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BEVEZETES

A kinazok ¢és foszfatazok altal Kkatalizalt fehérje foszforilacio és
defoszforilacié az élettani folyamatok szabalyozasanak fontos mechanizmusa.
A foszfatdzok szdma mintegy egyharmada a kindzokénak, ennek ellenére
szereplik a fehérjék foszforilacios szintjének szabalyozasaban a kinazokéval
egyenértékl. A foszfatdzok alacsony szamat a kisszdmu katalitikus alegységhez
kapcsolodo valtozatos szabalyozo alegységek kompenzaljak. Az eukariota
sejtekben a szerin/treonin (Ser/Thr) specifikus foszfatazok fordulnak el6
legnagyobb szamban, melyek koziil a protein foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A)
enzimek kiemelt jelentGséggel birnak.

A PP1 és PP2A szerkezete és szabalyozasa

A PP1 valamennyi eukaridta sejttipusban expresszalodik és részt vesz
tobbek kdzott a sejtosztodas, fehérjeszintézis, citoszkeleton szervezodés vagy az
apoptozis szabalyozasaban. A PP1 tipusi enzimek egy 36-38 kDa méretii
katalitikus alegységbdl (PPlc) és szamos kiilonbozé szabalyozd alegység
egyikébol épiilnek fel. A Kkatalitikus alegységek onmagukban is képesek a
szubsztratmolekuldk defoszforilacidjara, am szubsztratspecificitasuk szabad
formaban meglehetésen széles. Azonban a PPlc a sejtekben killonbozo
szabalyoz6 alegységekkel holoenzimet alkotva fordul eld, melyek az enzim
szubsztratspecificitasat és katalitikus aktivitasat egyarant befolyasolhatjak.

A PP2A enzimeknek Kkitlintetett szerepiik van a sejtproliferacio, apoptdzis,
sejtmotilitds, valamint a sejtciklus szabalyozasdban egyarant. A PPl
enzimcsaladhoz hasonldan a katalitikus alegység szamos regulator alegységgel
kolcsonhatasba 1épve alkothat holoenzimet. Az enzim szerkezetét tekintve
heterotrimerként funkcional: egy 36 kDa méretii katalitikus C alegységbdl
(PP2Ac), egy 65 kDa méretli A regulator alegységbdl (PR65), valamint egy
ehhez kapcsolodo, valtozatos szerkezetii B alegység egyikébdl épil fel. A
disszociabilis B alegységek négy csoportba sorolhatok: ide tartoznak a B (B55
vagy PR55), B’ (B56 vagy PR61), B” (PR48/PR72/PR130) és a B’”
(PR93/PR110) fehérjecsaladok, mely alegységek mindegyikének 2-5
izoforméja ismert.

A PP1 és PP2A gatlasara a természetben szamos, mikroorganizmusok altal
termelt membranpermeabilis toxin fordul elé, melyek koncentracio-fiiggd
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szelektiv gatld hatasuknak koszonhetben elengedhetetleniil fontosak az egyes
foszfatazok szerepének vizsgalataban. Ilyen toxin példaul a kalikulin-A (CLA),
amely a Kkatalitikus alegységhez kapcsolodva megakadalyozza a foszfo-
szubsztrat kotédését. A CLA hatékonyabb gatloszere a PP2A-nak, mint a PP1-
nek.

Munkacsoportunk a PP1 és a PP2A gatloszereként azonositott tobb ndvényi
eredetil, tannin tipus polifenol vegyiiletet is, tobbek kozott a zold tedban
legnagyobb mennyiségben el6fordulé katechin tipusu epigallokatechin-3-
gallatot (EGCGQG), melynek apoptozist indukalé hatasat szamos tumoros
sejtvonalban kimutattak. Kideriilt, hogy az EGCG a PP1 katalitikus alegységhez
kotédve a PP1c aktivitasanak gatlasara képes.

A sejtekben szamos foszfataz inhibitor fehérje is termelddik, amelyek
altalaban kis molekulatomegi, hostabil fehérjék és gatld hatasukat tobbnyire a
treonin oldallancukon torténé foszforilacié révén fejtik ki. llyen fehérjék az
inhibitor-1 és inhibitor-2, a 32 kDa dopamin és cAMP altal szabalyozott
foszfoprotein, valamint a 17 kDa PKC altal aktivalt inhibitor (CPI-17), amely a
szabad katalitikus alegység mellett a miozin foszfataz holoenzim (MP)
aktivitasanak gatlasara is képes. Kés6bb mas CPI-17-szerli fehérjéket is leirtak
(KEPI, PHI, GBPI), amelyek mindegyike hordoz egy kézponti PP1 holoenzim
inhibitor domént (PHIN) és rendelkeznek egy konzervalt aktivalo foszforilacios
hellyel is, a MP-ra kifejtett gatlo hatas tekintetében azonban kiilonb6znek a CPI-
17-t6l. A LIM-kinaz 2 fehérje (LIMK2) egyik izoformaja, a 75 kDa
molekulatdomegli LIMK2v1 szintén tartalmaz egy, a PHIN doménnel nagyfoku
szekvencia azonossagot mutatd szakaszt, valamint a CPI-17 Thr38
oldallancanak megfelel6 foszforilaciés helyet (Thr596). A LIMK2vl
eléfordulasa, funkcioi alig ismertek, fehérjeszinti expressziojat a kozelmultban
mutattak ki el6szor. A LIMK2vl, bar rendelkezik kinaz aktivitassal, a LIM
kindzok hagyomanyos szubsztratjat, a kofilint mégsem foszforilalja
kozvetleniil, ehelyett a PPlc-vel kolcsonhatisba lépve gatolja annak a
foszforilalt kofilinnel szembeni affinitdsat. Ezidaig nem vizsgaltak azonban a
LIMK2v1 Thr596 foszforilaciojanak a PP1 gétld hatasban betoltott szerepét,
ezért munkank soran tobbek kozott ezt a kérdést igyekeztiink feltarni.



A miozin foszfataz szerkezete, szabalyozasa és funkcioi

A MP egy 38 kDa PP1 katalitikus alegységbdl (PP1cd), egy 110-130 kDa
miozinhoz is kot6dd szabalyozd alegységbdl (MYPT1), valamint egy eddig
ismeretlen funkcigji 20 kDa alegységbdl (M20) all. A MP miikddését
elsésorban a MYPT!1 regulator alegység szabalyozza, amely kolcsonhatast
létesit a katalitikus alegység €s a szubsztratmolekula kozott. Fobb szerkezeti
elemei a PP1c-k6té KVKF szekvencia motivum, amely a MYPT1 N-termindlis
valamint két sejtmagi lokalizacios szignal (NLS). Elkiilonitheté még egy savas
oldallancokban gazdag régio, két ionos szakasz, egy Ser/Thr-ban gazdag
szakasz, illetve a k6zéps6 inzert és a leucin cipzar motivumok, utébbi azonban
nem mindegyik izoformaban fordul eld.

A MP szabalyozasa létrejohet a regulator alegység foszforilacidja, a
inhibitor fehérjékkel torténd gatlasa révén is, melyek koziil a tovabbiakban a
szabalyoz6 alegység foszforilacigjanak lehetdségeit részletezem. A MYPT1 két
legrészletesebben jellemzett gatlo foszforilacios helye a Thr696 és Thr853
oldallancok, melyeknek kiemelkedéen fontos szerepiik van a MP altal regulalt
sejtfolyamatok szabalyozasaban. A MYPT1 Thr696 oldallanc foszforilacidjat
szamos kinaz katalizalhatja (példaul ROCK, ILK, ZIPK, PAK, MDPK), melyek
koziil a ROCK (RhoA altal aktivalt kinaz) a MYPT1 Thr853 oldallanc
foszforilacidjara is képes. A MP aktivalasanak folyamata kevésbé jol jellemzett,
Osszefliggésben. A MP aktivalasa 1étrejohet az EGCG/67LR/PP2A utvonalon
keresztiil is. A 67LR egy nem-integrin tipust laminin receptor, amely szamos
daganatos sejttipusban nagymértéki expressziot mutat és az EGCG kot6déséhez
sziikséges sejtfelszini receptorként is funkciondl. A 67LR az adenilat
ciklaz/cAMP/PKA  ttvonalon keresztiil aktivilja a PP2A-t, amely
onkoproteinek gatlasdhoz €s a tumorszupresszor merlin aktivacidjahoz vezet.
Arra utal6 adatok is vannak, hogy az EGCG a 67LR-en keresztiil képes a MP
aktivalasara, melynek szerepe lehet az EGCG-indukalt sejtproliferacio
csokkenésben.

A MYPT1 a simaizom sejtek mellett nem-izomsejtekben is megtalalhato, és
szinte valamennyi szubcellularis frakcioban eléfordul. A MP elséként
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azonositott szubsztratja az izomkontrakcio, a sejtosztodas, sejtmotilitds és a
sejtek letapadasanak szabalyozasaban nélkiilozhetetlen miozin II fehérje
alkotéeleme, a miozin konnytlanc (MLC20) volt, melynek MP Aaltali
defoszforilacidjat izomrelaxacid koveti. Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy
az ERM fehérjék defoszforilacidjat szintén a MP katalizalja. Az NF2
tumorszuppresszor gén termékérél, a merlinr6l is kideriilt, hogy Ser518
oldallancdn a MP defoszforilalja, ezaltal aktivalodik és részt vesz a
kontaktgatlasban, valamint a névekedés gatlasaban. A MP egyik legjelentdsebb,
a sejtciklusban fontos szerepet jatszoé kolcsonhatd fehérjéje a szintén
tumorszupresszor retinoblasztoma fehérje (pRb), amelynek szabalyozasa
szamos daganattipusban sériilt. A pRb az E2F altal kozvetitett gének
transzkripcidjanak gatlasa révén szabalyozza a sejtciklust és a proliferaciot.
Munkacsoportunk leukémias sejtekben a MP-t a pRb Thr826 oldallancanak
defoszforilacidjaban részt vevé enzimként azonositotta. A MP részt vesz
tovabba a génexpresszid ¢€s mitdzis, valamint az erek tonusanak
szabalyozasaban, emellett neuronalis szubsztratjait is azonositottak mar.

A PP1 és a MP szerepe leukémidban és makrofag differencidcioban

Leukémias megbetegedések esetén - ahogyan az mas daganatos elvaltozasok
soran is altalanosan jellemz6 - a foszforilacids-defoszforilacios folyamatok
kényes egyensulya felborul. Aktivalédhatnak vagy gatlodhatnak példaul a
tulélésben és apoptozisban szerepet jatszo fontos kindz kaszkad utvonalak,
mindemellett a PP1 és PP2A enzimek emelkedett aktivitasat, valamint a
tumorszupresszor pRb alacsony expressziojat és hiperfoszforilalt allapotat is
leirtak. Munkacsoportunk a PP1-gatlo tautomicin (TM) és a PP2A-gatld
koncentracioban alkalmazott kalikulin-A (CLA) hatdsat tanulmanyozta
leukémias sejtek daunorubicinnel (DNR) szembeni érzékenységére és azt
talaltuk, hogy bar a foszfatazgatld szerek dnmagukban a sejtek életképességét
csokkentették, DNR-el kombinacioban alkalmazva azonban relativ talélést
elésegitd (véd6) hatast gyakoroltak. DNR kezelés hatasara a pRb Thr826
oldallancanak foszforilacidja csokkent, ezzel szemben CLA-val kombinacioban
alkalmazva emelkedett pRb foszforilaciot detektaltunk, ami a daganatos sejtek
tulélését segiti eld. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a foszfatazok
szerepének feltardsa a kemoterapia vonatkozasdban kiemelt jelentdséggel
birhat, mivel ezen enzimek a kemoterapia 01j célpontjaiva valhatnak.
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A makrofag differenciacio kiilonbo6zo jelatviteli kaszkadok altal kozvetitett
folyamat, melynek nem megfeleld végbemenetelére szamos megbetegedés
vezethetd vissza, tobbek kozott a talzott mértékii makrofag differenciacié tn.
ateroszKlerotikus plakkok kialakulasaval jaré kronikus gyulladasos allapothoz,
érelmeszesedéshez (ateroszklerozis) vezethet, a makrofagok ezért vonzo
célpontok lehetnek az ateroszklerozis kialakulasait megeléz6 terapia
fejlesztéséhez. A protein kindzok ¢és foszfatdzok a sejtek jelatviteli
folyamatainak fontos szabalyozodiként szerepet jatszhatnak e folyamat
PP1 aktivitdsa a citoszolikus frakcioban csokken, ezzel parhuzamosan a
membran- és sejtmagi frakcidkban n6, a CLA kezelés pedig fokozza a sejtek
jatszhatnak a makrofag differencidcié szabalyozasiban. A Mg?*/Mn?*-fiiggd
protein foszfataz-1A (PPM1A) fokozott expresszidja a differenciacio kezdetén
a sejtek letapadasat, és a gyulladasos citokinek termelését gatolja. Egy jabb
tanulmanyban a RhoA/ROCK jelatviteli Gtvonal szerepét vizsgaltak U937
hatasara a ROCK1 és ROCK2 expresszidjanak jelentés emelkedését, ezzel
parhuzamosan a MYPT1 Thr853 oldallanc foszforilacids szintjének
novekedését figyelték meg. Emellett a RhoA/ROCK utvonal komponenseinek
csendesitése jelentdsen gatolt makrofag differenciacioban nyilvanult meg, ami
arra utal, hogy ez az itvonal fontos szerepet jatszhat a makrofag differenciaciod
szabalyozasaban. Nem vizsgaltak azonban a RhoA/ROCK utvonal egyik
,downstream” effektoraként szolgaldé MP szerepét a differenciacio
folyamataban, ezért munkank soran tobbek kozott ezen titvonal részletesebb
vizsgalatat tiiztiik ki célul.



CELKITUZESEK

A PP1 tipust enzimek szamos fehérjét defoszforilalnak, szabalyozasuk
részletes megismerése a részvételilkkkel zajlo jelatviteli utak pontosabb
megértéséhez jarulhat hozza. A PPl szabalyozasanak egyik Ilehetséges
mechanizmusa az inhibitor fehérjék révén torténd gatlas. A LIMK2v1 fehérje
tartalmaz egy PP1l-gatlo szakaszt, Thr596 oldallancanak szerepe a gatld
hatasban azonban nem tisztazott. A PP1 csaladba tartozo MP szerepét és
szabalyozasat mar széleskorlien vizsgaltak, azonban részvétele a
kemoszenzitivitds ¢és makrofag differencidcié szabalyozasaban még nem
minden részletében ismert. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a
foszfatazgatld vegyiiletek csokkentik a leukémias sejtek kemoterapis szerrel
szembeni érzékenységét, emellett a MP-t a pRb foszforilacios allapotaért
nagymértékben felelés enzimként azonositottuk. Ezek alapjan vizsgalni
kivantuk a MP aktivalas lehetséges kemoszenzitizalé hatisat kemoterapias
agensekkel szemben. A makrofag differenciaciot kivaltd ingerek szintén régdta
ismertek, azonban pontos szabalyozasi mechanizmusa még nem tisztazott. Egy
friss tanulmany a MYPT1 gatlo foszforilacidjat katalizalo RhoA/ROCK
jelatviteli utvonal szerepére utal a differenciacio szabalyozasaban, azonban a
MP makrofag differenciacioban betoltott szerepét ezidaig nem vizsgaltak.

Mindezek alapjan munkank legfobb célkitlizései az alabbi kérdések
tanulmanyozasara iranyultak:

1. A LIMK2v1 Thr596 foszforilaciojat katalizal6é kindzok azonositasa, a

PP1 gatld hatasban betoltott szerepének vizsgalata.

2. Az EGCG révén torténd MP aktivalas hatasanak tanulmanyozasa a pRb
¢és merlin fehérjék foszforilacios allapotara, valamin az EGCG kezelés
hatasanak  vizsgalata leukémias sejtek DNR-el  szembeni
érzékenységére.

3. A MYPTL expressziojanak és foszforilaciojanak vizsgalata THP-1
vizsgalata a differencialdédé makrofagok proliferacids €s letapadasi
képességeére.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek tenyésztése, kezelése és lizise

A human akut leukémia monocita THP-1 sejteket RPMI 1640, a tsA201
human vese eredetii sejteket DMEM oldatban tartottuk, melyeket 10 % FBS-el,
2mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillin/streptomicinnel egészitettiik ki. A
sejteket 37 °C-on, 5% CO; és 95% levegd vizgbzzel telitett keverékében
tenyésztettiik.

A kemoterapias agenssel torténé kezelések 1% FBS-t tartalmazdé RPMI
oldatban torténtek, 5x10° sejt/ml sejtstirtiség mellett, 3, 24 vagy 48 o6ran at
onmagaban vagy 5 uM EGCG-vel 1 6ran at tart6 el6kezeléssel kombinalva.

A makrofag differenciacios kisérleteket 10 % FBS-t tartalmaz6 RPMI
médiumban végeztiikk 24, 48 vagy 72 6éran at 100 nM PMA vagy 100 nM D3
vitamin (VDs) jelenlétében, 6nmagaban, illetve 20 pM EGCG-vel (1 6ra) vagy
10 uM H1152-vel (30 perc) torténd elokezeléssel kombinalva.

A tsA201 sejteket 36 ora poszttranszfekcids id6 elteltével szérummentes
DMEM oldatban éheztettiik egy éjszakan at, majd 5 pM GF109203X-vel, 200
nM G66983-al vagy 10 uM H1152-vel kezeltiik 30 percen at, végiil 50 nM
CLA-t hozzaadva tovabbi 30 percen at inkubaltuk.

A sejteket RIPA pufferben (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl, 1%
Triton X-100, 0,25% Na-deoxikolat, 2 mM EDTA frissen kiegészitve 1%
proteazgatlo koktéllal, 2% foszfatazgatldé koktéllal ill. 1 pM mikrocisztinnel
(MC-LR)) jégen torténd felkaparast kovetéen ultrahangos vizfiirdében
szonikaltuk, majd a sejttérmelék eltavolitasa céljabol centrifugaltuk (16 000 g,
10 perc, 4°C). A feliiliiszot 5 x SDS mintapuffer hozzaadasa utan 100 °C-on 5
percig foztik.

SDS poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot

A sejtlizatumokat denatural¢6 poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk
el Bio-Rad MiniProtean késziilék segitségével (200 V), majd nitrocelluloz
membranra blottoltuk Bio-Rad Criterion Blotter késziilékkel. A membran
blokkolasahoz, valamint az antitestek higitasahoz 3% BSA-t és 0,05 % Tween-
20-at tartalmazé PBS vagy TBS oldatot hasznaltunk. A mosasi, blokkolasi és



antitest jelolési lépéseket kovetéen az immunreakcidkat nagy érzékenységi
kemilumineszcencian alapuld (ECL) reagenssel detektaltuk.

Flag-LIMK2v1 iranyitott mutagenezis és transzfekcié

A Flag-LIMK2v1 Thr596 oldallancanak pontmutacioit QuikChange IT XL
Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent) segitségével hoztuk 1étre a gyartd
utasitasai szerint. A PCR reakciot kovetéen a templat DNS-t Dpnl enzimmel
emésztettiik, majd XL-10 Gold ultrakompetens sejtekbe transzformaltuk.

A Flag-LIMK2v1 fehérje taltermeltetéséhez tsA201 sejtekbe pReceiver-
M11/Flag-LIMK2v1 plazmidot juttattunk be polietilénimin (PEI) transzfekcids
reagens segitségével, 1 pg DNS:2 ul PEI arany alkalmazasaval. A transzfekcios
mixet szérum- és antibiotikummentes tapoldatban 1év6 sejtekhez csepegtettiik,
majd 6 ora elteltével a médiumot szérummal egészitettiik Ki.
Immunprecipitaci6

A Flag-LIMK2v1-et termel6 tsA201 sejtek lizisét kovetéen a lizdtumot
normal egér szérummal kapcsolt Protein A Sepharose gyantaval inkubaltuk,
majd az igy el6tisztitott lizatumot anti-Flag M2 affinitas gyantahoz adtuk és 2
oran at 4°C-on, a csovek folyamatos forgatasa mellett inkubaltuk. Centrifugalast
kovetden a nem kotddott lizatumot pipettaval leszivtuk, a gyantahoz kotott
fehérjét ezt kdvetden a tovabbi felhasznalas céljatol fiiggen kezeltiik.

Flag-LIMK2v1 in vitro foszforilacidja és tisztitasa

A rekombinans Flag-LIMK2v1 in vitro foszforilaciojat PKC és ROCK
enzimekkel anti-Flag M2 affinitas gyantan immobilizalt fehérjével végeztiik. A
PKC altali foszforilaciot 0,1 pg/ml enzimet alkalmazva Hepes tartalmi
pufferben [20 mM Hepes (pH 7,5), 10 mM MgClz, 1 mM DTT 0,65 mM CaCls,,
1 uM MC-LR, 0,2 mM ATP], valamint foszfatidil-szerin-diolen micellak
jelenlétében végeztiik 30°C-on. A ROCK altali foszforilacidhoz 2 U/ml ROCK
enzimet alkalmaztunk Tris pufferben (50 mM Tris-HCI, 0,1 mM EGTA,; pH
7,5), 1 uM MC-LR, 5 mM MgCl; és 0,2 mM ATP jelenlétében. A mintakat
30°C-os vizfirdében 0, 10, 30, 60, 90, illetve 120 percig inkubaltunk és 1x SDS
mintapufferrel torténd f6zéssel allitottuk le. Az immobilizaci6 és a foszforilacio
sikerességét Western blot modszerrel detektaltuk.

A Flag-LIMK2v1 foszfatazgatlo hatdsanak méréséhez az affinitas gyantahoz
immobilizalt fehérjét 0,1 pg/ml PKC jelenlétében a fent leirtak szerint, 0,2 mM
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ATPyS alkalmazasaval tiofoszforilaltuk, majd a gyantahoz k6tott fehérjéket 300
pg/ml Flag-peptidet tartalmazé TBS oldattal elualtuk. A fehérjeoldat
tisztasagat pedig Coomassie Brilliant Blue festéssel ellenériztiik.

Protein foszfatiz aktivitas meghatarozasa

A Flag-LIMK2v1 hatasat a PP1 aktivitasara nativ PPlc alkalmazéasaval
hataroztuk meg, amelyhez 3?P-al jelolt miozin kénnytilancot (32P-MLC20)
hasznaltunk szubsztratként. A PP1c-t 0,1% BSA-t tartalmazé TM pufferrel [20
mM Tris—HCI (pH 7,4), 0,1% 2-merkaptoetanol] higitottuk, majd 0-200 nM
foszforilalatlan vagy tiofoszforilalt Flag-LIMK2vl1-el inkubaltuk 10 percig
30°C-on. A reakciot a szubsztrat hozzaadasaval inditottuk, 10 percig inkubaltuk,
majd 200 pul 10% TCA és 200 pl 6 mg/ml BSA hozzaadasaval allitottuk le.

A PMA-val kezelt THP-1 sejtek foszfataz aktivitdsanak meghatarozasahoz
a sejteket TBS-EDTA pufferben (50 mM Tris—HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 0,1
mM EDTA) lizaltuk, majd folyékony nitrogénben torténd fagyasztast és
szonikalast kdvetden a lizatumot centrifugaltuk (16 000 g, 10 perc, 4°C). A
feliiluszobol 10 pl-eket hasznaltunk, amit 10 ul TM pufferrel egészitettiink ki.
A defoszforilaciot 15-30 mésodpercig végeztiik és a kihasitott %P
radioaktivitasat a kicsapodott fehérjék centrifugalassal torténé elvalasztasa utan
szcintillacids szamlaloban hataroztuk meg.

Immunfluoreszcencia

A THP-1 sejteket kollagénnel kezelt (5 pg/cm? kollagén, 1 6ra) Cell Carrier
Ultra iiveg alji 96-lyukt lemezre raktuk ki és 24 ora elteltével 3,7 %
paraformaldehid oldattal 15 percig fixaltuk, majd 0,1 % Triton X-100-at
tartalmazo6 PBS oldattal 10 percig permeabilizaltuk. A blokkolast 1 % BSA/PBS
oldattal egy oran at, szobahdn végeztiik. Az elsddleges antitestet 0,1 %
BSA/PBS oldatban higitottuk 1:100 aranyban, melyben a sejteket egy éjszakan
at 4 °C-on inkubaltuk. Az 1:200 aranyban higitott Alexa 488-konjugalt anti-
nyul-1gG-vel t6rténd 90 perc inkubalast kovetéen a sejtmagokat 2,5 pg/ml
DAPI-val 2 percig festettiik. A konfokalis képeket Opera Phenix High Content
Screening késziilékkel, 40x nagyitasti vizes objektiv lencsével (NA 1,1)
készitettiik a sejtmag fokuszsikjaban.
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Eletképesség vizsgilata Alamar Blue teszttel

A THP-1 sejteket 96-1yuki lemezen 5x108/ml sejtkoncentracioban kezeltiik.
A DNR-t tobbféle szubletdlis koncentracioban alkalmaztuk (0-200 ng/ml)
onmagaban vagy 5 uM EGCG eldkezeléssel kombinalva 24 o6ran keresztiil.
Ezutan a médiumhoz Alamar Blue reagenst adtunk 20 uM végkoncentracidban,
2 6ran at inkubaltunk, majd a fluoreszcenciat 560/590 nm-en mértilk Tecan
Spark Multimode Plate Reader (Thermo Fischer Scientific) késziilékkel.

A sejtek letapadasanak vizsgalata szulforodamin B (SRB) teszttel és
elektromos sejt-szubsztrat impedancia érzékelés (ECIS) méréssel

A differencialodé makrofagok letapadasanak mértékét szulforodamin B
(SRB) esszével vizsgaltuk. THP-1 monocitdkat 100 nM PMA-val
differencialtattunk 6nmagaban, 10 uM H1152 vagy 20 uM EGCG el6kezeléssel
kombinalva, majd 24, 48, ill. 72 6ra mulva a médiumot a le nem tapadt sejtekkel
egyiitt eltavolitottuk és a sejtekhez 10 % (v/V) jéghideg triklorecetsavat (TCA)
adtunk. A kicsapodott fehérjéket 0,4 % (m/v) SRB-t tartalmazo 1 %-0s ecetsav
oldattal 10 percig festettiik, végiill 10 mM Tris bazissal szolubilizaltuk. Az
abszorbancia értékeket 515 nm hullimhosszon mértiik Tecan Spark Multimode
Plate Reader segitségével.

A differencialodo sejtek letapadasanak ersségét ECIS késziilékkel (Applied
Biophysics) vizsgaltuk. A sejteket 24-lyuktl lemezen az elézé bekezdésben
leirtak szerint kezeltilk, majd a PMA indukciét kovetéen a sejteket azonnal
8WIOE ECIS 8 elektrodas tenyésztdedénybe pipettaztuk. A letapadast a
rezisztencia valoés idejli, percenkénti mérésével kovettik nyomon 72 dran
keresztiil, 4000 Hz frekvenciaju elektromos impulzust alkalmazva.

Statisztikai analizisek

A statisztikai analizist és a diagramokat GraphPad Prism 8 program
segitségével készitettiik. Az adatok elemzése Student-féle t-teszttel vagy kétutas
ANOVA médszerrel tortént, post hoc Sidak-, Tukey- vagy Dunnett-tesztekkel.
Az oszlopok legalabb harom fiiggetlen mérés atlagat, a hibasavok az adatok
szOrasat mutatjak.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A LIMK2v1 foszfatazgatlé szerepének vizsgalata

A LIM kindzok szamos sejtfunkcié szabdlyozasaban vehetnek részt, mint
példaul a sejtmotilitds, sejtosztddas, differenciacid, apoptozis vagy
tumorigenezis. A LIMK2 harom izoforméjanak funkcionalis kiillonbségeirdl
meglehetdsen keveset tudunk, egyes adatok azonban arra utalnak, hogy az
emlitett izoformak valdszintileg nem teljesen atfedd funkciodkkal rendelkeznek,
mivel mind szdveti, mind szubcellularis elé6fordulasuk eltér, valamint egyes
fejlodési stadiumokban is eltéré mértékben expresszalddnak. Munkank soran a
legkevésbé ismert LIMK2v1 izoformat vizsgaltuk, amely szerkezetét tekintve a
C-terminalis PP1-g4tlo szekvencia jelenlétében kiilonbozik a tobbi izoformatol.

A Flag-LIMKvV1 in vitro foszforilaciojanak vizsgalata soran azt tapasztaltuk,
hogy mind a protein kinaz C (PKC), mind a ROCK enzimek foszforilaljak a
fehérjét a CPI-17-szerli foszforilacios szekvenciajan, a Thr596 oldallancon.
Ismert, hogy a ROCK képes a LIMK2 mindharom izoformajat foszforilalni,
LIMK2a esetén a Thr505, LIMK2b és LIMK2vl esetén a Thr484
oldallancokon, azonban a ROCK szerepérdl a Thr596 oldallanc
foszforilacigjaban ezidaig egyetlen tanulmany sem szamolt be. Azt is leirtak
mar, hogy a PKC a LIMK2a-t foszforilalni képes, azonban a LIMK2v1l
foszforilacigjaban betoltott szerepét ezidaig nem vizsgaltak. A LIMK2v1
foszforilacidja €16 sejtekben is lejatszodik, ugyanis foszfatazgatlo CLA kezelés
hatasara megnovekedett a tsA201 sejteben overexpresszalt Flag-LIMK2v1l
fehérje Thr596 oldallancanak foszforilacioja. A PKC inhibitorok
elhanyagolhaté mértékben (GF10923x és G66983), mig a ROCK inhibitor
H1152-vel végzett elokezelés jelentésen csokkentette a Thr596 oldallanc CLA
jelenlétében megfigyelheté emelkedett foszforilacidjat. A LIMK2v1 Thr596
oldallanc szerepének vizsgalata céljabol nem foszforilalhaté (Thr596A) és
foszforilaciot mimikalo (Thr5S96E) mutansokat hoztunk 1étre. Ezen mutansokkal
végzett immunprecipitacios kisérleteink azt mutatjak, hogy a vad tipust Flag-
LIMK2vl CLA jelenlétében detektalhaté foszforilacidja a Thr596A mutans
fehérje esetén elmarad, ami igazolja, hogy a foszforilacié ezen az oldallancon
kovetkezik be. A Thr5S96E mutins fehérje kismértékben keresztreakciot
mutatott az alkalmazott anti-CPI-17°T3® antitesttel. A LIMK2v1 foszfatazgatld
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hatasadnak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy kismértékben a foszforilalatlan
fehérje is csokkentette a PPlc foszfataz aktivitasat 100-200 nM
koncentraciotartomanyban, mig a tiofoszforilalt Flag-LIMK2vl mar 10 nM
koncentracioban hasonldé mértékli foszfatazgatlo hatast fejtett ki, mig 200 nM
koncentracioban alkalmazva mar 10%-ra csokkentette a PP1c aktivitasat. Ezek
az adatok arra utalnak, hogy a LIMK2vl foszfatazgatlo hatasa a CPI-17
fehérjecsalad tagjaihoz hasonldan foszforilacio révén jelentdsen megnovekszik.

Napjainkban egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a LIMK2 szerepet
jatszhat a daganatkialakulas és attétképz6dés folyamataban, mindezek pedig azt
sugalljak, hogy a LIMK2v1 a protein foszfatazok gatl6 hatdst szabalyozojaként
a daganatok kezelésének Uj terapias célpontjaként szolgalhat.

A MP szerepe THP-1 sejtek kemoszenzitivitisanak szabalyozasaban

A daganatterapia egyik legjelentésebb problémaja a daganatos sejtek
kemorezisztenciajanak kialakulasa. Munkacsoportunk THP-1 sejtekben
korabban mar kimutatta, hogy a DNR-indukalt sejthalal a foszfatazok
aktivalasaval jar egyiitt, a foszfatazok gatlasa pedig csokkentette a sejtek DNR-
el szembeni érzékenységét, amely a MYPT1 Thr696 és a pRb Thr826
oldallancanak emelkedett foszforilacidjaval jart egyiitt. Mindezek arra utalnak,
hogy a MP aktivalasa révén lehetség nyilhat a leukémias sejtek kemoterapias
agensekkel szembeni érzékenységének fokozasara. A MP kozvetlen
aktivalasara alkalmas agonista nem all rendelkezésre, azonban ismert, hogy az
EGCG kotddése a 67 kDa laminin receptorhoz (67LR) a MYPT1 Thr696 gatlo
foszforilaciés helyének defoszforilacidjat, ezaltal a MP holoenzim aktivalasat
eredményezi. Keveset tudunk azonban arrdl, hogy az antiproliferativ hatassal
rendelkezé EGCG altal kivaltott foszfataz-aktivaciéo hogyan jarul hozza annak
sejtnovekedést gatld hatashoz. A MP 67LR/PKA/PP2A ttvonalon keresztiili
EGCG révén torténd aktivalasa lehetOséget nyujthat ezen funkciok
megismerésére, ezért megvizsgaltuk e jelatviteli utvonal komponenseinek
jelenlétét és a receptor lokalizaciojat THP-1 sejtekben. Eredményeink azt
mutatjak, hogy az EGCG/67LR/PKA/PP2A fttvonal komponensei THP-1
sejtekben mind jelen vannak, a receptor pedig foként a citoplazmaban és a
plazmamembran régioban lokalizalédik, ami arra utal, hogy a leukémia eredetii
THP-1 sejtek kezelése EGCG-vel kivalthatta a MP aktivalasdt az
EGCG/67LR/PKA/PP2A jelatviteli itvonalon keresztiil.
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Az EGCG elOkezeléssel kombinalt DNR-indukalta citotoxicitas 25, 50, ill.
100 ng/ml DNR koncentracioknal szignifikdnsan megndvekedett, ami arra utal,
hogy az EGCG fokozta a THP-1 sejtek DNR kezeléssel szembeni
érzékenységét. A sejtproliferacios markerként hasznalt proliferalé sejtmagi
antigén (PCNA) nevii fehérje expresszidjanak analizise soran szintén azt
talaltuk, hogy legjelentésebb mértékben a kombinalt kezelés esetén csokkent a
PCNA expresszidja, ami arra utal, hogy a kombinalt kezelés erételjesebb
proliferacié gatld hatassal bir, mint a két szer kiilon-kiilon alkalmazva. Ismert,
hogy a DNR kezelés THP-1 sejtekben apoptozist indukal, ezért a fenti
kezeléseknek alavetett THP-1 sejtekben megvizsgaltuk a PARP fehérje
hasadasanak mértékét, mint apoptozis markert. A kombinalt kezelést kovetden
szignifikansan emelkedett mértékii PARP hasadas volt megfigyelhet6 a két szer
kiilén-kiilon torténd alkalmazasaval szemben, ami arra utal, hogy az EGCG
szignifikansan noveli a DNR altal indukalt apoptdzis mértékét THP-1 sejtekben.

Az EGCG kezelés onmagaban nem volt jelentés hatassal a sejtek
¢életképességére a hossza tavu inkubacidk soran (24-48 ora), azonban 4 ora
elteltével jelentésen csokkentette a MYPT1 Thr696 szintjét, csakugy, mint az
onmagaban alkalmazott DNR kezelés. A MP tumorszupresszor szubsztratjai
foszforilacidjanak vizsgalata soran kimutattuk, hogy az EGCG o6nmagaban
kismértékben, mig a DNR jelentdsen csokkentette a pRb Thr826 oldallancanak
foszforilacigjat. A kombinalt kezelés hatdsara azonban markansabb
defoszforilaciot figyeltink meg mind a MYPT1 Thr696, mind a pRb Thr826
oldallancok vonatkozasidban. Az EGCG jelenlétében megfigyelt MP aktivacid
magyarazhatja a pRb Thr826 oldallanc foszforilacidjanak csokkenését, ami
részben magyarazatot adhat a kombinalt kezelés hatasara bekovetkezd fokozott
mértéki sejthalalra. A MP altal defoszforilalt merlin Ser518 foszforilacios
szintjét onmagaban sem az EGCG, sem a DNR nem befolyasolta jelentdsen,
azonban a két szer egyiittes jelenlétében jelentds mértékii (bar statisztikailag
nem szignifikans) foszforilacié csokkenés volt kimutathatd, amely a fehérje
Hippo jelatviteli utvonalon keresztiil zajlo sejtndvekedést gatldé funkcidjahoz
sziikséges. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az EGCG a MP aktivitasanak
fokozasa révén a pRb és merlin fehérjék defoszforilacidjat okozza, és ezen
keresztiil felerdsitheti azok tumorszupresszor funkcidit. Ezek a folyamatok
megmagyarazhatjak, hogyan képes az EGCG a THP-1 sejtek DNR-el szembeni
érzékenyitésére.
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A miozin foszfataz szabalyozo6 szerepe a makrofag differenciacioban

A PP1 és PP2A enzimek szamos fehérje defoszforilacidja révén fontos
szerepet jatszanak a sejtek jelatviteli utvonalainak szabalyozasaban, a makrofag
differenciacio folyamataban betoltott szerepiikrdl viszont meglehetdsen kevés
informacioval rendelkeziink. A PP1 és PP2A makrofag differenciacié soran
bekdvetkez6 aktivitasvaltozasanak vizsgalata céljabol PMA stimulalt THP-1
sejtek in vitro foszfatazaktivitasat foszforilalt MLC20 szubsztrat alkalmazasaval
mértik meg. Azt tapasztaltuk, hogy a kezeletlen THP-1 sejtek
foszfatazaktivitasa az id6 elérehaladtaval csokkent, azonban a PMA-val kezelt
sejtek foszfatazaktivitasanak csokkenése még kifejezettebb volt, ami 48 ora
differenciaciot kovetden minddssze 42 % maradék aktivitdst eredményezett.
a PP1 és/vagy PP2A enzimek gatlasaval jarhat egyiitt. Nemrégiben kimutattak,
hogy a PMA-indukalt makrofag differenciacié a MP foszforilaciojat katalizalo
ROCK aktivacidjat igényli, amely a specifikus szubsztratok (MLC20,
ezrin/radixin/moezin, adducin) foszforilaciojan keresztiil részt vesz a
citoszkeletalis folyamatok szabalyozasaban. E fehérjék foszforilacids szintjét
kooperativ moédon elsésorban a ROCK és a MP szabalyozza, azonban a MP
lehetséges szerepe a differenciacio folyamataban jelenleg még nem tisztazott. A
MP Kkatalitikus és regulator alegységeinek expresszidjat, illetve a regulator
alegység foszforilacidjanak mértékét THP-1 sejtek PMA, illetve D3 vitamin
(VDs)-indukalt differenciacioja soran vizsgaltuk és azt talaltuk, hogy sem a
PP1cd katalitikus, sem a MYPT1 regulator alegység expresszidja nem valtozott,
azonban szignifikans ndvekedést tapasztaltunk a szabalyozo alegység gatld
foszforilacios helyeinek foszforilaciojat tekintve, ami arra utal, hogy a PMA-
indukalt makrofag differenciaciohoz a ROCK aktivalasa mellett a MP egyidejii
gatlasa is sziikséges. Az MLC20 altal kozvetitett aktomiozin atrendezddés a
monocitak makrofagokka torténd differencidlodasahoz alapvetd fontossagiinak
tiinik. Ezzel 6sszhangban a MLC20 foszforilaciojanak szignifikans emelkedését
figyeltiik meg PMA-stimulacio hatasara THP-1 sejtekben. A MP farmakoldgiai
aktivalasanak a makrofag differenciaciora kifejtett hatasat a ROCK inhibitor
H1152-vel, valamint a MP aktivalasara képes EGCG eldkezelés segitségével
vizsgaltuk. A H1152, valamint az EGCG alkalmazisa a PMA-stimuléaciot
megelézden szignifikansan csokkentette mind a MYPT1 gatlo foszforilacios
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helyeinek, mind az MLC20 Serl9 oldallancanak foszforilaciojat, valamint a
monocitak differencialodasi képességét, amelyet a makrofag differenciacios
markerként alkalmazott CD11b alacsonyabb expresszios szintje, a proliferacio-
gatlas mérséklodése és a sejtek csokkent letapadasi képessége egyarant jol
jelzett.

PMA-differencialt makrofagokban kimutattak, hogy az EGCG a 67LR-on
keresztiil csokkenti a matrix metalloproteinazok expressziojat, ami az
ateroszklerotikus plakkok stabilizalasdhoz vezethet. Ahogyan az sajat
vizsgalatainkbol kideriilt, a THP-1 sejtek PMA-stimulaciot megel6z6 EGCG
illetve H1152 kezelése jelentésen csokkentette a MYPT1 gatlo helyeinek
foszforilacigjat, aktivalva ezzel a MP holoenzimet, illetve csokkentette a
MLC20 Serl9 oldallancanak foszforilacidjat. Figyelembe véve a MLC20
foszforilacids allapotanak makrofag differenciacidban bet6ltott fontos szerepét,
eredményeink a MP aktivalas anti-ateroszklerotikus hatasait illetden hasznos 1j
informaciokkal szolgalhatnak.
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OSSZEFOGLALAS

1. A LIMK2v1 fehérje foszfatazgatld szerepének tanulmanyozasa soran
azonositottuk a Thr596 oldallancot, amelyet in vitro enzimreakciokban mind a
protein kinaz C (PKC), mind a Rho-A asszocialt kindz (ROCK) foszforilaltak,
mig sejtes rendszerben a ROCK szerepét azonositottuk. A foszforilalt LIMK2vl
esetén jelentdsen emelkedett PP1c-gatlo hatast mértink a foszforilalatlan
fehérj¢hez képest, ami aldtdmasztja hipotézisiinket, miszerint a CPI-17
fehérjecsalad tagjaihoz hasonldéan a LIMK2v1 foszforilacidja is sziikséges az
enzim hatékony foszfatizgatld funkciojanak kifejez6déséhez.

2. Kimutattuk, hogy leukémias THP-1 sejtek daunorubicinnel szembeni
érzékenysége a miozin foszfataz (MP) EGCG-vel torténd aktivalasa révén
fokozott apoptozisaval. A  MYPT1 Thr696 oldallancanak csokkent
foszforilacidja mellett, ami a holoenzim aktiv allapotara utal, megfigyeltiik a
MP tumorszupresszor szubsztratjainak, a retinoblasztoma (pRb) és merlin
fehérjék foszforilacidjanak csokkenését, ami a sejtciklus  gatlasat
eredményezheti és magyarazatot adhat a sejtek életképességének csokkenésére.

.....

megfigyeltiik a PP1 és PP2A enzimek csokkent aktivitasat, emellett a MYPT1
regulator alegység gatld helyeinek emelkedett foszforilacidjat mutattuk ki,
amely a MP holoenzim gatolt allapotara utal. A MP gatlasat VDs-indukalt
makrofag differenciacido soran is megfigyeltik. A ROCK gatlasa és a MP
aktivalasa az EGCG révén a 67LR/PKA/PP2A utvonalon keresztil a
differenciacios markerként hasznalt CD11b fehérje csokkent expresszidjaban
nyilvanult meg és egyiitt jart a sejtek letapadasi képességének csdokkenésével,
ami a PMA-indukalt makrofag differenciacié nélkiilozhetetlen velejaroja.
Mindemellett a MP szubsztratja, a MLC20 Serl9 oldallancanak PMA-indukalt
foszforilacioja is jelentds csokkenést mutatott a ROCK inhibitor illetve EGCG
jelenlétében, ami az aktomiozin komplex szabalyozasa révén szerepet jatszhat a
differenciaciéo folyamatdban. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a makrofag
differenciacio végbemeneteléhez kulcsfontossagh lehet a MP gatlasa.
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