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BEVEZETES

A fehérjék kovalens modositasa szerin (Ser), treonin (Thr) és tirozin (Tyr) oldallancok
reverzibilis foszforilacigjaval a sejtfolyamatok szabalyozasanak egyik fontos mechanizmusa.
Egy fehérje foszforilacids szintjét a foszfat-csoport beépiilését katalizal6 protein kindzok és a
defoszforilaciot végzo foszfatdzok aktivitdsanak ardnya szabja meg. Az emlds sejteket alkotd
fehérjék  legalabb  egyharmada  foszforildlhatd,  Osszehangolt  foszforildci6juk-
defoszforilaci6juk sokféle kindz és foszfatdz szabdlyozott mitkodését igényli. A human genom
kozel 500 protein kinazt kédol, amelyek kétharmada szerin/treonin oldalldncokat foszforilal,
ugyanakkor a protein foszfatdzok csalddja csak mintegy 150 tagot szamlal, koziiliik 40-nél is
kevesebb a szerin/treonin specifikus enzimek szdma (Cohen, 2002). Ennek ellenére a
foszfatdzok szerepe a fehérjék foszforilacids szintjének kialakitdsdban a protein kindzokéval
egyenértékli. A viltozatos szerkezetli és viszonylag szelektiv szubsztritspecificitdsi protein
kindzokkal szemben a protein foszfatiz katalitikus alegységek szerkezete nagymértékben
hasonl6 és tugy tinik, hogy a hozzdjuk kapcsolédé regulator alegységek biztositjak
specificitasukat a kiilonboz6 bioldgiai funkcidik szabalyozasaban.

A foszfo-Ser/Thr specifikus foszfatdzok koziil kitiintetett szerepe van a protein foszfatdz-1
(PP1) és -2A (PP2A) enzimeknek, amelyek minden eddig vizsgdlt eukariéta sejtben jelen
vannak, és egyes becslések szerint az Osszes foszfo-Ser/Thr specifikus fehérje
defoszforilaci6jaért mintegy 90 %-ban lehetnek feleldsek (Fernandez és mtsai., 2002). E két
enzimtipus 4ltaldnos szerkezetére jellemzd, hogy 36-38 kDa Kkatalitikus alegységbdl és

regulator alegység(ek)bol allnak (/. dbra).
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1.4bra Protein foszfataz-1 és -2A enzimek altalanos szerkezete: az alegységek szerepe
az enzimek szabalyozasaban



A katalitikus alegység aktivitasanak szabdlyozasdban a sejtekben is eléforduld fehérje
inhibitorok, ill. a katalitikus alegységekhez kot6do kismolekuldji effektorok jatszanak
szerepet. Ezek koziil kiemelhetok a természetes eredetii membranpermeabilis foszfatazgatld
toxinok (okadéansav, kalikulin-A, mikrocisztin, tautomicin, kantaridin szarmazékok), amelyek
alkalmasak a PP1 és PP2A sejtekben betoltott funkcidinak vizsgalatara, tovabba a kiilonbdzd
tipusu foszfatazok szerepének részleges elkiilonitésére is. A PP1 és PP2A toxinokkal torténd
blokkolésa a sejt morfoldgiai megvaltozasat, koros sejttranszformaciét és bizonyos sejttipusok
esetén sejthaldlt is okozhat. Ezek az eredmények a PP1 és PP2A sejtmiikddésben betoltott
alapvetd fizioldgiai szerepére utalnak, azonban specifikus szerepiik még nem minden
tekintetben tisztazott.

A PP1 és PP2A regulator alegységek a katalitikus alegységeket (PP1c és PP2Ac) a sejt
kiilonb6z6 szubcelluldris frakcidihoz irdnyitjdk adapter és/vagy szubsztratfehérjékhez torténd
kotodésiik altal. A regulator alegység kotddése a szubsztrathoz elésegitheti a katalitikus
alegységnek a katalitikus mechanizmus szempontjabdl kedvezd poziciondlasit, azaz
szabalyozza az enzim szubsztratspecificitisit is. Ezen kivill a reguldtor alegység
foszforilacidjanak szerepe lehet a katalitikus aktivitis szabdlyozasdban (gétlas vagy aktivalas)
is. A reguldtor alegységek ezen vdltozatos szabdlyoz6 funkcidi azonban még nem minden
részletében ismertek.

A fenti kérdésfelvetések tiikrében jelen munkdnk f6 célkitiizése az volt, hogy a PPl
szabdlyozdsi lehetdségeit jellemezziik, egyrészt a PPlc-hez kotddo effektorokkal, mdsrészt a
reguldtor alegység foszforildcios lehetéségeinek feltdrdsdval. Ez utdbbi célkitiizéshez a
miozin foszfatiz (MP) PPlc-b6l és 110-130 kDa molekulatomegii miozinhoz is kotédd
alegységébdl (MYPT1) all6 holoenzimét hasznéltuk modellként. Kimutattuk, hogy a MP
aktivitasit a MYPT]1 alegység két kiilonb6z6 helyének Rho-kindz (ROK) éltali foszforilacidja
is gatolhatja. Tanulmanyoztuk tovdbb4d a kalikulin-A (CL-A) hatdsat daganatos sejtek
életképességére, valamint a kemoterdpids szerek apoptdzist indukdld hatdsara. Ez utdbbi
folyamatban bizonyitottuk a retinoblasztoma fehérje (pRb) foszforilacidjdnak a szerepét,
valamint azonositottuk a MP-t, mint a foszfo-pRb defoszforildcigjaért felelos egyik fo
cellularis foszfatzt. Jellemeztilk a természetes zold tea polifenolok f6 komponensének
tekinthetd epigallokatekin-3-gallait (EGCG) és a tanninok f6 alkotérészének, a penta-O-
galloil-D-gliikkéznak (PGG) PPlc-re kifejtett gatlé hatasat, a kolcsonhatds kinetikai és

szerkezeti jellemzoit, valamint a vegyiiletek szerepét a daganatos sejtek életképességében.



IRODALMI ATTEKINTES
Protein foszfataz-1 holoenzimek szerkezete és szabalyozasa

A Ser/Thr specifikus protein foszfatizok csoportositdsa

A szerin/treonin specifikus foszfatdzok biokémiai tulajdonsagaik (gétlé fehérjék és
toxinok eltéré hatdsa, szubsztratspecificitds, fémion-fiiggdség, stb.) alapjan osztilyozhatok.
Ezek szerint protein foszfatiz-1 (PP1) és -2 (PP2) tipusokat kiilonithetiink el. A két tipus
kozotti dontd eltérés, hogy a PP1 enzimek aktivitdsit inhibitor fehérjék (inhibitor-1 és
inhibitor-2), valamint a heparin gatoljak, mig a PP2 enzimek aktivitdsira ezek az effektorok
hatdstalanok (Ingebritsen €s Cohen, 1983). A PP2 enzimek altipusai az aktivitishoz extra
fémion jelenlétét nem igénylé PP2A, a Ca**-kalmodulin-fiiggd PP2B (kalcineurin), és a Mg**-
fliggé PP2C. Az okaddnsav nem befolydsolja a PP2C aktivitdsat, csak nagy koncentraciéban
gétolja a PP2B-t (ICso = 5 uM), viszont hatékony, de eltérd gatl6 hatést fejt ki a PP2A-ra (ICs
=0,2nM) és a PP1-re (IC5y = 20 nM).

Vizsgalataink a protein foszfatdz-1 enzimre és annak szabdlyozdsara irdnyultak, ezért a
tovabbiakban elsésorban a PP1-re és PP1-kotd fehérjékre vonatkozé irodalmi eredményeket

ismertetem.

Protein foszfatdz-1 katalitikus alegység

A protein foszfatdaz-1 katalitikus alegység (PP1c) (36-38 kDa) valamennyi eukaridta
szervezetben és eddig vizsgalt sejttipusban expresszdlodik. Az egyik legkonzervaltabb
eukariéta fehérje. Emlosokben harom PP1 gén taldlhat, amelyek a PPla, PPly és PP1B/d
izoformdkat koédoljak. A PPly két, alternativ RNS-szerkesztéssel (,,splicing”) keletkez6
varidnsa a PPly, és a PPly,. A tesztisz-specifikus PPly, kivételével valamennyi emlds
izoforma éltaldnosan expresszalddik, de sejten beliili lokalizacidjuk eltérd (Andreassen és
mtsai., 1998). Az izoformdk nagyfoku szekvencia hasonlésdgot (~90%) mutatnak, €s in vitro
nem kiilonboztethetok meg szubsztratspecificitisuk vagy regulator alegységekkel vald
kolcsonhatdsuk alapjan (Zhang és mtsai., 1993). A katalitikus alegység dnmagaban szdmos
fehérje defoszforilacidjat képes katalizdlni. A sejtben azonban a PPlc-hez egy vagy tobb
regulator alegység kapcsolddik, amelyek mddositjdk az igy kialakulé holoenzim aktivitasat,
és a katalitikus alegységet a célfehérjéhez iranyitjadk. Bar a PPlc aktivitdsat Thr320
oldalldncanak sejtciklus-fiiggd foszforilacidja is géitolhatja (Kwon és mitsai., 1997), a PP1

holoenzimek szabalyozasa els6sorban a regulator alegységeken keresztiil valésul meg.



A PPlc kristdlyszerkezetét a mikrocisztin inhibitorral (Goldberg és mtsai., 1995), a
foszfatanalég wolframattal (WO,>) (Egloff és mtsai., 1995), a glikogén-kits alegység rovid
peptidszakaszaval (Egloff és mtsai., 1997), okadansavval (Maynes és mtsai., 2001) és
kalikulin-A-val (Kita és mtsai., 2002), valamint a MYPT1 szabdlyz6 alegység N-termindlis
peptidjével (Terrak és mtsai., 2004) egyiitt kristdlyositva hatdroztdk meg. A PPlc N- és C-
szubdoménokra tagolhatd. Az N-szubdomén kompakt szerkezetet alkot, és magaban foglalja
az enzimaktivitds szabdlyozdsdban szerepet jatsz6 aktiv centrumot. Az aktiv centrum két
fémiont, feltételezhetéen Fe’*- és Zn’'-ionokat koordinal, amelyek egy szerkezeti
vizmolekula aktivdldsa réven eldsegitik a szubsztritmolekula foszfo-Ser/Thr oldallancénak
hidrolizisét. Az aktiv centrum az N-domén Y-alakd katalitikus drkdnak eldgazdsdban
helyezkedik el. A katalitikus drok harom 4ga, a C-termindlis, a hidroféb- illetve a savas-arok

koziil az utobbi kettdnek van jelentdsége a szubsztratok kotédésében.

PP1 gdtldasa természetes toxinokkal

A PPIc katalitikus aktivitdsat a természetben el6forduld és kiilonbozd organizmusok
altal termelt membranpermedbilis toxinok is gatolhatjak. Ilyen toxin a mikrocisztin-LR (MC-
LR), egy ciklikus heptapeptid, amely részben a két fémion altal kotott vizmolekulaval 1ép
kapcsolatba, valamint a hidroféb arokba kotddve lefedi a katalitikus centrum egy részét, ezzel
gatolja a foszfo-szubsztrat kotodését €s hidrolizisét. A kialakuld gatlds irreverzibilis, ugyanis
a mikrocisztin kovalens kapcsolatot 1étesit a katalitikus alegység Cys-273 oldallancaval
(Goldberg és mtsai., 1995). A poliéter zsirsav okaddnsav (OA) szintén a hidroféb arokkal 1ép
kolcsonhatdsba, és hidrogénkotést hoz 1étre a Tyr-272 oldalldnccal, valamint a katalitikus
centrum bazikus aminosavainak oldallancaival (Maynes és mtsai., 2001). A kalikulin-A (CL-
A) foszfatcsoportjaval kapcsolddik a fémion-kotéhelyhez, €s szoros kolcsOnhatdst 1étesit a
hidroféb és a savas arkokkal (Kita és mtsai., 2002). Ezek a toxinok a PP1 mellett a PP2A
enzim aktivitasat is gatoljdk. A MC-LR mindkét enzimet azonos mértékben gatolja, mig az
OA és a CL-A egyarant hatékonyabb géitloszere a PP2A-nak. Ezzel szemben a tautomicin és
egyik szdrmazéka a tautomicetin a PP1 aktivitdsit hatékonyabban gétolja, mint a PP2A-t. A
toxinok szerkezete és a gatlasra jellemzo ICsy értékek a 2. dbrdn lathatok. Szelektiv gatld
hatdsuk miatt ezek az inhibitorok fontosak a PP1 és PP2A enzimek megkiilonboztetésében in

vitro, valamint €10 sejtben betdltott szerepiik vizsgélataiban is (Favre és mtsai., 1997).
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2. dbra Membranpermeabilis foszfatazgatlé toxinok szerkezete és gatlé hatasukra jellemzé I1Cs,
értékek

PPIc reguldtor alegységek

A PP1 katalitikus alegységek szubsztratspecificitasa szabad formdban széles és mas
tipusu foszfatazokkal is atfed. A sejtekben azonban a PP1c nem szabadon, hanem szabalyozé
alegységekkel holoenzimet alkotva fordul el6. Tébb mint 50 PPlc-kotd fehérje ismert
(http://pp1signature.pasteur.fr), amelyek katalitikus alegységre gyakorolt hatdsuk alapjdn az
ugynevezett ,célra irdnyité” fehérjék és aktivitist moddositd/gatlé fehérjék csoportjaba
sorolhatdak. A ,.célra irdnyit6” fehérjék a katalitikus alegységhez kapcsolddnak, és azt a
szubsztrat fehérjéhez vagy a szubsztritot tartalmazé szubcelluldris kompartmenthez

(glikogén, miozin, citoplazma, citoszkeleton, sejtmembrdn, sejtmag, centroszoma, riboszéma,
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mitokondrium) ,,rogzitik”, emellett gyakran befolyasoljdk a katalitikus alegység
szubsztratfehérje irdnti aktivitdsit. A reguldtor alegységek reverzibilis foszforilacidja,
altalaban masodlagos hirvivd molekuldk hatdsanak kozvetitése révén, befolydsolhatja a
katalitikus alegységgel tortén6 asszocidciéjat és az enzim aktivitasat is (Cohen, 2002).

A kolcsonhaté fehérjék szerkezete igen véltozatos, szekvencia hasonldsdg csak
izoformak esetén taldlhatd. A nagyfoku valtozatossag ellenére azonban altaldban megtaldlhaté
ezekben a fehérjékben egy rovid szekvenciamotivum (K/R-x;-V/I-x2-F/W, tovabbiakban
RVxF), amely specifikus kotddést biztosit a katalitikus alegységhez (Egloff és mtsai., 1997).
A PPlc-koté motivumot els6ként az inhibitor-1 fehérjében azonositottdk (Endo és mitsai.,
1996). A kotémotivum és a PP1c kozott kialakulé kapcsolat szerkezeti sajatossagaira a PPlc
és a Gy alegység kotdmotivumot tartalmazé peptidszakaszdval (13 aminosav) alkotott
komplexének rontgenkrisztallografiai analizise szolgéltatott adatokat. A kétdmotivum a PP1c-
vel a katalitikus centrumtdl tdvol es6 felszini hidroféb région keresztiil 1étesit kdlcsonhatast
(Egloff és mtsai., 1997). A kolcsonhatast erdsithetik a kdtdmotivumot megel6zd bazikus
aminosavak és a PPlc savas oldallancai kozott kialakulé kapcsolatok is. A PPlc-
kotomotivumot tartalmazd reguldtor alegységek esetén a motivum jelenléte esszencidlis a
kolcsonhatéds kialakuldsdban, amelyet mds, mésodlagos kotOhelyek is erdsithetnek (Téth és
mtsai., 2000b). A masodlagos kotéhelyeknek szerepe lehet a PPlc katalitikus aktivitdsanak
szabdlyozasdban is. Egyes kolcsonhatd fehérjék csak PP1c-kotéhellyel rendelkeznek, ezek a
fehérjék gyakran az enzim szubsztritjai is (Ceulemans és mtsai., 2002). Ilyen példaul a
retinoblasztoma fehérje (Durfee és mtsai., 1993), a NimA-fiiggd kindz 2 (Nek2) (Helps és
mtsai., 2000), az AKAP149 (Steen és mtsai., 2000) vagy a Bcl-2 (Ayllon és mtsai., 2001).

Az inhibitor fehérjék szabdlyozo szerepe

A foszfatdz inhibitor fehérjék legtobbszor viszonylag kis molekulatomegii (14-32
kDa), hdstabil fehérjék. Ezek nem a PPlc célra irdnyitdsdban vesznek részt, hanem a PPlc-
hez kotédve szabdlyozzdk annak aktivitdsiat. A citoszolikus inhibitor-1 (I-1) (Huang és
Glinsmann, 1976), a DARPP-32 (32 kDa dopamin és cAMP 4ltal szabalyozott foszfoprotein)
(Hemmings, Jr. és mtsai., 1984), valamint a CPI-17 (17 kDa PKC altal aktivalt inhibitor) (Eto
és mtsai., 1997) PP1c gitl6 hatdsat treonin oldallancukon torténd foszforilacid utan fejtik ki.
Az I-1 és DARPP-32 PKA (cAMP fiiggd protein kindz), mig a CPI-17 PKC (protein kindz C)
altal foszforildlhaté. Az inhibitor fehérjékben a foszforildlt treonin és a kornyezetében 1évo
aminosavak szubsztratanalégként viselkedve a PPlc katalitikus centruméanak kozelében

kotédnek és gitoljdk az enzim aktivitidsidt (Goldberg és mtsai., 1995). Az I-1 4ltaldnosan
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el6forduld fehérje, mig a DARPP-32 expresszidja elsOsorban az agyra jellemzo. A CPI-17 a
simaizomban és agyban fordul eld, és a miozin foszfatazra specifikus inhibitornak tekintik.
Az inhibitor-2 (I-2) az eddigiekkel ellentétben defoszforilalt allapotban gatolja a PPlc
aktivitisit (Huang és mtsai., 1976). Korabbi hipotézisek szerint a PPlc-I-2 komplex
citoszolikus PPlc raktarként funkciondlhat. Az I-2 segit a PPlc nativ térszerkezetének
kialakitdsaban, ezzel tehat dajkafehérje (chaperon) funkciodt is betolthet (Alessi és mitsai.,

1993; MacKintosh és mtsai., 1996).

A protein foszfataz-1 funkcioi

A véltozatos szerkezetli és funkcidju fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatdsok révén a
PP1 olyan folyamatokban jatszik kulcsszerepet, mint a sejtciklus, az anyagcsere, a
transzkripcid, a transzlacid, a sejtmotilitds, idegi folyamatok és a szaporodds szabalyozdsa. Az
irodalmi attekintés sziikos terjedelme miatt mindezek bemutatdsara nem keriilhet sor, ezért a
tovdbbiakban a kisérletekhez modellként szolgdlé miozin foszfatiz szerkezetét és

szabdlyozasi lehetOségeit ismertetem.

A PPI szerepe a simaizom 0sszehuzoddsban

A miozin defoszforilaciéjat a PP1 katalizdlja, a célrairdnyit funkciét a MYPT1 fehérje tolti
be. A miozin-II foszforiliciéja sokféle sejtfolyamatban jatszik kulcsszerepet, példaul a
simaizom €és nem-izom sejtek kontrakciéjdban, a sejtek motilitdsdban, adhézidjaban, a
citokinézisben, a citoszkeleton atrendezddésében és trombocitak aktivalasaban (Matsumura és
Hartshorne, 2007). A miozin-II az aktinnal asszocidl6d6 kontraktilis fehérje, amely két
miozin-II nehézlancbol (200-204 kDa) és a nehézlancokhoz kapcsoldédd két konnylilancbol
(17 kDa és 20 kDa) all. A miozin 20 kDa konnyiilancanak (MLC20) foszforilacidja az
aktomiozin komplex kontrakcidjat indukdlja, mig a defoszforilacié elernyedést (relaxaciot)
eredményez. A simaizom kontrakcié mechanizmusanak klasszikus elmélete szerint agonistak
hatdsdra vagy a membran depolarizaciGjaval novekszik az intracelluldris Ca** koncentraci6
([Ca*];), amely Ca**-kalmodulin (CaM) komplex kialakuldsit és CaM-fiiggd miozin
konnytilanc kindz (MLCK) aktivitisanak novekedését, és a miozin foszforilacids szintjének

21, csokkenésével elBtérbe keriil a

emelkedését okozva izomosszehizodast eredményez. A [Ca
miozin defoszforilacidja, amelynek révén az izom relaxdciéja kovetkezik be. E
mechanizmusban a miozin foszfatdzt sokdig allandé aktivitdsi enzimnek tekintették,
amelynek az aktivitdsidt a megnOvekedett miozin kindz aktivitds ellensilyozza. Azonban

kimutattdk, hogy a foszfatdz membranpermedbilis toxinokkal torténd gitldsa dnmagédban is
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izomkontrakciot €s miozin foszforilaciot indukal, alacsony [Ca2+]i és MLCK aktivitas mellett
is (Takai és mtsai., 1987). Ezek az eredmények a defoszforilacios folyamat szabdlyozasanak
fontossagara irdnyitottdk a figyelmet, valamint arra is utaltak, hogy a MLCK mellett maés,
Ca”*-tdl fiiggetlen kinazok is részt vehetnek a miozin foszforiliciéjdban. Alacsony [Ca®'];
mellett megvaldsulé miozin foszforildciét figyeltek meg GTPyS-el kezelt permeabilizélt
simaizmokban. A folyamat molekularis hatterét tanulmdnyozva kimutattdk, hogy a GTPYS a
GTP-kot6 RhoA fehérjét aktivélja, amely a RhoA aktivélt protein kindz (ROK) aktivitdsat
noveli. A ROK foszforildlja a miozint és a miozin foszfatiz MYPT1 alegységét (Somlyo és
Somlyo, 2003a). Ez utébbi foszforilacié a miozin foszfatdz gatlasat eredményezve segiti el6 a
miozin foszforilaciés szintjének novekedését. Az allandé (és viszonylag alacsony) [Ca™);
jelenlétében a foszfatdz gitlasaval parhuzamosan kifejlédoé kontrakcié és miozin foszforilacié
jelenségét Ca’*-szenzitizaciénak nevezik. Ezzel szemben a miozin foszfatdz aktivaldsa Ca®*-
deszenzitizdciét okoz. Ez a hatds gyakran a ciklikus nukleotidok (cAMP, cGMP)
intracelluldris szintjének nodvekedéséhez, illetve ezen hirvivok éltal aktivalt protein
kindzokhoz (PKA, PKG) kotott (Wu és mtsai., 1996; Lee és mtsai., 1997), de a mechanizmus
még nem minden részletében tisztdzott. A miozin foszfatizhoz kotheté szabalyozasi

folyamatok meggyorsitottdk ezen enzim szerkezetének feltarasat és jellemzését.
A miozin foszfataz szerkezete és szabalyozasa

A miozin foszfatdz holoenzim felépitése

A miozin foszfatdz holoenzim (MP) heterotrimer, egy 38 kDa protein foszfataz-1
katalitikus alegységb6l (PP1cd), egy 110-130 kDa miozinhoz is kotédé szabédlyozd
alegységbdl (MYPT1), valamint egy 20 kDa alegységbdl (M20) all (Alessi és mtsai., 1992).
Az M20 alegység funkcidja nem ismert. Az enzim milkkodésének irdnyitdsaban a MYPTI1
alegység tolti be a fo szerepet, mivel kolcsonhatést 1étesit a PP1co katalitikus alegység €s a
szubsztrat molekula kozott. Célrairanyitd funkciéjara utal a MYPT1 elnevezés is (myosin
phosphatase target subunit 1). Az irodalomban més elnevezések is hasznalatosak a MYPT1-

re, mint példaul M9, MBS (myosin binding subunit) és M130/133.

A MYPTI szerkezete

A MYPTI1 alegységeket elsoként csirke ziiza (Shimizu és mtsai., 1994) és patkany
aorta (Chen és mtsai., 1994) konyvtarbol klénoztak, és kimutattdk egy hosszabb (133 Da) és
egy rovidebb (110-130 kDa) izoforma létezését is. A kiilonboz6 MYPT1 izoformak
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ugyanarrdl a génrdl irédnak 4t, és a 12q15-q21.2 human kromoszéman taldlhaték. A kazetta-
tipusi RNS-szerkesztési varidnsok kozotti kiilonbségek a k6z€pso inzert (123 nukleotid, 512-
552 inzert) illetve a leucin cipzar jelenlétének vagy hidnydnak tulajdonithaték. A
részletesebben tanulmanyozott MYPT1 mellett ismertek mas MYPT izoformédk is, mint
példaul a MYPT2 (Fujioka és mtsai., 1998), valamint MYPT-hez hasonlé fehérjék, mint a
MBS85 (Tan és mtsai., 2001), a MYPT3 (Skinner és Saltiel, 2001) és a TIMAP (Cao és
mtsai., 2002).

A MYPTI jellegzetes része az N-termindlis végén (35-38 aminosavak) taldlhato
KVKF PPlc-kotomotivum és az ankirinszerii ismétlédéseket tartalmazéd szakasz (39-296).
Két sejtmagi lokalizdcids szigndl (NLS) is eléfordul a molekuldban, amelyek koziil az egyik
az N- (27-33), masik a C-termindlis (845-854) részen helyezkedik el. A MYPT1 fehérje
tovabbi elkiiloniild szakaszai a 326-372 aminosavak kozotti savas oldallancokban gazdag
régid, a 719-755 és a 814-848 aminosavak kozott taldlhaté ionos szakaszok, a Ser/Thr-ban
gazdag 770-793 aminosavak 4ltal bezart szakasz, valamint a molekula kozepén taldlhatd
inzert (512-553), amelynek jelenléte vagy hidnya az eltér6 molekulatomegii (130-133 kDa)
izoformékat eredményezi. A C-termindlis jellemz6 szakasza a leucin cipzar motivum (1006-

1030), amely azonban nem mindegyik izoformaban fordul el6 (3. dbra).

PP1c-kété domén (1-296) M20-k6ts domén
{¥34-10Ub)
PRics kézponti inzert M20
1 3438 206 326 372 719 785 814 848 1030
P-MLC20-kéts miozin-kéts domén (714-933)

domén (170-296)

foszfolipid-kéte domén (668-1030)

Rhe A-kété domén (930-1030)
PKG-koté domén (849-1030)

2. dbra A human MYPT1 izoforma szerkezete (Ito és mtsai., 2004)

A MYPTI kolcsonhatdsai, lokalizdcidja és vdltozatos szerepe a PP1 célrairdnyitdsdban

A MP szubsztrat és szabdlyzé fehérjéi a MYPT1 N- és C-terminalis régiéihoz egyarant
kapcsolddhatnak. A PPlc-vel kialakul6é kolcsonhatdsban a MYPT1 N-termindlis régidinak
van alapvetd szerepe, amelyek koziil elsddleges fontossdgi a PKVKF® kotémotivum. A
kotémotivum kapcsoléddsa tovabbi hidrom MYPT1 régié kotddését indukdlja, amelyek

stabilizaljgk a kolcsonhatdst. A PPlc-kotémotivum kotddését a MYPT1'#  régi6
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kapcsolodasa koveti, amely eldsegiti az ankirinszerli ismétlodéseket tartalmazo MYPT140-2%

illetve a savas régiét tartalmazé MYPT1**! kit3dését is (Téth és mtsai., 2000b). Ezen
kolcsonhatdsokat a MYPT1'™” fragmentumbdl és a PP1cd-b6l 4116 komplex kristlyositdsa
és rontgenszerkezeti vizsgalata is bizonyitotta (Terrak és mtsai., 2004). A MYPT1 2560 A?
felszinen érintkezik a PP1cd-val, és ez a kolcsonhatds a PP1cd Y-alaku katalitikus drkdnak
szerkezeti Ujrarendezodését is eredményezi. A MYPT1 1-22 peptidszakasza ugyanis ugy
kapcsolddik a PP1lc-hez, hogy az a katalitikus drok hidroféb szardnak meghosszabbitdsaval a

kialakult holoenzim katalitikus aktivitdsat ndvelni képes a miozin szubsztrét irdnt (4. dbra).

PP1c3 MYPT1129%

C-terminalis

C-terminalis =
arok b Savas

arok

3

#% f
*
>
Hidrofob N-terminalis

arok

C-terminalis (MYPT1 1

N-terminalis (MYPT1)

PP1¢c3-MYPT1 29
komplex

4. dbra A PP1cd-MYPT1"*’ komplex kristalyszerkezete

A foszforilalt miozinnal és a MLC20-szal valé kolcsOnhatasban az N-terminalis,
ankirinszer(i ismétlodések és a C-termindlis szerkezeti részek is szerepet jatszanak (Ichikawa
és mtsai., 1996a; Johnson és mtsai., 1997). Az adducin az ankirinszeri ismétlédésekhez
(Amano és mtsai., 2000), a moezin a molekula C-termindlis régiéihoz kotdédik (Amano és
mtsai., 2000). A MYPT1 C-termindlis régidja emellett foszfolipidekhez (Ito és mtsai., 1997)
és az M20 (Hirano és mtsai., 1997) alegységhez is kapcsolddik.
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A miozin foszfatdz szabdlyozdsa

A miozin foszfatdz szabdlyozdsaban az enzim aktivitdsat noveld (aktivalo), illetve az
aktivitast csokkentd folyamatok 1is szerepet jatszhatnak. A szabdlyozds lehetséges
mechanizmusai kozott szerepel a MP holoenzim teljes vagy részleges disszociicidja és/vagy
lokalizacidjanak megvéltozasa, a MYPT1 regulator alegység foszforilacidja, és kiillonb6z6

gatl6 fehérjékkel (példaul CPI-17) vald kolcsonhatas is.

A miozin foszfatdz szabdlyozdsa a MYPT1 foszforildcigja révén

Raf-1
PAK
mitozis specifikus %“éi“
kinazok PKA ILK PKA
PKG PKG
PKC l ZIPK
S694 TE9S £849 T85Us}86
e
:}\\?}
LI N .
gatlo foszforllacios i .y aiesrs
mit6zis-specifikus hely szabalyzo
foszforilacios hely foszforilacios hely

5. dbra A MYPT1 regulator alegység szabalyozasa

A MYPT1 nagyszdmu foszforildciés helyének foszforilicidja a MP aktivalasat és
gatlasat egyardnt eredményezheti (Hirano és mtsai., 2004). Eldszor a Thr695 (ziza
izoforméanak megfeleld szamozas) foszforilaci6janak a MP aktivitdsara kifejtett gatlo hatasat
mutattdk ki egy, a MP holoenzimmel asszocidlé kindz éltal (Ichikawa és mtsai., 1996b). A
Thr695 foszforilacidjat katalizal6 kinazként els6ként a Rho-kindzt (ROK) azonositottdk (Feng
és mtsai., 1999), késObb azonban kideriilt, hogy szdmos mds kindz, kozottik az ILK
(integrinekhez kapcsolddoé kindz) (Kiss és mtsai., 2002; Muranyi és mtsai., 2002), a ZIP kinaz
(leucin cipzar motivummal kolcsonhaté protein kinaz, 52-54 kDa) (Niiro és Ikebe, 2001), a
MYPT1-kindz (MacDonald és mtsai., 2001a), a p21-aktivalt protein kinaz (PAK) (Takizawa
és mtsai., 2002a), az MDPK (Murényi és mtsai., 2001), valamint a Raf-1 kinaz (Broustas és
mtsai., 2002) szintén képes a MYPT1 gitlé foszforilaciés helyét foszforildlni. Shin és
munkatdrsai a MYPT1 és PPlc disszocidcidjat figyelték meg simaizom sejtek PGFy4-val és
noradrenalinnal kivaltott kontrakcidja sordn (Shin és mtsai., 2002), amely egyiitt jart a
MYPT1 Thr695 oldallincdnak foszforilaci6jatol fiiggd membran-transzlokdcidjaval is.

Hasonl6 transzlokécids jelenségek HepG2 sejtek okadansavval torténd kezelése sordn is
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megfigyelhetok (Lontay és mtsai., 2005). E jelenség szerepe a MP szabalyozasiban azonban
részleteiben még nem tisztazott.

A ROK a MYPT1 Thr695 oldallanca mellett a Thr850 foszforil4cidjat is katalizalja. A
kezdeti vizsgalatok azt sugalltdk, hogy a Thr850-es foszforilacié a MYPT1 és miozin kozotti
kolcsonhatds gyengitése révén befolydsolja az enzim mitkddését (Velasco és mtsai., 2002). A
Thr850 foszforilacidénak az enzim aktivitdsara kifejtett hatasat azonban részleteiben még nem
tanulmanyoztak.

A PPlc-kotOmotivum szomszédsdgdban taldlhaté Thr34 oldallinc foszforildlodik a
protein kindz C (PKC) dltal, de a foszfatcsoport beépiilése nincs hatdssal a holoenzim
aktivitdsdra (To6th és mtsai., 2000a). A PKC a MYPT1-et az ankirinszeri ismétl6dd régidban
is foszforildlja. E mddositas kovetkeztében gyengiil a MP alegységei kozotti kdlcsonhatas,
valamint csokken a miozin szubsztrattal szembeni affinitas is (Téth és mtsai., 2000a).

A gatl6 hatdsok mellett a MYPT1 foszforilici6 az enzim aktivaldsat is
eredményezheti. Ciklikus nukleotid-fiiggd kindzok, a protein kindz A (PKA) vagy a protein
kindz G (PKG) a MYPT1 Ser691, Ser694 és Ser849 oldallancait foszforildljak (Wooldridge
és mtsai., 2004). A Ser694 a gatl6 foszforilacids hely (Thr695) szomszédsagaban taldlhato.
Foszforilacidja nincs kdzvetlen hatdssal a holoenzim aktivitdsdra (Nakamura és mtsai., 1999),
ugyanakkor megakadilyozza a MYPTI1 Thr695 oldallincanak ROK dltali tovabbi
foszforilacidjat (Wooldridge és mtsai., 2004), kivédve ezzel a MP gatlasat.

A MYPT1 centralis részét (Thr432, Thr435) mitdzis soran aktivalédd kinazok
foszforilaljak, és ez a foszforildcid a miozin irdnti affinitds novelésével képes a foszfatdz
aktivitast novelni (Totsukawa és mtsai., 1999).

A CPI-17 foszforilaci6 fliggd miozin foszfatdz gatlé fehérje (Eto és mtsai., 1995). A
CPI-17 Thr38 oldallincdnak foszforiliciéja PKC-vel mintegy ezerszeresére noveli
foszfatazgatlé képességét. A CPI-17 valamennyi PP1 holoenzim koéziil szelektiven gatolja a
miozin foszfatdz enzimkomplexet (Eto és mtsai., 2004). A foszforildlt inhibitor a PP1 aktiv
helyéhez kotddik, és stabil, inaktiv komplexet alakit ki a MYPT1-gyel asszocidlt katalitikus
alegységgel. A foszfo-CPI-17 mas reguldtor alegységet tartalmazd holoenzimekhez is
kapcsolddhat, ahol azonban defoszforildlédik és disszocidl a komplexbdl. A miozin
foszfatdzhoz valé kotddésében a CPI-17 kozépsé doménja jatszik szerepet, a miozin foszfataz
defoszforilal6 hatdsatdl az itt talalhaté Tyr41 oldallanc védi meg (Hayashi és mtsai., 2001).
Szamos kindz foszforildlhatja in vitro a CPI-17 Thr38 oldallancat, igy példaul a ROK
(Koyama és mtsai., 2000), a PKN (protein kindz N) (Hamaguchi és mtsai., 2000) (mindkettd
RhoA 4ltal aktivalédé kindz); a MYPT1-kindz (MacDonald és mtsai., 2001b), az ILK (Deng
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és mtsai., 2002), a PAK (p21-aktivalt kindz) (Takizawa és mtsai., 2002a), a PKA (Dubois és
mtsai., 2003) és PKG (Erdédi és mtsai., 2003). Megjegyzendd, hogy ezek a kinazok - a PKN,
a PKA és a PKG kivételével - a MYPT1-et is foszforildljdk a gétlé helyen (in vitro és/vagy in
Vivo).

A PP2A, PP2B és PP2C enzimek in vitro defoszforilaljak a foszfo-CPI-17-t, mig a
PP1-gyel a defoszforilacié nem jatszddik le (Takizawa és mtsai., 2002b). Kevés adat taldlhat6
az irodalomban a foszfo-MYPT1 defoszforildcidjara vonatkozéan. Feltételezhetéen a PP2A
felelos a Thr850 foszforilaciéos hely defoszforilacidjaért, de a Thr695 oldallanc

defoszforilaci6jaban kevésbé hatékony (Takizawa és mtsai., 2002b; Lontay és mtsai., 2005).

A miozin foszfatdz szabdlyozo hatdsa nem-izom sejtekben

A kezdeti feltételezésekkel ellentétben a MYPT1 nemcsak simaizom sejtekben, hanem
nem-izomsejtekben is, és csaknem a sejt valamennyi szubcelluldris frakciéjdban megtaldlhato.
Humén hepatokarcinéma (HepG2) sejtekben a MYPT1 legnagyobb mennyiségben a sejtmagi,
citoszkeletdlis és a mikroszoma-mitokondrium frakcidkban koncentrdlédik, de jelen van a
citoszolban és a plazmamembranban is (Lontay és mtsai., 2005). Sejt és szubcellularis szinten
a MYPT1 széleskorti és véltozatos lokalizacidjat észlelték az idegrendszerben is (Lontay és
mtsai., 2004). A MP sejtmagi funkci6javal kapcsolatban kimutattdk szerepét HDAC7T
defoszforilaci6jaban (Parra és mtsai., 2007). MYPT1-GFP transzfekcios kisérletek szintén a
MYPTI sejtmagi lokalizacidjara és ennek a sejtek életképességét csokkentd hatdsara utaltak
(Wu és mtsai., 2005). Osszességében tehit a MP viltozatos sejten beliili lokalizdcidja és
nagyszamu fehérjével valé kolcsonhatdsa azt bizonyitja, hogy a foszforildlt miozinon kiviil

mads szubsztratok defoszforilacidjaban is szerepet jatszhat.

A PPI és a MP lehetséges szerepe a sejtciklus szabdlyozdsdaban

A sejtmagban taldlhaté retinoblasztoma fehérje (pRb) a tumorszupresszor
retinoblasztoma gén terméke, a sejtciklus szabdlyozdsanak egyik kozponti eleme (Mittnacht,
2005). Gétolja a sejtek proliferdcidjat, funkcidjanak kiesése daganatok kialakuldsdhoz vezet.
Hatésit fehérje-fehérje kolcsonhatdsok révén fejti ki. Az E2F és mds transzkripcids
faktorokhoz kapcsolédva gétolja azoknak a géneknek az expresszidjat, amelyek termékei
fontosak az S-fazisba torténd belépéshez. A pRb fehérje tobb mint 30 celluldris fehérjéhez
képes kotoédni a transzkripcidt szabdlyozo fehérjéktdl egészen a kromatin atrendezddést
szabalyoz6 enzimekig. Ezek a fehérje-fehérje kolcsonhatdsok a pRb véltozatos szerkezetében

eléforduld kiilonb6z6 doméneknek tulajdonithaték (Tamrakar és mtsai., 2000b). Valamennyi
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partnerrel valé kolcsonhatdst nagymértékben befolydsolja a pRb foszforilaciés allapota
(Mittnacht, 1998). Nyugvé sejtben a pRb alulfoszforildlt formdjaban van jelen, és kifejti
novekedésgatld hatdsiat. Az extracellularis szigndlok hatdsara hiperfoszforilalédott pRb
kolcsonhatd képességei megvaltoznak, és a partnerfehérjékkel alkotott komplexei
felbomlanak. A felszabaduld E2F transzkripciés faktor ezutdn aktivvd vdlik, és beinditja a
G1/S atmenethez sziikséges fehérjék szintézisét (Chellappan és mitsai., 1991). A pRb
foszforilacidjat a ciklin-fiiggd kindzok katalizdljak. A foszforildciés kaszkddot a ciklin
D/CDK4 komplex inditja be. A G1 fézis kozepén a ciklin E/CDK?2 dimer foszforildlja tovabb
a pRb-t, majd a G1/S fézis hatdrdn a ciklin A/CDK2 katalizélja tovabbi foszfitcsoportok
beépiilését. A G1 fazis CDK kindzainak mikddését a ciklinekkel valé komplexképzés mellett
a katalitikus alegység gatlé vagy aktivalo foszforilacidja, valamint dltaldnos ciklin-fiiggd
kindz inhibitorok (p21°P!, p27%"P! p57%P%) (Besson és mitsai., 2008) és specifikus CDK4
inhibitorok (Canepa és mtsai., 2007) jelenléte egyardnt szabdlyozza. A pRb kiilonb6z6
kindzok éltali foszforilicidja eltér6 moédon befolydsolja a partnermolekuldkkal vald
kolcsonhatast. A Ser780 oldallinc ciklin D/CDK4 komplex altali foszforilacidja
kovetkeztében a pRb-E2F kolcsonhatds felbomlik (Kitagawa és mtsai.,, 1996), mig a
Thr821/826 foszforilacié nincs hatdssal ezen kolcsonhatdsra (Knudsen és Wang, 1996). A
Thr826 CDK4 vagy a Thr821 CDK2 altali foszforilacija egyiitt és kiilon-kiilon is
megakaddlyozza az LXCXE motivumot tartalmazé fehérjékkel torténd komplexképzést
(Zarkowska és Mittnacht, 1997).

A pRb fehérje defoszforilacidja teszi lehetdvé a mitdzisbol valé kilépést.
Defoszforildcié éltal djra aktivalodik, képes kotddni az E2F transzkripciés faktorhoz, igy
gatolja annak mikodését. Membranpermedbilis foszfatdz inhibitorokkal végzett kisérletek a
PP1 és PP2A enzimek szerepét feltételezik a pRb defoszforiliciéjdban (Ludlow és mitsai.,
1993). A PP2A kozvetett médon jarul hozzd a pRb szabdlyozdsdhoz, gitldsa a ciklin-fiiggd
kindzok aktivitdsdnak csokkentése révén befolydsolja a pRb foszforilacids szintjét (Yan és
Mumby, 1999). A PPlc és a pRb kdlcsonhatdséra, és a pRb tobb oldalldncdnak PPlc altali
defoszforilaci6jara vonatkoz6an szdmos adat taldlhaté az irodalomban (Tamrakar és mtsai.,
1999; Tamrakar és Ludlow, 2000a; Rubin és mtsai., 2001; Wang és mtsai., 2001). Kimutattik,
hogy a PPlca gatlasa sziikséges a sejtciklus G1/S dtmenete sordn (Liu és mtsai., 1999), mig
az aktiv PPlca a sejtciklus ledllasat és apoptdzist indukdl a pRb alulfoszforilalt allapotban
tartdsaval (Liu és mtsai., 2006). A PPlc-t a pRb-hez irdnyité regulitor alegységet azonban
még nem azonositottdk. Nelson és munkatarsai kimutattdk, hogy bar valamennyi PP1

izoforma képes a pRb defoszforilacidjat katalizdlni, a delta izoforma a leghatékonyabb.
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Gélszuiréssel elvélasztott sejtlizitum pRb-t defoszforildlé frakcidiban a PPlc nagy
molekulatomegl asszocidtumok formdjaban van jelen (Nelson és mtsai., 1997). A pRb foképp
a sejtmagban lokalizalodik, igy a PPlc-vel kozos kolcsonhaté partnerként olyan fehérjék
meriilhetnek fel, mint a nukledris protein foszfatdz inhibitor, a NIPP1 (Jagiello és mtsai.,
1997), vagy a nukledris foszfatdz célrairdnyit6 alegység, a PNUTS (Allen és mtsai., 1998). A
MYPTI regulator alegység elsésorban a citoplazméban lokalizalédik, de bizonyos sejttipusok
esetén a sejtmagban is kimutathaté (Murata és mtsai., 1997; Lontay és mtsai., 2004; Lontay és
mtsai., 2005). MYPTI1-GFP transzfekcidja NIH3T3 sejtekbe blokkolja a sejtciklust a G1/S
atmenetnél, és apoptotikus sejtpusztuldst indukal, feltételezhetéen a pRb defoszforilacidjanak
megzavardsa révén. A MYPT1-GFP stabil transzfekci6ja csak HEK293 sejtekben valdsithatd
meg, amelyekben a pRb funkcié moédositott (Wu és mtsai., 2005). Ezen eredmények alapjan

feltételezhetd a MP szerepe a pRb defoszforildcidjdban és ezzel a sejtciklus szabdlyozasdban.

Tanninok hatdsa a protein foszfatdzok aktivitdsdra

HO

OH
Penta-0O-galloil-D-gliikoz (PGG) Epigallokatekin-3-gallat (EGCG)
M, = 939,1 g/mol M. = 458 .4 g/mol

6. abra PGG és EGCG szerkezete

A tanninok novényi eredetii polifenolok. Valamennyi tannin kozds szerkezeti
elemként egy vagy tobb polihidroxil egységet (ami dltaldban D-gliik6z) és a hidroxilokhoz
észterkotéssel kapcsolédd fenolos hidroxil-csoportokkal rendelkezé gytriiket (példaul
galluszsav) tartalmaz. Az epigallokatekin-3-gallit (EGCG) a legnagyobb mennyiségben

jelenlévd polifenol a zold tedban, és annak daganatellenes hatdsaért elsddlegesen felelds.
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Az EGCG gitolja a sejtek proliferaciojat és apoptdzist indukdl szamos daganatos
sejtvonalban, mig normal sejtekre nincs hatdssal (Ahmad és mtsai,, 1997).
Hatdsmechanizmusa nem ismert minden részletében, de irodalmi adatok szerint protein
kindzok szabdlyozdsa révén fejti ki antiproliferativ hatasat. Ide sorolhaték péld4aul a mitogén-
aktivalt protein kindz (MAPK) csalad tagjai (az Erk1/2, a INK és a p38), az IxB kindz, az Akt
kindzok és a PKC (Qin és mitsai., 2008). Ezen kindzok aktivaldsa révén az EGCG fontos
jelatviteli utvonalak (AP-1, NF-xB, PI3K/AKT) szabdlyozdsdban vehet részt (Khan és mtsai.,
2006). A penta-O-galloil-D-gliik6z (PGG) szintén a tanninok modellvegyiiletének tekinthetd
és az eddigi vizsgdlatok szerint az EGCG-hez részben hasonldé bioldgiai hatdsokat fejt ki.
Elokisérleteink szerint feltehet, hogy a tannin alkotérészek gatoljdk a protein foszfatdzok

aktivitasat, azonban ennek részletes vizsgalata mindeddig nem tortént meg.
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CELKITUZESEK

Az irodalmi attekintésbol kitlinik, hogy a modell enzimként vélasztott MP
szabdlyozdsat széleskoriien vizsgdltdk, ennek ellenére a MYPT1 foszforildcids helyek
funkciéi még nem minden tekintetben tisztazottak. A Thr850 foszforilaciés hely
kornyezetének aminosav szekvencidja példaul hasonl6 a Thr695 gitlé foszforilacids helyhez,
ezért felmeriil annak a lehetdsége, hogy a Thr850 foszforildcidja is gatlé hatdsu lehet.
Felvetddik az a kérdés is, hogy az in vitro ROK enzimmel foszforildlhaté Thr695 és Thr850
oldalldncok foszforilaciéja hogyan valésul meg simaizom és nem-izom sejtekben fizioldgiai
effektorok és foszfatdzgiatlok jelenlétében. Nem ismert tovdbbd a foszfatdzoknak a
sejthaldlban betoltott szerepe és ezen hatdsok molekuldris héttere, kiillondsen a regulator
alegység, mint példaul a MYPT1 fehérje-fehérje kolcsonhatdsainak és az ezeket befolydsold
foszforilacids folyamatok tekintetében. Kordbban kimutattuk (Erdélyi és mtsai., 2005), hogy a
gallotannin gatolja a PP1 és PP2A enzimek aktivitidsat, azonban a gitlds mechanizmusa, a
tanninoknak foszfatdzokkal valé kolcsonhatdsanak molekularis részletei, valamint a gatlas
tipusspecificitisa nem ismert.

A felvetett kérdések alapjin munkidnk f6 célkitlizései az aldbbi kérdések

tanulmanyozdsdra irdnyultak:

1. A miozin foszfatiz (MP) MYPT1 alegység Thr850 foszforilaciés helyének a MP
aktivitdsdnak szabdlyozédsdban betoltott szerepének vizsgédlata. A MYPT1 Thr695 és
Thr850 oldallancai foszforilacidjanak tanulmédnyozdsa sejtekben.

2. A PPl és PP2A enzimek kalikulin-A-val torténd gatldsdnak szerepe a leukémids
sejtek életképességének szabdlyozdsdban, valamint sejthaldlt indukdlé kemoterdpids
szerek jelenlétében.

3. A MP és a pRb kolcsonhatdsanak vizsgélata és a MP szerepének tanulmédnyozdsa a
pRb foszforilacids szintjének szabalyozasdban.

4. A tannin alkotérészek modellvegyiileteinek tekinthet6 EGCG és PGG vegyiiletek

PPlc-vel val6 kolcsonhatdsdnak és a gatlé hatds mechanizmusdnak jellemzése.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

A kisérletekhez az alabbi vegyszereket és anyagokat hasznaltuk a megjelolt forrasbdl:
[y="P]ATP (Izotép Intézet Kft, Budapest), CNBr-aktivilt Sepharose 4B, SP-Sepharose,
MonoQ, Protein-A Sepharose, glutation-Sepharose, nitrocelluléz membrédn (0,45 pm
porusméret) (GE Healthcare); amiléz gyanta (New England Biolabs); teljes mini proteaz
inhibitor koktél tablettdk (Roche); BCA fehérje meghatdrozé kit, nagy érzékenységl
kemilumineszcencian alapulé (ECL) reagens (Pierce); Antifade Light Kit, DAPI (Molecular
Probes); penicillin/streptomycin oldat, antibiotikum-antimikotikum oldat, L-glutamin oldat,
tripszin, borjiszérum (FBS), D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), IMDM
(Iscove's Modified Dulbecco's Medium) tdpoldat_(Gibco); Y27632 inhibitor, kalikulin-A,
DEVD-AMC kaszpaz-3 szubsztrat (Calbiochem); daunorubicin (Pfizer); EGCG, metil-tiazol-
tetraz6lium, Alamar Blue (Sigma); Kaleidoscope fehérje molekulatomeg standard (Bio-Rad);
CMS szenzor chip, HBS-EP (10 mM Hepes pH 7.4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0,005 %
Surfactant P20) puffer, Amin Kapcsolasi Kit, GST Kapcsolasi Kit (Biacore). Minden mas

vegyszer a kereskedelmi forgalomban elérhetd (Sigma, Reanal) legnagyobb tisztasdgu volt.

Antitestek

Az antitesteket a feltiintetett irodalmi hivatkozasokban leirtak szerint alkalmaztuk,
vagy kereskedelmi forgalombdl szereztiik be €s a gyartok utmutatdsai szerint hasznaltuk: anti-
MYPT1!3 (Wu és mtsai., 2003); anti-MYPT1'% (Lontay és mtsai., 2004), monoklondlis
anti-MYPT1P™ (Dr. M. Walsh, University of Calgary), poliklonalis anti-MYPT1°™% ¢&s
anti-MYPT1?™%° anti-PP1c§ (Upstate); anti-PP1 (E9) (Santa Cruz Biotech.); tormaperoxidaz
(HRP)-konjugélt anti-nydl IgG, HRP-konjugdlt anti-egér IgG, (Sigma); Alexa 488 anti-nyul
IgG és Alexa 543 anti-egér IgG (Molecular Probes).

Fehérjetisztitdsi eljdrdsok

A foszfatdz aktivitds meghatdrozdshoz a szubsztratokat pulyka zizdbdl szdrmazd
miozin (Wu és mtsai., 2003) és izoldlt 20 kDa konnyllanc foszforilacigjaval (Erdddi és
mtsai., 1995) allitottuk el6. A miozin foszfatiz holoenzimet csirke zuzabdl tisztitottuk
(Shimizu és mtsai., 1994). A nativ PPlc-t nydl vazizombdl izolaltuk, a PP2Ac-tél heparin-

Sepharose oszlopon vélasztottuk el (Gergely és mtsai., 1984), majd FPLC-MonoQ oszlopon
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tisztitottuk tovabb (Murdnyi és mtsai., 1998), és szikkség esetén MYPT1'?*

immobilizdldsaval affinitds-kromatografids 1épést is alkalmaztunk (Téth és mtsai., 2000b).

GST-fiizios fehérjék elddllitdsa és tisztitdsa

A csirke ziza 133 kDa izoforma szekvencidjanak megfelel6 MYPT1 (GST-MYPT1),
a Thr695Ala (MYPT1™%%), a Thr850Ala (MYPT1™%) valamint a Ser694Ala, Thr695Ala és
Thr850Ala (MYPT1%**) pontmuticidkat tartalmazé teljes MYPT1 és a C-terminalis 667-
1004 aminosavaknak megfeleld6 (GST-MYPTI1-C) fehérjéket Escherichia coli BL-21-star
sejtekben, pGEX4T1 expresszids rendszert hasznalva allitottuk eld glutation-S-transzferaz
(GST) fuzids fehérjékként (Feng és mtsai., 1999). Az expresszids rendszereket Dr. Masaaki
Ito (Mie Univetsity, Japan) bocsatotta rendelkezésiinkre. A rekombinans fehérjék expresszidja
soran minden 1épést 37°C-on és 100 pg/ml ampicillin antibiotikum jelenlétében végeztiink.
Az expresszi6 elsd 1épéseként a megfeleld plazmidot tartalmazé baktériumokat 1 % agardzt
tartalmazd LB (10 g/l tripton, 5 g/l €leszt6 kivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,2) lemezre szélesztettiik
és 16-18 ordig tenyésztettilk. Az agarlemezrdl egy kiilondllo telepet 2x5 ml LB tdpoldatba
oltottunk és 16 6rdig razattuk, majd a felszaporitott baktériumokat 1 literre higitottuk. Ezt a
tenyészetet 3-4-6ran keresztiil razattuk (ODgnp=0,8-1), €s a rekombindns fehérje expressziot
0,4 mM IPTG hozzdaddsaval indukaltuk, majd tovdbbi 3 ora inkubdlds utin a sejteket
centrifugdldssal (20 000 g, 15 perc) gytjtottiik Ossze. Az tiledéket 2x500 ml PBS-sel (20 mM
Na-foszfat (pH 7,2), 115 mM NaCl) mostuk. A GST-MYPT1 és GST-MYPT17** fehérjék
tisztitdsara kétlépéses ioncserés kromatografiat (SP-Sepharose, MonoQ) alkalmaztunk. SP-
Sepharose kromatografia sordn a GST-MYPT1 fehérjéket elvélasztottuk a bakteridlis
protedzok tobbségétdl. Az 1 liter LB tdpoldatnak megfeleld sejtmennyiséget 10 ml
homogenizalé pufferben (30 mM Tris-HCI1 (pH 7,5), 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,2 mM
DTT, 150 mM NaCl, 2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml pepstatin, | mM benzamidin és 0,1 mM
PMSF) szuszpendaltuk. A sejtek lizisét -80°C-ra torténd fagyasztassal, majd a felolvasztast
kovetden 3x1 perc szonikdldssal (Branson 250 Sonifier) segitettiik el6. Az oldhat6 frakciot
centrifugdldssal (20 000 g, 20 perc, 4°C) elvélasztottuk a sejttormeléktdl, majd puffer-A-val
(30 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,2 mM DTT) az eredeti térfogat
kétszeresére higitottuk és SP-Sepharose oszlopra (10 ml) vittik 2 ml/perc atfolyasi
sebességgel. Az oszlopot 150 mM NaCl-ot tartalmazé puffer-A-val mostuk, majd a GST-
MYPT1-et 90 ml 0,15-1 M NaCl gradienssel eludltuk. A GST-MYPTl1-et tartalmazoé
frakciokat SDS-PAGE-t kovetd fehérje festéssel (Coomassi Blue) azonositottuk és

Osszegytjtottik (0,45-0,75 M NaCl). Centricon 30 segitségével végrehajtott toményitéssel,
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majd azt kdvetd puffercserével az ionerdsséget SO mM NaCl koncentricié ala csokkentettiik,
és a mintat MonoQ oszlopra (1 ml) vittiik fel. Az oszlopot 150 mM NaCl-ot tartalmaz6
puffer-A-val mostuk, majd a k&6tddo fehérjék elacigjat 20 ml 0,15-0,6 M NaCl gradienssel
(puffer-A-ban) végeztik. A GST-MYPTl-et SDS-PAGE-t kovetéen a fehérje
molekulatdmege szerint azonositottuk, amit MYPT1-re specifikus antitesttel végzett Western
blottal is meger0sitettiink.

A GST-MYPT1%™"%* fehérjét glutation-Sepharose 4B affinitds kromatografidval
tisztitottuk. A fehérje expresszid utdn 1 liter LB tdptalajbol 6sszegyiijtott sejteket 20 ml PBS-
ben homogenizaltuk protedzgatlok (2 pg/ml leupeptin, 2 1g/ml pepstatin, 1 mM benzamidin,
0,1 mM PMSF) és 50 pg/ml lizozim jelenlétében. A fehérje tisztitdsat a lizitum oldhat6
frakci6jabol végeztiik, amelyet a sejtlizis (fagyasztds —80°C-ra, 3x1 perc szonikdlds) utdn
centrifugdldssal (20 000 g, 20 perc, 4°C) vélasztottunk el. A GST-MYPT1%""% _t 1 m]
glutation-Sepharose 4B jelenlétében torténd inkubdldssal (12 6ra, 4°C) immobilizdltuk. A
matrixot PBS-sel mostuk és a kotddott rekombindns fehérjét 2x1 ml 20 mM glutationt

tartalmazé 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) pufferrel eludltuk.

Hexahisztidint tartalmazo peptiddel (His) expresszdlt fehérjék elddllitdsa és tisztitasa

A MYPTI1 roviditett mutdnsait (His-MYPT1'?°, His-MYPT1'%*) (Hirano és mtsai.,
1997) Escherichia coli M15 baktériumban expresszaltuk, pQE32 expressziés vektort
hasznélva, az N-termindlis véghez kapcsolddd hexahisztidint tartalmazé peptiddel (His). A
baktériumok felszaporitdsit a GST fuzids fehérjékhez hasonléan végeztikk, azzal a
kiilonbséggel, hogy ebben az esetben 100 pg/ml ampicillin és 25 pg/ml kanamicin
antibiotikumokat hasznaltunk. Az 500 ml LB tapoldatbdl kinyert baktérium iiledéket 10 ml
PBS-ben homogenizdltuk protedzgitlok (2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml pepstatin, 1 mM
benzamidin, 0,1 mM PMSF) jelenlétében. A His-fehérjék az expresszié sordn az inklizids
testekbe keriiltek. A sejtek lizisét (fagyasztds —80°C-ra, felolvasztas, 3x1 perc szonikélas)
kovetden centrifugdlassal kapott iiledéket 10 ml 1 % Triton X-100 detergenst tartalmaz6 PBS-
sel szuszpendaltuk protedz inhibitorok jelenlétében. Az inklizids testeket 10 ml 6 M
guanidin-HCl-ot tartalmazé PBS-sel tartuk fel protedzgatlok jelenlétében, majd a fehérjéket
Ni-agar6z oszlopra vittilk. A bakteridlis hisztidin tartalmu fehérjék eltavolitasara az oszlopot
25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM MnCl,, 0,8 M NaCl és 5 mM imidazol osszetételli pufterrel
mostuk, amig a Bradford-mddszerrel meghatarozott fehérje koncentracié 0,01 mg/ml ald nem

csokkent. Az expresszalt fehérjéket 10x1 ml 25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM MnCl,, 0,2 M
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NaCl és 100 mM imidazol sszetételi pufferrel eludltuk. A rekombindns His-PP1cd tisztitasa

és renaturalasa a korabban leirt médszer szerint tortént (T6th és mtsai., 2000b).

Sejtkultirdk és a sejtek kezelése effektorokkal

A kisérletek egyik részében az American Type Culture Collection (ATCC) cégtdl
szarmazé humdn patkdny aorta simaizom (A7r5) sejteket hasznaltunk. Az A7rS sejtek
tenyésztése 37°C-on, 5 % CO; és 95 % levegd vizgozzel telitett keverékében tortént. A sejtek
D-MEM oldatban tartottuk, amely 10 % FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml
penicillin/streptomycin-t és 500 U/ml antibiotikum-antimikotikumot tartalmazott.

Az effektorokkal torténd kezeléshez a sejteket 70-80 %-os konfluencidig ndvesztettiik,
majd a kezelés eldtt 16 6ran 4t szérummentes D-MEM-ben tartottuk a sejtek szinkronizaldsa
és €heztetése céljabol. Az A7r5 sejteket 100 nM CL-A (20 perc), 1 uM LPA (20 perc) vagy
10 uM Y27632 (30 perc) jelenlétében inkubaltuk. Kombindlt kezelések sordan a sejteket 30
percig 10 pM Y27632-val eldinkubdltunk a CL-A vagy a LPA kezeléseket megel6zden. A
kezeléseket kovetéen a sejtekhez triklor-ecetsavat adtunk és a csapadékot felkapartuk,
centrifugdldssal 6sszegyiijtottilkk, majd hdromszori acetonos mosds utdn a megszaritott sejteket
SDS-mintapufferben lizaltuk.

A European Collection of Cell Cultures-t6l (ECACC) szarmazé human monocita
leukémias sejtvonalat (THP-1) a Debreceni Egyetem Immunoldgiai Intézete bocsatotta
rendelkezésiinkre. A szuszpenzids sejtvonalat 10 % FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml
penicillin/streptomycint és 500 U/ml antibiotikum-antimikotikumot tartalmazé6 IMDM
tapfolyadékban tartottuk. A kisérletek sordn ~10%ml sejtet 50 nM CL-A-val kezeltiik 60
percig, majd tovdbbi 6 vagy 12 6rdn 4t szérummentes médiumban tartottuk Oket. A 2 pg/ml
DNR-rel torténd kezelést 6 vagy 12 o6rdig alkalmaztuk 6nmagdban vagy CL-A el6kezeléssel
kombindlva. Tanninok hatdsdnak vizsgalatara a sejteket 24 6ran keresztiil 0-100 uM PGG-vel
vagy EGCG-vel inkubdltuk. A kezelések végén a sejteket centrifugalassal Osszegyljtottiik,
jéghideg PBS-sel mostuk, majd 100 pul 1 x SDS-mintapufferben (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 2
% SDS, 10 % glicerin, 50 mM DTT, 1 mM NaF, 1 mM Na-vanadat, 1| mM PMSF é&s 0,5 %
proteaz inhibitor koktél) lizaltuk, szonikaltuk, majd centrifugaltuk. A feliilliszéhoz 0,01 %

brémfenolkéket adva a mintdkat 10 percig 100°C-on foéztiik, majd Western blottal analizaltuk.

THP-1 sejtek szubcelluldris frakciondldsa

A frakciondlds minden 1épését 4°C-on, jéghideg oldatokkal végeztiik. THP-1 sejteket
centrifugaltuk (800 g, 3 perc), majd PBS-sel mostuk. A sejteket 10 mM Hepes (pH 7,9), 10
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mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM NaF, 1 mM Na-vanadat, | mM
PMSF és 0,5 % proteaz inhibitor koktél Osszetételli pufferben szuszpendiltuk, enyhén
kevertettiik, majd 15 percig jégen tartottuk. A szuszpenzidhoz 0,5 % végtérfogatban Triton X-
100-at adtunk, majd 10 masodpercig 6vatosan vortexszel kevertiik. A lizdtumot centrifugaltuk
(15 000 g, 45 masodperc). Az igy kapott iiledék sejtmagot és sejttormeléket tartalmazott, a
feliiliszot pedig citoszol frakcioként hasznaltuk. Az iiledéket 20 mM Hepes (pH 7.,9), 420
mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM NaF, 1 mM Na-vanadat, 1
mM PMSF és 0,5 % protedz inhibitor koktél Osszetételii pufferben homogenizéltuk. A
szuszpenziot idonként vortexszel keverve 25 percig jégen tartottuk, majd centrifugaltuk
(15 000 g, 10 perc). Az igy kapott feliiliszé a sejtmag kivonatnak felel meg. A citoszol és

nukledris frakciokat immunoblottal vizsgéltuk.

Western blot

A THP-1 sejtekbdl készitett teljes lizdtumok fehérje koncentraciéinak
meghatarozdsihoz BCA reagenst haszndltunk, amelyhez a lizdtumokat 1:10 ardnyban
higitottuk. Standardként BSA-t (marha szérum albumin) haszniltunk, az oldatok
abszorbancidjat 540 nm-en ELISA Reader (Labsystems Multiscan MS) segitségével
detektaltuk. A fehérjekoncentracié (mg/ml) meghatirozasdhoz az abszorbancia adatokat
GraphPad Prism software-rel analizéltuk linedris regressziot alkalmazva. A fehérjemintakat
azonos koncentraci6 eléréséig higitottuk, majd 2 x SDS-mintapuffert (125 mM Tris-HCI pH
6,8; 4 % SDS, 20 % glicerin) hozzdadva 100°C-on 5 percig forraltuk.

A THP-1 sejtfehérjéket (50-100 ng) SDS-PAGE mddszerrel vélasztottuk el Laemmli
(Laemmli, 1970) mddszerét alkalmazva 10 % akrilamidot tartalmaz6 gélen Bio-Rad
MiniProtean késziiléket hasznilva. A géleket nitrocellul6z membrdnra blotoltuk BioRad
traszfer egységgel 100 V-on 90 percig BioRad hiitéegység alkalmazdsdval. A membrin
blokkoldsdhoz 5 % zsirszegény tejport €s 0,05 % Tween 20-at tartalmazé PBS-t hasznaltunk,
az elso illetve mdsodik antitest higitdsahoz pedig 0,1 %-os tejport tartalmazé PBS/Tween 20
oldatot. A blokkolast kovetden a membranokat mostuk, majd els6dleges antitesttel inkubaltuk
szobah6émérsékleten 90 percig vagy 4°C-on éjszakan at. Ezt HRP-konjugdlt méasodlagos
antitesttel torténd inkubdlas kovette szobahdmérsékleten, 2 6ran at. Az immunreakcidkat nagy
érzékenységli kemilumineszcencian alapulé oldattal (ECL) detektdltuk. A foszforildcids
helyre specifikus antitestek esetén a PBS puffer helyett minden esetben TBS puffert

hasznéltunk, amelyben a foszfatot 25 mM Tris-HCI helyettesitette.
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Protein foszfatdz aktivitds meghatdrozdsa

A foszfatdz aktivitdisméréseket tisztitott nativ vagy rekombindns PP1c-vel, PP2Ac-vel,
miozin foszfatiz holoenzimmel (MPH) vagy THP-1 sejtlizditummal végeztiik, 3 uM **P-
miozint, 2 uM *P-MLC20-at vagy 0,5 uM **P-MBP-pRb-C-t hasznilva szubsztritként. A
foszfatdzokat 0,1 % BSA-t és 0,1 % 2-merkaptoetanolt tartalmazé 20 mM Tris-HCI (pH 7,4)
pufferrel higitottuk, majd kiilonb6z6 effektorokkal (tiofoszforildlt GST-MYPTI1, GST-
MYPT1™4 GST-MYPT1"™%" GST-MYPT1**4, CPI-17, anti-MYPT1'** antitest, OA,
PGG, EGCG, alepp6i tannin, galluszsav) inkubdltuk 10 percig. A reakcidt a szubsztrat
hozzaadasaval inditottuk és 10 percig 30°C-on inkubéltuk, majd 200 ul 10 % TCA és 200 pul 6
mg/ml BSA hozzdaddsival allitottuk le. A kihasitott *’P-ot a kicsapédott fehérjék
centrifugdldssal (10 000 g, 1 perc) torténd elvdlasztdsa utdn 350 pl feliiliiszobdl hatdroztuk
meg szcintilliciés szdmldloban. A foszfatdz aktivitds vdltozdsat a kontroll mintdkhoz
hasonlitva (azt 100 %-nak véve) szdzalékosan adtuk meg.

A CL-A-val és/vagy DNR-rel kezelt THP-1 sejteket mddositott RIPA pufferrel (50
mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100 és 0,5 % protedz inhibitor koktél)
lizaltuk, majd szonikaltuk és centrifugaltuk az aktivitismérést megelozéen. A foszfatiz
aktivitdst 2 pM *P-MLC20 vagy 0,5 uM **P-MBP-pRb-C szubsztrittal mértiik 30°C—on 1

perc reakcididdvel.

Immunprecipitdcio

Protein-A Sepharose-t inkubaltunk poliklondlis anti-MYPT1'2%

vagy monoklonélis
anti-pRb antitesttel immunprecipitacids pufferben (IP puffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,0), 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-100 1 mM NaF, 1 mM Na-vanadat, 1 mM PMSF és
0,5 % proteaz inhibitor koktél) 1-2 6rdig 4°C-on, majd az elegyet centrifugaltuk (800 g, 5
perc, 4°C). THP-1 sejtek teljes lizatumat (1000 pl, 7,5-9 mg fehérje) IP pufferben higitottuk,
majd eldtisztitottuk 100 ul Protein-A Sepharose-zal 1-2 6rdn at torténd kevertetéssel. Az

elétisztitott lizdtumot anti-MYPT1!2%

vagy anti-pRb antitestekkel kapcsolt Protein-A
Sepharose-zal inkubdltuk 6 6rdig 4°C-on. Kontrollként nem-immun nyul (NRS) vagy egér
(NMS) szérummal kapcsolt Protein-A Sepharose-t alkalmaztunk. A gyanta szemcséket
haromszor IP pufferrel mostuk. Valamennyi mosdst kovetéen a folyadékot maradéktalanul
eltavolitottuk a gyantdr6l. A Protein-A Sepharose-t SDS-mintapufferrel inkubaltuk 100°C-on
5 percig, majd a fehérjéket SDS-PAGE-el elvilasztottuk, és Western blottal analizéltuk. A

1-296
1

fehérjék kimutatasdhoz anti-MYPT €s anti-pRb antitesteket hasznaltunk.
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Pull-down vizsgdlat C-termindlis pRb fragmentummal

A pull-down vizsgélatot maltézkotd fehérjével konjugalt C-terminélis retinoblasztéma
fragmentummal (MBP-pRb-C) végeztiik. Amiléz gyantat Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NacCl, 1
mM EDTA, 0,1 % Triton X-100 és 0,5 % proteaz inhibitor koktél Osszetételii pufferrel
ekvilibraltuk, majd 400 ul 0,5 uM MBP-pRb-C-vel kapcsoltuk. A gyanta éltal nem kotott
MBP-pRb-C-t a kotddéshez haszndlt pufferrel torténd mosasokkal tavolitottuk el. A THP-1
lizdtumot (~5 mg fehérje) kapcsolatlan amiléz gyantdval el6tisztitottuk, majd 100 pul
kapcsolatlan (kontroll) vagy MBP-pRb-C-vel kapcsolt amiléz gyantdval inkubdaltuk 1 ml-es
térfogatban 4 6rdig 4°C-on. A gyantit hdromszor mostuk a fenti pufferrel, majd a gyanta altal
kotott fehérjéket SDS-mintapufferrel torténé forraldssal szolubilizdltuk. A mintdkat anti-

MYPT1' > antitesttel vizsgdltuk Western blot analizissel.

Immunfluoreszcencia és konfokdlis mikroszkopia

Az effektorokkal torténd kezelés el6tt a THP-1 sejteket 12 6rdig szérummentes
IMDM-ben tartottuk. A szérum-éheztetett sejteket DNR-rel, CL-A-val vagy CL-A-val és
DNR-rel inkubdltuk, és a sejteket citospin centrifugidval feddlemezre centrifugdltuk. A
lemezeket jéghideg PBS-sel mostuk, majd 4 % paraformaldehiddel 15 percig
szobah6émérsékleten fixaltuk, amelyet ismételt mosds kovetett PBS-sel. A sejteket 0,05 %
(v/v) Triton X-100-at tartalmazé PBS-sel permeabilizéltunk 2 percig szobahdmérsékleten,
majd haromszor mostuk PBS-sel. Blokkoldashoz steril, 1 % BSA-t tartalmazé PBS-t
haszndltunk (1 éra, 4°C). Az elsédleges antitesteket 1:50-1:100 ardnyban 0,1 % BSA/PBS-sel
higitottuk és a feddlemezeket 6-12 6ran 4t nedves kamrdban inkubaltuk. Haromszori PBS-sel
torténd mosds utin Alexa 488-konjugdlt anti-nyudl IgG-vel (z6ld) vagy Alexa 543-konjugélt
anti-egér IgG-vel (piros) inkubdltuk (1:150 higitas) 90 percig 4°C-on. A mintdkat hdromszor
10 percig PBS-ben mostuk, majd a sejtmagok festésére 2,5 pg/ml DAPI-val inkubaltuk.
Végiil a fedolemezeket Antifade Light Kit segitségével fedtiik le. Az immunfluoreszcencias
jelolést kovetéen a THP-1 sejteket Hélium/Neon (543), Kripton/Argon (488/568) és UV
(351/364) 1ézer detektorokkal felszerelt Zeiss LSM 510 konfokalis 1€zer mikroszképpal (Zeiss
LSM 510; Carl Zeiss), Plan-Neofluar 40x/1,3 nagyitdsi olaj DIC immerzids objektiv
lencsével vizsgdltuk 90-175 nm pinhole-t alkalmazva. A digitalizalt felvételeket LSM 5
Image Examiner (Carl Zeiss) szoftver program segitségével készitettiik el, majd a Photoshop

képkészitd szoftvert alkalmaztunk az dbrak készitéséhez (Adobe Systems).
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Metil-tiazol-tetrazolium (MTT) teszt

A THP-1 sejteket (1x106/m1) a kezelések el6tti 16 6raban szérummentes médiumban
tartottuk, majd egy 6rds CL-A kezelés (50 nM) utdn tovabbi 24 6ran at inkubaltuk 2 pg/ml
DNR jelenlétében vagy anélkiil. A DNR-t CL-A el6kezelés nélkiil is alkalmaztuk. A kontroll
sejteket 24 ordig tartottuk szérummentes médiumban. A kezelések végén a sejtekhez MTT-t
adtunk, amit az él6 sejtek szines formazanna alakitottak. A kialakulé szin intenzitdsat
spektrofotométerrel 562 nm-en mértiik. Az optikia denzitds (OD) mértéke egyenesen ardnyos

az €106 sejtek szamaval.

Alamar Blue proliferdcios vizsgdlat
A THP-1 sejteket (1x10%ml) a kezelések elétt 12 6rdig szérummentes IMDM-ben
tartottuk, majd 24 6rdn keresztiil 0-100 uM PGG-vel vagy EGCG-vel inkubéltuk. Ezutdn a

médiumhoz 20 UM végkoncentracioban Alamar Blue-t adtunk, majd a fluoreszcenciat

530/590 nm-en mértiik.

Kaszpadz-3 aktivitds mérése

A kaszpdz-3 aktivitast egy szintetikus szubsztratb6l, a DEVD-AMC konjugatumbdl
torténd AMC felszabaduldssal mértiik fluorimetrids médszert alkalmazva. 5x10° THP-1 sejtet
inkubdltunk effektorok nélkiil, 2 pg/ml DNR-rel (6 6ra), 50 nM CL-A-val (1 6ra), vagy CL-
A-val és DNR-rel (1 + 6 6ra). A sejteket eppendorf csovekbe gytijtottiik, PBS-sel mostuk,
majd 220 pl lizis puffer (10 mM Hepes pH 7,4; 2 mM EDTA, 0,1 % CHAPS, 1 mM PMSF, 5
mM DTT and 0,5 % protedz inhibitor koktél) hozzdadasa utan 10 percig jégen tartottuk. A
lizdtumot centrifugdltuk, majd a feliiliszéhoz (200 pl) 2 pg/ml DEVD-AMC szubsztritot
tartalmazé 2x reakcié-puffert (100 mM Hepes (pH 7,25), 20 % szachar6z, 0,1 % CHAPS, 5
mM DTT) adtunk. A mintdkat 60 percig 37°C-on inkubéltunk, majd a fluoreszcenciat
355/460 nm-en mértiik.

Feliileti plazmon rezonancia

A pRb és PPlc vagy MYPT1 mutidnsok kozott kialakulé kolcsonhatést feliileti
plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel vizsgéltuk Biacore 3000 késziilékkel. A karboxi-metil
dextran tipusi CMS szenzor chip feliiletére anti-GST antitestet kotottiink a fehérje amino-
csoportjainak kapcsoldsaval. A feliilet el6készitése és a mérések kivitelezése sordn egyarant
10 ul/perc aramlési sebességet alkalmaztunk. A chip feliiletét 200 mM 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)-karbiimid és 50 mM N-hidroxi-szukcinimid Osszetételi oldat
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injektdldsdaval aktivaltuk. Az aktivélt feliiletre 30 pg/ml anti-GST antitestet injektaltunk 10
mM Na-acetét (pH 5,0) pufferben 7 percig. A megmaradd reaktiv csoportokat ezutdn 70 ul 1
M etanolamin (pH 8,5) injektdldsaval blokkoltuk. Egy chip négy kiilonall6 feliiletet (celldt)
tartalmaz, ebbdl harom felszinen a rekombindns GST-t, a teljes hosszisdgi GST-MYPT1-et,
illetve a C-terminalis GST-MYPT1%71%_¢t immobilizaltunk 10 mM Hepes (pH 7,4), 0,15 M
NaCl, 3 mM EDTA és 0,005 % Surfactant P20 6sszetételt pufferben, mig a negyedik felszint
tiresen hagyva kontrollként haszndltuk. A kotédott fehérjék és peptidek mennyiségét a
rezonancia jel (RU) novekedésének mértékébol hatiroztuk meg. 1000 RU megfelel 1 ng
fehérje immobilizaldsanak, ami 6 mg/ml feliileti fehérjekoncentraciét jelent (Toth és mtsai.,
2000b). A pRb-MYPT1 kolcsonhatds kinetikai paramétereinek (asszocidcios és disszocidcids
allandok) meghatirozdsara MBP-pRb-C-t 0,5 uM, 1 uM, és 2 uM koncentriciéban, az

immobilizalt fehérjék felolddsdra haszndlt pufferben injektdltunk a felszinre. A kisérletek

//////

kotédo fehérje nélkiili puffert injektaltunk 360-420 masodpercig. A MBP-pRb-C kotddését az
immobilizalt fehérjékhez a jel (RU) novekedéseként regisztraltuk az id6 (s) fliggvényében, és
az igy kapott gorbéket (szenzogrammok) analizaltuk. A kontroll felszinen (etanolaminnal
blokkolt feliilet) kapott jelet kivontuk a fehérjével boritott felszineken kapott k&tOdési
értékekbdl. A malt6zkotd fehérje kotddodsét szintén ellendriztik 2 pM MBP injektalasaval. A
fehérje injektalasa utan a felszineket 10 mM glicin-HCI (pH 2,1) oldattal regeneraltuk. Az N-
termindlis His-MYPT1'**-at a CM5 chip feliiletére kozvetleniil, a fehérje szabad amino-
csoportjain keresztill immobilizdltuk a fent leirt kapcsolasi reakcioval. A pRb-PPlc
kolcsonhatés vizsgdlatira MBP-pRb-C fragmentumot immobilizdltunk a CMS5 chip feliiletére
(amino-csoporton keresztiil), majd 0,1 uM, 0,2 uM és 0,5 uM koncentrdcioban PPlc-t
injektdltunk a felszinre, illetve 0,2 uM PPlc-t 0,2 uM MYPT1'® peptiddel egyiitt injektdlva
is elvégeztiik a kisérletet. A tannin alkotérészek és a PPlc kolcsonhatdsdnak vizsgalatara
rPP1cd-t immobilizdltunk a chip felszinére. Az aktiv centrumon keresztiili kapcsolddés
elkeriilésére 5 pM OA jelenlétében végeztik az immobilizdlast. A feliilletre 1-50 uM
koncentracioban PGG-t vagy EGCG-t injektaltunk, majd a disszocidciés szakasz utin a
felszineket 1 M etanolaminnal (pH 8,5) regenerdltuk. Kompeticiés kisérletek soran a PP1cd-
val boritott feliiletet 1 UM MC-LR-rel vagy 5 uM OA-val telitettiik, majd 10 uM PGG-t vagy
5 uM EGCG-t injektaltunk. Az OA-val telitett feliiletre a PGG-vel illetve az EGCG-vel
egylittesen OA-t is injektaltunk. A szenzogramok kiértékelését a BIAevalution 3.1 szoftver

(Biacore) segitségével végeztiik.

31



EREDMENYEK

A miozin foszfataz szabalyozoé alegység Thr695 és Thr850 oldallancainak foszforilacija

Vad tipusii és mutdns MYPT1 fehérjék foszforildcidja

A ROK enzim a MYPTI reguldtor alegységet két f6 helyen, a Thr695 és Thr850
oldallancokon foszforildlja. Kordabban kimutattdk, hogy a Thr695 foszforilacidja a MP
gatlasat eredményezi, a Thr850 foszforildcidjanak sebességérdl, illetve a foszforilacié gatld
hatdsar6l azonban nincs adatunk. Ezen két oldallinc foszforilacids sebességének
Osszehasonlitdsa céljabol glutation-S-transzferdzzal (GST) fliziondlt vad tipusi (MYPT1) és
mutins (MYPT17%# MYPT1™% és MYPT14**) fehérjéket foszforildltunk radioaktiv ATP
jelenlétében, és mértiik a *’P-foszfit-beépiilés mértékét. A MYPT1™# g MYPT]1™T804
fehérjékben a Thr695 illetve Thr850 aminosavak alaninnal vannak helyettesitve, mig a tripla
mutdns esetében (MYPT1***) a Thr695 és Thr850 foszforildci6s helyeken kiviil a Ser694

(PKA foszforil4ciés hely) is alaninra van cserélve.
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7. abra MYPT1 mutans fehérjék ROK altali foszforilaciojanak sztochiometriaja

A 7. dbrdn l4that6 eredményeink azt mutatjak, hogy a Thr695 és Thr850 oldallancokat a ROK
azonos mértékben és azonos sebességgel foszforildlja. A maximadlisan beépiilt foszfat
mennyisége egy 6Ora foszforildcié utdn 0,75 mol Pi/mol. A vad tipusd, mindkét foszforilacids
helyet tartalmaz6 MYPT1 foszforilacidja némileg nagyobb sebességgel és a varakozasoknak

megfeleléen nagyobb mértékben (1,3 mol Piy/mol) jatszodott le. Kismértékben (0,25 mol
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Pi/mol) a tripla muténs is foszforildlédott, ami a Thr695 és Thr850 oldallancokon kiviili egyéb
ROK foszforilaciés hely(ek) jelenlétére utal.

A megfeleld oldallancok foszforilaciéjat foszfospecifikus antitestek alkalmazasaval is
bizonyitottuk (8. dbra). A Thr695 oldallinc foszforildlt form4jat tartalmazé MYPT1-re
specifikus antitest (anti-MYPT177%%) segitségével kimutattuk ezen oldalldnc foszforildcidjat a
vad tipusd és a Thr850Ala mutéciét hordozé6 MYPTI esetén (8. A. dbra). A MYPT17%°4
fehérje nem adott pozitiv jelet ezzel az antitesttel. A Thr850 oldallanc foszforilacidja
detektdlhaté volt az anti-MYPTI1P™? antitesttel MYPT1 és MYPT1"7®* foszforilicija
esetén, de nem volt kimutathaté a MYPT1™% fehérjénél (8. B. dbra). A blotok azt is
mutatjdk, hogy adott idépontban a foszforildlt Thr695 illetve Thr850 ardnya magasabb a

mutansokban, mint a vad tipusu fehérjében.

A anti-MYPTPTeo
MYPTA MYPTATE%A  MYPT{Tes0A
1" 2 4 81217 24 81217 2 4 812
—— - - — -:

B. anti-MYPTPTes0
MYPTA MYPT1TE%A  MYPT{Te0A

17 2 4 8122 1" 22 4 8 127 1" 20 4 8 12

8. abra MYPT1 mutansok foszforilacioja Rho-kinazzal
A vad tipusi és mutins MYPT1 fehérjék foszforilicids kozegébdl kiilonbozé idépontokban vett
mintdk Western blot analizisével ellendriztik a ROK foszforilaciés helyek foszforildcigjat anti-
MYPT1P™ (A) és anti-MYPT 1P (B) antitestekkel.

Mindezen eredmények arra utalnak, hogy mind a Thr695, mind a Thr850 oldallancok
foszforildlhatéak ROK 4ltal, és foszforildcidjuk sebessége nem kiillonboztethetd meg in vitro

kortilmények kozott.

33



A Thr695 és Thr850 foszforildcios helyek hatdsa a miozin foszfatdz aktivitdsra

Foszforildlt miozin és miozin konnylldnc szubsztratok alkalmazdsdval vizsgdltuk a
MYPT1 Thr695 és Thr850 oldallancon torténd foszforilacidjanak hatiasit a nativ PPlc

aktivitasdra. A vad tipusi MYPTI1-et, valamint a harom mutans fehérjét, a MYPT1 T34

MYPT1™% ¢ ¢s MYPT1***-t tiofoszforilaltuk ROK-zal ATPYS jelenlétében. A PPlc-t a

t, a

tiofoszforildlt fehérjékkel eldinkubdlva **P-miozin és **P-LC20 szubsztritokkal mértiik az
enzim aktivitasat (9. dbra). **P-LC20 szubsztrattal vizsgdlva a MYPT1*** nem befolyasolta a
foszfatdz aktivitdst, mig a vad tipusi MYPT]1, valamint a MYPT17%%* g5 a MYPT] ™04 gatld
hatdst volt. A legnagyobb mértékii enzimaktivitis-csokkenést a vad tipusi MYPT1 okozta,
mig a mutansok koziil a MYPT17* mutatkozott hatékonyabbnak. Hasonlé eredményt
szolgéltattak a P_miozin szubsztrattal végrehajtott enzimaktivitds-mérések. A vad tipusi
MYPT1 j6l gétolta a PP1c aktivitdsat miozin szubsztrattal. A MYPT17%%% és MYPT1™4 a
vad tipusitdl kisebb, kozel azonos mértékii gatlist eredményezett. A tripla mutans a
varakozdsnak megfelelden alig befolydsolta a PPlc aktivitdst. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a MYPT1 Thr695 és Thr850 oldallancanak foszforilacidja egyarant gatolja a
nativ PP1c aktivitasat, és ez a gatlé hatds az enzim fizioldgids szubsztratjaval, a foszforilalt

teljes miozinnal is jol detektalhatd.
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9. dbra MYPT1 mutansok tiofoszforilacigjanak hatasa a nativ PP1c aktivitasara
PPlc katalitikus alegységet inkubaltunk tiofoszforildilt MYPT1 (m), MYPT1™"* (e), MYPT1™¥4
(A) és MYPT1** (#) jelenlétében 30°C-on, majd mértiik az aktivitasat **P-MLC20 (A) és **P-miozin
(B) szubsztrattal. A PP1c aktivitasat a MYPT1 mutansok tavollétében tekintettiik 100%-nak.
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A MYPTI1 Thr695 és Thr850 oldalldncainak foszforildcioja A7r5 simaizom sejtekben

Megvizsgaltuk a MYPT1 gatlo foszforilacios helyeinek lehetséges foszforilaciéjat
A7rS simaizom sejtekben. A ROK szerepére a foszforilacioban a RhoA/ROK tvonalat
aktivalé lizofoszfatidsav (LPA) és ROK inhibitor (Y27632) alkalmazasaval kivantunk
adatokat nyerni, valamint foszforilaciét foszfatdzgatld toxinnal (CL-A) is indukéltunk.
Western blot moédszerrel, anti-MYPT1, anti-MYPT1P™ &s anti-MYPT1P™ antitesteket

alkalmazva tanulmanyoztuk a kezelések hatdsat a MYPT1 foszforilacidjara.

anti-MYPT1rT6e5 anti-MYPT1rT850
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
o 10 — 1.
8 1.0 ] -1 0 %
‘N - . &
g 0F - e 8 &
3 06 ] 1 [ 005 :D 6 <
£ ; s 5
2 0.4 : ' 0.4
g : .
E 0.2 4 ) [ 1 I n.2 —:
o ] % it f [ %
0.0 0.0
sZérum + - - - - - - + - - - - -
Y-27632 - - + - + - + _ _ * _ + -
CL-A - - - + + - - - - - + + -
LPA - - - - + + - - - - +

10. abra MYPT1 gatlé foszforilacios helyeinek foszforilacioja A7r5 simaizom sejtekben
A MYPTI1 foszforildci6jat a Thr695 és Thr850 oldalldncokon anti-MYPTI1P™ és anti-MYPT1°™*
antitestekkel mutattuk ki.

Kontroll sejtekben (mind szérum jelenlétében, mind annak megvondsa esetén) a Thr695 és
Thr850 oldallancok foszforilalt formédban vannak jelen (/0. dbra 1. és 2. sdvok). Kettds savok
detektéldsa arra utal, hogy a MYPT1 tobbféle izoforméja expresszalddik az A7r5 sejtekben. A
szérum-éheztetés eltérdé moédon befolydsolja a két treonin oldalldnc foszforildcidjat: mig a
Thr695 oldallinc foszforilaciéja kismértékben emelkedik, a Thr850 részlegesen
defoszforildlodik szérummentes tadpoldatban tartott sejtek esetén. A Rho-kindzt gatlé Y27632
inhibitorral kezelt sejtekben a Thr850 oldallinc nem foszforildlodik, mig a Thr695
foszforilacidja csak kismértékben csokken (10. dbra 3. sdv). A foszfatdzgitlészer CL-A
alkalmazdsa jelentésen novelte a Thr850 oldallanc foszforilacidjat, de alig volt hatassal a
Thr695 foszforildcié mértékére (10. dbra 4. sdv). CL-A jelenlétében is csak a Thr850
oldalldnc foszforildcids szintje mutatkozott érzékenynek a Rho-kindz gatlészerrel torténd

kezelésre (/0. dbra 5. sdv), ami arra utal, hogy ezen oldallanc foszforildcidja ROK-fiiggd, mig
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a Thr695 foszforildcigjaban valésziniileg nem a ROK jatssza az elsddleges szerepet. LPA
kezelés alkalmazdsakor mind a Thr695 és Thr850 oldallancok foszforildci6ja jelentOsen
megemelkedett (/0. dbra 6. sdv), ugyanakkor az Y27632 eldkezelés csak a Thr850
foszforilacigjat gatolta jelentésen, a Thr695 oldallanc esetén csak kisebb mértékli csokkenést
okozott a foszforilacids szintben (/0. dbra 7. sdv). Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a
MYPT1 Thr695 és Thr850 oldallancai egyarant foszforildlédnak A7r5 sejtekben. A Thr850
oldallinc az els6dleges foszforiliciés hely a ROK enzim szdmdira, mig a Thr695

foszforilacidjaért feltehetden mas kindzok feleldsek.

A PP1 és PP2A enzimek gatlasanak szerepe leukémias sejtek életképességének

szabalyozasaban

CL-A hatdsa a DNR-rel kezelt THP-1 sejtek tiilélésére

A PP1 és PP2A membrinpermedbilis toxinokkal torténd gatldsdnak hatdsa a sejtek
életképességére ellentmonddsos, mivel a sejttipustdl és a kisérleti koriilményektdl fliggden
mind apoptdzis indukcidjit (Inomata és mtsai., 1995; Morimoto és mtsai., 1997), mind tuilélés
fokozdédasat megfigyelték (Baxter és Lavin, 1992; Xin és Deng, 2006). Ezen folyamatok
tovabbi vizsgélata céljabol THP-1 leukémids sejtekben tanulmédnyoztuk foszfatdz inhibitorok

szerepét a sejtek tulélésében.
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11. dbra CL-A hatasa THP-1 sejtek tiilélésére DNR jelenlétében és tavollétében
THP-1 sejteket kezeltiink 0, 10, 50, és 100 nM CL-A-val 60 percig, majd tovdbbi 24 6ran at
inkubéltuk 6ket 2 pg/ml DNR jelenlétében (sziirke oszlopok) vagy anélkiil (fekete oszlopok). A sejtek
életképességét MTT-mddszerrel mértiik az ,,Anyagok és mddszerek” fejezetben leirtak szerint. A CL-
A-val kezelt THP-1 sejtek tdlélését a kezeletlen kontroll sejtekhez hasonlitottuk, mig a CL-A tuilélést
fokozd hatdsat a csak DNR-rel kezelt kontrollhoz viszonyitottuk.

A sejteket 10-100 nM CL-A-val 60 percig kezeltiik, majd médiumcsere utdn tovabbi 24 6ran

keresztiil inkubdltuk 37°C-on. A [[. dbrdn bemutatott eredmények szerint a CL-A
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onmagaban kismértékil, de szignifikans csokkenést okozott az él6 sejtek szdmaban. Ha a
sejteket citotoxikus hatdsd daunorubicinnel (DNR) kezeltik (2 pg/ml, 24 h), azok
életképessége nagymértékben csokkent. Ha a DNR kezelést megel6zden a sejteket kiillonbozo
koncentracioban CL-A-val kezeltik, a sejtek tulélése 50-100 nM CL-A jelenlétében
fokozdédott. A CL-A védbéhatdsa a DNR 4ltal kivaltott sejthaldllal szemben 50 nM
koncentraciénal bizonyult a leghatékonyabbnak, ezért a tovabbi kisérletek sordn ebben a

koncentracioban alkalmaztuk.

CL-A és DNR hatdsa a foszfatdz aktivitdsra, valamint a pRb fehérje foszforildcidjdara és
degraddcidjdra

P_MLC20 szubsztrit segitségével minimdlisan (hdromszorosra) higitott THP-1
lizaitum foszfataz aktivitisat mértilkk CL-A és DNR kezeléseket kovetden (/2. A. dbra). A
reakcididét (0,5-1 perc) gy allitottuk be, hogy a maximalis szubsztrat 4talakulds kb. 30%
legyen. A DNR-kezelés kismértékben, de szignifikdnsan novelte a THP-1 sejtek foszfataz
aktivitast, mig 50 nM CL-A a kezeletlen sejtekhez viszonyitva mintegy 85 %-kal csokkentette
a foszfatdz aktivitast a *“P-MLC20 szubsztrittal DNR jelenlétében és tavollétében egyarant.
Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a leukémias sejtek kemoterdpids szerekkel indukalt
apoptézisit a pRb fehérje degraddcidja kiséri, ami a kaszpdz-3 enzim aktivacidjanak
kovetkezménye (Wang és mtsai., 2001). A THP-1 sejtek 12 6ras DNR-rel torténd kezelése a
pRb fehérje degradicidjat valtotta ki, a Western blotokon a 110 kDa pRb sdv csokkenése és
egy 33 kDa méretii fragmentum megjelenése lathaté. A degradici6 mértéke azonban
jelentésen csokkent a CL-A-val torténd eldkezelés kovetkeztében (/2. B. dbra). A pRb
degradécidjanak mértékét a kaszpdz-3 aktivicidja és a pRb foszforilacidjanak foka hatdrozza
meg, ezért vizsgaltuk, hogy a CL-A és DNR befolydsolja-e a kaszpdz-3 aktivitist THP-1
sejtekben. A sejteket 50 nM CL-A-val (1 6ra) és/vagy 2 pg/ml DNR-rel (6 h) kezeltiik, majd a
lizitumokhoz DEVD-AMC szubsztratot adtunk, €és meghatiroztuk a kihasitott AMC
mennyiségét. A DNR-kezelés kozelitdleg négyszeresére emelte a THP-1 sejtek kaszpdz-3
aktivitasat (/2. C. dbra). A CL-A 6nmagdban is novelte a kaszpdz-3 aktivitdst, azonban a CL-
A eldkezelés részlegesen kivédte a DNR altal indukdlt kaszpaz-3 aktivaciot. A foszfataz
aktivitds vdéltozdsdnak megfeleléen médosul a pRb fehérje foszforilacigja a Thr826
oldallancon, ahogyan azt a foszfospecifikus antitesttel végzett Western blot vizsgilatok
alatamasztjak (/2. D. dbra, felsé sdv). A Thr826 oldallancot ciklin D/CDK4 kindz komplexe
foszforildlja (Zarkowska és mtsai., 1997), mig defoszforilaciéjat a PP1c katalizalja (Rubin és

mtsai., 2001). Kezeletlen THP-1 sejtekben a Thr826 oldalldnc mar részleges foszforilalt, mig

37



DNR kezelés hatasara csaknem teljesen defoszforilalédik. CL-A jelenléte (6nmagaban vagy
DNR-rel egyiitt alkalmazva egyarant) a kezeletlen sejtekben meglévé foszforilacids szinthez
képest fokozta az oldallanc foszforilacijat. A mintdk fehérjetartalmanak Gsszehasonlitasara

aktin kontrollt alkalmaztunk (/2. D. dbra, also sdv).
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12. dbra CL-A és DNR Kkezelés hatasa THP-1 sejtek kaszpaz-3 aktivitasara, foszfataz

aktivitasara, valamint a pRb fehérje degradacidjara és foszforilaciojara
THP-1 sejteket 50 nM CL-A-val (egy 6ra) és/vagy 2 pg/ml DNR-rel (6 (A, C, D) és 12 (B) 6ra)
kezeltiink, majd a lizdtumokat kiillonb6z6 moddszerekkel analizaltuk. A: THP-1 sejtek foszfatiz
aktivitdsa. A minimdlisan (hdaromszorosra) higitott THP-1 lizatum foszfatdz aktivitasat 2p_MLC20
szubsztrattal mértiik 30 mdsodperces inkubécids idoket alkalmazva. A kontroll lizdtum foszfatdz
aktivitdsat tekintettiik 100 %-nak. Szignifikans valtozdsok: *p<0,05; **p<0,01. B: pRb degradicidja.
CL-A-val torténd eldkezelés utdn a THP-1 sejteket tovabbi 12 6rdn at inkubdltuk 6nmagukban vagy
DNR-rel egyiitt, majd a foltairt mintdkat Western bloton anti-pRb ¢és anti-aktin antitestekkel
analizaltuk. C: Kaszpdz-3 aktivitds. A THP-1 sejtek lizitumat 2 pg/ml DEVD-AMC szubsztrattal
inkubéltuk. A kezeletlen THP-1 sejtek DEVD-AMC hasitasi értékét tekintettiik 100 %-os kaszpaz-3
aktivitdsnak. Szignifikdns véltozasok: *p<0,05; **p<0,01. D: 50 nM CL-A (egy 6ra) és/vagy 2 pg/ml
DNR (6 6ra) hatdsat vizsgdltuk a pRb foszforildciGjara anti-pRbP™** antitesttel. A gélre felvitt
fehérjemennyiségek 6sszehasonlitasara aktin kontrollt hasznaltunk.
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A miozin foszfataz szerepe a retinoblasztéma fehérje foszforilacios szintjének

szabalyozasaban

A MYPTI célrairdnyité funkcidja a pRb fehérje defoszforildcidjaban

Sejtek kezelése sordan 50 nM CL-A els6sorban a PP2A katalitikus aktivitasat gatolja, a
PP1 aktivitdsat nem befolydsolja (Favre és mtsai., 1997; Yan és mtsai., 1999). Irodalmi
adatok alapjan ismert, hogy a retinoblasztéma fehérje foszforilalt oldallancait els6dlegesen
PPlc izoformdk (Rubin és mtsai.,, 2001) és PPlc katalitikus alegységet tartalmazé
holoenzimek (Nelson és mtsai., 1997) defoszforildljak, a PP2A csak a ciklin-fiiggd kindzok
aktivitisdnak befolydsoldsa révén, kozvetve vesz részt a pRb foszforildcids szintjének
szabalyozasaban (Yan és mtsai., 1999), illetve a PP2A a pRb defoszforilacidjat csak a [Ca™);
novekedése esetén fejtheti ki (Magenta és mtsai., 2008). A PP1 holoenzimekben azonban a
reguldtor fehérjék azonositdsdra nem keriilt sor. Felvetddott ugyanakkor, hogy a pRb
defoszforildci6jadban a miozin foszfatdz és annak MYPT1 alegysége is szerepet jatszhat (Wu

és mtsai., 2005), ezért vizsgalataink erre a kérdésre is irdnyultak.
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13. dbra **P-MLC20 és **P-pRb szubsztritok defoszforilaciéja PP1c, PP2Ac és MPH enzimekkel
2 uM **P-MLC20 (fekete oszlopok) és 0,5 uM **P-pRb (sziirke oszlopok) szubsztratokbél PP1c (1,25
ug/ml), PP2Ac (3 pg/ml) és MPH (0,3 pg/ml) altal kihasitott **P; mennyiségét hatdroztuk meg a
szubsztrtok teljes **P-tartalmanak szazalékaban.

A kiilonboz6 foszfatdz tipusoknak a pRb fehérje defoszforilicidjdban jatszott szerepének
vizsgdlatara in vitro foszfatdz aktivitisméréseket végeztiink tisztitott PPlc és PP2Ac
katalitikus alegységekkel, valamint miozin foszfatdz holoenzimmel (MPH). A mérésekhez
szubsztritként ciklin D/CDK4 kindzzal **P-ATP jelenlétében foszforildlt MBP-pRb-C
fragmentumot alkalmaztuk. Kontrollként P_MLC20 szubsztrittal is elvégeztik a

defoszforilaciés méréseket. A foszfatdz enzimek koncentracidjat gy valasztottuk meg, hogy
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azok a **P-MLC20 szubsztritot kozelitéleg azonos mértékben (25-35 %) defoszforilljak. A
13. dbrdn lathaté, hogy ezen enzimkoncentricidk mellett a 3 2P—pr szubsztrat kis
hatékonysaggal defoszforildlédott PP1lc (2,6 %) altal, mig a PP2Ac enzim teljesen hatdstalan
volt. Ugyanakkor a MPH holoenzim mindkét szubsztratot hasonlé mértékben defoszforilalta
(26 % **P-MLC20 és 23 % *P-pRb szubsztrit esetén). Ezek az eredmények azt sugalljdk,
hogy a PPlc a MYPT]1 regulétor alegységgel komplexet alkotva sokkal hatékonyabban képes
defoszforilalni a * 2P—pr szubsztratot, mint a katalitikus alegység 6nmagéban.

A MYPTI1 fehérjének a defoszforilaciés folyamatban betoltott aktivdld szerepének
igazoldsdra a MYPT1 N-termindlis része ellen termelt gatlé hatdsud antitesttel (anti-MYPT1"
296) végeztiink kisérleteket. Irodalmi adatok (Totsukawa és mtsai., 2000) és sajat kisérleteink
szerint az anti-MYPT1'*® antitest befolydsolja a MYPT1 regulator funkcidjat, és gatolja a
MLC20 MPH A4ltali defoszforildcigjat. Az antitest ugyanakkor nincs hatdssal PPlc

aktivitdsara *P-MLC20 szubsztrattal (14. A. dbra).
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14. dbra Anti-MYPT1'%¢ antitest hatdasa PP1c és MPH foszfataz aktivitasiara
PPlc katalitikus alegységet (A) illetve tisztitott MPH enzimet (B) anti-MYPT1'>* antitesttel (0,1
mg/ml) inkubéltuk 30°C-on, majd mértiik a foszfatdz aktivitist a *“P-MLC20 és **P-pRb
szubsztratokkal. A foszfatdzoknak az antitest tavollétében mért enzimaktivitasat tekintettiik 100 %-
nak.

Anti-MYPT1"?*® antitesttel (0,1 mg/ml) torténé eldinkubalds utdn csokkent a MPH aktivitdsa
PP-MLC20 szubsztrittal, feltehetdleg a holoenzim disszocidcidja kovetkeztében. Az antitest
jelenléte gatolja a 32P—pr szubsztrat MPH 4ltali defoszforilacidjat is, a gitld hatds mértéke
pedig hasonlé a MLC20 szubsztrattal kapott értékhez (/4. B. dbra). A MYPT1 tehat szerepet
jatszik a pRb defoszforilacidjaban a PP1c célrairdnyitasa és katalitikus aktivitasanak novelése

révén.

40



A tovdbbiakban azt vizsgdltuk, hogy milyen mértékben jarulnak hozzd a **P-pRb
defoszforilaci6jahoz a PP1- illetve PP2A-tipusi foszfatiz holoenzimek THP-1 sejtek
lizatuméban, valamint a pRb-C foszfataz aktivitds mekkora hanyadaért felelos a PP1-MYPT1

komplex.
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15. dbra THP-1 sejtek lizatumanak MLC20 és pRb-C foszfataz aktivitasa
A: OA hatdsa THP-1 sejtek foszfatdz aktivitdsira. THP-1 sejtek lizatumat 0,1-1000 nM OA
jelenlétében inkubéltuk 5 percig, majd mértiik a **P-MLC20 és **P-pRb szubsztratokbdl felszabadul6
2P, mennyiségét. B: MP aktivitds THP-1 lizdtumban. THP-1 sejtek lizdtumat 0,1 mg/ml anti-MYPT1"
¥ antitesttel vagy 3 uM tiofoszforilalt CPI-17-tel inkubaltuk, majd a **P-MLC20 és *’P-pRb
szubsztritokkal meghatiroztuk a foszfatdz aktivitist. Az anti-MYPT1'™° antitest illetve CPI-17
tavollétében mért foszfatdz aktivitdst tekintettiik 100 %-nak.

A PP1 és PP2A aktivitas elkiilonitésére Kkiilonb6z6 okadansav (OA) (0,1-1000 nM)
koncentraciok mellett mértiik THP-1 sejtek lizdtumanak foszfatdz aktivitdsat *“P-MLC20 és
3 2P—pr szubsztratokat alkalmazva (/5. A. dbra). A pRb-C foszfataz aktivitas csak 10-1000
nM OA koncentricié esetén csokkent jelentdsen, ami arra utal, hogy a PP1-tipust foszfatiz

holoenzimek elsddleges szerepet jatszanak a pRb defoszforildciéjdban THP-1 sejtekben.
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Ezzel szemben a lizdtum aktivitdsa ~°P-MLC20 szubsztrattal mar 0,1-10 nM OA
koncentraciondl jelentosen gatlodott, és tovabb csokkent 100-1000 nM OA jelenlétében. Az
utébbi eredmény megfelel a kordbbi megfigyeléseknek, miszerint a **P-MLC20
defoszforilaci6jaban a sejtlizitumok PP1 és a PP2A holoenzimei egyardnt részt vesznek
(Lontay és mtsai., 2004).

A MP aktivitasanak a lizatum teljes foszfataz aktivitisdhoz viszonyitott részaranyanak
meghatirozdsdhoz tiofoszforildlt CPI-17-et alkalmaztunk. A CPI-17 specifikusan gétolja a
MP holoenzimet, mig mas PP1 holoenzimek aktivitdsara nincs hatdssal. Tiofoszforilalt CPI-
17-nel (3 uM) torténd inkubdlast kovetden a lizdtum foszfatdaz aktivitdsa mind 2p_MLC20,
mind 32P—pr szubsztrattal tobb mint 50 %-kal csokkent a kontrollhoz képest, ami arra utal,
hogy THP-1 sejtekben a pRb-foszfatdz aktivitds tobb mint fele a MP-nek tulajdonithat6. Az
anti-MYPT1'° antitest gatolta a lizatum foszfatdz aktivitdsat is, megerOsitve azt a
feltételezésiinket, hogy a MYPT1 a PPlc-t a foszforildlt pRb-hez irdnyitja, és a PPlc
aktivitisit novelve el6segiti a defoszforilacids folyamatot. A MPH és THP-1 sejtek
lizdtumanak specifikus aktivitdsa a **P-pRb szubsztrattal (MPH: 0,0675+0,016 umol **P; perc’
1mg'l, lizdtum: 84+14 pmol 2p, perc'lmg'l) mintegy 2,5-3-szor alacsonyabb, mint a 2p.
MLC20 szubsztrattal. Ez a szubsztratspecificitisban mutatkoz6 kismértékl eltérés azonban
nem zarja ki, hogy a MP fizioldgias koriilmények mellett szerepet jatszik a pRb foszforilacids

szintjének szabdlyozdsiban.

Anti-MYPT11-296

-

Anti-MYPT 1pT6%5

[l W)

Anti-MYPT1pT8%0

- -
CL-&A - - + +
DNR - + - +

16. abra MYPT1 gatlé foszforilacios helyeinek foszforilacioja THP-1 sejtekben CL-A és DNR
kezelést kvetéen
A MYPT]1 foszforilacigjat a Thr695 és Thr850 oldallancokon CL-A és DNR kezelések hatdsara anti-
MYPTIP™ és anti-MYPT1"™° antitestekkel mutattuk ki. Az anti-MYPT1'* antitesttel torténd
Western blotot a gélre felvitt hasonlé fehérjemennyiségek kimutatasara végeztiik.

Az in vitro foszfatdz aktivitds mérések alapjan tehat feltehetd, hogy a MP jelentds
szerepet jatszik a pRb defoszforildciéjdban. Ezért tanulmanyoztuk, hogy hogyan viltozik a

MYPTI1 foszforilaciés szintje a THP-1 sejtek CL-A kezelését kovetéen. A CL-A-nak a pRb
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foszforilaciét fokozo hatdsa ugyanis feltételezhetd tgy is, hogy az a pRb-foszfatdz aktivitast
nem kozvetleniil, hanem kozvetett médon, a PPlc-hez kapcsolédd regulator fehérjék gatld
foszforilaciés helyeinek foszforilacids szintjét novelve idézi eld. Ezért a tovdbbiakban a
MYPT1 Thr695 és Thr850 oldallancainak foszforilacidjat vizsgaltuk THP-1 sejtek kiillonb6z6
kezelését kovetden. A sejteket SDS-lizispufferben tartuk fel, majd Western blot analizisnek
vetettiik ald foszforilalt Thr695-re és Thr850-re specifikus antitestekkel. A gélre folvitt
MYPT1 fehérje mennyiségek hasonlésdgat anti-MYPT1'™? antitesttel eléhivott blottal
igazoltuk (/6. D. dbra, felsé sdv). Kezeletlen és DNR-rel kezelt sejtekben a Thr695 oldallanc
viszonylag kismértékben foszforildlt, mig a Thr850 oldalldnc foszforildciéja nem mutathatd
ki. CL-A kezelés hatdsdra azonban mindkét oldallanc foszforildcidja jelentdsen emelkedik, és
a magas foszforilacids szint a DNR-rel valé egyiittes kezelés esetén is fennmarad (/6. D.
dbra, kozépsé és also sav). A MYPT1 foszforilacié kovetkezményeként a MP gatlédik. A MP
aktivitdsdnak és a pRb fehérje foszforilaciés szintjének parhuzamos valtozasa a MP lehetséges

szerepére utal a pRb fehérje defoszforilaciéjaban.

A MYPTI és a pRb fehérje kolcsonhatdsdnak kimutatdsa immunprecipitdcioval és pull-

down vizsgdlattal

A MP részvétele a pRb defoszforilaciéjaban, valamint ebben a MYPTI1 feltételezett
célra irdnyit6 szerepe a MYPT1 és a pRb fehérjék kolcsonhatdsdra utal, amit elGszor
immunprecipiticios €és pull-down vizsgalatokkal kivantunk igazolni THP-1 sejtek
lizitumaban. A MYPT1-pRb komplex kialakuldsat anti-MYPT1'* és anti-pRb antitesteket
alkalmazva ellendriztiik immunprecipiticiés kisérletekben. A THP-1 sejtek lizdtuménak
Western blot analizisével a MYPT1 130-133 kDa méretii fehérjéként detektdlhaté az anti-
MYPT1"%¢ antitesttel (I17. A. dbra, lizdtum). Az antitest tobb, kisebb molekulatomegii -
feltételezhetden a teljes hosszisdgi MYPT1 proteolitikus degraddcidjabdl szarmazé - savot is
felismer. A pRb 110 kDa méretii fehérjeként mutathaté ki Western blot médszerrel (/7. B.
dbra, lizdtum). Az anti-pRb antitesttel kapott immunprecipititumban anti-MYPT1'>%
antitesttel kimutathaté a MYPT1 fehérje (/7. A. dbra), mig forditott immunprecipiticios
kisérletben, az anti-MYPT1'**® antitest immunkomplexében detektdlhat6 a pRb fehérje
jelenléte (I7. B. dbra). Sem a MYPTI1, sem a pRb nem volt detektalhat6 Western blottal
azokban a mintdkban, amelyekben a specifikus antitestek helyett a megfelelé6 nem-immun
nyul (NRS) vagy nem-immun egér (NMS) szérumot kapcsoltuk a gyantdhoz. Mindezek az
eredmények a nativ  MYPT1 és pRb fehérjék kolcsonhatdsat igazoljak THP-1 sejtek

lizatumaban.
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17. dbra MYPT1 és pRb fehérjék kolcsonhatasanak kimutatasa immunprecipitaciéval és pull-
down modszerrel

A: MYPT1 és pRb egyiittes kicsapasa THP-1 lizatumbdl anti-pRb antitest alkalmazasaval. B: pRb
fehérje precipitici6ja MYPTI-gyel THP-1 sejtlizitumbdl  anti-MYPT1'™? antitesttel. Az
immunprecipiticiés kisérleteket Protein-A Sepharose-hoz kapcsolt anti-MYPT1'>® és anti-pRb
antitestekkel végeztiik. Kontrollként nem-immun nydl (NRS) illetve egér szérummal (NMS) kapcsolt
Protein-A Sepharose-t alkalmaztunk. A gyantdkat a sejtlizitummal torténd inkubdlds utdn mostuk,
majd SDS-mintapufferben szolubilizaltuk és Western blottal analizaltuk anti-MYPT1'>* és anti-pRb
antitestekkel. C: MYPTI1 és C-termindlis pRb fragmentum (MBP-pRb-C) kolcsonhatdsanak
kimutatdsa pull-down moédszerrel THP-1 sejtek lizatumdbol. Kapcsolatlan és MBP-pRb-C ftizids
fehérjével kapcsolt amiléz gyantat inkubaltunk THP-1 sejtek lizatumdaval. A kot6do fehérjéket anti-
MYPT1"** antitesttel detektdltuk.

A pRb fehérje C-termindlis szakasza (pRb-C) szdmos CDK 2/CDK 4 foszforilacios
helyet tartalmaz, és fontos szerepet tolt be a fehérje-fehérje kolcsonhatdsok kialakitdsaban.
Wu és munkatdrsai a pRb-C és a MYPT1 N-termindlis régidéjanak kotédését mutattdk ki
feliilrétegzési kisérletben (Wu és mitsai., 2005). A pRb-C és a nativ MYPTI1 fehérje
kolesonhatasanak vizsgalatara pull-down kisérletet végeztiink THP-1 lizatummal. Malt6zko6to
fehérjével konjugélt pRb-C (MBP-pRb-C) fragmentumot kapcsoltunk amiléz gyantdhoz,
majd eldtisztitott THP-1 lizdtummal kevertettiik 4 6rdn keresztiil. A gyantat az ,,Anyagok és
modszerek” fejezetben leirt Osszetételii pufferrel mostuk, majd a kapcsolt és azzal
kolcsonhat6 fehérjéket SDS-mintapufferben szolubilizéltuk, és immunobloton anti-MYPT1"
2% antitesttel vizsgéltuk. Kontrollként kapcsolatlan amil6z gyantaval is elvégeztiik a kisérletet.
A Western blot eredmények a MYPT1 és néhany, feltételezhetben MYPT1 degradécids
termék kolcsonhatdsat mutatjdk a MBP-pRb-C fragmentummal, mig a kapcsolatlan gyanta
esetében aspecifikus kotddés nem tapasztalhaté (/7. C. dbra) Ezek az adatok tehat

meger6sitik a MYPT1 és a pRb fehérje feltételezett kolcsonhatasat THP-1 sejtekben.
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MYPTI és pRb kolcsonhatdsdnak jellemzése feliileti plazmon rezonancia-méréssel

A MYPTI, PPlc és pRb fehérjék kolcsonhatdsanak részletes tanulmanyozasa céljabol
feliileti plazmon rezonancidn (SPR) alapulé kotodési kisérleteket terveztiink. Irodalmi
adatokbol ismert (Tamrakar és mtsai., 2000a), hogy a pRb-PP1c kélcsonhatas kialakitdsdban a
pRb C-termindlis szakasza vesz részt, ezen belill is egy PPlc-kdtdmotivumhoz hasonld
szekvenciarészlet (874-877 aminosavak, KLRF) jatszhat esszencidlis szerepet a
kolcsonhatdsban. A kolcsonhatds SPR moédszerrel torténd igazoldsahoz MBP-pRb-C-t
immobilizaltunk CMS5 chip felszinére, majd mértik 0,1 uM, 0,2 uM és 0,5 uM
koncentracidban a feliiletre injektalt PP1c kotddését (18. A. dbra). A kapott szenzogrammok a
PPlc és MBP-pRb-C koncentraciofiiggd kolcsonhatasat mutatjdk. A pRb fehérje PPlc-
kotémotivuménak szerepét is bizonyitottuk a kolcsonhatidsban: a PPlc-vel egyiddben,

ekvimoldris mennyiségben injektalt PP1c-kété MYPT1 peptid (MYPT1'2®

) nagymértékben
géatolta a PPlc kotddését a felszinhez. A pRb-hez vald kotddésben szerepet jatszé MYPTI
szakaszok feltérképezése céljabol rekombindns GST-MYPT1-gyet immobilizaltunk anti-GST
antitesttel kapcsolt szenzor chip felszinére, majd kiilonb6z6 koncentracidban (0,5-2 uM, a-c)
MBP-pRb-C-t injektaltunk a feliiletre. A két fehérje kolcsonhatasara jellemz6 szenzogramot a
18. B. dbra mutatja. A gorbe asszocidcids szakasza egy gyorsabb és egy lassabb fézisra
tagolodik, ami alapjan feltételezhet, hogy a MYPT1 és MBP-pRb-C kozotti kdlcsonhatas
tobb 1épésben és/vagy tobb kdtdhelyen keresztiil alakul ki. Szamottevd kdlcsonhatds nem volt
mérheté a GST-MYPT1 és a MBP kozott (/8. B. dbra, d), ami aldtdmasztja, hogy a fenti
kotédési mintdzat a MYPT1 és a pRb-C specifikus kolcsonhatdsanak tulajdonithatd. A
MYPT1 kélcsonhaté régiéinak azonositdsa céljabol N-termindlis (His-MYPT1'%%) és C-
terminalis (GST-MYPT1°"'%) MYPT1 fragmentumokkal is elvégeztiik az SPR-méréseket.
A His-MYPT1"%% fragmentumot szabad amino-csoportokon keresztiil kovalens kapcsoldssal
immobilizaltuk, majd mértiik az MBP-pRb-C fragmentum kotdédésének erdsségét. A kapott
szenzogram alapjan megdllapithat, hogy a MBP-pRb-C fragmentum kotddik a MYPT1 N-
termindlis régidjdhoz (I8. C. dbra). A C-termindlis MYPTI1-gyel végzett vizsgilat azt
mutatja, hogy a MBP-pRb-C fragmentum az anti-GST antitesten keresztiil immobilizalt GST-
MYPT1%7'% hez is kotédik 0,5-2 uM koncentriciétartomanyban (18. C. dbra, a-c). A
szenzogramok alapjan a BIAevaluation 3.1 szofter segitségével hataroztuk meg a pRb-C és
PPlc, valamint a teljes MYPTI, és az N- és C-termindlis fragmentumdnak kolcsonhatdsara

jellemz6 asszocidcios allanddokat (K,). Az illesztések eredményeként PP1c-re K, = 1,42 £ 0,12
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x 10°, a GST-MYPT1-re K, = 1,34 + 0,42 x 10’, a His-MYPT1"%** fragmentumra K, = 4,46 +
3,1 x 10°, mig a GST-MYPT1%7"" K, =328 + 1,11 x 10° értékek adddtak.
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18. abra MBP-pRb-C kolcsonhatasanak jellemzése PP1c és MYPT1 fehérjékkel feliileti plazmon

rezonancia modszerrel

A: Amino-csoporton keresztiil torténd kapcsolasi reakcid segitségével MBP-pRb-C fragmentumot
immobilizdltunk CMS5 szenzor chip feliiletére, majd PP1c-t injektaltunk a felszinre 0,1 uM (a), 0,2 uM
(b) és 0,5 UM (c) koncentraciéban, illetve 0,2 uM PPlc esetén 0,2 uM MYPT1'™* peptid jelenlétében
is elvégeztiik a mérést (d). CM5 szenzor chip felszinére GST-MYPT1 (B), His-MYPT1'** (C) és
GST-MYPT1%7'"* (D) fehérjéket immobilizdltunk anti-GST antitesttel (A és C), illetve amino-
csoporton keresztiil kozvetlen kapcsoldssal (B). Az immobilizalt feliiletre 0,5 pM (a), 1 uM (b) és 2
UM (c) koncentraci6ban MBP-pRb-C fragmentumot injektdltunk. A szenzogramok a kolcsonhatds
kovetkeztében fellépd rezonancia jel-valtozast mutatjak az id6 fliggvényében. Kontroll kisérletben 2
UM MBP-t injektdltunk a GST-MYPT1-felszinre. A méréseket Biacore 3000 késziiléken végeztiik az

»Anyag és mddszerek” fejezetben leirtak szerint.
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Megjegyzendd, hogy a K, értékek hibdja viszonylag nagy, ennélfogva csak kozelitd
értékeknek tekinthetjiik 6ket. A pontos mechanizmus és a jellemzd kinetikai paraméterek

meghatdrozasa tovabbi részletes vizsgalatokat igényel.

PRb és MYPT1 kolokalizdcioja és foszforilacidja THP-1 sejtekben

Az immunprecipitiacids kisérletek a MYPT1 és pRb sejten beliili kolcsonhatasat
feltételezik, ezért a tovabbiakban a fehérjék lokalizacigjat vizsgaltuk intakt THP-1 sejtekben
konfokalis pdsztizé 1ézer mikroszképpal. A sejteket fixdlds utdn a MYPT1-re és a pRb-re
specifikus poliklondlis és monoklondlis antitestekkel jeloltik, majd az immunreakcid

detektélasdra fluoreszcens festékekkel konjugdlt masodik antitesteket alkalmaztunk.

anti-MYPT1"#¢  anti-pRb DAPI egyesitett kép

CL-A DNR Kontroll

CL-A+DNR

19. dbra CL-A és DNR hatasa a MYPT1 és a pRb eloszlasara THP-1 sejtekben
Széruméheztetett THP-1 sejteket inkubaltunk effektorok nélkiil (a-d), 2 ug/ml DNR (e-h), 50 nM CL-
A (i-1) vagy CL-A és DNR egyiittes jelenlétében (m-p). Kezelés utén a fixalt sejteket anti-MYPT1'>%
(a, e, 1, m, zold) és anti-pRb (b, f, j, n, piros) antitestekkel jeloltiik. A sejtmagokat DAPI-val festettiik
(kék). Az egyesitett képek az anti-MYPT1'** és anti-pRb festések egymdshoz viszonyitott eloszlasat
mutatjdk (d, h, 1, p).

47



A fehérjék sejten beliili eloszldsat és kolokalizacidjat a 19. dbra mutatja. Kontroll (a,
b) és DNR-kezelt (e, f) sejtekben a MYPT1 és a pRb is foképp a sejtmagban lokalizalodik. Az
egyesitett kép a két fehérje részleges kolokalizacijat mutatja (d, h). CL-A kezelés hatdsara
mind a MYPTI (i), mind a pRb (j) a citoplazméba transzlokal6dik. Ezzel szemben CL-A és
DNR egyiittes kezeléseket kovetden a MYPT1 és pRb eltérd eloszldsa figyelhetd meg, mivel
a MYPT1 a citoplazmdaban lokalizalédik (m), mig a pRb sejtmagi festddést mutat (n).

A Thr826 oldallincon foszforildlt pRb lokalizaci6éjdnak valtozdsat is vizsgdltuk
konfokdlis mikroszképidval anti-pRbP™™ antitesttel (20. dbra). Kontroll (a) és DNR-kezelt
(b) sejtekben a pRb foszforildcids szintje eltérd, de mindkét esetben sejtmagi lokalizdcidt
mutat. CL-A kezelés (c) hatdsira a pRb Thr826 oldallincon foszforildlt formdja a
citoplazmaba transzlokalédott, ellenben ha a CL-A kezelést DNR hozzdadasa kovette (d) a
prpT826 a sejtmagban maradt. A prpT826 lokalizaci6ja tehat hasonl6 a nem-foszfospecifikus,
foszforilalt és defoszforildlt pRb-t egyarant felismerd antitesttel kapott mintdzathoz. Ezen
megfigyelés alapjan feltételezhetd, hogy a CL-A éltal indukalt pRb-transzlokaciéért nem a
Thr826, hanem valamely mas pRb oldallinc vagy egy eddig még nem azonositott, a pRb

sejtmagi exportjaban szerepet jatszé fehérje foszforilacidja felel0s.

Kontroll R CL-A CL-A+DNR

20. 4bra pRbP"™* Jokalizaciéja THP-1 sejtekben CL-A és DNR kezelést kovetien
THP-1 sejteket inkubaltunk effektorok nélkiil (a, e), 2 ig/ml DNR (b, f), 50 nM CL-A (c, g) vagy CL-
A és DNR jelenlétében (d, h). A fixalt sejteket anti-pRb*™** (a-d, zo1d) ellenanyaggal és DAPI-val (e-
f, kék) festettiik, és konfokdlis mikroszképpal detektéltuk.

L
i

anti-pRbrTé2

DAPI

A kiilonboz6 kezelések hatdsat a fehérjék sejten beliili lokalizacidjara THP-1 sejtek
szubcellularis frakcidinak vizsgélatival is megerdsitettik. MYPT1 és PPlc megoszlasat
tanulmanyoztuk THP-1 sejtek citoszol és sejtmag frakcidinak Western blot analizisével. Az

immunoblotokat a 2/. dbra szemlélteti. Kontroll és DNR-rel kezelt sejtekben a MYPT1
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elsésorban a sejtmagban taldlhaté meg. A MYPT1 foszforilacids szintje nagyon alacsony,
csak a Thr695 oldallancon detektalhatd, a Thr850 foszforiliciéja nem mutathaté ki, ami
Osszhangban van a teljes lizitummal kapott blotok eredményével (16. dbra.). CL-A kezelés
hatdsira a MYPT1 és a pRb is a citoszolba transzlokidlédik. A foszforilacioval és
transzlokacidval parhuzamosan a MYPT1 fehérjesdvok magasabb molekulatomeg felé torténd
eltolédasa is megfigyelhetd. A fehérje csokkent mobilitdsa feltehetdleg foszforilacios
szintjének novekedésével indokolhaté. A Thr695 és Thr850 oldallincok okaddnsav kezelés
utdn megnovekedett foszforildcidja HepG2 sejtekben ugyanakkor nem befolydsolja a MYPT1
fehérjesdvok véndorldsat SDS-poliakrilamid gélben (Lontay és mtsai., 2005). Ezért
valdszinlisithetd, hogy a MYPT1 eltoléddsa a Thr695 és Thr850 oldalldncoktdl eltérd
foszforilaciés hely(ek) foszforilacigjanak eredménye. Feltételezhetd tehat, hogy ezen
ismeretlen foszforilacids hely(ek) foszforildcidja szabdlyozza a MYPT1 CL-A altal indukalt
nukledris exportjat. A PPlc izoformdk lokalizacigjat is feltérképeztiik a kiilonb6zé mddon
kezelt THP-1 sejtek szubcelluldris frakcidiban. A vizsgilatokhoz a PPlcd izoformara
specifikus anti-PP1cd antitestet és a PPla-t és PP1y-t felismerd anti-PP1 (E9) ellenanyagot
hasznéltuk. A kiilonb6zé PPlc izoformék citoszolikus és sejtmagi eloszlast mutatnak, az
alkalmazott kezelések lokalizdcidjukat nem befolydsoljak. Az eredmények arra utalnak, hogy
a MYPT1 transzlokicidja a sejtmagbdl a citoszolba 6nmagédban, a PPlc részvétele nélkiil
val6sul meg.

citoszol sejtmag

Anti-MYPT 120

— . - e —

r— ST . =
Anti-MYPTr &5
| [ T =
_ Anti-MYPTr250
L e . |
Antl-PP1 (E9)
.o MK . . 13
Anti-PP1c delta
CL-A - - + + - - + +
DNR - + - +

- + - +

21. abra MYPT1 és PP1c lokalizacigja THP-1 sejtek szubcellularis frakciéiban CL-A és DNR
kezelést kvetéen
CL-A-, DNR-, valamint CL-A plussz DNR-kezelt THP-1 sejtek lizaitumabdl citoszolikus és sejtmag
frakcidkat izolaltunk, majd immunobloton anti-MYPT1'?, anti-MYPT1°™, anti-MYPT1°™*, anti-
PP1c6 és anti-PP1 (E9) antitestekkel vizsgéltuk.
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Tanninok foszfatazgatlé hatasanak vizsgalata

Tanninok hatdsa PPI1 és PP2A enzimek aktivitdsdra

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a tanninok illetve azok komponenseinek bioldgiai
hatdsdban szerepe lehet a protein foszfatdzok gatlasanak (Erdélyi és mtsai., 2005; Qin és
mtsai., 2008). Ezen felvetés vizsgilata céljabol in vitro tanulminyoztuk a tanninok
foszfatazgatlé hatasat. Eloszor a penta-O-galloil-D-gliik6z (PGG), a tanninok egyik {6

alkotérészének hatdsat vizsgdltuk nativ €s rekombindns PPlc, valamint PP2A enzimek

aktivitasara.
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22. abra PGG hatasa nativ és rekombinans PP1c, valamint PP2Ac aktivitasara
PPlc-t (1,25 pg/ml), rPPlc-t (5 pg/ml), rPPlc-t 1 mM MnCl, jelenlétében, valamint PP2Ac-t (3
png/ml) inkubaltunk 10 percig 30°C-on 0, 1, 10, 30 és 100 uM PGG jelenlétében, majd mértik az
enzimek foszfatdzaktivitdsat 1 uM P-MLC20 szubsztrittal. Az eredményeket a PGG tavollétében
kapott foszfatdz aktivitds %-aban adtuk meg.

A 22. dbrdn bemutatott eredmények szerint a PGG igen hatékonyan gétolja a PP1 enzimeket
(nativ PPlc: ICso= 6,5 UM, rPP1co: ICso= 0,7 uM), ugyanakkor a PP2Ac aktivitasara kifejtett
gatld hatdsa sokkal kisebb (ICsp > 100 uM). Felmeriilhet a kérdés, hogy a PGG gétlé hatdsat
nem azaltal fejti-e ki, hogy komplexet alkot a PPlc aktiv centrumdban taldlhat6é kétértéki
fémionokkal. Ennek ellenorzésére rPP1co esetén 1 mM MnCl, jelenlétében is elvégeztiik a
gétlé hatds vizsgalatat. Lathat6, hogy a gatlis Mn**-ion hozzdaddsa mellett is valtozatlanul
fennmarad (ICso = 0,8 uM), a PGG gatl6 hatdsa tehat nem a fémionok elvondsa révén valdsul
meg. Mivel a PGG a rekombindns enzimet is hatékonyan gitolta, valamint megfeleld
mennyiségben is ez az enzim nyerhetd ki, a tovabbi méréseinkhez rPP1cd-t hasznaltuk.

A PGG mellett az epigallokatekin-3-gallit (EGCG), valamint az aleppdi tannin (egy

természetes keverék), és az egyik épitdelem, a galluszsav hatdsat is megvizsgéltuk a rPP1cd
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aktivitisdra. Mind az aleppéi tannin, mind a tisztitott vegyiiletek (PGG és EGCG)
csokkentették a rPP1cd aktivitasat, ugyanakkor a galluszsav nem volt gatlé hatdsu (23. dbra).

Az ICsg érték aleppdi tanninra 0,52 uM-nak, EGCG-re 0,93 uM-nak addédott.
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23. abra EGCG, PGG, aleppoi tannin és galluszsav hatasa a rPP1co aktivitasara
5 pg/ml rPP1cd-t inkubaltunk 30°C-on 10 percig a kiilonb6zé tanninszarmazékokkal 0-100 pM
koncentriciéban, majd mértiik a foszfataz aktivitast “P-MLC20 szubsztrattal.

PGG és EGCG rPPIco-hoz valo kotodésének vizsgdlata feliileti plazmon rezonancidn

alapulo modszerrel

A tanninszdrmazékokkal valé kolcsonhatds SPR moddszerrel torténd igazoldsahoz
amino-csoportokon keresztiil rPP1cd-t immobilizaltunk CMS5 chip felszinére, majd kiilonb6zo
koncentracioban (1-50 pM) PGG-t vagy EGCG-t injektdltunk, és mértik a kotodés
kovetkeztében fellépd rezonancia jel-valtozast (24. A. és B. dbra). Mindkét molekula
kolcsonhatdst alakitott ki a rPP1cd-val, egy lassu asszocidcids €s szintén lassu disszocidcids
kinetikaval. Az asszociacids allandoé értéke PGG-re K, = 2,52 + 1,06 x 105—nek, EGCG-re K,
= 1,48 £ 0,67 x 10°-nak adédott.

A tannin szarmazékok aromds (hidroféb) gytirtiinek lehetséges részvétele a PP1c-vel
valé kotddésben felveti ezen molekuldknak a PPlc hidroféb drkdval valé kolcsonhatdsdnak
valészinliségét. Mivel a PPlc-t gitlé toxinok is részben a hidroféb drokban kotddnek, ezért
lehetséges kompeticiot feltételezve megvizsgaltuk a tanninok kotddését foszfatdzgatld
toxinok, MC-LR és OA jelenlétében is. Rekombindns PP1cd-val boritott feliiletet 1 pM MC-
LR-el telitettiink, majd mértik 10 uM PGG vagy 5 pM EGCG kotédését, és az adatokat
Osszehasonlitottuk a kezeletlen rPP1co-feliileten kapott kotodési értékekkel. OA esetén a

feliilet telitése utin a PGG-t illetve az EGCG-t 5 uM OA-val egyiitt injektéltuk a feliiletre.
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24, adbra rPP1cd kolcsonhatasanak vizsgalata PGG-vel és EGCG-vel SPR modszer segitségével
CMS5 chip feliiletére rPP1co-t immobilizaltunk, majd 1-50 pM koncentracioban PGG-t (A) vagy
EGCG-t (B) injektaltunk, és rogzitettiik a kolcsonhatas kovetkeztében fellépd rezonancia jel-véltozas
asszociacios és disszocidciés szakaszat. C-F: MC-LR és OA hatdsa a rPP1cd és tannin alkotérészek
kolcsonhatdsara. rPP1cd-vel boritott feliilletre MC-LR-t injektaltunk, majd mértik 10 uM PGG (C)
vagy 5 uM EGCG (D) kotodését. OA-val telitett rPP1co-feliiletre 5 uM OA-val egyiittesen PGG-t (E)
vagy EGCG-t (F) injektalunk.
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A MC-LR-el illetve OA-val telitett rPP1cd-felilleten a PGG és az EGCG sokkal kisebb
mértékben ko6tddott, mint a rPP1cd-hoz 6nmagaban. Megfigyelhet6 az is, hogy a rPP1¢c6-PGG
és rPP1cd-EGCG komplexek disszocidcidja sokkal gyorsabb volt, mint a toxinokkal nem
kezelt feliileteken. (24. C-F. dbra). A MC-LR és OA a PP1c Y-alaku katalitikus centrumanak
hidroféb arkdhoz kotddnek és részben lefedik az aktiv centrumot, ezdltal fejtik ki gatld
hatdsukat. A PGG és EGCG kotodésének csokkenése az inhibitorok jelenlétében azt mutatja,
hogy feltehetdleg a tanninszdrmazékokkal val6 kolcsonhatdsban is a PP1c aktiv centruménak

hidroféb arka jatszik szerepet.

A PPIc és a tannin szarmazékok kolcsonhatdsdnak NMR-spektroszkopids vizsgdlata és

molekuldris modellezése

A PPlc kolcsonhatdsit az EGCG-vel és a PGG-vel NMR-spektroszkdpids
modszerekkel is vizsgéltuk, az un. telités atviteli differencia (Saturation Transfer Difference,
STD) moédszer alkalmazdsdval (Mayer és Meyer, 1999; To6th és mitsai., 2000b;Mayer és
Meyer, 2001; Meyer és Peters, 2003). Ezzel a médszerrel a kismolekuldji kolcsonhaté partner
azon szerkezeti részérdl kaphatunk informacidt, amelyek kolcsonhatasba 1épnek a fehérjékkel.
Eldszor az EGCG molekula PP1c-vel val6 kolcsonhatdsat tanulményoztuk. A méréseket Dr.
E. Kovér Katalin (DE TEK Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék) végezte. A 25. C. dbrdn
az EGCG 1H—NMR—spektruma lathat6, amelyen a D,O jelenléte miatt a cserélhetd hidroxil
protonok nem adnak jelet, csak az aromds és az oxigént tartalmazé gylriikk rezonancia jelei
azonosithatdk. A 25. B. dbra az EGCG spektrumdt mutatja, natrium-acetit/D,O pufferben
(pH = 7,0) dializalt PP1c jelenlétében. A jelek kiszélesedése a spektrumban a fehérjével valé
kolesonhatasra utal, valamint igen kis intenzitidssal megjelennek a hidroxil protonok jelei is.
Ez utébbi annak tulajdonithatd, hogy a hidroxil protonok részlegesen -cserélédnek
deutériumra, ami a fehérjével valé kolcsonhatdsuknak a kovetkezménye. A 25. A. dbrdn az
STD-NMR-spektrum lathatd, amikor a fehérje protondtmeneteit szelektiv besugarzassal
telitjiik, és a kapott differencia spektrum a ligand azon H-atomjainak jeleit mutatja, amelyek a
fehérjével kolcsonhatasba keriiltek. Az STD-spektrumban megjelend aromds protonjelek arra
utalnak, hogy az EGCG aromds gytrti részt vesznek a fehérjével valé hidroféb
kolcsonhatdsban. A 26. B. dbrdn a PGG 'H-NMR spektruma a fehérje jelenlétében, valamint
az elézdéekben leirt médon felvett STD-NMR-spektrum (26. A. dbra) lathaté. Ezek az adatok
szintén arra utalnak, hogy mind az aromds gyiliriknek, mind pedig a fenolos hidroxil-

csoportoknak szerepe van a PP1c-vel val6 kolcsonhatdsban.

53



YT T |

| |

w
m

T T T T T T T

25. dbra EGCG és rPP1c¢d kolesonhatasanak vizsgalata "H-NMR spektroszképiaval
A: Az EGCG telités atviteli differencia (STD) '"H-NMR-spektruma rPP1c§ jelenlétében. B: Az EGCG
"H-NMR-spektruma rPP1cd jelenlétében. C: Az EGCG "H-NMR-spektruma. A mérések sordn Na-
acetat/D,0 pufferben dializélt rPP1co-t alkalmaztunk.

A. STD-NMR:PGG +rPP1c

B. PGG +rPP1c

N WL

T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 pPpm

26. dbra PGG és rPP1cd kolesonhatasanak vizsgalata '"H-NMR spektroszkopiaval
A: A PGG telités tviteli differencia (STD) 'H-NMR-spektruma rPP1cd jelenlétében. B: A PGG 'H-

NMR-spektruma rPP1cd jelenlétében. A mérésekhez Na-acetdt/D,O pufferben dializdlt rPP1cd-t
alkalmaztunk.
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27. dbra A PP1c-EGCG kolcsonhatas szamitogépes modellezéssel kapott legkisebb energiaju
konformacios formai
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A kotédési és szerkezeti vizsgdlatok eredményei azt sugalljadk, hogy a
tanninszdrmazékok PPlc gatld hatdsa az enzim aktiv centrumanak hidroféb arkdhoz vald
kotodésnek tulajdonithat6. Mivel a PPlc kristdlyszerkezetét mar szdmos inhibitorral
(Goldberg és mtsai., 1995;T6th és mtsai., 2000b; Maynes és mtsai., 2001; Kita és mitsai.,
2002) meghataroztdk, az adatbizisokban rendelkezésre allnak a fehérje atomi koordinatai,
amelyek lehetové teszik 1j kolcsonhaté ligandok dokkoldsat megfeleld szamitogépes
modellezési mddszerekkel. Dr. Komaromi Istvdin (DE OEC Klinikai Kutatékézpont) altal
végzett elozetes EGCG dokkolasi kisérletek eredményeit a 27. dbra mutatja, amelyen a harom
legkisebb energidji konformdcids csaldd egy-egy képviseldjét latjuk. Ezek mindegyike azt
igazolja, hogy az EGCG molekula az enzim hidroféb drkdhoz kotddik, valamint azonosithaték
azok a fenolos hidroxilok is, amelyek intermolekuldris H-kotések altal stabilizaljak a
kolcsonhatéast. A kotott dllapotd EGCG konforméci6 véltozdsat €s az aromds gylriik térbeli

kozelségét az NMR-mérések is alatimasztottak.

PGG és EGCG hatasdnak vizsgdlata THP-1 sejtek életképességére Alamar Blue
proliferidcios modszerrel

Irodalmi adatok szerint az EGCG és a PGG gitoljdk a daganatos sejtek novekedését,
és apoptodzist indukdlva jelentds mértékben befolydsoljak azok életképességét (Ahmad és

mtsai., 1997; Pan és mtsai., 1999; Yang és mtsai., 2002).
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28. abra PGG és EGCG hatasanak vizsgalata THP-1 sejtek életképességére Alamar Blue
proliferiaciés modszerrel
THP-1 sejteket kezeltiink 0-100 uM koncentriaciéban PGG-vel vagy EGCG-vel 24 6rdn keresztiil,
majd Almar Blue proliferaciés modszerrel mértiik a sejtek életképességét az ,,Anyag és modszerek”
fejezetben leirtak szerint. A sejtek tdlélését a kezeletlen sejtekéhez viszonyitva %-os értékben adtuk

meg.
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Az EGCG és a PGG ezen hatasat THP-1 sejteken ellendriztiik, és azt talaltuk, hogy az
EGCG és a PGG eltéro hatdssal van a sejtek életképességére. Azonos koncentraciéban a PGG
nagyobb mértékii sejtpusztuldst eredményezett, mint az EGCG. Annak tisztdzdsara, hogy ezen
molekuldk milyen mechanizmus szerint fejtik ki hatdsukat, és abban milyen szerepe lehet

foszfatdzgatl6 szerepiiknek, tovabbi kisérleteket terveziink.
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MEGBESZELES

A miozin foszfataz szabalyozasa a MYPT1 alegység foszforilaciojaval

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a MP szabdlyozasdnak egyik f6 mechanizmusa a
reguldtor alegység foszforildcigja éltal valéosul meg. A MYPT1 Thr695 és Thr850
oldallancairdl kimutattdk, hogy ROK aéltal foszforildlhaték (Kawano és mtsai., 1999). Az
eddig leirt mechanizmusok szerint a Thr695 oldallinc foszforilicidja eredményezi a
katalitikus aktivitas gatlasat (Ichikawa és mtsai., 1996b; Feng és mtsai., 1999), mig a Thr850
foszforildcidja a MYPT1 miozinhoz valé kotddését gyengiti (Velasco és mtsai., 2002).
Szamos kozlemény tdmasztja ald a Thr695 foszforilacidéjdnak szerepét a MP szabdlyozdsdban
simaizom (Shin és mtsai., 2002; Ito és mtsai., 2003; Seko €s mtsai., 2003; Wang és mtsai.,
2003; Hersch és mtsai., 2004) és nem-izom (Feng és mtsai., 1999; Watanabe és mtsai., 2001;
Somlyo és mtsai., 2003b; Lontay és mitsai., 2005) sejtekben egyarant, ugyanakkor arra
vonatkozodlag is szdmos adat van, hogy bizonyos koriilmények kozott a Thr850 oldallanc
dominans foszforilacidja figyelhetd meg (Kitazawa és mtsai., 2003; Niiro €s mtsai., 2003;
Ren és mtsai., 2004; Wilson és mtsai., 2005). A Thr850 dinamikus szerepét feltételezi a MP
szabalyozasiaban az a megfigyelés is, miszerint ez az oldallinc gyorsan és hatékonyan
defoszforilalodik in vitro, mig a Thr695 gyakolatilag ellendll a defoszforiladcionak (Takizawa
és mtsai., 2002b). A gatlds biokémiai hatterében az éllhat, hogy a Thr695 és a Thr850
oldallancok kornyezetében 1€vé N-termindlis bazikus és C-termindlis hidroféb aminosavakat
tartalmazé szekvencidk szubsztritanalég modon képesek a PPlc aktivitdsdt gitolni a
katalitikus centrumhoz torténd kotédésiik altal. A gitlds pontos mechanizmusa azonban még
nem ismert, kiillonosen abban a tekintetben, hogy a MYPT1 C-termindlis felében taldlhat6
foszforildlt oldallincok milyen fehérje mozgdsok kovetkeztében keriilnek a katalitikus

centrum kozelébe.

MLC20 PT18519. RAKAKTTKKRPQRApTpSNVFAMF
MYPT1PT%; QRKARSRLMRQSRRSpTQGVTLT
MYPT1P™.  KSIRFRRRPREKRRSpTGVSFWT

29. abra A MP szubsztrat MLC20 és a MYPT1 gatlo foszforilacios helyek kornyezete
aminosav szekvenciajanak hasonlésaga

Kisérleteink sordn treonin-alanin pontmuticiot (MYPTIT695 A, MYPT1T804 &g
MYPT1*) tartalmaz6 MYPT1 mutdnsokat alkalmaztunk a Thr695 és Thr850 oldalldncok

ROK dltali foszforildlhatésaganak és a foszforilacid kovetkeztében fellépd gatlo hatas
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vizsgalatara. Eredményeink arra utalnak, hogy nemcsak a Thr695, hanem a Thr850 oldallanc
ROK déltali foszforilacidja is géatolja a nativ PP1c aktivitasat a fiziologids foszforilalt miozin
szubsztrattal, és a gatlds hatékonysdga mindkét foszforildlt oldallanc esetén kozel azonos
mértéki.

Eredményeink alapjdn az is valdsziniisithetd, hogy a Thr695 és Thr850 oldalldncok
foszforilacidja a sejtekben eltérd kindzok altal valosul meg. A Thr850 a ROK elsddleges
foszforilacids helyének tiinik a ROK inhibitor Y27632 alkalmazdsdval kapott eredményeink
alapjan. Ezzel Osszhangban kordbban a Thr850 foszforilaciéjat az in vivo ROK aktivitas
indikatoraként hasznaltdk (Kawano és mtsai., 1999). A Thr695 oldallancot foszforildld
kindz(oka)t e vizsgdlatok sordn nem azonositottuk, de ismert, hogy szdmos kindz képes a
Thr695-t foszforilacidjara in vitro (Hartshorne és mtsai., 2004). A Rho jelatviteli dtvonalat
aktivalo LPA kezelés hatdsdra a Thr695 foszforilacié fokozdédik. A LPA azonban a RhoA-
ROK tvonal mellett tobb jelatviteli pdlyat és ezen keresztill szdmos kindzt aktival
(Moolenaar és mtsai., 2004), igy a Thr695 foszforilaciéért felelés kindz nem azonosithatd
egyértelmiien. Irodalmi adatok szerint a MYPT1 kinaz (a ZIP-kinaz kisebb molekulatomegii
formdja), az ILK, a MDPK, a PAK és a Raf-1 is részt vehet a Thr695 foszforilaciéjdban
(Somlyo és mtsai., 2003a; Hartshorne és mtsai., 2004). A ROK a Thr695 és Thr850
oldalldncok foszforildcidjat azonos mértékben katalizdlja in vitro, mig in vivo
megkiilonboztetett mdédon foszforildlddnak. A jelenség hatterében 4ll6 mechanizmus nem
ismert. Lehetséges, hogy a kiilonbozo tipusu sejtekben a kiillonb6z6 kindzok hozzaférése az
egyes oldallancokhoz eltérd. Feltételezhetd az is, hogy a két oldallinc megkiilonboztetett
foszforildcidja lehetdséget biztosit a MYPT1-re haté eltérd jelatviteli itvonalak egyesitésére.
Mindkét oldalldnc foszforilacidja gatld hatdsti a PPlc aktivitdsdra, ezdltal egymdstol eltérd

jelatviteli dtvonalaknak is szerepe lehet a MP szabdlyozdsaban.

A PP1 és PP2A szerepe a sejtek életképességének szabalyozasaban

Munkédnk sordn foszfatdzgitlé toxinok hatdsat tanulmanyoztuk leukémids sejtek
kemoterdpids szerekkel kivaltott sejthaldlara, hogy ezdltal betekintést nyerjiink a protein
foszfatdzoknak a sejtek tilélésében betoltott szerepébe. Eredményeink szerint az in vitro PP1
és PP2A enzimeket is gatl6 membranpermeabilis CL-A koncentracié-fiiggé mdédon csokkenti
a DNR édltal THP-1 leukémids sejtekben kivaltott sejthalal mértékét. Magasabb koncentraciok
esetén a CL-A Onmagdban is citotoxikus hatiasi. A CL-A 50 nM koncentrdcidban a sejtek
életképességét nem csokkenti jelentdsen, ugyanakkor hatékonyan gatolja a DNR dltal kivaltott

sejtpusztuldst. Citozin-arabinoziddal (egy nukleozid anal6g) és etopoziddal (topoizomerdz II
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gatl) kezelt leukémids sejtek esetén a CL-A hasonlé mértékii tulélést eldsegitd hatasat
figyelték meg (Dou és mitsai., 1995). Ezen kemoterapids szerek kozvetett médon protein
foszfatazokat aktivalnak, ezaltal fokozzak a sejthalal szabdlyozasaban szerepet jatszé fehérjék
defoszforilaciéjat (Ruvolo, 2001; Chalfant és mtsai., 2002). Az egyik ilyen célfehérje a pRb,
amely fehérje foszforilacidja a sejtciklus szabdlyozds fontos eleme. Ismert, hogy a pRb
fehérje citozin-arabinozid és etopozid kezelés hatasara defoszforilalédik és degradalodik (Dou
és mtsai., 1995). Eredményeink azt mutatjdk, hogy a DNR az elébbi két szerhez hasonld
mechanizmussal hat: noveli a protein foszfatizok és a kaszpdz-3 aktivitdsit, amit a pRb
defoszforildcidja és degradicidja kisér. A CL-A a DNR hatdsat ellensuilyozza, ugyanis a
sejtek eldkezelése a toxinnal noveli a pRb foszforilaciot, és csokkenti a DNR-rel kivéltott
kaszpaz-3 aktivdlds mértékét is. A pRb csokkent degradicidjanak hatterében a DNR altal
kivaltott kaszpéaz-3 aktivacié mérséklése dllhat CL-A jelenlétében. Kordbban kimutattik, hogy
a PP2A gitlaisa CL-A-val a p38-MAP kindz fokozott foszforilicidjat és aktivacidjat
eredményezi. A p38-MAP kindz aktiv formdja foszforildlja a kaszpaz-3-at, amelynek
aktivitdsa a foszforilacié kovetkezményeként csokken (Alvarado-Kristensson és Andersson,
2005). Ugyanakkor a CL-A 6nmagaban, mas foszfatazgatld toxinokhoz hasonldan, a kaszpaz-
3 aktivitdsdnak novekedését okozza (Boudreau és mtsai., 2007). CL-A jelenlétében azonban a
pRb degradécidja kisebb mértékii, ugyanis a CL-A egyben fokozza a pRb foszforilacidjat is,
és a foszforildlt pRb-t a kaszpaz-3 kevésbé képes hasitani (Wang és mtsai., 2001). Ezzel
osszhangban 50 nM CL-A kezelés a pRb Thr826 oldalldnca foszforilaci6janak novekedését
okozza. Ezen foszforildcios hely ciklin D/CDK4 komplex dltal foszforildlhat6, és fontos
szabalyozd funkcidt tolt be a LXCXE-kotOmotivumot tartalmazé fehérjékkel kialakitott
kolcsonhatdsban (Rubin és mitsai., 2001). Foszforilaciéja (esetlegesen mds CDK4
foszforilacids helyekkel egyiitt) szerepet jatszhat a pRb proteolitikus hasitdssal szembeni
ellendllasaban. E feltételezett mechanizmust tdmasztjak ald Dou és munkatarsai kordbbi adatai
is, amelyek szerint a pRb fehérje csokkent mértékii degraddcidja mutathaté ki CL-A-val
kezelt HL-60 és U-937 leukémids sejteken (Dou és mtsai., 1995). Megjegyzendd, hogy a fenti
sajat és irodalmi eredmények némileg ellentmonddsban éllnak azzal a megfigyeléssel,
miszerint Balb/c 3T3 sejtek esetén 50 nM CL-A a PP2A enzim teljes gétldsat és a pRb fehérje
latszdlagos defoszforilacidjat okozza a sejtciklus G1 fazisaban miikodo ciklin-fiiggd kindzok
aktivitdsdnak csokkentése révén (Yan és mtsai., 1999). Ezen eltéré eredmények magyarazata
nem ismert, de feltételezhetd, hogy a CL-A hatdsa a pRb foszforilacidjara sejttipus-fiiggd, és
azt nagymértékben befolyasolhatjdk a kisérleti koriilmények, példaul a kezelések iddtartama

18.
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A miozin foszfataz szerepe a retinoblasztéma fehérje foszforilacios szintjének
szabalyozasaban

A rendelkezésre all6 irodalmi adatok azt bizonyitjak, a pRb defoszforilaci6jat PP1-
tipusi enzimek katalizdljadk a sejtekben (Rubin és mtsai., 2001; Wang és mitsai., 2001).
Kimutattdk, hogy a PPlc az alulfoszforildlt pRb-hez (Durfee és mtsai., 1993) és a
defoszforildlt pRb C-termindlis fragmentumahoz is kotddik (Tamrakar és mtsai., 2000a).
Eredményeink szerint a PP1c csak kismértékben defoszforildlja a pRb-C szubsztratot. SPR
kotddési kisérletet végezve megerdsitettiik, hogy a PPlc és a defoszforilalt pRb fragmentum
kozott 1étrejovd kolecsonhatds meglehetdsen stabil (K,~10°%), és a komplex kialakitdsdban
fontos szerepe van a pRb PPlc-kdtdmotivumhoz hasonld szekvencidjanak (Tamrakar és
mtsai., 2000a). Feltételezték, hogy a pRb reguldtor alegységszerii funkciét tolt be ebben a
komplexben, és médositja a PP1c aktivitdsdt mas szubsztratmolekuldkkal. Erre utalt az is,
hogy a pRb-C a PPla izoformdhoz kotdédve csokkenti annak foszforildz foszfataz aktivitasat.
Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a foszforilalt pRb-vel komplexet alkoté PPlc feltehetéen
nem a katalitikus aktivitds szempontjabdl kedvezo poziciéban kotddik. Ennek tulajdonithaté a
PP1c kismértékii foszfataz aktivitasa a foszforilalt pRb-C szubsztrattal. Az is ismert, hogy a
PP1c asszocidcidja a pRb-vel annak foszforilaci6jatol fiigg: 1étrejon a kdlcsonhatds a Ser608,
Ser612, Ser780 és Ser807 oldallancokon foszforilalt pRb-vel, mig a Thr821 és a Thr826
oldallancon foszforildlt formdk nem kotédnek a PPlc-hez (Tamrakar és mtsai., 1999).
Ugyanakkor a foszfo-Thr826 hatékonyan defoszforilalhat6 a lizatumbdl immunprecipitacioval
nyert PP1 izoformdkkal (Rubin és mtsai., 2001). Ezek a PPlc izoformdk azonban
valészinlileg holoenzim formdjaban vannak jelen a lizdtumban. Ezzel Osszhangban
gélszliréssel elvalasztott sejtlizitumbdl PPlc-t immunprecipitdlva 41 kDa, 110 kDa és 125
kDa kolcsonhatd fehérjék is kimutathatok a PPlc mellett a pRb-foszfatdz aktivitdssal
rendelkezd frakcidkban (Nelson és mtsai., 1997). Az immunkomplexet alkotd reguldtor
alegység tehat aktivdlhatja és a Thr826 oldalldncon foszforildlt pRb-hoz irdnyithatja a PP1c-t,
jelezve ezzel, hogy a PP1 szabdlyz6 alegységek jelentds szerepet tolthetnek be a pRb
defoszforilaci6janak mechanizmuséban.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a MYPT1 regulétor alegységgel komplexet alkotva
a PP1c sokkal hatékonyabban defoszforildlja a pRb-t, mint a PP1c 6nmagédban, azaz a miozin
foszfatdz holoenzim fontos szerepet jatszhat in vivo is a pRb defoszforildcidjaban. SPR és
immunprecipitacids kotodési adatok alapjan a pRb a MYPT1-hez és a PPlc-hez is kotodik. A
PPlc azonban a MYPTI1-hez nagyobb affinitidssal kotddik, mint a pRb-hez, valamint az
eredmények szerint a MYPT1 PPlc-kotd régidja hatékonyan leszoritja a PPlc-t a pRb
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fehérjérol, ezaltal egy Gj PP1c-MYPT1-pRb komplex johet 1étre, amelyben a MYPT1 a PPlc-
t olyan pozicidban rogziti, hogy az a pRb defoszforilacidja szempontjabdl kedvezd legyen. A
MP szerepét ezen kiviil szamos kisérletes bizonyiték tdmasztja ala: (a) a foszforilalt pRb C-
termindlis fragmentuméanak defoszforilacidjat a tisztitott MPH és a sejtlizatumban jelen 1évo
holoenzim egyardnt hatékonyan katalizdlja. (b) immunprecipitidcidval igazoltuk a pRb és
MYPTI fehérjék kolcsonhatdsat THP-1 sejtekben, és kimutattuk azt is, hogy mindkét fehérje
foleg a sejtmagban lokalizalddik. (c) a pRb fehérje foszforilacids szintjének ndovekedése THP-
1 sejtek CL-A-val torténd kezelését kovetden Osszevethetd mértéki a MP foszfatiz
aktivitdsdnak csokkenésével, amit a holoenzim gitlé foszforilacidés helyeinek (Thr695 és
Thr850) foszforiliciéja okoz. Az utébbi eredmény alapjan feltételezhetd, hogy a pRb
foszforilacié szabdlyozdsa a MP foszforilacié-fiiggd gatlasaval valdsulhat meg THP-1
leukémids sejtekben. A MP aktivitdsdnak foszforildcio-fiiggd szabdlyozdsa jol ismert
simaizom sejtek kontraktilis folyamataiban (Ito és mtsai., 2004; Hartshorne és mtsai., 2004).
A MP aktivitdsdnak mddositdsa a CL-A éltal kozvetve, a PP2A gatlasa révén valdsulhat meg.
50 nM CL-A kezelés a PP2A enzim teljes gatlasat okozza, ugyanakkor egyes megfigyelések
szerint kozvetleniil a PP1-et legfeljebb kisebb mértékben gatolhatja (Yan és mtsai., 1999). A
feltételezett mechanizmus szerint a CL-A ndveli a MYPT1-et foszforildlé kindzok aktivitasat
és/vagy gatolja a defoszforilaciot végzo foszfatdzok mitkodését. A PP2A gatldsa elfogadhat6
magyardzat lehet a Thr695 és Thr850 oldallancok CL-A 4ltal kivaltott foszforildcidjara, mivel
in vitro kisérletek alapjan a PP2A katalizélhatja ezen oldallancok defoszforilaciéjat (Takizawa
és mtsai., 2002b). Munkacsoportunk jelen dolgozatban ismertetett és kordbban bemutatott
eredményei szerint CL-A kezelés simaizom sejtekben, mig okaddnsav HepG2 sejtekben
(Lontay és mitsai., 2005) egyardnt a MYPT1 gatld foszforildciés helyeinek fokozott
foszforilacidjat okozza, feltételezhetéen a PP2A enzim gétlasa révén.

Eredményeink aldtdmasztjak, hogy a pRb MP dltali defoszforildcidja sordn a MYPT1
regulétor fehérjeként részt vesz a PP1c szubsztrithoz torténd irdnyitdsdban és mddositja annak
aktivitdsit is. SPR vizsgdlatainkkal megerdsitettiikk, hogy a pRb-C a MYPT1 N- és C-
termindlis szakaszaihoz egyarant kotddhet in vitro, bar a MYPT1 C-termindlis részével vald
kolcsonhatés fizioldgiai jelentdsége nem ismert. A célrairdnyitds folyamatdban elsdsorban a
MYPT1 N-termindlis szakaszanak lehet jelentOs szerepe. A MYPT1 N-termindlis szakaszara
specifikus anti-MYPT1' ™ antitest csokkenti a MP aktivitdsdt pRb szubsztrattal (hasonld
mértékben, mint az MLC20 szubsztriat esetén), feltehetdleg a MYPT1 és PPlc kozotti

------

kordbbi megallapitdsaval, hogy a MYPT1 1-296 peptidszakasza nélkiilozhetetlen a PP1c-vel
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valé kolcsonhatdsban (Téth és mtsai., 2000b). Feliilrétegzési vizsgalatok alapjan a pRb-vel
valé kolcsonhatdsban a MYPT1 kozponti része, a 301-511 peptidszakasz felelés (Wu és
mtsai., 2005), tehat nem valdszind, hogy az anti-MYPT1'%° antitest a MYPT1-pRb kozotti
kapcsolat megbontdsa révén fejtené ki gatld hatdsit. A MYPT1 és pRb kozotti kozvetlen
kolcsonhatdssal Osszhangban, mindkét fehérje a THP-1 sejtek sejtmagjdban taldlhatd, ahol
részleges kolokalizaciét is mutatnak. Mig a pRb jellemzden a sejtmagban lokalizalodik, a
MYPTI éltaldban megoszlik a sejtekben a citoszol és a sejtmag kozott (Murata és mtsai.,
1997; Lontay és mtsai., 2004; Lontay és mtsai., 2005). A MYPT1 sejtmagi lokalizaciéjat
szamos koriilmény befolyasolhatja. A PP1co izoformdjaval asszocidlt MYPT1 elsésorban a
citoszolban taldlhatd, a sejtmagban igen kis mennyiségben fordul el6 (Eto és mtsai., 2005).
Novekedési faktorok jelenléte szintén hatdssal van a MYPTI sejten beliili lokalizacidjara:
szérum-éheztetett sejtekben a MYPT-GFP fehérje a citoplazméban és a sejtmagban egyardnt
megtaldlhatd, mig szérum jelenlétében a MYPT-GFP foleg a sejtmagban lokalizalodik (Wu és
mtsai., 2005). Ez ellentétben 4all sajat megfigyeléseinkkel, miszerint szérum-éheztetett THP-1
sejtekkel végzett kisérleteink soran a MYPT1 kizardlagos sejtmagi lokalizacidjat mutattuk ki
kontroll és DNR-kezelt sejteken, konfokalis mikroszképpal és a szubcellularis frakciok
Western blot analizisével. Eredményeink szerint a PP1cd, a és yl izoformdk nemcsak a
citoszolban, hanem a sejtmagban is el6fordulhatnak. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a MP
a kezeletlen THP-1 sejtek sejtmagjdban koncentréltan, és feltehetdleg aktiv formédban van
jelen, hiszen a MYPT1 regulator alegység aktivitasat szabadlyoz6 gatld foszforilaciés helyek
csak kis mértékben vannak foszforildlva. Ennek ellenére kezeletlen THP-1 sejtekben a pRb
Thr826 oldallancdnak viszonylag magas alapfoszforilaciéjat latjuk, ami meglepd aktiv MP
jelenlétében. Lehetséges, hogy a MYPT1 foszforilicidjan kiviill mdas tényezdk is
befolydsolhatjdk a MP aktivitdsat és/vagy szerepet jatszhatnak a pRb foszforilacids szintjének
kialakitdsaban. A CPI-17, egy a MP szabdlyozdsdban jelentds gétld fehérje fokozott
expresszidjat mutattdk ki szdmos daganatos sejtvonalban, ami a MP csokkent aktivitdsat
okozhatja (Jin és mitsai., 2006). Tovédbbi vizsgilatokat igényel annak a kérdésnek a
megvalaszoldsa, hogy a CPI-17-nek lehet-e ilyen szerepe THP-1 sejtek MP aktivitdsanak
gatlasaban.

Kisérleteink szerint a foszfatdz aktivitds CL-A-val kivéltott gétldsa kovetkeztében a
MYPT1 és pRb fehérjék a sejtmagbdl a citoplazmdba transzlokdlédnak. A MYPTI
transzlokacidja attdl fiiggetleniil megtorténik, hogy a CL-A-t DNR-rel egyiitt vagy anélkiil
alkalmazzuk, mig pRb esetén csak CL-A jelenlétében figyelhetd meg a fehérje kidramléasa a

sejtmagbodl. A pRb eltérd viselkedésének oka nem tisztazott. Feltételezhetd, hogy a sejtmag és
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citoplazma kozotti vandorlas mindkét fehérje esetén a CL-A jelenlétében kialakulé magasabb
foszforilaltsagi fok kovetkezménye. A CDK4 kindz tdlzott mikodése a pRb
hiperfoszforildcigjat valtja ki, aminek eredményeképp a pRb a sejtmagbdl a citoszolba
transzlokalédik (Jiao és mtsai., 2006). Eredményeink szerint a CL-A kezelést fokozott CDK4
kindz aktivitds koveti, amit a Thr826 oldallinc (egy CDK4 foszforildcids hely)
foszforilaciGjanak emelkedése mutat. Ugyanakkor a pRbP™®2® CL-A tdvollétében a sejtmagban
taldlhato, jelezve, hogy a pRb sejtmag és citoplazma kozotti vandorldsa fliggetlen ezen
oldallanc foszforildcids dallapotatdl. Feltehetd, hogy a fehérje C-termindlis régidjdban
taldlhatd, eddig nem azonositott Ser/Thr oldallincok CDK altali foszforilaciéja jatszhat
szerepet a pRb és az Exportin 1 kozotti kolcsonhatds kialakuldsdban és a pRb nukledris
exportjaban (Jiao és mtsai., 2006). A CL-A szerepe a pRb citoplazmaba torténd kijutdsdban
ugy értelmezhetd, hogy a kialakul6 foszfatdz gatlas a kindz/foszfatdz egyensily megbontdsa
révén olyan oldallincok foszforilacidjat idézi eld, amelyek részt vesznek a pRb
lokalizacidjanak szabalyozasiaban. Hasonld mechanizmus feltételezheté a MYPT1 sejtmag és
citoplazma kozotti megoszlasanak szabélyozasdban is. Eredményeink szerint a CL-A kezelés
hatdsdra jelentdsen n6 a MYPT1 gatld foszforilacids helyeinek, a Thr695 és Thr850
oldalldncoknak, a foszforildcidéja. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a MYPT1 sejtmagi
transzportjaban az N-termindlis régionak van kitiintetett szerepe (Wu és mtsai., 2005; Eto és
mtsai., 2005), igy nem valdészinli, hogy a Thr695 és Thr850 oldallancok foszforilacidja
hatdssal lenne a fehérje lokalizaciés mintazatara. A MYPT]1 sejtmagba torténd bejutdsat az N-
termindlis peptidszakasz és a konszenzus PPlc-kotd motivum kozoétt elhelyezkedd (27-33
aminosavak) nukledris lokalizaciés szigndl szekvencia teszi lehetévé (Wu és mtsai., 2005; Eto
és mtsai., 2005). CL-A hatédsdra vélhetéen a gitlo foszforilaciés helyek mellett mas Ser/Thr
oldalldncok is foszforildlédnak, amelyek szerepet jatszanak a sejtmag és citoplazma kozotti
transzportfolyamatok szabdlyozdsaban. CL-A jelenlétében a MYPT1 fehérje lassabb
vandorldsa figyelhetd6 meg SDS-poliakrilamid gélen. Kordbbi vizsgilataink szerint a gatld
foszforilacids helyek foszforildcidja onmagdban nem moddositja a MYPT1 mozgékonysagat
SDS-PAGE analizis sordan (Lontay és mtsai., 2005; Muranyi és mtsai., 2005). A fenti jelenség
tehdt tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy THP-1 sejtekben a gitlé foszforilacids helyeken
kiviil més oldallancok is foszforildlddnak CL-A hatdsira. Eredményeink szerint a MYPT1 a
sejtmagbdl a citoplazméba transzlokdlédik CL-A hatdsdra, ugyanakkor a kiilonb6z6 PPlc
izoformdk sejten beliili eloszldsa valtozatlan marad, ami Osszhangban van mas
munkacsoportok azon megfigyelésével, hogy a MYPT1 mozgdsa a sejtmag és a citoplazma

kozott a PPlc katalitikus alegységrol valé disszocidcid utdn mehet végbe (Eto és mtsai.,
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2005). Tovéabbi kisérletek sziikségesek annak eldontésére, hogy a MYPT1 nukledris
lokalizacids szignalja és PP1c-kotémotivuma kozelében 1évo foszforilacids hely(ek) szerepet
jatszanak-e a MYPT1 sejtmagi transzportjdban és a PPlc-vel vald kolcsonhatas

szabalyozasaban.

Tannin alkotorészek foszfatazgatlo hatasa

A tannin keverékek szdmos enzim aktivitdsat képesek befolydsolni (Bode és Dong,
2004), protein foszfatdzokat gatlé tulajdosdgaikat azonban el@szOr laboratériumunkban
mutattuk ki (Erdélyi és mtsai., 2005). E kisérletek folytatdsaként tanulmanyoztuk két fo
tannin alkotdrész, a penta-O-galloil-D-gliikéz (PGG) és az epigallokatekin-3-gallat (EGCG),
foszfatazgatlé tulajdonsigit és ezek szerkezet-hatds Osszefiiggéseit. A PGG sokkal
hatékonyabban gatolta a PP1c, mint a PP2Ac aktivitdsat, és az ICsy gatld koncentraciok a két
enzimre tobb mint két nagysagrend kiilonbséget mutatnak. Ezek az adatok arra utalnak, hogy
a PGG megfeleléen alacsony koncentracié tartomanyban alkalmas a PP1 és a PP2A
aktivitdsok megkiilonboztetésére in vitro, és legaldbb részleges gatld szelektivitdst mutat a
PPlc irant magasabb koncentraciokban is. A PGG és EGCG, bar szerkezetiik eltérd, kozel
azonos hatékonysdggal gatoljdk a PPlc aktivitdsit és a PPlc-vel valé kolcsonhatasi
paramétereik is hasonl6ak. NMR szerkezeti vizsgdlatok alapjan az EGCG és a PGG aromds
(hidroféb) gytlrtii, valamint a fenolos hidroxilcsoportjai vesznek részt a kolcsonhatds
stabilizalasdban. Ezzel 6sszhangban kompetitiv kdtodési vizsgalataink is arra utaltak, hogy a
PGG és EGCG kolcsonahatdsat a PPlc katalitikus centrumdnak hidroféb drkdval kotddo
molekuldk (MC-LR, OA) jelentés mértékben gatoljdk. Mindezen szerkezeti tényezok,
valamint szdmit6gépes molekula-dokkoldsi vizsgalatok arra utaltak, hogy az EGCG és a PGG
a PPlc hidroféb drkdhoz kotddve, a szubsztritmolekula hidroféb peptidszakaszaval
versenyezve fejtheti ki gitld hatdsat.

Eredmények azt sugalljdk, hogy a tannin alkotérészek a PPlc-t gatlé molekuldk dj
csaladjat alkothatjdk. Az eddig széleskortien alkalmazott foszfatdzgitld toxinok gatld
hatdsanak kozos szerkezeti magyardzata azoknak az enzim hidroféb arkdhoz valé kotédése.
Ez a kolcsonhatds azonban dnmagdban nem elégséges hatékony gétlds kialakitdsdhoz, és a
gatlas fokozasasahoz tovabbi régiokhoz (a foszfatot hidrolizal6 és fémionokat is tartalmazo, a
B12-B13 hurok régick és hidrogénkotést kialakité oldallancok) torténd kotddést is
feltételeztek (Colby és mtsai., 2003). A PGG gitlé hatdsat a fémionok jelen- vagy tavolléte
nem befolydsolta, és a PGG és az EGCG kis méretébdl adédéan nem valdszinii, hogy a

hidroféb arokhoz vald kotddést kovetden a molekula egyes szerkezeti részei a foszfatot
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hidrolizél6, vagy a B12-B13 hurok régidk kozelébe keriilne. A tannin alkotérészek tehdt a
hidroféb arokhoz valé kotddés és hidrogénkotések kialakitdsdval fejtik ki gatlé hatdsukat.
Feltehetéen ennek tulajdonithatd, hogy gétlé hatdsukat a toxinokhoz viszonyitva mintegy
ezerszeres koncentracidban fejtik ki.

A PGG és az EGCQG eltérden befolydsoljak a leukémids sejtek életképességét. Mindkét
molekula a sejthalélt indukal, ebben azonban a PGG sokkal hatékonyabbnak t{inik, mint az
EGCG hasonlé koncentracidokndl. A kiilonbdzd hatdsok molekuldris magyardzata, valamint
ennek a foszfatdzgatlé hatdssal valé kapcsolata még feltardsra var. Korabbi eredményeink
szerint a gallotannin novelte a JNK kinaz foszforilaci6jat A549 sejtekben, €s ez eldsegitheti az
apoptotikus folyamatok indukcidjat (Erdélyi és mtsai., 2005). Eldzetes, de még megerdsitésre
vard, kisérleteink szerint a PGG szintén noveli a JNK foszforilacijat THP-1 leukémiéas
sejtekben, mig az EGCG e tekintetben hatastalan. Ez utébbi jelenség magyarazata az lehet,
hogy az EGCG-nek feltehetéen tobb intracelluldris célponja van és ezekhez vald kotodése
esetleg a foszfatazgatlast ellensilyozo hatdsokat is eredményezhet (Umeda és mtsai., 2008).

Osszegezve, a tannin alkotérészek, a foszfatdzgitldé toxinok mellett, a protein
foszfatizhoz kot6do és gatlé molekuldk Uj csalddjat alkotjak. Kotodési és gatld
mechanizmusuk feltardsa azért jelentds, mert a toxinokkal ellentétben egyszeriibb szerkezettel
birnak, ezért kémiai szintézissel torténo eldallitasuk, valamint szerkezeti modositasuk
lehetévé teheti j, hatékony, farmakoldgiai szempontbdl is fontos foszfatdzgatlé molekuldk

eldallitdsat.
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OSSZEFOGLALAS

A protein foszfatdz-1 (PP1) szamos sejtfolyamat szabdlyozasdban vesz részt a fehérjék
foszfo-Ser/Thr oldalldncainak defoszforildcigja altal. Kisérleteink sordn a miozin foszfataz
(MP) holoenzimet vizsgaltuk, amelyben a PP1 katalitikus alegység (PPlc) 110-130 kDa
miozinnal is kolcsonhaté alegységhez (MYPTI1) kapcsolddik. Célunk az volt, hogy
tanulmanyozzuk, hogyan befolydsolja a PP1 aktivitdsat a reguldtor alagység foszforilacioja,
ennek milyen jelentdsége lehet a sejtek életképességének szabdlyozdsdban. Vizsgiltuk
tovabbd, a PP1c-t gétlé tannin komponensek szerkezet-hatds 6sszefiiggéseit.

Kimutattuk, hogy a Rho-asszocidlt kindz (ROK) a MYPT1 Thr695 mellett a Thr850
oldalldnc foszforildcidjat is katalizélja, és ez a foszforilacid is a foszfatdz aktivitds gatlasat
eredményezi. A Thr850 oldallincdanak ROK altali foszforilacidja simaizom sejtekben
fizioldgids (pl. lizofoszfatidsav kezelés) és pathologids (foszfatdzgitld kalikulin-A (CL-A)
toxinnal torténd kezelés) koriilmények kozott is lejatszodik, €s ez az enzim 4j, kiillonb6z6
jelatviteli dtvonalak altal megvaldsuld szabalyozasi lehetdségét veti fel.

A CL-A alkalmazéasaval igazoltuk, hogy a PP1 és PP2A enzimek fontos szerepet
jatszanak a leukémids sejtek életképességének szabdlyozdsdban. A CL-A mérsékli a
daunorubicin (DNR) altal indukalt sejthaldl mértékét, amelynek hatterében a retinoblasztoma
fehérje foszforilaciéjanak fokozodasa és DNR dltal indukalt degradacidjanak csokkenése all.
Kimutattuk, hogy a MP-nek jelentds szerepe lehet a pRb defoszforilidciéjaban, amelyben a
MYPTI alegység toltheti be a PP1c-t ,,célra irdnyitd” szerepet. A sejtek CL-A kezelése a MP
MYPTI1 alegysége gatlé hatdst foszforilacidjat, valamint a MYPT1-nek a sejtmagbdl a
citoplazmaba torténd transzlokdcidjat indukalja. A MP tehat a pRb defoszforildcidja dltal részt
vehet a sejtciklus és a leukémids sejtek kemorezisztencidjanak szabélyozdsédban is.

Eredményeink szerint tannin alkotdérészek, a penta-O-galloil-D-gliikéz (PGG) és az
epigallokatekin-3-gallit (EGCG), gitoljdk a protein foszfatdzok aktivitdsit és a PPlc
részlegesen szelektiv gatlészerének tekinthet6k. A PP1cd izoenzimnek a PGG-vel és EGCG-
vel valé kolcsonhatdsat feliileti plazmon rezonancidn alapulé és NMR kotodési
vizsgalatokkal, valamint szamitogépes modellezéssel tanulmanyoztuk, és arra kovetkeztetiink,
hogy ezek a molekuldk a PP1c aktiv centrumdnak hidroféb zsebéhez kotddve fejtik ki gitld
hatdsukat. A PGG a daganatos sejtek életképességét nagyobb mértékben csokkentette, mint az
EGCG. A tannin alkotdrészek a protein foszfatdzt gatlé molekuldk dj csalddjat alkotjak, ezért
kémiai szintézissel torténd szerkezeti moddositdsuk lehetdvé teheti dj, farmakoldgiai

szempontbdl is fontos foszfatdzgatlé molekuldk eldallitasat.
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SUMMARY

Protein phosphatase-1 (PP1) is involved in the regulation of numerous cellular
processes by dephosphorylation of phospho-Ser/Thr side chains in proteins. We studied the
myosin phosphatase (MP) holoenzyme in which PP1 catalytic subunit (PP1c) is associated
with a 110-130 kDa regulatory subunit, termed myosin phosphatase target subunit (MYPT1).
Our aims were to investigate how the phosphorylation of MYPT1 subunit influences PP1
activity and what could be the significance of this phosphorylation in the control of cell
viability. In addition, we studied the role of PP1c binding tannin components in the regulation
of phosphatase activity.

We show that Rho-associated kinase (ROK), beside Thr695 in MYPTI1, also
phosphorylates Thr850, and this phosphorylation (similarly to Thr695) results in inhibition of
the phosphatase activity. Phosphorylation of Thr850 in MYPT1 by ROK occurs in smooth
muscle cells under physiological (i.e. stimulation by lisophosphatidic acid, LPA) or
pathological (i.e. treatment with calyculin-A (CL-A), a phosphatase inhibitory toxin)
conditions and this phosphorylation may represent a novel regulatory mechanism in the
control of MP activity by various signalling pathways.

Treatment of leukemic cells with CL-A proved that PP1 and PP2A enzymes play
important roles in the regulation of cell viability. CL-A attenuates the extent of daunorubicin
(DNR) induced cell death and this effect is accompanied with increased phosphorylation of
the retinoblastoma protein (pRb) and its decreased DNR-induced degradation. We proved that
MP is involved in the dephosphorylation of pRb, and MYPT1 targets the PPlc to the pRb
substrate. CL-A treatment of the cells resulted in inhibitory phosphorylation and translocation
of MYPT]1 from the nucleus to the cytoplasm. It is concluded that MP, by dephosphorylation
of pRb, is implicated in the regulation of both the cell cycle and the chemoresistance of
leukemic cells.

Our results imply that tannin components such as penta-O-galloyl-D-glucose (PGG)
and epigallocathecin-3-gallate (EGCG), inhibit the activity of protein phosphatases and they
are partially selective inhibitors of PP1c. The interaction of PP1cd with PGG or EGCG are
studied by surface plasmon resonance and NMR based binding experiments, as well as by
computer based molecular modelling, and it is concluded that these molecules exert their
inhibitory effect by binding to the hydrophobic groove of the PPlc catalytic centre. PGG
treatment decreases the viability of tumor cells more profoundly than does EGCG. The tannin
components represent a new family of phosphatase inhibitory compounds and their structural
modifications by chemical synthesis may result in the development of pharmacologically

important phosphatase inhibitory molecules.
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