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BEVEZETES

A fehérjék foszforilacidja és defoszforilacidja a sejtfolyamatok szabalyozasanak egyik
fontos mechanizmusa. A protein kindzok a fehérjék foszforilaci6jat katalizaljak, a
foszforilacid reverzibilitisit a protein foszfatizok biztositjdk. A foszfo-szerin/treonin
(Ser/Thr) specifikus foszfatdzok koziil kitiintetett szerepe van a protein foszfataz-1 (PP1) és -
2A (PP2A) enzimeknek, amelyek egyes becslések szerint az 6sszes foszfo-Ser/Thr specifikus

defoszforilacié mintegy 90 %-aért felelosek.

Protein foszfataz-1 holoenzimek szerkezete és szabalyozasa

A sejtekben a PP1 holoenzim formdban fordul el6, amelyekben a PP1 katalitikus
alegység (PPlc) reguldtor alegységhez kapcsolédik. A PPlc valamennyi eukaridta
szervezetben €s eddig vizsgalt sejttipusban expresszalddik, €s tobb izoformdja (PPla, y és d)
ismert. A PPlc aktiv centruméban a szubsztrat megkotéséért az Y-alakd katalitikus drok a
felelds. A katalitikus drok hdrom 4ga C-terminalis, hidroféb- és savas-arokra oszthato,
amelyek koziil az utébbi kettdnek van szerepe a szubsztratok kotédésében. Az aktiv centrum
két fémiont (feltételezhetden Fe** és Zn*) koordinal, amelyek egy szerkezeti vizmolekula
aktivalasa réven elOsegitik a szubsztratmolekula foszfo-Ser/Thr oldallancanak hidrolizisét.

A PPlc katalitikus aktivitasat természetes eredetli membrianpermedbilis toxinok
(mikrocisztin-LR, okadansav, kalikulin-A, tautomicin, tautomicetin) gatoljak. Az enzim
hidroféb drkaba kotddve lefedik a katalitikus centrum egy részét, ezzel megakadalyozzak a
foszfoszubsztrat kotddését és hidrolizisét. Ezek a toxinok a PP1 mellett a PP2A enzim
aktivitasat is gatoljadk. Kordbban kimutattuk, hogy a gallotannin is gitolja a PP1 és PP2A
enzimek aktivitdsat, azonban a gitlds mechanizmusa, valamint a tannin alkotérészek és a
foszfatdzok kolcsonhatdsdnak molekuldris részletei nem ismertek.

A katalitikus alegység dnmagdban szdmos fehérje defoszforildcidjat képes katalizdlni. A
sejtekben azonban a PPlc nem szabadon, hanem szabdlyoz6 alegységekkel holoenzimet
alkotva fordul eld. Ezek a ,,célra irdnyitd” fehérjék a katalitikus alegységhez kapcsolddnak, és
azt a szubsztritfehérjéhez vagy a szubsztritot tartalmaz6 szubcelluldris kompartmenthez
lokalizdljdk. A reguldtor alegység kotddése a szubsztrithoz eldsegitheti a katalitikus
alegységnek a katalitikus mechanizmus szempontjabdl kedvezd poziciondlasit, azaz
szabdlyozza az enzim szubsztritspecificitdsat is. A szabdlyz6 fehérjék szerkezete igen
valtozatos, azonban dltaldban megtaldlhatd benniikk egy rovid szekvenciarészlet, az

ugynevezett PP1c-kotomotivum (K/R-x;-V/I-x,-F/W), amely specifikus koétodést biztosit a



katalitikus alegységhez. A reguldtor alegység reverzibilis foszforildcidja, 4ltaldban
masodlagos hirvivé molekuldk hatdsanak kozvetitése révén, befolydsolhatja a katalitikus
alegységgel torténd asszocidcidjat és az enzim aktivitdsat is. A reguldtor alegységek ezen
valtozatos szabdlyozo funkciéi azonban még nem minden részletében ismertek.

A véltozatos szerkezetli és funkcidju fehérjékkel kialakitott kolcsonhatdsok révén a
PP1 szamos sejtfolyamatot szabdlyoz, mint példaul a sejtciklus, az anyagcsere, a
transzkripcid, a transzlacid, a sejtmotilitds, idegi folyamatok és a szaporodds. Kisérleteink
soran a miozin foszfatdz holoenzimet vizsgéltuk, ezért a toviabbiakban ennek az enzimnek a

szerkezetét és szabdlyozasi lehetdségeit ismertetem.

A miozin foszfataz szerkezete, funkcigja és szabalyozasa

A miozin foszfatdz holoenzim (MP) heterotrimer, egy 38 kDa protein foszfatdz-1
katalitikus alegységbdl (PP1cd), egy 110-130 kDa miozinhoz is kotédd szabdlyozd
alegységb6l (MYPT1), valamint egy 20 kDa alegységbol (M20) 4ll. Az M20 alegység
funkcidja még nem ismert. Az enzim mikddésének szabalyozdsdban a MYPT1 alegység tolti
be a f6 szerepet, mivel kolcsonhatdst 1étesit a PP1cd katalitikus alegység és a szubsztrat
molekula kozott. A PP1c-vel kialakul6 kolcsonhatdsban a MYPT1 N-termindlis régidinak van
alapvet szerepe, amelyek koziil elsédleges fontossdgi a "KVKF® kotémotivum. A PPlc-
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kotomotivum kotédését a MYPT régié kapcsolodasa koveti, amely elOsegiti az

ankirinszerti ismétlodéseket tartalmazé MYPT1%0%

MYPT1**!! kiotédését is. A PP1c6&~MYPT1 komplex kialakuldsa sordan a MYPT1 N-

illetve a savas régiot tartalmazo

termindlis szekvencidja olyan poziciéba Keriil, hogy mintegy meghosszabbitja a PP1cd Y-
alaku katalitikus centruménak hidroféb arkét, eldsegitve ezzel a szubsztrat, példaul a 20 kDa
miozin konnytilanc (MLC20) kotodését.

A MP-t elészor izomszovetekben jellemezték és szerepét a kontraktilitas
szabdlyozasaban ismerték fel, amely a MLC20 defoszforilacidja altal valésul meg. A MLC20
foszforilacidja az aktomiozin komplex kontrakciéjat indukdlja, mig a miozin foszfatdz 4ltal
torténd defoszforilacio elernyedést (relaxaciot) eredményez.

A MP aktivitds szabdlyozdsdban fontos szerepet jatszanak a MYPT1 foszforilacids
helyei, amelyek koziil kiemelkedd jelentdségli a Thr695 gatlé foszforilacidés hely. Ez az
oldallinc a Rho/Rho-kindz (ROK) szignalizdciés ttvonal aktivdldsa sordn ROK éltal
foszforildlodik. Ezzel a ROK a MP aktivitds gitldsat okozza, és egyidejiileg a miozint is
foszforildlja, igy részt vesz a Ca’*-t6l fiiggetlen kontrakcié indukéldsaban. Kimutattdk, hogy a

ROK ezen kivill a MYPT1 Thr850 oldalldncdnak foszforilacidjat is katalizdlja. A kezdeti



vizsgédlatok azt sugalltdk, hogy a Thr850 foszforilici6 a MYPTI1 és miozin kozotti
kolcsonhatds gyengitése révén befolydsolja az enzim mitkodését. A Thr850 foszforilaciénak
az enzim aktivitdsdra kifejtett hatdsit azonban részleteiben még nem tanulminyoztik. A
MYPT1 oldallancainak defoszforilacijat feltételezhetéen a PP2A katalizdlja, amely
hatékonyabbnak tiinik a foszforilalt Thr850 oldallanc defoszforilacigjaban.

A kezdeti feltételezésekkel ellentétben a MYPT1 nemcsak simaizom sejtekben, hanem
nem-izom sejtekben, és csaknem a sejt valamennyi szubcellularis frakci6jaban megtaldlhato.
A MP viltozatos sejten beliili lokalizdcidja és nagyszdmu fehérjével vald kolcsonhatdsa azt
bizonyitja, hogy a foszforildlt miozinon kiviill més szubsztritok defoszforilaciéjdban is

szerepet jatszhat.

A PP1 és a MP lehetséges szerepe a sejtciklus szabalyozasaban

A sejtmagban taldlhaté retinoblasztoma fehérje (pRb) a tumorszupresszor
retinoblasztoma gén terméke, a sejtciklus szabdlyozdsanak egyik kozponti eleme. A pRb
hipofoszforildlt dllapotban az E2F és mds transzkripcids faktorokhoz kotddik, és ezzel gatolja
azoknak a géneknek az expresszidjat, amelyek fehérje termékei fontosak a sejtciklus S-fazisba
torténd atmenetéhez. Az extracelluldris szigndlok hatdsara hiperfoszforilalodott pRb
transzkripcids faktorokkal alkotott komplexei felbomlanak, ami lehetové teszi a G1/S
atmenetet. A pRb foszforilacigjat a  ciklin-fiiggé kindzok katalizdljak, mig
membranpermedbilis foszfatdz inhibitorokkal végzett kisérletek a PP1 és PP2A enzimek
szerepét feltételezik a defoszforilicioban. A PP2A kozvetett médon jarul hozza a pRb
szabdlyozasahoz, gitldsa a ciklin-fiiggd kindzok aktivitdsdnak csokkentése révén befolydsolja
a pRb foszforilaciés szintjét. A PP1c és a pRb kolcsonhatdsara, és a pRb tobb oldallancanak
PPlc 4ltali defoszforildcidjara vonatkozéan szdmos adat van. A PPlc-t a pRb-hez irdnyitd
reguldtor alegységet azonban még nem azonositottdk. A pRb fOképp a sejtmagban
lokalizalddik, igy a PP1c-vel kolcsonhatd partnerként olyan fehérjék meriilhetnek fel, mint a
nukledris protein foszfatdz inhibitor (NIPP1) vagy példdul a PNUTS, a nukledris foszfatdz
regulator. MYPT1-GFP transzfekcidja NIH3T3 sejtekbe a fehérje nuklearis lokalizacidjat
eredményezi, amely a sejtciklus G1/S 4atmenetének blokkoldsit, valamint apoptotikus
sejtpusztuldst indukdl, feltételezhetben a pRb fokozott defoszforilicidja révén. Ezen
eredmények alapjan feltételezhetd a MP szerepe a pRb foszforilaciés szintjének és ezzel a

sejtciklus szabdlyozdsédban.



CELKITUZESEK

A modell enzimként vélasztott MP szabdlyozdsit széleskorien vizsgdltdk, ennek
ellenére a MYPT1 foszforilaciés helyek funkcidi még nem minden tekintetben tisztazottak. A
Thr850 foszforilaciés hely kornyezetének aminosav szekvencidja példaul hasonlé a Thr695
gatl6 foszforilaciés helyhez, ezért felmeriil annak a lehetdsége, hogy a Thr850 foszforilacidja
is gatl6 hatdsu lehet. A ROK foszforildlja a Thr695 és Thr850 oldalldncokat in vitro, azonban
simaizom és nem-izom sejtekben a kiilonb6zd stimulusok sordn ezen oldalldncokat
foszforildlé kinazokrdl nincs adatunk. Nem ismert tovabba a foszfatizoknak a sejthaldlban
betoltott szerepe €s ezen hatdsok molekuldris héttere, kiilondsen a regulator alegység, mint
példaul a MYPT1 fehérje-fehérje kolcsonhatdsainak tekintetében. Eldkisérleteink szerint
feltehetd, hogy a tannin alkotorészek gatoljak a protein foszfatdzok aktivitdsit, azonban ennek
molekuldris részletei még nem ismertek.

A felvetett kérdések alapjin munkank f6 célkitlizései az aldbbi kérdések

tanulmanyozdsdra irdnyultak:

1. A miozin foszfatiz (MP) MYPT1 alegység Thr850 foszforilaciés helyének a MP
aktivitds szabdlyozdsdban betoltott szerepének vizsgialata. A MYPT1 Thr695 és
Thr850 oldallancai foszforildci6janak tanulmanyozasa sejtekben foszfatazgatlok
jelenlétében és jelatviteli folyamatok aktivaldsa soran.

2. A PPl és PP2A enzimek gatldsanak szerepe a leukémids sejtek életképességének
szabdlyozdsaban sejthalalt indukal6é kemoterdpids szerek jelenlétében.

3. A MP és a pRb kolcsonhatasanak vizsgélata és a MP szerepének tanulmanyozdsa a
pRb foszforilacids szintjének szabalyozdsdban.

4. A tannin alkotérészek modellvegyiileteinek tekinthetd epigallokatekin-3-gallat
(EGCG) és penta-O-galloil-D-gliikéz (PGG) vegyiiletek PPlc-vel vald

kolcsonhatdsdnak és a gatlé hatds mechanizmusanak jellemzése.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Fehérjetisztitdsi eljdardsok

Miozint és a miozin 20 kDa konnytildncat pulyka ziz4bdl éllitottuk eld, és miozin
konnytildnc kindzzal foszforildltuk. A miozin foszfatdz holoenzimet csirke zizabol
tisztitottuk. A nativ PPlc-t nydl véazizombdl izoldltuk. A PPlc és PP2Ac elvdlasztdsat
heparin-Sepharose kromatografidaval végeztiik, majd az elvdlasztott enzimeket FPLC-MonoQ

oszlopon tovabb tisztitottuk.

A csirke ziza 133 kDa izoforma szekvencidjanak megfelel6 MYPT1 (GST-MYPT1),
a Thr695Ala (MYPT17%), a Thr850Ala (MYPT1™) valamint a Ser694Ala, Thr695Ala és
Thr850Ala (MYPT1”**) pontmuticickat tartalmazé teljes MYPT1 és a C-terminalis 667-
1004 aminosavaknak megfelelé (GST-MYPT1%7"%%) fehérijéket bakteridlis expresszi6val
allitottuk el6, és ioncserés kromatografidaval és/vagy glutation-Sepharose 4B affinitds
kromatografidval tisztitottuk. A rekombindns His-PP1cd és a MYPT1 roviditett mutansait
(His-MYPT1'**°, His-MYPT1'%?) a fehérjék végéhez kapcsolt hexahisztidint tartalmazé
peptiddel (His) expresszaltuk, és Ni-agaréz affinitds kromatografidval tisztitottuk. A His-
PP1cd aktivitdsdt a denaturdlé koriilmények jelentdsen csokkentették, ezért aktiv enzim
el6dllitdsdhoz a kromatografidt megel6zden a fehérjét Mn**-ionok jelenlétében renaturdltuk és

aktivaltuk.

Sejtkultirdk és a sejtek kezelése inhibitorokkal

A kisérletekhez human patkany aorta simaizom (A7r5) és huméan monocita leukémids
(THP-1) sejteket hasznaltunk. Az A7r5 sejtek D-MEM, a THP-1 sejteket IMDM tdpoldatban
tartottuk, amely 10 % FBS-t tartalmazott. A sejteket a kezelések el6tt 16 oOran at
szérummentes tapoldatban szinkronizaltuk és €heztettiilk. Az A7r5 sejteket 100 nM CL-A (20
perc), 1 uM LPA (20 perc) vagy 10 uM Y27632 (30 perc) effektorokkal inkubdltuk.
Kombinilt kezelések sordn a sejteket 30 percig 10 UM Y27632-val eldinkubdltuk a CL-A
vagy a LPA kezeléseket megelézéen. A THP-1 sejteket (~10%ml) 50 nM CL-A-val kezeltiik
60 percig, majd 6 vagy 12 6ran 4t szérummentes médiumban tartottuk. A DNR-rel (2 pg/ml)
torténd kezelést 6 vagy 12 oOrdig alkalmaztuk ©Onmagdban vagy CL-A el6kezeléssel
kombindlva. A tannin alkotérészek hatdsdnak vizsgdlatra a sejteket 24 6ran keresztiil 0-100

UM PGG-vel vagy EGCG-vel inkubaltuk.



THP-1 sejtek szubcelluldris frakciondldsa

THP-1 sejteket 10 mM Hepes (pH 7,9), 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA,
1 mM DTT, 1 mM NaF, 1 mM Na-vanadat, 1 mM PMSF és 0,5 % protedz inhibitor koktél
Osszetételll pufferben szuszpendaltuk, enyhén kevertettitk, majd 15 percig jégen tartottuk. A
szuszpenziéhoz 0,5 % Triton X-100-at adtunk és 10 mdsodpercig 6vatosan kevertiik, majd
centrifugaltuk (15 000 g, 45 mdasodperc). Az igy kapott iiledék sejtmagot és sejttormeléket
tartalmazott, a feliildszot 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-
vanadit, 1 mM PMSF és 0,5 % protedz inhibitor koktél 0sszetételli pufferben
homogenizéltuk. A szuszpenziét idonként keverve 25 percig jégen tartottuk, majd

centrifugaltuk (15 000 x g, 10 perc) és a feliiliszot haszndltuk sejtmag kivonatként.

Western blot

A fehérjéket denaturdlo poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztottuk
el, majd nitrocellul6z membranra blotoltuk. Inert fehérjékkel torténd blokkoldst kovetden a
membranokat eldszor primer, majd HRP-konjugalt szekunder antitesttel inkubaltuk, és az

immunreakcidkat ECL reagenssel detektaltuk.

Protein foszfatdz aktivitds meghatdrozdsa

A foszfatdz aktivitds meghatdrozasat 30°C—on végeztiik, 3 M **P-miozin, 2 pM **P-
MLC20 vagy 0,5 uM *?P-MBP-pRb-C-t haszndlva szubsztritként. A foszfatiz mintit6l
fiiggden 0,5-10 perc inkubdcids id6ét alkalmaztunk. A szubsztratbdl felszabadul6 2Pt a
fehérjék triklor-ecetsavval torténd kicsapdsat és centrifugdlast kovetden a feliiliszobol

hataroztuk meg.

Immunprecipitdcio és pull-down vizsgdlat

Protein-A Sepharose-t inkubdltunk poliklonalis anti-MYPT1'>°

vagy monoklondlis
anti-pRb antitesttel immunprecipitaciés 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), majd az elegyet centrifugaltuk. THP-1 sejtek teljes lizatumat
Protein-A Sepharose-zal el6tisztitottuk, majd az antitestekkel kapcsolt Protein-A Sepharose-
zal inkubéltuk. Kontrollként nem-immun nydl vagy egér szérummal kapcsolt Protein-A

Sepharose-t alkalmaztunk. A gyanta szemcséket haromszor IP pufferrel mostuk, majd SDS-

mintapufferrel inkubdltuk 100°C-on 5 percig. A pull-down vizsgédlatot maltézkotd fehérjével



konjugdlt C-termindlis retinoblasztoma fragmentummal (MBP-pRb-C) végeztilk. A THP-1
lizatumot kapcsolatlan amiléz gyantaval el6tisztitottuk, majd MBP-pRb-C-vel kapcsolt
amiléz gyantdval inkubdltuk. A fehérjéket SDS-PAGE-el vélasztottuk el és a vizsgilt

fehérjéket (pRb, MYPT1) immunobloton specifikus antitestekkel azonositottuk.

Immunfluoreszcencia és konfokdlis mikroszkopia

A kiilonboz6é effektorokkal torténd kezelés utdn a THP-1 sejteket citospin
centrifugdval fed6lemezre centrifugdltuk. A lemezeket PBS-sel mostuk, a sejteket 4 % PFA-
val fixaltuk, és 0,05 % (v/v) Triton X-100-at tartalmaz6 PBS-sel permeabilizaltuk, majd 1 %
BSA/PBS-sel blokkoltuk. A fixalt sejteket 0,1 % BSA/PBS-ben higitott primer antitestekkel,
majd Alexa 488-konjugdlt anti-nyul vagy Alexa 543-konjugdlt anti-egér szekunder antitesttel
inkubdltuk. A sejtmagok festésére 2,5 ng/ml DAPI-t hasznaltunk. A feddlemezeket Antifade
Light Kit segitségével fedtilk le. A sejteket Hélium/Neon, Kripton/Argon és UV lézer
detektorokkal felszerelt Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer mikroszképpal vizsgéltuk.

A sejtek életképességi vizsgdlata

A THP-1 sejtekhez (1x10%ml) a kezeléseket kovetéen metil-tiazol-tetrazolium (MTT)-
reagenst adtunk, amit az €16 sejtek szines formazannd alakitottak. A kialakul6 szin intenzitdsat
spektrofotométerrel 562 nm-en mértiik. Az optikia denzitds (OD) mértéke egyenesen aranyos
az €106 sejtek szamaval. A PGG-vel vagy EGCG-vel kezelt THP-1 sejtekhez (1x10%ml) 20 um

végkoncentraciéban Alamar Blue-t adtunk, majd a fluoreszcenciat 530/590 nm-en mértiik.

Kaszpdz-3 aktivitds mérése

A kaszpdz-3 aktivitast egy szintetikus szubsztratb6l, a DEVD-AMC konjugatumbdl
tortén6 AMC felszabaduldssal mértiik fluorimetrids moédszerrel. Kezelések utdn a THP-1
sejteket PBS-sel mostuk, majd 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) hozzdadéasa utdn 10
percig jégen tartottuk. A lizatumot centrifugéltuk, majd a feliilliszéhoz 2 pg/ml DEVD-AMC
szubsztratot tartalmazo 2x reakcio-puffert (100 mM Hepes (pH 7,25), 20 % szacharéz, 0,1 %
CHAPS, 5 mM DTT) adtunk. A mintdkat 60 percig 37°C-on inkubdltunk, majd a

fluoreszcenciat 355/460 nm-en mértiik.



Feliileti plazmon rezonancia

A pRb-PPlc, pRb-MYPT1 mutinsok, valamint a PPlc-EGCG és PPlc-PGG
kolesonhatdsok vizsgélatéra feliileti plazmon rezonancia (SPR) méréseket végeztiink Biacore
3000 késziilékkel. CMS szenzor chip feliiletére a fehérjéket anti-GST antitesten keresztiil
vagy kozvetleniil, a fehérjék szabad amino-csoportjainak kapcsoldsdval immobilizaltuk. A
kolcsonhaté molekuldkat kiillonb6z6 koncentracidkban a felszinre injektaltuk. A kotodését az
immobilizalt fehérjékhez a rezonancia jel (RU) novekedéseként regisztraltuk az ido
fliggvényében, és az igy kapott gorbéket (szenzogrammok) BlIAevalution 3.1 szoftver

(Biacore) segitségével analizaltuk.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. A MYPT1 Thr695 és Thr850 oldallancainak foszforilacioja és hatasa a miozin

foszfataz aktivitasra

Vad tipust (GST-MYPT1) és treonin-alanin pontmutaciét (MYPT1 %4 MYPT] 1804
és MYPT1***) tartalmazé muténs fehérjék ROK-zal foszforilaltunk, és kimutattuk, hogy a
Thr695 és Thr850 oldalldncokat a ROK kozel azonos mértékben és azonos sebességgel
foszforildlja. A megfeleld oldalldncok foszforildciéjat anti-MYPTI1PT® és anti-MYPT1P™®
foszfo-specifikus antitestek alkalmazdsdval is bizonyitottuk Western blot segitségével.

Tanulmédnyoztuk a MYPT1 Thr695 és/vagy Thr850 oldalldncon tiofoszforildlt
formdinak hatdsit a nativ PPlc aktivitdsara foszforildlt miozin és miozin konnyllanc
szubsztratok alkalmazdsdval. Eredményeink szerint a MYPT1 Thr695 és Thr850
oldallancanak foszforilacidja egyarant gatolja a PP1c aktivitasat, és ez a gatld hatds az enzim
fiziol6gids szubsztratjaval, a foszforilalt miozinnal is j6l detektalhatd.

A7rS simaizom sejtekben tanulmdnyoztuk a RhoA/ROK utvonalat aktivald
lizofoszfatidsav (LPA), a ROK inhibitor Y27632, valamint a foszfatdzgatlo CL-A hatdsat a
Trh695 és Thr850 oldallancok foszforildcigjara. Kimutattuk, hogy nem kezelt sejtekben a
Thr695 és Thr850 oldallancok részlegesen foszforilalt formdban vannak jelen. A ROK-ot
gatlé Y27632 inhibitorral kezelt sejtekben a Thr850 oldallanc foszforildcidja nagymértékben,
mig a Thr695 foszforiliciéja csak kismértékben csokken. A foszfatazgatloszer CL-A
alkalmazdsa jelentdésen novelte a Thr850 oldalldnc foszforilacidjat, de alig volt hatdssal a
Thr695 foszforilicié mértékére. CL-A jelenlétében szintén csak a Thr850 oldallanc
foszforilacids szintje mutatkozott érzékenynek a ROK gétldszerrel torténd kezelésre. LPA
kezelés alkalmazdsakor mind a Thr695 és Thr850 oldalldncok foszforildcidja jelentOsen
megemelkedett, ugyanakkor az Y27632 elOkezelés csak a Thr850 foszforilacidjat gatolta
jelentésen. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a MYPT1 Thr695 és Thr850 oldallancai
egyarant foszforildlodnak A7r5S sejtekben, mind fiziolégids és patholdgids koriilmények
mellett. A Thr850 oldalldnc az elsddleges foszforilacids hely a ROK enzim szdmdra, mig a
Thr695 foszforilaciéjaért feltehetéen mas kindzok feleldsek.

A ROK a Thr695 és Thr850 oldalldncok foszforilaciéjat in vitro azonos mértékben
katalizdlja, ezzel szemben in vivo ezek az oldallincok megkiilonboztetett mddon
foszforildlédnak. A jelenség hatterében all6 mechanizmusok még nem ismertek. Egyik

lehetséges hipotézis, hogy a kiilonbozd tipusu sejtekben a kiilonb6z6 kindzok hozzaférése az
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egyes oldallincokhoz eltéré, valamint feltételezhetdé az is, hogy a két oldallanc
megkiilonboztetett foszforilaciéja lehetdséget biztosit a MYPT1-re hat6 eltérd jelatviteli

utvonalak egyesitésére, a miozin foszfatdz gatlasanak szintjén.

2. PP1 és PP2A enzimek gatlasanak szerepe a leukémias sejtek életképességének

szabalyozasaban

A PP1 és PP2A membrinpermedbilis toxinokkal torténd gatldsdnak hatdsa a sejtek
életképességére ellentmonddsos, mivel a sejttipustol és a kisérleti koriilményektdl fiiggéen
mind apoptdzis indukcidjat, mind tidlélés fokozddasat megfigyelték. Kimutattuk, hogy a THP-
1 sejtek életképessége 10-100 nM CL-A-val torténd kezelés hatdsdra csokken. A sejteket a
citotoxikus hatdsi daunorubicinnel (DNR) kezelve (2 pg/ml, 24 éra) az él6 sejtek szdma
nagymértékben csokkent, ezt a DNR okozta sejtpusztuldst azonban CL-A-val torténd
el6kezelés nagymértékben mérsékelte.

A DNR-kezelés kismértékben, de szignifikdnsan novelte a THP-1 sejtek foszfatiz
aktivitast, mig 50 nM CL-A a kezeletlen sejtekhez viszonyitva mintegy 85 %-kal csokkentette
a foszfatdz aktivitist DNR jelenlétében és tavollétében egyardnt. A THP-1 sejtek DNR-rel
torténo kezelése a pRb fehérje degradacioéjat valtotta ki, amelynek mértéke azonban jelentsen
csokkent a CL-A-val torténd elokezelés kovetkeztében. A CL-A novelte a pRb fehérje
foszforilacids szintjét és mérsékelte a DNR dltal indukélt kaszpdz-3 aktivalas mértékét is.
Eredményeink arra utalnak, hogy a CL-A hatdsanak hatterében a pRb defoszforilaci6éjanak
gitlasa, valamint a kaszpdz-3 foszforildcioval torténd inaktivéldsa dllhat. A foszforildlt pRb
kevésbé hasithaté proteolitikus enzimekkel, ezért a CL-A-nak a pRb foszforilacids szintjét
noveld hatdsa is hozzdjarulhat az antiapoptotikus folyamatok kifejlédéséhez. A kaszpdz-3
inaktivdldsdban a PP2A enzim CL-A-val torténd gitldsa jatszhat szerepet, amely a kaszpdz-3
defoszforilaci6é gatldsat és a foszforildcidval inaktivalt forma fennmaradasat okozza. Ezen
kiviil a PP2A gitldsa eldsegitheti a kaszpdz-3 foszforildcigjat katalizdlo p38-MAP-kindz

aktivitasanak novekedését is.

3. A miozin foszfataz szerepe a retinoblasztoma fehérje foszforilaciés szintjének

szabalyozasaban

A killonbozé foszfatdz tipusoknak a pRb fehérje defoszforilaci6jaban jatszott

szerepének vizsgalatdra in vitro foszfatdz aktivitdsméréseket végeztiink tisztitott PPlc és
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PP2Ac katalitikus alegységekkel, valamint miozin foszfatdz holoenzimmel (MPH), ciklin
D/CDK4 kinazzal foszforililt MBP-pRb-C fragmentumot alkalmazva szubsztritként. A **P-
MLC20 szubsztratot kozelitdleg azonos mértékben (25-35%) defoszforildlé foszfatiz
koncentriciokat alkalmazva a **P-pRb szubsztrat kismértékben defoszforildlédott PP1c 4ltal
(2,6%), mig a PP2A enzim teljesen hatdstalan volt. Ugyanakkor a MPH holoenzim mindkét
szubsztratot hasonlé mértékben defoszforilalta, ami arra utalt, hogy a MYPT1 vehet részt a
PPlc pRb szubsztrathoz vald irdnyitisdban. Ezzel Gsszhangban a MYPT1 célrairanyito

funkciéjat gatlé anti-MYPT1'>*

antitesttel a pRb foszfatdz aktivitds gitolhatd volt tisztitott
holoenzim és THP-1 sejtlizitum esetén is.

PP1 és PP2A aktivitds elkiilonitésére kiilonboz6 okadinsav (OA) (0,1-1000 nM)
koncentraciok mellett mértiik THP-1 sejtek lizdtumaban a foszfatdz aktivitést, és kimutattuk,
hogy a pRb-C foszfatiz aktivitds csak 10-1000 nM OA, a PPl géatlasra jellemzd
koncentricidk jelenlétében csokkent jelentOsen, ami arra utal, hogy a PP1-tipusu foszfatiz
holoenzimek elsdleges szerepet jatszanak a pRb defoszforilaci6jaban. A MP szerepének
tovabbi megerdsitésére THP-1 lizdtum foszfatdz aktivitdsat a MP-ra specifikus tiofoszforilalt
CPI-17 fehérje inhibitor jelenlétében is meghataroztuk. A CPI-17 specifikusan gitolja a MP
holoenzimet, mig mas PP1 holoenzimek aktivitasdra nincs hatdssal. Tiofoszforilalt CPI-17-nel
(3 UM) torténd inkubaldst kovetden a lizatum foszfatdz aktivitdsa mind **P-MLC20, mind **P-
pRb szubsztrattal tobb mint 50%-kal csokkent, jelezve, hogy a MP jelent6s mértékben
hozzéjarul a pRb defoszforilaci6jdhoz THP-1 sejtekben. A CL-A-nak a pRb foszforilaciot
fokoz6 hatdsaban szerepe lehet a MYPT1 Thr695 és Thr850 oldalldncai foszforildcijanak,
amely a PPlc aktivitds gatldsat eredményezi. Kimutattuk, hogy kezeletlen és DNR-rel kezelt
sejtekben a Thr695 oldalldnc viszonylag kismértékben foszforildlt, mig a Thr850 oldalldnc
foszforilicidja nem mutathatdé ki. CL-A kezelés hatdsdra azonban mindkét oldalldnc
foszforildcidja jelentdsen emelkedik, és a magas foszforildcids szint a DNR-rel vald egyiittes
kezelés esetén is fennmarad. Ezen adatok arra utalnak, hogy a pRb foszforilaci6 szabalyozasa
a MP foszforilacio-fiiggd gétldsaval valésulhat meg THP-1 leukémids sejtekben. Mivel a
kisérletekben alkalmazott 50 nM CL-A els6sorban a PP2A aktivitasat gatolja, ezért a MP
aktivitdsdnak moédositasa a CL-A 4ltal kozvetve, a PP2A gatldsa révén valdsulhat meg. A
feltételezett mechanizmus szerint a CL-A noveli a MYPT1-et foszforildl6 kindzok aktivitdsat
és/vagy gétolja a defoszforilaciot végzo foszfatazok miikodését. E mechanizmus 6sszhangban
van azzal a kordbbi megfigyeléssel, hogy a PP2A katalizdlhatja a foszfo-Thr695 és -Thr850

oldallancok defoszforilacidjat.
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A MP részvétele a pRb defoszforildciéjdban, valamint ebben a MYPTI feltételezett
célra iranyitd szerepe a MYPT1 és a pRb fehérjék kolcsonhatdsara utal, amit THP-1 sejtek
lizatum4bdl reciprok immunprecipiticioval és MBP-pRb fragmentummal torténd ,,pull-down”
vizsgélattal is igazoltunk. A MYPTI1, PPlc és pRb fehérjék kolcsonhatasianak részletes
tanulmanyozésa céljabol feliileti plazmon rezonancian (SPR) alapulé kot6dési kisérleteket is
végeztiink. MBP-pRb-C-t immobilizélva és a feliiletre PP1c-t injektdlva bizonyitottuk a pRb
C-termindlis fragmentumanak és a PP1c-nek a kétodését, amely jelentds mért€kben csokkent
a PP1c-kétdmotivumot tartalmazé MYPT1-peptid jelenlétében. Ez arra utal, hogy a PP1c-pRb
kolcsonhatasban a pRb ,,KLRF” PPlc-kotémotivumszeri szekvencidjanak van szerepe,
amellyel viszont a MYPT1 eredményesen versenghet a PPlc-ért. Vad tipusi és roviditett
MYPT1 mutdnsokat immobilizdlva kimutattuk, hogy a pRb-C kotddik a teljes MYPTI
molekuldhoz, valamint a MYPT1 N- és C-termindlis szakaszaihoz is, amelyek koziil az N-
termindlis peptidszakaszhoz val6é kotddésnek lehet jelentOs szerepe a célrairdnyitdsban. A
szenzogramok alapjan a BIAevaluation 3.1 szoftver segitségével meghataroztuk a pRb-C és
PPlc, valamint a teljes MYPT1 és az N- és C-termindlis fragmentumainak pRb-C-vel val6
kolcsonhataséara jellemz6 asszocidcids allanddkat (K,), amely a pRb-C-PPlc kolcsonhatdsra
K, =142 +0,12 x 10°, a GST-MYPT1-pRb-C-re K, = 1,34 + 0,42 x 10’, a His-MYPT1'**-
pRb-C-re K, = 4,46 + 3,1 x 10°, mig a GST-MYPT1%""*_pRb-C-re K, = 3,28 + 1,11 x 10°
értéknek adodtak. Ezek alapjan eredményeink a pRb defoszforildci6jaban az aldbbi
mechanizmust feltételezik: a PP1c a pRb-hez kiétddve a pRb-defoszforilacié szempontjabol
nem alkot aktiv komplexet. A MYPT1 a PPlc-hez és a pRb-hez egyarant kétddve olyan
komplex kialakuldsat teszi lehetdvé, amelyben a PPlc poziciondldsa a pRb hatékony
defoszforilaci6jat eredményezi.

A MYPT1 és pRb sejten beliili kolokalizaciéjat és lokalizdcidjuk CL-A hatdsiara
bekovetkezd viltozdsat is kimutattuk THP-1 sejtekben konfokdlis pdsztdzé 1ézer
mikroszképpal végzett immunfluoreszcencids kisérletekkel. Kezeletlen és DNR-kezelt
sejtekben a MYPT1 és a pRb is foképp a sejtmagban detektalhaté és az egyesitett kép a két
fehérje részleges kolokalizacidjat mutatja. CL-A kezelés hatisira a MYPTI1 és a pRb a
citoplazmaba transzlokalédik. Ezzel szemben CL-A és DNR kezeléseket kovetden csak a
MYPTI1 citoplazmdba torténd transzlokéciéja figyelhetd meg. A Thr826 oldallincon
foszforildlt pRb lokalizaci6ja a pRb eloszlasdhoz hasonld, amibdl arra kovetkeztethetiink,
hogy a CL-A dltal indukdlt pRb-transzlokdciéért nem a Thr826, hanem valamely més pRb
oldallanc foszforilacidja felelds. A kiilonb6zo kezelések hatasit a MYPT1 sejten beliili

lokalizaciojara THP-1 sejtek szubcelluldris frakcidinak vizsgalataval is megerdsitettiik a THP-
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1 sejtek citoszol és sejtmag frakcidinak Western blot analizisével. Kezeletlen és DNR-rel
kezelt sejtekben a MYPT1 els6sorban a sejtmagban taldlhaté meg, €s a fehérje foszforilacids
szintje alacsony. CL-A kezelés hatdsdra a MYPT1 a citoszolba transzlokdlodik, és
transzlokaciéval parhuzamosan a MYPT1 fehérjesdvok magasabb molekulatomeg felé torténd
eltolédasa is megfigyelhetd, ami feltehetdleg foszforilaciénak tulajdonithaté. Mivel a Thr695
€s Thr850 oldallancok foszforilacidja nem befolyasolja a MYPT1 fehérjesavok pozicidjat
SDS-PAGE gélben, ezért valdsziniisithetd, hogy a MYPT1 savok eltolédasa a Thr695 és
Thr850 oldalldncoktdl eltérd foszforildcids hely(ek) foszforildciéjanak eredménye. Ezen nem
azonositott foszforilacios hely(ek) foszforilacidja szabdlyozhatja a MYPT1 CL-A A&ltal
indukélt nukledris exportjit. A PP1c izoformdk megoszldsa a kezelések hatdsdra nem véltozik
a szubcelluldris frakcidkban. Ezek az eredmények tehat arra utalnak, hogy a MYPTI1

transzlokaciéja a sejtmagbdl a citoszolba onmagéaban, a PP1c részvétele nélkiil valésul meg.

4. Tanninok foszfatazgatlé hatasanak vizsgalata

Penta-O-galloil-D-gliik6z (PGG), a tanninok egyik f6 alkotorésze, gitolja a nativ és
rekombinans PPlc (nativ PPlc: ICso = 6,5 uM, rPP1cd: ICsy = 0,70 uM), valamint PP2A
enzimek (ICsop > 100 uM) aktivitdsit. A PGG mellett az epigallokatekin-3-gallit (EGCG)
(ICs0= 0,93 uM) és egy természetes keverék, az alepp6i tannin (ICso = 0,52 uM) is gatolta a
PP1c aktivitast. Ezzel szemben viszont a galluszsav, a tannin alkotérészek egyik f6 szerkezeti
épitéeleme hatastalannak bizonyult. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PGG a PP1
részlegesen szelektiv gatlészere, amely alacsonyabb gétlé koncentracidkndl alkalmas lehet a
PP1 és PP2A aktivitasanak megkiilonboztetésére is.

Rekombindns PP1cd-t (rPP1cd) immobilizalva SPR-mdédszerrel kimutattuk, hogy a
PGG és az EGCG is kotodik a PPlc-hez. A kotddés kinetikdja lassd asszocidciora és lassu
disszociaciora utal, az asszociacios allandok PGG-re K, =2,25 + 1,16 x 105—nek, EGCG-re K,
=1,48 + 0,67 x 10%-nak adédtak. A PGG és EGCG kotdése jelentds mértékben csokken, ha
az rPP1cd feliiletet MC-LR vagy OA toxinokkal eldkezeljiik, és felgyorsul a képzddo PP1c-
EGCG és PP1c-PGG komplexek disszocidcidja is. Mivel a MC-LR és OA a PPlc Y-alakd
katalitikus centrumdnak hidroféb arkdhoz ko&tddnek, feltehetd, hogy a PGG és EGCG
kotodésének csokkenése az inhibitorok jelenlétében annak tulajdonithatd, hogy a

tanninszarmazékokkal val6 kdlcsonhatdsban is ez a hidroféb régi6 jatszik szerepet.
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A PPlc PGG-vel és EGCG-vel torténd kolcsonhatdsdnak telitésatviteli differencia
(Saturation Transfer Difference, STD) moddszerrel torténd NMR-vizsgilata a
tanninszdrmazékok hidroféb gytirliinek és a hidroxil-csoportoknak a részvételére utal az
enzimmel valé  kolcsonhatds  kialakitisdban. Ezzel  Osszhangban  vannak a
molekulamodellezéssel kapott kezdeti dokkoldsi kisérletek eredményei is. Ezek alapjan az
EGCG a PPlc Y-alaku katalitikus centrumdnak hidrofob arkdhoz kotodik, amelyben a
hidroféb jellegli aromds gylritknek lehet alapvetd szerepe. Ezt a kolcsonhatdst tovabb
stabilizdljdk az EGCG hidroxil-csoportjai és a PP1c oldalldncai kézott kialakuld hidrogén-
kotések is.

Az EGCG és a PGG eltér6é hatdssal van a THP-1 sejtek életképességére. Azonos
koncentricioban a PGG nagyobb mértékii sejtpusztuldst eredményezett, mint az EGCG.
Annak tisztazdsara, hogy ezen molekuldk milyen mechanizmus szerint fejtik ki hatdsukat, és
abban milyen szerepe lehet foszfatazgatlé képességiiknek, tovabbi kisérleteket terveziink.

A tannin alkotérészek, a foszfatdzgétld toxinok mellett, a protein foszfatdzhoz k6t6do
és gitld molekuldk 4j csalddjat alkotjdk. Kotédési és gatld mechanizmusuk feltdrdsa azért
jelentés, mert a toxinokkal ellentétben egyszerlibb szerkezettel birnak, ezért kémiai
szintézissel torténd eldallitasuk, valamint szerkezeti médositasuk lehetdvé teheti j, hatékony,

farmakoldgiai szempontbdl is fontos foszfatazgatlé molekulak eléallitasat.
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AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A miozin foszfatdz (MP) miozinhoz is kt6dé (MYPT1) reguldtor alegysége Thr850
oldallancanak ROK altali foszforilaciéja a foszfatdz aktivitds gétlasat eredményezi. Ez a
foszforilacio fizioldgias és patholdgids koriilmények kozott simaizom sejtekben is lejatszodik,
€s az enzim 4j, kiillonbozo6 jelatviteli dtvonalak altal megvaldsul6 szabalyozasi lehetdségét veti
fel.

2. A CL-A, egy foszfatdzgiatl6 membranpermedbilis toxin alkalmazdsaval igazoltuk,
hogy a PP1 és PP2A enzimek fontos szerepet jatszanak a leukémids sejtek életképességének
szabdlyozdsdban. A CL-A mérsékeli a daunorubicin (DNR) dltal indukalt sejthaldl mértékét,
amelynek hétterében a retinoblasztoma fehérje (pRb) foszforildcidjanak fokozddasa és DNR
altal indukalt degradacidjanak csokkenése all.

3. A MP defoszforildlja a pRb-t, amelynek sordn a MYPT1 alegység fokozza a PPlc-
nek a pRb irdnti aktivitisit. A MP MYPTI1 alegysége Thr695 és Thr850 oldallancai
foszforilacidjaval torténd inaktivdldsanak fontos szerepe lehet leukémids sejtekben a pRb
defoszforilacié gatlasaban és ezzel a pRb foszforildcids szintjének novelésében. A pRb
foszforilacids szintje a sejtciklus fazisatmeneteit befolydsolja, ezért a MP a leukémids sejtek
sejtciklusanak és kemorezisztencidjanak szabdlyozdsaban is részt vehet.

4. CL-A-val torténé kezelés a MYPT1 és a pRb sejten beliili lokalizaciojanak
megvaltozdsat indukdlja és el6segiti mindkét fehérje transzlokicigjat a sejtmagbdl a
citoplazmaba. A folyamatok hatterében a fehérjék fokozott foszforilacigja allhat, és ezek a
lokaliz4cids véltozdsok szintén befolydsolhatjdk a sejtek életképességét.

5. A tanninokat €s azok egyes alkotorészeit (PGG és EGCQG) egy 1j protein foszfatazt
gitlé vegyliletcsalddként azonositottuk, amelyek elsdsorban a PP1 aktivitdsit gatoljdk az
enzim hidroféb arkdhoz valé kotddéssel. Ezen molekuldk szerkezeti moédositdsa lehetové
teheti 4j, hatékonyabb, farmakoldgiai szempontbdl is fontos foszfatdzgitld molekuldk

eloallitasat.
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