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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

ATP adenozin-5’-trifoszfát 

ATPγS adenozin-5’-O-(γ-tio)-trifoszfát 

BSA borjú szérum albumin 

cAMP ciklikus adenozin-5’-monofoszfát 

CDK ciklinfüggő kináz 

Chk1 checkpoint kináz-1 

CLA kalikulin-A 

CPI-17 17 kDa PKC által aktivált inhibitor 

DARPP-32 32 kDa dopamin és cAMP által szabályozott foszfoprotein 

DMSO dimetil-szulfoxid 

DNR daunorubicin 

DTT ditioteritol 

E2F eukarióta transzkripciós faktor 

ECACC European Collection of Cell Cultures 

ECIS elektromos sejt-szubsztrát impedancia érzékelés 

ECL nagy érzékenységű kemilumineszcencián alapuló reagens 

EDTA etiléndiamin-tetraacetát 

EGCG epigallokatechin-3-gallát 

FBS újszülött borjú szérum 

GBPI gasztrointesztinális és agyspecifikus PP1 inhibitor 

HRP torma-peroxidáz 

I-1 inhibitor-1 

I-2 inhibitor-2 

ILK integrinhez kötődő kináz 

IP immunprecipitáció 

KEPI kináz-aktivált PP1 inhibitor 

LIMK1 LIM kináz-1 

LIMK2 LIM kináz-2 

LIMK2v1 LIM kináz-2 1-es izoformája 

LB Luria-Bertani tápoldat 

M20 miozin foszfatáz 20 kDa regulátor alegység 

MC-LR mikrocisztin-LR 

MDPK Cdc42-kötő miotónikus disztrófia kináz 

MEM Minimum Essential Medium Eagle 

MLC20 miozin 20 kDa könnyűlánca 
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MLCK miozin könnyűlánc kináz 

MP miozin foszfatáz 

MYPT1 miozin foszfatáz regulátor alegység 1 

NIPP-1 nukleáris protein foszfatáz inhibitor 1 

NLS nukleáris lokalizációs szignál 

OA okadánsav 

p21 ciklinfüggő kináz inhibitor-1 

PAGE poliakrilamid-gélelektroforézis 

PAK p21-aktivált protein kináz 

PARP-1 poli(ADP-ribóz) polimeráz 

PBS foszfát puffer 

PCNA proliferáló sejtmagi antigén 

PFA paraformaldehid 

PGG penta-O-galloil-D-glükóz 

PHI  PP1 holoenzim inhibitor 

PHIN PP1 holoenzim inhibitor domén 

PKA cAMP-függő protein kináz 

PKC protein kináz C 

PLK1 polo-szerű kináz-1 

PMA forbol-12-mirisztát-13-acetát 

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid 

PNUTS nukleáris foszfatáz célrairányító alegység 

PP1 protein foszfatáz-1 

PP1c protein foszfatáz-1 katalitikus alegység 

PP2A protein foszfatáz-2A 

PP2B protein foszfatáz-2B 

PP2C protein foszfatáz-2C 

PPM fémion-függő protein foszfatázok 

pRb retinoblasztóma fehérje 

RhoA Ras fehérjével homológiát mutató onkoprotein 

RIPP-1 PP1 riboszomális inhibitor 

ROCK RhoA által aktivált kináz 

RSK p90 riboszómális S6 kináz 

SDS nátrium-dodecilszulfát 

TBS Tris-HCl puffer 

TCA triklór-ecetsav 

THP-1 humán monocita leukémiás sejtvonal 

VD3 D3-vitamin 

ZIPK leucin cipzár motívummal kölcsönható protein kináz 
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BEVEZETÉS 

A fehérjék foszforilációja és defoszforilációja a sejtélettani folyamatok szabályozásának 

fontos mechanizmusa, melynek révén a módosított fehérje részvételével zajló jelátviteli pálya, 

illetve az ezen útvonalon keresztül szabályozott sejtfolyamat módosul. A fehérjék foszforilációjáért 

a protein kinázok, míg a defoszforilációért a protein foszfatázok felelősek, melyek szerin/treonin-

vagy tirozin-specifikus, illetve kettős specificitású enzimek egyaránt lehetnek. A foszfatázok száma 

mintegy egyharmada a kinázokénak, ennek ellenére szerepük a fehérjék foszforilációs szintjének 

szabályozásában a kinázokéval egyenértékű. A foszfatázok alacsony számát a kisszámú katalitikus 

alegységhez kapcsolódó változatos szabályozó alegységek kompenzálják, melyek a holoenzim 

szubsztrátspecificitását és katalitikus aktivitását egyaránt befolyásolhatják. 

A szerin/treonin-specifikus foszfatázok közül a protein foszfatáz-1 (PP1) és -2A (PP2A) 

kiemelt jelentőséggel bírnak, mivel a szerin/treonin oldalláncon foszforilált foszfofehérjék mintegy 

90%-ának defoszforilációjáért felelősek (Fernandez és mtsai., 2002). Szerkezetüket tekintve 36-38 

kDa méretű katalitikus, és egy vagy több regulátor alegységből épülnek fel. A holoenzimek 

szabályozása többféleképpen is megvalósulhat. A regulátor alegység adott sejtkompartmentbe, a 

megfelelő szubsztráthoz irányítja a katalitikus alegységet, és foszforilációja is befolyásolhatja a 

holoenzim aktivitását. Emellett a PP1 és PP2A enzimek szabályozásában bizonyos endogén 

inhibitor fehéjék, valamint egyes mikroorganizmusok által termelt membránpermeábilis inhibitor 

toxinok (mint például a kalikulin-A (CLA)) is részt vesznek, amelyek fontosak ezen enzimek 

sejtfunkciókban betöltött szerepének viszgálatában. A PP1 és PP2A aktivitásának módosítására 

alkalmasak egyes növényi eredetű polifenol komponensek, az ún. tanninok is (Kiss és mtsai., 2013; 

Kónya és mtsai., 2019), melyek egyik legismertebb képviselője a zöld tea daganatellenes hatásáért 

elsődlegesen felelős epigallokatechin-3-gallát (EGCG) (Ahmad és mtsai., 1997; Britschgi és mtsai., 

2010).  

A PP1 gátló fehérjék általában kis molekulatömegű, hőstabil fehérjék, amelyek legtöbbje 

foszforiláció-függő, ésgátló hatásukat treonin oldalláncukon történő foszforilációt követően fejtik 

ki. Az elsőként felfedezett PP1 gátló fehérjék az inhibitor-1 (I-1) és inhibitor-2 (I-2) voltak (Huang 

és Glinsmann 1976), melyek elsősorban a szabad katalitikus alegység gátlására képesek, ezzel 

szemben a 17 kDa PKC által aktivált inhibitor fehérje, a CPI-17 (Eto és mtsai., 1997) a PP1 típusú 

miozin foszfatáz (MP) holoenzim szelektív gátlására képes. Később több, a CPI-17-el nagyfokú 
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hasonlóságot mutató PP1 gátló fehérjét is leírtak, amelyek mindegyikében megtalálható egy ún. PP1 

holoenzim inhibitor (PHIN) domén (Hayashi és mtsai., 2001). Ide tartoznak a kináz-aktivált PP1 

inhibitor (KEPI) (Liu és mtsai., 2002), gasztrointesztinális 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 kináz fehérjecsaládba tartozó LIM kináz-2 egyik izoformájában 

(LIMK2v1) szintén kimutatták (Dubois és mtsai., 2003), azonban szerepét a PP1 szabályozásában 

eddig nem vizsgálták részletesen. 

A kísérleteinkben modell enzimként használt MP a PP1 enzimcsalád tagja, amely egy PP1cδ 

katalitikus alegységből és egy miozinhoz kötődő regulátor alegységből (MYPT1) épül fel. Az enzim 

elsőként azonosított szubsztrátja a 20 kDa méretű miozin könnyű lánc (MLC20) volt, amelynek 

révén a MP a simaizom kontrakció szabályozásában kulcsszerepet játszik. Később kiderült, hogy az 

enzim szerepe messze túlmutat az aktomiozin komplex szabályozásán. Részt vesz többek között a 

génexpresszió szabályozásában, a neurotranszmitter kibocsájtás és sebgyógyulás folyamatában, az 

erek tónusának szabályozásában, valamint a sejtciklus és proliferáció regulációjában egyaránt 

(Sipos és mtsai., 2017; Horváth és mtsai., 2018; Bátori és mtsai., 2017; Kiss és mtsai., 2019). Utóbbi 

funkcióját elsősorban a retinoblasztóma (pRb) és merlin tumorszupresszor szubsztrátok 

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

A daganatterápia egyik legjelentősebb problémája a daganatos sejtek kemorezisztenciájának 

kialakulása. Irodalmi adatok alapján a kemoterápiás ágensek közvetett módon fokozzák a PP1 és 

PP2A enzimek aktivitását (Yamamoto és mtsai., 1999), ami az apoptózis szabályozásában szerepet 

játszó fehérjék defoszforilációját eredményezi. A foszfatázok gátlása ezáltal elősegítheti a daganatos 

sejtek túlélését (Meeusen és mtsai., 2018). Ezzel kapcsolatban munkacsoportunk korábban 

kimutatta a daunorubicinnel (DNR) kombinációban alkalmazott egyes foszfatázgátló toxinok 

kemorezisztenciát fokozó hatását THP-1 leukémiás sejtekben (Dedinszki és mtsai., 2015; Kiss és 

mtsai., 2008). Ezzel szemben a protein foszfatázok aktiválása kedvezően befolyásolhatja a 

daganatos sejtek kemoszenzitivitását. A tumorszupresszor pRb és merlin fehérjék defoszforilációját 

katalizáló MP holoenzim aktiválása tehát alkalmas lehet a sejtek kemoszenzitivitásának fokozására. 

Napjainkban egyre több tanulmány utal a foszfatázok lehetséges szerepére a makrofág 

differenciáció folyamatának szabályozásában is (Okamura, 2017; Kim, 2009; Smith és mtsai., 

2018). A makrofágok az immunrendszer nélkülözhetetlen alkotói, melyek fő feladata a kórokozók 

és apoptotikus sejtek bekebelezése, de részt vesznek a gyulladásos folyamatok szabályozásában, 
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szövetek újraképzésében vagy a tumorok elleni védekezésben is. A makrofág differenciáció 

szabályozásának felborulása számos patológiás állapot kialakulásáért tehető felelőssé, mint például 

allergia, asztma, ateroszklerózis, de a tumorképződés folyamatában is szerepe lehet (Murray és 

Wynn, 2011). Nemrég bizonyították a RhoA/ROCK útvonal nélkülözhetetlen szerepét a forbol-12-

mirisztát-13-acetát (PMA) által indukált makrofág differenciációban (Yang és mtsai., 2017), 

azonban a ROCK (RhoA által aktivált kináz) szubsztrátjaként ismert MP részvételét a folyamatban 

eddig nem vizsgálták. 
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1. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

1.1. Reverzibilis fehérje foszforiláció/defoszforiláció 

A protein kinázok és foszfatázok által katalizált reverzibilis fehérje foszforiláció egyike a 

leggyakoribb poszttranszlációs fehérjemódosításoknak, amely az eukarióta szervezetek fehérjéinek 

körülbelül egyharmadát érinti (Sefton és mtsai., 2001). A foszfátcsoport beépülését a protein 

kinázok katalizálják, amelyek az adenozin-5’-trifoszfát (ATP) terminális γ-foszfátcsoportját a 

fehérje szubsztrát szerin (Ser), treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr) oldalláncára helyezik át (Cohen és 

mtsai., 1990), míg a defoszforilációért a protein foszfatázok felelősek, melyek a foszfo-Ser/Thr 

és/vagy foszfo-Tyr aminosavmaradékok foszfo-észter kötéseit hidrolizálják (Shi, 2009). Fehérje 

foszforiláció/defoszforiláció révén szabályozódnak többek között az anyagcserefolyamatok, a 

transzkripció, a sejtciklus, a differenciáció, a sejtek közötti kommunikáció folyamata, a 

citoszkeleton átrendeződése vagy az apoptózis is (Johnson és mtsai., 2009). A humán genom 

mintegy 500 protein kinázt kódol, ezek közel kétharmada Ser/Thr-specifikus kináz, amelyek a 

sejtszintű foszforilációs események 98%-áért felelősek (Peti és mtsai., 2013). Ezzel szemben a 

foszfatázok száma kevesebb mint egyharmada a kinázokénak (~150), melyek közül alig 40 a 

Ser/Thr-specifikus foszfatázok száma (Cohen, 2002). 

1.2. A Ser/Thr-specifikus protein foszfatázok jellemzése és csoportosítása 

A fehérjék foszforilációs szintjének kialakításában a Ser/Thr-specifikus foszfatázok szerepe a 

kinázokéval egyenértékű, katalitikus alegységeik korlátozott számát ugyanis ellensúlyozza, hogy 

számos szabályozó alegységgel társulhatnak, különböző aktivitású és szubsztrátspecificitású 

holoenzimeket alkotva ezáltal, így biztosítva specificitásukat a különböző biológiai funkcióik 

szabályozásában (Shi, 2009). 

A Ser/Thr-specifikus foszfatázokat biokémiai tulajdonságaik szerint kezdetben két csoportra 

osztották: PP1 és PP2 típusú foszfatázok. A PP1 enzimek aktivitása inhibitor fehérjékkel (I-1, I-2), 

illetve heparinnal gátolható, míg a PP2 típusú foszfatázok aktivitását ezek az effektorok nem 

befolyásolják (Ingebritsen és Cohen, 1983; Gergely és mtsai., 1984). 
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Egy újabb besorolási rendszer szerint a Ser/Thr-specifikus foszfatázok három családot 

alkotnak: a foszfoprotein-foszfatázok (PPP-k), a fémion-függő foszfatázok (PPM-ek), valamint az 

aszpartát-függő foszfatázok (1. ábra – Shi, 2009). 

1. ábra. A szerin/treonin-specifikus foszfatázok csoportosítása 

A jellemző szekvencia-motívmok az egyes ábrák fölött jelölve (pirossal a fémion-, kékkel a foszfátkötésért 

felelős aminosavak). (Shi, 2009) 

A PPP osztályon belül hét alosztályt különböztetnek meg: PP1, PP2A és PP2B (más néven 

kalcineurin), melyek aktív helyükön Fe2+/Zn2+ ionokat tartalmaznak, illetve az ún. új típusú 

fehérjefoszfatázok, mint a PP4, PP5, PP6 és PP7. A PPM család tagjainak működéséhez további 

fémionok (Mn2+/Mg2+) nélkülözhetetlenek. Ide tartozik a Mg2+-függő PP2C, valamint a piruvát-

dehidrogenáz foszfatáz (Shi, 2009 és Cohen, 1997). Az aszpartát-függő foszfatázoknak mindössze 

két tagja van, az RNS-polimeráz II CTD foszfatáz TFIIF-asszociáló komponense (FCP) és a kis 

CTD foszfatáz (SCP) (Shi, 2009 és Brautigan, 2013). Vizsgálataink elsősorban a PP1-re és a PP2A-

ra, valamint a PP1 enzimcsaládba tartozó miozin foszfatázra irányultak, ezért a továbbiakban ezek 

jellemző sajátosságait tekintem át. 
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1.2.1. A protein foszfatáz-1 szerkezete 

A PP1 valamennyi eddig vizsgált eukarióta sejtben expresszálódik, ami az élővilágban 

betöltött jelentős szerepére utal. Számos különböző sejtfolyamatban vesz részt, mint pl. a 

sejtosztódás, glikogénmetabolizmus, fehérjeszintézis, citoszkeleton szerveződés, vagy az apoptózis 

szabályozása (Ceulemans és Bollen, 2004). 

A PP1 típusú enzimek 36-38 kDa méretű erősen konzervált katalitikus alegységből (PP1c), 

valamint számos különböző szabályozó alegység egyikéből épülnek fel, melyek a holoenzim 

szubsztrát-specificitásáért felelnek. A katalitikus alegységnek emlősökben ötféle splice-variánsa 

létezik: PP1cα1, PP1cα2, PP1cγ1, PP1cγ2 és PP1cβ (más néven PP1cδ) (Butler és mtsai., 2013; 

Ceulemans és Bollen, 2004). A PP1cγ2 izoformán kívül, amely a tesztiszben és az agyban 

expresszálódik, a többi izoforma általánosan megtalálható más szövetekben, sejten belüli 

lokalizációjuk azonban eltérő (Andreassen és mtsai., 1998). Az aktív centrum a katalitikus alegység 

N-terminális doméjának Y-alakú árkában helyezkedik el, ahol két fémion (Fe2+ és Mn2+) is található, 

melyek elősegítik a szubsztrátmolekula foszfo-Ser/Thr oldalláncának hidrolízisét. Az aktív 

centrumok az egyes PP1c izoformákban nagyfokú hasonlóságot mutatnak (Shi, 2009). A katalitikus 

alegységek bár önmagukban is képesek a szubsztrátmolekulák defoszforilációjára, specificitásuk 

szabad formában meglehetősen széles. In vivo azonban a PP1c különböző szabályozó alegységekkel 

holoenzimet alkotva fordul elő, kiszélesítve ezáltal a szabályozási lehetőségeket. 

1.2.2. A protein foszfatáz-2A szerkezete 

A PP2A szerepét már számos igen fontos sejtfolyamatban leírták. Részt vesz többek között a 

sejtproliferáció, apoptózis, sejtmotilitás vagy a sejtciklus szabályozásában is (Janssens és Goris, 

2001). Meglehetősen sokrétű funkciói annak tulajdoníthatók, hogy – a PP1 enzimcsaládhoz 

hasonlóan – a katalitikus alegység számos regulátor alegységgel kölcsönhatásba lépve alkothat 

holoenzimet. Az enzim szerkezetét tekintve heterotrimerként funkcionál (2. ábra): egy 36 kDa 

méretű katalitikus C alegységből (PP2Ac), egy 65 kDa A szerkezeti alegységből (PR65), valamint 

egy ehhez kapcsolódó B alegységből épül fel. Az A és C alegységek alkotják az enzim alapvázát, 

míg a hozzá kapcsolódó valamely B alegységgel együtt jön létre a trimer holoenzim. Az A és C 

alegységeknek két izoformája (α és β) ismert (Kremmer és mtsai., 1997), míg a disszociábilis B 

alegységek 4 csoportba sorolhatók, melyek elnevezése igen változatos. Ide tartoznak a B (B55 vagy 
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PR55), B’ (B56 vagy PR61), B” (PR48/PR72/PR130) és a B’’’ (PR93/PR110) fehérjecsaládok, 

melyek mindegyikének 2-5 izoformája ismert, ezáltal számos heterotrimer holoenzimet alkothatnak 

(Xu és mtsai., 2006; Janssens és mtsai., 2008). A PP1c-től eltérően a PP2A alegységek, illetve 

szubsztrátok esetén PP2A kötőmotívumokat még nem azonosítottak (Slupe és mtsai., 2011). 

2. ábra. PP2A szerkezeti felépítése 

A (PR65): 65 kDa-os szerkezeti alegység; C: 36 kDa-os katalitikus alegység; B, B’, B’’, B’’’ regulátor alegységek 

Az alegységek sokfélesége a PP2A holoenzimek közötti funkcionális különbségek jelenlétére, 

valamint az egyes alegység-kombinációk szubsztrátspecificitásban, illetve a katalitikus aktivitás 

modulálásában játszott szerepére utalhat (Kamibayashi és mtsai., 1994). A holoenzimek aktivitása 

mindemellett poszttranszlációs módosítások révén is szabályozható. A PP2Ac Tyr307 oldalláncának 

p60v-src kináz általi foszforilációja például az enzim aktivitását csökkenti (Chen és mtsai., 1992), a 

B’δ alegység Ser566 oldalláncának cAMP-függő protein kináz (PKA) általi foszforilációja a 

holoenzim aktivitását növeli (Ahn és mtsai., 2007), a B’α Ser41 oldalláncának protein kináz Cα 

(PKCα) általi foszforilációja pedig a holoenzim gátlását eredményezi (Kirchhefer és mtsai., 2014). 

1.3. A Ser/Thr-specifikus protein foszfatázok szabályozása természetes vegyületekkel 

és inhibitor fehérjékkel 

1.3.1. PP1 és PP2A gátlása toxinokkal és tanninokkal 

A PP1 és PP2A enzimek gátlására a természetben számos, mikroorganizmusok által termelt 

membránpermeábilis toxin fordul elő. Jelenlétükben a sejtekben nagymértékben megemelkedett 

foszforilációs szintet figyelhetünk meg, emellett koncentráció-függő szelektív gátló hatásuknak 

köszönhetően elengedhetetlenül fontosak az egyes foszfatázok szerepének vizsgálatában in vitro, 

valamint élő sejtes rendszerekben egyaránt (MacKintosh és MacKintosh, 1994; Favre és mtsai., 
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1997). Ilyen toxin például az okadánsav (OA), illetve a kalikulin-A (CLA), amelyek hatékonyabb 

gátlószerei a PP2A-nak, mint a PP1-nek. A tautomycin (TM) és származéka, a tautomicetin (TMC) 

hatékonyabban gátolják a PP1 aktivitását, mint a PP2A-t. A mikrocisztin-LR (MC-LR) egy 

heptapeptid, amely azonos mértékben és irreverzibilisen gátolja mindkét enzimet (Goldberg és 

mtsai., 1995). 

Munkacsoportunk a PP1 és a PP2A gátlószereként azonosított több tannin típusú vegyületet, 

többek között a gallotannin típusú penta-O-galloil-β-D-glükózt (PGG), a katechin típusú 

epigallokatechin-3-gallátot (EGCG) (Kiss és mtsai, 2013), valamint az ellagitanninok számos 

képviselőjét (Kónya és mtsai, 2019). A tanninok növényi eredetű, vízben oldódó polifenol 

vegyületek, melyeknek különböző molekulatömegű és kémiai szerkezetű variánsai ismertek, de 

valamennyiükben megtalálható egy vagy több polihidroxil egység (leggyakrabban D-glükóz), 

amely(ek)hez észter kötéssel egy vagy több fenolos hidroxilcsoportot tartalmazó gyűrűs molekula 

(galluszsav vagy egyéb polifenol gyűrű) kapcsolódik. Egyik legismertebb képviselőjük a zöld 

teában legnagyobb mennyiségben előforduló EGCG, amely elsődlegesen felelős annak 

daganatellenes hatásáért. Bár a tanninok az inhibitor toxinokhoz képest a PP1c kevésbé hatékony 

gátlószerei, sokkal kevésbé toxikusak, így kiváló kiindulási molekulái lehetnek új, szelektív PP1c-

gátló gyógyszerek kifejlesztésének. 

1.3.2. Protein foszfatáz-1 gátló fehérjék 

A sejtekben számos olyan protein foszfatáz inhibitor fehérje is termelődik, amelyek 

szubsztrátanalógként viselkedve a katalitikus alegység aktív centrumának közelében kötődve 

gátolják annak aktivitását. Ezek általában kis molekulatömegű, hőstabil fehérjék, melyek legtöbbje 

foszforiláció-függő, vagyis gátló hatásukat treonin oldalláncukon történő foszforiláció révén fejtik 

ki (Goldberg és mtsai., 1995). Az elsőként felfedezett PP1 gátló fehérjék a szabad katalitikus 

alegységet gátló I-1 és az I-2 voltak. Amennyiben a PP1c egy holoenzim komplex része, ezen 

inhibitor fehérjék már csak kismértékben vagy egyáltalán nem képesek gátló hatásuk kifejtésére 

(Hubbard és Cohen, 1993). További PP1c gátló fehérjék a főként az agyban expresszálódó 32 kDa 

dopamin és cAMP által szabályozott foszfoprotein (DARPP-32) (Hemmings és mtsai., 1984), a 

nukleáris protein foszfatáz inhibitor (NIPP-1) (Jagilleo és mtsai., 1997) és a PP1 riboszomális 

inhibitor (RIPP-1) (Beullens és mtsai., 1996). Az I-1 és DARPP-32 fehérjéket elsősorban a PKA 
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foszforilálja és ezáltal aktiválja, míg az I-2 és NIPP-1 foszforilálatlan formában aktívak (Oliver és 

Shenolikar, 1998). 

1.3.3. A CPI-17 fehérjecsalád és a LIMK2 fehérje 

Az 1995-ben felfedezett CPI-17 egy 147 aminosavból álló fehérje, amely elsősorban 

simaizomban és az agyban expresszálódik és Thr38 oldalláncának PKC általi foszforilációja 

jelentősen növeli foszfatázgátló hatását. Ezen oldalláncának foszforilációjában később számos 

egyéb kináz szerepét is bizonyították: ROCK, integrinhez kötődő kináz (ILK), leucin cipzár 

motívummal kölcsönható protein kináz (ZIPK) és a PKA is (Erdődi és mtsai. 2003; Huang és mtsai., 

2006; Kitazawa és mtsai., 2000) foszforilálja ezt az oldalláncot. A foszforilált CPI-17 a PP1c 

katalitikus és MYPT1 regulátor alegységből felépülő miozin foszfatáz enzim (MP) katalitikus 

alegységének aktív helyéhez kötődve szelektív módon képes a holoenzim gátlására (Eto és mtsai., 

1995). Arra utaló adatok is vannak, hogy a CPI-17 az aktív centrum mellett a MYPT1-hez is kötődni 

képes, ami magyarázatot adhat a MP CPI-17 általi specifikus gátlására (Eto, 2009). A foszforilált 

CPI-17 képes más PP1 holoenzimekhez is kötődni, amelyek azonban defoszforilálhatják a CPI-17-

t, semlegesítve annak gátló hatását, míg a MYPT1-hez társult PP1c nem képes eltávolítani a CPI-17 

Thr38 oldalláncának foszfátcsoportját (Eto, 2009). A MP holoenzimhez való kötődésben a CPI-17 

középső doménjének van szerepe, az itt található Tyr41 oldallánc pedig védi a fehérjét a MP általi 

defoszforilációval szemben (Hayashi és mtsai., 2001). Később más CPI-17-szerű fehérjéket is 

felfedeztek, amelyek mindegyike hordoz egy központi PP1 holoenzim inhibitor (PHIN) domént és 

rendelkeznek a Thr38-nak megfelelő foszforilációs hellyel is, azonban a MP-ra kifejtett gátló 

hatásuk tekintetében különböznek a CPI-17-től. A CPI-17-szerű fehérjecsaládba sorolt KEPI, PHI 

és GBPI fehérjék aktiváló foszforilációs helyét körülvevő szekvencia jellemző a CPI-17 családra és 

pszeudo-palindrom jelleggel bír. E rokon fehérjékben a CPI-17-el ellentétben az N-terminálison 

PP1c-kötőmotívum is található (3. ábra), ezáltal foszforilálatlan formában is képesek a PP1c-hez 

kötődni (Eto, 2009). 

A CPI-17 foszforilációs szekvenciájával végzett összehasonlító vizsgálatok alapján kiderült, 

hogy a LIM-kináz 2 fehérje egyik izoformája, a 75 kDa molekulatömegű LIMK2v1 szintén 

tartalmaz egy, a PHIN doménnel nagyfokú szekvencia azonosságot mutató szakaszt, valamint a 

Thr38 oldalláncnak megfelelő foszforilációs helyet (Thr596) (Dubois és mtsai., 2003). 
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3. ábra A CPI-17-szerű fehérjecsalád tagjai (forrás: Eto és mtsai., 2009) 

Az aktiváló foszforilációs hely a konzervált PHIN doménben található (pirossal jelölve). A szürke körök egyéb 

foszforilációs helyeket jelölnek. A PHI, KEPI és GBPI fehérjékben PP1c-kötő motívum is található (zölddel jelölve). 

A LIM-kináz fehérjecsalád tagjai szerin/treonin-, illetve tirozin-kinázok, melyek elsősorban a 

kofilin foszforilációja révén történő gátlása következtében döntő szerepet játszanak az aktin 

filamentumok és mikrotubulusok szerveződésének szabályozásában, ezáltal a citoszkeleton 

átrendeződés folyamatában (Prunier és mtsai., 2017). A családnak mindössze két tagja van: a LIM-

kináz 1 (LIMK1) és a LIM-kináz 2 (LIMK2), melyek szerkezetüket tekintve nagyfokú hasonlóságot 

mutatnak: az N-terminálison két LIM doménnel, egy középső PDZ doménnel és egy C-terminális 

kináz doménnel rendelkeznek. A LIMK2-nek három alternatív splice variánsa ismert (LIMK2a, 

LIMK2b és LIMK2v1) (Scott és Olson, 2007), melyek közül a LIMK2a és 2b előfordulása 

részletesebben feltárt. A LIMK2b izoforma N-terminálisa a LIMK2v1-el, míg C-terminálisa a 

LIMK2a-val azonos, a LIMK2a pedig mind az N- és C-terminálisát tekintve különbözik az 1-es 

variánstól. A LIMK2v1 előfordulása, funkciói alig ismertek, mRNS-szintű expressziójáról is néhány 

évvel ezelőttig mindössze egyetlen tanulmány számolt be (Croft és mtsai., 2011). Elsőként 2018-

ban mutatták ki a LIMK2v1 fehérjeszintű expresszióját HEK-293 és HeLa sejtekben, illetve 

különböző szövetekben (máj, tüdő, hasnyálmirigy). Ugyanezen munkacsoport kimutatta azt is, hogy 

a LIMK2v1, bár rendelkezik kináz aktivitással, a LIM-kinázok hagyományos szubsztrátját, a kofilint 

mégsem foszforilálja közvetlenül, ehelyett a PP1c-vel kölcsönhatásba lépve gátolja annak a 

foszforilált kofilinnel szembeni aktivitását, hozzájárulva ezzel az aktin stresszkábelek 

képződéséhez. Ez az egyéb izoformáktól eltérő útvonalon lejátszódó szabályozási folyamat a foszfo-

kofilin szint szoros kontrollálása révén lehetővé teszi a citoszkeletális átrendeződés sokrétű 

regulációját (Vallée és mtsai., 2018). A munkacsoport vizsgálatai nem terjedtek ki azonban a 
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LIMK2v1 Thr596 foszforilációjának a PP1 gátló hatásban betöltött szerepének tanulmányozására, 

ezért munkánk során többek között ezt a kérdést igyekeztünk feltárni. 

1.4. A protein foszfatáz-1 szabályozása regulátor alegységekkel 

Az irodalomban több mint 200, a katalitikus alegységgel kölcsönható fehérje ismert, melyek 

között regulátor alegységek, inhibitor fehérjék és szubsztrátok is vannak. A PP1c a sejtekben szabad 

formában feltehetően nem, legfeljebb rövid ideig fordulhat elő, ehelyett különböző szabályozó 

alegységekhez kötődve, holoenzimként funkcionál, mely alegységek a holoenzimet a megfelelő 

szubsztráthoz, illetve sejtkompartmenthez irányítják. A regulátor alegységeket célpontjuk szerint 

csoportosítva megkülönböztethetünk többek között miozinhoz (MYPT1, MYPT2), glikogénhez 

(GM, R5), citoszkeletonhoz (spinofilin, neurabin), splicoszómához/RNS-hez (NIPP, PNUTS) 

irányító regulátorokat (Tang és mtsai., 1991; Alessi és mtsai., 1992; Jagiello és mtsai., 1997). A 

szabályozó alegységek szekvenciájukat tekintve igen változatosak, ennek ellenére általában 

megtalálható bennük egy rövid, ún. RVxF motívum (K/R-x1-V/I-x2-F/W), amely a katalitikus 

alegységhez történő specifikus kötődésért felelős és jelenléte a kölcsönhatás kialakítása 

szempontjából nélkülözhetetlen (Egloff és mtsai., 1997). A kötőmotívum a PP1c aktív centrumától 

távol eső hidrofób zsebéhez kötődik (Egloff és mtsai., 1997), amely kölcsönhatást a motívumot 

megelőző bázikus aminosavak, a katalitikus alegység savas oldalláncai között kialakuló kapcsolatok 

és egyéb másodlagos kötőhelyek is erősíthetnek (Heroes és mtsai., 2013; Tóth és mtsai., 2000b). A 

továbbiakban a munkánk során elsődlegesen vizsgált MYPT1 regulátor alegységet tartalmazó 

miozin foszfatáz holoenzim sajátosságait tekintem át. 

1.5. A miozin foszfatáz 

1.5.1. A miozin foszfatáz alegységszerkezete 

A miozin foszfatázt (MP) elsőként csirke zúzából izolálták heterotrimer holoenzimként, amely 

egy 38 kDa PP1cδ katalitikus alegységből, egy 110-130 kDa miozinhoz is kötődő szabályozó 

alegységből (MYPT1), valamint egy eddig ismeretlen funkciójú 20 kDa alegységből (M20) áll 

(Alessi és mtsai., 1992). A MP fő tulajdonságai a PP1cδ és a MYPT1 alegységek komplexének 

tulajdoníthatók (Matsumura és Hartshorne, 2008), az M20 expresszióját sem az agyban, sem 

vázizomban nem tudták kimutatni (Moorhead és mtsai., 1998).  
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A MP működését elsősorban a MYPT1 regulátor alegység szabályozza, amely kölcsönhatást 

létesít a katalitikus alegység és a szubsztrátmolekula között. Ezen “célra irányító” funkciójára utal 

a MYPT1 elnevezés is (myosin phosphatase target subunit 1), de az irodalomban egyéb elnevezései 

is ismertek, mint például M110, MBS (myosin binding subunit) vagy M130/133. A humán MYPT1 

a 12q15-q21 kromoszómán elhelyezkedő PPP1R12A gén terméke (Takahashi és mtsai., 1997), 

amely számos sejttípusban expresszálódik, de legnagyobb mennyiségben simaizom sejtekben fordul 

elő (Matsumura és Hartshorne, 2008). Alternatív splicing révén számos eltérő molekulatömegű 

(110-130 kDa) MYPT1 izoforma jöhet létre, melyek a középső inzert (512-552), illetve a C-

terminális leucin cipzár (1006-1030) jelenléte/hiánya alapján különböztethetők meg egymástól 

(Hartshorne és mtsai., 2004; Dirksen és mtsai., 2000). A PP1c-kötő motívum, a KVKF szekvencia 

a MYPT1 izoformák N-terminális régiójában található, a 35-38 aminosavak között (Cohen PT, 

2002), melyet két domén szegélyez: egy N-terminális kar, amely megelőzi a KVKF-motívumot (1-

34 aminosavak) és az ankirinszerű ismétlődéseket tartalmazó domének (8 ismétlődés, 39-296 

aminosavak) (Terrak és mtsai., 2004). Két sejtmagi lokalizációs szignál (NLS) is található a 

MYPT1-en, egyik az N- (27-33 aminosavak), a másik a C-terminális részen (845-854) helyezkedik 

el, illetve elkülöníthető még egy savas oldalláncokban gazdag régió (326-372 aminosavak), egy-egy 

ún. ionos szakasz (719-755 illetve 814-848 aminosavak), egy Ser/Thr-ban gazdag szakasz (770-793 

aminosavak), illetve a már említett középső inzert és leucin cipzár motívumok (4. ábra). 

4. ábra A miozin foszfatáz holoenzim szerkezete (Forrás: Ito és mtsai., 2004) 

A PP1c katalitikus alegységgel kialakított kölcsönhatásban a MYPT1 N-terminális régiója 

fontos szerepet játszik, ezen belül is a már említett 35KVKF38-motívum kiemelkedő fontosságú. A 
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motívum a PP1c hat aminosavmaradékával (Ile169, Leu243, Phe257, Leu289, Cys291 és Phe293) 

kölcsönhatásba lép, melyek hidrofób barázdát képeznek, majd lehorgonyozza azt a MYPT1-hez 

anélkül, hogy befolyásolná annak katalitikus aktivitását (Hartshorne és mtsai., 2004). A motívum 

kapcsolódása további három, a kölcsönhatás stabilizálásában szerepet játszó MYPT1 szakasz 

kapcsolódását segíti elő: elsőként a MYPT11-22 régió kapcsolódása következik be, amely elősegíti 

az ankirinszerű ismétlődéseket tartalmazó MYPT140-296 szakasz, majd a savas MYPT1304-511 régiók 

kötődését (Tóth és mtsai., 2000b). Az említett kölcsönhatásokat a MYPT11-299 és PP1cδ komplex 

együttes kristályosítása és röntgenszerkezeti vizsgálata is bizonyította (Terrak és mtsai., 2004). 

1.5.2. A miozin foszfatáz szabályozása a MYPT1 foszforilációjával 

A MP szabályozása létrejöhet mind a regulátor alegység foszforilációja, a holoenzim 

disszociációja, lokalizációjának változása, illetve az enzim inhibitor fehérjékkel történő gátlása 

révén is. A továbbiakban a regulátor alegység foszforilációjának lehetőségeit részletezem, amely 

gátló vagy aktiváló hatást egyaránt kiválthat. 

A MYPT1 két fő gátló foszforilációs helye a Thr696 és Thr853 oldalláncok, melyeknek 

kiemelkedően fontos szerepük van a sejtek kontraktilitásának szabályozásában (Butler és mtsai., 

2013). Elsőként a ROCK-t sikerült azonosítani a MYPT1 Thr696 foszforilációját katalizáló 

kinázként (Feng és mtsai., 1999), később azonban számos más kinázt, többek között az ILK-t (Kiss 

és mtsai., 2002; Murányi és mtsai., 2002), a ZIPK-t (Niiro és Ikebe, 2001), a p21-aktivált protein 

kinázt (PAK) (Takizawa és mtsai., 2002a), a MYPT1 kinázt (MacDonald és mtsai., 2001a), az izom 

disztrófia protein kinázt (MDPK) (Murányi és mtsai., 2001) és a Raf-1 kinázt (Broustas és mtsai., 

2002) is azonosították (5. ábra). A ROCK a Thr853 oldallánc foszforilációját is katalizáni képes, 

amely feltehetően a MYPT1-miozin komplex disszociációjának elősegítése révén gátolja a 

holoenzim működését (Velasco és mtsai., 2002). A Thr696 és Thr853 gátló foszforilációs helyek 

körüli szekvencia nagyfokú hasonlóságot mutat a miozin könnyűlánc (MLC20) Ser19 foszforilációs 

helyének szekvenciájával, melynek révén a foszforilált MYPT1 a katalitikus alegység aktív 

centrumához kötődve csökkenti annak miozinhoz való affinitását (Khomorov és mtsai., 2009).  

A PKC képes mind a Thr34 oldalláncon, mind az ankirinszerű régióban foszforilálni a 

MYPT1-et. Előbbi nincs hatással a holoenzim aktivitására, utóbbi következtében viszont csökken a 

MP alegységei közötti kölcsönhatás, valamint a holoenzim miozinnal szembeni aktivitása egyaránt 

(Tóth és mtsai., 2000a). Nemrégiben tömegspektrometriás módszerrel azonosítottak 21 új 

potenciális MYPT1 foszforilációs helyet, melyek közül hét (Ser20, Thr22, Thr453, Ser478, Thr671, 
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Ser678, Ser680) ezidáig ismeretlen volt (Chao és mtsai., 2012). A Ser20-as oldalláncról később 

bebizonyították, hogy foszforilációjáért a checkpoint-kináz-1 (Chk1) felelős, valamint, hogy 

foszforilációja a MYPT1-PP1c kötődése, ezáltal a katalitikus alegység szubsztrátokkal szembeni 

aktivitása szempontjából játszik szerepet (Hu és mtsai., 2018). Egy másik nemrégiben azonosított 

MYPT1 szabályozó foszforilációs hely a Ser507 oldallánc, amelyről kimutatták, hogy a p90 

riboszómális S6 kináz (RSK) képes foszforilálni, amely elősegíti a ROCK kölcsönhatását a MYPT1-

el, gátolva ezzel a MP holoenzim aktivitását (Samson és mtsai., 2019). 

5. ábra A MYPT1 regulátor alegység szabályozása 

A MYPT1 foszforilálódó Ser/Thr oldalláncai és az azokat foszforiláló kinázok (kékkel jelölve). A H1152 a ROCK 

specifikus inhibitora. 

A MP aktiválásának folyamata kevésbé jól jellemzett, de ismert, hogy a ciklikus nukleotidok 

koncentrációjának növekedésével lehet összefüggésben (Wu és mtsai., 1996). A Ser695 és Ser852 

oldalláncok a gátló Thr696 és Thr853 helyek közvetlen közelében találhatók és PKA, illetve protein 

kináz G (PKG) által foszforilálhatók (Wooldridge és mtsai., 2004). A Ser695 foszforilációja nincs 

közvetlen hatással a holoenzim aktivitására (Nakamura és mtsai., 1999), azonban megakadályozza 

a Thr696 ROCK általi további foszforilációját, kivédve ezzel a MP további gátlását (Wooldridge és 

mtsai., 2004). Később kimutatták a Ser852 foszforilációjának hasonló gátló hatását a Thr853 ROCK 

általi további foszforilációja tekintetében. A MYPT1 kettős foszforilációja a Ser695/Thr696, illetve 

a Ser852/Thr853 oldalláncokon szintén létrejöhet, amely azonban nem befolyásolja a MP 

aktivitását. Ezzel szemben azt is kimutatták, hogy a ROCK a Thr696 és Thr853 oldalláncok 
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foszforilációja révén akadályozza a PKA-t a szerin oldalláncok foszforilálásában. Ez az 

ellentmondás a kettős foszforiláció tekintetében feltehetően azzal magyarázható, hogy a szerin 

oldalláncok PKA általi foszforilációjának lehetősége a treonin monofoszforiláció mértékétől függ 

(Grassie és mtsai., 2012). A savas régióban található Thr435 és/vagy Ser432 oldalláncok cdc2 kináz 

révén történő foszforilációja fokozza a holoenzim affinitását a foszforilált miozin felé, növelve ezzel 

a MP aktivitását és elősegítve a stresszrostok felbomlását a profázis előtt (Totsukawa et al. 1999). 

A MP aktiválása létrejöhet a regulátor alegység foszfo-Thr696 és -Thr853 oldalláncainak 

defoszforilációja révén is, amelyet a PP2A és a PP2B enzimek katalizálnak (Takizawa és mtsai, 

2002; Kolozsvári és mtsai. 2012). A közelmúltban kimutatták, hogy a zöldtea polifenol EGCG a 

PP2A aktiválására képes, amit a MYPT1 Th696 oldalláncának defoszforilációja és ezáltal MP 

aktivilás követ (Umeda és mtsai., 2008) (6. ábra). 

6. ábra A miozin foszfatáz aktiválása az EGCG/67LR/PKA/PP2A útvonalon keresztül. 

Az EGCG a 67LR-en keresztül aktiválja a PKA-t, amely feltehetően a Bδ alegység foszforilációja révén aktiválja a 

PP2A-t, amely a MYPT1 Thr696 oldalláncának defoszforilációja révén a miozin foszfatáz aktivációját idézi elő. EGCG: 

epigallokatechin-3-gallát, 67LR: 67 kDa laminin receptor, PKA: protein kináz A, PP2A: protein foszfatáz-2A, A/Bδ/C: 

a PP2A szerkezeti/szabályozó/katalitikus alegysége, ROCK: RhoA-aktivált kináz, MYPT1: miozin foszfatáz regulátor 

alegység, PP1c: protein foszfatáz-1 katalitikus alegység.  

Az EGCG kötődéséhez szükséges sejtfelszíni receptorként a 67 kDa laminin receptor (67LR), 

egy nem-integrin típusú laminin receptor funkcionál (Tachibana és mtsai., 2004), amely számos 

daganatos sejttípusban jelentős mértékben expresszálódik és kifejeződésének mértéke erősen 

korrelál a tumor inváziójának és metasztázisának kockázatával. A 67LR-en keresztül számos, a 

sejtproliferáció és az apoptózis szabályozásában résztvevő jelátviteli útvonal aktiválódhat (Ménard 

és mtsai., 1997). Az EGCG apoptózist indukáló hatását számos tumoros sejtvonalban kimutatták, 
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miközben az egészséges sejtekre nincs hatással (Ahmad és mtsai., 1997). Irodalmi adatok szerint 

antiproliferatív hatását részben protein kinázok szabályozása révén fejti ki (Qin és mtsai., 2008; 

Khan és mtsai., 2006), daganatellenes hatásának hátterében pedig részben a 67LR aktivációja áll 

(Umeda és mtsai., 2008, Negri, Nutrients, 2018). A PP2A aktivációját az EGCG a 67LR/adenilát 

cikláz/cAMP/PKA útvonalon keresztül váltja ki, amely onkoproteinek gátlásához és a 

tumorszupresszor merlin aktivációjához vezet (Tsukamoto és mtsai., 2014). Mivel a PKA a PP2A 

B56δ regulátor alegység Ser566 oldalláncának foszforilációja révén fokozza a PP2A aktivitását 

(Ahn és mtsai., 2007), ezért felmerül annak a lehetősége, hogy az EGCG/67LR/PKA/PP2A 

jelátviteli útvonalon keresztüli MP aktiváció szintén a PP2A-B56δ holoenzim aktivációja révén 

valósulhat meg, a B56δ részvételét azonban ezidáig nem bizonyították. 

5.3. A miozin foszfatáz szubsztrátjai és élettani szerepük 

A kezdeti feltételezésekkel ellentétben a MYPT1 a simaizom sejtek mellett nem-

izomsejtekben is megtalálható és szinte valamennyi szubcelluláris frakcióban előfordul. Kimutatták, 

hogy a citoszkeletális folyamatokban való részvétele mellett a sejtciklus és sejtproliferáció, a 

génexpresszió, az embrionális fejlődés, a neurotranszmitter kibocsátás, illetve az endoteliális és 

epiteliális barrier funkció szabályozásában is részt vesz (Kiss és mtsai., 2019). 

Az elsőként azonosított szubsztrátfehérje a MLC20 volt, amely foszforilált állapotában a 

MYPT1 ankirin ismétlődő régiójához kötődik, de a kölcsönhatásban a MYPT1 C-terminális 

szakaszai is szerepet játszanak (Ichikawa és mtsai., 1996a; Johnson és mtsai., 1997). A 20 kDa 

méretű MLC20 az izomkontrakció, a sejtosztódás, sejtmotilitás és a sejtek letapadásának 

szabályozásában nélkülözhetetlen miozin II fehérje alkotóeleme. A MLC20 foszforilációs állapota 

a Ca2+/kalmodulin-függő miozin könnyűlánc kináz (MLCK) és a MP működésének egyensúlyától 

függ (Ikebe és mtsai., 1985) (7. ábra). A MLC20 Ser19 oldalláncának elsősorban MLCK általi 

foszforilációja a miozin II aktin filamentumokhoz történő reverzibilis kötődése révén az aktomiozin 

komplex kontrakciójához vezet, míg a MP általi defoszforilációt izomrelaxáció követi (Chacko és 

mtsai., 1977; Ratz és mtsai., 2005). A MLC20 a Thr18-as oldalláncon is foszforilálható, amely 

feltehetően megakadályozza a Ser19 oldallánc defoszforilációját, amely a kontraktilis erő 

fenntartásához szükséges, azonban a Thr18 foszforilációja önmagában nem elegendő az 

összehúzódás kiváltásához (Sutherland et al. 2012). 
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A MP-t az adducin foszforilációs állapotának szabályozójaként is azonosították (Kimura és 

mtsai., 1998), amely elsősorban a spektrin-aktin hálózat összeszereléséért felelős citoszkeletális 

fehérje (Kiang és Leung, 2018). Számos tanulmány bizonyította, hogy az ERM fehérjék 

defoszforilációját szintén a MP katalizálja. Az ERM fehérjecsaládba három, egymáshoz 

szerkezetileg igen hasonló fehérje, az ezrin, radixin és moezin tartoznak, melyeknek feladata a 

citoszkeleton és a membránfehérjék közötti kapcsolat megteremtése, ily módon részt vesznek mind 

a migrációs, sejtadhéziós, valamint a proliferációs folyamatokban (Fukata és mtsai., 1998; Kim és 

mtsai., 2012; Kovacs-Kasa és mtsai., 2016). A moezin a MYPT1 C-terminális régióihoz, míg az 

adducin az ankirinszerű ismétlődésekhez kötődik (Amano és mtsai., 2000). 

7. ábra Simaizom kontrakció szabályozása 

Ca2+-CaM: kalcium-kalmodulin komplex; MLCK: miozin könnyűlánc kináz; MLC20: miozin könnyűlánc; MYPT1: 

miozin foszfatáz regulátor alegység. 

Az NF2 tumorszuppresszor gén termékéről, a merlinről is kiderült, hogy defoszforilációját az 

MP okozza, mely így aktivációját is eredményezi (Jin és mtsai., 2006). A merlin az ERM család 

fehérjéihez hasonló doménszerkezettel rendelkezik, de azokkal ellentétesen szabályozódik, azaz 

foszforilált formája inaktív, míg a defoszforilált merlin aktív és részt vesz a kontaktgátlásban, 

valamint a növekedés gátlásában. A MYPT1 a leucin cipzár doménjén keresztül kötődik a merlin 

alfa-hélix régiójának amino-terminális részéhez, amely régió nagyfokú hasonlóságot mutat a moezin 

MYPT1 kölcsönható régiójával. A MP-t a merlin Ser518 oldalláncának defoszforilációjában döntő 

szerepet játszó foszfatázként azonosították, amely a merlint a zárt konformációjában aktiválja. A 

MP specifikus inhibitora, a CPI-17 szintje számos daganattípusban emelkedett, ami a merlin 

tumorszupresszor funkciójának elvesztéséhez vezet (Jin és mtsai., 2006). Daganatos sejtekben a MP 

gátlásáért felelős specifikus kinázként az ILK-t azonosították, amely a MYPT1 közvetlen 
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foszforilációja révén elősegíti a merlin inaktiválását, ezzel párhuzamosan a Hippo 

tumorszuppresszor útvonal gátlását, ami a növekedést elősegítő gének transzkripciójának 

aktiválásához vezet a YAP/TAZ/TEAD által közvetített módon (Serrano és mtsai., 2013). 

A MP egyik legjelentősebb, a sejtciklusban fontos szerepet játszó kölcsönható fehérjéje a 

retinoblasztóma fehérje (pRb), egy tumorszupresszor, amelynek szabályozása számos 

daganattípusban sérült. A pRb az E2F által közvetített gének transzkripciójának gátlása révén 

szabályozza a sejtciklust és a proliferációt. A pRb ciklinfüggő kinázok általi foszforilációja 

inaktiválja a fehérjét és elősegíti a sejtciklus végbemenetelét, míg a pRb defoszforilálásáért és 

aktiválásáért a PP1 és PP2A enzimek egyaránt felelősek lehetnek (Kolupaeva és Janssens 2013; 

Izawa és mtsai., 2000). Míg a PP2A közvetetten, a ciklinfüggő kinázok aktivitásának csökkentése 

révén járul hozzá a pRb csökkent foszforilációjához (Yan és Mumby, 1999), addig a PP1c 

közvetlenül is részt vehet a pRb több oldalláncának defoszforilációjában, melynek izoformái közül 

a PP1cδ bizonyult a leghatékonyabbnak (Liu és mtsai., 2006). Munkacsoportunk THP-1 leukémiás 

sejtekben a MP holoenzimet a pRb Thr826 oldalláncának defoszforilációjában részt vevő enzimként 

azonosította (Kiss és mtsai., 2008). A MYPT1-PP1cδ komplex a PP1c önmagában való 

alkalmazásához képest fokozta a foszforilált pRb-vel szembeni katalitikus aktivitást, ami 

alátámasztja a MYPT1 célrairányító funkcióját a pRb defoszforilációja során. A MYPT1 N-

terminális szakaszának a pRb C-terminális régiójához történő kötődését Far-Western technikával 

mutatták ki (Wu és mtsai., 2005), melyet munkacsoportunk felületi plazmonrezonanciás mérései is 

megerősítettek, továbbá a C-terminális MYPT1667-1004 szakasz kötődését is bizonyították (Kiss és 

mtsai., 2008). 

A MP a génexpresszió szabályozásában is többféleképpen részt vehet. A protein arginin 

metiltranszferáz (PRMT5) enzimet, mint a MP új szubsztrátját azonosították, amely foszforilált 

formában a hiszton fehérjék szimmetrikus dimetilációját katalizálja a hepatokarcinóma sejtek 

génexpressziós mintázatának jelentős megváltozását okozva, beleértve a retinoblasztóma és más 

tumorszupresszor fehérjéket kódoló gének expresszióváltozását is (Sipos és mtsai., 2017). Ismert az 

is, hogy a MP révén történő defoszforiláció következtében a hiszton deacetiláz 7 (HDAC7) fehérje 

a sejtmagba transzlokálódik, ahol egyes gének (pl. Nurr77) átírásának szabályozásában vesz részt 

(Parra és mtsai., 2007). 

A MP szerepét bizonyították továbbá a mitózis szabályozásában a polo-szerű kináz-1 (PLK1) 

defoszforilációja révén történő inaktiválása során (Chiyoda és mtsai., 2012), valamint az erek 
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tónusának szabályozásában az endotéliális nitrogén-oxid szintetáz (eNOS) defoszforilációja révén 

(Bátori és mtsai., 2017), sőt az enzim neuronális szubsztrátjait is azonosították, köztük a szinapszin 

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

1.6. A protein foszfatáz-1 és a miozin foszfatáz szerepe leukémiában 

A leukémia kemoterápiás kezelése során gyakran alkalmazott szerek (antraciklinek, pl. 

daunorubicin (DNR)) hatásmechanizmusa széleskörű és hosszútávú klinikai alkalmazásuk ellenére 

meglehetősen bizonytalan, hátterében feltehetően többféle komplex mechanizmus áll. A DNS-be 

interkalálódva számos makromolekula bioszintézisét, illetve a topoizomeráz II működését 

gátolhatják, szabadgyökök képződésének indukálása révén DNS károsodást idézhetnek elő, 

lipidperoxidációt indukálhatnak, akadályozhatják a DNS szálak szétválását vagy a helikáz enzim 

működését egyaránt (Gewirtz, 1999). Irodalmi adatokból ismert, hogy leukémiás megbetegedések 

esetén - ahogyan az más daganatos elváltozások során is általánosan jellemző - a kinázok és 

foszfatázok által katalizált foszforilációs-defoszforilációs folyamatok egyensúlya eltolódik, 

aktiválódhat vagy gátlódhat például a p42/44/Erk1/2 útvonal (Dent és Grant, 2001), amely a 

túlélésben és apoptózisban szerepet játszó fontos kináz kaszkád útvonal, vagy az Akt/PKB útvonal 

is, amely szintén a sejtek túlélésének illetve növekedésének fontos szabályozója (Martelli és mtsai., 

2011). Mindemellett más munkacsoportok a PP1 és PP2A emelkedett aktivitását (Yamamoto és 

mtsai., 1999), valamint a tumorszupresszor pRb alacsony expresszióját és hiperfoszforilált állapotát 

írták le leukémiás sejtekben (Kornblau és mtsai., 1998). Munkacsoportunk a PP1-gátló tautomicin 

(TM) és a PP2A-gátló koncentrációban alkalmazott CLA hatását tanulmányozta THP-1 és KG-1 

leukémiás sejtek DNR-el szembeni érzékenységére és azt találtuk, hogy bár a foszfatázgátló szerek 

önmagukban a sejtek életképességét csökkentették, DNR-el kombinációban alkalmazva azonban 

relatív túlélést elősegítő (védő) hatást gyakoroltak (Dedinszki és mtsai., 2015). Kimutattuk azt is, 

hogy az önmagában alkalmazott DNR kezelés hatására a pRb Thr826 oldalláncának foszforilációja 

csökkent, ezzel szemben CLA-val kombinációban alkalmazva emelkedett pRb foszforilációt 

detektáltunk (Kiss és mtsai., 2008), ami az E2F transzkripciós faktor kötődésének szabályozása 

révén a daganatos sejtek túlélését segíti elő (Rubin és Mittnacht, 2001). Munkacsoportunk kimutatta, 

hogy THP-1 sejtekben a pRb-foszfatáz aktivitás több mint 50%-a a MP holoenzimnek tulajdonítható 

(Kiss és mtsai., 2008), valamint az is ismert, hogy a MP a Thr826 mellett a pRb Ser807/811 

oldalláncainak defoszforilációját is katalizálni képes, amely az E2F target gének és a sejtciklus 
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gátlásában nyilváult meg (Cho és mtsai., 2011; Grey és mtsai., 2018). Ezek az eredmények arra 

utalnak, hogy a foszfatázok szerepének feltárása a kemoterápia vonatkozásában kiemelt 

jelentőséggel bírhat, mivel ezen enzimek a kemoterápia új célpontjaivá válhatnak. Mindezek alapján 

munkánk során vizsgálni kívántuk a MP EGCG révén történő aktiválásának hatását a daganatos 

sejtek proliferációjára és kemoterápiás szerekkel szembeni érzékenységére.  

1.7. A protein foszfatáz-1 szerepe makrofág differenciációban 

A monociták és a belőlük származó makrofágok az immunrendszer alkotóiként 

nélkülözhetetlen szerepet játszanak az immunválasz kialakulásának folyamatában. Legfontosabb 

feladataik közé tartozik többek között a vírusok, baktériumok, apoptotikus sejtek felismerése és 

bekebelezése, emellett az általuk termelt különböző enzimek, citokinek révén számos egyéb 

folyamatban is részt vesznek, pl. gyulladás, tumorok elleni védekezés, szövetek újraképzése vagy 

az immunsejtek funkcióinak szabályozása. A legújabb adatok szerint a monociták nemcsak a 

veleszületett immunrendszer működésében játszanak döntő szerepet, hanem számos betegség 

patogeneziséhez is hozzájárulnak, mint a májfibrózis, ateroszklerózis, szklerózis multiplex vagy az 

áttétek képződése tumoros megbetegedések esetén (Karlmark és mtsai., 2012). A monociták 

makrofágokká történő differenciációját kiváltó ingerek már régóta ismertek (Italiani és Boraschi, 

2014; Ushach és Zlotnik, 2016). A kolóniastimuláló faktor (M-CSF) és az interleukin (IL)-34 részt 

vesznek a monocita/makrofág differenciáció homeosztatikus szabályozásában, míg a granulocita-

makrofág kolóniastimuláló faktor (GM-CSF) a gyulladásos fenotípus felé történő differenciáció 

elősegítésében játszik kulcsfontosságú szerepet (Ushach és Zlotnik, 2016; Burgess és Metcalf, 

1980). Azt is kimutatták, hogy a kemokin CXCL12 a RUNX3 transzkripciós faktor expressziójának 

szabályozása révén befolyásolja a monociták makrofágokká történő differenciálódását (Sanchez, 

2011). A differenciáció szabályozásának megértése kulcsfontosságú többek között az 

ateroszklerózis mechanizmusának feltárásához. Továbbra sem ismert azonban, hogy a folyamat 

kordában tartása érdekében hogyan történik az intracelluláris jelátviteli útvonalak szabályozása. 

A protein foszfatázok ideális jelöltek lehetnek e feladat ellátására, ugyanis bár számuk 

meglehetősen kevés, de a különböző regulátor alegységekkel alkotott komplexek variabilitása 

következtében számos fehérjét vagy jelátviteli útvonalat célozhatnak. Korábban már kimutatták, 

hogy HL-60 humán leukémiás sejtek D3-vitamin (VD3)-indukált differenciációja során a PP1 

aktivitása a citoszolikus frakcióban csökkent, ezzel párhuzamosan a membrán- és sejtmagi 
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frakciókban nőtt, a CLA kezelés pedig fokozta a sejtek differenciációját (Omay és mtsai., 1995). Ez 

arra utal, hogy a PP1 és PP2A enzimek szerepet játszhatnak a VD3-indukált makrofág differenciáció 

szabályozásában. A PP2A negatív regulátorként történő részvételét az oszteoblasztok és adipociták 

differenciációjának szabályozásában szintén kimutatták már (Okamura, 2017; Kim, 2009). Az is 

ismert, hogy a Mg2+/Mn2+-függő protein foszfatáz-1A (PPM1A) a makrofágokban mind a 

vírusfertőzésekre (HIV), mind az intracelluláris Mycobacterium tuberculosis baktériummal való 

fertőzésre adott veleszületett sejtes immunválaszban ellenőrző pontként működik (Schaaf, 2017; 

Sun, 2016), valamint fokozott expressziója a differenciáció kezdetén a sejtek letapadását, és a 

gyulladásos citokinek termelését gátolja, valamint a gyulladásos (M1) makrofág-specifikus 

markerek kifejeződését csökkenti (Smith és mtsai., 2018). Egy újabb tanulmányban a RhoA/ROCK 

jelátviteli útvonal szerepét vizsgálták U937 humán limfóma eredetű sejtek PMA-indukált makrofág 

differenciációjában, és azt találták, hogy PMA kezelés hatására a ROCK1 és ROCK2 expressziója 

jelentősen emelkedett, ezzel párhuzamosan a MYPT1 Thr853 foszforilációs szintje is megnőtt, a 

RhoA/ROCK útvonal komponenseinek csendesítése pedig jelentősen gátolt makrofág 

differenciációban nyilvánult meg (Yang és mtsai., 2017), ami arra utal, hogy ez az útvonal fontos 

szerepet játszhat a makrofág differenciáció szabályozásában. Nem vizsgálták azonban a 

RhoA/ROCK útvonal egyik végrehajtó enzimeként funkcionáló MP (Amano és mtsai., 2010) 

szerepét a PMA-indukált makrofág differenciáció folyamatában, ezért munkánk során többek között 

ezen útvonal részletesebb vizsgálatát tűztük ki célul. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

Számos vizsgálat irányul a fehérje foszforiláció mértékének a sejtek jelátviteli folyamataiban 

betöltött szerepére, ennek ellenére a kérdés még nem minden részletében tisztázott. A PP1 típusú 

enzimek valamennyi eukarióta sejtben expresszálódnak és számos fehérjét defoszforilálnak, ezáltal 

szabályozásuk részletes megismerése révén lehetőség nyílik az ezen fehérjék részvételével zajló 

jelátvileli utak pontosabb megértésére. A PP1 szabályozásának egyik lehetséges mechanizmusa az 

inhibitor fehérjék révén történő gátlás. A LIMK2v1 a már ismert CPI-17-szerű fehérjékhez 

hasonlóan tartalmaz egy PP1-gátló szakaszt, a gátlás pontos mechanizmusa azonban nem tisztázott, 

ezért célul tűztük ki ennek részletesebb vizsgálatát. A munkánk során modell enzimként használt 

PP1 családba tartozó MP különféle sejtfolyamatokban játszott szerepét és szabályozását már 

széleskörűen vizsgálták, ennek ellenére részvétele a kemoszenzitivitás és makrofág differenciáció 

szabályozásában még nem teljesen tisztázott. Munkacsoportunk korábbi eredményei alapján a MP 

THP-1 leukémiás sejtekben a pRb foszforilációs állapotát jelentősen befolyásolja és a CLA-val 

kombinációban alkalmazott DNR kezelés a sejtek kemoterápiás szerrel szembeni érzékenységét 

csökkenti (Kiss és mtsai., 2008). Ezek alapján vizsgálni kívántuk a MP aktiválásának hatását a 

daganatos sejtek kemoterápiás szerrel szembeni érzékenységére. A makrofág differenciációt kiváltó 

ingerek szintén régóta ismertek, azonban pontos szabályozási mechanizmusa még nem tisztázott. 

Egy friss tanulmány a RhoA/ROCK jelátviteli útvonal szerepére utal a folyamat szabályozásában 

(Yang és mtsai., 2017), ezért felmerült a kérdés, hogy a MP aktiválása révén befolyásolható-e a 

makrofág differenciáció folyamata.  

Mindezek alapján munkánk legfőbb célkitűzései az alábbi kérdések tanulmányozására 

irányultak: 

1. A LIMK2v1 foszfatázgátló hatásának vizsgálata, illetve az ahhoz feltehetően szükséges 

foszforilálódó oldallánc azonosítása. 

2. Az EGCG révén történő MP aktiválás hatásának tanulmányozása az enzim tumorszupresszor 

szubsztrátjainak, a pRb és merlin fehérjék foszforilációs állapotára, valamin az EGCG-vel 

kombinált DNR kezelés hatásának vizsgálata THP-1 leukémiás sejtek DNR-el szembeni 

érzékenységére, a sejtek proliferációs képességére és a sejthalál mértékére. 

3. A MP expressziójának és a regulátor alegység foszforilációs szintjének vizsgálata THP-1 sejtek 

VD3- illetve PMA-indukált makrofág differenciációja során. A MP hatásának vizsgálata a 

differenciálódó makrofágok proliferációs- és letapadási képességére. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1. Anyagok 

A kísérletekhez az alábbiakban megjelölt anyagokat és vegyszereket használtuk: 

SigmaFast proteáz inhibitor koktél tabletta, resazurin, szulforodamin B, PMA, 1α,25-dihidroxi-D3-

vitamin (kalcitriol, VD3), daunorubicin,  polietilénimin (PEI), ATP, ATP-γ-S, Coomassie Brilliant 

Blue R-250, ROCK II (Merck); BCA fehérjemeghatározó kit, nagy érzékenységű 

kemilumineszcencián alapuló (ECL) reagens, Zeba Spin sómentesítő oszlop (Thermo Fischer 

Scientific); DAPI (Molecular Probes); Penicillin/Streptomycin oldat, L-glutamin oldat, tripszin, 

borjúszérum albumin (BSA), RPMI tápoldat (Lonza); EGCG, H1152, GF109203X, Gö6983 

(Tocris); Dual Color fehérje molekulatömeg standard; nitrocellulóz membrán (0,45 µm pórusméret)  

(BioRad); kalikulin-A (CLA) (Santa Cruz Biotechnology); E.Z.N.A. Plazmid Maxi Kit  (VWR); 

natív PKC, NotI (Promega); Protein A Sepharose (GE Healthcare); [γ-32P] ATP (Izotóp Intézet Kft.); 

QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent); Flag-LIMK2 plazmid (GeneCopoeia); 

mikrocisztin-LR (MC-LR) (Máthé Cs., Debreceni Egyetem, Természettudományi és Technológiai 

Kar, Biológiai és Ökológiai Intézet, Növénytani Tanszék). 

Minden más vegyszer a kereskedelmi forgalomban elérhető legnagyobb tisztaságú volt. 

3.2. Antitestek 

A kereskedelmi forgalomból származó antitesteket a gyártók útmutatásainak megfelelően 

alkalmaztuk, az egyéb forrásból származó antitesteket pedig a feltüntetett irodalmi hivatkozásokban 

leírtak alapján használtuk. 

Anti-MYPT11-296 (Lontay és mtsai., 2004); anti-MYPT1pT696, anti-MYPT1pT853 és PP2A-

B56δ, anti-retinoblastomapT826, anti-Flag, HRP-konjugált anti-nyúl IgG, HRP-konjugált anti-egér 

IgG (Merck); anti-MLC20pS19, anti-merlinpS518, anti-p21, anti-PCNA és anti-cPARP (Cell Signalling 

Technology); anti-PP1ß, anti-CD11b, tormaperoxidáz (HRP)-konjugált anti-aktin (Santa Cruz 

Biotechnology); anti-67 kDa laminin receptor (Abcam); Alexa488 anti-nyúl IgG (Molecular 

Probes); anti-CPI-17pT38 (Masumi Eto, Sidney Kimmel Medical College, Thomas Jefferson 

University, Philadelphia, Pennsylvania). 
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3.3. Sejttenyésztés 

A kísérletekhez a European Collection of Cell Cultures-től (ECACC) származó humán 

monocita leukémiás sejtvonalat (THP-1), valamint humán embrionális vese sejteket (tsA201) 

használtunk, amelyek tenyésztése 37°C-on, 5% CO2 és 95% levegő vízgőzzel telített keverékében 

történt. A szuszpenziós THP-1 sejtvonalat RPMI, míg a tsA201 sejteket DMEM tápfolyadékban 

tartottuk, amelyeket 10 % FBS-el, 2 mM L-glutaminnal és 100 U/ml penicillin/streptomycin-el 

egészítettünk ki. 

3.4. THP-1 sejtek kezelése és lízise 

A kemoterápiás ágenssel történő kezelést megelőző nap a sejteket friss médiumban vettük fel 

2,5×105 sejt/ml koncentrációban. A kezelés 1% FBS-t tartalmazó RPMI oldatban történt, 5×105 

sejt/ml sejtsűrűség mellett. A különböző koncentrációjú DNR kezeléseket 3, 24 vagy 48 órán át 

alkalmaztuk önmagában vagy 5 µM EGCG-vel 1 órán át tartó előkezeléssel kombinálva. 

A makrofág differenciációs kísérleteket 10 % FBS-t tartalmazó RPMI médiumban 5×105 

sejt/ml sejtsűrűség mellett végeztük. A sejteket 24, 48 vagy 72 órán át tartó 100 nM PMA (Dreskin 

és mtsai., 2001) illetve 100 nM VD3 kezelésnek (Daigneault és mtsai., 2010) vetettük alá önmagában 

illetve 20 µM EGCG-vel (1 óra) vagy 10 µM H1152-vel (30 perc) történő előkezeléssel kombinálva. 

A kezelések végén az úszó sejteket centrifugálással összegyűjtöttük (800 g, 3 perc), a letapadó 

sejtekről pedig a médiumot eltávolítottuk, és a sejteket jéghideg PBS-el mostuk. A sejtek feltárását 

RIPA pufferben (50 mM Tris-HCl pH 7,4; 150 mM NaCl, 1% TritonX-100, 0,25% Na-deoxikolát, 

2 mM EDTA frissen kiegészítve proteázgátló koktél (2 mM AEBSF, 1 µM foszforamidon, 130 µM 

bestatin, 14 µM E-64, 1 µM leupeptin, 0,2 µM aprotinin, 10 µM pepstatin-A), foszfatázgátló koktél 

(50 mM NaF, 50 mM Na4P2O7, 50 mM β-glicerofoszfát, 50 mM Na3VO4) ill. 1 μM mikrocisztinnel 

(MC-LR)) végeztük, jégen történő felkaparást követően 10 percig ultrahangos vízfürdőben 

szonikáltuk, majd a sejttörmelék eltávolítása céljából  centrifugálást (16 000 g, 10 perc, 4°C)  

végeztünk. A felülúszót tiszta eppendorf csőbe pipettáztuk és 5 x SDS mintapuffer (50% glicerin, 

25% merkaptoetanol, 2% SDS, 312,5 mM Tris pH 6,8) hozzáadása után 100 °C-on 5 percig főztük. 

A teljes sejtlizátumok fehérjekoncentrációinak meghatározásához BCA reagenst használtunk, 

melyhez standardként marha szérum albumint (BSA) alkalmaztunk és a lizátumokat 1:10 arányban 

hígítottuk. Az oldatok abszorbanciáját 96-lyukú lemezen 590 nm-en Multiplate Reader (Multiscan 
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Go, Thermo Scientific) segítségével határoztuk meg. Az adatokat GraphPad Prism szoftverrel 

analizáltuk lineáris regressziót alkalmazva. 

3.5. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot 

A fehérjék analíziséhez a lizátumokat (30 µg fehérje/minta) denaturáló poliakrilamid 

gélelektroforézissel választottuk el Laemmli módszerét alkalmazva (Laemmli, 1970) Bio-Rad 

MiniProtean készülék segítségével (200 V), majd nitrocellulóz membránra blotoltuk (100 V, 60 

perc) Bio-Rad Criterion Blotter készülékkel. A membrán indifferens fehérjékkel történő 

blokkolásához, valamint az első és második antitestek hígításához 3% BSA-t és 0,05 % Tween-20-

at tartalmazó PBS oldatot használtunk. A blokkolást követően a membránokat 0,05% Tween-20-t 

tartalmazó PBS-el mostuk, majd elsődleges antitesttel inkubáltuk 4°C-on egy éjszakán át. Újabb 

mosási lépéseket követően a membránokat HRP-konjugált másodlagos antitesttel inkubáltuk 

szobahőmérsékleten másfél órán át, végül az immunreakciókat nagy érzékenységű 

kemilumineszcencián alapuló (ECL) reagenssel detektáltuk. A foszforilációs hely(ek)re specifikus 

antitestek esetén PBS puffer helyett TBS puffert használtunk, amelyben a foszfátot 25 mM Tris-HCl 

helyettesítette. 

3.6. A Flag-LIMK2v1 vektor 

Az N-terminális Flag-taggel jelölt LIMK2 fehérje 1-es izoformájának (NM_001031801.1) 

emlős sejtekben történő túltermeltetéséhez a pReceiver-M11/Flag-LIMK2v1 (katalógusszám: EX-

Z0703-M11) vektort használtuk (GeneCopoeia) (8. ábra). 

8. ábra A Flag-LIMK2v1 vektor. 
A Flag-LIMK2-t kódoló szekvenciát az ORF jelzi. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Put&QUERY=NM_001031801.1&DATABASE=nr&PROGRAM=blastn&FILTER=L&HITLIST_SZE=500


  

31 
 

Az overexpresszált LIMK2v1 fehérje Western blottal történő detektálását, illetve affinitás 

tisztítását a vektorban található Flag-taget kódoló szekvencia tette lehetővé. A plazmidot E.coli 

JM109 kompetens sejtekbe transzformáltuk és ampicillin tartalmú LB agaron tenyésztettük, majd 

az így felnőtt egyedi telepeket 100 µg/ml ampicillin tartalmú folyékony LB tápoldatba (10 g/l 

tripton, 5 g/l élesztő kivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,0) oltottuk le és 37°C-on, 180 rpm-en egy éjszakán 

át történő rázatás mellett növesztettük. A plazmidot E.Z.N.A. Plazmid Maxi Kit segítségével 

tisztítottuk, a vektor méretét pedig NotI restrikciós enzimmel történő hasítást követően 0,5%-os 

agaróz gélen ellenőriztük. 

3.7. Irányított mutagenezis 

A Flag-LIMK2v1 Thr596 oldalláncán bekövetkező foszforiláció vizsgálata céljából az 596 

oldalláncon lévő treonint nem foszforilálható alaninra, illetve a foszforiláció mimkálása érdekében 

glutamátra cseréltük (Steven és mtsai., 2007). A pontmutációkat QuikChange II XL Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Agilent) segítségével hoztuk létre a gyártó utasításai szerint, 50 ng plazmid 

templátot használva. A mutagenezishez használt primerek szekvenciáit az 1. táblázat tartalmazza. A 

PCR reakciót követően a templát DNS-t DpnI enzimmel emésztettük (37°C-on 1 órán át), majd XL-

10 Gold ultrakompetens sejtekbe transzformáltuk és 100 µg/ml ampicillin-tartalmú szilárd LB 

lemezre szélesztettük, a másnapra felnőtt egyedi telepeket pedig az előző részben leírtak szerint 

növesztettük, majd a plazmidot tisztítottuk és a méretét agaróz gélen ellenőriztük. A mutáns 

plazmidok szekvenciájának ellenőrzését Sanger-féle DNS szekvenálással az UD GenoMed Kft. 

végezte. A kapott eredményeket a Chromas v2.6, valamint a Multiple Sequence Comparison by 

Log-Expectation (MUSCLE) szoftverek segítségével validáltuk. 

1. táblázat Flag-LIMK2v1 mutagenezishez használt primerpárok 
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3.8. Flag-LIMK2v1 transzfekció 

A Flag-LIMK2v1 fehérje túltermeltetéséhez a tsA201 sejteket a transzfekciót megelőző napon 

sejttenyésztő lemezekre raktuk ki és a felületet másnapra 70-80 %-ban benövő sejtekbe pReceiver-

M11/Flag-LIMK2v1 plazmidot juttattunk polietilénimin (PEI) transzfekciós reagens segítségével. 

A transzfekciós mix összeállításához 1 µg DNS:2 µl PEI arányt alkalmaztunk, amelyet steril 150 

mM NaCl oldatban hígítottunk, majd 5 perc inkubációt követően a hígított PEI-t a DNS oldathoz 

adtuk. 30 perc elteltével a transzfekciós mixet a szérum- és antibiotikummentes DMEM tápoldatban 

lévő sejtekhez csepegtettük. 6 óra múlva a transzfekciós médiumot 20% FBS-t tartalmazó DMEM-

el egészítettük ki, 10% FBS végkoncentrációt alkalmazva. 36 óra poszttranszfekciós idő után a 

médiumot szérummentes DMEM-re cseréltük és a sejteket egy éjszakán át (16 óra) éheztettük. 48 

óra poszttranszfekciós idő után a sejteket 5 µM GF109203X-vel, 200 nM Gö6983-al vagy 10 µM 

H1152-vel kezeltük 30 percen át, majd 50 nM CLA-t hozzáadva további 30 percig inkubáltuk. A 

sejtek lízisét követően az overexpresszió sikerességét Western blot módszerrel, Flag-tag elleni 

antitest alkalmazásával ellenőriztük. 

3.9. Immunprecipitáció 

A Flag-LIMK2v1-t termelő tsA201 sejteket Na-deoxikolát-mentes RIPA pufferben lizáltuk a 

THP-1 sejtek kezelése és lízise részben leírtak szerint, majd a lizátumot Protein A Sepharose gyantán 

előtisztítottuk. Ehhez 15 mg Protein A Sepharose-t 500 μl TBS-ben 5 percig duzzasztottunk, majd 

háromszori mosást és centrifugálást (1500 g, 5 perc) követően 10 μg normál (nem-immun) egér 

szérumot tartalmazó TBS pufferben 1 órán át 4°C-on forgatva inkubáltuk, végül TBS pufferrel ismét 

háromszor mostuk. Ezt követően adtuk hozzá a sejtlizátumot, amellyel 2 órán át 4°C-on forgatva 

inkubáltuk, majd az ily módon előtisztított lizátumot a Flag taggel rendelkező fehérjék kikötésére 

alkalmas anti-Flag M2 affinitás gyantához adtuk. A gyanta 50%-os glicerines oldatából mintánként 

30 µl-t vettünk ki, majd centrifugálást követően (8000 g, 30 másodperc) a glicerint eltávolítottuk, 

így mintánként 15 µl Flag gyantát használtunk (10 cm Petri csésze, 750 µl pufferben feltárva). A 

gyöngyöket 500 µl TBS-el háromszor mostuk, majd a lizátummal együtt 2 órán át 4°C-on, a csövek 

folyamatos forgatása mellett inkubáltuk. Centrifugálást követően (8000 g, 30 másodperc) a nem 

kötődött lizátumot pipettával leszívtuk, mintát vettünk belőle és SDS mintapufferrel felfőztük. A 

gyöngyöket ismét háromszor mostuk TBS-el, miközben a mosóoldatokból is mintát vettünk, majd 
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azokat szintén felfőztünk. A gyantához kötött fehérjét ezt követően a további felhasználás céljától 

függően kezeltük. 

3.10. In vitro fehérje foszforiláció 

A tsA201 sejtekben termeltetett Flag-LIMK2v1 fehérje in vitro foszforilációját PKC, illetve 

ROCK enzimekkel a gyártó utasításai szerint, anti-Flag M2 affinitás gyantán immobilizált fehérjével 

végeztük. A PKC általi foszforilációt 0,1 μg/ml enzimet alkalmazva Hepes tartalmú pufferben [20 

mM Hepes (pH 7,5), 10 mM MgCl2, 1 mM DTT] 0,65 mM CaCl2, 1 μM MC-LR, 0,2 mM ATP, 

valamint foszfatidil-szerin-diolen micellák (0,3 mg/ml foszfatidil-szerin, 60 μg/ml diolein) 

jelenlétében végeztük 30°C-on. A ROCK általi foszforilációhoz 2 U/ml ROCK enzimet 

alkalmaztunk Tris pufferben (50 mM Tris-HCl, 0,1 mM EGTA; pH 7,5), 1 μM MC-LR, 5 mM 

MgCl2 és 0,2 mM ATP jelenlétében. Negatív kontrollként enzim vagy szubsztrát nélküli mintákat 

alkalmaztunk. A mintákat 30°C-os vízfürdőben 0, 10, 30, 60, 90, illetve 120 percig inkubáltunk. A 

reakciókat háromszori TBS-el történő mosással, majd 1x SDS mintapufferrel 5 percen át történő 

főzéssel állítottuk le. Az immobilizáció, valamint a foszforiláció sikerességét Western blot 

módszerrel detektáltuk. 

3.11. Flag-LIMK2v1 tiofoszforilációja és tisztítása 

A tsA201 sejtekben overexpresszált és Flag affinitás gyantához immobilizált Flag-LIMK2v1-

t 0,1 μg/ml PKC jelenlétében az in vitro fehérje foszforiláció részben leírtak szerint, 0,2 mM ATPγS 

alkalmazásával tiofoszforiláltuk. Háromszori TBS-el történő mosást követően mind a tiofoszforilált, 

mind a foszforilálatlan gyantához kötött fehérjét 300 μg/ml Flag-peptidet, 2 M MgCl2-t, valamint 

proteázgátló mixet tartalmazó TBS oldattal eluáltuk (4°C-on egy éjszakán át tartó forgatás közben). 

Ezt követően az elúcióhoz használt puffert ZebaSpin sómentesítő oszlopon TBS-re cseréltük. Ehhez 

az oszlopról a tároló puffert centrifugálással (1000 g, 1 perc) eltávolítottuk, majd 50 μl TBS-el 

háromszor átmostuk. Ezután a gyantáról eluált fehérjeoldatot az oszlopra vittük és centrifugálással 

(1000 g, 2 perc) tiszta eppendorf csőbe gyűjtöttük. A fehérjeoldat koncentrációját 595 nm-en 

Bradford módszerrel (Bradford, 1976) mértük, a tisztaságát pedig SDS-PAGE gélelektroforézist 

követően Coomassie Brilliant Blue festéssel ellenőriztük. 
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3.12. Protein foszfatáz aktivitás meghatározása 

A protein foszfatáz aktivitás meghatározásához 32P-al jelölt miozin könnyűláncot (32P-

MLC20) használtunk szubsztrátként (Erdődi és mtsai., 1995). A Flag-LIMK2v1 hatását a PP1 

aktivitására natív PP1c alkalmazásával határoztuk meg (Erdődi és mtsai., 1992). A PP1c-t 0,1% 

BSA-t és 0,1% 2-merkaptoetanolt tartalmazó 20 mM Tris-HCl (pH 7,4) pufferrel hígítottuk (5 nM 

végkoncentráció az esszében), majd 0-200 nM Flag-LIMK2v1-vel, illetve tiofoszforilált Flag-

LIMK2v1-vel inkubáltuk 10 percig 30°C-on 20 μl térfogatban. A reakciót 10 μl szubsztrát 

hozzáadásával indítottuk, 10 percig inkubáltuk, majd 200 µl 10% TCA és 200 µl 6 mg/ml BSA 

hozzáadásával állítottuk le.  

A PMA-val kezelt THP-1 sejtek foszfatáz aktivitásának meghatározásához a sejteket 

centrifugálással összegyűjtöttük (800 g, 3 perc), PBS-el, majd TBS-EDTA pufferrel (50 mM Tris–

HCl (pH 7,4), 150 mM NaCl, 0,1 mM EDTA) mostuk, végül proteázgátló koktéllal, 50 mM 

merkaptoetanollal, 1mM PMSF-el és 3mM benzamidinnel frissen kiegészített TBS-EDTA puffert 

adtunk a sejtekhez. Folyékony nitrogénben történő fagyasztást és ultrahangos szonikálást követően 

a lizátumot centrifugáltuk (16 000 g, 10 perc, 4°C). A felülúszóból 10 μl-eket tiszta eppendorf 

csövekbe mértünk, amit 10 μl TM pufferrel [20 mM Tris–HCl (pH 7,4), 0,1% 2-merkaptoetanol] 

egészítettünk ki. 1 perc előinkubálást követően a defoszforilációt 15-30 másodpercig végeztük. A 

kihasított 32Pi radioaktivitását a kicsapódott fehérjék centrifugálással (10 000 g, 1 perc) történő 

elválasztása után szcintillációs számlálóban (Perkin Elmer) határoztuk meg 370 µl felülúszóból. A 

foszfatáz aktivitás változását százalékosan adtuk meg, a kontroll mintához viszonyítva (azt 100 %-

nak véve). 

3.13. Immunfluoreszcencia 

A THP-1 sejteket 24 órával az immunfestést megelőzően Cell Carrier Ultra üveg aljú 96-lyukú 

lemezre (Perkin Elmer) raktuk ki, melynek felületét előzőleg I-es típusú kollagénnel kezeltük (5 

µg/cm2 kollagén 20 mM ecetsavban hígítva, 1 óra szobahőn). A festés során az egyes oldatok 

eltávolítása előtt a szuszpenziós sejteket a lemezen centrifugáltuk (1000 g, 1 perc). A médium 

eltávolítása után a sejteket PBS-el mostuk, majd 3,7 % paraformaldehid oldattal 15 percig szobahőn 

fixáltuk. PBS-el történő mosás után a sejteket 0,1 % Triton X-100-at tartalmazó PBS oldattal 10 

percig szobahőn permeabilizáltuk. Újabb mosási lépéseket követően a blokkolást 1 % BSA/PBS 

oldattal egy órán át, szobahőn végeztük. Az anti-67LR elsődleges antitestet 0,1 % BSA/PBS 
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oldatban hígítottuk 1:100 arányban, melyben a sejteket egy éjszakán át 4 °C-on inkubáltuk. A 

mintákat háromszor 10 percig PBS-el mostuk, majd 1:200 arányban 0,1 % BSA/PBS oldatban 

hígított Alexa 488-konjugált anti-nyúl-IgG-vel 90 percig szobahőn inkubáltuk, amit újabb 

háromszori PBS-el történő mosás követett. A sejtmagokat 2,5 µg/ml DAPI-val 2 percig festettük, 

végül háromszor 10 percig PBS-el mostuk. A konfokális képeket Opera Phenix High Content 

Screening készülékkel, 40x nagyítású vizes objektív lencsével (NA 1,1) készítettük. A felvételek a 

sejtmag fókuszsíkjában készültek.  

3.14. Életképesség vizsgálata Alamar Blue teszttel 

A THP-1 sejteket a kezelés előtti napon friss médiumban vettük fel, 2,5×106/ml 

koncentrációban. A kezeléseket 96-lyukú lemezen végeztük 5×106/ml sejtkoncentrációt alkalmazva. 

A DNR-t többféle szubletális koncentrációban alkalmaztuk (0-200 ng/ml) önmagában vagy 5 µM 

EGCG előkezeléssel (1 óra) kombinálva, majd 24 órán keresztül inkubáltunk. Ezután a médiumhoz 

Alamar Blue reagenst (O’Brien és mtsai., 2000) adtunk 20 µM végkoncentrációban, 2 órán át 

inkubáltunk, majd a fluoreszcenciát 560/590 nm-en mértük Tecan Spark Multimode Plate Reader 

(Thermo Fischer Scientific) készülékkel. A sejtek életképességét százalékban kifejezve adtuk meg 

a csak vivőanyaggal (dimetil-szulfoxid (DMSO)) kezelt kontroll sejtekhez viszonyítva (azt 100 %-

nak véve). 

3.15. Sejtek letapadásának vizsgálata szulforodamin B teszttel 

A THP-1 sejtek makrofággá történő differenciációja során a sejtek letapadásának mértékét 

szulforodamin B (SRB) esszével vizsgáltuk (Vichai és Kirtikara, 2006). THP-1 monocitákat 100 

nM PMA-val differenciáltattunk önmagában, 10 µM H1152 (30 perc) vagy 20 µM EGCG (1 óra) 

előkezeléssel kombinálva, majd 24, 48, ill. 72 óra múlva a médiumot a le nem tapadt sejtekkel együtt 

eltávolítottuk és PBS-el történő kétszeri mosást követően a sejtekhez jéghideg triklórecetsavat 

(TCA) adtunk 10 % (v/v) végkoncentrációban és 1 órán át 4°C-on inkubáltuk. Ezt követően a 

kicsapódott fehérjéket desztillált vízzel ötször mostuk, szárítottuk, majd 0,4 % (m/v) SRB-t 

tartalmazó 1 %-os ecetsav oldattal 10 percig szobahőn festettük. A nem kötődött festéket 1 %-os 

ecetsav oldattal történő ötszöri mosással távolítottuk el, majd a kötött festéket 10 mM Tris bázissal 

szolubilizáltuk. Az abszorbancia értékeket 515 nm hullámhosszon mértük Tecan Spark Multimode 

Plate Reader segítségével (Thermo Fischer Scientific). A letapadás mértékét százalékban fejeztük 

ki, a 72 órán át PMA-val differenciáltatott sejtek letapadásának mértékét véve 100 %-nak. 
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3.16. Elektromos sejt-szubsztrát impedancia érzékelés (ECIS) 

Az elektromos sejt-szubsztrát impedancia érzékelés (ECIS) készülékkel (Applied Biophysics) 

a differenciálódó sejtek letapadásának erősségét vizsgáltuk (Smith és mtsai., 2018). A sejteket 24-

lyukú lemezen 10 µM H1152-vel (30 perc) vagy 20 µM EGCG-vel (1 óra) előkezeltük, majd 100 

nM PMA hozzáadásával differenciációt indukáltunk. Ezt követően a sejteket azonnal 8W10E ECIS 

8 elektródás tenyésztőedénybe pipettáztuk, majd a letapadást a rezisztencia valós idejű, percenkénti 

mérésével követtük nyomon 72 órán keresztül, 4000 Hz frekvenciájú elektromos impulzust 

alkalmazva. Az ábrázolt normalizált rezisztencia az egyes időpontokban a kezelésenkénti 0. percben 

mért átlagos rezisztenciaértékekre vonatkoztatott értéket jelöli, amely arányos a sejtek 

letapadásának erősségével. 

3.17. Statisztikai analízisek 

A foszfatázaktivitás mérések, valamint a Szulforodamin B teszt adatainak statisztikai 

analíziséhez Student-féle t-tesztet, majd poszthoc analízisként Šidak-tesztet végeztünk. Az ECIS 

mérések, Alamar Blue életképességi vizsgálatok, illetve a Western blot képek denzitometrálási 

adatait kétutas ANOVA módszerrel elemeztük (Tukey- vagy Dunnett-féle poszt hoc analízissel 

kiegészítve). A statisztikai analízist és a diagramok készítését a GraphPad Prism 8.0.1. szoftverrel 

végeztük és a p < 0,05 értékeket tekintettük szignifikánsnak. A diagramok esetén az egyes oszlopok 

legalább három független mérés átlagát, míg a hibasávok az adatok szórását mutatják.  
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4. EREDMÉNYEK 

4.1 A LIMK2v1 foszfatázgátló szerepének vizsgálata 

4.1.1. A Flag-LIMK2v1-t foszforiláló kinázok azonosítása 

Ismert, hogy a MP specifikus gátló fehérjéje, a CPI-17, illetve egyes rokon fehérjéinek 

expressziója számos humán tumoros sejtvonalban emelkedést mutat (Jin és mtsai., 2006). A 

foszforilált CPI-17 a tumorszupresszor merlin gátlása, valamint a sejtburjánzást elősegítő ERM 

fehérjecsalád aktiválása révén képes a Ras jelátviteli útvonal túlzott működésének kiváltására, 

elősegítve ezzel a daganatos transzformáció indukálását (Riecken és mtsai., 2016). A LIMK2 75 

kDa méretű 1-es izoformájának (LIMK2v1) C-terminális része tartalmaz egy PHIN-szerű domént 

(Dubois és mtsai., 2003. Vallée, 2018), továbbá egy treonin oldalláncot (Thr596), amelynek 

aminosav környezete közel 60%-os azonosságot mutat a CPI-17 inhibitor foszforilációs helyével (9. 

ábra). A továbbiakban a LIMK2v1 CPI-17-szerű szakaszon történő foszforlációjának és 

foszfatázgátló tulajdonságának jellemzésére fókuszáltunk. 

9. ábra A CPI-17 és LIMK2v1 fehérjék foszforilációs szekvenciájának összehasonlítása 

(A) A szürke boksz jelöli a PP1 holoenzim inhibitor domén (PHIN) elhelyezkedését, benne a doménszekvenciák 

hasonlósága százalékban kifejezve. Az aktiváló foszforilációs helyek pirossal, míg az egyéb CPI-17 foszforilációs 

helyek szürke körökkel jelölve. (B) A CPI-17 és a LIMK2v1 foszforilációs szekvenciája (kékkel, illetve zölddel 

kiemelve) és annak aminosav környezete, valamint a foszforilációs szekvenciák hasonlóságának mértéke százalékban 

kifejezve. 
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Mivel a CPI-17 és rokon fehérjéi elsősorban PKC és ROCK enzimek által foszforilálódnak és 

aktiválódnak, in vitro körülmények között vizsgáltuk a rekombináns LIMK2v1 CPI-17-szerű helyen 

történő foszforilációját PKC, illetve ROCK enzimek jelenlétében. A Flag-LIMK2v1-t kódoló 

plazmidot az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint tsA201 sejtekbe jutattuk be és 48 

órával a transzfekció után a sejteket lizáltuk. Az overexpresszált Flag-LIMK2v1-t az 

immunprecipitáció fejezetben leírtak szerint Flag affinitás gyantához kötöttük, majd az így 

immobilizált fehérjét PKC, illetve ROCK enzimek és ATP jelenlétében inkubáltuk 10, 30, 60, 90, 

illetve 120 percen keresztül. A foszforiláció mértékét anti-CPI-17pThr38 antitest segítségével 

detektáltuk. A 10. ábrán látható, hogy a PKC már 10 perc, míg a ROCK 60 perc elteltével képes volt 

foszforilálni a gyantához kötött Flag-LIMK2v1-t, 90, illetve 120 perc inkubációt követően pedig 

már mindkét enzim jelentős mértékben növelte a fehérje foszforilációját a CPI-17-szerű helyen. 

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy in vitro körülmények között mind a PKC, mind a ROCK 

képes a Flag-LIMK2v1 CPI-17-szerű helyének foszforilációjára.  

10. ábra Flag-LIMK2v1 in vitro foszforilációja PKC és ROCK által 

A Flag-LIMK2v1-t tsA201 sejtekben overexpresszáltuk és Flag affinitás gyantán immobilizáltuk, majd PKC vagy 

ROCK enzimekkel foszforiláltuk 10, 30, 60, 90 vagy 120 percen keresztül. Az immobilizáció sikerességét anti-Flag, a 

CPI-17-szerű helyen bekövetkező foszforiláció mértékét anti-CPI-17pThr38 antitestekkel, Western blot módszerrel 

detektáltuk. 

A továbbiakban azt vizsgáltuk, hogy a LIMK2v1 CPI-17-szerű helyének foszforilációja 

megvalósul-e élő sejtekben is, endogén PKC és ROCK enzimek által. Ehhez megkísérletük a tsA201 

sejtekben overexpresszált Flag-LIMK2v1 foszforilációját PKC aktiválás révén kiváltani, azonban 

PMA-val történő PKC aktiválást követően a LIMK2v1 CPI-17-szerű helyen történő foszforilációját 

nem tudtuk detektálni (nem bemutatott adatok). Ezért a Flag-LIMK2v1 foszforilációját foszfatáz 

gátlással próbáltuk indukálni, a PKC és ROCK szerepét pedig kináz gátlószerek alkalmazásával 

kívántuk vizsgálni. Flag-LIMK2v1-et expresszáló tsA201 sejteket PKC inhibitor GF109203x-el (5 

µM), Gö6983-al (200 nM) vagy ROCK inhibitor H1152-vel (10 µM) 30 percen át előkezeltünk, 

majd 50 nM foszfatázgátló CLA jelenlétében vagy hiányában további 30 percig inkubáltunk. Ezt 
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követően a sejtlizátumokat Flag gyantához kötöttük és az immobilizált Flag-LIMK2v1-t SDS 

mintapufferrel történő főzéssel eluáltuk a gyantáról, végül a mintákat Western blot módszerrel 

analizáltuk. A Flag-LIMK2v1 overexpressziójának és a kötés sikerességének ellenőrzésére anti-

Flag, a CPI-17-szerű helyen történő foszforiláció detektálására pedig anti-CPI-17pThr38 antitestet 

használtunk. A 11. ábra alapján elmondhatjuk, hogy a rekombináns Flag-LIMK2v1 CLA 

jelenlétében a CPI-17-szerű helyen nagymértékben foszforilált, és ez a foszforiláció ROCK 

gátlószerrel kombinációban alkalmazva a CLA-t jelentős mértékben csökken, míg a PKC 

gátlószerek jelenlétében a CLA-indukált foszforiláció nem változik számottevően. Ebből arra 

következtettünk, hogy a ROCK enzim nem csak in vitro körülmények között, de a sejtekben is képes 

a LIMK2v1 CPI-17-szerű helyen történő foszforilációjának szabályozására. Ezzel szemben a kétféle 

PKC gátlószerrel kapott eredményeink arra utalnak, hogy bár in vitro körülmények között a PKC 

hatékonyan képes a LIMK2v1 foszforilációját katalizálni a CPI-17-szerű helyen, élő sejtekben ez a 

folyamat nem, vagy csak kis mértékben valósul meg. Ez magyarázatot adhat arra, hogy PMA-val 

történő PKC aktiválás során miért nem sikerült a LIMK2v1 foszforilációját indukálni tsA201 

sejtekben. 

11. ábra PKC és ROK inhibitorok hatása Flag-LIMK2v1 foszforilációjára a CPI-17-szerű 

helyen 

A Flag-LIMK2v1-t tsA201 sejtekben overexpresszáltuk, majd 48 óra elteltével a sejteket 30 perc GF109203x, Gö6983 

vagy H1152 inhibitorral történő előkezelésnek vetettük alá, végül 50 nM CLA jelenlétében vagy hiányában inkubáltuk 

további 30 percen át. Az overexpresszált fehérjét Flag affinitás gyantán immobilizáltunk. Az immobilizáció sikerességét 

anti-Flag, a CPI-17-szerű helyen bekövetkező foszforiláció mértékét anti-CPI-17pThr38 antitestekkel, Western blot 

módszerrel detektáltuk. 

4.1.2. A Flag-LIMK2v1 foszforilálódó oldalláncának azonosítása 

Annak bizonyítására, hogy a Flag-LIMK2v1 foszforilációjának CLA jelenlétében 

megfigyelhető nagyfokú emelkedése valóban a CPI-17 Thr38 oldalláncának megfelelő helyen 

történik, a Flag-LIMK2v1-t kódoló vektort helyspecifikus mutagenezisnek vetettük alá. Az 
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Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint létrehoztuk a Flag-LIMK2v1 Thr596 oldalláncának 

nem foszforilálható (Flag-LIMK2v1T596A), valamint foszforilációt mimikáló (Flag-LIMK2v1T596E) 

variánsait, majd azokat tsA201 sejtekbe juttattuk be. 48 óra poszttranszfekciós időt követően a 

sejteket 50 nM CLA-val kezeltük 30 percen át, lizáltuk, majd Flag affinitás gyantával inkubáltuk. 

Az ily módon immobilizált Flag-LIMK2v1-t SDS mintapufferrel történő főzéssel eluáltuk a 

gyantáról, végül a kérdéses helyen történő foszforilációt Western blot segítségével ellenőriztük anti-

CPI-17pThr38 antitest segítségével. A 12. ábrán CLA jelenlétében a sejtlizátumokban megfigyelhető 

egy 75 kDa méretű fehérje foszforilációja a CPI-17-szerű helyen, amely foszforiláció Flag-

LIMK2v1 overexpresszió hatására tovább emelkedik. Az endogén LIMK2v1-től gyantán 

elválasztott vad típusú Flag-LIMK2v1 jelentős mértékű foszforilációja látható a CPI-17-szerű 

helyen a korábban bemutatott kísérlettel megegyezően, ezzel szemben a Flag-LIMK2v1T596A mutáns 

esetén a kérdéses foszforiláció elmaradt. Mindezen eredmények arra utalnak, hogy a CLA 

jelenlétében megfigyelhető jelentős mértékű foszforiláció emelkedés valóban a CPI-17-szerű 

helyen, a Thr596 oldalláncon következik be. Megjegyzendő, hogy kismértékben a T596E mutációt 

hordozó Flag-LIMK2v1 is keresztreakciót mutatott az anti-CPI-17pThr38 antitesttel. 

12. ábra Flag-LIMK2v1 mutánsok foszforilációjának vizsgálata CLA jelenlétében 

Vad típusú, T596A, illetve T596E mutációt hordozó Flag-LIMK2v1-t tsA201 sejtekben overexpresszáltunk, majd 48 

óra elteltével a sejteket 30 percen át 50 nM CLA-val történő kezelésnek vetettük alá, végül az overexpresszált fehérjéket 

Flag affinitás gyantán immobilizáltuk. Az immobilizáció sikerességét anti-Flag, a CPI-17-szerű helyen bekövetkező 

foszforiláció mértékét anti-CPI-17pThr38 antitestekkel, Western blot módszerrel detektáltuk. 

4.1.3. Flag-LIMK2v1 foszfatázgátló hatásának vizsgálata 

A CPI-17 fehérjecsalád tagjairól ismert, hogy PP1 gátló hatásuk foszforilációjukat követően 

sokszorosára emelkedik, ezért vizsgálni kívántuk a foszforilálatlan és foszforilált Flag-LIMK2v1 

hatását a PP1c foszfatáz aktivitására. Ehhez a Flag affinitás gyantán immobilizált Flag-LIMK2v1 

fehérjét PKC és ATPγS jelenlétében tiofoszforiláltuk (a foszfatáz esszé során a defoszforiláció 

elkerülése érdekében), majd Flag-peptid segítségével eluáltuk a gyantáról. Ezt követően a tisztított 
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fehérje foszforilálatlan és tiofoszforilált formáinak jelenlétében, különböző koncentrációkat 

alkalmazva (0, 10, 50, 100, 200 nM) megmértük a PP1c katalitikus alegység foszfatáz aktivitását. 

A méréshez 32P-al jelölt miozin könnyűláncot (32P-MLC20) használtunk szubsztrátként. A 13. ábrán 

látható, hogy a foszforilálatlan Flag-LIMK2v1 100-200 nM koncentrációtartományban 10-30%-kal 

csökkentette a PP1c foszfatáz aktivitását, míg a tiofoszforilált LIMK2v1 már 10 nM 

koncentrációban képes volt hasonló mértékű gátlás kifejtésére, 200 nM koncentrációban alkalmazva 

pedig mintegy 10%-ra csökkentette az enzim aktivitását. Ebből arra következtethetünk, hogy a 

LIMK2v1 a CPI-17 család tagjaihoz hasonlóan foszforilált állapotban a PP1 típusú foszfatázok 

hatékony gátló fehérjéje lehet. 

13. ábra Flag-LIMK2v1 hatása a PP1 katalitikus alegység foszfatáz aktivitására 

0-200 nM Flag-LIMK2v1-t vagy tiofoszforilált Flag-LIMK2v1-t inkubáltunk natív PP1c-vel, és a foszfatáz aktivitást 
32P-MLC20 szubsztrát alkalmazásával határoztuk meg az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint. A Flag-

LIMK2v1-t nem tartalmazó minták foszfatáz aktivitását vettük 100 %-nak. Statisztikai analízisként t-próbát 

alkalmaztunk Sidak-féle poszt-hoc teszttel. (n = 3, ** p < 0,01; *** < 0,001.) 

4.2. A miozin foszfatáz szerepe THP-1 leukémiás sejtek kemoszenzitivitásában 

4.2.1. Az EGCG/67LR/PKA/PP2A jelátviteli útvonal komponenseinek jelenléte és 

lokalizációja THP-1 sejtekben 

Az EGCG-ről ismert, hogy a daganatos sejtek proliferációjának gátlására, illetve azokban 

apoptózis indukálására képes (Umeda és mtsai., 2008), ezirányú hatásának molekuláris 

mechanizmusa azonban még nem minden részletében feltárt. THP-1 sejtekben korábban már 

kimutattuk, hogy a DNR-indukált sejthalál a foszfatázok aktiválásával jár együtt, míg a foszfatázok 
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gátlása csökkentette a sejtek DNR-el szembeni érzékenységét, amely a MYPT1 Thr696 és a pRb 

Thr826 oldalláncának emelkedett foszforilációjával járt együtt (Dedinszki és mtsai., 2015; Kiss és 

mtsai., 2008). Ezen eredmények arra utalnak, hogy a MP aktiválása révén lehetőség nyílhat a 

leukémiás sejtek kemoterápiás szerekkel szembeni érzékenységének fokozására. A MP közvetlen 

aktiválására alkalmas agonista nem áll rendelkezésre, azonban ismert, hogy az EGCG kötődése a 67 

kDa laminin receptorhoz (67LR) cAMP képződéshez és a PKA enzim aktiválásához vezet, amelyet 

a PP2A aktivitásának növekedése követ, ezen események sorozata pedig a MYPT1 Thr696 gátló 

foszforilációs helyének defoszforilációját, ezáltal a MP holoenzim aktiválását eredményezi 

(Tsukamoto és mtsai., 2014; Bátori és mtsai., 2017; Umeda és mtsai., 2008). Mindezek alapján 

vizsgálni kívántuk az EGCG kemoszenzitizáló hatását DNR-el kezelt THP-1 sejtek életképességére.  

Első lépésként ellenőriztük az EGCG/67LR/PP2A útvonal komponenseinek jelenlétét és a 

receptor lokalizációját THP-1 sejtekben. Teljes lizátumban Western blot módszerrel vizsgáltuk a 

MYPT1 regulátor alegység, a 67LR, illetve a PP2A B56δ alegységének expresszióját, amelyről 

korábban kimutatták, hogy PKA általi foszforiláció révén szabályozódik (Ahn és mtsai., 2007). Azt 

találtuk, hogy a THP-1 sejtekben ezen fehérjék mindegyike jelen van (14. A ábra), a PKA pedig 

általánosan előforduló enzimnek tekinthető az emlős sejtekben (Skalhegg és Tasken, 2000).  

14. ábra Az EGCG/67LR/PKA/PP2A jelátviteli útvonal komponenseinek expressziója és a 

67LR lokalizációja THP-1 sejtekben 

(A) A MYPT1, PP2A-B56δ alegység és a 67 kDa laminin receptor (67LR) expresszióját THP-1 sejtek teljes lizátumában 

Western blot módszerrel vizsgáltuk. (B) A 67LR lokalizációját immunfluoreszcens festéssel, konfokális mikroszkóppal 

vizsgáltuk, a sejtmagokat DAPI-val tettük láthatóvá. 

Az EGCG/67LR/PKA/PP2A jelátviteli útvonal aktivációjához elengedhetetlen a 67LR 

membránlokalizációja, ezért immunfestés segítségével megvizsgáltuk a receptor lokalizációját 

THP-1 sejtekben. A szuszpenziós sejteket előzőleg kollagénnel bevont, üveg aljú 96-lyukú 
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tenyésztőedénybe raktuk, majd a sejtek fixálását és permeabilizálását követően 67LR-re specifikus 

antitesttel jelöltük. Az immunreakció detektálására fluoreszcens festékkel jelzett másodlagos 

antitestet használtunk. A 67LR lokalizációját az 14. B ábra mutatja. A receptor mind a sejtmagban, 

mind a citoplazmában megtalálható, de elsősorban a sejtmembránban koncentrálódik. Mindezek 

alapján a leukémia eredetű THP-1 sejtek kezelése EGCG-vel kiválthatja a MP aktiválását az 

EGCG/67LR/PKA/PP2A jelátviteli útvonalon keresztül.  

4.2.2. Az EGCG hatása THP-1 sejtek kemoszenzitivitására 

THP-1 leukémiás sejtek életképességének vizsgálata 

Annak vizsgálatára, hogy az EGCG befolyásolja-e a THP-1 leukémiás sejtek DNR-el 

szembeni érzékenységét, a sejteket elsőként EGCG-vel kezeltük önmagában, 5-20 µM 

koncentrációtartományban, majd a sejtek életképességét Alamar Blue teszttel mértük. 

Eredményeink alapján az EGCG kezelés önmagában a legnagyobb alkalmazott koncentrációban is 

mindössze kismértékű citotoxicitást okozott (8%) (15. A ábra), ezért a kombinált kezelésekhez a 

továbbiakban az általunk vizsgált legkisebb, 5 µM koncentrációt alkalmaztuk. A DNR kezelés során 

szubletális koncentrációk alkalmazása volt a célunk, amelyek kis vagy közepes mértékű sejthalált 

okoznak. A 15. B ábrán látható, hogy 10-200 ng/ml koncentrációtartományban alkalmazva a DNR 

önmagában 5-44% mértékű életképesség csökkenést okozott, míg 5 µM EGCG előkezeléssel 

kombinálva a DNR-indukálta citotoxicitás 25, 50, ill. 100 ng/ml koncentrációknál szignifikánsan 

megnövekedett. Az eredmények arra utalnak, hogy az EGCG fokozta a THP-1 sejtek DNR 

kezeléssel szembeni érzékenységét. 

THP-1 leukémiás sejtek proliferációjának vizsgálata 

Annak vizsgálatára, hogy az előzőekben megfigyelt életképesség csökkenés összefüggésbe 

hozható-e a sejtek proliferációs képességének csökkenésével, Western blot módszerrel analizáltuk 

a sejtproliferációs markerként használt proliferáló sejtmagi antigén (PCNA) nevű fehérje 

expresszióját a fenti kezeléseknek alávetett THP-1 sejtekben. Azt találtuk, hogy 24 óra EGCG 

kezelés önmagában csak kismértékben, míg 50 ng/ml DNR már szignifikánsan csökkentette 

(mintegy 25 %-kal) a PCNA fehérje expresszióját. A legjelentősebb hatást viszont a kombinált 

kezelés esetén figyeltük meg, amely 24 óra alatt mintegy 50%-al csökkentette a PCNA expressziós 
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szintjét a kontroll sejtekhez képest (16. ábra). Ez arra utal, hogy a kombinált kezelés erőteljesebb 

proliferáció gátló hatással bír, mint a két szer külön-külön alkalmazva. 

15. ábra EGCG kezelés hatása THP-1 sejtek életképességére daunorubicin jelenlétében 

(A) A THP-1 sejteket 1 órán át kezeltük 5, 10 illetve 20 µM EGCG-vel, majd az életképességet Alamar Blue teszttel 

vizsgáltuk. (B) A sejteket 5 µM EGCG-vel 1 órán át előkezeltük, majd további 24 órán át inkubáltuk különböző 

szubletális daunorubicin (DNR) koncentrációk (10, 25, 50, 100, 200 ng/ml) mellett. A kezeletlen sejtek életképességét 

tekintettük 100%-nak. Az adatok 5 független mérés átlagát és a hozzá tartozó szórást mutatják. Statisztikai analízisként 

kétutas ANOVA-t használtunk. Szignifikáns változások *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. (* EGCG kezeléshez 

viszonyítva; # DNR kezeléshez viszonyítva, ns: nem szignifikáns.) 

EGCG kezelés hatásának vizsgálata THP-1 sejtek DNR által indukált apoptózisában 

Ismert, hogy a DNR kezelés THP-1 sejtekben apoptózist indukál (Kiss és mtsai., 2008). Annak 

vizsgálatára, hogy a kombinált kezelés hatására megfigyelt életképesség csökkenést fokozott 

apoptózis okozza-e, a sejteket 50 ng/ml DNR-el kezeltük 48 órán keresztül 5 µM EGCG 

előkezeléssel kombinálva vagy anélkül és Western blot módszerrel vizsgáltuk a hasadt PARP 

megjelenését, mint az apoptotikus sejthalál egyik jellegzetes biokémiai markerét. Az apoptózis 

folyamán a kaszpáz-3 és/vagy kaszpáz-7 a PARP-ot egy 89 kDa és egy 24 kDa méretű fragmentre 
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hasítja (Tewari és mtsai., 1995), az általunk alkalmazott antitest pedig a 89 kDa fragment 

felismerésére képes (17. ábra). 

16. ábra EGCG és DNR kezelés hatása a PCNA expressziójára THP-1 sejteken 

THP-1 sejteket5 µM EGCG előkezelésnek vetettünk alá, majd további 24 órán át 50 ng/ml DNR-el kezeltük önmagában 

vagy EGCG-vel kombinációban alkalmazva és Western blot módszerrel vizsgáltuk a kezelések hatását a 

sejtproliferációs markerként ismert PCNA fehérje expressziójára. A gélre felvitt fehérjemennyiségek összehasonlítására 

β-aktin kontrollt használtunk. A hisztogram a β-aktinra normalizált fehérjeexpresszió mértékét mutatja a sávok 

denzitometriai analízise alapján, három független mérés átlagára vonatkoztatva. Szignifikáns változások *p < 0,05; **p 

< 0,01; ***p < 0,001; ns: nem szignifikáns. 

17. ábra EGCG és DNR kezelés hatása a PARP fehérje hasadására THP-1 sejtekben 

THP-1 sejteket 5 µM EGCG előkezelésnek vetettünk alá, majd további 48 órán át 50 ng/ml DNR-el kezeltük önmagában 

vagy EGCG-vel kombinációban alkalmazva és Western blot módszerrel vizsgáltuk a PARP fehérje hasadásának 

mértékét. Pozitív kontrollként 24 órán át 1000 ng/ml DNR-el kezelt THP-1 sejtek lizátumát használtuk. A gélre felvitt 

fehérjemennyiségek összehasonlítására β-aktin kontrollt alkalmaztunk. A hisztogram a β-aktinra normalizált, majd a 

pozitív kontrollhoz viszonyított fehérjeexpresszió mértékét mutatja a sávok denzitometriai analízise alapján, három 

független mérés átlagára vonatkoztatva. Szignifikáns változások *p < 0,05; ***p < 0,001; ns: nem szignifikáns. 
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 Pozitív kontrollként 1000 ng/ml DNR kezelt THP-1 sejtlizátumot használtunk. A 89 kDa 

molekulatömegű hasadt PARP fehérje nem volt detektálható a kontroll, illetve az EGCG kezelt 

sejtekben 48 óra után sem, míg 1000 ng/ml DNR kezelés hatására már 24 óra kezelést követően is 

szignifikánsan megemelkedett a mennyisége. 50 ng/ml DNR kezelés hatására kismértékű PARP 

hasadást detektáltunk, míg a kombinált kezelést követően szignifikánsan emelkedett mértékű PARP 

hasadás volt megfigyelhető. A pozitív kontrollhoz viszonyított denzitometrálási adatok azt mutatják, 

hogy a hasadt PARP mennyisége a kombinált kezelést kapott mintákban a csak DNR-kezelt 

sejtekhez képest kürölbelül kétszeresére emelkedett. Az eredmények arra utalnak, hogy az EGCG 

szignifikánsan növeli a DNR által indukált apoptózis mértékét THP-1 sejtekben. 

4.2.3. EGCG hatása a MYPT1 regulátor alegység és a MP szubsztrátjainak foszforilációjára 

és aktivitására 

Annak vizsgálatára, hogy az EGCG hogyan befolyásolja a MP regulátor alegységének, illetve 

szubsztrátjainak foszforilációját, a THP-1 leukémiás sejteket 50 ng/ml DNR-el kezeltük 3 órán 

keresztül önmagában, vagy 5 µM EGCG előkezeléssel kombinálva és Western blot módszerrel 

vizsgáltuk a MYPT1, a pRb és a merlin foszforiláltságát. Az EGCG önmagában kismértékben 

csökkentette a MYPT1 Thr696 oldalláncának, csakúgy, mint a pRb Thr826 oldalláncának 

foszforilációját. A DNR önmagában szintén kismértékű foszforiláció csökkenést okozott a MYPT1 

Thr696 oldalláncon, míg a pRb Thr826 oldalláncának defoszforilációja szignifikáns változást 

mutatott. Azonban a kombinált kezelés hatására sokkal markánsabb defoszforilációt figyelhettünk 

meg, mind a MYPT1 Thr696, mind a pRb Thr826 oldalláncok vonatkozásában. Önmagában sem az 

EGCG, sem a DNR nem befolyásolta jelentősen a merlin Ser518 foszforilációs szintjét, azonban a 

kontroll sejtekhez viszonyítva jelentős csökkenés következett be a két szer együttes jelenlétében, 

bár ez a hatás nem bizonyult szignifikánsnak (18. ábra). 

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az EGCG a MP aktivitásának fokozása révén a pRb és 

merlin fehérjék defoszforilációját okozza, és ezen keresztül felerősítheti azok tumorszupresszor 

funkcióit. Ezek a folyamatok megmagyarázhatják, hogyan képes az EGCG a THP-1 sejtek DNR-el 

szembeni érzékenyítésére. 
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18. ábra EGCG és DNR kezelés hatása a miozin foszfatáz regulátor alegységének és 

tumorszupresszor szubsztrátjainak foszforilációjára 
A THP-1 sejteket 5 µM EGCG-vel 1 órán át előkezeltük, majd 50 ng/ml DNR jelenlétében vagy hiányában további 3 

órán át inkubáltuk és Western blot módszerrel vizsgáltuk a MYPT1 Thr696, a pRb Thr826 és a merlin Ser518 

oldalláncának foszforilációját. A gélre felvitt fehérjemennyiségek összehasonlítására β-aktin kontrollt használtunk. 

Statisztikai analízisként kétutas ANOVA-t alkalmaztunk. A hisztogram a β-aktinra normalizált fehérjeexpresszió 

mértékét mutatja a sávok denzitometriai analízise alapján, három független mérés átlagára vonatkoztatva. Szignifikáns 

változások *p < 0,05; **p < 0,01; ns: nem szignifikáns. 

4.3. A miozin foszfatáz szerepe THP-1 sejtek makrofág differenciációja során 

4.3.1. THP-1 sejtek foszfatáz aktivitásának változása makrofág-differenciáció során 

A PP1 és PP2A enzimek számos fehérje defoszforilációja révén fontos szerepet játszanak a 

sejtek jelátviteli útvonalainak szabályozásában (Virshup és mtsai., 2009; Fardilha és mtsai., 2010; 

Baskaran és mtsai., 2018), a makrofág differenciáció folyamatában betöltött szerepükről viszont 

meglehetősen kevés információval rendelkezünk, annak ellenére, hogy a PP1 ezirányú lehetséges 

szerepére vonatkozó adatok már hosszú ideje rendelkezésre állnak (Omay és mtsai., 1995). A PP1 

és PP2A enzimek makrofág differenciáció során történő aktivitásváltozásának vizsgálata céljából in 

vitro foszfatázaktivitás méréseket végeztünk, melynek során kezeletlen, illetve PMA-val stimulált 

THP-1 sejtek lizátumának foszfatáz aktivitását mértük foszforilált MLC20 szubsztrát 

alkalmazásával. Azt tapasztaltuk, hogy a fehérjemennyiségre normalizált foszfatázaktivitás a 
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kezeletlen THP-1 sejtekben az idő előrehaladtával csökkent, 48 óra elteltével a kiindulási érték 

mintegy 68%-ára. Ezzel szemben, ha a sejteket PMA-val kezeltük, a foszfatázaktivitás csökkenése 

még kifejezettebb volt, ami 46, illetve 42 % maradék aktivitást eredményezett 24 illetve 48 óra 

differenciációt követően (19. ábra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a THP-1 sejtek PMA-indukált 

differenciációja a PP1 és/vagy PP2A enzimek gátlásával járhat együtt. 

19. ábra A PP1 és PP2A enzimek foszfatáz aktivitásának változása THP-1 sejtek PMA-

indukált makrofág differenciációja során 

A THP-1 sejteket 100 nM PMA jelenlétében vagy hiányában 24 illetve 48 órán át inkubáltuk, majd a sejtlizátumok 

foszfatáz aktivitását a jelölt időpontokban az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint mértük. A kezeletlen 

sejtek kiindulási foszfatázaktivitását vettük 100%-nak. Statisztikai analízisként t-próbát alkalmaztunk, Sidak-féle poszt-

hoc teszttel. (n = 4, **** p < 0,0001; ns: nem szignifikáns.) 

4.3.2. A miozin foszfatáz expressziójának és foszforilációjának változása THP-1 sejtek PMA- 

illetve VD3-indukált differenciációja során 

Az irodalomból ismert, hogy a PMA-indukált makrofág differenciáció a ROCK jelátviteli 

útvonalon keresztül zajlik (Yang és mtsai., 2017; Bhattacharya és mtsai., 2020), azonban a MP 

enzim lehetséges szerepe a folyamatban jelenleg még nem tisztázott. Ezért Western blot módszerrel 

megvizsgáltuk a MP aktivitását a makrofág differenciáció folyamatában, elemezve a katalitikus és 

regulátor alegységek expreszióját, illetve a regulátor alegység foszforilációjának mértékét (20. 

ábra). A differenciáció hatékonyságának ellenőrzése céljából vizsgáltuk a makrofág differenciáció 

markereként gyakran használt CD11b sejtfelszíni receptor expresszióját is és azt találtuk, hogy az 

említett marker expressziója 24, illetve 48 óra PMA-indukciót követően 2-szeresére, illetve 4-

szeresére emelkedett. A PMA kezelés nem befolyásolta számottevően sem a PP1cδ katalitikus, sem 

a MYPT1 regulátor alegység expresszióját, azonban szignifikáns növekedést tapasztaltunk a 

szabályozó alegység Thr696 és Thr853 oldalláncainak foszforilációját tekintve. Ezen oldalláncok 
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emelkedett foszforilációja a MP gátlásához vezet, ami arra utal, hogy a PMA-indukált makrofág 

differenciáció csökkent MP aktivitással jár együtt. Ezen eredményekkel összhangban a MP 

szubsztrátjának, a 20 kDa MLC20 fokozott foszforilációját is megfigyeltük PMA kezelés hatására 

(lásd 22. ábra). 

20. ábra A miozin foszfatáz alegységeinek expressziója és foszforilációja THP-1 sejtek PMA-

indukált makrofág differenciációja során 

THP-1 sejteket 100 nM PMA-val differenciáltattunk 0, 24, ill. 48 órán át, majd a jelölt időpontokban Western blot 

módszerrel vizsgáltuk a CD11b, MYPT1 és PP1cδ expresszióját, valamint a MYPT1 Thr696 illetve Thr853 oldalláncok 

foszforilációját a sejtlizátumokban. A MYPT1, PP1cδ és a CD11b expressziós szintjét a β-aktinra, míg a MYPT1 Thr696 

és Thr853 oldalláncok foszforilációját a teljes MYPT1 fehérje mennyiségre normalizáltuk. A hisztogram a MYPT1 és 

a PP1cδ expressziójának és a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldalláncok foszforilációjának változását mutatja a kiindulási 

állapothoz képest, míg a CD11b expresszióját a 48 órás mintához viszonyítottuk. Az adatokat kétutas ANOVA-val, 

illetve post-hoc Dunnett teszttel elemeztük (n = 5, * p < 0,05; ** p< 0,01; ns: nem szignifikáns). 

A VD3 szintén gyakran használt szer monocita eredetű sejtek makrofág differenciációjának 

indukálására (Donald és mtsai.1983; Barilli és mtsai., 2011), azonban az így keletkezett makrofágok 

fenotípusosan eltérő jegyeket mutatnak. Bár a VD3 stimulus nem okoz jellegzetes makrofág 

fenotípust, a makrofágokra jellemző megnövekedett citoplazma térfogat (Daingneault és mtsai., 

2010), megnövekedett lizozim- és nemspecifikus észteráz aktivitás (Murao és mtsai., 1983), 

megnövekedett fagocitotikus aktivitás (Miyaura és mtsai., 1981), emelkedett szuperoxid 

felszabadulás (Schwende és mtsai., 1996) VD3-al stimulált sejteken is megfigyelhető. A PMA 

stimulussal ellentétben a THP-1 sejtek VD3-indukálta differenciációját nem kíséri a sejtek 

letapadása, illetve proliferációs képességük elvesztése, azonban hasonló mértékű CD11b 

expressziót ereményez (Daigneault és mtsai., 2010; Wu és Miller, 2015). Annak bizonyítására, hogy 

a MP szerepet játszik a VD3-indukált makrofág differenciáció szabályozásában is, megvizsgáltuk a 

MP alegységeinek expresszióját, illetve a regulátor alegység foszforilációs állapotát VD3-indukált 
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makrofág differenciáció során (21. ábra), és azt találtuk, hogy a PMA-indukcióhoz hasonlóan 24 

illetve 48 óra elteltével sem változott sem a PP1c, sem a MYPT1 expressziója, miközben a CD11b 

expressziója jelentősen emelkedett, ami a differenciáció végbemenetelére utal. Ezzel párhuzamosan 

a Thr696 és Thr853 oldalláncok foszforilációja az idő előrehaladtával fokozatosan emelkedett, ami 

arra utal, hogy a VD3-indukálta differenciáció szintén MP gátlással jár együtt. Ezek az adatok 

alapján a MP gátlása mind a PMA, mind a VD3-indukálta differenciácó során megfigyelhető. 

21. ábra A miozin foszfatáz alegységeinek expressziója és foszforilációja THP-1 sejtek VD3-

indukált makrofág differenciációja során. 

THP-1 sejteket 100 nM VD3-al differenciáltattunk 0, 24, ill. 48 órán át, majd a jelölt időpontokban Western blot 

módszerrel vizsgáltuk a CD11b, MYPT1 és PP1cδ expresszióját, valamint a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldalláncok 

foszforilációját a sejtlizátumokban. A MYPT1, PP1cδ és a CD11b expressziós szintjét a β-aktinra, míg a MYPT1 Thr696 

és Thr853 oldalláncok foszforilációját a teljes MYPT1 fehérjére normalizáltuk. A hisztogram a MYPT1 és a PP1cδ 

expressziójának és a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldalláncok foszforilációjának változását mutatja a kiindulási állapothoz 

képest, míg a CD11b expresszióját a 48 órás mintához viszonyítottuk. Az adatokat kétutas ANOVA-val, illetve post-

hoc Dunnett teszttel elemeztük (n = 5, * p < 0,05; ** p< 0,01; ns: nem szignifikáns).  

4.3.3. H1152 hatása a MYPT1 és MLC20 foszforilációjára, illetve a sejtek proliferációjára 

THP-1 sejtek PMA-indukált differenciációja során 

Ezt követően azt vizsgáltuk, hogy a MP farmakológiai aktiválása révén befolyásolható-e a 

THP-1 sejtek differenciációjának folyamata. Mivel a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldalláncait 

elsősorban a ROCK foszforilálja, így annak gátlása mérsékelheti a MYPT1 foszforilációját, feloldva 

ezzel az MP-t a gátlás alól (Grassie és mtsai., 2011). A THP-1 sejteket a ROCK specifikus 

gátlószerével, H1152-vel (Tamura és mtsai., 2005) előkezeltük, majd 48 óra PMA-indukciót 

követően vizsgáltuk a MYPT1 foszforilációját. A H1152 csökkentette a MYPT1 foszforilációját a 

nem differenciáltatott sejtekben, emellett részben megakadályozta a Thr696 és Thr853 oldalláncok 
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PMA-indukálta foszforilációjának növekedését is (22. ábra). A MP 20 kDa MLC20 szubsztrátja 

Ser19 oldalláncának foszforilációja is jelentős emelkedést mutatott 48 óra PMA kezelést követően, 

azonban H1152 előkezelés hatására ez a MP aktivitásával párhuzamosan jelentősen csökkent. Ezen 

kívül a H1152 kezelés jelentősen csökkentette a CD11b expresszióját is, ami arra utal, hogy a 

differenciáció hatékonysága összefüggésbe hozható a MP aktivitásával. Megvizsgáltuk két ismert 

sejtciklus-szabályozó fehérje, a ciklinfüggő kináz inhibitor-1 (p21) és a PCNA fehérjék 

expresszióját is, melyekről ismert, hogy felelősek a PMA-indukált makrofág differenciációval 

összefüggő csökkent sejtproliferációért (Traore és mtsai., 2005; Tsai és mtsai., 2016). Az irodalmi 

adatokkal összhangban azt találtuk, hogy a PCNA expressziója PMA kezelés hatására csökken, 

azonban ez a hatás H1152 előkezeléssel részben megakadályozható volt, bár a PCNA 

expressziójának változása statisztikailag nem mutatott szignifikáns hatást. A H1152 előkezelés 

viszont szignifikánsan ellensúlyozta a p21 fehérje szintjének PMA által okozott nagymértékű 

emelkedését. 

22. ábra H1152 hatása a MYPT1 Thr696, Thr853 és az MLC20 Ser19 oldalláncok 

foszforilációjára, valamint a CD11b, p21 és PCNA marker fehérjék expressziójára THP-1 

sejtek PMA-indukált makrofág differenciációja során 

A THP-1 sejteket 10 µM H1152-vel 30 percen át előkezeltük, majd 100 nM PMA-val differenciáltattuk további 48 órán 

át és Western blot módszerrel vizsgáltuk a CD11b, p21 és PCNA fehérjék expressziójának, valamint a MYPT1 Thr696, 

Thr853 és az MLC20 Ser19 oldalláncok foszforilációjának változását. A MYPT1, PCNA, p21 és a CD11b expressziós 

szintjét a β-aktinra, míg a MYPT1 Thr696 és MYPT1 Thr853 oldalláncok foszforilációját a teljes MYPT1 fehérjére 

normalizáltuk. A hisztogram a MYPT1 Thr696, Thr853 és az MLC20 Ser19 oldalláncok foszforilációjának változását 

mutatja a kezeletlen sejtekhez képest, míg a CD11b és p21 fehérjék expresszióját a 48 órán át PMA-val kezelt mintához 

viszonyítottuk. Az adatokat kétutas ANOVA-val, illetve post-hoc Tukey-teszttel elemeztük (n = 5; * p < 0,05; *** p < 

0,001; ns: nem szignifikáns). 
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4.3.4. Az EGCG hatása a MYPT1 és MLC20 foszforilációjára és a sejtek proliferációjára 

THP-1 sejtek PMA-indukált differenciációja során 

Ismert, hogy a MP alternatív módon aktiválható a MYPT1 gátló foszforilációs helyeinek 

defoszforilációjáért felelős foszfatázok aktivitásának fokozásával is (Tsukamoto és mtsai., 2014; 

Batori és mtsai., 2017). Munkánk első részében kimutattuk, hogy az EGCG/67LR/PP2A útvonal 

THP-1 sejtekben is működik, tehát az EGCG – a 67 kDa laminin receptoron keresztül – a PP2A 

stimulációja révén a MYPT1 Thr696 oldallánc defoszforilációját indukálni, ezáltal a holoenzimet 

aktiválni képes. Az alkalmazott differenciációs modellben mind a MYPT1 Thr696, mind a Thr853 

oldalláncok foszforilációja csökkent, ha a sejteket a PMA-indukció előtt EGCG-vel kezeltük (23. 

ábra). Ezt a defoszforiláció által kiváltott MP aktiválódást a MLC20 foszforilációjának csökkenése, 

a CD11b és p21 fehérjék alacsonyabb expressziója, valamint a PCNA szintjének részleges 

helyreállása követte. Ezen adatok alátámasztják hipotézisünket, miszerint a MP aktiválása 

akadályozhatja a PMA-indukált makrofág differenciáció folyamatát THP-1 sejtekben. 

23. ábra EGCG hatása a MYPT1 Thr696 és Thr853, valamint az MLC20 Ser19 

oldalláncainak foszforilációjára és a CD11b, p21 és PCNA marker fehérjék expressziójára 

THP-1 sejtek PMA-indukált makrofág differenciációja során 

A THP-1 sejteket 20 µM EGCG-vel 1 órán át előkezeltük, majd 100 nM PMA-val differenciáltattuk további 48 órán át 

és Western blot módszerrel vizsgáltuk a CD11b, p21 és PCNA fehérjék expressziójának, valamint a MYPT1 Thr696 és 

Thr853 és az MLC20 Ser19 oldalláncok foszforilációjának változását. A MYPT1, PCNA, p21 és a CD11b expressziós 

szintjét a β-aktinra, míg a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldalláncok foszforilációját a teljes MYPT1 fehérjére 

normalizáltuk. A hisztogram a MYPT1 Thr696, Thr853 és az MLC20 Ser19 oldalláncok foszforilációjának változását 

mutatja a kezeletlen sejtekhez képest, míg a CD11b és p21 fehérjék expresszióját a 48 órán át PMA-val kezelt mintához 

viszonyítottuk. Az adatokat kétutas ANOVA-val, illetve post-hoc Tukey-teszttel elemeztük (n = 5 ** p< 0,01 *** p < 

0,001 ns: nem szignifikáns). 
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4.3.5. A miozin foszfatáz hatása a differenciálódó makrofágok letapadási képességére 

Ezt követően szulforodamin B (SRB) teszttel megvizsgáltuk a MP aktiválásának hatását a 

sejtek letapadására, amely a makrofág differenciáció egyik jellegzetes velejárója. Ehhez a THP-1 

sejteket H1152 vagy EGCG jelenlétében, illetve hiányában PMA alkalmazásával differenciáltattuk 

24, 48, illetve 72 órán keresztül, majd a megjelölt időpontokban a le nem tapadt sejteket PBS-el 

történő mosással eltávolítottuk és a minták fehérjetartalmát, amely a letapadt sejtek számával 

korrelál, triklórecetsavas kicsapást és SRB-vel történő festést követő abszorbanciaméréssel 

határoztuk meg (24. ábra). A kezeletlen sejtek letapadásának mértéke 72 óra elteltével is 

elhanyagolható volt, míg a PMA-stimulált sejtek letapadása az idő előrehaladtával folyamatosan 

nőtt, 72 óra elteltével elérve a maximumot. Az eredmények kiértékelése során a 72 órán keresztül 

PMA-val stimulált sejtek abszorbanciáját tekintettük 100%-nak. A letapadó sejtek százalékos 

aránya H1152 illetve EGCG jelenlétében a mérés minden egyes időpontjában alacsonyabb volt, mint 

a kizárólag PMA kezelt sejteké, a letapadás szignifikáns mértékű csökkenése pedig 72 óra elteltével 

volt kimutatható. 

24. ábra H1152 és EGCG hatása a letapadási képességre THP-1 sejtek PMA-indukált 

makrofág differenciációja során 

A sejteket 10 µM H1152-vel 30 percen át, illetve 20 µM EGCG-vel 1 órán át előkezeltük, majd további 24, 48 vagy 72 

órán át 100 nM PMA jelenlétében differenciáltattuk. A le nem tapadt sejteket a jelzett időpontokban eltávolítottuk, a 

maradékot pedig a fehérjetartalom triklórecetsavval történő kicsapását követően szulforodamin B-vel festettük. A sejtek 

letapadási képességét az 515 nm-en mért abszorbanciaértékek segítségével számszerűsítettük, a 72 órán át kizárólag 

PMA-val stimulált sejtek letapadásának mérétkét véve 100 %-nak. A hisztogramok 3 független mérés átlagát 

reprezentálják. Az adatokat t-teszttel elemeztük (* p < 0,05 ** p < 0,01 ns: nem szignifikáns). 

Annak érdekében, hogy a THP-1 sejtek differenciációjának mértékét valós időben 

számszerűsíteni tudjuk, ún. elektromos sejt-szubsztrát impedancia érzékelés (ECIS) módszert 

alkalmaztunk (25. ábra). Az ECIS rendszer a tenyésztőedény alján elhelyezkedő elektródák közötti 
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ellenállásváltozást méri, amely a sejtek felszínhez történő tapadásának erősségével arányos 

(Kataoka és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2018). 

25. ábra H1152 és EGCG hatása a sejtek letapadásának erősségére THP-1 sejtek PMA-

indukált makrofág differenciációja során 
A sejteket 10 µM H1152-vel 30 percen át, illetve 20 µM EGCG-vel 1 órán át előkezeltük, majd további 72 órán keresztül 

100 nM PMA jelenlétében differenciáltattuk 8-lyukú ECIS lemezeken. A sejtek letapadásának erősségét valós időben, 

ECIS készülékkel monitoroztuk. Az ábrázolt normalizált rezisztencia a sejtek letapadásának erősségével arányos. A 

rezisztencia méréseket percenként végeztük, a hisztogram egy reprezentatív mérésből származó 3 független minta 

átlagát mutatja. Az adatokat kétutas ANOVA-val és Dunnett-féle poszt-hoc teszttel elemeztük (n = 3 * p < 0,05 ** p < 

0,01 ns: nem szignifikáns). 

Kezeletlen sejtek esetén a normalizált rezisztencia 72 óra alatt nem változott számottevően, 

míg a PMA-stimuláció a rezisztencia fokozatos növekedésével járt együtt, ami bizonyítja a rendszer 

alkalmazhatóságát, mint a makrofág differenciáció nyomonkövetésére szolgáló módszer. A THP-1 

monociták H1152-vel történő előkezelése csökkentette a PMA-indukált makrofág differenciáció 

sebességét és számottevően alacsonyabb szintű adherenciát, valamint instabil makrofág-fenotípust 

eredményezett, amit a 48 óra elteltével tapasztalható nagymértékű rezisztenciacsökkenés mutatott. 

EGCG jelenlétében a differenciáció kinetikája kezdetben (kb. 30 óráig) hasonló volt, mint a 

kizárólag PMA-val stimulált sejtek esetén, azonban a letapadás gyengébb volt (kisebb maximális 

rezsisztancia érték), és 48 óra elteltével jelentősen csökkenni kezdett. Ezek az adatok összességében 

arra utalnak, hogy a MP aktiválásával a PMA-indukált makrofág differenciáció hatékonysága 

gátolható. 
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5. MEGBESZÉLÉS 

Munkánk során tanulmányoztuk a potenciális PP1 gátló fehérje, a LIMK2v1 foszfatázgátló 

tulajdonságait és azonosítottuk az ahhoz szükséges foszforilációs helyet. Bizonyítottuk a PP1 

családba tartozó MP enzim THP-1 leukémiás sejtek kemoszenzitivitásában, illetve monociták 

makrofág differenciációjának folyamatában betöltött jelentős szerepét. 

A LIMK2v1 foszfatázgátló hatásának vizsgálata 

A LIM kinázok számos sejtfunkció szabályozásában vehetnek részt, mint a sejtmotilitás, 

sejtosztódás, differenciáció, apoptózis vagy tumorigenezis (Prunier és mtsai., 2017; Manetti 2012). 

A LIMK2 három izoformájának funkcionális különbségeiről meglehetősen keveset tudunk, egyes 

adatok azonban arra utalnak, hogy az említett izoformák valószínűleg nem teljesen átfedő 

funkciókkal rendelkeznek, mivel mind szöveti, mind szubcelluláris előfordulásuk eltér, valamint 

egyes fejlődési stádiumokban is eltérő mértékben expresszálódnak (Nomoto és mtsai., 1999; Osada 

és mtsai., 1996). Kiderült, hogy a LIMK2b és LIMK2v1 a tumorszupresszor p53 gén targetjei, amely 

DNS károsodás hatására a LIMK2b és LIMK2v1 mRNS szintű expressziójának növekedését váltja 

ki, befolyásolva ezzel a G2/M átmenetet (Croft és mtsai., 2011; Hsu és mtsai., 2010). Munkánk 

során a legkevésbé ismert LIMK2v1 izoformát vizsgáltuk, amely szerkezetét tekintve a C-terminális 

PP1-gátló szekvencia jelenlétében különbözik a többi izoformától. 

A Flag-LIMKv1 fehérje CPI-17-szerű oldalláncon történő in vitro foszforilációjának 

vizsgálata során azt tapasztaltuk, hogy in vitro körülmények között mind a PKC, mind a ROCK 

foszforilálják a LIMK2v1-t a CPI-17-szerű helyen. Ismert, hogy a ROCK képes a LIMK2 

mindhárom izoformáját foszforilálni, LIMK2a esetén a Thr505, LIMK2b és LIMK2v1 esetén a 

Thr484 oldalláncokon (Sumi és mtsai., 2001), azonban a CPI-17-szerű helyen történő ROCK általi 

foszforilációról ezidáig egyetlen tanulmány sem számolt be. A LIMK2a Thr505 oldalláncának 

ROCK általi foszforilációja növeli az enzim affinitását a kofilin iránt (Sumi és mtsai., 2001), 

ugyanakkor a LIMK2v1 Thr484 oldallánc ROCK általi foszforilációjának fiziológiai jelentősége 

nem ismert, ugyanis a LIMK2v1 a többi izoformával ellentétben közvetlenül nem foszforilálja a 

kofilint (Vallée és mtsai., 2018). A LIMK2a PKC általi foszforilációjáról is beszámoltak már a 

Ser283 illetve a Thr494 oldalláncokon, amely megakadályozta a LIMK2a sejtmagba történő 
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importját (Goyal és mtsai., 2005; Goyal és mtsai., 2006), a LIMK2v1 PKC általi foszforilációját 

azonban ezidáig nem vizsgálták. 

Sejtes rendszerben a ROCK inhibitor H1152-vel végzett előkezelések alátámasztották korábbi 

eredményeinket, miszerint a ROCK részt vesz a LIMK2v1 CPI-17-szerű oldalláncának 

foszforilációjában, ugyanis tsA201 sejtekben a H1152 kezelés jelentősen csökkentette a Flag-

LIMK2v1 CPI-17-szerű oldalláncának CLA jelenlétében megfigyelhető emelkedett foszforilációját. 

Ezzel szemben sem a GF109230x, sem a Gö6983 PKC inhibitorokkal végzett előkezelések nem 

befolyásolták a fehérje CLA jelenlétében megfigyelhető CPI-17-szerű oldalláncon történő 

foszforilációját. Ez az eredmény alátámasztja korábbi megfigyeléseinket, miszerint tsA201 

sejtekben a PKC aktivátor PMA-val nem sikerült a LIMK2v1 CPI-17-szerű oldalláncának 

foszforilációját indukálnunk, tehát az in vitro eredményekkel ellentétben élő sejtekben a PKC nem 

foszforilálja a LIMK2v1 CPI-17-szerű oldalláncát. 

A Thr596 oldallánc helyett nem foszforilálható alanin (Thr596A) vagy a foszforilációt 

mimikáló glutaminsav (Thr596E) aminosavakat hordozó mutáns Flag-LIMK2v1-val végzett 

immunprecipitációs kísérleteink azt mutatják, hogy a vad típusú Flag-LIMK2v1 CLA jelenlétében 

detektálható emelkedett foszforilációja a Thr596 oldalláncán következik be, ugyanis az 

immunprecipitált Thr596A mutáns fehérje esetén a kérdéses foszforiláció CLA jelenlétében nem 

volt detektálható. 

A LIMK2v1 foszfatázgátló hatásának vizsgálata során azt találtuk, hogy kismértékben a 

foszforilálatlan fehérje is csökkentette a PP1c foszfatáz aktivitását 100-200 nM 

koncentrációtartományban, míg a tiofoszforilált Flag-LIMK2v1 már 10 nM koncentrációban 

hasonló mértékű foszfatázgátló hatást fejtett ki, míg 200 nM koncentrációban alkalmazva már 10%-

ra csökkentette a PP1c aktivitását. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a LIMK2v1 foszfatázgátló 

hatása a CPI-17 fehérjecsalád tagjaihoz hasonlóan foszforiláció révén jelentősen megnő. 

Napjainkban egyre több bizonyíték van arra, hogy a LIMK2 szerepet játszhat a 

daganatkialakulás és áttétképződés folyamatában (Manetti 2012; Suyama és mtsai., 2004; Vlecken 

és Bagowski, 2009), mindezek pedig arra utalnak, hogy a LIMK2v1 a protein foszfatázok gátló 

hatású szabályozójaként a daganatok kezelésének új terápiás célpontjaként szolgálhat. 
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A miozin foszfatáz szerepe THP-1 sejtek kemoszenzitivitásának szabályozásában 

A PP1 és PP2A fokozott aktivitását már több munkacsoport is bizonyította a kemoterápiás 

szerek apoptózist indukáló hatásának vonatkozásában (Ruvolo és mtsai., 2001; Wang és mtsai., 

2001; Narla és mtsai., 2018), ami arra utal, hogy a protein foszfatázok aktivitásváltozásának kiemelt 

jelentősége van e folyamatok szabályozásában, azonban pontos szerepük még nem minden 

részletében tisztázott. Az is ismert, hogy a PP1 és PP2A gátlószerei számos daganatellenes szer 

sejthalált kiváltó hatását mérséklik (Kiss és mtsai., 2008; Dedinszki és mtsai., 2015; Mazhar és 

mtsai., 2019), ezért feltételezhető, hogy a foszfatáz aktiváló vegyületek növelhetik a rákos sejtek 

érzékenységét a kemoterápiás szerekkel szemben. A PP2A és a MP receptor-mediált módon történő 

aktiválására képes EGCG-ről jól ismert, hogy antiproliferatív hatással bír és javítja a kemoterápiás 

szerek tumorellenes hatását (Cao és mtsai., 2016); azonban keveset tudunk arról, hogy az EGCG 

által kiváltott foszfatáz-aktiváció hogyan járul hozzá annak sejtnövekedést gátló hatáshoz. 

Ismert, hogy az EGCG a 67LR/PKA/PP2A útvonalon keresztül aktiválja az MP-t. Az EGCG-

receptor 67LR számos daganattípusban (Menard és mtsai., 1997), többek között myeloid 

leukémiában is (Britschgi és mtsai., 2010) túlexpresszált, és fontos szerepet játszik az EGCG által 

indukált apoptózisban (Britschgi és mtsai., 2010; Kumazoe és mtsai., 2013). A 67LR jelenlétét THP-

1 sejtekben korábban már leírták (Montuori és mtsai., 1999). Eredményeink azt mutatják, hogy az 

EGCG/67LR/PKA/PP2A útvonal komponensei THP-1 sejtekben mind jelen vannak, a receptor 

mind a citoplazmában, mind a sejtmagban megtalálható, azonban jelentős része a plazmamembrán 

régióban lokalizálódik, ami ezekben a sejtekben érzékenységet kölcsönözhet az EGCG-re. A 

sejtfelszíni receptor diffúz citoplazmatikus és sejtmagi lokalizációjának oka feltehetően a 67LR 37 

kda méretű prekurzor fehérjéjének (37LR) jelenléte. A 67LR forma elsősorban a 

plazmamembránban lokalizálódik, citoszolikus szintje alacsony, míg a 37LR előfordulása a 

membránban nem valószínű, ugyanakkor a citoplazmában és a sejtmagban egyaránt megtalálható 

(DiGiacomo, 2016). A 37LR sejtmagi jelenléte feltehetően részben a sejtmagi pre-40S 

riboszómákkal és kis nukleoláris riboproteinekkel, valamint kromatinnal való asszociációjával 

magyarázható (O'Donohue et al., 2010; Venticinque & Meruelo, 2012). Az általunk alkalmazott 

antitest mind a 37LR, mind a 67LR formákat detektálni képes. Az immunfluoreszcens jelölést 

permeabilizált sejteken végeztük, így a sejtfelszíni és az intracelluláris 37/67LR formákat egyaránt 

detektáltuk. 
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A THP-1 sejtek 5 µM EGCG-vel történő kezelése önmagában nem volt jelentős hatással a 

sejtek életképességére a hosszú távú inkubációk során (24-48 óra), azonban 4 óra elteltével 

jelentősen (de statisztikailag nem szignifikánsan) csökkentette a MYPT1 Thr696 oldalláncának 

foszforilációját, ami arra utal, hogy ez a koncentráció elegendő a 67LR/PKA/PP2A jelátviteli 

tengely beindításához ezekben a sejtekben. 

Más munkacsoportok korábban már feltételezték a pRb-E2F útvonal részvételét az EGCG 

antiproliferatív hatásában. Epitélsejtekben kimutatták a pRb expressziójának és/vagy 

foszforilációjának csökkenését EGCG-kezelés hatására (Ahmad és mtsai., 2002; Liberto és mtsai., 

2000). E tanulmány szerint a pRb foszforilációjának csökkenése EGCG jelenlétében a ciklinfüggő 

kináz (CDK) inhibitor, valamint a p21 indukciójának és a ciklin D1-hez társuló pRb kináz aktivitás 

gátlásának köszönhető. Saját kísérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a THP-1 sejtek EGCG-vel 

történő kezelése önmagában nem okozott jelentős változást sem a p21, sem a ciklin D1 

expressziójában, ami megkérdőjelezi a kinázgátlás szerepét a csökkent pRb-foszforiláció 

hátterében. Megfigyeléseinket alátámasztva más munkacsoport is kimutatta, hogy myeloid 

leukémiás sejtekben a zöld tea kivonat nem befolyásolja a CDK-k és a CDK-inhibitorok 

expresszióját, azonban a pRb defoszforilációját és a pRb-E2F komplexek szintjének emelkedését 

figyelték meg (Henry és mtsai., 2019). 

Kísérleteink során a DNR szubletális dózisát alkalmaztuk, ami önmagában alacsony szintű 

sejthalált okozott, ezzel párhuzamosan azonban a pRb Thr826 jelentős defoszforilációját indukálta, 

ami EGCG jelenlétében tovább fokozódott. A pRb Thr826 defoszforilációját mind a DNR, mind az 

EGCG kezelés hatására megfigyeltük, ami részben magyarázatot adhat a kombinált kezelés hatására 

bekövetkező fokozott mértékű sejthalálra. Mivel a MYPT1 Thr696 oldalláncának foszforilációja a 

MP aktivitását gátolja, az EGCG jelenlétében megfigyelt MYPT1 Thr696 defoszforiláció és az ezt 

követő MP aktiválás magyarázhatja a pRb Thr826 oldallánc foszforilációjának csökkenését az 

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

Az EGCG-vel kombinált DNR kezelés hatására megfigyeltük a merlin tumorszupresszor 

fehérje Ser518 oldalláncának defoszforilációját is, amely a fehérje Hippo jelátviteli útvonalon 

keresztül zajló sejtnövekedést gátló funkciójához szükséges. Az irodalomban nem találhatók a 

merlin hematológiai kórképekben betöltött lehetséges szerepére vonatkozó adatok, azonban 

leukémiás sejtekben a Hippo útvonal hibás működéséről, valamint a Hippo transzducer YAP fehérje 

abnormális expressziójáról számoltak be (Han, 2019; Wu és mtsai., 2018). A merlin EGCG hatására 
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bekövetkező defoszforilációját melanoma sejtekben is kimutatták, amely munkacsoport részletesen 

vizsgálta a PP2A és MP e folyamatban betöltött szerepét (Tsukamoto és mtsai., 2014). 

Eredményeink alapján az EGCG önmagában a merlin Ser518 oldalláncának csekély mértékű 

defoszforilációját okozta, míg a DNR kezelésnek gyakorlatilag nem volt hatása. A merlin 

foszforilációs szintjének kombinált kezelés hatására megfigyelhető nagymértékű csökkenése 

viszont hozzájárulhat a jelentősen csökkent sejtproliferációhoz. 

A miozin foszfatáz szabályozó szerepe a makrofág differenciációban 

A makrofág differenciáció különböző jelátviteli kaszkádok által közvetített komplex folyamat, 

melynek nem megfelelő végbemenetelére számos humán megbetegedés vezethető vissza (Karlmark 

és mtsai., 2012). Így például a túlzott mértékű makrofág differenciáció ateroszklerózishoz, azaz ún. 

ateroszklerotikus plakkok kialakulásával járó krónikus gyulladásos állapothoz vezethet (Ley és 

mtsai., 2011), amelyben a makrofágok számos különböző és meglehetősen fontos szerepet töltenek 

be: részt vesznek a koleszterin ateroszklerotikus léziókban történő felhalmozódásában, 

hozzájárulnak a szöveti regenerációhoz és átalakuláshoz, valamint a plakkok stabilizálásához 

(Bobryshev és mtsai., 2016). A makrofágok ezért vonzó célpontot jelentenek az 

antiateroszklerotikus terápia fejlesztéséhez, amelynek célja lehet a monociták elváltozás helyére 

történő toborzásának csökkentése, a proinflammatorikus makrofágok gátlása vagy a 

gyulladáscsökkentő válaszok és a koleszterin kiáramlásának serkentése. 

A protein kinázok és foszfatázok a sejtek jelátviteli folyamatainak fontos szabályozóiként 

szerepet játszhatnak e folyamat irányításában is. A Ser/Thr-specifikus foszfatázok szerepe 

különböző sejtfolyamatok szabályozásában részletesen dokumentált; azonban kevés tanulmány 

mutatja be a foszfatázok részvételét a makrofág differenciáció szabályozásában. Korábban 

kimutatták, hogy a VD3 stimulus a PP2C (Nishikawa és mtsai., 1995) és a kalcineurin (Omay és 

mtsai., 1996) upregulációjához, valamint a PP1 izoenzimek sejtszintű újraeloszlásához (Omay és 

mtsai., 1995) vezetett HL-60 sejtekben, ennek fiziológiai jelentőségét és a szubsztrátfehérjéket 

azonban nem azonosították. Egy nemrégiben készült tanulmány igazolta a PP2C szerepét az Akt és 

STAT1 szignálok downregulációjától függő mechanizmuson keresztül a makrofág differenciáció 

negatív szabályozójaként (Smith és mtsai., 2018). A PP1 és PP2A gátló kalikulin A (CLA) fokozta 

a VD3-indukált differenciáció mértékét, ami e foszfatázok részvételére is utal (Omay és mtsai., 

1995), a PP1 és a PP2A feltételezett szabályozó alegységei azonban továbbra sem ismertek. 
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Nemrégiben kimutatták, hogy a PMA-indukált makrofág differenciáció a ROCK aktivációját 

igényli (Bhattacharja és mtsai., 2020; Yang és mtsai., 2017), amely a specifikus szubsztrátok 

(MLC20, ezrin/radixin/moezin, adducin) foszforilációján keresztül részt vesz a citoszkeletális 

folyamatok szabályozásában (Amano és mtsai., 2010). E fehérjék foszforilációs szintjét kooperatív 

módon elsősorban a ROCK és MP szabályozza a citoszkeletális átrendeződéssel járó folyamatokban 

(Xia és mtsai., 2005; Fukata és mtsai., 1998). Mindemellett munkacsoportunk nemrégiben kimutatta 

a ROCK és MP részvételét az epidermális keratinociták sebgyógyulási folyamatának közvetítésében 

(Horváth és mtsai., 2018). Eredményeink azt mutatják, hogy a PMA-indukált makrofág 

differenciációhoz nemcsak a ROCK aktiválása, hanem a MP egyidejű gátlása is szükséges. Az 

MLC20 által közvetített aktomiozin átrendeződés a monociták makrofágokká történő 

differenciálódásához alapvető fontosságúnak tűnik (Bhattacharja és mtsai., 2020). Ezzel 

összhangban a MLC20 foszforilációjának szignifikáns emelkedését figyeltük meg PMA-stimuláció 

hatására THP-1 sejtekben (17. ábra). Ez arra utal, hogy a MLC20 foszforilációs szintjének 

fenntartásához a ROCK aktiválása és a MP gátlása egyaránt szükséges. A MP gátlása részben a 

MYPT1 gátló foszforilációs helyeinek ROCK általi foszforilációja révén valósul meg. Ennek 

megfelelően a ROCK-inhibitor H1152 alkalmazása a PMA-stimulációt megelőzően szignifikánsan 

csökkentette mind a MYPT1, mind az MLC20 foszforilációját, valamint a monociták 

differenciálódási képességét, amelyet a makrofág differenciációs markerként alkalmazott CD11b 

alacsonyabb expressziós szintje, a proliferáció-gátlás mérséklődése és a sejtek csökkent letapadási 

képessége egyaránt jól jelzett. 

Az EGCG a MYPT1 defoszforilációja révén a 67LR/PKA/PP2A útvonalon keresztül a MP 

aktiválására képes (Tsukamoto és mtsai., 2014; Batori és mtsai., 2017). Emellett az EGCG-nek 

számos farmakológiai hatása ismert, beleértve kardiovaszkuláris protektív hatásait is (Babu és Liu 

2008), sőt egyes tanulmányok az EGCG kezelés hatékonyságáról számoltak be az ateroszklerózis 

terápiájában, azonban ennek molekuláris mechanizmusáról keveset tudunk (Eng és mtsai., 2018). 

PMA-differenciált makrofágokban kimutatták, hogy az EGCG a 67LR-on keresztül csökkenti a 

mátrix metalloproteinázok expreszióját, ami az ateroszklerotikus plakkok stabilizálásához vezethet 

(Wang és mtsai., 2016). Ahogyan az saját vizsgálatainkból kiderült, a THP-1 sejtek PMA-

stimulációt megelőző EGCG kezelése jelentősen csökkentette a MYPT1 gátló helyeinek 

foszforilációját, aktiválva ezzel a holoenzimet, illetve csökkentette a MLC20 Ser19 oldalláncának 

foszforilációját. Figyelembe véve a MLC20 foszforilációs állapotának makrofág differenciációban 
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betöltött fontos szerepét, eredményeink az EGCG anti-ateroszklerotikus hatásait illetően hasznos új 

információkkal szolgálhatnak. 

Összefoglalásként tehát elmondhatjuk, hogy a MP aktiválása akár a 67LR/PKA/PP2A 

útvonalon, akár a ROCK gátlása révén kiváltható és az enzim aktiválása a THP-1 leukémiás sejtek 

DNR-el szembeni megnövekedett kemoszenzitivitásában, illetve csökkent mértékű makrofág 

differenciációban nyilvánul meg. Előbbi hatását a tumorszupresszor pRb és merlin szubsztrátok, 

míg differenciáció-gátló hatást a MLC20 defoszforilációján keresztül fejti ki. A kemoszenzitivitás 

fokozódása megnövekedett apoptózis-indukcióban nyilvánul meg, melyet a PARP fehérje 

hasadásának emelkedett szintje mutat, emellett a sejtek csökkent proliferációs képessége jellemző, 

amit a PCNA fehérje csökkent expressziója jelez. A gátolt makrofág differenciáció egyrészt a sejtek 

csökkent adhéziós képességében, másrészt csökkent proliferáció gátlásban nyilvánul meg, melyet a 

PCNA expressziójának emelkedett szintje, valamint a p21 expresszió csökkenése egyaránt jól mutat. 

26. ábra A miozin foszfatáz aktiválásásának hatása THP-1 sejtek kemoszenzitivitására 

és makrofággá történő differenciációjára 

A miozin foszfatáz aktiválásával a retinoblasztóma és merlin fehérjék defoszforilációja révén a THP-1 sejtek 

kemoszenzitivitása fokozható, ami csökkent proliferációt és fokozott apoptózist vált ki. A MLC20 defoszforilációja 

révén a makrofág differenciáció folyamata gátolható, ami a sejtek csökkent adhéziójában és a proliferáció gátlás 

csökkenésében nyilvánul meg. MYPT1: miozin foszfatáz regulátor alegység, PP1cδ: protein foszfatáz-1 katalitikus 

alegység, EGCG: epigallokatechin-3-gallát, PP2A: protein foszfatáz-2A, ROCK: RhoA-aktivált kináz, DNR: 

daunorubicin, pRb: retinoblasztóma fehérje, MLC20: miozin könnyűlánc. 

Eredményeink hasznos új információkkal szolgálhatnak a daganatos sejtek kemoterápiás 

szerekkel szembeni érzékenységének fokozását célzó terápiás lehetőségek fejlesztéséhez, lehetővé 
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tehetik az alkalmazott szerek dózisának csökkentését, ezáltal a mellékhatások előfordulási 

gyakorisága vagy súlyossága mérsékelhető. Emellett a MP új célpontja lehet a túlzott makrofág 

differenciációval járó megbetegedések, például az érelmeszesedés terápiájának is. 
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ÖSSZEFOGLALÁS 

A kísérleteink során modell enzimként használt miozin foszfatáz (MP) protein foszfatáz-1 

(PP1) katalitikus alegységből (PP1c) és egy ún. “célra irányító” funkciót ellátó regulátor alegységből 

(MYPT1) épül fel, amely számos sejtfolyamat szabályozásában játszik fontos szerepet. Munkánk 

során tanulmányozni kívántuk a LIM kináz-2 fehérje 1-es izoformájának (LIMK2v1) foszfatázgátló 

tulajdonságait, valamint a MP szerepét a daganatos sejtek kemoszenzitivitásának és a monociták 

makrofág differenciációjának szabályozásában. 

Eredményeink szerint a PP1 gátló 17 kDa PKC által aktivált inhibitor (CPI-17) fehérjében 

található gátló foszforilációs szekvenciát tartalmazó LIMK2v1 in vitro RhoA által aktivált kináz 

(ROCK) és protein kináz C (PKC) enzimek által foszforilálódik a Thr596 oldalláncon, ami a 

LIMK2v1 PP1 gátló hatását sokszorosára fokozza. Sejtes rendszerben a ROCK szerepét 

azonosítottuk ezen oldallánc foszforilációjában. Bár a LIMK2v1 fiziológiás szerepéről egyelőre 

keveset tudunk, feltehetően a tumor promóterként is ismert CPI-17-szerű fehérjékhez hasonlóan 

funkcionálhat, ezek alapján pedig a daganatos sejtek jelátviteli folyamatainak új célpontja lehet. 

Kimutattuk, hogy az EGCG szubletális dózisú DNR-el kombinációban alkalmazva fokozza a 

THP-1 leukémiás sejtek kemoterápiás szerrel szembeni érzékenységét, míg önmagában nincs 

számottevő hatása a sejtek életképességére. Ezzel párhuzamosan a sejtek proliferációjában 

csökkenést, míg az apoptózis markerként alkalmazott hasított poli(ADP-ribóz) polimeráz 1 

(PARP1) expressziójában emelkedést tapasztaltunk. Ennek hátterében feltehetően a MYPT1 Thr696 

oldalláncának csökkent foszforilációja állhat, amely az enzim aktiválását eredményezi, ezáltal pedig 

a THP-1 sejtek DNR-el szembeni érzékenysége fokozható, ami a tumorszupresszor pRb és merlin 

fehérjék aktivációjára vezethető vissza. E kombináció lehetővé teszi az alkalmazott szerek 

dózisának, ezzel együtt a nemkívánatos mellékhatások kockázatának csökkentését is. 

Kimutattuk továbbá, hogy a THP-1 monociták foszfatáz aktivitása a makrofág differenciáció 

során folyamatosan csökken, ami arra utal, hogy a foszfatázok gátlása szükséges a differenciáció 

végbemeneteléhez. Eredményeink alapján a differenciáció során a MP alegységeinek expressziója 

nem változik, azonban a MYPT1 foszforilációja a gátló helyeken jelentősen fokozódik, ami H1152, 

illetve EGCG előkezelés hatására jelentősen mérséklődik, és együtt jár a miozin könnyűlánc 

(MLC20) Ser19 foszforilációjának csökkenésével is. Igazoltuk, hogy a MP aktiválása révén mind a 

sejtproliferáció-csökkenés mértéke, mind a sejtek letapadási képessége mérséklődött, ezáltal a MP 

a túlzott makrofág-differenciációval járó kórképek terápiájának hasznos célpontja lehet. 
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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 MYPT1 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 II (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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