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PROTEIN FOSZFATAZOK SZABALYOZASA KOLCSONHATO
FEHERJEKKEL

BEVEZETES

A protein foszfatdzokkal kolcsonhato fehérjék fontos szerepet jatszanak a protein
foszfataz-1 (PP1) enzimcsaladd szabalyozasaban. Az utdbbi években tanulméanyoztuk a miozin
foszfataz (MP) szabélyozasat simaizomban és trombocitdkban [1, 2]. Az MP-ben a PP1
katalitikus alegységhez (PPlc) és miozinhoz is k&tddd 130/133 kDa molekulatomegii
regulator alegység (MYPT) kapcsolddik. Eredményeink szerint a MYPT N-termindlis régioi
kooperativ mdédon kotddnek a PPlc-hez, amely kolcsonhatdsokat a MYPT ankirinszerti
gatlasat okozo foszforilaciot Thr695 oldallancon a Rho-kindz mellett integrinek altal aktivalt
kindz (ILK) is katalizalja [5, 6]. A miozin foszfataz foszforilacidval torténd szabalyozasanak
szamos kérdése (pl. a kiilonboz6 foszforilalacids helyek és foszforilald kinazok viszonya, a
defoszforilalo foszfatazok tipusa) azonban még feltaratlan. Ezen kiviil a MP foszforildlhato
fehérje inhibitorokkal is gatolhato, amelyek koziil a protein kindz C (PKC)-vel foszforilalhato
17 kDa fehérje (CPI-17) gatlasi mechanizmusat jellemezték részletesen. A MP szdmos nem-
izom sejtben is eléfordul, amelyekben az MP és a MYPT feltehetden nemcsak a kontraktilis
sajatsdgokat, hanem mas sejtfolyamatokat is szabdlyozhat. Ez utdbbi Ilehetdségek
megismeréséhez az MP és a MYPT sejten beliili lokalizacioja és specifikus kdlcsonhatasainak

vizsgélata vihet kdzelebb.

CELKITUZESEK

A palyazatban a protein foszfatdzok foszforilacioval és kolcsonhatd fehérjékkel
torténd szabalyozasdnak tanulmanyozasat terveztiik. Vizsgalataink f6 modell molekuldja a
miozin foszfatdz holoenzim (MP), amely protein foszfataz-1 katalitikus alegységbdl (PP1c) és
miozinhoz is kotddo regulator alegység (MYPT1 vagy MYPT?2) kolcsonhatasaval alakul ki.
Kisérleteink az eredeti kutatési tervben, ill. a kutatasi szerz0désben megfogalmazottak szerint

az alabbi {6 kérdések tanulméanyozésara irdnyulnak:

1. AMYPTI N- és C-terminalis régidinak foszforilacidja és defoszforilacioja
2. ILK ¢és ZIPK szerepe a MYPT1 és a CPI-17 fehérjék foszforilaciojaban

3. AMYPTI lokaliz4cidja agy régidkban, hepatocitakban és HaCat sejtekben
4. A MYPTI fehérje-fehérje kiilcsonhatasainak tanulmanyozasa
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5. A miozin foszfatdz és a MYPT1 funkciojanak vizsgalata: az enzim specifikus gatlasa, a
MYPT1 expresszio gatlasa, MYPT1 fragmentek transzdukcioja sejtekbe.

Becslésiink szerint a kutatasi terv mintegy 80%-ban megvaldsult, annak ellenére, hogy a
szerzOdéshez képest a kutatdsi tamogatast a palyazat kutatasi periddusa alatt csokkentették.
Az eredeti célkitiizésektdl vald eltérések annak is tulajdonithatdk, hogy a kutatdsi tdmogatas
odaitélésének idejére szamos tervezett kisérlettel kapcsolatban tortént tudomanyos kozlés
hasonlo teriileten miikodé munkacsoportok altal. Igy pl. leirtak a CPI-17 foszforilaciojat ZIPK
altal [7], ezért kisérleteink elsdsorban a CPI-17 ILK, cAMP-fiiggd protein kindz A (PKA) és
cGMP-fiigg6 protein kindz G (PKG) altal torténd foszforilacidjanak vizsgalatara iranyultak.
Ezen kiviil tanulmanyoztuk a CPI-17 fehérjéhez hasonld fehérjék (Phosphatase Holoenzyme
Inhibitor, PHI, ¢és Kinase Enhanched Phosphatase Inhibitor, KEPI) foszforilacigjat és
foszfatazgatld hatasat. A  MYPT expresszid6 gatlasit RNS interferencidval a
munkacsoportunkkal tudomanyos egylittmtikddést folytatd amerikai partner kezdte el (Dr.
David Hartshorne munkacsoportja, University of Arizona, Tucson), ill. hasonld téméban
szintén megjelent kozlemény idokoézben [8]. A palyazat beaddsa utdn szintén megjelent
kozlemény a MYPT altalunk is tervezett defoszforilacios vizsgalatarél [9]. Tovabba,
elokisérleteink szerint a teljes hossziisagh MYPT N-terminalis részének foszforilacidja (pl.
PKC altal) kisebb mértéki volt annal, mint azt az N-terminalis fragmentumok esetén észleltiik,
ezért ezt a témat a tovabbiakban nem tanulmanyoztuk, ugyanis a megfelel6 kinaz és kisérleti
koriilmény kivalasztasanak id6- és koltségigényét nem lattuk aranyosnak az eredmények

esetleges tudomanyos értékével.

EREDMENYEK
1. A MYPT]1 foszforilacidjanak tanulmanyozasa
1. 1 A MYPT uj gatlo foszforilacios helyének azonositdsa

Az MP szabalyozasanak egyik mechanizmusa a MYPT1 regulator alegység Thr695
oldallancanak (zGiza izoformak szamozasa) foszforilacidja Rho-kinazzal, amely a katalitikus
alegység (PPlc) aktivitdsdnak gatlasat okozza [1, 2]. A Rho-kinaz a MYPT1 Thr850
oldallancat (zuza izoformdk szamozéasa) is foszforildlja, amelynek szerepe az MP
szabalyozasaban még nem ismert. Glutation-S-transzferazzal (GST) fuzionalt vad tipusu és
mutans MYPT1 fehérjéket (Thr695A, Thr850A, Ser694A/Thr695A/Thr850A) allitottunk eld
¢s jellemeztiik Rho-kinaz (ROK) altal torténd foszforilaciojukat [10]. A foszforilalt mutansok

PPlc-t gatlo hatasat vizsgalva megéllapitottuk, hogy a korabbi feltételezésekkel ellentétben
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MYPT17 ™% mellett a MYPT1"7™*° is gatolja a miozin defoszforilaciojat, mégpedig a
MYPT17 ™% _hez hasonlé hatékonysaggal.

1. 2 A MYPT PKA és Rho-kinaz altali foszforildaciojanak kolcsénonhatasa

Eredményeink szerint a protein kindz A (PKA) a MYPTI Ser694 ¢és Ser849
oldallaancait (ziza izoformék szdmozasa), valamint kisebb mértékben eddig még nem
azonositott mas oldallanco(ka)t is foszforilal [11, 12]. Vizsgaltuk, hogy PKA ¢s Rho-kinaz
foszforilacids helyek befolyasoljak-e egymas foszforilalhatosdgat. A Rho-kinaz a MYPT1-et
1,6 mol P/mol, a MYPT1 6954 ¢t 0,7 mol P/mol mértékig foszforilalta. A foszforilalt
MYPTI gatolta a PP1c aktivitasat (ICsy=0,3 nM), ami kisebb mértékben ugyan, de a mutans
MYPT1™4 (I1C50=1,5 nM) foszforilacidja utan is megfigyelhetd volt. Ezek az adatok
szintén megerdsitik azt a megfigyelést, hogy a MYPT1-ben a Thr850 foszforilacidja is gatlast
okoz. A PKA a MYPTI és a MYPT1™* fehérjéket kozel azonos mértékben (~2,8 mol
P/mol) foszforilalta, ezek a foszforilalt formdk azonban az el6bbieknél két nagysagrenddel
magasabb koncentracioban is csak kismértéki gatlé hatast mutattak A MYPTI és a
MYPT1™* PKA-val torténd foszforilaci6 mérsékelte a Rho-kindz altal Kkatalizalt
foszforilacié mértékét, amely MYPT1 esetén 1,6 mol/mol-r6l 0,4 mol/mol, MYPT] o954
esetén pedig 0,7 mol/mol-rél 0,33 mol/mol értékekre csokkent. A MYPT1 Rho-kinazzal és
PKA-val torténd foszforilacigja, a fenti megfigyelések alapjan egymastol tehat nem fliggetlen,
ami a Rho és a cAMP fiigg6 jelpalyak kolcsonhatasara utal az MP szabalyozasaban.

A simaizomban lejatszodd foszforildcidos mechanizmusok tisztdzasdra kisérleteket
végeztiink a cGMP-fiiggd protein kinazzal (PKG) is [13]. Megéllapitottuk, hogy a PKG a
PKA-hoz hasonldo mértékben, és tomegspektrometriai adatok alapjan a PKA-val megegyezd
helyeken (Ser692, Ser695 ¢és Ser852, humén izoformak szdmozasa alapjan) foszforildlja a
MYPT1-et. Simaizomban a MYPT1 foszforilacidja Thr696 oldallincon (humén izoforma
szdmozasa) az MP gatlasa altal lehetdvé teszi a kontrakcio kifejlddését alacsony Ca*'-
koncentracional (Ca*'-szenzitizacié). Kimutattuk, hogy az izom nem hidrolizdlhat6 cGMP
analoggal valo eléinkubalasa a Ca*"-szenzitizaciét csokkenti. Eredményeink szerint ezen
folyamat hatterében az all, hogy a MYPT1 PKG altal torténd foszforilacidja a Ser695
oldallancon gétolja a Thr696 foszforilacigjat Rho-kindzzal vagy mas MYPT1 kindzokkal
(ILK, ZIPK). A foszforilalt Thr696-ra specifikus antitesttel kimutattuk, hogy a MYPTI1
Thr696 foszforilacidja jelentds mértékben csokken akar PKA vagy PKG-vel torténd
eléfoszforilacid utdn. A foszforilalt Ser695-re specifikus antitesttel pedig igazoltuk, hogy
simaizomban cGMP analég hatasara novekszik a Ser695 foszforilacidja, és ezzel

parhuzamosan csokken a Thr696 foszforilaltsdganak mértéke. Eredményeinkbdl arra
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kovetkeztetiink, hogy a cGMP és/vagy a PKG altal kivaltott Ca®’-deszenzitizacid

mechanizmusaban a MYPT1 egymast kizard foszforilacids folyamatainak lehet szerepe.

1. 3 A MYPTI foszforilacio/lokalizacio/aktivitas viszonyanak és funkciojanak

tanulmanyozasa

A foszforolilacids helyekre specifikus antitestekkel kimutattuk, hogy A7r5 sejtekben a
RhoA/ROK utvonalat aktivalo lizofoszfatidsav (LPA), valamint a foszfatazgatld kalikulin-A
(CLA) hatasara is lejatszodik a MYPT-ben a Thr695 és a Thr850 foszforilacioja [10]. ROK
inhibitor (Y-27632) jelenlétében végzett kisérletekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a Thr850
foszforilacigja ROK-fiiggd, mig a Thr695 viszonylag kismértékii foszforilaciojaért ROK-t6l
eltérd kinaz lehet felelds.

A foszfataz inhibitor okadansav (OA) hatdsat vizsgéaltuk a MYPT1 és a miozin
konnytilanc (MLC20) foszforilacidjara HepG2 sejtekben olyan OA koncentracioknal (5-50
nM), amely a protein foszfataz 2A (PP2A)-t mar géatolta, de a PP1 holoenzimeket kozvetleniil
még nem befolydsolta [14]. A MYPT1 két tanulmanyozott foszforilacidés helyének
foszforilacidja eltéré sejten beliili lokalizacidt eredményezett. Az OA hatasara a Thr695
oldallancon foszforilalt MYPT1 populécio a citoszolbol a plazmamembréanba transzlokalodott.
A Thr850 oldallancon foszforilalt MYPT1 a sejtmagban és a perinukledris régidban dusult fel,
foszforilacigja Rho-kindz (ROK) fliggd modon valosult meg, mig a P-Thr850
defoszforilaciojaért feltehetden a PP2A felelds. Az OA-indukalt MP gatlasaval stresszrostok
alakultak ki és a sejtek migracigja lassult. A MP gatlasat 5-50 nM OA 4ltal (feltehetéen
indirekt médon a MYPT foszforiléci(')jéval) fokozta az MLC20 foszforiléci(')jénak mértékét, a
arra utalnak, hogy az MP gatldsa a srtess-rostok lassabb “turnoveréhez” vezethet a sejt
kozponti részén, ami stabilabb adhezids szerkezeteket ¢és csokkent migracids ratat
eredményezhet.

A MYPT foszforilacidjara vonatkozo kisérleteinket az 1. és a 2. abra foglalja Ossze.

1. dbra A MP szabalyozisa a
MYPT  alegység  foszforila-
BRRPREKRRSTGVSFW‘I cidjaval. A MYPT Thr695 oldal-

“rea,, lanc  foszforilaciojanak  gatlo
. hatasat korabban kimutattak. A
Thr850 foszforilacidjanak gatlod
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foszforilacioja is hozzajarulhat a
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megfigyelt Ca*"-szenzitizacioban.
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A kétféle gatld foszforilacios helyen foszforilalt MYPT eltérd lokalizacidja a sejtben
szintén fiziologiai jelentdséggel birhat, a szabalyozd mechanizmus feltarasara azonban még
tovabbi kisérleteket kell végezni. A MYPT Thr695 oldallanc foszforilacidjanak gatlo hatasat
korabban kimutattak. A Thr850 foszforildciojanak gatld hatasat a palyazat keretében végzett
munkaban igazoltuk. Ez arra utal, hogy a Thr850 foszforilacidja is hozzajarulhat a
kontrakcids folyamatokban megfigyelt Ca® -szenzitizacioban.

A PKA ¢és a ROK egymast kizard foszforilacioja a Ser695 és a Thr696 oldallancokon a
cGMP szintet noveld agonistak Ca’'-deszenzitizaciét okozé hatdsanak mechanizmusara

adnak magyarazatot (2. abra).

Ca?*-deszenzitizacié6 mechanizmusa
2. abra A MP szabalyozasa a
MYPT alegység PKA/PKG

8 és ROK altal torténé
Thr696 oldallancanak gatlo

miozin foszfataz gatlas

Rho-kinaz/ILK/MYPT1K

foszforilaciojat a  Ser695

PKA/PKG Rho-kinaz/ILK/MYPT1K PKA/PK,C}.,. altal ’ Yal.o
foszforilacioja mérsekli,

il a8
elésegitve ezzel a relaxaciot és

miozin foszfataz gatlas blokkolt deszenzitiziciét eredményez.

2. ILK, PKA ¢és PKG szerepe a CPI-17 és KEPI fehérjék foszforilaciojaban

Az MP gitlasa a simaizmok kontrakciojat indukalja alacsony intracellularis Ca*'-
koncentracional. Az MP gatlasat a katalitikus alegységhez (PP1c) kot6do foszforilalt inhibitor
fehérjék (pl. CPI-17) is okozhatjak [1]. A gatlasi mechanizmusok egyik kulcsenzime a Rho-
kinaz, amely a MYPT1 Thr695 oldallancanak és a CPI-17 Thr38 oldallancanak gatlast okozé
foszforilacigjat is katalizalja. Ezzel szemben a cAMP/cGMP szintet noveld effektorok az MP
kindz C (PKC) mellett a CPI-17 gatlé foszforilacigjat (Thr38 odallancon) PKA, PKG és az
integrinekhez kapcsolodo kinaz (ILK) is katalizalja [15]. Az MP gatlasdban tehat a PKA,
PKG ¢és az ILK is szerepet jatszik, ami a miozin foszforilacié szabdlyozasaban a Rho-
jelatviteli Utvonaltdl eltérd alternativ mechanizmus 1étezésére utal. A CPI-17 gatlo
foszforilacidja PKA és a PKG enzimekkel in vitro €s in vivo ellentétes a PKA/PKG-t aktivald
cAMP/cGMP foszfataz gatlast mérsékld hatasaval €s e tekintetben a reguldcidés mechanizmus
komplexitdsara irdnyitja a figyelmet. Ezen foszforilacio jelentdsége taldn abban rejlik, hogy a
CPI-17 foszforilacidja nemcsak simaizomban, hanem pl. neuronokban is szabdlyozhatja a

fehérjék foszforilacids szintjét, ahol a stimuldciés mechanizmusoktol fiiggéen a fenti
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kindzokkal wvaldé foszforilacio lehet sziikséges a foszfatdz gatlasdhoz. A gatlas
mechanizmusanak feltdrasa azt is igazolta, hogy a CPI-17 foszforilalt formaja a PP1
holoenzimek koziil csak a MP-t gatolja, és ez a specificitas a PPlc és a MYPT
kolcsonhatdsaban a MYPT alloszterikus hatasanak tulajdonithatdo [16]. Ezért a CPI-17
alkalmas az MP-nek tulajdonithat6 defoszforilacios folyamatok elkiilonitésére.

A CPI-17-el rokon fehérjék (PHI, KEPI) gatld foszforilacios szekvencidja nagyfokt

hasonlosagot mutat.

CPI-17-hez hasonl6 fehérjék szerkezete és foszforilaciéja

Hasonlésag Szerkezet Elé6fordulds 3. abra A CPI-17 és rokon
fehérjék (PHI és KEPI) elo-
PRE RO 7 1K PRA, PKG fordulisa, ~szerkezetiik és

simaizom. a foszforilacios helyeik hason-
CPi-17 EEMARVIVKYDRKENNNNN ;o I6siga. Az dbrin a sotétitett

(100%) kindzok altal tortén6 fehérje
PHI-1 E AltalAnos lf;oszf(’)]ziléciét’ a kpélyyéze;:
(30-40%) o eretcben vegzett kutataso
PP1c-binding soran azonositottuk.

motif ®
KEPI | EGK\%VKYDRK vanp
(50%) PP1c-binding T

motif
ILK PKA

Kimutattuk, hogy az ILK foszforildlja a CPI-17-hez hasonlé KEPI fehérjét is. A
foszforilalt KEPI gatolja a PP1c (ICs0=0,1 nM) és az MP holoenzim (ICs,=8 nM) aktivitasat
is. A KEPI-t Rho-kinaz és protein kindz G (PKG) nem, a protein kindz A (PKA) pedig a gatld
helytdl (Thr73) eltéré oldallancon foszforilalja. Ez utobbi kiilonbségek arra utalnak, hogy a
gatld foszforilacios helyek nagyfokt hasonlosdganak ellenére is vannak kiilonbségek a
kiilonb6z6é kinazok altal torténd foszforilalhatdésagban, ami feltehetéen a fehérjék tovabbi

régioinak tulajdonithatok a kindzokkal valo kolesonhatas szabalyozasaban.

3. A MYPT1 lokalizacioja kiilonb6z6 sejtekben

3. 1 A MYPT1I lokalizacidja agy régiokban

Az MP szerepe ¢€s szabalyozasa nem-izom sejtekben, igy pl. a kiilonbozo agy
régiokban kevésbé tanulmanyozott, ezért vizsgaltuk a MYPT1 lokalizaciojat immunolégiai
technikdk (Western blot, immunfluoreszcencia) alkalmazasaval [17-19]. Kimutattuk, hogy a
MYPTI1 izoforma a patkdny agy lizdtumban nagyobb koncentracidoban van jelen, mint a
MYPT2. A MYPTI1 expressziojat valamennyi agyrégioban kimutattuk ¢€s kvantitativ Western

crer

blot analizissel meghataroztuk a koncentracidjat. A MYPT viszonylag nagyobb
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mennyiségben volt jelen az agykéreg, szagldo hagyma, striatum, hippocampus és koztiagy
régiokban, €és kisebb mennyiségben a kozépagy és utdagy régiokban. Az agyrégiokban a
MYPTI koncentracidja (30-78 nmol/g fehérje) dsszevethetd a simaizom sejtekben és nem-
izom sejtekben becsiilt MYPT1 koncentraciéval. A MP specifikus aktivitasa (1.1-2.7
nmol/perc/mg) az agyrégiok lizditumaiban hasonld volt az el6zdleg simaizom €és nem izom
sejtekben talalt értékekhez. A kozépagyban és az utdéagyban a MYPTI1 mennyisége €s a
miozin foszfatdz aktivitasa is 1,5-2-szor kisebb, mint mas agyrégidkban. A MP aktivitas ¢€s
MYPT1 kiilonboz6 agyrégiokban detektalt relativ mennyiségi eltéréseinek fizioldgiai
jelent6ségét, ill. a kiillonbozé mértékii expresszid molekularis hatterét még nem ismerjiik.
Immunhisztokémiai vizsgalatokkal a MYPT1-et valamennyi agyrégioban detektaltuk, de a
fehérje kiilonbozd intenzitdsu festddést mutatott az eltéré agyi magok és idegpalyak esetén.
Eredményeink szerint a MYPT1 jelen van az agytorzsben, ahol a kdzponti idegrendszer felsd
¢s alsé kompartmentjei kozotti informacidcsere zajlik, valamint a limbikus rendszer részeiben
¢s az azt beidegzd axonagakban is, ahol pedig az emocionalis és 0sztonds viselkedés
szabalyozasa torténik. A memoria kialakuldsdban szintén szerepet jatszhat a MYPT1, mivel
kimutattuk az entorhindlis agykéreg sejttestjeiben és a hippocampusba fut6 idegpalydkban is.
A MYPT1 szamos, de nem mindegyik idegsejt sejtmagjdban és bizonyos idegsejtek
magvacskajaban is jelen van. A MYPT1 lokalizaciojat sejtmagban mar korabban kimutattak,
jelenlétének igazoldsa a magvacskakban azonban ) megfigyelés. Megjegyzendd, hogy a
MYPTI1 jelenlétét a magvacskakban csak a szoveti metszeteken észleltiikk, primer
hippocampdlis és nucleus choclearis sejtekben a magvacskédk nem mutattak MYPT1 festodést.

A primer idegsejteken részleges eltérést tapasztaltunk a sejtmagi lokalizaciot tekinve
is: a hippocampalis sejtkultirdban a MYPTI-et a citoplazmaban ¢és a sejtmagban is
detektaltuk, mig a nucleus cochlearis sejtekben a MYPT1 f6leg citoplazmatikus lokalizaciot
mutatott. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a MYPTI lokalizacidjat szamos tényezd
befolyasolhatja, beleértve a sejtek fiziologiai allapotat, a sejtek korat és fejlédési stadiumat.
Ezen kivil a lokalizacios sajatsagok kimutatdsi lehetdsége gyakran fiigg az
immunofluoreszcencids detektdldsra alkalmazott moddszerektdl és azok koriilményeitdl
(fixalas modja és ideje) is.

3. 2 A MYPT lokalizacioja HepG2 és HaCat sejtekben

Tanulményoztuk foszfataz inhibitor toxin, okadainsav (OA) hatasat a miozin foszfataz
(MP) foszforilacigjara és sejten beliili lokalizacidjara HepG2 sejtekben [14]. A MP katalitikus
(PPlc) és regulator alegység (MYPTI1) jelen volt a HepG2 valamennyi szubcelluléris

frakciojaban, ezen belill nagyobb mennyiségben a sejtmagban, a citoszkeletonban és a
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mitokondriumban fordult el6. A MYPT hasonlé megoszlasat figyeltik meg HaCat sejtek
szubcellularis frakcioiban is. A MP sejtmagi lokalizaciojat konfokalis mikroszkoppal végzett
kisérletek is megerdsitették.

3.3 A MYPT-GFP konstruktok lokalizacioja

A MYPTI lokalizaciojat és lehetséges funkcigjat vizsgaltuk MYPT1-GFP konstruktok
transzfekciojaval. Kiilonbozé hosszisagt MYPTI-GFP konstruktok fibroblasz és HEK
sejtekbe tornénd tranziens transzfekciojaval is igazoltuk a MYPT1 sejtmagi lokalizacidjat, és

kimutattuk, hogy a sejtmagba torténd transzportban (4. abra) a MYPT1 N-terminalis részén
27-33

talalhato nuklearis lokalizacios szignal (MYPT17"") jatszik szerepet [20].
NLS1 NLS2
2’PVVKRKK33 w‘DREKRRS“g Sejtmag

. AINIK]|! RN
mypTarion [ J W G ®P |, ., MyPTI-GFP konstrukiok

lokalizaciéja a sejtmagban. Az

mypT1ao [ [|A NKI}RI N@ @D ibrin lithatd, hogy a MYPTL N-

terminalis  részén  eclhelyezkedd

MYPT 1301600 -:@:B ° nukledris lokalizacios szignal

(NLS1) jelenléte sziikséges a
MYPT1 sejtmagban torténo

MYPT 16011004 m ° lokalizacidjahoz. A C-terminalis
régioban 1évé NSL2 valoszinlileg
nem jatszik szerepet a sejtmagban

MYPT 134300 I:A N

T« | N@ @ Orténd lokalizicioban.
MYPT 1341004 I:A N Kj:R | - (GF@ °

Szérum jelenlétében a MYPTI-GFP expresszioja csokkentette az adherens sejtek

P

pd

szamat, a sejtciklust M-fazis eldtt blokkolta és apoptozist okozott. Ezek a jelenségek
szérummentes koriilmények mellett nem figyelhetok meg.

A lokalizacios kisérleteket Osszefoglalva: eredményeinkbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy a MYPT1 megoszlasa az agyban, ill. az idegsejtekben, valamint méas nem-izom
sejtekben (HepG2, HaCat, 3T3 fibroblast, HEK sejtek, stb.) nem homogén, hanem
funkciojukat tekintve specializalodott régidkhoz, ill. sejten beliil bizonyos kompartmentekhez
kotott. Ez, a miozintdl meglehetdsen eltérd lokalizacids mintdzat, a miozin foszfataz
altalanosabb sejtfunkcidit és a miozintdl eltéré alternativ szubsztratok jelenlétét is
valoszinlsiti, ezért feltételezhetd, hogy nem-izom sejtekben az enzim defoszforilald

aktivitasanak célpontja a foszforilalt miozin II-t8] eltérd szubsztratok is lehetnek.



OTKA T043296 Szakmai zarojelentés Témavezet6: Dr. Erdédi Ferenc

4. A MYPT]1 fehérje-fehérje kiillcsonhatasainak tanulmanyozasa
4. 1 Kolcsonhatds neurondlis fehérjékkel

Primer idegsejtekben kimutattuk mind a MYPT1 és a PPlcdelta kolokalizaciojat
szinaptofizinnel, amely preszinaptikus marker fehérjeként és szinaptikus vezikuldk integrans
membran fehérjéjeként is ismert [19]. A MYPT1 ¢és a szinaptofizin Iehetséges
kolcsonhatasanak bizonyitasara, valamint mas mar ismert, MYPT1-el asszociald fehérjékkel
vald kolcsonhatas igazoldsara az idegsejtekben, agyrégiok kivonatabdl immunprecipitaciot
végeztink MYPTI1-re specifikus antitesttel. Az immunprecipitdcié sordn kolcsonhato
partnerként azonositottuk a ROK, PPlcdelta és a szinaptofizin fehérjéket, valamint a
PPlcdelta-tol eltéré6 PPlc izoformakat. Ezekbdl az adatokbodl részben arra kovetkeztetiink,
hogy az idegsejtek miozin foszfatdz holoenzimében a MYPTI-gyel asszocialt f6 PPlc
izoforma feltehet6en a PP1cdelta, hasonléan a simaizomhoz. Ezt megerdsiti a PP1cdelta és a
MYPT1 koprecipitacidja, valamint a PPlcdelta MYPT1-hez részben hasonlé megoszlasa a
kiilonb6z6 agyrégiokban. Ennek ellenére a MYPT1 és PP1cdelta részben eltérd lokalizacidja
primer idegsejtekben arra is utalt, hogy a MYPTI1 &atmenetileg a PP1lcdelta-tol disszocialt
allapotban, vagy mas PPlc izoformakhoz (PPlcalfa és PPlcgamma) is el6fordulhat. Ez
utobbit tamasztja ald az a megfigyelés, hogy a PPlcalfa/ PPlcgamma izoformdk is
kopreciptalodtak a MYPTI-gyel agy kivonatbol. Mas neuronalis PPlc-t koté fehérjek
(neurofilament-L, a neurabin I vagy a neurabin II) preferencidjat PPlcalfa és/vagy
PPlcgammal izoformdk irdnt mar kordbban igazoltdk. Eredményeink alapjan gy tiinik,
hogy a MYPT1 az els6é olyan idegsejtekben azonositott PPlc szabalyoz6 alegység, amely
els6dlegesen a PPlcdelta —val alkot holoenzimet. A MYPT kdlcsonhatasa a szinaptofizinnel
felvetette annak a lehetdségét, hogy a MP a szinaptikus vezikuldk és azon belill a
preszinapszisok egyik fontos Ser/Thr specifikus foszfataz komponense lehet. Szinaposzéma
¢€s posztszinaptikus denzitas frakcidkat izolaltunk és vizsgaltuk a miozin foszfataz, MYPTI1 és
a MYPT1-gyel kolcsonhato fehérjék (ROK, szinaptofizin és PP1cdelta) eloszlasat. A miozin
foszfataz aktivitds a szinaptoszOméaban magas, mig a posztszinaptikus denzitas frakcioban
alacsony volt. A MYPTI1, ROK ¢és nagyobb mennyiségben volt jelen a szinaptoszomakban,
mint aPPlcdelta posztszinaptikus denzitdsokban, mig a szinaptofizint csak a
szinaptoszomakban kozott mutattuk ki. A MYPTI1, a ROK, a szinaptofizin valamint a
PPlcdelta kialakuld kolcsonhatast alatdmasztotta a GST-MYPTl1-el végzett pull-down
vizsgalat is. Az eddig idegrendszerben, ill. idegsejtekben leirt PP1 szabalyozo alegységek

(mint pl. a neurofilament-L, a neurabin I vagy a neurabin II) mindegyikét a posztszinaptikus
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denzitdsokban mutattdk ki. Eredményeink alapjan tehat a MYPT1 az elsé preszinapszisban
leirt idegrendszeri PP1c szabalyoz6 alegység. A szinaptofizin foszforilalhato, €s ismert, hogy
foszforilacidja befolyasolja a neurotranszmitterek felszabadulasat. A MYPT1 kolcsonhatasa a
szinaptofizinnel arra utal, hogy a miozin foszfatdznak 0j szubsztratként célpontja lehet a
szinaptofizin fehérje is, és ezzel az idegsejtekben szerepet jatszhat a vezikulak szallitasaban és
a neurotranszmitter kibocsatas szabalyozasaban is. A mechanizmus tovabbi résztvevdje lehet
a Rho-kindz (ROK) is, amelyrdl ismert, hogy a RhoA/ROK jelatviteli utvonalon keresztiil
szabalyozhatja a miozin foszfatdz aktivitdsat a MYPT1 gatld helyének (Thr695 oldallanc)
foszforilacigjaval. A ROK és a MP szdmos kozos szubsztratja (pl. adducin, moezin, Tau)
ismert, az azonban még bizonyitdsra var, hogy vajon a szinaptofizin foszforilacioja és
defoszforilacioja is szabalyozhato-e ezzel az enzimparral.

4.2 A MYPT kolcsonhatasa a retinoblasztoma fehérjével

A MYPTI-GFP konstruktok overexpresszidja szamos sejtvonalban esetén sejthalalt
okozott, feltehetéen azért mert a MYPT1 megndvekedett koncentracidja gatolhatja a sejtek
novekedését [20]. Az egyetlen sejtvonal, amelyben a fenti hatdst nem figyeltik meg a
HEK?293 volt. A HEK293 sejtek jellemzdje, hogy adenovirussal transzformalt, amelyekben
az adenovirus EIA génterméke a retinoblasztoéma fehérjéhez kotddve elnyomja annak
sejtciklust gatld hatdsat. Mivel a retinoblasztoma fehérje (pRP) foszforilacié fiiggd modon
szabalyozza az E2F transzkripcids faktor aktivalasat, felvetodott annak a lehetdsége, hogy a
MYPTI1 esetleg a pRb foszforilacids szintjét szabalyozza. Feliilrétegezési kisérletetekkel
kimutattuk, hogy a pRB egy, a fobb foszforilacios helyeket is tartalmazoé C-terminalis
fragmentumahoz MYPT1 N-terminalis fragmentumai kétddnek [20]. A kiillonbozé MYPT1
mutansokkal végzett kisérletekbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a kétédésben a MYPT1 104-511
aminosavakkal hatarolt szerkezeti régidjanak lehet szerepe. Tovabbi kisérleteinkben
immunprecipitacioval is igazoltuk a teljes hosszsagi pRb és MYPT1 kolcsonhatdsat THP-1
sejtekben, valamint a két fehérje sejtmagban torténd részleges lokalizacidjat konfokalis
mikroszkopiaval is kimutattuk (még nem kozolt eredmények). Foszforilalt pRb szubsztrattal
végzett foszfataz aktivitds mérésekkel bizonyitottuk, hogy a MYPT1-nek szerepe lehet a pRb
defoszforilaciojaban (1d. 5. dbra a kovetkezd részben). Kimutattuk azt is, hogy a pRB ¢és a
MYPT1 foszforilacidja is befolyasolja sejten beliili lokalizacijukat. THP-1 sejtekben
foszfataz inhibitor (CLA) hatdsara a MYPTI1 a gatlo helyeken foszforilalodik, valamint
novekszik a pRB foszforilacidos szintje is, ami az apoptotikus folyamatok gatlasat

eredményezi.

10
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5. A miozin foszfataz és a MYPT1 funkcidjanak vizsgalata: az enzim gatlasa, a MYPT1
expresszio gatlasa, MYPT1 fragmentek transzdukcioja sejtekbe

5.1 MP gatlasa MYPT-re specifikus antitesttel

Korabban kimutattdk, hogy a MYPT N-terminalis szakaszara specifikus antitest
sejtekbe torténd injektalasdval novekszik a miozin konnyllanc foszforilacioja, amit a MP
gatlasanak tulajdonitottak [21]. Kisérleteinkben a MYPT kiilonb6z6 N-terminalis régidira
specifikus poliklonalis antitesteket (anti-MYPT'™*, anti-MYPT'?° és anti-MYPT* '
allitottunk elé és vizsgaltuk hatasukat a MP holoenzim és izoladlt PPlc aktivitasara. Az
antitestek koziil az anti-MYPT'>® és az anti-MYPT**!! gyakorlatilag nem befolyasolta (nincs

1-296
T

bemutatva), ezzel szemben az anti-MYP gatolta a holoenzim, de nem befolyasolta a

katalitikus alegység miozin foszfataz aktivitasat (5. abra).

PP1c MPH MPH 5. dabra MYPTI1-re specifikus antitest
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pRb foszfataz aktivitds meghatdrozasahoz a
foszfoszubsztratot gy allitottuk elé, hogy
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A MYPTI, mint a MP ,,célra iranyitd alegysége”, noveli a PP1c miozin foszfataz
aktivitasat. Az adataink tehat arra utalnak, hogy az anti-MYPT'?® a MYPT ezen célra
iranyitd (targeting) funkciojat gatolja, ezért alkalmas lehet a MYPTI1 funkcidjanak
vizsgalatara uj MP szubsztratok defoszforilaciojaban. Ezzel 6sszhangban azt talaltuk, hogy az
anti-MYPT'?° gatolja a foszforilalt retinoblasztéma fragment defoszforilacidjat is, feltehetd
tehat, hogy a MYPT1 targeting funkciot 14t el ezen szubsztrat esetén is.

5. 2 A PPI és PP2A vj inhibitoranak (gallotannin) azonositasa

Kimutattuk, hogy a gallotannin gétolja a PP1c és a PP2Ac enzimek aktivitasat is [22].
A PPlc gatlasa alacsonyabb gallotannin koncentracioknal (ICso~2 mikromol) figyelheté meg,
mig PP2A esetén ez csak magasabb koncentracional (ICsp~50 mikromol) kovetkezik be.
Igazoltuk, hogy a gatldas MP holoenzimen is érvényesiil, amikor a PPlc a MYPTI
alegységhez kapcsolodik. A gallotannin A549 sejtekben gatolja kemokinek és citokinek

11
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expressziojat is, amely sordn a MAP-kinaz és szubsztratjainak fokozott foszforilacidja is
megfigyelhetd. Lehetséges, hogy a fehérjék fokozott foszforilacidjaban a gallotannin PP1 és
PP2A enzimekre kifejtett gatld hatasanak is szerepe lehet, habar e szabalyozasi lehetdség
pontos molekularis hattere még feltarando.

5.3 TAT-MYPTI peptidek transzdukcioja A7r5 sejtekbe

A PPlc és a MYPT1 N-termindlis fragmentumanak rontgenkrisztallografiai elemzése
azt igazolta [23], hogy a MYPTI1***® régio fontos szerepet jatszhat a PPlc-hez torténd
célra irdnyitd funkcidjanak szabalyozasara. Ezért a peptidet TAT transzdukcidés doménnel és
biotinnal kapcsolva szintetizaltattuk a peptid sejtekbe vald bejuttatasdhoz €s sejten beliili

lokalizaciojanak azonositasahoz (6. dbra).

bioti n-l RRQRRRﬁKTKVKFDDGAVFLAACSSGDTDEVL K-NHf

TAT-PDT MYPT3258
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streptavidin-
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6. dbra (also) A TAT és TAT-
MYPT]1 peptidek transzdukcidja
ATrS5 sejtekbe.
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A TAT-MYPTI1 peptid azonban a varakozassal ellentétben csak kismértékben és
viszonylag magas koncentracioban gatolta a MP holoenzim aktivitasat [24]. Tovabbi zavard
tényezO, hogy maga a TAT peptid is gatolja az enzim aktivitdsat. A 6. dbran bemutatott
immunfluoreszcencia felvételek arra utalnak, hogy a TAT-MYPT1 peptid konnyen permedl a
sejtmembranon ¢és a sejten beliil elsésorban a sejtmagban lokalizalodik. Ezzel szemben a TAT
peptid a citoplazmaban dusul fel, de hosszabb inkubacios id6 utdn megjelenik a sejtmagban is.

Eredményeink arra utalnak, hogy a TAT transzdukcids peptiddel torténd kapcsolas
alkalmas modszer lehet szabalyoz6 peptidek sejtekbe torténd bejuttatasara, de egyben
felhivjak a figyelmet arra is, hogy a transzdukcids domén, valamint a sejten beliili lokalizacid
is modosithatja ezen peptidek hatasat.

A kutatasi tervben leirtaknak megfeleléen megkiséreltik a Chariot fehérje
transzdukcids kit alkalmazasat is a tiofoszforilalt CPI-17 sejtekbe torténd transzportjanak
eldsegitésére €s ezzel a MP specifikus gétlasanak eldsegitésére. Ezek a kisérletek azonban

nem bizonyultak sikeresnek, mivel nem tapasztaltuk a CPI-17 feldusulasat a sejtekben.

Egyéb, a ttmahoz nem kozvetetten kapcsolodo eredmények
NO-szintetaz indukciojanak vizsgalata betegségekben: az eNOS és a MYPTI lehetséges
kélcsonhatasanak tanulmanyozasa

Az NO/cGMP jelatviteli tutvonalak szerepet jatszhatnak a miozin foszfataz
szabalyozasaban is (Id. 1. 2 pontnal leirtakat). Egy klinikai kutatasokat végzd
munkacsoporttal kollaboracidoban tanulméanyoztuk az indukalhatdé (iNOS) és endotélids
(eNOS) expressziojat egészséges kontroll és gyulladasos szovetekbol kimetszett biopszidkban
[25, 26]. Az eredmények arra utalnak, hogy gyulladasos szovetekben az iNOS szintje
megemelkedik, ami immunhisztokémiai modszerekkel €s immunoblottal is kimutathato,
azonban ezen valtozasok mértéke a betegség tipusatol fiiggden eltérd. Human koldokzsinorbol
nyert endotél sejtkultirdkban tanulméanyoztuk az eNOS sejtciklus fiiggd expresszidjat €s
lokalizaciojat. Az eNOS aktivitds foszforildcioval szabalyozhaté ¢és tartalmaz olyan
foszforilalhato szekvenciarészeket, amelyek esetleg a MP szubsztétjai lehetnek. Ezért el6zetes
kisérletekben GST-MYPTI1 pull-down technikat, valamint anti-MYPT'**°- tel vald
immunprecipitdciot alkalmazva tanulményoztuk a MYPT1 ¢és az eNOS lehetséges
kolcsonhatasat. A kezdeti adatok a két fehérje kolcsonhatisara utalnak, azonban ezek az

eredmények még tovabbi megerdsitésre varnak.
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Az eredmények jelentdsége

A protein foszfatazok szabalyozasdban fontos szerepe van a regulator alegységek és
inhibitor fehérjék foszforilacidjanak. Az altalunk tanulményozott miozin foszfatdznak ¢és a
miozin foszfatazt foszforildlacidoval szabdlyozd kinazoknak (pl. Rho-kinaz, ILK) fontos
szerepet tulajdonitanak a simaizmok és a sejtek kontrakcids folyamataiban. A palyéazat
kutatasi tervének kidolgozadsa soran kapott eredményeink hozzajarultak a miozin foszfataz
foszforilacioval ¢és fehérje-fehérje kolcsonhatdsokkal torténd szabalyozasdnak behatobb
megismeréséhez, ¢és utat mutattak a tovabbi szabdlyozasi lehetOségek vizsgdlatanak
tervezéséhez. A kontrakciés mechanizmusok ¢€s szabalyozasuk ismeretének klinikai
jelentésége sem lebecsiilendd, mivel pl. az artérids és a vénas simaizmok 6sszehuzodasanak
normal és patoldgias elvaltozasok esetén is fontos szerepe van a vérellatds és a vérnyomas
szabalyozasaban is. A kontrakcios folyamatokon til a miozin foszfataznak a sejtalak-valtozas,
migraciéo és motilitds szabalyozasaban is szerepe lehet, ennek kapcsdn, pl. rdkos sejtek
metasztatikus képességét is befolydsolhatja. Ezért a fehérjék foszforilacidés szintjét
befolyasold kinazok és foszfatazok miikodésének molekuléris szintli megismerése akar
terapias gyogyszerek felismerésének kiindulopontja is lehet.

A palyézat kidolgozésa soran kapott eredményeink egyik ujdonsaga, hogy a miozin
foszfatdz nem-izom sejtekben szamos, a kontraktilitastol eltérd sejtfolyamatot (pl. neuronalis
és sejtmag fehérjék, ill. feltehetéen mitokondridlis fehérjék defoszforilacigjaval) is
szabalyozhat. Ezzel 6sszhangban a miozin foszfataz széleskorii és valtozatos lokalizacidja az
idegrendszerben a neurotranszmisszidoban vald szabalyozo szerepet sejtet. A miozin foszfataz
jatszott szerepe pedig arra utal, hogy az enzim a sejtciklust is szabalyozhatja.

Mindezek az adatok aldtdmasztjdk a miozin foszfataz, és ezen beliill a MYPT regulator
alegység, sokoldali szerepét a sejtfolyamatok szabalyozasaban. A tovabbi kutatdsok egyik
célpontja olyan molekuldk kifejlesztése lehet, amelyek szelektiven gatoljak/aktivaljak a
miozin foszfatdzt és ezzel lehetdséget adnak az enzim sejtfolyamatokat szabalyozd
szerepének mélyebb megértésére. Ezen kiviil a MYPT fehérje-fehérje kolcsonhatdsanak
tovabbi vizsgalata is érdekes eredményeket szolgéltathat az enzim tjabb célpontjainak

felismeréséhez.
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A Kkutatas soran megvalosulé nemzetkozi egyiittmiikodések és hozzajarulasuk a téma
kidolgozasahoz
Dr. David J. Hartshorne (University of Arizona, Muscle Biology Group): MYPT1-
GFP expresszids konstruktok €s antitestek biztositasa.
Dr. Masaaki Ito (1st Department of Internal Medicine, Mie University School of
Medicine, Japan): MYPT1 expresszios konstruktok €s antitestek eldallitasa.
Dr. Michael P. Walsh (Department of Biochemistry and Molecular Biology, Smooth
Muscle Research Group, University of Calgary, Canada): PKA és PKC enzimek,
CPI-17 fehérje biztositasa.
Dr. Timothy Haystead (Department of Pharmacology and Cancer Biology, Duke
University Medical Center, USA): -Anti-P-Ser695-MYPT antitest el6allitasa és

izomkontrakcios kisérletek kivitelezése.

A kutatasi témaval kapcsolatos kozlemények felhasznalasa tudomanyos fokozatok
megszerzéséhez, a kozlemények visszhangja

A témaval kapcsolatos kozlemények két doktorandusz hallgaté PhD. fokozatanak
megszerzéséhez, valamint a témavezeté MTA doktori fokozatanak megszerzéséhez is
hozzajarultak:

Kiss Eniko: Az integrinekhez kapcsolodé kinaz szerepe a miozin foszfataz
szabalyozasaban. PhD értekezés, 2003.

Lontay Bedta: Miozin foszfataz lokalizacidja és szabalyozasa nem izom sejtekben.
PhD értekezés, 2005.

Ezen kiviil, a palyazati témaban dolgozva Borbiro Istvan molekularis bioldgus
hallgatd védte meg diplomamunkdjét, valamint Dedinszki Déra molekularis biologus, Bdtori
Robert molekularis biolégus és Mdrton Adrienn orvostanhallgaté tartott tudomanyos
diakkori eldadast €s nyujtott be palyamunkat, valamint ezek a hallgatok eredményeiket
felhasznaljak diplomamunkdjuk elkészitésére is.

Kiss Andrea PhD hallgato e témaban végzett sikeres kisérletei és eredményei alapjan
hamarosan benyujtja értekezését.

Az OTKA témaszam feltiintetésével megjelent kdzleményekre 2006. év végéig 125

alkalommal hivatkoztak.
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