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BEVEZETES

A fehérjék szerin (Ser), treonin (Thr) és tirozin (Tyr) oldallancainak foszforilacidjaval-
defoszforilaciojaval torténd kovalens modositasa a sejtfolyamatok szabalyozasanak fontos
mechanizmusa. A sejtfehérjék foszforilacios szintjét mind nyugalmi allapotban mind a sejtet
ért hatasokra (receptor aktivalds, membranpotencial valtozas, ndvekedési faktorok stb.) a
foszforilaciot katalizald protein kindzok és a defoszforilaciot katalizald protein foszfatazok
aktivitasanak viszonya szabja meg. Ovatos becslések szerint a sejtfehérjék kb. egyharmada
foszforilalédik, ami szamos protein kinaz és foszfatiz létezését, valamint aktivitasuk
Osszehangolt szabélyozasat feltételezi a sejtek fiziologiai llapotanak megfeleld foszforilacios
szint kialakitasdban. A fehérjék foszforilacidja talnyomoérészt Ser és Thr oldallancokon
jatszodik le (> 90 %), ezért ezt a mddositast ismerték fel elészor, igy a Ser/Thr specifikus
protein kindzok és foszfatazok szabdlyozasi lehetOségeinek vizsgalata keriilt kezdetben
elétérbe. A fehérjék foszforilaciojaban a protein kindzok és foszfatdzok egyenrangu partnerek
¢s mindkét enzim szabalyozasa hozzajarul a megfeleld foszforilacios szint kialakulaséhoz.

A protein kinaz és foszfatdz szabalyozasi lehetdségek vizsgalatdnak egyik kedvelt
modellrendszere a simaizom 0&sszehuzodas, ill. a sejtek kontraktilis sajatsdgainak
tanulméanyozéasa. Ezen fizioldgiai és farmakoldgiai szempontbol is fontos folyamatok
lejatszodasanak eldfeltétele a miozin 20 kDa konnytlilancanak (MLC20) foszforilacioja. Az
MLC20 foszforilaciojanak fokozodasat és ezzel az izom Osszehuzodéasat a kontrakcios
mechanizmusok klasszikus elmélete szerint a Ca’"-kalmodulin fiiggé miozin kénnytilanc
kindz (MLCK) aktivalodasa biztositja. Az utobbi években azonban kimutattdk, hogy az izom
Osszehtizodasa (vagy pl. a sejtek alakvaltozasa), valamint a miozin foszforilacidja viszonylag
alacsony intracellularis Ca®" ([Ca®"]; koncentracioknal is megvaldsul, amelyben fontos
szerepet jatszanak a miozint foszforilaldo nem Ca’’-fiiggd kindzok, valamint a miozin
foszfatdz atmeneti gatlasa is. Ezek a felismerések a miozint, valamint a miozin foszfatdzt

foszforilalé kindzok azonositasanak fontossagara iranyitottak a figyelmet.

A miozin foszforilacio szabalyozasa simaizom 6sszehizodas soran

A simaizom &sszehuzodasa az [Ca®’]; ndvekedését kivaltd membran depolarizéacio
vagy agonistak (angiotenzin, o-adrenerg agonistdk) receptorokkal vald kolcsonhatdsara
kovetkezik be. Az extracelluldris térbdl bearamld és/vagy a szarkoplazmatikus retikulumbol

felszabadulé Ca’" a kalmodulinhoz (CaM) kétédik, a Ca-CaM komplex pedig aktivéalja a



miozin konnyiilanc kinazt (MLCK). Az aktivalt MLCK a Ser19/Thrl18 oldallancokon
foszforildlja a miozin 20 kDa konnytilancat (MLC20). A miozin foszforilacidja noveli az
aktomiozin ATPaz aktivitast, ami elOsegiti az izom Osszehuzodéasat. A foszforilalt miozin
defoszforilaciojat a miozin foszfatdz katalizélja eldsegitve ezzel az izom elernyedését. A
szabalyozast illetéen elszor a Ca’’-fiiggd foszforilacios folyamatoknak tulajdonitottak
nagyobb jelentdséget, a miozin foszfatdz szerepérdl azt feltételezték, hogy minddssze a
folyamat megfordithatosdgat biztositja. A miozin foszforilacids szintjének kialakuldsaban a
miozin foszfatdz/kindz aktivitds ardny megvaltozasanak is szerepe van, elsésorban alacsony
Ca”"-koncentracioknal. Ezért fontos a miozin foszfatiz szerepének és szabalyozasi
lehetdségének megismerése.

A miozin foszfatdz harom alegységbdl allo6 formdjat eldszor simaizombol (ziza)
izolaltak. A holoenzimben a 38 kDa protein foszfataz-1 (PP1) katalitikus alegységhez (PP1c)
a 130/133 kDa MYPT1 (myosin phosphatase targeting subunit 1) és a 20/21 kDa M20/21
alegységek kapcsolddnak. A miozin foszfatdz aktivitas gatlasa membranpermedbilis
toxinokkal alacsony [Ca*"]; mellett is képes kontraktilis valtozasokat eldidézni. A foszfataz
aktivitds gatlas hatdsara ugyanis a protein kindzok és foszfatdzok aktivitdsdnak ardnya a
kindzok javara tolodik el és ez jelentés mértékii miozin foszforilaciot eredményez akkor is, ha
az MLCK inaktiv. Alacsony [Ca’']; mellett bekovetkez$ folyamatokban olyan protein
kinazok részvételét feltételezik, amelyek a Ca’"-koncentraciotél fiiggetleniil képesek a
miozint foszforilalni és ezzel izomdsszehuzodast kivaltani. A miozin foszforilacidja mellett a
miozin foszforilacios szintjének novekedését a miozin foszfataz gatlasa is elésegiti. A miozin
foszfataz gatlas megvalosulhat a MYPT1 gatlo foszforilaciojaval (a Thr 695 oldallanc
foszforilacidja) vagy a CPI-17 fehérje (17 kDa C-kinase potentiated inhibitor)
foszforilacidjaval is.

A Ca®"-érzékenyité agonistak hatasara kialakulo simaizom Osszehtizodas soran, pl.
transzmembran receptorok aktivacidjan keresztiil a Gqi2/13 heterotrimer G-fehérje disszocial.
A szabadda valo Gqix13q alegység aktivalja a pl15Rho-GEF nukleotid kicserél6 faktort, ami
eldsegiti az aktiv konformécidju RhoA-GTP komplex kialakuldsat. A RhoA-GTP képes a
Rho-kinazhoz koétddni és ezzel noveli az enzim aktivitdsat. A Rho-kinaz egyrészt foszforildlja
a miozint, masrészt foszforilalja a miozin foszfatdz MYPT1 alegységét, amely a foszfataz
aktivitas gatlasat eredményezi. A Rho-kindz foszforilacidval fokozza a CPI-17 fehérje miozin

foszfatazt gatlo képességét is, igy mindharom Rho-kinaz fiiggd foszforilacié hozzajarulhat a



miozin foszforilacios szintjének névekedéséhez.
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Miozin foszfataz

Olyan protein kindzokat is azonositottak, amelyek aktivitdsanak szabalyozasa a simaizom
Osszehtzodas sordan még nem tisztizott, azonban a Ca*'-érzékenyitési folyamatokban
feltételezhetden szerepiik lehet, mivel képesek a miozint foszforilalni. A ZIP-kindz (Zipper-
Interacting Kinase), amelyet mint az apoptotikus folyamatokat kisérd alakvaltozasokban
szerepet jatszo magfehérjét azonositottak, a MLC20-ot a Ser19/Thr18 oldallancokon képes
foszforilalni és alacsony [Ca”']; mellett el6segiti az izom Osszehuzodasat. A sejtek és az
extracellularis matrix kolcsonhatasat szabalyozo integrinekhez kapcsolédo ILK (Integrin-
Linked-Kinase) szintén foszforilalja a MLC20-ot és alacsony Ca®’-koncentracional indukal

simaizom 0sszehuzddast.
CELKITUZES

Az irodalmi adatok arra utalnak, hogy Ca’’-fiiggé és Ca®'-tol fliggetlen protein
kinazok egyarant szerepet jatszanak a miozin foszforilaciojaban. Ilyen Ca®"-tol fiiggetlen
foszforilaciés folyamatok valdsulhatnak meg a RhoA/Rho-kindz aktivalasat eldsegitd
jelatviteli folyamatokban, amikor a Rho-kinaz kettds funkciot 14t el: foszforilalja a miozint,
valamint gatolja a miozin foszfatazt a regulator alegység (MYPT1) és/vagy a foszfatazt gatlo

CPI-17 fehérje foszforilaciojaval. A PP1 és PP2A enzimeket gatldé membranpermedbilis



toxinok (pl. kalikulin-A, okadainsav stb.) agonistik tavollétében, alacsony [Ca®'Ji-nal is
képesek simaizom 0Osszehuzodast €és pl. trombocita alakvaltozast el6idézni a miozin
foszforilacidt kivaltani. Ilyen koriilmények mellett sem az MLCK, sem a RhoA/Rho-kinaz
nem aktivalodik. Feltételezhetd, hogy a Rho-kindzon kiviil mas protein kindzok is szerepet
jatszhatnak az MLC20 foszforilacidjaban. Ilyen kinazként azonositottak az ILK-t és a ZIP-
kinazt. Az azonban nem ismert, hogy ezeknek a kinazoknak milyen szerepe lehet a miozin
foszfataz MYPT1 alegységének gatld foszforilacidjaban.

Munkacsoportunk korabbi eredményei Ca®'-fiiggetlen MYPT1 kinaz(ok) és miozin
kindz(ok) jelenlétére utaltak humén trombocitak citoszkeleton, ill. membran frakcidiban.
Simaizmokban szintén valdszinisithetd volt uj MYPT1 kindzok jelenléte €s azok stabil
a trombocita és simaizom MYPT]1 kindzokat azonban még nem azonositottdk. Nem ismertiik
tovabba a MYPT]1 foszforilacido hatasat a miozin foszfataz aktivitasara, valamint a MYPT1-
ben ezen kindzok altal foszforilalt foszforilacids helyeket sem. Ezért kutatasi célkitiizéseink
az alabbi kérdések vizsgalatara iranyultak.

1. A trombocita citoszkeletonban lejatszodd foszforilacidés folyamatok hatasanak
tanulmanyozéasa a miozin foszfataz aktivitasara.

2. Trombocita szubcellularis frakciokban eléfordulo MYPT1 és miozin kindzok
azonositasa.

3. ILK és ZIPK enzimek elvalasztasa és részleges tisztitdsa trombocitakbol, az izolalt
enzimek szubsztratspecificitadsanak tanulmanyozasa miozin ¢s MYPT1 szubsztratokkal.

4. A miozin foszfataz holoenzimmel asszocialodd MYPT1 kinazok azonositasa,

valamint MYPT1-et foszforilal6 hatasuk és a foszforilacios helyek feltarasa.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Fehérje tisztitasi eljarasok

A teljes hosszusagu csirke ztiza 133 kDa MYPT1 izoforma szekvenciajanak megteleld
GST-MYPT1, a Thr695Ala pontmutaciot tartalmazé GST-MYPT1"** és a C-terminalis 667-
1004 aminosavaknak megfeleld GST-MYPTI1-C fehérjéket Escherichia coli BL-21-star
sejtekben, pGEX4T1 expresszios rendszert hasznalva allitottuk elé glutation-S-transzferaz
(GST) fuzios fehérjeként. Az expresszios rendszereket Dr. Masaaki Ito (Mie University

Japan) bocsatotta rendelkezésiinkre. A GST-MYPTI és GST-MYPT1'®*  fehérjék



tisztitasara kétlépéses ioncserés (SP-Sepharose, MonoQ) kromatografiat alkalmaztunk. A
GST-MYPTI1-C fehérjét a baktérium lizatum oldhatd frakciojabol glutation-Sepharose 4B
affinitds kromatografidval tisztitottuk.

A rekombinans His-PP1cd és a MYPT1 roviditett mutdns fehérjéket N-terminalis
véghez kapcsolddd hexahisztidint tartalmazé peptiddel (His) kapcsolva (His-MYPT1'™°,
His-MYPT1'", His-MYPT1-C (514-963 aminosavak)) Escherichia coli M15 sejtekben
pQE32 expresszios vektort hasznalva allitottuk eld. A fehérjéket az inklizids testek 6 M
Guanidin-HCl-dal torténd feltarasat kovetden Ni-agardz affinitds kromatografiaval
tisztitottuk. A His-PP1cd aktivitasat a denaturald koriilmények jelentdsen csokkentették, ezért
aktiv enzim el6allitasahoz a fehérjét a kromatografist megelézéen Mn”"-ionok jelenlétében

renaturaltuk.

A trombocitak izolalasa, a trombocita lizatum frakcionalasa

A mosott trombocita szuszpenziot egészséges donoroktdl frissen levett vénas vérbol
vagy 4-5 napos korhazi trombocita siiritménybdl allitottunk eld. A mosott trombocitakat 5-10
x 10” trombocita/ml koncentracidban 1 % Triton X-100 jelenlétében lizaltuk. A citoszkeletalis
frakcid elvalasztasdhoz a trombocita lizatumot centrifugaltuk (10 000 g). A feliilluszobol
tovabbi centrifugaldssal (100 000 g) kapott pellet a membran frakcionak, a kapott feliiliszé a

citoszol frakcionak felelt meg.

A foszforilacio hatasa a trombocita citoszkeleton foszfataz aktivitasara

A trombocita citoszkeleton fehérjéket szuszpendaltuk és 5 mM Mg*", 0,5 mM ATP
vagy 0,1-0,5 mM ATPyS jelenlétében 30 °C-on inkubaltuk. A Rho-kindz inhibitorok
hatasdnak vizsgalata esetén a reakciokozeg 10 uM Y-27632-t vagy 10 uM HA1077-t is
tartalmazott. Kiilonb6z6 idépontokban a reakcidelegybdl mintat vettiink, majd a kinaz reakcid
leallitasa utan [**P]-foszforilaz a vagy [**P]-MLC20 szubsztrattal meghataroztuk a foszfataz
aktivitast. A defoszforilaciot 10 percig 30 °C-on végeztik, a reakciot TCA hozzaadasaval
allitottuk le. A kihasitott **Pi-ot a kicsapodott fehérjék centrifugalassal torténé elvélasztisa
utan a feliiliszobdl hatiroztuk meg szcintillacids szamldloban. A foszfataz aktivitast a

kontroll mintakhoz hasonlitva (azt 100 %-nak véve) szazalé¢kosan adtuk meg.



A MYPT1 és MYPT1 mutansok foszforilacioja

A roviditett mutans MYPT1 fehérjék foszforilacigjat trombocita citoszkeletalis vagy
kiilonbozé tisztitott kinazokkal 5 mM Mg*" és 0,1-0,5 mM [y->*P]ATP-vel végeztiik 30°C-on.
A kivett mintdkat (5-20 pl) P81 foszfocelluloz papirra cseppentettiik, majd a papirokat 0,5 %
foszforsavval mostuk. A szubsztratfehérjékbe épiilt **P mennyiségét a papirok acetonnal
torténd szaritasa utan szcintillacios szamlaloban hataroztuk meg.

A foszforilacid auotoradiografidval torténd kimutatdsdhoz a reakcidt tizszeres
térfogatil hideg aceton hozzaadasaval allitottuk le. Az elegyet tiz percig 4 °C-on tartottuk,
majd a kicsapodott fehérjéket centrifugaldssal valasztottuk el (10 000 g 10 perc). A
csapadékot SDS minta pufferben oldottuk, és a fehérjéket SDS-PAGE segitségével
elvalasztottuk. A GST-MYPTI fehérjébe ill. mutansokba épiilt *P-ot a gélek széritasat

kovetden autoradiografiaval detektaltuk

A foszforilalt MYPT1 mutansok hatasa a PP1c aktivitasra

Tisztitott MYPT1 fehérjéket ILK-val, Rho-kinazzal vagy PKA-val foszforilaltuk 5
mM Mg”’, és 0,1 mM ATP yS jelenlétében, 30 °C-on. A foszforilalt fehérjék hatasat a PPlc
(1-5 nM) aktivitasra [**P]-MLC20 szubsztrattal hataroztuk meg.

Kinaz aktivitas kimutatasa SDS PAGE-t kovetéen

A trombocita citoszkeleton és részlegesen tisztitott miozin foszfatdz preparatumok
fehérjéinek elvalasztasat olyan gélben (10 % akrilamid) végeztiik, amelyet szubsztrat fehérjék
(100 pg/ml GST-MYPT1-C vagy 100 pg/ml His-MYPT1-C) jelenlétében polimerizaltunk. A
fehérjéket a gélben renaturaltuk, majd a kindz reakciét a gél 0,3 mM [y-*P]JATP-t (500-2000
cpm/pmol) és 5 mM MgCl,-ot tartalmazo6 pufferben torténd inkubalasaval végeztik. A nem
specifikusan kotodo radioaktiv ATP-t mosassal tavolitottuk el. A gélt 3MM Whatman papiron

szaritottuk, és a kin4z aktivitast mutat6 fehérjéket autoradiografiaval detektaltuk.

Z1P-kinaz és ILK elvalasztasa és részleges tisztitasa trombocita citoszkeletonbol

Mosott trombocita lizatumbol elvalasztott citoszkeleton frakciot 0,85 M KCl
jelenlétében szuszpendaltunk, majd a szuszpenziot ultrahangos kezelésnek vetettiilk ald. A
szuszpenzi6 centrifugalasa (60 perc, 15 000 g) utan kapott feliilisz6t PD-10 sdmentesitd

oszlopra vittlink. A puffercsere utan a citoszkeletalis fehérjéket SP-Sepharose oszlopon



valasztottuk el. Az oszlopot 75 mM NaCl-ot tartalmaz6 pufferrel mostuk, majd az oszlophoz
kotédo fehérjéket 0,075-0,6 M NaCl gradienssel elualtuk. Az ILK-t az atfoly6 frakcidban, a
ZIP-kindzt az SP-Sepharose-hoz kotddd frakcioban azonositottuk. Az ILK-t tartalmaz6 SP-
Sepharose atfolyd frakciokat Osszegytjtottik és 75 mM NaCl-ot tartalmazd pufferrel
ekvilibralt MonoQ oszlopra vittiik. Az oszlopot 75 mM NaCl-ot tartalmazé pufferrel mostuk,
majd az oszlophoz kotédott fehérjéket 0,075-1,0 M NaCl gradienssel elualtuk. A ZIP-kindz
tovabbi tisztitasat az SP-Sepharose-hoz kotdédo frakciobdl szintén MonoQ kromatografiaval

végeztik.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A trombocita citoszkeletonban lejatsz6dé foszforilacios folyamatok hatiasa a miozin
foszfataz aktivitasara

A trombocita szubcellularis frakcidokkal végzett Western-blottal a MYPT1 jelenlétét a
trombocita citoszkeletdlis és membran frakcidkban mutattuk ki. PPlc feliilrétegzéssel a
citoszkeletalis frakcioban egyetlen kotd-fehérjét, a 130/133 kDa MYPT1-et azonositottuk. A
trombocita citoszkeletalis frakcid csak PP1c-t tartalmaz, PP2A tipusu enzimeket nem. Ezért a
feliilrétegzési adatok arra utalnak, hogy ebben a frakcioban a PP1 tipusti enzimek koziil a
miozin foszfataz holoenzim a {6 Ser/Thr foszfatdz komponens.

A trombocita citoszkeleton frakcidoban MgATP-vel vagy MgATPyS-sel foszforilaciot
indukaltunk és tanulméanyoztuk a foszfataz aktivitas valtozéasat foszforilalt miozin konnytilanc
([**P]-MLC20) és [**P]-foszforilaz a szubsztratokkal. A foszforilacié a frakcié miozin
foszfataz és foszforildz foszfataz aktivitdsdnak csokkenését eredményezte, ami olyan
foszforilaciés folyamatokra utalt, amelyek kozvetlen (pl. a MYPT1 foszforilaciojaval) vagy
kozvetett ton (pl. a CPI-17 foszforilacidjaval) a miozin foszfatdz aktivitds gatlasat
eredményezik. Western-blot alapjan a CPI-17 a citoszkeletalis frakcioban nincs jelen. Ez arra
utal, hogy a foszfataz aktivitast a MYPT]1 foszforilacioja szabalyozza.

A miozin foszfatazt foszforilalo kindzok koziil a Rho-kindz szerepét a MYPTI1
foszforilacidjaban és a foszfataz aktivitds gatlasaban trombocitaban is jellemezték. Specifikus
Rho-kinaz inhibitorok (Y27632 vagy HA1077) azonban nem befolyasoltdk a MgATPyS
hatdsara bekovetkezd foszfatdz gatldas mértékét trombocita citoszkeletonban. Ezzel

Osszhangban Western-blot alapjan azt is kimutattuk, hogy a Rho-kindz a trombocita



citoszkeletonban nincs jelen, a fehérje elsésorban a citoszolikus és a membran frakciokban
lokalizalodik. Ezekbdl az adatokbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a trombocita citoszkeletonban
a Rho-kindztol eltérd protein kindzok katalizaljak a miozin foszfataz gatlo foszforilaciojat.
Ismert, hogy a Rho-kindz a MYPT1 Thr695 oldallancanak foszforilacigjaval gatolja a
miozin foszfatdz aktivitast. A foszfatdz gatlas mechanizmusanak kideritésére rekombinans
GST-MYPTl1-et tisztitott Rho-kindzzal vagy trombocita citoszkeletalis kinazokkal
foszforilaltunk és a foszforildlt MYPTlet a foszforilalt Thr695-re specifikus antitesttel
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a trombocita citoszkeletalis kindzok, a Rho-kinazhoz hasonléan,
a Thr695 oldallanc foszforilaciojaval fejtik ki gatlo hatasukat. Ezek a kisérletek tovabba azt is
megerdsitették, hogy a citoszkeletalis kinazok Thr695 oldallancot foszforilalo aktivitasa Rho-
kindz inhibitorokkal nem gatolhat6, ami uj MYPTI kindzok jelenlétére utal ebben a

frakcidban.

Trombocita szubcellularis frakciokban elofordulé MYPT1 és miozin Kkinazok
azonositasa

A MYPTI kindzok molekulatomegének azonositdsdra a trombocita citoszkeletalis
fehérjéket SDS-PAGE-sel olyan gélben valasztottuk el, amelyet a MYPT1 C-terminalis
szakaszat (667-1004) tartalmazo szubsztrat fehérje (GST-MYPTI-C) jelenlétében
polimerizaltunk. A fehérjéket a gélben renaturaltuk és a kinaz reakciot a gél Mg[y *JATP
jelenlétében torténd inkubélasaval hajtottuk végre. A GST-MYPTI-C fehérjébe épiilt **P-ot
autoradiografidval detektaltuk és ezek alapjan a kb. 54-59 kDa molekulatomegli kinazt
azonositottunk. Korabban kimutattdk, hogy az 52-54 kDa ZIP-kinadz és az 59 kDa ILK
foszforilalja a MLC20-ot. ZIP-kinaz és ILK specifikus antitestekkel végzett Western-blottal
kimutattuk, hogy a ZIP-kinaz és az ILK a trombocita citoszkeleton ¢s membran frakciokban is
jelen van. Ezért feltételezziik, hogy ezeknek a kindzoknak szerepiik lehet a miozin foszfatdz
trombocita citoszkeletonban megfigyelt foszforilaciojaban és gatlasaban. A ZIP-kindznak egy

kisebb molekulatomegii (~35 kDa) formajat is azonositottuk a membran frakcidban.

ILK és ZIP-kinaz enzimek elvalasztasa és részleges tisztitasa trombocitakbol: az izolalt
enzimek szubsztratspecificitaisanak tanulmanyozasa miozin és MYPT1 szubsztratokkal
A trombocita citoszkeletonnal asszocialoddé ILK-t ¢és ZIP-kinazt részlegesen

tisztitottuk. Az enzimeket SP-Sepharose kromatografiaval valasztottuk el, majd tovabbi



tisztitasukat MonoQ oszlopon végeztiik. A részlegesen tisztitott ZIP-kinaz és ILK enzimek
szubsztratspecificitasait MLC20, GST-MYPT1 ¢és GST-MYPT1-C szubsztratokkal hataroztuk
meg. A ZIP-kindz a MLC20-ba 1,4 mol/mol foszfat beépiilését katalizalta, azonban a GST-
MYPT1 ¢és a GST-MYPTI1-C szubsztratokat csak kismértékben (<0,2 mol P/mol)
foszforilalta. Az ILK mindhdrom szubsztratot foszforildlta de a MLC20-ot a ZIP-kindznal
kisebb sebességgel ¢és kisebb mértékben. Az ILK GST-MYPTI1 esetén 1,4 mol/mol, GST-
MYPTI1-C szubsztrattal 1 mol/mol foszfat beépiilését katalizalta. Az ILK-zal végzett GST-
MYPT1 foszforilaciét kévetéen anti-MYPT1P™ antitesttel kimutattuk hogy az ILK a
MYPTl-et a géatldo helyen foszforildlta. Az ILK 4altal GST-MYPTI-be beépitett
foszfatmennyiségbdl (1,4 mol/mol) arra kovetkeztettiink, hogy a Thr695 (a gatlo
foszforilaciés hely) mellett a fehérjében mas oldallancok is foszforildlodnak. Az
enzimkinetikai adatok tehat megerdsitik az ILK szerepét a MYPT1 foszforilacidjaban, mig a

ZIP-kindz kisérleteink alapjan inkabb a miozin foszforilacioért lehet felelds.

A miozin foszfataz holoenzimmel asszocialodéo MYPT1 kinazok azonositasa, MYPT1-et
foszforilalo hatasuk és a foszforilacios helyek feltarasa.

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a simaizombdl tobb Iépésben, szamos kromatografias
eljarassal tisztitott miozin foszfatdz holoenzim preparatum még tartalmaz olyan kinazokat,
amelyek a MYPT1 foszforilacidjaval modosithatjak a foszfataz aktivitast. Ezért a MYPT1 C-
terminalis fragmentumat SDS-poliakrilamid gélben szubsztratként hasznalva tanulmanyoztuk
a pulyka zazabdl tisztitott miozin foszfataz holoenzimben jelen 1év6 kinazok foszforilalo
hatdsat. Kimutattuk, hogy ebben a prepardtumban a MYPT1-et 35 kDa, 59 kDa és 70 kDa
molekulatomegili kindzok foszforilaljak. A 35 kDa kindz feltehetéen azonos azzal a korabban
jellemzett miozin foszfatdzzal asszocialédd kindzzal, amelyrdl ismert, hogy a ZIP-kinaz
kisérleteink alapjan a 70 kDa enzim a cGMP-fiiggd protein kinaz egyik izoforméjara
specifikus antitesttel adott keresztreakciot. Western-blottal igazoltuk, hogy az 59 kDa enzim
az ILK-nak felel meg. Ez arra utal, hogy az ILK a miozin foszfatdz holoenzimmel asszocidlva
marad szamos kromatografias elvalasztasi 1épés utan is, amely erds kolcsonhatast feltételez a
kinaz és szubsztratja kozott.

Z0z4bol tisztitott ILK-zal vad tipusi és mutdns, baktériumban expresszalt

(hexahisztidin- (His) vagy GST-fuzios fehérjeként eldallitott) MYPT1-et foszforilaltunk,
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hogy az ILK altal a MYPTI-ben foszforilalt oldallancokat jellemezziik. Az ILK nem
foszforilalta a His-MYPT1'?, viszont 0,8 mol/mol foszfatot épitett a His-MYPT1'™"
fragmentumba, ami arra utal, hogy az egyik foszforilacids hely a 296-511 peptidszakaszon
talalhato. Az ILK 1,3 mol/mol mértékig foszforilalta a vad tipusi GST-MYPTl1-et, és ez a
foszforilaci6 1 mol/mol értékre csokkent a gatld foszforilacidos hely (Thr695) alanin
mutaciojat tartalmazé GST-MYPT1'%** szubsztrattal. Az ILK-val foszforilalt szubsztrat
ehérjék tripszines emésztését kovetden az elvalasztott foszfopeptidek szekvencia analizise a
MYPTI-ben a Thr495, a Thr695 ¢és a Thr709 oldallancok foszforilaciojara utalt. A
foszfopeptidek mennyiségének viszonya alapjan a Thr709 lehet a f6 foszforilacids hely, ehhez
képest a Thr695 és a Thr495 kisebb mértékben foszforilalodik.

A MYPT1™!" és a MYPT1™* foszforilalt formai a defoszforilalt fehérjékhez
hasonl6 hatéssal vannak a PP1c aktivitasara. Ezzel szemben a GST-MYPT1 foszforilacidjaval
nagymértékben novekszik a PP1c-t gatlo hatds, ami arra utal, hogy a gatld hatas kifejlodése a
molekula C-termindlis felén taldlhatdo Thr695 oldallanc foszforilaciojaval aranyos. Ezt a
foszforilalt Thr695-re specifikus antitesttel végzett Western blot analizis is aldtdmasztotta. A
MYPT!1 defoszforilalt C-terminalis régidja (MYPT1>'*"**) nem kétédik a PPlc-hez. A
MYPT1°'*% 32 kDa ZIP-kinizzal vagy ILK-zal foszforilalt formai gatoljdk a PPlc
aktivitasat. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a gatlas kialakuldsaban
szerepet jatszhat a PPlc és a Thr695 oldallancon foszforilalt C-termindlis peptidszakasz

kolcsOnhatasa is.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALO ERTEKELESE

Eredményeink szerint az ILK sokoldaltan szabalyozhatja a miozin foszforilacigjat és ezzel
fontos szerepet jatszik a simaizmok, ill. a sejtek kontraktilis folyamataiban. Kimutattuk, hogy
az ILK részlegesen aktiv formdja simaizmokban és trombocitdkban is eléfordul, ahol
kontraktilis és citoszkeletalis fehérjékkel asszocidlodik. Az ILK az aldbbi séma szerint

foszforilalja a miozint és a miozin foszfataz regulétor alegységét (MYPT1):
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A MYPTI foszforilacid a foszfataz aktivitds gatlasat eredményezve segiti el6 a magasabb
miozin foszforilacios szint kialakuldsat. Ezen szabalyozési folyamatok, a RhoA/Rho-kindz
hatasahoz hasonloan, a kontraktilis folyamatok kifejlodését segithetik alacsony intracellularis
Ca**-koncentracioknal. Az ILK a Rho-kinazhoz hasonlo hatdst abban is, hogy irodalmi
adatok szerint a CPI-17 fehérje foszforilacigjaval is fokozza annak miozin foszfataz
holoenzimet gatlo képességét. Ez utobbi folyamat is része lehet a Ca®'-érzékenyitési
mechanizmusnak és fokozhatja a miozin foszforilacio mértékét, mivel szintén a foszfataz

aktivitas gatlasat teszi lehetoveé.

12



A miozin foszforilacidjaban a ZIP-kinaz is részt vehet, de eredményeink szerint az
enzim nagy molekulatomegii formdja (52-54 kDa) csak a miozin foszforilaciojat katalizalja, a
MYPT1-et foszforilalo aktivitasa viszonylag alacsony, CPI-17 fehérj ét foszforilalo képességét
32 kDa ZIP-kinaz irodalmi adatok szerint a miozin foszforilaciojat, a MYPTI1 gatlo

foszforilacidjat, valamint a CPI-17 foszforilacidjat is képes katalizalni.
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Eredményeink szerint trombocitdkban a kisebb molekulatomegti ZIP-kindaz (~35 kDa) a
membran frakcioban van jelen. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek azonban annak
bizonyitasara, hogy ez az enzim egy kisebb molekulatomegii izoformanak felel-e meg, vagy a
nagyobb molekulatdmegii formabol keletkezik, pl. proteolitikus hasitassal.

Az irodalmi adatok, valamint sajat eredményeink fényében felmeriilhet a kérdés, vajon
miért van sziikség a miozin foszforilacios szintjének ilyen sokoldalt szabalyozasara. Az egyik
lehetséges valasz, hogy a szabalyozé fehérjék lokalizacidja részben eltérd. Eredményeink
szerint pl. az ILK jelen van a citoszkeletonban, ahol a Rho-kindz nem mutathat6 ki.
Hasonldan, a 32-35 kDa ZIP-kinaz kizarolagos lokalizacidjat tapasztaltuk a trombocita

membran frakcidban, ahol viszont az 52-54 kDa ZIP-kindz, az ILK és a Rho-kinéz is jelen
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van. Az ILK és a ZIP-kindz miozin foszforilaciot szabalyozo szerepe pl. olyan esetekben
nyilvanulhat meg, amikor a Ca*"-fiiggd és/vagy a RhoA/Rho-kinaz jelatviteli Gtvonalak nem
aktivalodnak. Eredményeink elssorban in vitro adatokkal szolgalnak annak bizonyitasara,
hogy az ILK és a ZIP-kinaz feltételezhetden ilyen funkciot tolt be. Az ILK és a ZIP-kinaz
jelatviteli folyamatokban torténd aktivalddasanak mechanizmusat azonban még nem ismerjiik.
Kimutattak, hogy az ILK kotddik az integrinek P alegységéhez, valamint aktint kotd
fehérjékhez, azonban ezen kolcsonhatasoknak az ILK aktivitds szabalyozasaban jatszott
szerepe még nem tisztazott. A ZIP-kindzrél feltételezik, hogy az enzim dimerizcioja
sziikséges az aktivalodashoz. Nem ismeretesek azonban a fiziologiai stimulusok és az enzim
aktivalodasa kozotti részfolyamatok. A két enzim jelatviteli folyamatokkal vald kapcsolatanak

kideritése feltehetden tovabbi intenziv kutatasok targya lesz a kozeljovoben.
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