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BEVEZETES

A fehérjék kovalens modositasa a szerin (Ser), treonin (Thr) és tirozin (Tyr)
oldallancok foszforilacidjaval és defoszforilacidjaval a sejtfolyamatok szabalyozasanak
egyik fontos mechanizmusa. A sejtfehérjék nyugalmi allapotra jellemzd foszforilacios
szintjét, ill. azok a sejtet ért hatasokra (receptor aktivalds, membranpotencial valtozas,
novekedési faktorok stb.) bekovetkezd valtozasat a foszforilaciot katalizalo protein kindzok
és a defoszforilaciot katalizald protein foszfatazok aktivitdsdnak ardnya szabja meg.
Ovatos becslések szerint a sejtfehérjék kb. egyharmada foszforilalodik, ami szamos protein
kinaz és foszfatdz létezését, valamint aktivitdsuk 0sszehangolt szabalyozasat feltételezi a
sejtek fizioldgiai allapotanak megfeleld foszforilacids szint kialakuldsdban. A fehérjék
foszforilacidja tilnyomorészt Ser és Thr oldallincokon jatszodik le (> 90 %), ezért ezt a
modositast ismerték fel el0szor, valamint ennek kdvetkeztében a Ser/Thr specifikus protein
kindzok és foszfatdzok szabalyozasi lehetdségeinek vizsgéalata keriilt kezdetben el6térbe.
Ma mar altalanosan elfogadott az a nézet, hogy a fehérjék foszforilaciojaban a protein
kindzok és foszfatazok egyenrangl partnerek és mindkét enzim szabalyozasa hozzajarul a
megfeleld foszforilacios szint kialakulasahoz.

A simaizom 0sszehuzodas ill. a sejtek kontraktilis sajatsagainak tanulméanyozasa a
protein kinaz ¢és foszfatdz szabalyozasi lehetdségek vizsgalatdnak egyik kedvelt
modellrendszere. Ezen fiziologiai és farmakologiai szempontbdl is fontos folyamatok
lejatszodasanak eldfeltétele a miozin 20 kDa konnytilancanak (MLC20) foszforilacidja. Az
MLC20 megfeleld mértékii foszforilacigjat, valamint a foszforilacios allapot fenntartasat a
kontrakciés mechanizmusok klasszikus elmélete szerint Ca®’-fiiggd miozin kinaz(ok)
aktivaloddasa biztositja. Az utobbi években emellett azonban kimutattdk, hogy az izom
Osszehuzodasa (vagy pl. a sejtek alakvaltozdsa), valamint a miozin foszforilacidja
viszonylag alacsony intracellularis Ca®" koncentracioknal is megvalosul, amelyben a
miozint foszforilalo nem Ca**-fiiggé kinazok és a miozin foszfataz atmeneti gatlasa jatszik
fontos szerepet. Ezek a felismerések a miozint, valamint a miozin foszfatazt foszforilalo
kinazok azonositasanak fontossagara iranyitottak a figyelmet. Munkam célkitiizései is ezen

kérdések vizsgalatdhoz kapcsolodtak.



IRODALMI ATTEKINTES

Protein foszfataz-1 holoenzimek: szerkezet, szabalyozas

A huméan genom tobb mint 500 protein kindz gént tartalmaz, ezek kozel
kétharmada kodol szerin/treonin specifikus kindzokat. A protein foszfatdz gének szdma
ezzel szemben csak 150, amelyek koziil kevesebb, mint 40 koédol foszfoszerin/treonin
specifikus protein foszfatdz katalitikus alegységet (Cohen, 2002). A protein foszfatdz
katalitikus alegységek biologiai funkcidit gyakran a hozzajuk kapcsolédd regulator
alegységek szabdlyozzak. A protein kindzok genetikai soksziniiségét tehat a
nagymértékben konzervalt protein foszfatdz katalitikus alegységek valtozatos regulator
foszfatazok szubsztratspecificitdsat, katalitikus aktivitasat valamint sejten beliili
lokalizaciojat is. Vizsgalataink a protein foszfataz 1 (PP1) katalitikus alegységét (PP1c)
tartalmazé miozin foszfatdz szabalyozasara irdnyultak, ezért a tovabbiakban elsdsorban a

PPlc-re és PP1c-kotd fehérjékre vonatkozo irodalmi eredményeket ismertetem.

Protein foszfataz-1 katalitikus alegység

Emlos sejtekben a Ser/Thr specifikus protein foszfatazoknak négy altipusa, a
protein foszfataz-1 (PP1), -2A (PP2A), -2B (PP2B), -2C (PP2C) fordul el6 legnagyobb
mennyiségben. A kiillonbozé tipusi enzimeket gatld fehérjék ¢és toxinok iranti
érzékenységiik, szubsztratspecificitasuk, valamint aktivitasuk fémion fiiggése alapjan
kiilonboztetik meg (Ingebristen és Cohen, 1983;+

Dombradi 1997). A PP1 aktivitidsa inhibitor fehérjékkel (inhibitor-1, inhibitor-2)
gatolhato (Ingebristen és Cohen, 1983), ezek a fehérjék azonban a PP2 enzimek aktivitasat
nem befolyéasoljak. A PP2A aktivitasdhoz extra fémion nem sziikséges; mig a PP2B Ca®'-,
a PP2C Mg” -fliggé enzimek. Membranpermedbilis toxinok (pl. okadainsav, kalikulin A,
kantaridin szdrmazékok) a PP1 és PP2A enzimek aktivitasat gatoljak (MacKintosh és
mtsai, 1994; Erdodi és mtsai, 1995).

A PPl Kkatalitikus alegység (PPlc, 36-38 kDa) négy izoformdjat azonositottak
(PPlca, PPlcyl, PPlcy2, PPlcd), amelyek szekvencidjukban nagyfoku (kozel 90%)
azonossagot mutatnak. A PP1 katalitikus alegységek in vitro szubsztratspecificitasuk,
illetve regulator/inhibitor fehérjékhez vald affinitdsuk alapjan nem kiilonbozethetok meg
(Zhang ¢és mtsai, 1993). In vivo feltételezhetd bizonyos fehérjék izoforma specifikus

kotddése a PPlc-hez, amelyre a PPlc izoenzimek eltérd szubcellularis megoszlasa utal



(Shima és mtsai, 1993; da Cruz e Silva és mtsai, 1995; Andreassen és mtsai, 1998). A
kiilonb6z6 PPlc izoforma mutacidt hordozoé eltérd Drosophila fenotipusok megjelenése
szintén a PPlc izoenzimek specifikus részvételét feltételezi kiilonbozd sejtfunkciok

szabalyozasaban (Axton ¢és mtsai, 1990, Raghavan és mtsai, 2000).

PP1c regulator alegységek

A PP1 holoenzimek altaldnos szerkezetiiket tekintve a PP1c valamely izoformajabol és
kiilonboz6é regulator (R) alegységbdl allnak. Kozel 50 PPlc-kotd fehérje létezésérdl
tudunk, amelyek katalitikus alegységre gyakorolt hatasuk alapjan az ugynevezett ,,célra
iranyit6” fehérjék és az aktivitast gatld fehérjék csoportjaba sorolhatéak (Bollen, 2001;
Cohen, 2002).

A ,célra iranyit6” fehérjék a katalitikus alegységhez kapcsolddnak és azt a szubsztrat
fehérjéhez vagy a szubsztratot tartalmazé szubcellularis kompartmenthez ,,rogzitik”. A
»Celra iranyité” regulator alegységek gyakran befolyasoljak a katalitikus alegység
aktivitasat, illetve szubsztratspecificitasat is. A glikogén partikulakban talalhatdo PPI
holoenzim a PP1c mellett egy glikogénhez is k6tddd regulator alegységet (emldsokben Gy,
Gr, PTG/RS vagy R6) tartalmaz. Valamennyi eddig ismert glikogénkotd alegység
konzervalt N-termindlis részén azonositottak egy poliszacharid koté motivumot (Wu és
mtsai, 1998). A Gp (33 kDa) alegység mdajban, a Gy (124 kDa) sziv-és vazizomban, a
PTG/RS ¢és a R6 szamos szovetben irdnyitja a katalitikus alegységet a glikogén partikuldk
felé, ahol az a glikogén metabolizmus szabdlyozasaban jatszik szerepet. A sejtmagban
talalhatd nagy mennyiségli PP1c mellett két inhibitor fehérjét mutattak ki. A NIPP1 és
PNUTS/p99 fehérjék a PPlc-en kivil mRNS-hez is kapcsolédnak, amely alapjan
feltételezik, hogy a PPlc az RNS-hez kot6dd eddig még nem jellemzett fehérjék
defoszforilaciojaban vesz részt. A kontraktilis fehérjékhez kapcsolddd miozin foszfatazban
a PPlct a MYPT alegységek (MYPT1, MYPT2) iranyitjak a célfehérje, leginkdbb a
foszforildlt miozin felé. A miozin foszfatdz holoenzim alegységszerkezetét ¢&s
szabalyozasat a dolgozat késObb részletesen targyalja. Az . dabra a legfontosabb R
alegységek sejten beliili lokalizacidjat foglalja 6ssze (Isd hivatkozasokat Cohen, 2002).

A PPlc aktivitds citoszolikus inhibitor fehérjék is szabalyozhatjdk. Az inhibitor-1,
DARPP-32 és CPI-17 foszforilacié fiiggd inhibitorok (Isd hivatkozasokat Cohen, 2002).
Az inhibitor-1 és a DARPP-32 PKA-val, a CPI-17 PKC-vel torténé foszforilacio utan valik

hatdsos PPlc inhibitorra. Az inhibitor fehérjében a foszfotreonin és a kornyezetében



elhelyezkedd aminosavak pszeudo-szubsztratként viselkedve elfoglaljak a PP1c katalitikus

centrumat (Goldberg és mtsai, 1995).
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1. abra PP1c kapcsolodasa regulator (,,célra iranyit6”) fehérjékhez a kiilonboz6
holoenzimformak sejten beliili lokalizacidja

Az inhibitor-1 altaldnosan el6fordul; a DARPP-32 expresszioja elsdésorban az agy
dopaminerg beidegzés alatt allo teriiletein mutathatd ki. A CPI-17 elsésorban simaizomban
fordul eld és a miozin foszfatdzra specifikus inhibitornak tekintik. Az citoszolikus
inhibitor-2 fehérje defoszforilalt forméban gatolja a PPlc aktivitast. A PPlc-inhibitor-2
komplex feltehetdleg PP1c raktarként funkcional. Mivel az inhibitor-2 elésegiti a PPlc
nativ térszerkezetének kialakuldsat, egyes feltételezések szerint chaperon fehérjékhez
hasonl6 funkciot is ellat (Alessi és mtsai, 1993; MacKintosh és mtsai, 1996).

A regulator fehérjék rendkiviil véltozatosak, szekvenciahomoldgia csak izoformak
esetén talalhatd. A nagyfoku valtozatossag ellenére azonban altalaban megtalalhat6 benniik
egy rovid szekvenciamotivum (K/R-x;-V/I-x,-F/W), amely specifikus kotddést biztosit a
katalitikus alegységhez (Endo és mtsai, 1996; Egloff ¢és mtsai, 1997). Mivel a
kétdmotivumban az x; maradék jelenléte nem feltétel gyakran csak a V/IXF/W szekvencia
motivum jelenléte is elegendd a kolcsonhatas kialakuldsdhoz. A PPlc-kotd motivumot
elsdként az inhibitor-1 fehérjében azonositottdk (Endo és mtsai, 1996) és a kdtdmotivum
valamint a PPlc kozott kialakuld kapcsolat szerkezeti sajatossagaira a PPlc és a Gy
alegység kotomotivumat tartalmazd peptidszakasz (13 aminosav) komplexének
rontgenkrisztallografiai analizise szolgéaltatott adatokat. A kotOmotivum a PPlc-vel a
katalitikus centrumtdl tavol esd felszini hidrofob région keresztiil 1étesit kdlcsonhatéast

(Egloff és mtsai, 1997), amelyet erdsithethetnek a kotdmotivumot megel6zd bazikus



aminosavak és a PPlc savas oldallancai kozott kialakuld kapcsolatok is. A PP1c-kotd
motivumot tartalmazo regulator alegységek esetén a motivum jelenléte esszencialis a
kolcsonhatas kialakuldsdban, amelyet mas, masodlagos kotdhelyek is erdsithetnek. A
masodlagos kotohelyeknek emellett szerepe lehet a PPlc katalitikus aktivitdsanak
szabalyozasaban is. A dolgozat téméja a miozin foszfataz holoenzim szabalyozasahoz
kapcsolodik, igy részletesebben a PP1 holoenzimek koziil csak ennek az enzimnek a

szerkezetét ismertetem.

A miozin foszfataz alegységszerkezete

A miozin foszfatdz (MP) hadrom alegységbdl allo formajat elészor simaizombol
(zza) izolaltak (Alessi és mtsai, 1992). A holoenzimben a PPlc-hez a 130/133 kDa
MYPTI1 (myosin phosphatase target subunit 1) és a 20/21 kDa M20/21 alegységek
kapcsolodnak (2/4. abra). A MYPT1 alegységeket csirke ziiza (Shimizu és mtsai, 1994) és
patkany aorta (Chen és mtsai, 1994) konyvtarbol klonoztak, és kimutattak egy hosszabb és
egy rovidebb izoforma létezését is. A 130 és a 133 kDa latszolagos molekulatomegii
fehérjék a MYPT1 molekula kozépsé szakaszan elhelyezkedd koriilbeliil 50 aminosavat
tartalmazd inzert jelenlétében kiilonboznek. Az aorta és zaiza MYPT1 izoformék tovabba a
molekula C-terminalis szekvencidjaban is kiilonboznek, ahol az aorta fehérje leucin cipzar
szekvenciat tartalmaz, ami a ziza izoformdban nem taldlhatd meg. A részletesebben
tanulmanyozott MYPT1 mellett ismertek mas MYPT izoformék is. A vazizom és szivizom
szovetekben el6fordulé MYPT2 szekvencidja 61% (Fujioka és mtsai, 1998), a szdmos
szovetben eléforduld MYPT3 (Skinner és Saltiel, 2001) és p85 (Tan és mtsai, 2001) kisebb
mértékll, kevesebb mint 40 % homoldgiat mutat a MYPT1-el. A MYPT1 szerkezetét a
fehérjét alkoto szerkezeti egységek feltiintetésével a 2/B. abra mutatja be.

A MYPTI szerkezeti részeinek funkciojat az alegység kdlcsonhatasban molekularis
biologiai (két-hibrid modszerek, delécidés mutansok eldallitasa) €s biokémiai médszerekkel
jellemezték. Ezen eredmények alapjan célfehérjék (miozin, moezin, adducin) az N- és C-
terminalis régidkhoz egyarant kapcsolodhatnak. A miozinnal val6é kolcsonhatasban az N-
terminalis, ankirinszer(i ismétlodéseket tartalmazo szerkezeti részek és a C-terminalis
régiok is szerepet jatszanak (Ichikawa és mtsai, 1996; Johnson és mtsai, 1997). Az adducin
a molekula N-termindlis ankirinszerli ismétlddéseket tartalmazd részéhez (Kimura és
mtsai, 1998), a moezin a molekula C-terminalis régidéihoz (Fukata és mtsai, 1998) kotodik
(2/B. abra). A MYPT1 C-terminalis régidja emellett foszfolipidekhez (Ito és mtsai, 1997)
és a 20/21 kDa alegységhez (Hirano és mtsai, 1997; Johnson és mtsai, 1997) is



kapcsolodhat (2/B. dbra). A PP1c-vel kialakuld kolcsonhatasban a MYPT1 N-termindalis
régidinak van alapvetd szerepe, amelyek koziil elsédleges fontossagi a *>KVKE® PPlc-
kotd motivumnak megfeleld szekvencia (Hirano és mtsai, 1997; Johnson és mtsai, 1997)
(2/B. abra). Feliileti plazmon rezonancian (SPR) alapul6 technikaval vizsgalva a MYPT1
¢s PP1c kozott kialakuld kdlesonhatasokat kimutattuk, hogy a kétdmotivum kapcsolodéasa
tovabbi harom MYPT1 régi6 kotddését is indukalja, amelyek stabilizaljak a kolcsonhatast
(Té6th és mtsai, 2000). A PP1c-koté motivum kotddését a MYPT1'? régio kapcsolodasa

kéveti, amely el8segiti az ankirinszer(i ismétlédéseket tartalmazé MYPT1%%° illetve a
’ ey (-
B

miozin, moezin,
PP1c, miozin, adducin foszfolipidek

f t

7 savas
ankirinszerii ismétlédések ~ S@vas 719-755 | 814-848
40-296 regio
304-374 Ser/Thr gazdag leucin-
KVKF PP1c- 770-793 cipzar
kotd motivum régiok
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savas régiot tartalmazd MYPT 1" kot8dését is (2/B. dbra).

2. abra A miozin foszfataz alegységszerkezete és a MYPT1 fobb szerkezeti egységei
A: A miozin foszfataz holoenzim alegységszerkezete; B: MYPT1 fehérje szerkezete, jellemzo
régioi, a kapcsolodo fehérjék feltiintetésével

A miozin foszforilacio szerepe a simaizom 6sszehtizodasban

A miozin foszforildcidja ¢és defoszforilacidja a simaizom 0Osszehuzodas ¢és
elernyedés fontos szabalyozasi mechanizmusa. Az izom Osszehuzodasa elsddlegesen
membran depolarizacid €és agonistak (angiotenzin, oj-adrenerg agonistak) receptorokkal
torténd kolesonhatasaval valthaté ki, amelyben fontos szerepe van az inracellularis Ca*'-
koncentracié ([Ca*']}) novekedésének. Az extracellularis térbdl bearamlo és/vagy a
szarkoplazmatikus retikulumbol felszabadulé Ca*"-ok kalmodulinhoz (CaM) kétédnek,

amely a miozin konnytlanc kinazt (MLCK) aktivalja. Az aktivalt MLCK a Ser 19/Thr 18

10



oldallancokon foszforilalja a miozin 20 kDa koénnytilancat (MLC20). A miozin
foszforilacidjanak kovetkeztében ndvekszik az aktin aktivalt ATPaz aktivitds és ez
elésegiti az izom Osszehuzddasat (Somlyo és Somlyo, 1994). A foszforildlt miozin
defoszforilaciojat a miozin foszfatdz katalizalja (Hartshorne és mtsai, 1998). A miozin
foszfatazt a fenti folyamatban sokaig olyan allandd aktivitdsu enzimnek hitték, amelynek
szerepe a miozin defoszforildcidja és ezzel az izom elernyedésének eldsegitése. A
defoszforilacios folyamatok szabélyozasanak jelentdségére a sejtpermeabilis PP1 és PP2A
gatld toxinokkal (okadainsav, kalikulin A) végzett kisérletek hivtdk fel a figyelmet. A
protein foszfatazok gatlasa pl. alacsony [Ca®']; mellett is képes izomdsszehtuzodast (Weber
¢s mtsai, 1999) vagy pl. trombocita alakvaltozast (Kurisaki és mtsai, 1995; Muranyi ¢és
mtsai, 1998) eldidézni. A PP1 és a PP2A gatldsaval a protein kindz/foszfataz aktivitas
arany valtozik, amely Ca®"-to] fiiggetlen protein kindzok részvételével jelends mértékii
miozin foszforilaciot eredményez akkor is, ha az MLCK inaktiv.

A alacsony [Ca’']; mellett megvalésuld simaizom 6sszehuzodas a kovetkezd két
egymassal szorosan Osszefiiggd folyamat eredménye:

1. Ca’'-érzékenyités: A miozin foszfatiz aktivitis gatlisa az enzim MYPTI
alegységének foszforilacioja altal, amely a MLC20 foszforilaciojanak novekedését
eredményezi.

2. Ca’*-16l fiiggetlen izomdsszehizédds: A MLC20 foszforilacioja Ca**-t6l fiiggetlen
kinazokkal.

Alacsony [Ca*']li mellett izomdsszehuzodasi folyamatok figyelheték meg pl.
tromboxan hatasdra, amelynek soran hét-transzmembran doménnel rendelkezd
receptorokon keresztlil a Ggio13 heterotrimer G-fehérjék aktivalodnak. A felszabadulo
Gqi213¢ @ p115Rho-GEF nukleotid kicseréld faktort aktivalja, amely eldsegiti az aktiv
konformacioji RhoA (RhoA-GTP komplex) kialakuldsat. A RhoA-GTP kotédik a Rho-
kindzhoz, és noveli annak kinaz aktivitdsat (Somlyo és Somlyo, 2000). A Rho-kinaz a
MYPTI1 alegységet foszforildlva gatolja a miozin foszfatdz aktivitdst (Feng és mtsai,
1999a). A Rho-kinaz aktivitds Rho-kinazra specifikus inhibitorral (Y27632) gatolhato,
amelynek hatasdra a simaizom sejteken kivaltott 0sszehtizodas és a nem-izom sejtek
citoszkeletalis valtozasai (stressz-kabelek fokozodasa, fokalis-addhéziéo kialakuldsa)
gatolhatok (Uehata és mtsai, 1997). A Rho-kinaz in vitro a miozin foszfataz (Feng és
mtsai, 1999b) mellett a miozint is foszforilalja (Amano és mtsai, 1996). A miozin in vivo
foszforilacidja Rho-kindzzal a simaizom 0sszehuzddas esetén kisebb jelentdségli (Sward,

¢s mtsai, 2000), ezzel szemben fontos szerepe lehet a nem-izom sejtekben kialakuld
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citoszkeletalis valtozasok kialakitasdban, igy pl. trombocitdk alakvaltozasa (Bauer és
mtsai, 1999; Paul ¢és mtsai, 1999; Suzuki és mtsai, 1999) és a fibroblaszt sejtek stressz-

kabel képzddése soran (Totsukawa és mtsai, 2000).

Endotelin, vazopresszin, angiotenzin
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3. abra A miozin foszforilacié szabalyozasa a simaizom 6sszehizdédas soran

Endotelin, vazopresszin valamint angiotenzin hatisira a Ca*'-fliggd és Ca’"-t6l
fiiggetlen modon aktivalodé folyamatok egymassal parhuzamosan valosulnak meg a Gg/ii
és a Gqio/13 fehérjékhez egyarant kacsolodo receptorokon keresztiil. Az aktivaciot kovetden
szabadda valt Gg114 aktivalja a foszfolipaz-CB—at (PLCP) és noveli az [Ca®];-0t, amely
hatdsara az MLCK aktivaloédik és ez foszforilalja a MLC20-ot. Ezzel parhuzamosan a
monomer Ggqi213« fehérje a RhoA/Rho-kindz utvonal aktivalasaval és a miozin
defoszforildcio gatlasaval szintén hozzdjarul a foszforildlt miozin mennyiségének
novekedéséhez. (Gohla és mtsai, 2000) (3. abra).

Napjainkban olyan protein kindzokat is azonositottak, amelyek aktivitdsanak
szabalyozasa még nem ismert. Ezek a kinazok képesek a MYPT1-et és/vagy MLC20-ot

foszforilalni, ezért szerepiik feltételezhetd a Ca®-érzékenyitési folyamatokban. A ZIP-
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kinaz (52-54 kDa, Zipper-Interacting Kinase), amelyet mint az apoptotikus folyamatokat
kisérd alakvaltozadsokban szerepet jatsz6 magfehérjét azonositottak (Kawai €s mtsai, 1998)
a MLC20-ot foszforilalva segiti el6 a Ca’"-tol fiiggetlen kontrakcio kialakulasat (Niiro és
mtsai, 2001). A miozin foszfataz holoenzimhez asszocialédo, ZIP-kinazhoz hasonld 32
kDa ZIP-kinaz (az 52-54 kDa ZIP-kindz katalitikus doménjével homoldg fehérje), a
MYPTI alegységet foszforildlva gatolja a miozin foszfatadz aktivitast és ezzel hozzajarul a
Ca®"-érzékenyités kialakulasahoz (MacDonald és mtsai, 200la). A sejtek és az
extracellularis matrix kolcsonhatasat szabalyozo integrinekhez kapcsolodo ILK
ILK (Integrin-Linked-Kinase) (Wu ¢és Dehlar, 2001) szintén foszforildlja a MLC20-ot és

részt vesz Ca>-t6] fiiggetlen kontraktilis folyamatok kialakulasdban (Deng és mtsai, 2001).

A miozin foszfataz szabalyozasa

A miozin foszfataz szabalyozasa MYPT1 foszforilacidjaval

Az eldz6 fejezetben leirt Rho-kinaz és a 32 kDa ZIP-kinaz hatésara kialakulo Ca*'-
érzékenyités soran a miozin foszfataz aktivitas gatlédik, amelynek egyik lehetséges mddja
a regulator MYPT1 alegység foszforilacidja a gatld foszforilacidés helyen, a Thr695
aminosav maradékon (a zza 133 kDa izoformanak megfeleld szdmozas szerint). A gatlo
foszforilacids hely megtaldlhato a MYPT1 (Feng és mtsai, 1999a), a MYPT2 (Fujioka és
mtsai, 1998) és a p85 (Tan és mtsai, 2001) izoformakban is, amely hasonld foszforilacios
szabalyozasi mechanizmus meglétére utal olyan sejtekben is, amelyekben a MYPTI1
izoforma nem expresszalodik (vdzizom, sziv).

A MYPT1 C-termindlis szakaszdt a PKA (Ito és mtsai, 1997) és a PKG is
foszforilalja (Ser 849/986) (Nakamura és mtsai, 1999), amely a miozin foszfataz aktivitasat
nem befolyasolja, de gyengiti a MYPT1 ¢és a foszfolipidek kozott kialakulod kdlcsonhatést.
A foszfolipidek gatoljak a miozin foszfatdz aktivitdsat, igy a PKA/PKG hatdsara
bekovetkez6 MYPT1 foszforilacid miozin foszfatdz aktivitds ndvekedést eredményezhet,
amely eldsegiti a miozin defoszforilacidjat és az izom elernyedést. A c¢cGMP szint
novekedés hatdsara kialakuld izomelernyedés egyik lehetséges mechanizmusa a ¢cGMP
fliggd protein kindz 1 o hatdsara (PKGla) megvalosuld6 MYPT1 foszforilacié és miozin
foszfatazt aktivitas novekedés. A fazisos tipusu ziza €s a tonusos aorta simaizmok cGMP
iranti érzékenysége eltérd, amelyet az is magyarazhat, hogy a szovetek eltér6 MYPT1
izoformékat expresszalnak. Az aorta MYPT1 leucin zipzar motivumot tartalmaz, ami a

ziza MYPT1-ben nincs jelen. A leucin zipzar specifikus fehérje-fehérje kolcsonhatasok
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kialakulasat teszi lehetové. A PKGla pl. 6nmaga is tartalmaz ilyen szekvencia
leucin zipzar jelenléte sziikséges feltétele a PKGla altal katalizalt MYPTI1
foszforilacionak (Sturk és mtsai, 1999). A PKGla hatasara bekdvetkezdo MYPT1
foszforilacié szerepét az izomelernyedés kialakulasaban alatamasztja, hogy a cGMP csak
olyan simaizom szOvetekben képes elernyedés kivaltasara (pl. aorta) ahol a leucin zipzart
tartalmazé MYPT1 izoforma expresszalodik (Khatri és mtsai, 2001).

soran aktivalédé protein kindz(ok) foszforilaljak. A foszforilacid hatdsara fokozddik a
miozin kotodése a MYPT1 molekulahoz, és ez a miozin foszfataz aktivitds novekedésében
nyilvanul meg. Ezzel fokozddik a miozin defoszforildcioja, ami eldsegiti a profazisba 1épd
sejtek stressz- kabeleinek felbomléasat (Totsukawa és mtsai, 1999).

Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a PKC a MYPT1 PPlc-k6té motivum
elott elhelyezkedd Thr34 oldallancat is foszforilalja (To6th és mtsai, 2000). Ellentétben
azonban mas PPlc regulator alegységekkel (Gm, NIPP), ahol a koétdmotivum
kornyezetében bekovetkezd foszforilacionak hatdsa van a PPlc-vel kialakuld
kolcsonhatasra (Hubbard és Cohen, 1993; Beullens és mtsai, 1999), a miozin foszfatiz
esetén a foszforilacid nem befolyasolta a PP1c és a MYPT1 peptid kdlcsonhatast. A PKC a
MYPTI1 miozinhoz és PPlc-hez vald kotédését. A MYPTI1 fehérje szerkezetét, a

foszforilacids helyeket, valamint foszforilacio hatasat a 4. abra foglalja 6ssze.

] Ser849/986:
Ser427 és/ vagy Ser430: csokkent kétédés savas
fokozott kbtédés a miozinhoz foszfolipidekhez

P
\ Y A Thr695 (gatlo hely):

Thr 34 és ankirinszer( ismétlodések: MP aktivitas gatlas
csokkent kétédés a miozinoz, MP
aktivitas gatlas

4. abra A miozin foszfataz szabalyozasa a MYPT1 alegység foszforilacidjaval
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A miozin foszfataz szabalyozasa a CPI-17 inhibitor fehérje foszforilaciojaval

A miozin foszfataz aktivitas szabalyozasaban a MYPT1 kozvetlen foszforilacidjan
kiviil inhibitor fehérjék is szerepet jatszanak. A CPI-17 fehérje (17 kDa C-kinase
potentiated inhibitor) elsdsorban simaizomban fordul el6 (Seba és mtsai, 1999) és PKC-vel
torténo foszforilacidjat kovetden gatolja a miozin foszfataz aktivitasat (Eto és mtsai, 1997)
(3. abra). A PKC mellett a PKN (Hamaguchi és mtsai, 2000), a Rho-kindz (Koyama és
mtsai, 2000), a 32 kDa ZIP-kinaz (MacDonald és mtsai, 2001b) valamint az ILK (Deng és
mtsai, 2002) is képes a CPI-17 fehérjét a gatld, Thr38 oldallancon foszforilalni. A CPI-17
foszforilacidja in vivo artérids simaizomban is kimutathatd hisztamin kezelés hatdsara
(Kitazawa ¢és mtsai, 2000). A CPI-17-ez hasonlo fehérjék nem-izom sejtekben is
eléfordulnak. A PHI-1 (phosphatase holoenzyme inhibitor 1) megtalalhaté példaul a
legtobb sejttipusban, és hasonléan a CPI-17-hez gatlé hatasiva PKC-vel vagy ILK-zal

torténd foszforilacio utan valik (Eto és mtsai, 1999, Deng és mtsai, 2002).

A miozin foszfataz lokalizaciojanak szerepe a foszfataz aktivitas szabalyozasaban

A RhoA fehérje aktiv formaja membranhoz koétédik (Gong €s mtsai, 1997), igy a
Rho-kindz membran lokalizacidjat is feltételezniink kell a Ca*"-érzékenyitéssel jard
folyamatban. Az, hogy az aktivalodott Rho-kinaz, vagy az altala kozvetitett jel hogyan jut
el a kontraktilis fehérjékig még nem tisztazott. MacDonald és mtsai (2001a) feltételezik,
hogy a 32 kDa ZIP-kindznak van kozvetité szerepe a Rho-kindz és a MYPT1 kozotti
jelatviteli titon. Portalis véna simaizomban kimutattdk, hogy PGF2a hatasara a citoszolikus
miozin foszfatdiz a plazmamembrdnhoz transzlokalddik, amellyel péarhuzamosan
kimutathat6 a MYPT]1 foszforilacioja is a Thr695 oldallancon (gétld foszforilacios hely). A
foszforilacidos reakcidt kovetben a miozin foszfataz holoenzim disszocial, és a PPlc a

citoszolba diffundal (Shin és mtsai, 2002).

A miozin foszfataz szabalyozasaban résztvevo foszfofehérjék defoszforilacidja

A fent leirt kontrakcidos mechanizmusok, és citoszkeletalis valtozasok kutatasaban
fontos ¢és eddig még kevéssé kutatott kérdés a szabalyozasban részt vevd foszfofehérjék
defoszforilacioja. A MYPT1 Thr695 oldallancan (gatlo hely) kialakuld foszfoészter kotés
az ismert foszfatdzokkal (PP1, PP2A PP2B PP2C) nehezen hidrolizdlhatd. Ezzel
ellentétben a Thr38 oldallancon foszforilalt CPI-17 fehérje PP2A és a PP2C protein

foszfatdznak is jO szubsztratja (Takizawa és mtsai, 2002). Hisztamin kezelés hatdsara
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artérids simaizomban megfigyelhetd6 a MYPT1 ¢és a CPI-17 foszforilacidja (Kitazawa és
mtsai, 2000; Takizawa és mtsai, 2002), amely az izom Osszehuz6dasat eredményezi. Az
agonista eltavolitdsat kovetd gyors elernyedést azonban csak a foszforilalt CPI-17
defoszforilacioja koveti a relaxacido sebességével Osszemérhetdé mértékben. A fenti
eredmények alapjan tehat a foszforilalt miozin mennyiségének gyors megvaltoztatasaban a
CPI-17 inhibitoron keresztiil megvaldosuld miozin foszfatdz gatlasnak lehet szerepe.
MYPTI1 foszforilacidjanak és az ezt kiséré miozin foszfatdz aktivitas géatlasnak inkabb

lassubb izomdsszehuzddasi folyamatokban tulajdonitanak szerepet.

A miozin foszfataz szabalyozasa trombocitakban

Nyugvo trombocitdkban a citoszkeletont két, aktin molekulak altal alkotott
szerkezeti részre lehet elkiiloniteni. A membranszkeleton (a késébbiekben csak membran)
a membran citoplazma feldli oldalat boritja és integrinekhez is kotddik. A citoplazmaban
elhelyezkedd aktin filamentumok (késdbbiekben citoszkeleton) a kontraktilis valtozasokért
felelosek ¢és szerepet jatszanak az aktivacibhoz vezetd trombocita folyamatokban
(alakvaltozés, szekrécio és aggregacid (Blockmans, 1995)). A trombocita alakvéltozas, az
aktivacio els6 1épése, a mar meglévd aktin filamentumok keresztkotésével, valamint Uj
aktin filamentumok kialakuldsdval a citoszkeleton atrendezddéséhez vezet. A szekréciod
soran a granulumok mozgasat szintén az aktin filamentumok segitik. Az aggregacio utan
az aktomiozin komplex a sériilés helyén képz0dott aggregadtum Osszehtizodasat is biztositja
(Fox, 1993).

A trombocita alakvaltozas eldfeltétele a MLC20 foszforilacioja, amelynek mértéke
trombocitdkban a simaizom sejtekhez hasonldéan a miozin kinazok (MLCK (Sellers, 1991)
és/vagy Rho-kindz (Amano és mtsai, 1996)) és a miozin foszfatdz aktivitds ardnyanak
figgvénye. Sejtpermeabilis Ser/Thr foszfatdz inhibitorok (kalikulin A, okadainsav,
tautomicin) trombocitakban alacsony [Ca®']; mellett képesek miozin foszforilacié és
alakvaltozas kivaltasara (Kurisaki és mtsai, 1995), amely a protein foszfatazok szerepére
utal a folyamatban. A trombocitdkban a PP1 és a PP2A is megtalalhaté (Erdédi és mtsai,
1992), lokalizacidjuk azonban kiilonbozik. Nyugalmi (nem aktivalt) trombocitdk
citoszkeletalis frakcigjaban csak a PP1c mutathatd ki (Murdnyi és mtsai, 1998), a PP2A
ebben a frakcidban nincs jelen. A miozin foszfatiz MYPT1 alegysége a citoszkeletélis és a
membran frakcidban mutathaté ki (Muranyi és mtsai, 1998). A kisebb regulator fehérje

(M20) jelenléte trombocita holoenzimben még nem tisztazott (Nakai és mtsai, 1997;
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Muranyi és mtsai, 1998), mivel immunoblottal egy 14 kDa fehérje MYPT1-tdl részben
eltérd lokalizacigjat sikeriilt kimutatni.

A trombocita aktivalodast eldidézo agonistak hatdsmechanizmusa eltérd. A gyenge
agonistak (tromboxan, epinefrin, szerotonin ¢s alacsony koncentraciéban a trombin)
receptoraktivalas utan a Gyy/3 fehérjéket aktivaljdk, amely RhoA/Rho-kindz jeléatviteli
utvonalon keresztiil eredményez gyors MLC20 foszforilaciot (Bauer és mtsai, 1999; Paul
¢és mtsai, 1999). A Rho-kinaz kozvetleniil foszforilalja a MLC20-ot, de a megndvekedett
miozin foszforilacids szinthez a MYPT1 Rho-kindzzal torténd gatld foszforilacidja, azaz a
miozin foszfataz aktivitas gatlasa is hozzajarul (Nakai ¢s mtsai, 1997; Suzuki és mtsai,
1999; Watanabe és mtsai, 2001). A trombin magas koncentracioban a G4 fehérjén keresztiil
a PLCB-t, igy a Ca®"-fiiggd jelatviteli utvonalakat és a PKC-t is aktivalja. Ebben az esetben
a Rho-kindz és a PKC parhuzamosan vesz részt a miozin foszfatdz szabalyozasaban. A
Rho-kindz a MYPT1, a PKC pedig a CPI-17 foszforilacidjaval segiti eld a miozin foszfataz
aktivitas gatlasat, és ezzel a miozin foszforilacids szint novekedést (Watanabe és mtsai,

2001).
CELKITUZES

A miozin foszforilacidjaban Ca*"-fliggd és Ca®*-t6l fiiggetlen protein kinazok is
szerepet jatszanak. Ilyen Ca*"-t6] fiiggetlen foszforilacios folyamatok valosulhatnak meg a
RhoA/Rho-kinéaz aktivalasat elosegito jelatviteli folyamatokban, amikor a Rho-kinaz kettds
funkciot 1at el: foszforildlja a miozint, valamint a miozin foszfataz reguldtor alegységét
(MYPT1) is. Ez utobbi a miozin foszfataz gatlasat eredményezi, amely hozzajarul a miozin
foszforilacidé mértékének novekedéséhez, valamint a foszforilacios jel hosszabb idejii
fennmaradasahoz is. A RhoA/Rho-kinaz aktivalasat agonistak és specifikus receptorok
kolcsonhatésa biztositja. A PP1 és PP2A enzimeket gatlo membranpermedbilis toxinok (pl.
kalikulin-A, okadainsav stb.) agonistak tévollétében is simaizom 0&sszehuzddast,
trombocita alakvaltozast, valamint miozin foszforilaciot indukalnak. Ez arra utal, hogy a
Rho-kinazon kiviill mas protein kindzok is szerepet jatszhatnak a miozin MLC20
alegységének foszforilaciojaban. Ilyen kinazként azonositottak az ILK-t (Deng és mtsai,
2001) és a ZIP-kinazt (Niiro és mtsai, 2001). Az azonban nem ismert, hogy ezeknek a
kindzoknak lehet-e szerepiik a miozin foszfatiz MYPT1 alegységének gatld

foszforilacidjaban.
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Munkacsoportunk korabbi kisérletei Ca*"-t6l fiiggetlen MYPT1 kindz(ok) és
miozin kinaz(ok) jelenlétére utaltak human trombocitak citoszkeleton, ill. membran
frakcidiban (Muranyi és mtsai, 1998). Simaizmokban szintén valdszintisitheté volt Uj
tisztitott miozin foszfatdz holoenzimmel (Ichikawa és mtsai, 1995). Ezeket a trombocita és
simaizom MYPT1 kinazokat azonban még nem azonositottak. Tovabba nem ismertiik a
foszforilacid hatasat a miozin foszfataz aktivitasara, valamint MYPTI1-ben az altaluk
foszforilalt foszforilacidos helyeket sem. Ezért kutatasi célkitlizéseink az alédbbiakban
foglalhatok Gssze:

1. A trombocita citoszkeletonban lejatsz6do foszforilacios folyamatok hatasanak
tanulmanyozasa a miozin foszfatdz aktivitasara.

2. Trombocita szubcellularis frakcidkban eléfordulé MYPT1 ¢és miozin kindzok
azonositasa.

3. ILK ¢és ZIP-kinaz enzimek elvalasztasa és részleges tisztitasa trombocitakbdl, az
izolalt enzimek szubsztratspecificitasdnak tanulmanyozdsa miozin ¢és MYPTI1
szubsztratokkal.

4. A miozin foszfataz holoenzimmel asszocialodo MYPT1 kindzok azonositasa, a
foszforilacids helyek feltarasa, valamint a MYPT1 foszforilacio hatdsanak vizsgalata a

foszfataz aktivitasra.
ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

[y-*P]JATP (IZINTA), kalikulin-A (GIBCO), CNBr-aktivalt Sepharose 4B,
glutation-Sepharose 4B, SP-Sepharose, MonoQ (Pharmacia), torma-peroxidazzal kapcsolt
kecske anti-nytl, nyul anti-kecske masodlagos antitestek (SIGMA), hexahisztidin-peptidre
specifikus monoklonalis antitest (Anti-His-mAb) (Qiagen), nitrocelluloz membréan (0,45
um polusméret), kemilumineszcencia (ECL) reagens (Amersham), Ni-NTA Superflow
(Qiagen), Rho-kinaz, Y-27632, HA1077, anti-ZIP-kindz (Calbiochem), kecske anti-ILK
(Santa Cruz Biotech.). Az anti-Rho-kinaz (Feng és mtsai, 1999b) és a MYPT1 foszforilalt
Thr695 oldallancara specifikus antitestet (anti-MYPTlpThré%) (Feng és mtsai, 1999a) az

irodalmi hivatkozasokban leirtak szerint hasznaltuk.
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Fehérjetisztitasi eljarasok

A foszfataz aktivitds meghatarozashoz szubsztratként hasznalt [**P]foszforilaz a-t
Cohen és mtsai (1988), a [P*P]MLC20-ot Erdédi és mtsai (1995) modszere alapjan
allitottuk eld.

Miozin foszfatdz holoenzimet pulyka z(zabol tisztitottuk (Shimizu és mtsai, 1994).
A rekombinans GST-ZIP-kinazt a ZIP-kinaz katalitikus domén szekvencidjanak
megfeleléen (MacDonald és mtsai, 2001a) Dr. David J. Harshorne (The University of
Arizona) laboratériumaban allitottak eld az irodalmi hivatkozasban leirtak szerint.

A csirke zazabodl tisztitott ILK-t Michael P. Walsh (University of Calgary)

laboratériumaban allitottak eld Deng és mtsai (2001) mddszerének megtelelden.

GST-fuzids fehériék eldallitasa és tisztitisa:

A teljes hosszusagu, a csirke zuza 133 kDa izoforma szekvencidjanak megfeleld
MYPT1 (Shimizu és mtsai, 1994 (GST-MYPT1)), a Thr695Ala pontmutaciét tartalmazo
teljes MYPT1 (MYPT1"%%°%) és a C-terminalis 667-1004 aminosavaknak megfeleld (GST-
MYPTI1-C) fehérjéket Escherichia coli BL-21-star sejtekben, pGEX4T1 expresszios
rendszert hasznalva allitottuk eld glutation-S-transzferaz (GST) fuzios fehérjékként. Az
expresszios rendszereket Dr. Masaaki Ito (Mie Univetsity, Japan) bocsatotta
rendelkezésiinkre. A rekombinans fehérjék expresszidja soran minden Iépést 37 °C-on és
100 pg/ml ampicillin valamint 30 pg/ml kléramfenikol antibiotikumok jelenlétében
végeztiink. Az expresszio elsé 1épéseként a megfeleld plazmidot tartalmazo6 baktériumokat
1 % agardzt tartalmazo LB (10 g/L tripton, 5 g/L éleszté kivonat, 10 g/ NaCl, pH=7,2)
lemezre szélesztettiik és 16-18 oraig tenyésztettiik. Az agarlemezrdl egy kiilonallo telepet
2x5 ml LB tapoldatba oltottunk és 16 oraig razattuk, majd a felszaporitott baktériumokat 1
literre higitottuk. Ezt a tenyészetet 3-4-6rdan keresztiil razattuk (ODgpo=0,8-1) és a
rekombinans fehérje expressziot 0,4 mM IPTG hozzaadasaval indukaltuk, majd tovabbi 3
ora inkubalas utdn a sejteket centrifugalassal (20 000 g, 15 perc) gyujtottik Ossze. A
pelletet 2x500 ml PBS-sel (20 mM Na-foszfat (pH=7,2), 115 mM NaCl) mostuk.

A GST-MYPT1 és GST-MYPT1™* fehérjék tisztitisara kétlépéses ioncserés
kromatografiat (SP-Sepharose, MonoQ) alkalmaztunk. SP-Sepharose kromatografia soran
a GST-MYPTI fehérjéket elvalasztottuk a bakterialis protedzok tobbségétol. Az 1 liter LB
tapoldatnak megfeleld sejtmennyiséget 10 ml homogenizal6 pufferben (30 mM Tris-HCI
(pH=7,5), 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,2 mM DTT, 150 mM NacCl, 2 pug/ml leupeptin, 2
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ug/ml pepstatin, | mM benzamidin, 0,1 mM PMSF és 50 pg/ml lizozim) szuszpendaltuk.
A sejtek lizisét -80 °C-ra torténd fagyasztassal, majd a felolvasztast kdvetéen 3x1 perc
szonikalassal (Branson 250 Sonifier) segitettiik el6. Az oldhat6 frakcidt centrifugaléssal
(20 000 g, 20 perc, 4 °C) elvalasztottuk 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) vittiik 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 elualtuk. A GST-MYPT1-et tartalmazo frakciokat SDS-PAGE-
t kovetd fehérje festéssel (Comassi Blue) azonositottuk €s dsszegytijtottiik (0,45-0,75 M
NaCl). Az ionerdsséget Centricon 30 segitségével végrehajtott puffercserével 50 mM NaCl
koncentracio ala csokkentettiik €s a mintat Mono Q oszlopra (1 ml) vittiik fel. Az oszlopot
0,15-0,6 M NaCl gradienssel (puffer A-ban) végeztik. A GST-MYPT1-et SDS-PAGE-t
kovetéen a fehérje molekulatomegének megfeleléen azonositottuk, amit MYPTI-re
specifikus antitesttel végzett Western-blottal is megerdsitettiink.

A GST-MYPTI-C fehérjét glutation-Sepharose 4B affinitds kromatografiaval
tisztitottuk. A fehérje expresszio utan 1 liter LB taptalajbol osszegytijtott sejteket 20 ml
PBS-ben homogenizaltuk proteazgatlok (2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml pepstatin, 1 mM
benzamidin, 0,1 mM PMSF) és 50 pg/ml lizozim jelenlétében. A fehérje tisztitasat a
szonikalds) utan centrifugalassal (20 000 g, 20 perc, 4 °C) valasztottunk el. A GST-
MYPT1-C-t 1 ml glutation-Sepharose 4B jelenlétében torténd inkubalassal (12 ora, 4 °C)
immobilizaltuk. A matrixot PBS-sel mostuk és a kotddott rekombinans fehérjét 2x1 ml 20

mM glutationt tartalmaz6 20 mM Tris-HCI (pH=8) pufferrel elualtuk.

His-fehérjék el6allitasa és tisztitasa:

A rekombinans PP1co (Hirano és mtsai, 1995) és a MYPTI roviditett mutansait
(His-MYPT1'**®, His-MYPT1'""!, His-MYPT1-C (Hirano és mtsai, 1997)) baktériumban
expresszaltuk Escherichia coli M15 sejtekben, pQE32 expresszios vektort haszndlva, az N-
termindlis véghez kapcsoldodo hexahisztidint tartalmazé peptiddel (His). A baktériumok
felszaporitasat a GST fuzios fehérjékhez hasonloan végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy
ebben az esetben 100 pg/ml ampicillin, és 25 pg/ml kanamicin antibiotikumokat

hasznaltunk. Az 500 ml LB tapoldatbol kinyert baktérium pelletet 10 ml PBS-ben
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homogenizaltuk proteazgatlok (2 pg/ml leupeptin, 2 pug/ml pepstatin, 1 mM benzamidin,
0,1 mM PMSF) és 50 pug/ml lizozim jelenlétében. A His-fehérjék az expresszid soran az
inkluzios testekbe keriiltek. A sejtek lizisét (fagyasztas —80 °C-ra, felolvasztas, 3x1 perc
szonikalas) kovetd centrifugalassal kapott pelletet 10 ml 1 % TritonX-100 detergenst
tartalmazd PBS-sel szuszpendaltuk proteaz inhibitorok jelenlétében (2 pg/ml leupeptin, 2
ug/ml pepstatin, 1 mM benzamidin, 0, mM PMSF) a membran komponensek
eltavolitasara. Az inkluzios testeket 10 ml 6 M guanidin-HCl-ot tartalmaz6é PBS-sel tartuk
fel proteazgatlok jelenlétében (2 pg/ml leupeptin, 2 pug/ml pepstatin, 1 mM benzamidin,
0,1 mM PMSF), majd a fehérjéket Ni-agar6z oszlopra vittiikk. A bakterialis hisztidin
tartalmt fehérjék eltavolitasara az oszlopot mosé pufferrel (25 mM Tris-HCI1 (pH=7.5), 1
mM MnCl,, 0,8 M NaCl 5 mM imidazol) mostuk, amig a Bradford modszerrel (Bradford,
1976) meghatarozott fehérje koncentraciéo 0,01 mg/ml ald nem csokkent. Az expresszalt
fehérjeket 10x1 ml elual6 (25 mM Tris-HCI (pH=7,5), 1 mM MnCl,, 0,2 M NaCl 100 mM
imidazol) pufferrel eludltuk. A PP1cd aktivitdsat a denaturdld koriilmények jelentosen
csokkentik, ezért aktiv enzim eldallitdséhoz a Ni-agar6z kromatografidt megel6zéen a
PP1cd-t elészor Mn®-ionok jelenlétében renaturaltuk. A PP1cd-t tartalmazo 10 ml 6 M
guanidin-HCl-dal szuszpendalt csapadékot 40 ml 6 M guanidin-HCI/PBS hozzaadaséaval
higitottuk, majd a fehérjék teljes oldasat eldsegitendd az oldatot 60 percig
szobahdmérsékleten kevertettiik. A denaturalt fehérjéket tartalmazé 50 ml szuszpenzidt 5
liter renaturdlé pufferben (50 mM Tris-HCl (pH=7,0), 0,8 M NaCl, 04 % 2-
merkaptoetanol, 1 mM MnCl,, 0,02 % Tween 20) lassan adagolva higitottuk, és ijabb 2
oran at szobahdmérsékleten kevertettiik. A renaturald pufferben 1év6 higitott PP1co-t 1 ml
Ni-agarozhoz kotottilk 4 °C-on 16 oraig torténd lassu kevertetéssel. Az aktiv PP1cd-t a

His-MYPT1 mutansokhoz hasonlé médon eludltuk a Ni-agar6zrol.

A trombocitak izolalasa

A mosott trombocita szuszpenzidt egészséges donoroktol frissen levett vénas vérbol
vagy 4-5 napos koérhazi trombocita siiritménybdl allitottunk eld. Mivel jelentds eltérést
kisérleteinkben a kétféle modon izolalt trombocita preparatumok kozott nem talaltunk, a
késobbiekben az eldallitast korhazi trombocitdkbol végeztik. A slritménybdl a
trombocitakat 1500 g centrifugélassal nyertiik ki, majd az eredeti térfogatnak megfeleld
mosoé pufferrel (90 mM NaCl, 5 mM KCl, 36 mM natrium-citrat, 10 mM EDTA, 5 mM

glikéz (pH=6,5)) kétszer mostuk. A mosasi 1épéseknél a trombocitdkat centrifugéalassal
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gyujtottiikk 6ssze (1500 g, 15 perc). A mosott trombocitdkat EGTA-t tartalmazd Tyrode's
pufferben (140 mM NaCl, 5 mM HEPES, 2 mM KCI, 1 mM MgCl,, 12 mM NaHCOs, 5,5
mM gliikkéz, 1 mM EGTA, 0,36 mM natrium-foszfat, 0,1 mM PMSF, 0,1 mM DFP, 0,1
mg/ml leupeptin és 1 mM benzamidin (pH=7.4)) vettik fel 5-10 x 10° trombocita/ml

koncentracionak megfelelden. A fenti Iépések mindegyike szobahémérsékleten tortént.

A trombocita szubcellularis frakciok elkiilonitése

A trombocitdkat a Tyrode’s pufferes szuszpenzioval megegyezd térfogatu hideg
lizis puffer (100 mM Tris-HCl (pH=7,4), 10 mM EDTA, 2 % Triton X-100, 0,1 mM
PMSF, 0,1 mM DFP, 0,1 pg/ml leupeptin és 1 mM benzamidin) hozzaadasaval 5 percig
jégen inkubalva tartuk fel. A citoszkeletélis frakci6 elvalasztasahoz a trombocita lizatumot
centrifugéltuk (10 000 g, 5 perc), majd a pelletet kétszer mostuk az EGTA-t tartalmazo
Tyrode’s és lizis puffer 1:1 aranyu elegyével. A feliiliszobol tovabbi centrifugalassal (100
000 g, 3 ora, 5 °C) valasztottuk el a membran frakcidt (100 00 g pellet), a 100 000 g

feliiltszo a citoszol frakcionak felel meg.

Western-blot

SDS-PAGE-t 7,5-20% akrilamidot tartalmaz6 gradiens vagy 10 % akrilamid
koncentracioji géleken végeztiikk (Laemmli, 1970). A trombocita citoszkeleton ¢&s
membran frakciokat kétszeres, a citoszol frakciot hatszoros toménységli SDS minta
pufferben 5 percig 100 °C-ra hevitettiik, majd a gélre 5-20ul SDS mintat vittiink fel. A
miozin foszfatdz holoenzim esetén a gélre felvitt teljes fehérjemennyiség 2 pg volt. A
fehérjéket a gélbdl nitrocellul6z membranra blotoltuk 250 mA aramerdsséggel, 90 percig,
folyamatos hiitést alkalmazva. A membran nem specifikus kotéhelyeinek blokkolasara 5 %
sovany tejport és 0,1 % Tween 20-at tartalmazd TBS-t (25 mM Tris-HCI (pH=8), 136 mM
NaCl, 2 mM KCl) hasznaltunk. Az els6dleges antitestekkel a membrant 60-120 percig, a
masodlagos antitestekkel 60 percig inkubaltuk. Az antitesteket 1 % sovany tejport és 0,1 %
Tween 20-at tartalmazé TBS-ben oldottuk. Az elsddleges antitestek kimutatdsara
peroxiddzzal kapcsolt masodlagos antitesteket, a keresztreakciok detektalasra
kemilumineszcencian alapuld (ECL) reagenst hasznaltunk.

Feltilrétegzési kisérletek soran a membranokat blokkolas utan 2 pg/ml His-PP1co-t

0,1 % sovany tejport és 0,1 % Tween 20-at tartalmazé PBS-ben szobahdmérsékleten 120
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percig inkubaltuk. A fehérjékhez kotdédott His-PP1cd-t a hexahisztidin peptidre specifikus

monoklonalis antitesttel mutattuk ki.

A foszforilacio hatasa a trombocita citoszkeleton foszfataz aktivitasara

A trombocita citoszkeletont 20 mM Tris-HCI (pH=7,4), 0,25 mM EGTA ¢és 0,25
mM DTT pufferben szuszpendaltuk és ATP hozzdadéas nélkiil (kontroll), illetve 5 mM
Mg®" és 0,5 mM ATP, vagy 0,1-0,5 mM ATPyS jelenlétében 30 °C-on inkubéltuk. A Rho-
kinaz inhibitorok hatdsédnak vizsgalatakor a reakciokdzeg 10 uM Y27632-t vagy 10 uM
HA1077-t is tartalmazott. Kiilonb6z6 id6pontokban a reakcidelegybdl mintat vettiink, amit
a kinaz reakcid ledllitasara 20 mM Tris-HCI (pH=7,4), 0,1 % 2-merkaptoetanol, 10 mM
EDTA és 1 mg/ml BSA pufferben higitottunk. A foszfataz aktivitds meghatarozashoz a
mintakat tovabb higitottuk a 20 mM Tris-HCl-ot (pH=7.,4), 0,1 % 2-merkapoetanolt és 1
mg/ml BSA-t tartalmazo pufferrel (a minta husszorosara higult a foszforildz foszfataz,
otvenszeresére P-MLC20 foszfataz aktivitasmérések esetén). A foszfataz aktivitast 10 uM
[**P]-foszforilaz a vagy 5 uM [**P]-MLC20 szubsztrattal hataroztuk meg. A reakcidt a
szubsztrat hozzaadasaval inditottuk és 10 percig 30 °C-on inkubaltuk. A foszfataz reakciot
(30 ul reakcioelegy) 200 ul 10 % TCA hozzdadasaval allitottuk le és a fehérjék
kicsapasanak eldsegitésére az elegyhez 200 pl 1 mg/ml BSA oldatot is adtunk. A kihasitott
32Pi-ot a kicsapodott fehérjék centrifugalassal torténd elvalasztasa utan 350 pl feliiliiszobol
hataroztuk meg szcintillacios szamlaloban. A foszfatdz aktivitas valtozasat a kontroll

mintakhoz hasonlitva (azt 100 %-nak véve) szdzalékosan adtuk meg.

GST-MYPT1, GST-MYPT1-C és MLC20 foszforilacioja trombocita citoszkeletalis
kinazokkal

A trombocita citoszkeletalis frakciot 20 mM Tris-HCI1 (pH=7,4) 0,25 mM EGTA,
0,1 uM CL-A, 5 mM Mg”" és 0,1-0,5 mM [y->’P]JATP jelenlétében inkubaltuk 0,1 mg/ml
GST-MYPT]1 jelenlétében vagy tavollétében. 30 °C-on 45-60 percig tarté inkubécid utan
5-20 ul mintat P81 foszfocelluldz sziirpapirra cseppentettiink, a sziirépapirokat 3x500 ml
0,5 % foszforsavval mostuk. A beépiilt P mennyiségét a papirok acetonnal torténd
szaritdsa utan szcintillacios szdmlaloban hataroztuk meg.

Bizonyos esetekben a foszforiladcios reakciot tizszeres térfogatu hideg aceton
hozzdadasaval allitottuk le. Az elegyet tiz percig jégen tartottuk, majd centrifugaltuk (10
000 g 10 perc). A csapadékot SDS minta pufferben oldottuk, majd a fehérjéket SDS-PAGE
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segitségével elvalasztottuk. A GST-MYPT!1 fehérjébe épiilt **P-ot a gélek szaritasat
kovetden autoradiografiaval detektaltuk

A GST-MYPT1 Thr695 oldallancan (gatlé foszforilaciés hely) bekovetkezd
foszforilacié kimutatasara a trombocita citoszkeleton frakciot 0,1 mg/ml GST-MYPTI1
jelenlétében inkubaltuk, a fentiekkel azonos koriilmények kozott [y->PJATP helyett, ATP
hozzdadasaval, 30 °C-on 45 percig. A MYPT1 foszforilacidt foszforilalt Thr695-re
specifikus antitesttel (anti-MYPT1°™%%%) mutattuk ki Western-blottal. A GST-MYPT1
(0,1 mg/ml) Rho-kindzzal torténd foszforilacidjat hasonld koriilmények mellett végeztiik
azzal a kiilonbséggel, hogy itt a trombocita citoszkeleton frakciot 50 mU/ml Rho-kindzzal
helyettesitettiik.

Az SP-Sepharose ¢s MonoQ kromatografidk sordn kapott frakciok ILK és ZIP-
kinaz aktivitasat 0,1 mg/ml GST-MYPT1 (0,7 uM), GST-MYPT1-C (1,4 uM) és MLC20
(3,5 uM) jelenlétében hataroztuk meg.

MYPT1 és MYPT1 mutansok foszforilacigja

A GST-MYPTI, a GST-MYPT1"**, a His-MYPT1'**, a His-MYPT1'>"' és a
His-MYPT1-C fehérjéket csirke zuzabol tisztitott ILK-zal (Deng ¢s mtsai, 2001)
foszforilaltuk 30 mM Tris-HCI (pH=7,5) 10 mM EGTA, 10 mM DTT, 85 mM KCI, 1 %
Tween 80, 1 uM mikrocisztin-LR, 5 mM Mg*", és 0,1 mM [y-"*P]ATP jelenlétében, 30 °C-
on. A beépiilt **P mennyiségét 15 pl minta P81 papirra cseppentésével hataroztuk meg a

korabban leirtak szerint.

A foszforilalt MYPT1 mutansok hatasa a PP1c miozin foszfataz aktivitasara

A GST-MYPTI, a GST-MYPT1™™* a His-MYPT1'?!! ¢s a His-MYPTI-C
fehérjéket ILK-zal (20 % v/v), Rho-kinazzal (50 mU/ml) vagy PKA-val (0,5 pg/ml)
foszforilaltuk 30 mM Tris-HCI (pH=7,5) 10 mM EGTA, 10 mM DTT, 85 mM KCI, 1 %
Tween 80, 5 mM Mg”", és 0,1 mM ATP yS jelenlétében, 30 °C-on. A foszforilalt fehérjék
hatasat a PP1c (1-5 nM) aktivitasra 5 uM [**P]-MLC20 szubsztrattal hatdroztuk meg. A
defoszforilaciot 10 percig 30 °C-on 30 pl térfogath reakciokdzegben végeztiik. A foszfataz
reakciot 200 pl 10 % TCA ¢és 200 pl BSA hozzdadasaval allitottuk le. A kihasitott 32p,

radioaktivitasat a kordbban leirtak szerint hataroztuk meg.
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Kinaz aktivitas kimutatasa SDS-PAGE utan

A trombocita citoszkeletalis kindzok molekulatdmegének azonositdsdt Kameshita
(1989) moddszerének megfeleléen végeztik. A 0,02 g mosott trombocitanak megfeleld
trombocita citoszkeletalis fehérjékkel vagy 2 pg miozin foszfataz holoenzimmel SDS-
PAGE-t végeztiink. A hagyomanyos gélelektroforézissel ellentétben, azonban a fehérjék
elvalasztasat olyan 10 %-os akrilamid gélben végeztiik, amelyek polimerizacioja szubsztrat
fehérjék (100 pg/ml GST-MYPT1-C vagy 100 pg/ml His-MYPT1-C) jelenlétében tortént.
Kontrollként a szubsztrat fehérjéket nem tartalmazd gélek szolgaltak. A
gélelektroforézissel elvalasztott fehérjéket a kinazreakci6 eldtt az alabbiak szerint kezeltiik:
1. Az SDS eltavolitasara a géleket 2x100 ml 20% 2-propanolt tartalmazo 50 mM Tris-HCl
(pH=8) pufferrel 1 6raig inkubaltuk szobahémérsékleten.
2. A fehérjék denaturdlasdhoz, a gélt 2x100 ml 6 M guanidin-HCl-ot és 5 mM 2-
merkaptoetanolt tartalmazé 50 mM Tris-HCI (pH=8) pufferben inkubaltuk (1 ora,
szobahomérséklet).
3. A fehérjék renaturdlasit a gélek 5x200 ml 0,04 % Tween 40-et és 5 mM 2-
merkaptoetanolt tartalmazé 50 mM Tris-HCI (pH=8) pufferrel torténd mosasaval végeztik.
(16 ora, 4 °C).

A kinéz reakciot megeldzden a gélt, 0,25 mM EGTA-t és 1 uM CL-A-t tartalmazé
20 mM Tris-HCI (pH=7,4) pufferben 30 percig 30 °C-on eldinkubaltuk, és ezt kdvetden a
reakciot 0,1 mM [y-"PJATP (500-2000 cpm/pmol) és 5 mM MgCl, hozzaadasaval
inditottuk. A kindz reakcidt 60 percig 30 °C-on végeztiik majd a géleket 5 % (v/v) TCA-at
¢s 1 % (v/v) natrium-pirofoszfatot tartalmazo oldatba helyeztiik. A nem specifikusan
kotédo radioaktiv ATP-t a gélek fenti oldattal valdé mosasaval tavolitottuk el. A mosast
addig végeztiik, amig a mos6 folyadék radioaktivitasa elérte a hattér aktivitast. A gélt
3MM Whatman papiron szaritottuk, ¢és a kinaz aktivitdst mutatd fehérjéket

autoradiografidval detektaltuk.

Z1P-kinaz és ILK elvalasztasa és részleges tisztitasa trombocita citoszkeletonbol

4 g mosott trombocitdbdl tisztitott citoszkeleton frakciot 20 mM Tris-HCI
(pH=7,4), 0,25 mM EGTA, 0,25 mM DTT, 0,15 M NacCl és 0,85 M KCI jelenlétében
szuszpendaltuk, majd a szuszpenzidt ultrahangos kezelésnek vetettiik ala. A szuszpenzio
centrifugaladsa (15 000 g, 60 perc) utan a pellet és feliilluszé frakciokban Bradford

modszerrel meghataroztuk a fehérje koncentracidkat, amely szerint a teljes citoszkeletalis
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fehérjék mintegy 30-50 %-at sikeriilt a feliiluszoban oldhaté formaban kinyerniink. A
kapott 2,5 ml feliilaszét PD-10 (9,1 ml) sdmentesitd oszlopra vittiik, amelyet elézetesen
puffer A-val (20 mM Tris-HCI (pH=7,4), 0,1 % (v/v) 2-merkaptoetanol, 0,1 mM EGTA, 5
% glicerin és 0.03 % Brij35) ekvilibraltunk. A puffercsere utan a citoszkeletalis fehérjéket
0,25 ml/perc atfolyasi sebességgel puffer A-val elézetesen mosott SP-Sepharose (10 ml)
oszlopra vittiikk. Az oszlopot 75 mM NaCl-ot tartalmaz6 puffer A-val 1 ml/perc atfolyasi
sebességgel, 1 ml-es frakciokat szedve mostuk, amig a 280 nm hullamhosszon detektalt
abszorbancia 0,05 ald nem csokkent (4-20 frakcid). Az oszlophoz k6tddd fehérjéket 70 ml
linearis NaCl (0,075-0,6 M puffer A-ban) gradienssel elualtuk (21-90 frakciok). A frakciok
kinaz aktivitasat 0,1 mg/ml MLC20, GST-MYPT1-C vagy GST-MYPT1 szubsztratokkal
hatdroztuk meg a 60 perc alatt beépiilt **P alapjan. Az atfolyd és a NaCl-dal elualt
frakciokat Western-blottal is ellendriztiik anti-ILK és anti-ZIP-kinaz antitestekkel. Az ILK-
t tartalmazo frakcidkat (8-13) Osszegyljtottiik és 75 mM NaCl-ot tartalmaz6 puffer A-val
ekvilibralt MonoQ (1 ml) oszlopra vittiik (0,5 ml/perc atfolyasi sebesség). Az oszlopot 10
ml 75 mM NaCl-ot tartalmazo6 puffer A-val mostuk, majd az oszlophoz ko6tddott fehérjéket
20 ml linedaris (0,075-1,0 M NaCl puffer A-ban) gradienssel elualtuk. ILK aktivitast a 0,3-
0,5 M NaCl koncentracional elualodo frakciokban mutattunk ki, ahol a fehérje jelenlétét
anti-ILK antitesttel végzett Western-blottal is megerdsitettiik. A ZIP-kinazt tartalmazo SP-
Sepharose frakcidkat (41-49) MonoQ kromatografidval szintén tovabb tisztitottuk. A
kromatografia el6tt az ionerdsség csokkentésére Centricon-30-cal végzett puffercserét
alkalmaztunk. A ZIP-kindz a MonoQ oszloprdl 0,3-0,5 M NaCl koncentracionak megfeleld

ionerdsségnél elualodott.

A MYPT1 ILK foszforilacios helyeinek azonositasa

A csirke ziiza ILK-zal [y**-P]ATP jelenlétében foszforilalt GST-MYPTI, His-
MYPT1"!" és His-MYPTI1-C fehérjéket tripszinnel (0,5 pg) emésztettiik, 37 °C-on egy
¢jszakan keresztil. A foszforilalt peptidek C18 forditott fazis oszlopon torténd
elvalasztasat, valamint a tomegspektrometridas méréseket Timothy A. J. Haystead
laboratériumaban végezték. A radioaktivitast tartalmazé peptidek szekvenciait nano-spray

technikaval QSTAR-Pulsar tdmegspektrométerrel hataroztdk meg.
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EREDMENYEK

A miozin foszfataz kimutatasa trombocita citoszkeletonban

Trombocita szubcellularis frakciokkal végzett Western-blot kisérletek alapjan a
citoszkeletalis frakcio csak PP1 katalitikus alegységet tartalmaz, a PP2A nem mutathat6 ki
(Muranyi és mtsai, 1998; Toyoda ¢és mtsai, 1996). Tovabba citoszkeletalis frakcioban a
miozin foszfatdz aktivitds a meghatdroz6 a foszforilalt MLC20 és a foszforilaz a
szubsztratokkal végzett aktivitasmérések alapjan (Muranyi és mtsai, 1998). Ez a miozin
specifikus ,,célra iranyitd” alegység (MYPTI) jelenlétét feltételezi ebben a frakcidban.
Ezzel 6sszhangban trombocita szubcellularis frakciokkal végzett Western-blottal a MYPT1
jelenlétét a citoszkeletalis és membran frakcidkban mutattuk ki, eredményeink szerint a
citoszolikus frakcio a fehérjét csak alacsony koncentracidban tartalmazza (5/4. dbra). A
citoszkeletalis fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltuk, majd a membrant His-
PPl1co-val feliilrétegeztiik. A kotddott PP1co-t anti-His-mAb antitesttel detektalva egy
130/133 kDa PPlc-kotd fehérjét mutattunk ki (5/B. dbra), ami megfelelt a MYPTI1
molekulatomegének. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a citoszkeletonban a f6 foszfataz

komponens a miozin foszfataz lehet.

A B
anti- MYPT11-2% PP1cs feliilrétegzés
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5. abra A miozin foszfataz kimutatasa trombocita citoszkeletonban
A trombocita szubcellularis frakciokat SDS-PAGE-sel elvalasztottuk, majd a fehérjéket
nitrocelluléz membranra blotoltuk. A: a trombocita szubcellularis frakciok (1, citoszol; 2,
membran; 3, citoszkeleton) immunreaktivitasa anti-MYPT1'"*tal. B: A citoszkeletalis fehérjéket
tartalmazé membrant His-PP1cS-val eldinkubaltuk, majd a fehérjékhez kotédé His-PP1co-t anti-
His-mAb antitesttel detektaltuk.

27



A MgATP és MgATP-yS hatiasa a trombocita citoszkeleton miozin foszfataz és
foszforilaz foszfataz aktivitasara

Korabbi kisérletetek arra utalnak, hogy a trombocita citoszkeleton olyan protein
kin4zokat tartalmaz, amelyek képesek a MYPT1-et foszforilalni (Muranyi és mtsai, 1998).
A kinaz(ok) tipusat, a MYPT1 foszforildcidjanak hatasat a foszfataz aktivitasra, valamint a
foszforilalédé aminosavakat azonban még nem ismerjiik. Elsdként a foszforilacié hatasat
tanulmanyoztuk a trombocita citoszkeleton foszfatdz aktivitdsara foszforildlt miozin
konnytilanc ([**P]-MLC20) és [**P]-foszforilaz a szubsztrattal. A trombocita citoszkeletont
MgATP vagy MgATP-S jelenlétében inkubaltuk, amely a frakcié miozin foszfataz és
foszforilaz foszfatdz aktivitds csokkenését eredményezte. MgATP hatasara 45 perc
inkubdlasi 1d6 alatt a foszfatdz aktivitds mindkét szubsztrattal 40-55%-kal csokkent. Ennél
nagyobb mértékii, 80-90%-os aktivitas csokkenés volt tapasztalhat6, amikor MgATPyS-t
hasznaltunk (6. dbra). Az eltérés valdszinii magyarazata az, hogy a MgATPyS jelenétében
a fehérjébe tiofoszfat épiil be, amelyet a foszfatdzok nem képesek kihasitani. Ezért a
miozin foszfataz altali autodefoszforilacio, illetve mas endogén citoszkeletalis foszfatazzal
torténd defoszforilacid nem jatszodik le és a MYPT1 foszforilacidja és a foszfataz aktivitas

gatlasa fenntartott marad.
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6. abra A trombocita citoszkeleton foszfataz aktivitas gatlasa MgATP ill. MgATPyS hatdsara
A trombocita citoszkeleton szuszpenzidt 30 °C-on inkubaltuk ATP hozzaadasa nélkiil (O, @), 5
mM MgCl, és 0,5 mM ATP (A,A), valamint 5 mM MgCl, és 0,5 mM ATPyS (L1,H)
jelenlétében, majd meghataroztuk a foszforilacids reakciokbol kiillonbozo idopontban vett mintak
foszfataz aktivitasat [*’P]-MLC20 (@, A, W) és [*°P]-foszforilaz a (O,A,[0) szubsztratokkal.
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A fenti eredmények olyan foszforilacios folyamatok lejatszodasara utalnak, amelyek
kozvetlen vagy kozvetett ton a miozin foszfatdz aktivitds gétlasat eredményezik. A
miozin foszfatdz foszforilacioval torténd szabalyozasdban a Rho-kinaz (Feng és mtsai,
1999), a MDPK (myotonic distrophy kinase) (Muranyi és mtsai, 2001), a 32 kDa ZIP-
kinaz (MacDonald és mtsai, 2001a) és a Raf-1 kinaz (Broustas és mtsai, 2002) szerepét
irtdak le, amelyek a MYPT1 alegységet a gatld (Thr695) foszforilacios helyen
foszforilaljak. A miozin foszfatdz gatlasa kozvetett uton is megvaldsulhat, a CPI-17
inhibitor fehérje foszforilacidjan keresztil PKC (Senba és mtsai, 1999), Rho-kinaz
(Kitazawa és mtsai, 2000; Koyama és mtsai, 2000), 32 kDa ZIP-kinaz (MacDonald és
mtsai, 2001b) és PKN (Hamaguchi ¢és mtsai, 2000) enzimek altal. A CPI-17-et
trombocitakban is kimutattdk (Watanabe és mtsai, 2001). Trombocita citoszkeletonban
azonban a CPI-17-t Western-blottal nem detektaltuk (nem bemutatott eredmény), ezért
feltételezziik, hogy a MgATP, ill. a MgAPTyS éltal kivaltott foszfataz aktivitas

csokkenésben tehat a MYPT1 fehérje foszforilacidjanak lehet szerepe.

Rho-kinaz inhibitorok hatisa a MgATPyS hatasara bekovetkezo, foszfataz aktivitas
csokkenésre

A miozin foszfatazt foszforilaldé kindzok koziil a Rho-kindz szerepét a MYPT1
foszforilacidjaban trombocitdban is jellemezték. Ezért specifikus Rho-kindz inhibitorok
(Y27632 vagy HA1077) alkalmazasaval tanulmanyoztuk, hogy ezek befolyasoljdk-e a
MgATPyS hatasara bekovetkezé foszfataz aktivitas gatlast. 10 uM Y27639 vagy 10 uM
HA1077 nem befolyasolta a 0,5 mM MgATPyS jelenlétében kialakul6 foszfatdz aktivitas
gatlast (7. abra). Mivel a kindz inhibitorok hatdsmechanizmusa a MgATP szubsztrattal
valo kompeticion alapul, az Y27632 ¢és a HA1077 hatasat megvizsgaltuk alacsonyabb
MgATPyS koncentracié mellett is. A MgATPyS alacsonyabb, 0,1 mM koncentraciéban
val6 alkalmazasa a foszfatdz aktivitds gatlasdnak mértékét kismértékben csokkentette (a
0,5 mM MgATPyS-hez viszonyitva), de a Rho-kinaz inhibitorok ebben az esetben is
hatastalannak bizonyultak (7. abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a trombocita
citoszkeletonban a miozin foszfatdz gatld foszforilaciojat Rho-kinaztol eltéré protein
kindzok katalizaljak. Ezzel Osszhangban kimutattuk, hogy a Rho-kindz a trombocita
citoszkeletonban nincs, vagy csak nagyon alacsony koncentracioban van jelen. A

trombocita szubcelluléris frakciok Rho-kindzra specifikus antitesttel végzett Western-blot
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vizsgélata szerint ugyanis a Rho-kindz elsOsorban a citoszkeletdlis és a membran

frakcioban lokalizalodik (8. abra).

§100 - -
(7))
\©
=
S
= 75} -
L4
o
-
= 50} 4
o
N
(/2]
o
L

N
(3]
T

0.
HA1077 - + -
Y27639 - - + - -+ - - 4

7. abra Rho-kinaz inhibitorok hatiasa a MgATPyS jelenlétében bekovetkezo foszfataz aktivitas
gatlasra

A trombocita citoszkeleton szuszpenziot 30 °C-on, 45 percig inkubaltuk ATP hozzaadasa nélkiil

(tires oszlopok) vagy 5 mM MgCl, és 0,5 mM ATPyS (s6tét oszlopok), valamint 5 mM MgCl, és

0,1 mM ATPyS (csikozott oszlopok) jelenlétében, Rho-kindz inhibitor hozzdadasaval (+) és anélkiil

(-), majd meghataroztuk a foszfataz aktivitast [**P]-MLC20 szubsztrattal.

1. 2. 3.
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8. abra A Rho-kinaz kimutatasa trombocita szubcellularis frakciokban
A trombocita szubcellularis frakciok (1, citoszol; 2, membran; 3, citoszkeleton) immunreaktivitasa
Rho-kindzra specifikus poliklonalis antitesttel.
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A MYPT1 foszforilacioja trombocita citoszkeletalis kinazokkal a gatlo helyen
(Thre695)

A trombocita citoszkeletonban bekdvetkezd miozin foszfatdz aktivitas gatlas
mechanizmusdnak tanulmanyozasdhoz megvizsgaltuk, hogy vajon a gatld helyen
kovetkezik-e be a MYPT1 foszforilacidja a citoszkeletalis kinazokkal. Szubsztratként
rekombinans GST-MYPT1 fehérjét hasznaltunk. A foszforilacidét endogén citoszkeletélis
kindzok mellett, Rho-kindz inhibitor (Y27632) jelenlétében vagy tavollétében végeztiik.
Kontrollként a GST-MYPT1 fehérjét Rho-kinazzal is foszforilaltuk.
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9. abra A GST-MYPT1 foszforilacio 6sszehasonlitisa Rho-kinazzal és trombocita

citoszkeletalis kinaz(ok)kal
A GST-MYPT!I fehérjét Rho-kinazzal (1., 2. oszlop) vagy, trombocita citoszkeletalis kinaz(ok)kal
(4., 5. oszlop) foszforilaltuk Rho-kinaz inhibitor (10 puM Y27632) jelenlétében (+) vagy
tavollétében (-) A 3. oszlop a citoszkeltalis fehérjék foszforilacidja citoszkeletalis kinazokkal GST-
MYPT1 szubsztrat hozzdadasa nélkiil. A: a reakciot 0,1 mM [y*P]JATP (1000 cpm/pmol)
hozzaadasaval inditottuk 45 perc reakcididd utan a fehérjéket SDS-PAGE-sel elvalasztottuk és a
radioaktiv fehérjéket autoradiografidval azonositottuk B: a 0,5 mM ATP-t tartalmazd reakciod
elegyeket hasonldé modon kezeltiik, azonban a fehérjéket SDS-PAGE utan nitrocelluldz-
memebranra transzferaltuk, majd a Thr695 oldallanc foszforilacidjat anti-MYPT 1™ antitesttel
mutattuk ki.

A 9/4 dabran lathaté autoradiogrammon a két radioaktiv fehérje sav megjelenése
jelzi, hogy a GST-MYPT1 a Rho-kinazzal €és a trombocita citoszkeletalis kindz(ok)kal is
foszforilalodott. A kisebb molekulatomegii sav valosziniileg a GST-MYPT]1 proteolitikus
lebomlési terméke. A GST-MYPT1 foszforilaciojat az Y27632 inhibitor csak a Rho-kinaz
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esetében gatolta jelentésen. A Rho-kindz a MYPTl1-et a gatld foszforilacidés helyen
foszforilalja és ez a miozin foszfataz aktivitds csdkkenését eredményezi (Feng és mtsai,
1999). Az endogén citoszkeletélis kinaz(ok) szintén a Thr695 aminosav foszforilacidjan
keresztiil gatoljak a miozin foszfatdz aktivitast. A citoszkeletalis kindzokkal foszforilalt
GST-MYPT1 a gatlo foszforilacios helyre specifikus antitesttel (anti-MYPT1PT®%)
keresztreakciot adott (9/B. dabra), amelynek jelerdsségében az Y27632 jelenlétében csak
kismértékli valtozast tapasztaltunk. Ez korabbi adatainkkal 6sszhangban arra utal, hogy a
citoszkeletalis kinazok a Rho-kinaztol kiilonboznek, hatasmechanizmusuk azonban
hasonld, mivel szintén a Thr695 oldallanc foszforilacidja altal gatoljak a miozin foszfataz

aktivitast.

A trombocita citoszkeletonhoz asszocialodo kinazok azonositasa

A trombocita citoszkeletalis fehérjéket SDS-PAGE-sel elvalasztottuk olyan gélben,
amelyet a MYPT1 C-terminalis (667-1004 aminosavak) szakaszat tartalmazd szubsztrat
fehérje (GST-MYPT-C) jelenlétében polimerizaltunk. A citoszkeletalis fehérjék
renaturaldsa utan a gélt Mg[y"*PJATP-vel inkubaltuk, majd a beépiilt radioaktiv foszfatot
autoradiografiaval detektaltuk. Az autoradiogrammon lathaté s&v MYPT1-et foszforilalo
kinaz(ok)nak felel meg és jelzi ezen kinaz(ok) latszolagos molekulatomegét (10/A4. abra).
A trombocita citoszkeletonban kimutatott kb 54-59 kDa molekulatomegnek megfeleld sav,
hasonlé molekulatomegli, a GST-MYPT1-C-t foszforilalni képes MYPTI kinaz(ok)
jelenlétére utal a trombocita citoszkeletnban. A kontroll, hozzdadott szubsztratot nem
tartalmazé gél esetén kindz aktivitast nem tapasztaltunk. Irodalmi adatokbol ismert, hogy
az 52-54 kDa ZIP-kinaz (Niiro és mtsai, 2001; Murata-Hori és mtsai, 1999) és az 59 kDa
ILK (Deng és mtsai, 2001) a miozinban a MLC20-ot foszforilalja, tovabba a 32 kDa ZIP-
kindz képes a MYPT1-et a gatlo foszforilacios helyen foszforilalni (MacDonald és mtsai,
2001a). Ezért anti-ZIP-kinaz és anti-ILK antitestekkel megvizsgaltuk a ZIP-kinaz és ILK
jelenlétét a trombocita citoszkeletonban. /0/B. dabran bemutatott Western-blot alapjan a
ZIP-kinaz és az ILK a trombocita citoszkeleton és membran frakciokban mutathaté ki. A
membran frakcioban ZIP-kindz antitesttel megjelend 38 kDa sav pedig valdsziniileg 32
kDa ZIP-kindzhoz hasonl6 fehérjével torténd keresztreakcié eredménye. Mivel a gélben
végzett kindz aktivitdisméréssel meghatarozott kinazok molekulatdmege jo egyezést mutat
a Western-blottal kimutatott ZIP-kindz ¢és ILK latszolagos molekulatomegével,
feltételeztiik, hogy ezeknek a kindzoknak szerepiik lehet a miozin foszfataz trombocita

citoszkeletonban megfigyelt foszforilacidjaban.
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Autoradiogram Western-blot
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10. dbra A trombocita citoszkeletonhoz asszocialédott MYPT1 kinazok azonositasa

A: A trombocita citoszkeletalis fehérjéket SDS-PAGE segitségével valasztottuk el GST-MYPT1-C
jenlétében és tavollétében (kontroll) polimerizalt SDS-poliakrilamid géleken. A gélt a ,,Modszerek™
fejezetben leirtak szerint kezeltiik, majd a foszforilaciés reakciot 0,1 mM [y*’P]JATP (1000
cpm/pmol) és 5 mM MgCl, jelenlétében 30 °C-on, 60 percig végeztiik. Az ATP feleslegének
eltavolitisa utdn a fehérjékhez kovalensen kotdtt *’P-ot autoradiografiaval detektaltuk. B: A
trombocita szubcellularis frakciok (1, citoszol; 2, membran; 3, citoszkeleton) Western-blotot
analizise ZIP-kinazra és ILK-ra specifikus poliklonalis antitestekkel.

ILK és ZIP-kinaz elvalasztisa trombocita citoszkeletonbdl SP-Sepharose
kromatografiaval

Tovabbi célunk volt a trombocita citoszkeletonnal asszocialodé ILK és ZIP-kinaz
részleges tisztitdsa, hogy szerepiiket tovabb vizsgiljuk a miozin ¢és a MYPTI
foszforilacioban. A trombocita citoszkeletalis fehérjéket 0,85 M KCIl jelenlétében
részlegesen oldhatdé forméba hoztuk, majd egy PD-10 oszlopon torténd puffercsere utan
SP-Sepharose kromatografiaval elvalasztottuk. A frakcidk kindz aktivitdsat MLC20 és
GST-MYPTI1-C szubsztratokkal vizsgaltuk. Az atfolyo frakciokban MLC20 és GST-
MYPTI1-C kindz aktivitast is kimutattunk (/1. dbra) és ezek a frakcidk anti-ILK antitesttel
pozitiv keresztreakciot adtak (/1. dbra, bal oldali blot), anti-ZIP-kinaz antitesttel viszont
nem mutattak immunreaktivitdst (nem bemutatott eredmény). Az SP-Sepharose-hoz

kotddott fehérjéket 0,075-0,6 M NaCl gradienssel elualtuk és a frakcidkban alacsony GST-
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MYPT1-C kinaz aktivitdas mellett elsdsorban MLC20 kindz aktivitast mutattunk ki (/1.
abra). Western-blottal a 41-49 frakcidkban azonositottuk a ZIP-kinadzt (/1. dbra jobb
oldali blot), mig ezekben a frakcidkban az ILK-zal immunreaktivitdst nem tudtunk
kimutatni. (nem bemutatott eredmény). Az SP-Sepharose kromatografiaval tehat sikertilt
az ILK és ZIP-kinazokat egymastol elvalasztani. Az atfolyo frakcioban mért jelentds GST-
MYPTI1-C kindz aktivitas alapjan pedig arra kovetkeztetiink, hogy elsésorban az ILK-nak
lehet szerepe a MYPT1 foszforilacidjaban.
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11. abra ILK és ZIP-kinaz elvalasztasa trombocita citoszkeletonbol SP-Sepharose
kromatografiaval

Trombocita citoszkeletalis fehérjéket (3 ml) SP-Sepharose oszlopra vittiink (1 ml/perc atfolyasi
sebesség), majd az oszlop 0,075 M NaCl-dal t6rténd mosasa utan (4-20 frakcidk) a kotddo
fehérjéket 0,075-0,6 M lineéaris NaCl gradienssel elualtuk (a nyil a 70 ml-es gradiens kezdetét
jelzi). Az atfolyo és kot6d6 frakcioban a kinaz aktivitast MLC20 (3,5 umol) (@) és GST-MYPT1-
C (1,4 umol) (A) szubsztrattal hataroztuk meg. Bal oldali inzert: az atfolyd frakciok
immunreaktivitasa anti-ILK antitesttel (Western-blot); Jobb oldali inzert: NaCl gradiens elucioval
kapott frakciok immunreaktivitasa (Western-blot) anti-ZIP-kinaz antitesttel

A GST-MYPT1 foszforilacioja trombocita citoszkeleton ILK-zal
A trombocita citoszkeletonbdl elvalasztott ILK-t tovabb tisztitottuk. Az SP-

Sepharose oszlopon atfolyd ILK-t tartalmazo frakciokat MonoQ oszlopra vittiik fel, majd a
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kotédo fehérjéket NaCl gradienssel elualtuk (/2/4. abra). A frakciok kinaz aktivitasdnak
valtozasa, MLC20 és GST-MYPT1 szubsztratokkal (/2/4. dbra), jo egyezést mutatott a
Western-blottal detektalt [ILK mennyiségével (12/B. dabra felsé blof). Az ILK-t tartalmazé
frakciokhoz GST-MYPT1 szubsztratot hasznalva, anti-MYPTI1P™ antitesttel végzett
Western-blot sordan a MYPT1 gatl6 foszforilacidjat is kimutattuk (/2/B. also blot).

A T
: 1.00
s E
x O
‘:n.' 0.75 %
T % o
25 2
£ 0.50
[} i
o m
a

0.25

Frakcio szam
Anti-ILK

B 21 22 25

23 24

Autoradiogram
21 22 23 24 25

4= GST-[32P]MYPT1

anti-MYPT1PThreos

21 22 23 24 25
_ P-Thr695
. -_.:1.__-1—-1 <4 GST-MYPT1

12. abra A GST-MYPT1 foszforilaciéja MonoQ oszlopon tisztitott ILK-zal

A: Az SP-Sepharose kromatografiaval kapott ILK-t tartalmazé frakciokat (8-13 frakciok)
egyesitettiik, majd 1 ml térfogati MonoQ oszlopra vittiik. Az oszlopot 0,075 M NaCl-ot tartalmazo
puffer A-val mostuk, majd a kotoédott fehérjeket 0,075-1M NaCl lineéris gradienssel (20 ml)
elualtuk (atfolyasi sebesség: 0,5 ml/perc). A frakcidban a kinaz aktivitast MLC20 (3,5 umol) (@)
¢s GST-MYPT1 (0,7 umol) (O) szubsztrattal detektaltuk. A szaggatott vonal a NaCl koncentraciot
jelzi az elicio sordn. B: felsé blot: a 21-25 frakciok Western-blot analizise anti-ILK antitesttel;
kozépso blot: a 21-25 frakcidk altal foszforilalt GST-MYPT1 autoradiogrammja; also blot: a 21-25
frakciok altal foszforilalt GST-MYPT1 Western-blot analizise anti-MYPT1°™ antitesttel.
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Hasonlé6 modon az SP-Sepharose-hoz ko6tddd, ZIP-kinazt tartalmazo frakciokat is
tovabb tisztitottuk MonoQ kromatografiaval. Ennek sordn a kotédd frakcioban foleg
MLC20 aktivitast mutattunk ki alacsony MYPT1 kinaz aktivitads mellett (nem bemutatott

eredmény).

MLC20, GST-MYPT1 és GST-MYPT1-C foszforilacioja ZIP-kinazzal és ILK-zal

A MonoQ kromatografia utan kapott részlegesen tisztitott ZIP-kindz és ILK
enzimekkel MLC20, GST-MYPT1 és GST-MYPT1-C szubsztratokat foszforilaltunk. A
ZIP-kindz 1,4 mol/mol foszfat beépiilését katalizalta a MLC20-ba, amely korabbi
eredmények alapjan (Niiro és mtsai, 2001; Murata-Hori és mtsai, 1999) a Ser19 és Thr 18
aminosavak foszforiladciojanak kovetkezménye lehet. A ZIP-kindz a GST-MYPTI1 ¢és a
GST-MYPTI1-C szubsztratokat csak kismértékben (< 0,2 mol P/mol) foszforilalta (/3/A.
abra). Az ILK mindharom szubsztratot foszforilalta, de a MLC20-ot a ZIP-kin4znal kisebb
sebességgel €s kisebb mértékben (/3/B dbra). Az ILK a GST-MYPT1 szubsztratba 1,4
mol/mol, GST-MYPT1-C szubsztratba 1 mol/mol foszfat beépiilését katalizalta (/3/B.
abra). Ez arra utal, hogy a gatlo foszforilacids hely (Thr695) mellett a MYPT1-ben az ILK
mas oldallancokat is foszforilalhat. Az enzimkinetikai adatok tehat megerdsitették az ILK
szerepét a MYPT1 foszforilacidban, tovabba arra utalnak, hogy a ZIP-kindz inkabb a

miozin foszforilacidért lehet felelds.
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13. abra MLC20, GST-MYPT1 GST-MYPT1-C foszforilacidja ZIP-kindzzal és ILK-zal
Az MLC20 (@), GST-MYPT1(O), GST-MYPT1-C (A) fehérjék foszforilacioja ZIP-kinaz (A) és
ILK (B) enzimekkel. A kinaz preparatumokat a MonoQ kromatografia csucsfrakci6ibol nyertiik.
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A trombocita citoszkeleton frakcidval végzett kisérletek az ILK szerepét vetik fel a
miozin foszfatdz gatlasaban. Az ILK-on keresztil megvalosuld miozin foszfataz
szabalyozas mechanizmusanak pontosabb megismeréséhez tisztitott simaizom miozin
foszfataz ¢és ILK preparatumokat hasznaltunk.

Régota ismert, hogy a simaizom miozin foszfatdz holoenzim preparadtum tartalmaz
a MYPT1-et foszforilald kindzokat (Ichikawa és mtsai, 1996). Ezek egyike lehet pl. a 32
kDa ZIP-kinaz, amelyrdl kimutattak, hogy képes a MYPT1-et a gatlé helyen foszforilalni
(MacDonald és mtsai, 2001a). Anti-ILK antitesttel végzett Western-blottal kimutattuk,
hogy a pulyka z(z4bol preparalt miozin foszfataz holoenzim tartalmaz ILK-t (/4/4. abra).
Az antitest altal felismert fehérje mérete megegyezik a tisztitott [LK-nak (Deng és mtsai,
2001) megfeleld 59 kDa molekulatomeggel. His-MYPT1-C-t hasznalva szubsztratként
SDS-PAGE-t kovetd kindzrekcid sordn a miozin foszfatdz holoenzimmel asszocialod6 59
kDa endogén kinaz jelenlétét is kimutattuk. A /4/B. abran bemutatott autoradiogramm
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a miozin foszfataz holoenzimben legaldbb harom

olyan kinaz talalhatd, amely a His-MYPT1-C-t foszforilélja.
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A: Western-blot anti-ILK antitesttel: /, miozin foszfataz holoenzim; 2, tisztitott ILK B: A miozin
foszfataz holoenzimben 1év6 fehérjéket (2ug) SDS-PAGE segitségével valasztottuk el 100 pg/ml
His-GST-MYPTI1-C jelenlétében polimerizalt géleken, majd a fehérjéket a gélben renaturaltuk. A
kinaz reakciot 100uCi [y**P]JATP hozzdadasaval inditottuk és 30 °C-on 90 percig inkubéltuk. A
His-MYPT1-C fehérjébe beépiilt **P-ot autoradiografiaval detektaltuk

Az 59 kDa kinaz megfelel az ILK-nak, a kb. 35 kDa kindz feltehetéen a korabban

mar azonositott 32 kDa ZIP-kindz (MacDonald és mtsai, 2001a). Eldzetes eredményeink
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szerint pedig a 70 kDa kindz a cGMP-fiiggd protein kindz egyik izoformdjara specifikus
antitesttel adott adott keresztreakciot. Eredményeink arra utalnak, hogy az ILK szdmos

kromatografids 1épés utan is a miozin foszfatdz holoenzimmel erésen asszocialva marad.

A GST-MYPT1 illetve MYPT1 mutansok foszforilacioja ILK-zal

A MYPTI ILK Aaltal foszforilalt régidinak meghatarozasahoz, kiilonb6zé MYPT1
mutansokat foszforilaltunk zuzabol tisztitott ILK-zal és vizsgaltuk a foszforilacidé mértékét
(15. abra). A GST-MYPTI esetén a foszforilacido 150 perc alatt 1,3 mol P/mol értéket ért

16934y csak kismértékben

el, és ezt a gatld foszforilacios hely pontmutacidja (GST-MYPTI1
csokkentette (1 mol P/mol-ra), amelybdl arra kdvetkeztetiink, hogy a Thr695 oldallancon
kiviil més oldallancok is foszforildlodnak a fehérjében. Az ILK szintén foszforilalta az 1-
511 aminosav maradéknak megfelelé N-terminalis peptidszakaszt (MYPT1'>'") 0,8 mol
P/mol mértékig. Ezzel szemben a 1-296 aminosavaknak megfeleld MYPT1 peptidszakasz
(MYPT1'?®) foszforilacioja nem jatszodott le, ami arra utal, hogy az N-terminélis

foszforilaciods hely a 296-511 szakaszon helyezkedik el. A fehérje C-terminalis felét (His-
MYPT1-C) az ILK szintén 0,8 mol P/mol mértékben foszforilalta (/5. dbra).
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15. abra A MYPT1 és MYPT1 mutansok foszforilaciéja ILK-val
A GST-MYPTI (O), GST-MYPT1™"* (0O), His-MYPTI-C (A), His-MYPT1'"" (A), His-
MYPT1'*° (M) foszforilacidja ILK-zal. A szubsztratkoncentracié mindegyik fehérje esetén 100
pg/ml volt
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A MYPT1 ILK foszforilacios helyeinek azonositasa

A foszforilacio pontos helyének meghatarozasahoz ILK-zal foszforilalt **P-jelzett
GST-MYPTI1, His-MYPTI1-C, és His-MYPT1'™'"" fehérjéket allitottunk elé, amelyeket
tripszinnel emésztettiink. A foszforilacidos helyek analizisét Dr. Timothy Haystead
laboratériumaban (Duke University) végezték. A foszforilalt peptideket HPLC technikaval
valasztottak el, a radioaktiv csucsok azonositdsa utdn a peptidek szekvencidjat nano-spray
MS technika alkalmazasaval hataroztdk meg. Ezek alapjan azonositottdk a Thr709, a
Thr695 valamint a Thr495 foszforilalt oldallancokat. A foszforildcios helyek
meghatarozasanak eredményeit az /. tabldzat foglalja Ossze.

1. tablazat

Emésztett fehérje Klvalagztott Peptid szekvencia Foszforilacios
peptid hely
AL C3 ©4STQGVTLTDLQEAEK(pT)IGR™2|  Thr709
GST-MYPTI Cl1 RS(pT)QGVTLTDLQEAEK Thr695
His-MYPT1"!! N1 OAYVAP(pT)IPR*® Thr495

Kiilonb6z6 kinazokkal foszforilalt MYPT1 hatasa a PP1c aktivitasara

GST-MYPTI1, GST-MYPT1"7* fehérjéket ILK, Rho-kinaz és PKA enzimekkel
tiofoszforilaltunk és vizsgaltuk a foszforilalt MYPT1 fehérjék hatasat a PP1c aktivitasara a
MYPT]1-be beépiilé foszfat mennyiség fiiggvényében, allandé GST-MYPT1 koncentracio
mellett (/6. abra). A Rho-kinazzal torténd MYPT1 tiofoszforilacié (az irodalmi adatoknak
megfelelden (Feng és mtsai, 1999)) a PPlc aktivitas gatlasat eredményezte viszonylag
kismértékli foszforilacio esetén is (az eredeti aktivitast 80 %-kal csokkentette). A PKA a
MYPTI1-et nem a gatl6 foszforilacios helyen foszforilalja, ezzel 6sszhangban nem gatolja a
miozin foszfatdz aktivitast sem (Nakamura és mtsai, 1999). Ennek megfeleléen a
kontrollként hasznalt PKA-val foszforildlt GST-MYPT1 nem okozott gatlast
kisérleteinkben sem (/6. abra). A GST-MYPT1 ILK-zal torténd tiofoszforilacidja
jelentésen csokkentette (60 %-kal) a PP1c aktivitasat, habar ez a gatlas nem érte el a Rho-
kin4z esetén tapasztalt mértéket. A gatlas mérteke kevesebb mint 30 % volt, amikor a gatld
foszforilacids helyen pontmutaciot tartalmazé GST-MYPT1"°* ILK altal tiofoszforilalt
formdjanak hatasat vizsgaltuk. Eredményeink arra utalnak, hogy a MYPT1 ILK-zal
katalizalt foszforilacidja esetén a Rho-kindzhoz hasonldan a foszfataz aktivitas gatlasanak

meghatarozo feltétele a Thr695 oldallanc foszforilacioja.
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16. abra A MYPT1 kiilonb6z6 kinazok altal katalizalt tiofoszforilaciéjanak hatasa a PP1c
aktivitasra
Rho-kinaz altal tiofoszforilalt GST-MYPT1 (A) ILK altal tiofoszforilalt GST-MYPT1 (@) és
GST-MYPT1"* (O) valamint PKA-val tiofoszforilalt GST-MYPT1 (V) hatasat vizsgaltuk 5 nM
koncentracioban a PP1c (5nM) aktivitasra 5 pM [**P]-MLC20 szubsztrattal.

Foszforilalt MYPT1 N- és C-terminalis delécios mutansok hatasa a PP1c aktivitasra

ILK-zal tiofoszforilalt MYPT1 roviditett mutansokat hasznalva tanulmanyoztuk N-
¢s C-termindlison bekdvetkezd foszforilacio hatdsat a PP1c aktivitasra.

A foszforilalt His-MYPT1'", a defoszforilalt formahoz hasonld (Hirano és mtsai,
1997) aktivaldé hatast fejtett ki. A ILK-zal és ZIP-kindzzal foszforilalt His-MYPT1-C
gatolta a PPlc aktivitast. A PKA-val tiofoszforilalt His-MYPT1-C a teljes hosszusaga
MYPTI1 foszforilacibhoz hasonléan nem befolyasolta a PPlc aktivitasat (/7. dbra) és a
defoszforilalt His-MYPT1-C-hez hasonl6 hatast mutatott.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a MYPT1 N-terminalis régioban talalhato
foszforilaciés hely (Thr495) foszforilacidja nem befolyasolja fragmentum PPlc-vel valo
kolcsonhatasat. Tovabba felhivjak a figyelmet arra is, hogy a MYPTI1 C-terminalis
fragmentjének gatld helyen foszforilalt formai csak a foszforilalt MYPT1-nél nagyobb
koncentracioban képesek PPlc-et gatolni. Ez arra utal, hogy a gatlas kifejlédésében
jelentds szerepe lehet a PPlc és a MYPT1 N-termindlis peptidszakasz kozott kialakulo

kolcsonhatasnak is.
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17. abra Foszforilalt MYPT1 mutansok hatasa a PP1c foszfataz aktivitasara
O Defoszforilalt-His-MYPT1-C; O, ILK-zal tiofoszforilalt His-MYPT1'"" (0,8 mol P/mol), A,
ILK-zal tiofoszforilalt His-MYPT1-C (0,75 mol P/mol); ¥, ZIP-kinazzal tiofoszforilalt His-
MYPTI-C (1,4 mol P/mol); @, PKA-val tiofoszforilalt His-MYPTI1-C (1,9 mol P/mol) hatdsat
vizsgaltuk a PP1c (5 nM) foszfataz aktivitasara [*?P]MLC20 szubsztrattal.

MEGBESZELES

A miozin foszforiladcidja és defoszforildcioja fontos szabalyozo szerepet jatszik a
simaizom Osszehuzddasban és a nem-izom sejtekben végbemend citoszkeletalis

2+ . ’ r . , . . ;717 J4 . r1:
]i névekedés hatasara indukalt izomdosszehuzodas, és citoszkeletalis

valtozasokban. A [Ca
valtozasok mellett olyan jelatviteli utak is lehetségesek, amelyek ezen folyamatok
lejatszodasahoz Ca’"-ionok jelenlétét nem igénylik (Ca®'-szenzitizacid). Az egyik
széleskoriien tanulmanyozott Ca®’-szenzitizaciés folyamat soran a RhoA/Rho-kinaz
aktivalodik, amelynek eredményeként ndvekszik a miozin foszforilacié a miozin foszfataz
egyideji, 4tmeneti gatlasaval (Somlyo, 2000). A Ca’"-tol fiiggetlen kontrakcid
kialakuldsdban a ZIP-kindz (Niiro és lkebe, 2001) és az ILK (Deng ¢és mtsai, 2001)
szerepét is kimutattdk. Nem ismertiik azonban ezen kinazok szerepét a miozin foszfataz
szabalyozasaban. A trombocitak aktivalasat és alakvaltozasat szintén a miozin foszforilacid
szabalyozza a simaizmokhoz hasonléan Ca*"-t6l fiiggh és Ca®'- tol fiiggetlen jelatviteli

utvonalakon keresztiil (Sellers és mtsai, 1991; Amano €s mtsai, 1996). Munkacsoportunk

korabbi adatai szerint a trombocita citoszkeleton tartalmaz olyan kinazokat, amelyek
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EGTA jelenlétében (Ca®-tavollétében) képesek a MYPT1-et foszforilalni (Muranyi és
mtsai, 1998). Munkank elsddleges célkitlizése azoknak a trombocita és simaizom
kindzoknak az azonositdsa volt, amelyek a miozin foszfatdz gatlasaval képesek eldsegiteni
a Ca®"-érzékenyitési folyamatokat.

Kimutattuk, hogy a trombocita citoszkeleton f6 protein foszfatdz komponense a
miozin foszfatdz, mivel a citoszkeleton csak PP1c katalitikus alegységet tartalmaz, tovabba
a PP1co-val végzett feliilrétegzési kisérletekkel csak egy PPlc-kotd fehérjét, a 130/133
kDa MYPTl-et sikeriilt azonositanunk. Eredményeink szerint a trombocita
citoszkeletonban az endogén kinaz(ok) altal katalizalt foszforilacids folyamatok a foszfataz
aktivitas gatlasat eredményezik foszforildz a €s miozin konnytlilanc szubsztrattal is. Ez a
gatlasi mechanizmus hasonlé a Rho-kinaz hatasahoz, amely a miozin foszfataz foszforilaz-
¢s miozin foszfataz aktivitdsat a MYPT1 Thr695 oldallanc foszforildcigjan keresztiil
gatolja (Feng ¢és mtsai, 1999). Kimutattuk, hogy a citoszkeletalis kindzok a MYPTI1
Thr695 oldallancat foszforilaljak, ami felvetette annak a lehet6ségét, hogy a foszforilaciot
katalizal6 enzim a Rho-kinaz. Eredményeink szerint azonban a Rho-kinaz a trombocitak
citoszkeletalis frakciojaban nincs jelen, az enzim a membran és citoszolikus frakcidkban
lokalizalhat6. Ezzel Gsszhangban a citoszkeletonban foszforilacié hatasara bekovetkezd
foszfataz aktivitds csokkenést és az ezzel parhuzamosan bekovetkez6 MYPT1
foszforilacidét a Thr695 oldallancon specifikus Rho-kinaz inhibitorok nem befolyasoljak.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a MYPT1-et foszforilalo citoszkeletalis kinazok a Rho-
kinaztdl eltéré enzim(ek) lehetnek.

A trombocita citoszkeletonban 54-59 kDa MYPT1-kindz(ok) jelenlétét mutattuk ki.
A kindz(ok) molekulatomege hasonlo a ZIP-kinaz (52-54 kDa) és az ILK (59 kDa)
molekulatdomegéhez. Western-blottal mindkét kin4z jelenlétét kimutattuk a trombocita
citoszkeletalis frakciokban. A ZIP-kinazt szerepét féleg a Ca*'-tol fiiggetlen simaizom
Osszehuzodasban feltételezik, mivel a MLC20-ot foszforildlja (Niiro és Ikebe, 2001).
MacDonald ¢és mtsai (2001a) azonositottak egy ZIP-kinidzzal homoldg, de kisebb méretii
32 kDa fehérjét, amely képes a MYPTI1-et foszforilalni a gatlo helyen. Eredményeink
szerint azonban a 32 kDa ZIP-kindzhoz hasonldé méretli enzim trombocitdban a
citoszkeletonban nem, csak a membran frakcioban fordul el6. Az ILK szerepét eddig
szintén csak a Ca®™-to] fiiggetlen izomdsszehuzodas soran lejatszodd MLC20
foszforilacidban irtak le (Deng és mtsai, 2001). Ezen eldzetes eredmények, valamint a
trombocitakkal végzett eldkisérletek alapjan indokoltnak tlint a trombocita citoszkeletalis

ZIP-kindz ¢és ILK szubsztrat-specificitdsanak vizsgalata. A kromatografids technikéval
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elvalasztott és részlegesen tisztitott trombocita citoszkeletalis kindzokkal végzett kinetikai
mérések alapjan ZIP-kindz a simaizom enzimhez hasonldéan elsésorban a MLC20-ot
foszforilalja, aktivitdsa a MYPT1 szubsztrattal meglehetdsen alacsony. Ezzel szemben az
ILK a MYPT1-et és a MLC20-ot is foszforilalja. A fenti eredmények szerint az ILK-nak a
Rho-kindzhoz hasonlé szabdlyoz6 szerepe lehet a trombocita alakvaltozas
szabalyozasaban. A MLC20 és MYPT1 parhuzamos foszforilaciojaval noveli a miozin
foszforilaci6 mértékét, és ezzel eldsegiti a trombocita alakvaltozast. A ZIP-kindz
valdszintileg csak a MLC20 foszforilacigjat katalizalja és ezzel segiti eld a trombocita
aktivaciot. Az ILK a miozin foszfatdz MYPT1 alegységét harom oldallancon foszforilalja
(Thrd95, Thr695, Thr709). A Thr695 oldallanc foszforilacidja okozza a foszfataz aktivitas
gatlasat, a masik két oldallanc foszforiladciojanak szerepét még nem ismerjiik.

Eredményeink alapjan felmertil a kérdés, hogyan illeszthetd be az ILK és ZIP-kinaz
miozin foszforilaciét és miozin foszfataz aktivitast szabalyozo szerepe a citoszkeletalis
atrendezddéseket, ill. a simaizom 0Osszehuzodast szabalyozo jelatviteli folyamatokba.
Simaizom preparatumokon és trombocitdkon végzett kisérletek szerint sejtpermedbilis
toxinok alacsony [Ca2+]i mellett is simaizom 0sszehuzodast (Weber és mtsai, 1999), ill.,
trombocita alakvaltozast (Kurisaki és mtsai, 1995; Muranyi és mtsai, 1998) indukalnak ¢és
ezzel parhuzamosan novekszik a miozin foszforilaciojanak mértéke is. Ez receptor
stimulaciotol fiiggetlen kindz aktivitasra utal, amelyet foszfatdz inhibitorok tavollétében a
foszfataz(ok) aktivitasa ellensulyoz. Ezért nyugalmi [Ca®']; és RhoA aktivalis mellett,
amikor az MLCK ¢s a Rho-kinaz aktivitasa is alacsony, a ZIP-kindznak és az ILK-nak
lehet szerepe a miozin és a MYPT1 foszforilaciojaban. Az ILK és a ZIP-kindz szubsztratjai
(miozin, MYPT1, CPI-17) megegyeznek a Rho-kinazéval. Az irodalmi adatok, valamint
sajat eredményeink fényében felmeriilhet a kérdés, vajon miért van sziikség a miozin
foszforilacioés szintjének ilyen sokoldali szabalyozasara. Az egyik lehetséges valasz, hogy
a szabalyoz6 fehérjék lokalizacioja részben eltérd. Eredményeink szerint pl. az ILK jelen
van a citoszkeletonban, ahol a Rho-kinaz nem mutathat6 ki. Hasonldan, a 32-35 kDa ZIP-
kindz kizarolagos lokalizaciojat tapasztaltuk a trombocita membran frakcioban, ahol
viszont az 52-54 kDa ZIP-kinaz, az ILK ¢s a Rho-kindz is jelen van.

Az ILK ¢és a ZIP-kinaz jelatviteli folyamatokban torténd aktivalodasanak
mechanizmusat még nem ismerjiik. Kimutattdk, hogy az ILK kotddik az integrinek 3
alegységéhez, valamint aktint koté fehérjékhez, azonban ezen kodlcsonhatasoknak az ILK

aktivitas szabalyozasaban jatszott szerepe még nem tisztazott. Eredményeink elsdsorban in
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vitro adatokkal szolgéalnak annak bizonyitasara, hogy az ILK feltételezhetéen az alabbi

séma szerint vehet részt a miozin foszforilacids szintjének szabalyozdsaban.
?
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Ezen szabalyozasi folyamatok, a RhoA/Rho-kindz hatdsahoz hasonldan, a kontraktilis
folyamatok kifejlédését segithetik alacsony intracellularis Ca*"-koncentracioknal a miozin
¢s a MYPTI1 foszforilacidjaval. Az ILK a Rho-kinazhoz hasonl6 hatasu abban is, hogy
CPI-17 fehérje foszforilacidjaval is fokozhatja annak miozin foszfatdz holoenzimet gatlo
képességét (Deng és mtsai, 2002). Ez utobbi folyamat is része lehet a Ca® -érzékenyitési
mechanizmusnak és fokozhatja a miozin foszforilacid6 mértékét, mivel szintén a foszfatdz
aktivitas gatlasat teszi lehetove.

A ZIP-kindzrdl feltételezik, hogy az enzim dimerizacioja sziikséges az
aktivalodashoz. Nem ismeretesek azonban a fizioldgiai stimulusok és az enzim
aktivalodasa kozotti részfolyamatok. A miozin foszforilacigjdban a ZIP-kindz is részt
vehet, de eredményeink szerint az enzim nagy molekulatdmegii formaja (52-54 kDa) csak
a miozin foszforilacidjat katalizalja, a MYPTl-et foszforilalo aktivitdsa viszonylag
alacsony, CPI-17 fehérjét foszforilalo képességét pedig még nem ismerjikk. Erdekes
adatok szerint a miozin foszforilacigjat, a MYPT1 gatlo foszforilaciojat, valamint a CPI-17
foszforilacidjat is képes katalizalni. Eredményeink szerint trombocitdkban a kisebb

molekulatomegti ZIP-kinaz (~35 kDa) a membran frakcioban van jelen. Tovabbi
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vizsgalatok sziikségesek azonban annak bizonyitdsara, hogy ez az enzim egy kisebb
molekulatomegli izoformanak felel-e meg, vagy a nagyobb molekulatomegii formabol

keletkezik, pl. proteolitikus hasitassal.
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A fenti szabalyozési folyamatok fontossaganak fényében az ILK és a ZIP-kindz
jelatviteli folyamatokkal wvaldé kapcsolatanak kideritése feltehetéen tovabbi intenziv

kutatasok targya lesz a kdzeljovoben.
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OSSZEFOGLALAS

A miozin 20 kDa kdnnytilancanak (MLC20) foszforilacidja fontos szerepet jatszik a
simaizom ¢s nem-izom sejtek kontraktilis folyamatainak szabalyozasaban. A miozin
foszforilacidjanak mértéke a miozin kindz(ok) és a miozin foszfataz aktivitdsanak
viszonyat tlikrozi, amely a sejtet ért fiziologiai hatdsokra az 4talakitd enzimek
aktivitdsanak szabalyozasdval valtozhat. A miozin foszfatdzt a protein foszfataz 1
katalitikus alegység (PPIc) és a PPlc-hez és a miozinhoz egyarant kétodé 130/133 kDa
regulator alegység (MYPT1) alkotja. A miozin foszfataz aktivitdsa a MYPT1 Rho-kinaz
altal Thr695 oldallancon torténd foszforilaciojaval gatolhatd. Célunk 0j simaizom és
trombocita miozin és MYPT1 kinazok azonositasa, valamint a miozin foszfataz aktivitas
szabalyozasanak tanulmanyozasa volt a MYPT1-et foszforilalo uj kinazokkal.

Eredményeink szerint a trombocita citoszkeleton Rho-kindztol eltérd protein
kin4zokat tartalmaz, amelyek a MYPT1-et a Thr695 oldallancon foszforilaljak és ezzel a
miozin foszfatdz gatlasat okozzak. A trombocita citoszkeleton MYPT1 kindz, gélben
végzett kindz reakcio alapjan, ~54-59 kDa fehérjének felel meg. Trombocita citoszkeleton
¢s membran frakciokban Westren-blottal 52-54 kDa ZIP-kinaz (zipper-interacting kinase)
¢s az 59 kDa ILK (integrin-linked kinase) jelenlétét mutattuk ki. A citoszkeletalis ZIP-
kindz és ILK enzimeket elvalasztottuk, majd részlegesen tisztitottuk. A ZIP-kinaz fdleg a
MLC20-ot foszforilalta, a MYPT1 szubsztrat fehérjékkel alacsony aktivitast mutatott. Az
ILK a miozint és a MYPT1-et (a Thr695 oldallancon) egyarant foszforilalta. Kimutattuk,
hogy az ILK a z(z4bol tisztitott miozin foszfatdz holoenzimmel asszocidl és a
preparatumban az ILK a MYPT1-et foszforilalja. Tisztitott ILK enzimmel MYPT1-et és
MYPTI1 mutansokat (N- és C-terminalis peptidszakaszokat) foszforilaltunk, amelyekben a
Thr495, a Thr695 és a Thr709 foszforilalt oldallancokat azonositottuk. A foszforilalt
MYPTI1 PPlc aktivitast gatlo hatdsa a Thr695 oldallanc foszforilacidjanak mértékével volt
aranyos.

Eredményeink arra utalnak, hogy az ILK a trombocita citoszkeletonban részt vehet
a miozin foszfatdz szabalyozésaban, ami a RhoA/Rho-kindz jelatvitel ttvonal mellet
meglévl ) mechanizmus létezését igazolja. Az ILK a miozin foszfatdz holoenzimmel
asszocial és foszforildlja a miozint és a MYPTl-et is, igy szerepe lehet a sejtek

citoszkeletalis valtozasait kiséré folyamatok szabalyozasaban.
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SUMMARY

Phosphorylation of the 20 kDa light chain (MLC20) of myosin plays an important
role in the regulation of the contractility of smooth muscle and non-muscle cells. The
phosphorylation level of myosin reflects the balance of the activities of the myosin
kinase(s) and the myosin phosphatase. Both enzymes are subject to regulation in response
to physiological stimuli. The myosin phosphatase (MP) consists of type 1 protein
phosphatase catalytic subunit (PP1) and 130/133kDa myosin phosphatase target subunit
(MYPTI). The activity of MP has been shown to be inhibited via the phosphorylation of
MYPTI1 by Rho-kinase at Thr695. The goal of the present work was to identify novel
myosin and MYPT1 kinases in smooth muscle and human platelets and to study the
regulation of MP by phosphorylation of MYPTT.

Our data show that platelet cytoskeleton includes kinase(s) that are distinct from
Rho-kinase and they are able to phosphorylate MYPT1 at Thr695 causing inhibition of
MP. In-gel kinase assay identified an ~54-59 kDa MYPT]I kinase in the cytoskeleton.
Western blots detected zipper-interacting protein kinase (ZIP-kinase) and integrin-linked
kinase (ILK) at ~54-59 kDa in the cytoskeleton and membrane fractions of platelets.
Cytoskeletal ZIP-kinase and ILK were separated and partially purified. ZIP-kinase
preferentially phosphorylated MLC20 and had low activity on MYPTI. ILK
phosphorylated both MLC20 and MYPT1 and the phosphorylation of MYPT1 occured at
Thr695. ILK was associated with MP holoenzyme purified from gizzard smooth muscle
and it phosphorylated MYPT]1 in this preparation. Using purified ILK, MYPT1 and its N-
and C-terminal fragments were phosphorylated and the phosphorylation sites were
determined. ILK phosphorylated Thr495, Thr695 and Thr709 in MYPT1. The inhibitory
potency of the phosphorylated MYPT1 on the activity of PP1c was proportional with the
extent of phosphorylation at Thr695.

The above results raise the potential for regulation of MP activity in platelet
cytoskeleton by ILK and suggest an alternative to the Rho-linked pathway. The findings
that ILK phosphorylated both myosin and MYPT1, and the association of ILK with MP

suggest that ILK may influence cytoskeletal structure or function.
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