azt mutatjak, hogy a vad tipusu Flag-LIMK2v1 CLA jelenlétében
detektalhatd emelkedett foszforilacidja a Thr596 oldallancan kovetkezik be, ugyanis az
immunprecipitalt Thr596A mutans fehérje esetén a kérdéses foszforilacido CLA jelenlétében nem

volt detektalhato.

A LIMK2v1 foszfatazgatlo hatasanak vizsgélata sordn azt taldltuk, hogy kismértékben a
foszforilalatlan fehérje is csokkentette a PPlc foszfatdz aktivitasit 100-200 nM
koncentraciotartoményban, mig a tiofoszforilalt Flag-LIMK2vl mar 10 nM koncentracidban
hasonlé mértékii foszfatdzgatlo hatast fejtett ki, mig 200 nM koncentracidban alkalmazva mar 10%-
ra csokkentette a PP1c aktivitasat. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a LIMK2v1 foszfatdzgatlo

hatdsa a CPI-17 fehérjecsalad tagjaihoz hasonloan foszforilacié révén jelentésen megnd.

Napjainkban egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a LIMK2 szerepet jatszhat a
daganatkialakulas és attétképzédés folyamatdban (Manetti 2012; Suyama és mtsai., 2004; Vlecken
¢s Bagowski, 2009), mindezek pedig arra utalnak, hogy a LIMK2v1 a protein foszfatdzok gatlo

hatasu szabalyozdjaként a daganatok kezelésének 1y terapias célpontjaként szolgalhat.
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A miozin foszfataz szerepe THP-1 sejtek kemoszenzitivitasanak szabalyozasaban

A PP1 és PP2A fokozott aktivitasat mar tobb munkacsoport is bizonyitotta a kemoterapias
szerek apoptozist indukalé hatdsdnak vonatkozdsaban (Ruvolo és mtsai., 2001; Wang és mitsai.,
2001; Narla és mtsai., 2018), ami arra utal, hogy a protein foszfatazok aktivitasvaltozasanak kiemelt
jelentdsége van e folyamatok szabalyozasdban, azonban pontos szerepiik még nem minden
részletében tisztazott. Az is ismert, hogy a PP1 és PP2A gatloszerei szamos daganatellenes szer
sejthalalt kivalto hatasat mérséklik (Kiss €s mtsai., 2008; Dedinszki és mtsai., 2015; Mazhar és
mtsai., 2019), ezért feltételezhetd, hogy a foszfatdz aktivalo vegyliletek novelhetik a rakos sejtek
érzékenységét a kemoterapids szerekkel szemben. A PP2A és a MP receptor-medidlt médon torténd
aktivalasara képes EGCG-rdl jol ismert, hogy antiproliferativ hatdssal bir és javitja a kemoterapias
szerek tumorellenes hatasat (Cao és mtsai., 2016); azonban keveset tudunk arrél, hogy az EGCG

altal kivaltott foszfataz-aktivacid hogyan jarul hozza annak sejtndvekedést gatld hatashoz.

Ismert, hogy az EGCG a 67LR/PKA/PP2A utvonalon keresztiil aktivalja az MP-t. Az EGCG-
receptor 67LR szamos daganattipusban (Menard és mtsai.,, 1997), tébbek kozott myeloid
leukémiaban is (Britschgi és mtsai., 2010) talexpresszalt, és fontos szerepet jatszik az EGCG 4altal
indukalt apoptozisban (Britschgi és mtsai., 2010; Kumazoe és mtsai., 2013). A 67LR jelenlétét THP-
1 sejtekben korabban mar leirtak (Montuori és mtsai., 1999). Eredményeink azt mutatjak, hogy az
EGCG/67LR/PKA/PP2A utvonal komponensei THP-1 sejtekben mind jelen vannak, a receptor
mind a citoplazmaban, mind a sejtmagban megtalalhat6, azonban jelentés része a plazmamembran
régioban lokalizadlodik, ami ezekben a sejtekben érzékenységet kolcsonozhet az EGCG-re. A
sejtfelszini receptor diffuz citoplazmatikus €s sejtmagi lokalizacidjanak oka feltehetéen a 67LR 37
kda méreti prekurzor fehérjéjének (37LR) jelenléte. A 67LR forma elsésorban a
plazmamembréanban lokalizalodik, citoszolikus szintje alacsony, mig a 37LR el6forduldsa a
membranban nem val6szinii, ugyanakkor a citoplazmaban ¢és a sejtmagban egyarant megtalalhato
(DiGiacomo, 2016). A 37LR sejtmagi jelenléte feltehetGen részben a sejtmagi pre-40S
magyarazhaté (O'Donohue et al., 2010; Venticinque & Meruelo, 2012). Az altalunk alkalmazott
antitest mind a 37LR, mind a 67LR formakat detektalni képes. Az immunfluoreszcens jelolést
permeabilizalt sejteken végeztiik, igy a sejtfelszini és az intracellularis 37/67LR formakat egyarant

detektaltuk.
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A THP-1 sejtek 5 uM EGCG-vel torténd kezelése onmagaban nem volt jelentds hatassal a
sejtek életképességére a hosszu tava inkubaciok soran (24-48 oOra), azonban 4 oOra elteltével
jelentésen (de statisztikailag nem szignifikdnsan) csokkentette a MYPT1 Thr696 oldallancanak
foszforilacigjat, ami arra utal, hogy ez a koncentracié elegendé a 67LR/PKA/PP2A jelatviteli

tengely beinditasdhoz ezekben a sejtekben.

Mas munkacsoportok korabban mar feltételezték a pRb-E2F utvonal részvételét az EGCG
antiproliferativ  hatasdban. Epitélsejtekben kimutattdk a pRb expresszidjanak és/vagy
foszforilacidjanak csokkenését EGCG-kezelés hatasara (Ahmad és mtsai., 2002; Liberto és mtsai.,
2000). E tanulmany szerint a pRb foszforilacidjanak csokkenése EGCG jelenlétében a ciklinfiiggd
kin4dz (CDK) inhibitor, valamint a p21 indukcidjanak és a ciklin D1-hez tarsul6 pRb kinaz aktivitas
gatlasanak koszonhetd. Sajat kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a THP-1 sejtek EGCG-vel
torténd kezelése onmagdban nem okozott jelentés valtozast sem a p2l1, sem a ciklin D1
expresszidjaban, ami megkérddjelezi a kinazgatlas szerepét a csokkent pRb-foszforilacio
hatterében. Megfigyeléseinket alatamasztva mas munkacsoport is Kimutatta, hogy myeloid
leukémias sejtekben a zold tea kivonat nem befolyasolja a CDK-k és a CDK-inhibitorok
expressziojat, azonban a pRb defoszforilaciojat és a pRb-E2F komplexek szintjének emelkedését

figyelték meg (Henry és mtsai., 2019).

Kisérleteink soran a DNR szubletalis dézisat alkalmaztuk, ami 6énmagéban alacsony szintii
sejthalalt okozott, ezzel parhuzamosan azonban a pRb Thr826 jelentés defoszforilaciojat indukalta,
ami EGCQG jelenlétében tovabb fokozodott. A pRb Thr826 defoszforilacidjat mind a DNR, mind az
EGCG kezelés hatasara megfigyeltiik, ami részben magyardzatot adhat a kombinalt kezelés hatasara
bekovetkezd fokozott mértékii sejthalalra. Mivel a MYPT1 Thr696 oldallancénak foszforilacidja a
MP aktivitasat gatolja, az EGCG jelenlétében megfigyelt MYPT1 Thr696 defoszforilacio és az ezt
kovetd MP aktivalas magyarazhatja a pRb Thr826 oldallanc foszforilacidjanak csokkenését az

EGCG-vel és EGCG+DNR-rel kezelt sejtekben.

Az EGCG-vel kombinalt DNR kezelés hatdsara megfigyeltiik a merlin tumorszupresszor
fehérje Ser518 oldallancanak defoszforilacigjat is, amely a fehérje Hippo jelatviteli utvonalon
keresztiil zajlo sejtndvekedést gatld funkcidjahoz sziikséges. Az irodalomban nem talalhatok a
merlin hematologiai koérképekben betoltott lehetséges szerepére vonatkozd adatok, azonban

leukémids sejtekben a Hippo Gtvonal hibas mitkddésérdl, valamint a Hippo transzducer Y AP fehérje

crer
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bekovetkezd defoszforilacidjat melanoma sejtekben is kimutattak, amely munkacsoport részletesen
vizsgalta a PP2A ¢és MP e folyamatban betoltott szerepét (Tsukamoto és mtsai., 2014).
Eredményeink alapjan az EGCG 6nmagaban a merlin Ser518 oldallancanak csekély mértéki
defoszforilacidjat okozta, mig a DNR kezelésnek gyakorlatilag nem volt hatasa. A merlin
foszforilacids szintjének kombindlt kezelés hatasara megfigyelhetd nagymértékii csokkenése

viszont hozzdjarulhat a jelentésen csokkent sejtproliferaciohoz.

A miozin foszfataz szabalyozo szerepe a makrofag differenciacioban

A makrofag differenciacio kiillonboz0 jelatviteli kaszkadok altal kozvetitett komplex folyamat,
melynek nem megfeleld végbemenetelére szdmos human megbetegedés vezethetd vissza (Karlmark
és mtsai., 2012). Igy példaul a tilzott mértékii makrofag differenciacio ateroszklerozishoz, azaz un.
ateroszklerotikus plakkok kialakulasaval jard kronikus gyulladasos allapothoz vezethet (Ley és
mtsai., 2011), amelyben a makrofagok szamos kiilonb6zo és meglehetdsen fontos szerepet toltenek
be: részt vesznek a koleszterin ateroszklerotikus 1ézidkban torténd felhalmozdodésaban,
hozzdjarulnak a szdveti regeneracidohoz ¢és atalakuldshoz, valamint a plakkok stabilizalasahoz
(Bobryshev ¢és mtsai.,, 2016). A makrofagok ezért vonzd célpontot jelentenck az
antiateroszklerotikus terapia fejlesztéséhez, amelynek célja lehet a monocitak elvaltozas helyére
torténd toborzasdnak csokkentése, a proinflammatorikus makrofdgok gatlasa vagy a

gyulladascsokkentd valaszok és a koleszterin kidramlasanak serkentése.

A protein kinazok ¢és foszfatdzok a sejtek jelatviteli folyamatainak fontos szabalyozoiként
szerepet jatszhatnak e folyamat irdnyitdsaban is. A Ser/Thr-specifikus foszfatdzok szerepe
kiilonbozd sejtfolyamatok szabalyozasdban részletesen dokumentalt; azonban kevés tanulmany
mutatja be a foszfatazok részvételét a makrofag differenciacié szabalyozasaban. Korabban
kimutattak, hogy a VD3 stimulus a PP2C (Nishikawa €s mtsai., 1995) ¢és a kalcineurin (Omay ¢és
mtsai., 1995) vezetett HL-60 sejtekben, ennek fizioldgiai jelentdségét és a szubsztratfehérjéket
azonban nem azonositottadk. Egy nemrégiben késziilt tanulmany igazolta a PP2C szerepét az Akt és
STATI1 szigndlok downregulacigjatol fiiggd mechanizmuson keresztiil a makrofag differenciacio
negativ szabalyozojaként (Smith és mtsai., 2018). A PP1 ¢és PP2A gatl6 kalikulin A (CLA) fokozta
a VDs-indukalt differenciacié mértékét, ami e foszfatdzok részvételére is utal (Omay és mtsai.,

1995), a PP1 és a PP2A feltételezett szabalyozé alegységei azonban tovabbra sem ismertek.
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Nemrégiben kimutattak, hogy a PMA-indukalt makrofag differenciacié a ROCK aktivacidjat
igényli (Bhattacharja és mtsai., 2020; Yang ¢és mtsai., 2017), amely a specifikus szubsztratok
(MLC20, ezrin/radixin/moezin, adducin) foszforilacidjan keresztiil részt vesz a citoszkeletalis
folyamatok szabalyozasaban (Amano és mtsai., 2010). E fehérjék foszforilacios szintjét kooperativ
modon elsésorban a ROCK és MP szabalyozza a citoszkeletalis atrendezédéssel jaro folyamatokban
(Xia és mtsai., 2005; Fukata és mtsai., 1998). Mindemellett munkacsoportunk nemrégiben kimutatta
a ROCK ¢s MP részvételét az epidermalis keratinocitak sebgyogyulasi folyamatanak kozvetitésében
(Horvath ¢és mtsai.,, 2018). Eredményeink azt mutatjdk, hogy a PMA-indukalt makrofag
differencidcidhoz nemcsak a ROCK aktivaldsa, hanem a MP egyideji gatlasa is sziikséges. Az
MLC20 altal kozvetitett aktomiozin atrendez0dés a monocitdk makrofagokka torténd
differencidloddsdhoz alapvetd fontossagunak tlinik (Bhattacharja ¢és mtsai.,, 2020). Ezzel
Osszhangban a MLC20 foszforilacidjanak szignifikans emelkedését figyeltiik meg PMA-stimulécio
hatasara THP-1 sejtekben (17. abra). Ez arra utal, hogy a MLC20 foszforilacios szintjének
fenntartasahoz a ROCK aktivaldsa és a MP gatlasa egyarant sziikséges. A MP gatlasa részben a
MYPT1 gatlo foszforilacids helyeinek ROCK altali foszforildcidja révén valosul meg. Ennek
megfelelden a ROCK-inhibitor H1152 alkalmazasa a PMA-stimuldciét megel6zden szignifikansan
csokkentette mind a MYPTI, mind az MLC20 foszforilacidjat, valamint a monocitdk
differencialodasi képességét, amelyet a makrofag differenciacios markerként alkalmazott CD11b
alacsonyabb expresszios szintje, a proliferacio-gatlas mérséklédése és a sejtek csokkent letapadasi

képessége egyarant jol jelzett.

Az EGCG a MYPT1 defoszforilacioja révén a 67LR/PKA/PP2A tutvonalon keresztiil a MP
aktivalasara képes (Tsukamoto és mitsai., 2014; Batori és mtsai., 2017). Emellett az EGCG-nek
szamos farmakologiai hatdsa ismert, beleértve kardiovaszkularis protektiv hatdsait is (Babu és Liu
2008), s6t egyes tanulmanyok az EGCG kezelés hatékonysagardl szamoltak be az ateroszklerozis
PMA-differencidlt makrofagokban kimutattdk, hogy az EGCG a 67LR-on keresztiil csokkenti a
matrix metalloproteinazok expreszidjat, ami az ateroszklerotikus plakkok stabilizalasahoz vezethet
(Wang és mtsai.,, 2016). Ahogyan az sajat vizsgalatainkbol kideriilt, a THP-1 sejtek PMA-
stimulaciot megel6z6 EGCG kezelése jelentdsen csokkentette a MYPT1 gatlo helyeinek
foszforilacigjat, aktivalva ezzel a holoenzimet, illetve csdkkentette a MLC20 Ser19 oldallancanak

foszforilacigjat. Figyelembe véve a MLC20 foszforilacios allapotanak makrofag differenciacioban
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betdltott fontos szerepét, eredményeink az EGCG anti-ateroszklerotikus hatasait illetéen hasznos 1j

informaciokkal szolgalhatnak.

Osszefoglalasként tehat elmondhatjuk, hogy a MP aktivaldsa akar a 67LR/PKA/PP2A
utvonalon, akar a ROCK gatlasa révén kivalthato és az enzim aktivalasa a THP-1 leukémiés sejtek
DNR-¢l szembeni megndvekedett kemoszenzitivitisaban, illetve csokkent mértékii makrofag
differenciacioban nyilvanul meg. El6bbi hatasat a tumorszupresszor pRb és merlin szubsztratok,
mig differencidcio-gatld hatast a MLC20 defoszforilaciojan keresztiil fejti ki. A kemoszenzitivitas
fokozodasa megnovekedett apoptozis-indukcidban nyilvanul meg, melyet a PARP fehérje
hasadasanak emelkedett szintje mutat, emellett a sejtek csdkkent proliferacios képessége jellemzo,
amit a PCNA fehérje csokkent expresszidja jelez. A gatolt makrofag differenciacio egyrészt a sejtek
csOkkent adhézios képességében, masrészt csokkent proliferacid gatlasban nyilvanul meg, melyet a

PCNA expresszidjanak emelkedett szintje, valamint a p21 expresszid csokkenése egyarant jol mutat.

q:lb p[{b ~\\\\‘
1 Kemoszenzitivitas I

. / *  Apoptozis
C > @ ’ Merlin +  Csikkent proliferacié
PP1cs - 99 50

Inaktiv MP ROCK  Aktivmp » MLC20~ Makrofag
T differenciacio

*  Csokkent adhézio
* Csikkent prolifericio
gatlas

26. abra A miozin foszfataz aktivalasasanak hatasa THP-1 sejtek kemoszenzitivitasara

rrrrrr

T696 T853

A miozin foszfataz aktivalasaval a retinoblasztoma és merlin fehérjék defoszforilacidja révén a THP-1 sejtek
kemoszenzitivitasa fokozhato, ami csdkkent proliferaciot és fokozott apoptozist valt ki. A MLC20 defoszforilacigja

ey

csokkenésében nyilvanul meg. MYPT1: miozin foszfatiz regulator alegység, PP1cd: protein foszfataz-1 katalitikus
alegység, EGCG: epigallokatechin-3-gallat, PP2A: protein foszfatdz-2A, ROCK: RhoA-aktivalt kinaz, DNR:
daunorubicin, pRb: retinoblasztoma fehérje, MLC20: miozin konnyiilanc.

Eredményeink hasznos 0j informacidkkal szolgédlhatnak a daganatos sejtek kemoterapias

szerekkel szembeni érzékenységének fokozasat célzo terdpids lehetdségek fejlesztéséhez, lehetdve
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tehetik az alkalmazott szerek dozisanak csokkentését, ezaltal a mellékhatasok eldfordulasi
gyakorisadga vagy sulyossaga mérsékelhetd. Emellett a MP 0j célpontja lehet a tulzott makrofag

differencidcioval jaré megbetegedések, példaul az érelmeszesedés terapiajanak is.
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OSSZEFOGLALAS

A Kkisérleteink soran modell enzimként hasznalt miozin foszfataz (MP) protein foszfataz-1
(PP1) katalitikus alegységbdl (PP1c) és egy n. “célra iranyitd” funkciot ellato regulator alegységbdl
(MYPT1) épiil fel, amely szamos sejtfolyamat szabalyozasaban jatszik fontos szerepet. Munkank
soran tanulmanyozni kivantuk a LIM kinaz-2 fehérje 1-es izoformajanak (LIMK2v1) foszfatazgatlo

tulajdonsagait, valamint a MP szerepét a daganatos sejtek kemoszenzitivitasanak és a monocitak

......

Eredményeink szerint a PP1 gatlé 17 kDa PKC altal aktivalt inhibitor (CPI-17) fehérjében
talalhato gatld foszforilacios szekvenciat tartalmazo LIMK2v1 in vitro RhoA altal aktivalt kinaz
(ROCK) és protein kinaz C (PKC) enzimek altal foszforilalodik a Thr596 oldallancon, ami a
LIMK2vl PP1 gatld hatasat sokszorosara fokozza. Sejtes rendszerben a ROCK szerepét
azonositottuk ezen oldallanc foszforilacigjaban. Bar a LIMK2v1 fizioldgias szerepérdl egyeldre
keveset tudunk, feltehetéen a tumor prométerként is ismert CPI-17-szer(i fehérjékhez hasonléan

funkcionalhat, ezek alapjan pedig a daganatos sejtek jelatviteli folyamatainak 1) célpontja lehet.

Kimutattuk, hogy az EGCG szubletalis dozist DNR-¢l kombinacioban alkalmazva fokozza a
THP-1 leukémias sejtek kemoterapids szerrel szembeni érzékenységét, mig Onmagaban nincs
csokkenést, mig az apoptozis markerként alkalmazott hasitott poli(ADP-riboz) polimeraz 1
(PARP1) expresszidjaban emelkedést tapasztaltunk. Ennek hatterében feltehetéen a MYPT1 Thr696
oldallancanak csokkent foszforilacidja allhat, amely az enzim aktivalasat eredményezi, ezaltal pedig
a THP-1 sejtek DNR-el szembeni érzékenysége fokozhatd, ami a tumorszupresszor pRb és merlin
fehérjék aktivaciojara vezethetd vissza. E kombinacid lehetdvé teszi az alkalmazott szerek

dozisanak, ezzel egyiitt a nemkivanatos mellékhatasok kockazatanak csokkentését is.

Kimutattuk tovabba, hogy a THP-1 monocitik foszfataz aktivitdsa a makrofag differenciacio
soran folyamatosan csokken, ami arra utal, hogy a foszfatazok gatlasa sziikséges a differenciacio
végbemeneteléhez. Eredményeink alapjan a differenciacio soran a MP alegységeinek expresszidja
nem valtozik, azonban a MYPT1 foszforilacidja a gatlo helyeken jelentdsen fokozodik, ami H1152,
illetve EGCG el6kezelés hatasara jelentdsen mérséklddik, és egyiitt jar a miozin konnyiildnc
(MLC20) Ser19 foszforilacidjanak csokkenésével is. Igazoltuk, hogy a MP aktivalasa révén mind a

sejtproliferacid-csokkenés mértéke, mind a sejtek letapadasi képessége mérséklodott, ezaltal a MP

crer
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SUMMARY

Myosin phosphatase (MP), composed of a protein phosphatase-1 (PP1) catalytic (PP1c)- and
a 'targeting’ regulator subunit (MYPT1) and used as a model enzyme in our experiments, is involved
in the regulation of several cellular processes. We aimed to investigate the phosphatase inhibitory
properties of a LIM kinase-2 isoform (LIMK2v1) as well as to study the roles of MP in the regulation
of the chemosensitivity of malignant cells and in the differentiation of monocytes to macrophages.

LIMK2v1 includes inhibitory phosphorylation sequence, present in the C-kinase potentiated
PP1 inhibitor of 17 kDa (CPI-17)-like proteins, and it is phosphorylated by Rho-A associated protein
kinase (ROCK) and protein kinase C (PKC) on theThr596 residue in vitro. This phosphorylation
increased the PP1 inhibitory effect of LIMK2v1. In cellular systems, we identified the role of ROCK
enzmye in the phosphorylation of Thr596. Although, little is yet known about the physiological role
of LIMK2v1, it is hypothesized that it may function in a similar manner to members of the CPI-17-
like protein family, suggesting that it may be a novel target in signaling of malignant cells.

We have shown that epigallocatechin-3-gallate (EGCG) used in combination with sublethal
doses of DNR, enhances the sensitivity of leukaemic cells to chemotherapeutic agents, while itself
has no significant effect on cell viability. In parallel, we observed a decrease in cell proliferation
and an increase in the expression of cleaved poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) protein, a
marker of apoptosis. The above effects is due to reduced inhibitory phosphorylation of MYPTL1 at
Thr696, which results in activation of the holoenzyme, leading to increased sensitivity of THP-1
cells to DNR and to activation of the tumour suppressor proteins pRb and merlin. This drug
combination may allow a reduction in the dose of the agents used, with a concomitant reduction in
the risk of undesirable side effects.

We have shown that the phosphatase activity of THP-1 monocytes decreases during
macrophage differentiation, suggesting that inhibition of phosphatases is necessary for the
differentiation to proceed. The expression of MP subunits was not altered during differentiation, but
MYPT1 phosphorylation at the inhibitory sites was significantly increased, which was attenuated
by pretreatment with the ROCK inhibitor H1152 or EGCG. The latter was also accompanied by a
decrease in 20 kDa regulatory light chain of myosin 1l (MLC20) Ser19 phosphorylation. We have
demonstrated that both the reduction of cell proliferation and the extent of cell attachment are
attenuated by MP activation, indicating that MP might be an useful target for therapy of pathologies
associated with excessive macrophage differentiation.
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