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BEVEZETES

Az eukariota szervezetek sejtfolyamatainak alapvetd szabalyozasi mechanizmusa a
fehérjék foszforilacidja és defoszforilacidja. Becslések szerint a fehérjék mintegy harmada
tartalmaz kovalensen kotott foszfatot (Hunter, 1995). A protein kindzok a fehérjék
foszforilacidjat katalizaljadk, amely soran nukleozid-trifoszfatok (leggyakrabban ATP)
terminalis foszfatcsoportjat épitik be szerin (Ser), treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr)
oldallancokba (Cohen P., 1989). A foszforilacio reverzibilitdsat a protein foszfatdzok (PP)
biztositjak a fehérjékben észterkotéssel kapcesolddo foszfatesoportok hidrolizisével.

A humén genom koriilbeliil 500 protein kindzt kdédol. Ezek kb. kétharmada Ser/Thr-
specifikus kindz. Protein foszfatdz katalitikus alegységet kb.150 gén kodol, ezek koziil
mintegy 40 Ser/Thr specifikus protein foszfataz (Nemzetkézi Humén Genom Szekvenald
Konzorcium, Cohen, 2002). A protein kindzok tobbségénél ismert a szekvencia-specificitas,
¢s statisztikai analizisek alapjan szinte kizardlagos Ser/Thr illetve Tyr specificitas allapithatd
meg (Kreegipuu €és mtsai., 1998). A protein foszfatdz katalitikus alegységek viszonylag kis
szamat a katalitikus alegyégekkel holoenzimet alkotd és hozzajuk kapcsolédd szabalyozo
alegységek kompenzéljadk. A szabalyozo (regulator) alegységek a holoenzim szubsztrat-
specificitasat, valamint katalitikus aktivitasat befolyasoljak, mivel a katalitikus alegységhez
¢s a szubsztrathoz is kotddve az enzimeket kiilonbozd szubcellularis kompartmentekhez
iranyitjdk. A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok csaladjat a PP1, PP2A, PP2B
(kalcineurin), PP2C, PP4, PP6, PP5 és PP7 enzimek alkotjak (Barton és mtsai, 1994; Cohen,
1997). Ezek koziil kiemelkedé fontossagunak tekinthetok a PP1 és PP2A enzim, amelyek a
sejtekben viszonylag nagy koncentracidoban fordulnak elé és szamos bioldgiai folyamatot
szabalyoznak.

A miozin foszfatdz (MP) a PPl enzimcsaldd tagja, amely egy PP1 katalitikus
alegységbdl (PPl1c), egy miozinhoz is kotddo szabalyozé alegységbdl (myosin phosphatase
target subunit, MYPT) és egy eddig még ismeretlen funkcioja 20 kDa fehérjébdl all. Az
enzim szubsztrat-specificitasaban és aktivitdsanak szabalyozasdban a MYPT jatszik dontd
szerepet. A miozin foszfatazt elészor izomszovetekben jellemezték, és szerepét a
kontraktilitas szabalyozasaban ismerték fel, amely a miozin 20 kDa molekulatomegi
konnytilanc (MLC20) defoszforilacioja altal valosul meg. Munkadm célja a miozin foszfatdz
kimutatasanak, sejten beliilli lokalizacidjanak, szabalyozéasi lehetdségeinek és a
sejtfolyamatokban betoltott szerepének feltdrasa volt nem-izom szovetekben és sejtekben

(agyszovet, hepatocita), ahol a miozin foszfatazt eddig még nem jellemezték.



IRODALMI ATTEKINTES

A PROTEIN FOSZFATAZ 1 ES 2A HOLOENZIMEK SZERKEZETE ES SZABALYOZASA
PPIc katalitikus alegység izoformak

A protein foszfatdz-1 (PP1) katalitikus alegység (PPlc) (35-38 kDa) az egyik
legkonzervaltabb eukariota fehérje. A PP1 a foszfohidrolazok olyan szupercsaladjat alkotja,
amely mindharom nagy filogenetikai csoportban (eubaktériumok, archeak és eukariotak)
jelen van. A legtdbb prokariotaban nincsenek vagy csak néhany foszfatazt talalunk, mig az
evolucio soran az eukaridtaknal a protein foszfatazok, kivaltképp a Ser/Thr specifikus protein
foszfatazok szama ugrasszerien megnétt. A PP1 katalitikus alegységek nagy szekvencia-
homologiat mutatnak, igy a filogenetikailag koran ledgazott Gardia lambia protein foszfataza
is 72 %-os homologiat mutat az emlés PP1 izoformakkal. A legtobb eukariotaban tobb gén
koédol PPlc izoformékat, igy az Arabidobsis thaliana nyolc PP1-et kodold gént tartalmaz.
Ezzel szemben a Saccharomyces cerevisiae csak egy PPlc-t (Glc7) kodol (Dombradi, 1997).
Az emlésokben harom PP1 gén talalhatd: PPlca, PPlcy és PP1cP/d. A PPlcy izoformédnak
két alternativ splicing-gal képzddd variansa van: a PPlcy; és a PPlcy, (Cohen, 1988;
Dombradi és mtsai., 1990; Sasaki és mtsai., 1990). A PP1ca—nak szintén két splice varidnsa
van, a PPlca;és PPlca, (Durfee és mtsai., 1993), amelyek létezését a human genom
szekvenciainak elemzése is alatdmasztotta (Ensembl, ENSP0000176139). A PPlcy, a
tesztiszben €és agyban expresszalodik, mas szovetekben az dsszes emlds izoforma altalanosan
el6éfordul, de eltérd sejten beliili lokalizacidt mutatnak.

A PPlc kristalyszerkezetét a mikrocisztin inhibitorral (Goldberg és mtsai., 1995),
foszfat analoggal (Egloff és mtsai., 1995), a glikogén-koto alegység rovid peptidszakaszaval
(Egloff és mtsai., 1997) és a MYPT szabalyozo6 alegység N-termindlis peptidjével (Terrak és
mtsai., 2004) kristalyositva hataroztdk meg. A PP1lc N- és C-szubdoménokra tagolhato. Az
N-szubdomén kompakt szerkezetet alkot, ¢és magaban foglalja az enzimaktivitas
szabalyozasaban szerepet jatsz6 aktiv centrumot annak két fémionjaval. Az aktiv centrum az
N-szubdomén Y-alaku katalitikus arkdban helyezkedik el. A katalitikus drok harom 4ga, a C-
termindlis, a hidrofob-, illetve a savas-drok koziil az utobbi kettdnek van jelentdsége a
szubsztratok kotésében. A C-szubdomén rendezetlen szerkezetii, a szubsztrat és inhibitor
fehérjek lehetséges kotéhelye. A PPlc izoformak aminosav szekvencidjanak hasonldsaga
kozel 90 %-os, ezért a PPl holoenzimek széles szubsztratspecifitisa arra utal, hogy

elsdsorban a PPl holoenzim szabalyozé alegysége az, amely meghatarozza a PP1



funkcioinak tag spektrumat. A PP1c katalitikus aktivitasat a hozza kot6dd inhibitor fehérjék
mellett mikroorganizmusok és rovarok altal termelt sejtpermedbilis toxinok is gatolhatjak.
Ilyen a mikrocisztin LR, egy ciklikus hexapeptid, amely részben a két fémion altal kotott
vizmolekuldval 1ép kapcsolatba, valamint a hidrofob arokban kotédve lefedi a katalitikus
centrumot is, ezzel gatolja a foszfoszubsztrat kotddését és hidrolizisét. A mikrocisztin altal
kialakul6o gatlas irreverzibilis, ugyanis a mikrocisztin kovalens kapcsolatot is létesit a
katalitikus alegységgel, habar ez a kotés a gatldsnak nem feltétele. A poliéter okadainsav
(OA) a hidrofob arokhoz kotédik, és hidrogén-kotést alakit ki a Tyr-272-vel, amely a
katalitikus centrum része. Ezek a toxinok fontosak a PP1 és PP2A enzimek homeosztazist

fenntartd szerepének vizsgélataiban is.

PPI szabalyozo alegységek

Feltételezések szerint a PPIc a sejtben szabadon legfeljebb atmenetileg 1étezhet,
inkdbb kiilonbdzd szabalyozo alegységekhez kapcsolddva holoenzim forméban fordul eld.
Eddig kozel 50 szabalyoz6 alegységet irtak le, de a human genom szekvencia elemzése
alapjan még tovabbi PP1-kotd fehérjék jelenléte feltételezhetd emlds sejtekben (Ceulemans
¢és mtsai., 2001).

A szabalyozd alegységek koziil megkiilonboztetiink elsddleges alegységeket,
masodlagos kotd fehérjéket illetve modulator/inhibitor fehérjéket. Az elsddleges szabalyozo
alegységek a PPlc-vel létrehozott holoenzimet adott szubsztrathoz, illetve szubcelluldris
kompartmenthez iranyitjak. Igy ezeket a ,,célpont” szerint csoportositva megkiilonboztetiink
glikogénhez (Gu, R5), miozinhoz (MYPT1, MYPT2, p85), a spliceszoméhoz/RNS-hez
(NIPP, p99), a citoszkeletonhoz (neurabin, spinofilin), valamint a centroszomahoz
(AKAP350) iranyitd szabalyozo6 alegységeket (/. tablazat). A glikogénhez is kotddd PPlc-
koté fehérje sokféle lehet, igy pl. emlésokben Gy, Gr, RS5/PTG és R6 fehérjéket
azonositottak (Doherty és mtsai., 1995; Armstrong és mtsai., 1997). Az eddig leirt glikogén-
kotd alegységek N-termindlis részén egy poliszacharid k6t motivumot is azonositottak (Wu
¢s mtsai., 1998). A G alegység a majban, a Gy alegység a sziv-és vazizomban, az R5/PTG
¢s R6 szamos szovetben iranyitja a PPlc-t a glikogén partikuldkhoz. A Gy alegység (128
kDa) harom, a glikogén anyagcserében szerepet jatszé glikogénkotd enzimhez (glikogén
foszforilaz, foszforilaz kindz és glikogén szintetaz) irdnyitja a PPlc-t. A PPlc aktivitdsa a
PPlc-Gy  komplexben nyolcszorosdra nd, ¢és kevésbé lesz érzékeny a citoszolikus

inhibitorokra (Hubbard és Cohen, 1989).



A sejtmagban a NIPP (45 kDa) és PNUTS/p99 inhibitor fehérjék (99 kDa) a PPlc-t a

pre-mRNS-hez iranyitjak (Jagiello és mtsai., 1997), igy feltételezhetd, hogy a PP1 eddig nem

jellemzett, a transzkripcioban is szerepet jatszé fehérje defoszorilacidjdban is jelentds. A

PP1-NIPP-1 komplexben a kolcsonhatasok reverzibilis foszforilacidoval szabalyozhatok. A

cAMP-fiiggo protein kindz (PKA) a Ser199 és Serl178, mig a kazein kindz-2 (CK-2) a Ser204

¢s Thr161 oldallancokon foszforilalja a NIPP alegységet. Barmely kinaz 4ltal torténd foszfo-

1. tablazat A protein foszfataz-1 szabalyozo alegységek osztalyozasa

Szabalyozo alegység

Elettani szerep

Szovet/sejten beliili lokalizacio

ELSODLEGES ALEGYSEGEK

Glikogénhez iranyitas

Gum vazizom, sziv, glikogén partikulak
GL glikogén anyagcsere maj, glikogén partikulak
RS altalanosan expresszal6do
R6 altalanosan expresszal6do
Miozinhoz/aktinhoz iranyitas
MYPTI1 simaizom kontrakcio simaizom €s nem-izom szdvetek
MYPT2 vazizom kontrakcid vazizom, sziv, miofibrillumok
p85 aktin citoszkeleton széleskoriien elterjedt
RNS-hez iranyitas
NIPP pre-mRNS splicing széleskorben elterjedt, sejtmag
HCF transzkripcid széleskorben elterjedt, sejtmag
p99 RNS érés és szallitas széleskorben elterjedt

Plazmamembranhoz és
citoszkeletonhoz iranyitas

Neurabin I szinapszisok morfologidja | neuronalis, plazmemembr. és aktin citoszkelet.
Spinofilin szinaptikus jelatvitel altalanosan expresszal6do, plazmamemb.
AKAP220 PKA ¢és PP1 koordinacid agy, here, peroxiszoma/citoszkeleton
Centroszomahoz iranyitas
AKAP350 centroszoma mitkodése altalanosan expresszalodo, centroszoma
MASODLAGOS KOTO
FEHERJEK
Nuklearis membranhoz iranyitas
AKAP149 sejtmag membran

ujraszervez6dés

altalanosan elterjedt, sejtmag membran

Centroszémahoz iranyitas
Nek2

centroszoma szétvalas

altalanosan expresszal6do, centroszéma és
citoplazma

Mitokondriumhoz iranyitas

Bcl-2 apoptozis altalanosan exprszzal6do, mitokondrialis
membran
MODULATOR/INHIBITOR
FEHERJEK
I-1 PPlc gatlasa altalanosan expresszalodo, citoszol
DARPP-32 PPlc gatlasa agy, vese, citoszol
I-2 PPlc gatlasa, chaperon altalanosan expresszalodo, citoszol és nukleusz
CPI-17 PPlc gatlasa simaizom
PHI-1 PP1 holoenzim gatlasa altalanosan expresszal6do
PHI-2 PP1 holoenzim gatlasa szivizom
KEPI PP1 holoenzim gatlasa szivizom




rilacié a PP1c-NIPP holoenzim aktivalasat eredményezi (Vultseke és mtsai., 1997). A miozin
foszfatdz enzimben a PPlc katalitikus alegységhez miozinhoz iranyit6 MYPT alegység
kotddik. A miozin foszfataz szerkezetének és szabalyozasanak részletes kifejtése a kovetkezd
fejezetekben talalhato.

A masodlagos kotdé fehérjék csak a PPlc-kotohellyel rendelkeznek, szubsztrat-
kotohellyel nem, igy sok esetben ezek a fehérjék az enzim szubsztratjai (Ceulemans és mtsai.,
2002). Ilyen példaul a retinoblasztéma fehérje, a NimA-fiiggd kindz 2 (Nek2), az AKAP149
vagy a Bcl-2.

A modulator alegységek legtobbszor viszonylag kis molekulatomegii (14-32 kDa),
héstabil inhibitor fehérjék (I-1, DARPP-32, CPI-17, G-szubsztrat stb.). Ezek nem a PPlc
célra irdnyitasaban vesznek részt, hanem a PP1c-hez kotddve szabédlyozzak annak aktivitasat.
A citoszolikus inhibitor-1 (I-1), a DARPP-32 (32 kDa dopamin és cAMP altal szabalyzott
foszforprotein), valamint a CPI-17 (17 kDa PKC altal aktivalt inhibitor) PP1c gatlo hatdsa a
treonin oldallancukon torténd foszforilaciotol fiigg (Cohen PTW., 2002). Az I-1 és DARPP-
32 a PKA, mig a CPI-17 a PKC (protein kindz C) altal foszforildlhat6. Az inhibitor
fehérjékben a foszforilalt treonin és a kornyezetében 1évé aminosavak szubsztratanalogként
viselkedve a PPlc katalitikus centrumanak kozelében kotdédnek és gatoljak az enzim
aktivitasat (Goldberg és mtsai., 1995). Az I-1 altalanosan eléfordulo fehérje, mig a DARPP-
32 expresszioja elsdsorban az agyra jellemz6. A CPI-17 a simaizomban és agyban fordul eld,
¢s a miozin foszfatazra specifikus inhibitornak tekintik (b6évebben 1d. 20. oldal). Az inhibitor-
2 (I-2) az eddigiekkel ellentétben defoszforilalt allapotban gatolja a PP1c aktivitasat. Korabbi
hipotézisek szerint a PP1c-I-2 komplex citoszolikus PP1c raktarként funkcionalhat. Az 1-2
segit a PPlc nativ térszerkezetének kialakitdsaban, ezzel tehat dajkafehérje (chaperon)

funkciot is betolthet (Alessi és mtsai., 1993; MacKintosh és mtsai., 1996).

A szabadlyozo alegységek és a PPIc kapcsolata

A regulator fehérjék rendkiviil valtozatosak, jelentdsebb szekvencia-homoldgia csak
izoformék esetén talalhatd, ezért szamitégépes adatbazis segitségével torténd keresésiik
nehéz. A nagyfoku valtozatossag ellenére azonban csaknem mindegyik szabalyozé alegység
tartalmaz egy rovid szekvenciamotivumot (K/R-x1-V/I-X2-F/W, a tovabbiakban RVxF
motivum), amely specifikus kotddést biztosit a katalitikus alegységhez (Endo és mtsai., 1996;
Egloff és mtsai,, 1997). A human genom altal kodolt fehérjék tobb mint 10%-aban
megtalalhatd a degenerdlt RVXF motivum, mégis a valodi PPlc-kotd fehérjék szama

viszonylag kevés. A glikogénhez iranyitd Gy alegység kotOmotivumot és kornyezetét is
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tartalmazod 13 aminosavbol allo6 peptidjének PPlc-vel torténd egyiittes kristalyositasa és
rontgenkrisztallografias vizsgalata megerdsitette az RVXF motivum esszencialis szerepét a
kolesonhatasban. Az RVXF motivum a PPlc katalitikus centrumatol tdvol 1€vd hidrofob
zsebhez kotddik (Egloff és mitsai., 1997), a kotddést a kotémotivumot megeldzé bazikus

aminosavak ¢s a PP1c savas oldallancai kozott kialakuld kapcesolatok is erdsitik.

PP2A szerkezete és szabdlyozdsa

A PP2A Ser/Thr specifikus multimer enzim, amelynek katalitikus alegysége (PP2Ac)
az evolucid soran szerkezetét nagymértékben megtartotta, igy a hasado €lesztégombak és a
huméan PP2A katalitikus alegysége is 86% szekvencia-homologiat mutat. A PP2A szerepet
jatszhat a sejten beliili anyagcsere-folyamatokban, a DNS replikacidban, a transzkripcidban,
az RNS splicingban, a transzlacidban, a sejtciklusban és a morfogenezisben is (Wera ¢€s
Hemmings, 1995). A PP2A szamos Osszetett protein kinaz kaszkadot szabalyoz: a kinazok
koziil a PKA (Liauw ¢és Steinberg, 1996), a PKB (protein kindz B) (Andjelkovic és mtsai.,
1996), a PKC (Ricciarelli és Azzi, 1998), a CaMK-II (kalmodulin fiiggd kinaz II) (Barnes ¢és
mtsai., 1995) is defoszforilalodik PP2A 4ltal. A PP2A sokoldalu hatasa, a PPI
enzimcsalddhoz hasonldéan, annak tulajdonithatd, hogy a katalitikus alegység sokféle
szabalyozd alegységgel léphet kolcsonhatasba. Szerkezetiikre jellemzd, hogy katalitikus
alegységbdl (C, PP2Ac), 65 kDa A (PR65 alegység) és egy B szabalyoz6 alegységbdl allnak.
Az A alegység szerepe a tovabbi szabalyozd alegységek és fehérjék toborzasa az A-C
dimerhez. A B alegység harom formdajat mutattdk ki (B, B’ és B’’ vagy PRS55, PR61 ¢és
PR72). Mindharom B alegység tovabbi izoformai is 1éteznek, igy dsszességében tobb mint 50
kiilonb6z6 trimer holoenzim johet 1étre ezek variansaiként (Millward és mtsai., 1999).

Szamos viralis fehérje alkot komplexet a PP2A-val, modositva annak aktivitasat és
szubsztratspecificitasat. Igy példaul az SV40 kis ¢ antigén, helyettesitheti a B alegységet és
gatolja a PP2A aktivitast (Kamibayashi és Mumby, 1995), mig két HIV-kodolt fehérje, az
Ncp7 és Vpr, kozvetleniil kotddik a PR61-et tartalmazo trimerhez, és aktivalja azt (Tung és
mtsai., 1997). A PP1 enzimekkel ellentétben a PP2A holoenzim aktivitasat az I-1 ¢és I-2
fehérjék nem befolyasoljak. A PP2A aktivitisdhoz extra fémion nem sziikséges, a PP2B Ca®"
és a PP2C Mg*"-fiiggd mitkddésével ellentétben. A membranpermedbilis toxinok koziil az
OA a PP2A-t alacsonyabb koncentracioban gatolja (ICsp= 0,2 nM), mint a PP1 enzimet
(ICsp= 50-100 nM) in vitro. In vivo az OA a PPl enzimre még 100 nM-ndl nagyobb
koncentracioban sem hat, ezzel szemben a PP2A gatlas mar 5-50 nM OA-val is megfigyelték

(Favre és mtsai., 1997).
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A MIOZIN FOSZFORILACIO FIZIOLOGIAI JELENTOSEGE: A MIOZIN KINAZOK ES A MIOZIN
FOSZFATAZ SZABALYOZO SZEREPE

Az elsdsorban simaizomban ¢€s a legtobb nem-izom sejtben is megtaldlhaté miozin
izoforma, a miozin-II foszforilacidja sokféle sejtfolyamatban jatszik kulcsszerepet, mint pl. a
citokinézisben, a citoszkeleton atrendezodésében, a trombocitak aktivalasban és kiillonbozo
ioncsatornak szabalyozasaban. A miozin II az aktinnal asszocialodé motoros fehérje, amely
két miozin II nehézlancbol (200-204 kDa) és a nehézlancokhoz kapcsolodd két
konnytlancbol (17 kDa és 20 kDa) all. A miozin 20 kDa kénnyli lancanak (MLC20)
foszforilacidja az aktomiozin komplex kontrakcigjat indukalja, mig a miozin foszfatdz altal
torténd defoszforilacio elernyedést (relaxaciot) eredményez. A sejtekben az aktin-
citoszkeleton szervezddése és annak dinamizmusa szintén reverzibilis protein foszforilacidval
szabalyzodik, amelynek egyik legfontosabb eleme az MLC20 foszforilacioja. A MLC20
foszforilacijanak novekedése a sejtekben fokozza a stresszrostok és fokalis adhéziok
kialakulasat, ezzel szemben defoszforilacioja ezek felbomlasat idézi eld.

A miozin foszforilacids szintje tehdt szamos sejtfolyamatban alapvetd szabalyozo
tényezd: a foszforilacid6 mértékét a miozint foszforilald kindzok és a defoszforilaciot
katalizalo miozin foszfataz aktivitdsdnak ardnya szabja meg. A kindzok és a miozin foszfataz
aktivitdsa sokoldaltan, szdmos jelatviteli utvonalon keresztil szabalyozhatdé. Ezen
szabalyozasi mechanizmusok tanulméanyozasanak modelljéiil sokaig a simaizom kontrakcios
folyamatok vizsgalata szolgélt. A miozin foszforilacié/defoszforilacidé szamos simaizomhoz
kotott funkciot szabalyoz, igy a vaszkularis tonust, a gasztrointesztinalis motilitast, a
horgdasztmat és a méhosszehtizodast is. Ezaltal szerepe van a vaszkularis simaizom
hiperkontraktilitdsban, ami magas vérnyomasban, koronarias gorcsben és kisagyi érgorcsben
fejezddik ki (Somlyo és Somlyo, 2003; Ceulemans és Bollen, 2004). A simaizom kontrakcid
¢s a miozin foszforilacid klasszikus elmélete szerint agonistdk hatisara, illetve a membran
depolarizaciojaval novekszik az intracellularis Ca®" koncentracié ([Ca*']), amely Ca'-
kalmodulin (CaM) komplex kialakuldsat eredményezve noveli a CaM-fliggd miozin
konnytilanc kinaz (MLCK) aktivitasat. Ezzel az MLCK/MP aktivitas arany novekszik, ami a
miozin foszforilacios szintjének emelkedését és izomdsszehtizodast eredményez. A [Ca™];
csokkenésével a kinaz/foszfatdz aktivitds ardny csokken, és el6térbe keriil a miozin
defoszforilacioja, amelynek révén az izom relaxacidja kovetkezik be. E mechanizmusban a

miozin foszfataz szerepérol azt feltételezték, hogy a miozin defoszforilacidjaval mindossze a
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folyamat reverzibilitasat  biztositja. A  miozin foszfatdz  szabalyozdsanak az
izom{sszehtizodasban jatszott alapvetd szerepére azok a kisérletek hivtak fel a figyelmet,
amelynek soran kimutattdk, hogy a foszfatdz membranpermeabilis toxinokkal torténd gatlasa
6nmagaban is izomkontrakcidt és miozin foszforilaciot indukal, alacsony [Ca*']; és MLCK

aktivitas mellett is (Takai és mtsai., 1987). A foszfataz gatlas jelentéségén kiviil (amely mi-

MLCK/ROK

RN

miozin miozin-P

~_

PP1c-MYPT-P

ROK PKA, PKG

]

RhoA cAMP/cGMP

Ca-szenzitizacio Ca-deszenzitizacio

1.dbra A miozin foszforilaciot szabalyozo tényezok.

kdddé miozin kinaz hianyaban nem lenne elégséges a foszforilacios szint noveléséhez) ezek a
kisérletek arra is felhivtak a figyelmet, hogy az MLCK mellett mas, Ca*"-tol fiiggetlen
kin4zok is részt vehetnek a miozin foszforilacigjaban. A foszfatdz inhibitorokhoz hasonlo
hatast figyeltek meg, azaz foszfataz-gatlast és alacsony [Ca®']; mellett megvalésuld miozin
foszforilaciot lassi ¢és fenntartott kontrakcioval, GTPyS-el kezelt permeabilizalt
simaizmokban. A folyamat molekularis hatterét tanulmanyozva kimutattdk, hogy a GTPyS a
GTP-kotd RhoA fehérjét aktivalja, amely a RhoA aktivalt protein kindz (ROK) aktivitasat
noveli. A ROK foszforildlja a miozint és a miozin foszfataiz MYPT alegységét. Ez utobbi
foszforilacié a miozin foszfataz gatlasat eredményezve segiti eld a miozin foszforilacios
szintjének novekedését. Az allando (és viszonylag alacsony) [Ca®"); jelenlétében a foszfatéz
gatlasaval parhuzamosan kifejlédd kontrakcié és miozin foszforilacid jelenségét Ca*'-

e, ey, . .. , e 1 24+ e, ey,
szenzitizacidnak nevezik. Ezzel szemben a miozin foszfataz aktivalasa Ca=—-deszenzitizicidt
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okoz. Ez a hatas gyakran a ciklikus nukleotidok (cAMP, cGMP) intracelluléris szintjének
novekedéséhez, illetve ezen hirvivok altal aktivalt protein kindzokhoz (PKA, PKG) kotott, de
a mechanizmus még nem minden részletében tisztazott.

Mindezen megfigyelések a miozin foszfatdz szabalyozo hatdsanak fontossagéara
utaltak, €s részben ennek tulajdonithatdé az utobbi évtized aktiv kutatomunkaja, amely az

enzim szerkezetének és szabalyozasi lehetdségeinek megismerésére irdnyult.

A MIOZIN FOSZFATAZ SZERKEZETE
A MYPTI alegységszerkezete

A MYPTI1 alegységeket elsoként csirke ztuza (Shimizu és mtasi., 1994) és patkany
aorta (Chen és mtsai., 1994) konyvtarbol klonoztak, és kimutattdk egy hosszabb (133 Da) ¢és
rovidebb (110-130 kDa) izoforma 1étezését is. A miozin foszfatdz heterotrimer,. amely egy
38 kDa katalitikus alegységbdl (altalaban PP1¢d), egy 110-130 kDa szabalyoz6 alegységbdl
(MYPT1) és egy 20 kDa alegységbdl all (M20) (Hartshorne és mtsai., 2004). A MYPT1-ben
az N-terminalis peptidszakaszok kdtddnek a PP1cd-hez, a MYPT1 C-terminalis vége (934-
1006) az M20-szal val6 kolcsonhatasban jatszik szerepet. A MYPT1 t6bb izoformajat szamos
fajbol klonoztak. A kiilonb6z6 MYPT1 izoformdk splice variansok, melyek ugyanarrdl a
génrdl irddnak at, és a 12q15-q21.2 human kromoszoéman talalhatok. A kazetta-tipusu splice
varidnsok kozotti kiilonbségek a kozépsd inzert (123 nukleotid, 512-552 inzert) illetve a
leucin cipzar jelenlétének illetve hianyanak tulajdonithatok.

A MYPTI1 jellegzetes része az N—termindlis részen taldlhaté PP1c-k6td motivum
(PKVKEF*™). Els6dlegesen ez a szekvencia felelés a PP1cd kotéséért, de masodlagosan mas
MYPT szakaszok is szerepet jatszhatnak a holoenzim kdlcsonhatdsainak kialakitdsdban. A
kotdmotivummal vald kolesonhatas esszencidlis a PP1c-MYPT komplex kialakuldsaban. A
kotomotivum kapcsolddasa indukalja az 1-22 aminosavbol all6 peptidszakasz, az ankirin—
szerli ismétlédések, valamint a 304-511 peptidszakaszok kooperativ kotodését (Toth és
mtsai., 2000a). Ezeket a kdlcsénhatasokat a MYPT' ™ fragmentumbol és a PP1cd-bol allo
komplex kristalyositasa és rontgenszerkezeti vizsgalata altal is bizonyitotta.

A MYPTI1 2560 A? felszinen érintkezik a PP1cd-val, és ez a kolcsonhatas a PP1cd Y-
alaka katalitikus 4arkénak szerkezeti Ujrarendezddéséhez vezet. A katalitikus arok
meghosszabbitasaval a kialakult holoenzim katalitikus aktivitdsa nd (Terrak és mtsai., 2004).
A kotémotivumot kdveti a hét ankirin-szerli ismétlédés, amely konzervativ B-hajti kanyar-

hélix-hurok-hélix (Bo) szerkezeti és a MYPT izoformak legkonzervaltabb régidja
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(Sedgwick és Smerdon, 1999). Szdmos fehérje 1étesit kolcsonhatést ezzel a peptidszakasszal,
igy e fehérjeszakasz kolcsonhaté felszinként is szolgadl. A MYPT1 fehérje-biokémiailag jol

jellemezhetd; elkiiloniild szakaszai a 326-372 aminosavak kozotti savas aminosavakban gaz-

PP1cs MYPT1129
C-terminalis

C-terminalis r—
arok ot Savas

1 f
g.?‘f,"
Hidrofob N-terminalis

arok

C-terminalis (MYPT1) 1

-

N-terminalis (MYPT1)

PP1c5-MYPT11-2%9
komplex

2. dbra. A PP1cS-MYPT'?* komplex elektrosztatikus felszin megjelenitése.

dag régio, a 719-755 ¢és a 814-848 aminosavak kozott talalhatd ionos szakaszok, a Ser/Thr-
ban gazdag 770-793 aminosavak altal bezart szakasz, valamint a molekula kézepén talalhato
inzert (512-553), amely a splice-varidnsok eltéré molekulatdmegii izoformait eredményezi. A
C-terminalis jellemz6 szakasza a leucin cipzar motivum (1006-1030), amely azonban nem
mindegyik izoformaban fordul el6. A MYPT1 a miozin foszfatdz elsddleges szubsztratjaval,
a foszforilalt miozinnal és az MLC20-szal az ankirin-szerii ismétlddéseken keresztiil kotodik
(170-296) (Hirano és mtsai., 1997). A defoszforilalt formaval valé kolcsonhatasa kevésbé
stabil, ezért feltehetéen a C-terminalis (714-933) peptidszakasz lehet felelés (Johnson ¢€s
mtsai., 1997). A miozin mellett az adducin (a, 3, y) (Amano és mtsai., 2000), Tau és MAP2
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(Amano ¢és mtsai.,, 2003) fehérjék is kotddhetnek a MYPTI1-hez az ankirin-szerii
ismétlédéseken keresztiil. Ezeket a fehérjéket a ROK foszforilalja, defoszforilacigjukat a
miozin foszfatdz katalizalja. A MYPT1 C-termindlis részéhez (668-1030) savas foszfolipidek
kotddnek, amelyek géatoljak a PP1c aktivitast, de ez a kdlcsonhatés gyengiil a MYPT1 PKA-

PP1c-k6té domén (1-296) M20-k6té6 domén
(934-1006)
PP1cd

kozponti inzert

>
MYPT1 [ ] HEEER
512 552 770 793 1030

1 3438 206 326 372 719755 814 848
P-MLC20-koté miozin-koté domén (714-933)

domén (170-296)
foszfolipid-kéts domén (668-1030)

Rho A-kété domén (930-1030)
PKG-koété domén (849-1030)

3. abra A MYPTI izoforma human szekvencian alapulo szerkezete.

altal torténd foszforilacidoval (Hartshorne €s mtsai., 1998). Szintén a MYPT1 C-terminalis
része (930-1030) 1ép kolcsonhatasba a GTP-RhoA-val (Kimura és mtsai., 1996). A cGMP-
figgd protein kindz la (PKGIa) a MYPT1 849-1030 peptidszakaszaval alakit ki
PKGlIa-t a simaizomban kontraktilis elemekhez iranyitja és relaxaciot valt ki (Ito és mtsai.,
2004). A moezin szintén a MYPT1 C-terminalis peptidszakaszaihoz kotédik (Amano és
mtsai., 2000) és hasonléan az adducinhoz és Tau fehérjékhez, ROK éltal foszforilalhatd és
miozin foszfatdz altal defoszforilalhato. A MYPT1 leucin cipzar motivuma (1000-1030) az
IL-16 prekurzor molekula PDZ doménjahoz (Bannert és mtsai., 2003), valamint a RhoA-

kolcsonhato fehérje coiled-coil doménjahoz is kétddhet (Surks és mtsai., 2003).

A MYPT izoformak és mas MYPT-hez hasonlo fehérjék szerkezete
A részletesebben tanulmanyozott MYPT1 mellett ismertek mas MYPT izoformak és
MYPT-hez hasonl6 iranyitd fehérjék is. Valamennyiben kozds az N-terminalis részen 1€vo

ankirin-szerli ismétlédések jelenléte és az RVXF PP1c-koté motivum megléte.
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A MYPT2-t huméan agy konyvtarbol klonoztak MYPT1-en alapulé cDNS probat
hasznalva. A 982 aminosavbol allo, 110 kDa MYPT2 61% szekvencia-homologiat mutat a
MYPTI1-gyel (Fujioka és mtsai.,, 1998). Alternativ splicing-gal MYPT2A ¢és MYPT2B
izoformak alakulhatnak ki, mindkettd tartalmaz leucin cipzart, de a csaknem minden sejtben
expresszalodo MYPT1-gyel ellentétben a MYPT2 sziv- és vazizom-, valamint agyspecifikus.

Egy masik, MYPT-hez hasonlo fehérje az MBS8S5, amely altalanosan expresszalodo
fehérje, de nagyobb mennyiségben a szivizomban van jelen (Tan és mtsai., 2001).
Specifikusan a PP1co izoformat koti és defoszforildlja a foszforilalt miozint. A MBS85
fehérjét tartalmazo holoenzim aktivitasat gatolja a Thr-560 oldallanc Cdc42-k6t6 miotdnikus
disztrofia kinaz (MDPK) vagy a ROK altal torténd foszforilacioja.

A MYPT3 (58 kDa) mindossze 30-40%-o0s homologidt mutat a MYPT1 szabalyozo
alegységgel. A fehérje N-termindlis része hasonld6 a MYPT1/2 azonos szakaszaihoz, a
MYPT3-ban 6t ankirin-szerti ismétlédést és KHVLF szekvenciaji PP1c-koté motivumot
irtak le. Mas MYPT izoformakkal ellentétben nem tartalmaz szabalyozé foszforilacios helyet,
de a fehérjében ATP/GTP kotohely, SH3 motivum, valamint a C-terminalison prenilacios
motivum (Skinner és Slatiel, 2001) is talalhaté. A MYPT3 altaldnosan expresszalodik, de
nagyobb mennyiségben a szivben, agyban és vesében fordul eld.

A TIMAP fehérje (transzformalé novekedési faktor-B-altal gatolt membrannal
asszocialt fehérje) szerkezetében hasonlé a MYPT3-hoz (44,7 % szekvencia-homologia), 567
aminosavbol all és 64 kDa molekulatomegii fehérje. A fehérje expressziojat kimutattdk az
endotéliumban és hemopoetikus sejtekben is. A fehérje N-terminalis részén a KVSF PPlec-
kotd motivum és ankirin-szerli ismétlddések mellett sejtmagi lokalizacids szignal, mig a C-
terminalison CAAX box talalhatd. A MYPT3-hoz hasonléan ez a fehérje is prenilalhato, igy
a plazmamembranban lokalizalodhat (Cao és mtsai., 2002). Pontos funkcidja még nem
ismert, de a TIMAP transzkripcios represszidja TGF-B1 altal fontos tényezdje lehet az

endotélialis sejtek apoptotikus és/vagy kapillaris morfogenezis valaszénak.

A MIOZIN FOSZFATAZ SZABALYOZASA
A miozin foszfatdz szabalyozasa mind gatlds, mind aktivalas altal megvalosulhat. A

miozin foszfatdz gatldsa jobban koriilirt, 1étrejohet a MYPT1 foszforildcidja, a miozin

.....

crer

novekedésével allhat kapcsolatban.
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A miozin foszfataz gatlasa a MYPTI foszforilaciojdaval

A miozin foszfatdz gatlasanak lehetséges Utvonalaiban sokféle agonista jatszhat
szerepet, és altalaban G-fehérjéhez kotott receptorokon keresztiil valosulhat meg. A kis
molekulatomegti G fehérje, a RhoA, ¢s a ROK fontos elemei a szabalyoz6 folyamatnak
(Somlyo és Somlyo, 2003). A ziza MYPT1 fehérjében két f6 foszforilacios hely a Thr695 és
Thr850 (a human MYPT1-ben ezeknek a Thr 696 és Thr853 felel meg) taldlhat6, amelyeket a
ROK foszforilal (Feng és mtsai., 1999b).

A 52-54 kDa ZIP kinazt (leucin cipzar motivummal kdlcsonhatd protein kinaz) az
apoptotikus folyamatokat kisér6 alakvaltozasokban szerepet jatszo fehérjeként azonositottak
(Kawai és mtsai., 1998), amely a MLC20 foszforilaciojaval eldsegiti a Ca*"-t6l fiiggetlen
kontrakcid kialakulasat (Niiro és mtsai., 2001). A ZIP kinaz 32 kDa forméjat a miozin
foszfatazzal asszocialoddo enzimként irtdk le, amely a MYPT1 alegységet a gatld
foszforilacids helyen foszforildlva csokkenti a miozin foszfataz aktivitasat. Ezzel a ROK-hoz
hasonléan a Ca®’-érzékenyitési folyamat kialakulasaban jatszik szerepet (MacDonald és
mtsai., 2001a).

Az ILK (integrinekhez kapcsolodd kinaz) szintén gatolhatja a miozin foszfataz
aktivitast azaltal, hogy a gétlé foszforilacids helyen foszforilalja a MYPT1-et (Kiss és mtsai.,
2002; Muranyi és mtsai., 2002). A ROK, ZIPK ¢és az ILK a miozin foszfatdz aktivitdsanak
szabalyozasa mellett szintén foszforilalja a MLC20-at a Serl9 és a Thrl8 foszforilacios
helyeken, igy részt vesz a Ca®'-tol fiiggetlen kontrakci6 indukéalasaban. A MDPK (Muréanyi
¢s mtsai., 2001) és a p2l-aktivalt protein kindz (PAK) (Takizawa és mitsai., 2002a),
amelyeket a Rho csaldd tagjai (cdc42 és Rac) szabalyoznak, valamint a Raf-1 kinaz (Broustas
¢s mtsai., 2002) szintén képes a MYPT1 gatlo foszforilacios helyét foszforilalni.

Jelenleg még nem tisztazott az a molekularis mechanizmus, amellyel a MYPT1 gatlo
helyének foszforilacioja hatassal van a miozin foszfatdz aktivitasara. Az egyik feltételezés
szerint a MYPT1 foszforilalt Thr695-6t tartalmaz6 peptidszakasza a PP1c aktiv centrumdnak

kozelében kotddve gatolja a szubsztrat defoszforilacigjat.

A miozin foszfataz aktivdaldsa
A cAMP, cGMP vagy PKA ¢és PKG Kkatalitikus alegységei az 0sszehtzodo
permeabilizalt simaizmot relaxaljak allandé Ca®* koncentracio mellett. A ciklikus nukleoti-

dok, illetve az altaluk aktivalt kinazok feltételezhet6en a miozin foszfataz aktivitasat novelik
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foszforilacios hely foszforilaciés hely

4. abra A MYPTI alegység szabalyozasa

(Wu és mtsai., 1996). A MYPT1 foszforilacioja akar PKA-val, vagy PKG-val, 6nmagaban
nem okoz valtozast a miozin foszfatdz aktivitdsban. A PKA és PKG a MYPT1 C-termindlis
szakaszat foszforilalja (Ser694/Ser849/986) (Nakamura és mtsai., 1999), ¢s ez ugyan nem
befolyasolja a miozin foszfatdz aktivitasat, de gyengiti a MYPT1 ¢és a hozzd kotédo
foszfolipidek kolcsonhatasat. fgy a PKA/PKG foszforilacio a miozin foszfataz aktivitds
relativ novekedését okozza, mivel a foszfolipidek gatoljdk a miozin foszfatdz aktivitast. A
masik lehetséges szabalyozasi utvonal a PKA/PKG enzimek RhoA/ROK utvonal altali
gatlasa, mivel mindkét kinaz képes a RhoA-t a Ser-188 oldalldncan foszforilalni és ezzel az
aktiv GTP-RhoA kialakulasat gatolni (Murthy és mtsai., 2003). A cGMP szint novekedés
hataséara kialakul6 relaxaciot kivalthatja a PKGIa is. A PKGIla leucin cipzar motivuman
keresztiil kapcsolodik a MYPT1 leucin cipzarjdhoz. A szdvetek kiillonbozé MYPTI
izoformdkat expresszalnak, és ezek nem mindegyike tartalmaz leucin cipzart, ezért a
szovetek (pl. fazisos tipusu ziza vagy tonusos aorta simaizmok) cGMP érzékenysége eltéro.
A PKGla csak olyan szovetben képes a miozin foszfataz aktivitasanak novelésére, amely
szovet a leucin cipzar motivumot tartalmazd6 MYPTI1 izoformat expresszalja (pl. aorta)
(Khatri és mtsai., 2001).

A PKA ¢és PKG a Ser695 foszforilacidjaval is szabalyozhatja a miozin foszfatiz

aktivitast. Ileum (csipObél) simaizomban a 8-bromo-cGMP hatéséara a Ser694 foszforilacioja
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haromszorosara nétt, és ez a foszforilacido megakadalyozta a Thr695 foszforilacidjat ZIPK-zal
vagy ROK-kal, csokkentve ezzel az enzim gatolhatosagat (Wooldridge és mtsai., 2004)

A miozin foszfatdz aktivalasa létrejohet a MYPT1 szubsztrat irdnti megndvekedett
affinitdsaval, példaul a sejtosztodas soran. A MYPT1 savas régidjaban 1évo Serd27/430 (a
huméan MYPTI1-ben Thr435/Ser432) oldallancokat a mitézis soran aktivalodd kinazok
foszforilaljak. A foszforilacids folyamatok soran a MYPT1 affinitdsa megnd a foszforilalt
miozinhoz, amely a miozin fokozott defoszforilacidjaban nyilvanul meg, eldsegitve ezzel a
stresszrostok felbomlasat a profazis elétt (Totsukawa és mtsai., 1999).

A PKC a MYPTI1-et a kotémotivum el6tti Thr34 oldallancon foszforilalja, de ennek a
foszforilacionak maéas PPlc szabdlyozd alegységek PPlc-k6td motivuma  koriili
foszforilacidjaval ellentétben (Gy, NIPP) nincs hatdsa a miozin foszfatdz alegységek
kolcsonhatéasara, ill. az enzim aktivitasara (Toth és mtsai., 2000b). Ha a PKC az ankirin-szerti
ismétlédéseket tartalmazo régiot is foszforilalja, akkor csokken a MYPTI1 miozinhoz és

PP1c-hez vald kotddése.

Az inhibitor fehérjék szabdlyozo szerepe (CPI-17, PHI-1, PHI-2, KEPI)

A CPI-17 fehérje foszforilacios allapotatol fiiggden gatolja a miozin foszfatazt (Eto és
mtsai., 1995). A simaizomban és agyban expresszalodik. A CPI-17, més PP1 inhibitorokkal
ellentétben (pl. I-1) nemcsak a PPlc katalitikus alegységét, hanem a miozin foszfataz
holoenzim aktivitasat is képes gatolni. A CPI-17 foszforilacidja a Thr38 oldallancon PKC-val
mintegy ezerszeresére noveli foszfatazgatld képességét. A miozin foszfatdzhoz wvalod
kotddésében a CPI-17 kozépsé doménja jatszik szerepet, a miozin foszfatdz defoszforilalo
hat4satdl az itt talalhaté Tyr41 oldallanc védi meg (Hayashi és mtsai., 2001). Szamos kinaz
foszforilalhatja in vitro a CPI-17 Thr38 olallancét, igy példdul a ROK (Koyama és mtsai.,
2000), a PKN (protein kinaz N) (Hamaguchi és mtsai., 2000), a 32 kDa ZIPK (MacDonald és
mtsai., 2001b), az ILK (Deng ¢és mtsai., 2002), a PAK (Takizawa ¢és mtsai., 2002a), a PKA
(Dubois ¢és mtsai., 2003) és PKG (Erdddi és mtsai., 2003). Artérids simaizomban hisztamin
hatasara a CPI-17 foszforilacigja a Thr38 oldallancon nd, ezt a foszforilaciot a ROK és PKC
inhibitorok gatoltak (Kitazawa és mtsai., 2000).

A CPI-17-hez hasonl6, foszforilacio-fliggd PP1 inhibitor fehérjék nem-izom sejtekben
is el6fordulnak. Ezek koziil a PHI-1 (foszfataz holoenzim inhibitor-1) a legtobb sejttipusban
expresszalodik (Eto és mtsai., 1999), mig a PHI-2 és KEPI (kinéz altal aktivalt PP1 inhibitor)
(Liu és mtsai., 2002) nagy koncentracioban a szivizomban talalhat6. A CPI-17 P-Thr38
oldallancat a PP2A ¢és PP2C protein foszfatazok defoszforilaljak (Takizawa €s mtsai., 2002b),
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igy feltételezhet6 a miozin foszforilacid6  szabdlyozasanak egyik lehetséges
mechanizmusaként a miozin foszfataz aktivitdst szabdlyozo foszfofehérjék protein

foszfatazok (PP1, PP2A, PP2B, PP2C) altali defoszforilacidja is.

rrrrrr

Permeabilizalt simaizomban 4llandé Ca>" koncentracié mellett az arachidonsav ndveli
a MLC20 foszforilacigjat és csokkenti a miozin foszfatdz aktivitasat (Gong és mtsai., 1992).

Ez utobbi hatas feltételezések szerint a miozin foszfataz holoenzim arachidonsav altali

------

.....

foszfataz aktivitas csokkenésében nyilvanul meg. Egy alternativ szabalyozasi itvonal lehet a
ROK aktivalasa arachidonsavval (RhoA-tdl fiiggetleniil), €s ezt kovetden a miozin foszfataz
vagy a CPI-17 foszforilacidja (Araki és mtsai., 2001).

A MYPT1 szubsztrat(ok)hoz irdnyitd szerepének megvaltozasa szintén fontos
szabalyoz6 tényezd lehet. A MYPT1 Thr850 oldalldncon torténd foszforilacidja csdkkent
miozin kétddést eredményez (Velasco és mtsai., 2002). Mivel a Thr850 foszforilaciés szintje
a ROK aktivitasatol fiigg, ez a mechanizmus is a ROK 4altal kivaltott miozin foszfataz
gatlasnak tekinthetd.

Portalis véna simaizmon végzett kisérletek alapjan prosztaglandin F2a (PGF2a)
hatdsara a citoszolikus miozin foszfatdz a plazmamembranhoz transzlokalodik, és ezzel
parhuzamosan kimutathaté megndvekedett foszforilacioja a Thr695 oldallancon. A
foszforilacidt kovetden a holoenzim disszocial és a PPlc a citoszolba diffundal (Shin és

mtsai., 2002).

CELKITUZESEK

Az irodalmi attekintésbol kitiinik, hogy a miozin foszforilacié és ebben a miozin
foszfataz szerepét széleskorlien tanulmanyoztdk izomszovetekben, ahol jelentOségét az
izomkontrakcié szabalyozasdban és a miozinhoz kotott mas citoszkeletalis valtozasokban
mutattak ki. A miozin foszfatdz a miozin mellett mas, az aktinhoz és egyéb filamentumokhoz
kotddo fehérjéket (adducin, moezin, Tau, MAP-2) is képes defoszforilalni, amely azt sejteti,
hogy az enzim, viszonylag specifikusnak tiiné neve ellenére, a kontraktilitds mellett mas

sejtfolyamatok szabalyozasaban is részt vehet. Ezt megerdsitik azok az adatok is, amelyek
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szerint a MYPT1 izoforma minden eddig vizsgalt eukaridta sejtben jelen van, sejten beliili
lokalizacioja viszont (az eddigi viszonylag sziik korii vizsgalatok szerint) nem csak a miozint
tartalmaz6 szubcelluldris kompartmentekre korlatozodik.

Munkahipotézisiink szerint a miozin foszfataz tovabbi fiziologiai szerepének
megismerését segitheti az enzim lokalizaciojanak feltardsa kiilonb6zé tipusu és eltérd
funkciot ellatd6 nem-izom sejtekben. Ezzel parhuzamosan az enzim szerepének és
szabalyozasanak megértéséhez hozzajarulhat 1) kolcsonhaté fehérjék kimutatdsa és
azonositasa is. A miozin foszfataiz MYPT alegysége szamos oldallancon foszforilalodik,
ezeket a foszforilacidés folyamatokat szamos protein kinaz katalizalhatja in vitro. Keveset
tudunk azonban az in vivo szerepet jatszd kinazokrol, valamint a kiilonb6zd foszforilaciods
helyeknek és az enzim (valamint a MYPT1) lokalizaciojanak kapcsolatarél. Erdekes, és
eddig még nem tanulmanyoztiak, hogy a PP2A, amelyet in vitro MYPT1 foszfatazként
valoszintsitettek, vajon szerepet jatszik-e a sejtekben a MYPT1 defoszforilacigjaban.

A felvetett kérdések alapjan a kisérletes munka {6 célkitlizéseit az alabbiak voltak.

1. A miozin foszfatdz és a MYPT1 lokalizacidjanak tanulmanyozasa agyszovetben és primer
neuronokban:

- régiospecifikus és szubcellularis megoszlds vizsgalata miozin foszfatdz aktivitas
meghatarozasaval, immunoblottal és immunfluoreszcenciaval

- MYPTI-gyel kolcsonhatdé neuronalis  fehérjék  kimutatdsa és  azonositasa
immunprecipitacioval és specifikus kdlesonhatasokon alapulé (pull-down) médszerrel.

2. Foszfatazgatlo okadainsavval indukéalt MYPT1 és a miozin foszforilacio, valamint
sejtmotilitas valtozas tanulmanyozasa HepG2 sejtekben:

- a MYPT1 ¢és miozin foszforilacio, valamint a PP2A aktivitds valtozas kapcsolatdnak
vizsgélata

- a defoszforilalt MYPT]1 és az eltérd helyeken foszforilalt MYPT1 lokalizacios sajatsagainak
feltarasa

- az okadainsav hatasanak tanulmanyozasa a stresszrostok képzddésére és a HepG2 sejtek

crer
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

A kisérletekhez az alabbi vegyszereket és anyagokat hasznaltuk a megjeldlt forrasbol:
[y—*P]JATP (IZINTA), CNBr-aktivalt Sepharose 4B, Protein-A Sepharose, Glutation-
Sepharose, nagy érzékenységii kemilumineszcencian alapuldé (ECL) reagens, nitrocelluloz
membran (0,45 pum porusméret); (Amersham Bioscience); Teljes Mini Protedz Inhibitor
Koktél tablettdk, 5-bromo-4-kloro-3-indoil-foszfat (BCIP), nitroblue-tetrazolium klorid
(NBT) (Roche); bikinkoniniksav (BCA) Fehérjemérési Reagens Kit (Pierce); Antifade Light
Kit, propidium-jodid, Alexa 633-konjugalt falloidin (Molecular Probes); Avidin-konjugalt
FITC (Boehringer Mannheim); penicillin/streptomycin oldat, hepatocita novekedési faktor
(HGF), tripszin, okadainsav (SIGMA); Y27632 inhibitor (Calbiochem); idegi ndvekedési
faktor (NGF) (Upstate Biotechnology); Kaleidoscope fehérje molekulatomeg standard, 10-12
% poliakrilamid eléontott gél (Bio Rad); MEM (minimum esszencialis tapoldat), D-MEM
(Dulbecco’s MEM), borjuszérum (FBS), antibiotikum-antimikotikum oldat, L-glutamin oldat
(Gibco Brl.); Plazmid MiniPrep izolalé Kit, Ni-NTA Superflow resin, M15 baktérium vonal
(Qiagen). Kvantitativ Sejtmigracios Kit (Chemicon). Minden més vegyszer a kereskedelmi

forgalomban elérhetd legnagyobb tisztasagu volt (SIGMA, Reanal).

Allatkisérletek

A kisérleteket laboratériumi koriilmények kozott tartott Wistar patkanyokon
végeztiik. Valamennyi allatkisérlet megfelelt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsdga, az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanidcs és a Hajda-Bihar megyei
Allategészségiigyi — és Elelmiszer Ellendrzé Allomas szabvanyainak, valamint az Eurdpai

Ko6z0sség Bizottsaga elvardsainak és az NIH allatkisérletekkel kapcsolatos itmutatasainak.

Antitestek

Az antitesteket a feltlintetett irodalmi hivatkozasokban leirtak szerint alkalmaztuk
vagy kereskedelmi forgalomban szereztiik be, és a gyartok Gtmutatasai szerint jartunk el.:
anti-MYPT1'?* és anti-MYPT1°*7% (Wu és mtsai.,, 2003); anti-MYPT'*° (Lontay és
mtsai., 2004), anti-PP2Ac, anti-MYPT’'® anti-MYPTP™" (Upstate); anti-szinaptofizin
(BioGenex); anti-MLC20 (Abcam), anti-MLC20°" (Cell Signalling); anti-ROK (Feng és
mtsai., 1999a); anti-PP1cd (Shimuzu és mtsai., 1994); anti-PP1 (E9) (Santa Cruz Biotech.);
anti-ZIPK (Calbiochem), tormaperoxidaz (HRP)-konjugélt anti-nyul IgG, HRP-konjugalt
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anti-egér IgG, alkalikus foszfataz (AP)-konjugalt anti-nytl IgG (SIGMA), Alexa 488-
konjugalt anti-nytl IgG és Alexa 633-konjugalt anti-egér IgG (Molecular Probes) és biotin-
konjugélt anti-nytl IgG (Vector).

Baktériumban expresszalt ¢és affinitas kromatografiaval tisztitott His-MYPT1'?"

112% antitest el8allitasdhoz

peptidet hasznaltuk antigénként a poliklondlis anti-MYPT
(Harlow and Lane, 1988). Tisztitott His-MYPT'?*° peptiddel nyulakat immunizaltunk,
kéthetes 1dokozonként a peptidet 150 pg—os mennyiségben bor ald injektdlva. Az
immunizalasi periodus végén a nyulat mélyenaltattuk, majd elvéreztettiik. A vért két oran
keresztiil szobah6mérsékleten, majd 4 °C-on éjszakan at allni hagytuk a legjobb hatasfoku
véralvadas elérése érdekében. Ezt koveten 4 °C—on centrifugaltuk (10000 g 10 perc) és az

antitestet a fennmarad6 szérumbol affinitas kromatografiaval tisztitottuk His-MYPT1'2%-

Sepharose oszlopon.

Fehérjék és peptidek

Pulyka z0uzabdl szarmazo miozin (Wu és mtsai., 2003) €s izolalt 20 kDa konnytilanc
foszforilacidjaval (Erdédi és mtsai.,, 1995) foszfoszubsztratokat allitottunk eld. Az N-
terminalis MYPT'?*® peptid a csirke zuzab6él klonozott 130 kDa MYPTI izoforma
szekvenciajan alapult (Shimuzu és mtsai.,, 1994), amelyet M15 E. coli sejtvonalban

expresszaltuk hexahisztidin-fuziés fehérjeként (His-MYPT1'*°

) €és a bakterialis lizatumbol
Ni-NTA Superflow oszlopon tisztitottuk (Toth és mtsai., 2000a). A PP1cd izoformat szintén
hexahisztidin-tag-gel ellatott fehérjeként (rPP1cd) expresszaltuk M15 E. coli sejtvonalban
(Toth és mtsai., 2000b) és a PPlc-t nyul vazizombdl tisztitottuk affinitds kromatografiaval
Ni-NTA Superflow oszlopon (Té6th és mtsai, 2000b). A csirke ztza 133 kDa MYPTI
izoformat (amely a 130 kDa MYPTI izoformatol a kdzponti inzert (512-552 aminosavak)
meglétében tér el) glutation-S-transzferdz fuzids fehérjeként (GST-MYPT) expresszaltuk és

Glutation-Sepharose felhasznalasaval tisztitottuk (Feng és mtsai., 1999b).

Patkany agyrégiok lizatumdnak prepardldasa Western blot analizishez

Wistar him patkdnyokat intraperitonidlisan, 5 mg/testsuly kg dozisban adott
Trapanallal (natrium tiopentobarbital) altattunk, majd lefejeztiink. A patkany agybol a
kovetkezd agyrégiokat kiilonitettiik el: bulbus olfactorius, agykéreg; striatum, hippocampus,
koztiagy; kozépagy, utdagy ¢€s kisagy. Az eltavolitott szdvetet jéghideg foszfat pufferben
(PBS: 8,06 mM Na,HPO4, 1,47 mM KH,PO4, 2,7 mM KCl, 137,9 mM NaCl, (pH 7,4))

mostuk, majd lemértiik. Valamennyi preparalt agyrégiohoz 1 ml jéghideg homogenizald
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puffert (20 mM HEPES (pH 7.5), 0,25 M szachar6z, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA és proteaz
inhibitor koktél (1:10 higitasban)) adtunk. A szdvetdarabokat jégen tartva Dounce
homogenizatorral homogenizaltuk, majd 10 percig (0,1 % Triton X-100 hozzdadasa utén)
jégen tartottuk. A homogenizatumokat vortexen kevertettiik és ultrahangosan feltartuk (3x 20
pulzus/perc intenzitds). Mindegyik agyrégiobol készitett lizatumbol 50 pug fehérjét vittiink fel
SDS-PAGE-ra (natrium dodecil szulfat poliakrilamid gélelektroforézis).

Primer hippocampus és nucleus cochlearis sejtkultura prepardldsa

A hippocampus és a nucleus cochledris sejtek preparalasahoz a megfeleld agyrégiokat
haromnapos Wistar patkdnyokbol tavolitottuk el, és azokat jéghideg preparald oldatba (10
mM HEPES (pH 7,4), 120 mm NaCl, 5 mM KCI, 1 mM Na,HPOy4, 0,2 mM KH,PO4, 20 mM
szachar6z, 15 mM gliikoz, 12 U/ml penicillin és 10 pug/ml streptomycin) meritettiik. A sejtek
diszperzidjat kdvetden a sejtek proteolizisét 0,25 % tripszint is tartalmazé oldattal végeztiik
(37 °C 30 perc). Az emésztett patkany agyrészeket 10 % FBS-t tartalmazé minimum
esszencidlis médiumban (MEM) triturdltuk. Ezt kovetéen 10 % FCS, 0,1 pg/ml NGF, 12
U/ml penicillin és 10 pg/ml streptomycin tartalmi MEM-et tartalmazo a sejtkultira edénybe
helyeztiik, amelyet 37 °C-on 5 % CO, és 95 % levegd, valamint 85% paratartalom mellett

tenyésztettiink.

Szinaptoszoma és posztszinaptikus denzitds frakciok izolalasa patkdny kisagykéreghbol

A szinaptoszéma és posztszinaptikus denzitds frakcio izoldlasat az irodalomban leirt
modszer szerint (Carlin és mtsai., 1980) végeztiikk az alabbi modositasokkal. A kiindulési
agykéreg nedves térfogata 4 g volt. A szinaptoszomat ¢és mitokondriumot tartalmazd
homogenizatumot szachar6éz gradiens (0,8 M, 1,0 M és 1.2 M szachar6z) centrifugéalasal
valasztottuk el (Beckman Type 35 rotor, 2 6ra, 83000 g). A szinaptoszoéma frakcidt az 1 M és
1,2 M szachardz kozotti savbol miianyag pipettaheggyel tavolitottuk el, az atlagos hozam 1
ml volt (0,3 mg/ml fehérje koncentracid). 500 ul szinaptoszoma frakciot hasznaltunk fel a
posztszinaptikus denzitas tovabbi izoldlasdhoz szachar6z gradiens (0,8 M, 1,5 és 2,0 M
szachar6z) centrifugalassal (Beckman SW-41 rotor, 2 6ra, 202300 g). A posztszinaptikus
denzités frakciot 1,5 és 2 M szacharoz kozotti savban kaptuk, atlagos hozama 0,4 ml volt (0,1
mg/ml fehérje koncentracid). A szinaptoszoma és a posztszinaptikus denzitas frakciok miozin

foszfataz aktivitasat 30-szoros véghigitisban mértiik. A frakciokban 1év6 MYPT1, ROK,
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szinaptofizin és PPlcd azonositasdhoz 15 pg szinaptoszoma és 5 pg posztszinaptikus

denzitas fehérjét analizaltunk Western blottal.

HepG?2 sejtkultura és a sejtek kezelése inhibitorokkal

A kisérletekhez a European Collection of Cell Cultures (ECACC) cégtdl szarmazo
human hepatokarcindma (HepG2) sejteket hasznaltunk. A HepG2 sejtek tenyésztése 37 °C-
on, 5 % CO; és 95% levegd vizgdzzel telitett keverékében tortént. A sejtek fenntartasa D-
MEM oldatban tortént, amely 10 % FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml
penicillin/streptomycin-t és 500 U/ml antibiotikum-antimikotikumot tartalmazott.

Az inhibitorokkal torténd kezeléshez 85 %-os konfluencidig novesztettiik a sejteket,
amelyeket a kezelés elétt 12 o6rdn at 0,1% FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin oldatot és 500 U/ml antibiotikum-antimikotikum oldatot tartalmazo
D-MEM-ben inkubaltunk a sejtek szinkronizaldsdhoz ¢és éheztetéséhez. A HepG2 sejteket 5-
50 nM OA vagy 10 uM Y27632 inhibitorral, vagy a két anyag kombinacidjaval inkubéltuk
60 percig. A kezelést kovetden a sejteket elészor jéghideg PBS-sel mostuk, majd
proteazgatlokat is tartalmazd RIPA puffer (1% (v/v) Nonidet P-40, 1% (w/v) natrium
deoxikolat, 0,1% (w/v) SDS, 0,15 M NacCl, 0,01 M natrium-foszfat (pH 7,2), 2 mM EDTA,
50 mM natrium-fluorid) hozzaadasaval (10 pl/cm® sejttenyészté edény) sejtkapard
segitségével felvettiik, lizaltuk és jégen tartva ultrahangos kezelésnek vetettiink ala. A teljes

sejtlizatumot hasznaltuk fel Western blot analizishez.

HepG2 sejtek szubcellularis frakcidinak prepardldsa

A sejtmag (Roberts ¢és mtsai., 1998), citoplazma, mikroszéma/mitokondrium,
citoszkeleton és plazmamembran frakciok (Phung és mtsai.,, 1997, Diaz-Guerra és mtsai.,
1991) izolalasa korabban kozo6lt médszerek alapjan tortént kisebb modositasokkal (4. abra).
A HepG2 sejteket 80 %-os konfluencidig ndvesztettiikk, majd kétszer PBS-sel mostuk. A
sejteket PBS-ben Ovatosan felvettiik, majd centrifugaltuk (100 g, 4 °C, 5 perc). Négyszeres
térfogati homogenizal6 pufferral (0,25 M szachar6z, 20 mM HEPES (pH 7,5), | mM EDTA,
1 mM EGTA, proteazgatld koktél) Dounce homogenizator segitségével homogenizaltuk,
majd 0,5% Nonidet P-40—et adtunk hozzd. A sejtlizitumot 10 madsodpercig Ovatosan
vortexszel kevertiik. A lizalas hatasfokat tripan kék festékkel torténd festéssel ellendriztiik. A
lizatumot centrifugaltuk (8000 g, 4 °C, 15 masodperc). Az igy kapott tiledék sejtmagot és

sejttormeléket tartalmazott. A pelletet haromszoros térfogata A pufferben (0,25 M szachardz,
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SEJTLIZATUM

8000 g 15 sec

FELULUSZO
SEJTMAG PELLET (1)
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. 1100 g 15 perc
FELULUSZO PELLET v
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v
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MIKROSZOMA v
MITOKONDRIUM SEJTMAG

PLAZMAMEMBRAN CITOSZKELETON

5. abra. Szubcellularis frakciok izolalasa HepG2 sejtekbdl.

10 mM (pH 7,9), 3,3 mM MgCl,, 10 mM KCIl, 0,5 mM DTT ¢és proteazgatlok)
szuszpendaltuk és centrifugaltuk (2000 g, 15 perc, 4 °C). A feliiluszét eltivolitva a pelletet
2,5 térfogatnyi B pufferben (a puffer Osszetétele ugyanaz, mint az A pufferé azzal az
eltéréssel, hogy ez 0,35 M szachardzt tartalmazott) ujra szuszpendaltuk. A szuszpenziot
centrifugaltuk (1100 g, 15 perc, 4 °C), és az igy nyert pelletet B pufferben vettiik fel, majd
ultrahangos kezelésnek (10 pulzussal, 15 masodperces intervallum) vetettiik ala. A feltaras
soran kapott szuszpenzi6 a sejtmag frakcio. A 8000 g centrifugalassal kapott feliiliszot ismét
centrifugaltuk (1250 g, 20 perc, 4 °C), és az igy kapott feliiliszot tovabb centrifugaltuk
(Bechman Type 65 rotor, 50000 g, 60 perc, 4 °C). Az ultracentrifugalas soran kapott pellet
megfelel a mikroszoma/mitokondrium frakcionak, a feliiliszo pedig citoszol frakcionak. Az
1250 x g centrifugéalas pelletét 1% Nonidet P-40—et tartalmazd homogenizald pufferben
szuszpendaltuk, majd vortexszel torténd 5 perces kevertetés utdn a szuszpenzidt tovabb
centrifugaltuk (50000 g, 60 perc, 4 °C); a feliiluszo a plazmamembran frakcionak felel meg.
A pelletet, amely a citoszkeleton frakcionak felel meg, a késobbi kisérleti felhasznaldsatol
fliggben kétszeres térfogati RIPA pufferben inkubaltuk 5 percig 4 °C-on Western blot
analizishez, vagy 0,5% Nonidet P-40-et tartalamz6 homogenizal6é pufferben tartuk fel (15x5

impulzus) protein foszfataz aktivitisméréshez.
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Western blot

Az agyrégiokbdl és HepG2 sejtekbdl készitett lizdtumok, valamint az izolalt HepG2
szubcellularis farkciok, szinaptoszoma ¢és posztszinaptikus denzitds frakciok fehérje
koncentracidinak meghatarozasahoz BCA reagenst hasznaltunk, amelyhez a lizatumokat 1:10
aranyban higitottuk. Standardként BSA-t (marha szérum albumin) hasznaltunk, az oldatok
abszorbancigjat 540 nm-en ELISA Reader (Labsystems Multiscan MS) segitségével
detektaltuk. A fehérjekoncentracié (mg/ml) meghatdrozdsdhoz az abszorbancia adatokat
GraphPad Prism software-rel analizaltuk linearis regressziot alkalmazva. A fehérjemintakat a
lizatumok esetén RIPA pufferben, a szubcellularis frakcidok esetén pedig homogenizald
pufferban higitottuk, majd 5xSDS minta puffert adva hozza 100 °C-on 5 percig inkubaltuk.

A fehérjéket SDS-PAGE valasztottuk el Laemmli (1970) moddszerét alkalmazva 10
vagy 12 % akrilamidot tartalmazo gélen Bio-Rad MiniProtean késziiléket hasznalva.
Foszfospecifikus antitestekkel (anti-MYPTP'®”,  anti-MYPTP™ ¢s  anti-MLC2075"
antitestek) analizalt blottokhoz a gélre 70 pg fehérjét vittiink fel. 50 pug Osszefehérje
mennyiség keriilt felvitelre SDS-PAGE-ra az anti-MYPT' ™, anti-MYPT'?®, anti-MLC20,
anti-ROK, anti-PP1cd és anti-PP1 (E9) antitestek hasznalata esetén. A géleket nitrocelluldz
membranra blottoltuk BioRad traszfer egységgel 100 V-on 90 percig BioRad hiitdegység
alkalmazéasaval (Muranyi és mtsai., 1998). A membran blokkolasdhoz 5 % zsirszegény
tejport, 0,05 % Tween 20-at tartalmazd PBS-t hasznaltunk, az elsd illetve masodik antitest
higitasdhoz pedig 0,1 %-os tejpor/PBS/ Tween oldatot. A blokkolast kdvetéen a
membranokat mostuk, majd elsddleges antitesttel inkubaltuk szobahdmérsékleten 90 percig
vagy 4 °C-on ¢éjszakan at. Ezt kovette HRP-konjugalt masodlagos antitesttel torténd inkubalas
szobahdémérsékleten 60  percig. Az  immunreakcidokat  nagy  érzékenységii
kemilumineszcencian alapul6 oldattal (ECL) detektaltuk. A foszforilacios helyre specifikus
antitestek esetén a PBS puffer helyett minden esetben TBS puffert (amelyeben a foszfatot 25
mM Tris-HCI helyettesitette) hasznaltunk.

A kilonbozo agyrégiok relativ MYPT1 mennyiségének meghatarozasdhoz szemi-
kvantitativ Western blot analizist végeztiink, amelyhez standardként His-MYPT1'?
peptidet hasznaltunk 1-1000 ng mennyiségben. A blottokat denzitometraltuk ¢és az abrakat a
Molecular Analyst Szoftver (BioRad) Volume Analyse mellékprogramjaval elemeztiik. A
MYPT1 savok denzitasat az agykéreg lizdtumok esetén minden egyes blottra kiilon
elemeztik és az agykéreg értékét tekintettik 100 %-nak. A tobbi agyrégid lizadtumanak
denzitometrids értékeit az agykéreghez viszonyitva szdzalékos aranyban adtuk meg. Az

agykéreg mintdkban, az 50 pg Osszfehérjében 1évé MYPTI1 koncentraciojanak
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meghatarozasahoz az agykéreg lizatumot immunoblottal vizsgaltuk mind az anti-MYPT1'~,

mind az anti-MYPT1'? antitestekkel. A blotok intenzitasat ugyanazon a gélen futtatott His-
MYPT1'#* standardokhoz viszonyitottuk.

Protein foszfataz aktivitasmérés

A patkdny agyrégiok lizatumat, a szinaptoszéma és posztszinaptikus denzités
frakciokat, illetve a HepG2 sejtek szubcelluldris frakcioit 0,1 % BSA-t és 0,1 % 2-
merkaptoetanolt tartalmazé 20 mM Tris-HCl (pH 7,4) pufferrel higitottuk. A protein
foszfataz aktivitis meghatirozasihoz 30 °C-on szubsztratként 2 puM *’P-miozint (Wu és
mtsai., 2003) vagy 2 uM 32p_MLC20-at (Erdédi és mtsai., 1995) hasznaltunk. A foszfatiz
aktivitas egysége az a fehérjemennyiség, amely a szubsztratbol 1 pmol foszfatot (P;) szabadit
fel egy perc alatt.

A teljes HepG2 sejtlizatumot egyszeres térfogatnyi, protedzgatlokat is tartalmazo
homogenizalé pufferrel lizaltuk, majd 25 pulzussal szonikaltuk jégen a protein foszfataz
okadainsavval inkubaltuk 2 percig, majd a foszfataz aktivitast 0,5 pM **-P-miozin vagy 0,5

uM **P-MLC20 szubsztrattal mértiik 30 °C—on 0,5-1 perc reakcioidével.

Immunhisztokémia

Him Wistar patkdnyokat (~200-250 g) transzkardialisan 0,1 M Tris/ PBS (TBS, pH
7,4) és 25 % szacharozt tartalmaz6 oldattal 15 percig perfunddltunk. A teljes agyat
eltavolitottuk, majd jégen a kdvetkezd régidkra valasztottuk szét: bulbus olfactorius, eldagy,
kozépagy, kisagy ¢és alsé agytorzs. Az agydarabokat szlirOpapiron szaritottuk és Tissue-Tek-
be dagyazva gyorsfagyasztottuk folyékony nitrogen felett (~-80-120 °C). Kriosztattal
horizontélis és szaggitalis metszeteket (10 um) készitettiink. A szeleteket szilannal boritott
fedélemezekre helyeztiik és szaritottuk, majd 1-4 % paraformaldehid (PFA)/TBS oldattal 1-
10 percig vagy jéghideg acetonnal 5 percig fixaltuk. A metszeteket egy oran at 10 % normal
l6szérumot, 0,1 % BSA-t, 0,01 % NaNj;.ot, 0,3 % Triton-X 100-at (BSA/Triton X-100/PBS)
tartalmazé PBS pufferral blokkoltuk, majd anti-MYPT1'>® poliklonalis antitesttel (1:100
BSA/Triton X-100/PBS pufferben higitva) inkubaltuk 48 oraig 4°C-on. Ezt kdvetden
biotinnal-konjugalt anti-nyul IgG-vel (1:200 higitasban BSA/Triton X-100/PBS-ben) vagy
AP-konjugalt anti-nyul IgG-vel (1:200) inkubdltuk egy oran 4t szobahdmérsékleten. A
detektalashoz a metszeteket avidin-konjugélt FITC-cel (1:2000) inkubaltuk 30 percig
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szobahOmérsékleten, vagy alkalikus foszfataz reakciot alkalmaztunk, amelyhez a metszeteket
50 mg/ml BCIP, 100 mg/ml NBT, és 10 mM MgCl,—ot tartalmazé 0,2 M Tris/HCI (pH 9,5)
pufferben inkubdltuk 5-10 percig sotétben a lilaskék precipitatum kialakuldsaig. Az
antittestekkel torténd inkubaldsok kozott a metszeteket négyszer 10 percig PBS-sel mostuk.
Kontroll kisérleteket végeztink az elsédleges antitest (anti-MYPT1'™*) nélkiil vagy az
elsédleges antitest preabszorbcidjaval a MYPT1'™* (0,4 mg/ml) blokkolo peptiddel. A
kontroll immunhisztokémiai vizsgalatok sordn nem tapasztaltunk detektalhato festodést. A
metszeteket az antitestek higitdsdhoz hasznalt pufferrel, illetve PBS:glicerin 1:1 aranyu

keverékével fedtik le.

Immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszkopia

Primer hippocampus és nucleus cochlearis sejteket a negyedik tenyésztési napon 70
%, 90 % és 100 % jéghideg etanollal fixaltunk 5-5 percig — 20 °C-on, majd PBS-sel mostuk.
A sejteket 0,05 % (v/v) Triton X-100-at tartalmaz6 PBS-sel permeabilizaltunk 1 percig
szobahdmérsékleten, majd haromszor mostuk PBS-sel. 2 mg/ml steril BSA-t tartalamz6 PBS-
sel blokkoltuk 1 o6raig 4 °C-on. A fixalt sejteket az elsédleges antitesttel (1:150 1 mg/ml
BSA/PBS-sel) inkubaltuk 2-6 oran at. A feddlemezeket PBS-sel haromszor 10 percig
mostuk, majd Alexa 488-konjugalt anti-nyul IgG-vel és Alexa 633-konjugalt anti-egér
antitesttel (1:200) inkubéltuk 4 °C-on 90 percig. A mintdkat haromszor 10 percig mostuk
PBS-ben, majd 2xSSC oldatban (0,3 M natrium klorid, 30 mM natrium citrat (pH 7,0))
ekvilibraltuk. 1 mg/ml propidium jodidot 2xSSC oldatban 1:3000 aranyban higitottuk,
amellyel a sejteket 1 percig inkubaltuk a sejtmag festéséhez. Végiil a fedélemezeket Antifade
Light Kit segitségével fedtiik le.

A HepG2 sejteket a kisérlet eldtt 24 oraval helyeztiik a steril fedélemezre (d=12 mm)
10 % FBS-t tartalmazé D-MEM-ben. Az inhibitorokkal torténd kezelés elott a sejteket 12
oraig szérummentes D-MEM-ben inkubaltuk. A HepG2 sejteket 5-50 nM okadainsavval,
vagy 10 uM Y27632 vagy Y27632 ¢és okadainsav jelenlétében inkubaltuk 0,1% FBS-t
tartalmazé D-MEM-ben. Jéghideg PBS-sel kétszer mostuk, majd 70 %, 90 % ¢és 100 %-os
jéghideg etanollal 5-5 percig -20 °C-on vagy 4% PFA-val 15 percig szobahOmérsékleten
fixaltuk, amelyet ismét mosas kovetett PBS-sel. A sejteket 0,05 % (v/v) Triton X-100-at
tartalmazo PBS-sel permeabilizaltunk 2 percig szobahdmérsékleten, majd haromszor mostuk
PBS-sel. Blokkolashoz steril, 2 mg/ml BSA-t tartalmazé PBS-t hasznaltunk (1 6ra, 4 °C). Az
els6dleges antitesteket 1:200-1:500 aranyban 1 mg/ml BSA/PBS-sel higitottuk és a

feddlemezeket 6-12 Oran at inkubaltuk nedveskamraban. Haromszori PBS-sel torténd mosas
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utdn Alexa 488-konjugalt anti-nyul IgG-vel vagy Alexa 546-konjugalt anti-egér IgG-vel
inkubaltuk (1:500 higitas) 90 percig 4 °C-on. Az F-aktin festéséhez Alexa 633-konjugalt
falloidint (1:500 higitds 1 mg/ml BSA/PBS-ben) hasznaltunk (60 perc, 4 °C). A mintakat
haromszor 10 percig mostuk PBS-ben, majd 2xSSC oldatban ekvilibralva a sejtmagot
propidium jodiddal festettiik. Végiil a feddlemezeket Antifade Light Kit segitségével fedtiik
le. Az immunofluoreszcencids jelolést kovetden a primer neurondlis sejteket és a HepG2
sejteket Hélium/Neon (543) és Kripton/Argon (488, 647) 1ézer detektorokkal felszerelt Zeiss
LSM 410 konfokalis 1ézer mikroszkoppal (Zeiss LSM 410; Carl Zeiss) vizsgaltuk 90-175 nm
pinhole-t alkalmazva. Az agymetszeteket Zeiss Axiocam digitalis kameradhoz csatlakoztatott
fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss Axiolab; Carl Zeiss) vizsgaltuk, és Plan-Apochromat
63x/1,4 nagyitasu olaj DIC immerzios objektiv lencsét alkalmaztunk. A sejtek optikai
szeletelésével 0,8-1,2 um rétegvastagsagu felvételeket kaptunk. A digitalizalt felvételeket
LSM 5 Image Examiner (Carl Zeiss Mycroscope Systems) vagy AxioVision 3.1 szoftver
program segitségével készitettiik el, majd a Photoshop képkészité szoftvert alkalmaztunk az

abrak készitéséhez (Adobe Systems).

Immunprecipitacio

1296 antitesttel

Protein-A Sepharose-t inkubaltunk affinitds tisztitott anti-MYPT
immunoprecipitacids pufferben (IP puffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7.0), 20 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 % Triton X-100, 0,01 % SDS és proteazgatld koktél) 1-2 6raig 4 °C-on, majd 800 g
5 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A patkany agy hippocampusbol szarmazé fehérjeextraktumot
(100 pg fehérje) IP pufferben higitottunk, majd elétisztitottuk (precleared) 10 pl Protein-A
Sepharose-zal 1-2 6ran at, és 800 g 5 percig 4 °C-on centrifugaltuk. Az el6tisztitott agy
kivonatot anti-MYPT'*® antitesttel-kotott Protein-A Sepharose-zal inkubéltuk 6 6rig 4 °C-

on. A kontroll kisérletben az anti-MYPT'2%

antitestet nem-immun nyul immunoglobulinnal
helyettesitettiik. A Protein-A Sepharose szemcséket haromszor C pufferrel (20 mM Tris-HCI
(pH 7,0), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % Triton-X 100, 0,1 % SDS és proteazgatlo
koktél), haromszor D pufferrel (20 mM Tris-HCI (pH 7,0), 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 %
Triton-X 100, 0,1 % SDS ¢és protedzgatld koktél) és haromszor PBS-sel mostuk. Valamennyi
mosast kovetéen a folyadékot maradéktalanul eltavolitottuk a szemcsékrdél. A Protein-A
Sepharose-t SDS minta pufferral inkubaltuk 100 °C-on 5 percig, és a fehérjéket SDS-PAGE-
val valasztottuk el. A PPlc izoformak kimutatdsa esetén az immunoblothoz 20 ng tisztitott

rekombinans PP1cd—t és vazizombol tisztitott PP1c-t hasznaltunk. A géleket nitrocelluloz

membranra traszferaltuk és a blot elohivasahoz a kovetkezO antitesteket hasznaltuk: anti-
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MYPT'** (1:2000), anti-PP1cd (1:1000), anti-PP1(E9) (1:500), anti-ROK (1:1000) és anti-
szinaptofizin (1:1000) antitestek.

GST-MYPT pull-down assay

Glutation-Sepharose-t 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1%
Triton X-100 protedz inhibitorokat tartalmazé koté pufferrel ekvilibraltunk, majd 400 ul 0,1
uM GST vagy 0,1 uM GST-MYPT1-et kapcsoltunk 100-100 pl Glutathione-Sepharose-hoz
kotoé pufferben. A Glutation-Sepharose altal nem kotott GST-t vagy GST-MYPT1-et a kotd
pufferrel torténd mosasokkal (2x) tavolitottuk el. A szinaptoszéma frakcidt (30 pg fehérje)
Glutathione-Sepharose-zal elétisztitottuk, majd 100 ul GST-vel (kontroll) vagy GST-
MYPTI1-gyel kapcsolt Glutathione-Sepharose-zal inkubaltuk 1 ml-es térfogatban 2 oraig 4
°C-on (lassu kevertetéssel). A gyantat haromszor mostuk kotd pufferrel, majd a gyanta altal
kotott fehérjéket SDS minta pufferrel torténd forralassal szolubilizaltuk. A mintdkat anti-
MYPT'*° anti-ROK, anti-szinaptofizin és anti-PP1c8 antitestekkel viszgaltuk Western blot

analizissel.

Sejtmigracios vizsgalat

A sejtmigracid kvantitativ. méréséhez fibronektinnel boritott Quantitative Cell
Migration Assay (Chemicon Int., ECM 500) kitet hasznaltunk kovetve a gyarto leirasat. A
HepG2 sejteket 18 oraval a passzalds elott szérum-mentes D-MEM-ben éheztettiink. 2,5 x
10° sejtet tettiink ki valamennyi fibronektinnel boritott Boyden kamraba, és a letapadas
kontrolljaul szolgal6 fibronektinnel boritott 12 lyuku tenyésztéedény valytiba is. A Boyden
kamra felsd osztatdba helyezett sejteket 5, 50 nM OA ¢és 10 uM Y27632 vagy a két
inhibitorral egylitt inkubaltuk 18 oraig 0,5 % FBS-t tartalmaz6 DMEM médiumban. A kamra
als6 osztatdba kemoattraktansként 50 ng/ml HGF-get és 0,5 % FBS-t tartalmazé D-MEM-et
helyeztiink. A membranon keresztlil migralt sejteket fixaltuk és festékkel inkubaltuk, majd
mostuk. A sejtekben akkumulalédott festéket extrakcios pufferrel nyertiik ki, €s a migracio
mértékével aranyos festékmennyiség abszorbancigjat 540 nm-en mértiik. Az abszorbanciat a
kontroll sejtekhez viszonyitott szazalékos értékekben adtuk meg, és Graph Pad Prism
Software (Microsoft) segitségével dabrazoltuk. A kisérletben kontrollként szerepld
fibronektinnel boritott sejttenyészté edényben 1évo sejtek szama a sejtek életképességét

mutatja az inhibitorokkal torténd kezelés hatasara.
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EREDMENYEK

A MYPTI és MYPT? izoformak kimutatdasa patkany agyban

A MYPT izoformait, a MYPTI1-et, és ezzel az izoformaval 61 %-os szekvencia-
hasonlésagot mutatd6 MYPT2-t agyszovetben mar kimutattak (Fujioka és mtsai, 1998). SDS-
PAGE gélen a MYPT1 molekulatomege 131 kDa, mig a MYPT2 izoforméaé 112 kDa. Az
izoformdk kozott jelentds eltérés az N-terminalis régioban figyelhetd meg, de a gatld
foszforilacids hely koriili peptidszakasz (Thr695 a 133 kDa zaza MYPT1 izoforma és Thr646

a human MYPT2 esetén) er0sen konzervalt. Az 64. abra a MYPT]1 szerkezeti vazlatat mutat-
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6.abra A miozin foszfataz szabadlyozo alegység (MYPTI) szerkezeti vazlata az antitestek
termeltetéséhez hasznalt peptidszakaszok jelélésével.

(A) A MYPT1 PPlc k&té motivumat tartalmazo 1-38 peptidszakasz ellen termeltetett poliklonalis
antitest (anti-MYPT'?®*), az ankirin-szerti ismétlédést (40-296) is magaba foglalo regié ellen
termeltetett anti-MYPT' > ellenanyag, a gatlé foszforilacios helyet is tartalmazé peptid elleni antitest
(anti-MYPT®**7) (B): A MYPT ellenanyagok jellemzése. Teljes patkany agy lizatumot (50 pg
fehérje/valyt) blottoltunk nitrocelluldz membranra és anti-MYPT1'™*, anti-MYPT1'**® vagy anti-
MYPT1%7 ellenanyagokkal vizsgaltuk a keresztreakciokat.
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ja, ¢és jelzi azokat a peptidszakaszokat, amelyek ellen termeltetett antitesteket felhasznaltuk
kisérleteink sordn. Az 6B. dbran ezen antitestek felhasznaldsdval kapott Western blot
eredményei lathatok.

Teljes patkany agylizatumbol kimutattuk mindkét MYPT izoformat. A MYPT1 N-
terminalis régidja ellen termeltetett ellenanyagok (anti-MYPT1'>® és anti-MYPT1'*°) a kb.
130 kDa molekulatomegii MYPT1 izoformat azonositottak. A MYPT1 és MYPT2 konzervalt
MYPTI1-nek, mig az als6 sav feltehetéen a MYPT2-nek felel meg. Ez utobbi ellenanyaggal
kapott savok kozotti intenzitas kiilonbség arra enged kovetkeztetni, hogy az agyban a
MYPTI a f6 miozin foszfataz szabalyozo alegység izoforma. Az immunoblot eredményei azt
is alatamasztjak, hogy az anti-MYPT1'?® ¢&s anti-MYPT1'**® antitestek specifikusak a
MYPTI1 izoformara, és felhasznalhatok a MYPTI mennyiségének ¢és lokalizacidjanak

meghatarozasahoz a kiilonb6z6 agyrégiokban.

A MYPTI expresszidja kiilonbozo patkany agyrégiokban

A relativ MYPTI tartalom és a MYPT1 expresszidjanak részletesebb vizsgalatahoz
kiilonb6z6é agyrégiok lizatumat (50 pg fehérje) vizsgaltuk Western blot analizissel anti-
MYPT1'® és anti-MYPT1' > antitestekkel (74. dbra). A MYPT]1 expresszidjat valamennyi
agyrégioban kimutattuk: viszonylag nagyobb mennyiségben volt jelen az agykéreg (cortex),
szagld hagyma (bulbus olfactorius), striatum, hippocampus és koztiagy régiokban, és kisebb
mennyiségben a kozépagy és utdagy (7B. dbra) régiokban. A két antitesttel kapott
eredmények (anti-MYPT1'?® vagy anti-MYPT1'*®) a MYPTI relativ mennyiségi
megoszlasanak tekintetében hasonloak voltak. Az Anyagok és modszerek fejezetben leirt
moédon hatéroztuk meg a MYPTI becsiilt koncentraciojat a tisztitott His-MYPT1'%°
peptiddel kapott kalibracios gorbét hasznalva. Az agykéregben a MYPT! koncentracidja
72,8+18,6 nmol/g fehérje (n=4) volt anti-MYPT1'>* antitesttel, és 78+24,3 nmol/g fehérje

(n=3) az anti-MYPT1'?*® antitestte] meghatarozva.

Az agyrégiok miozin foszfataz aktivitdasa

A teljes agylizatumok foszfatdz aktivitisanak meghatirozasihoz **P-MLC20 és **P-
miozin szubsztratokat hasznaltunk (8. dbra). Mivel a **P-MLC20 a PP1 és a PP2A enzimek
szubsztratja is, ezért az aktivitaismérés soran 2 nM okadainsavat (OA) hasznaltunk, amely a
PP2A aktivitasat gatolja. Ezzel a csak PPl-nek tulajdonithatdo foszfatdz aktivitast

részaranyanak meghatarozasa valt lehetové. A PP2A gatlasa 2 nM OA-val a teljes foszfataz
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7. abra A MYPTI expresszioja kiilonbozo agyrégiokban.

A MYPTI1 eloszlasat a patkany agy régiokban Western blot analizissel vizsgaltuk. Az alabbi
agyrégiok lizatumait (50 pg fehérje) elemeztik: agykéreg (AKER); striatum (STRI); bulbus
olfactorius (BUOL); hippocampus (HIPP); kozépagy (KOZA); utdagy (UAGY); kisagy (KISA);
koztiagy (KOZT). A kdvetkezd ellenanyagokat hasznaltuk: (A): felsésav sav, anti-MYPT11-38;
alsé sav, anti-MYPT11-296. (B): Az agyrégiok relativ MYPT1 tartalmat a blottok denzitometrias
elemzésével kaptuk, a denzitasokat 100%-nak tekintve az agykéreg lizatumara. A megadott
értékek atlagok + SE (n=3-5).

aktivitas 20-50 %-os csokkenését eredményezte a kiilonboz6 agyrégiok lizdtumaban (kitoltott
oszlopok), mig a fennmaradd aktivitds (csikozott oszlopok) felel meg a PP1 aktivitasnak.
Altalanosan elfogadott, hogy intakt simaizom miozin (vagy a nehézlanc egy részét is
tartalmaz6 meromiozin) csak a miozin foszfatdz holoenzimmel defoszforilalhat6 szignifikans
mértékben (Alessi és mtsai., 1992). Ezért a foszfataz aktivitasmérést **P-miozin szubsztrattal
is elvégeztiik, és meghatiroztuk az agylizdtumok miozin foszfatdz aktivitasat (8B. dabra).
Frissen preparalt lizdtumokban 2 nM OA csak kismértékli (maximum 10 %) miozin foszfataz
aktivitas gatlast eredményezett, amely arra utal, hogy a >°P-miozint a PP2A gyakorlatilag
nem defoszforilalta (8B. dbra). Az agy lizatumok ismételt fagyasztasa és felolvasztasa
azonban a miozin foszfataz aktivitds nagyobb mértékii gatlasat eredményezte (20-30 %). Ez
feltehetéen a PP2A B alegysége részleges proteolizisének tulajdonithatd, amely az enzimet

aktivalja a foszforilalt miozin irant (Pato és Kerc, 1986). A miozin foszfatdz aktivitasok
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Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy az agykéreg, striatum, bulbus olfactorius és hippocampus
nagyobb mennyiségli miozin foszfatdzt tartalmaz, mint az utdagy vagy kozépagy. Az
agyrégiok miozin foszfataz aktivitdsa (8. dbra) hasonldan valtozott, mint a Western blottal
detektalt MYPT1 mennyisége (1d. 7. dbra), de a hippocampusban ¢és koztiagyban mért
miozin foszfatdz aktivitds alacsonyabb volt a Western blot altal becsiilt relativ MYPTI1

mennyiséghez képest.
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8. abra A patkany agyrégiok lizatumanak protein foszfataz aktivitdsa.

A higitott patkany agy kivonatok protein foszfataz aktivitasat 2 nM okadainsav (OA) nélkiil (kitoltott
oszlopok), illetve 2 nM OA jelenlétében (csikozott oszlopok) hataroztuk meg 2 uM **P-MLC20 (A)
vagy 2 uM *P-miozin szubsztrattal (B) 30 °C-on. A megadott értékek atlagok + SE (n=3-4).
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Immunhisztokémiai vizsgdlatok

Tovabbi vizsgalataink célja az volt, hogy immunhisztokémiai moddszerekkel
meghatarozzuk a MYPT1 lokalizaciojat az agyszovetek szeleteiben. Anti-MYPT1'>®, anti-
MYPT1'* vagy anti-MYPT1°*7% ellenanyagokat hasznalva a MYPT1 immunreaktivitast
MYPT1'® ellenanyaggal kapott jelek ersebbek és kontrasztosabbak voltak, mint az anti-
MYPT1'"™®° vagy anti-MYPT1%°7% cllenanyagokkal detektaltak. Ezért a tovabbi,

138 antitestet hasznaltuk. Az anti-MYPT1'™®

részletesebb vizsgalatokhoz az anti-MYPT1
ellenanyaggal erds immunreaktivitast figyeltink meg a bulbus olfactoriusban (9. abra). A
MYPTI1 immunreaktiv rostok kitoltottek a szaglopalyat (tractus olfactorius), a szemcsés

réteget (stratum granulosum) és a szagldé magot (nucleus olfactorius) is (94. abra). Szamos

9. abra A MYPTI eloszlasa a bulbus olfactoriusban.

Valamennyi metszetet PFA-val fixaltunk, és az immunreaktivitast FITC-cel konjugalt masodlagos
ellenanyaggal detektaltuk. (A): A teljes szerv keresztmetszetér6l késziilt kis nagyitasu képen a
nucleus olfactorius anterior (AON), a tractus olfactorius (ot) és a stratum granulosum (gl) mutat
MYPT1-immunoreaktivitast. Jelolodtek még: nervus olfactorius (on), glomerulusok (g), stratum
plexiform externis (epl). Nyilak: A glomerulusok koriili MYPT1-immunreaktivitast mutaté rostok. A
bulbus olfactorius Kinagyitott részletén az anti MYPT'™® immunreakcié (B), és az ellenanyag
blokkold peptidjével torténd eléabszorpcidt kovetd festddés lathatd (C). (B): A granuldris rétegben
(g) és a szagld glomerulusokban (csillag) 1évé MYPT1-immunoreaktivitast mutato rostok (nyilhegy).
Meéretarany: A: 400 um; B and C: 100 pm.
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MYPT1 immunreaktiv axon haladt at a szemcsés rétegen ¢s a kiils6 haldzatos rétegen
(stratum external plexiforme), valamint a szagld glomerulusok koriil (9B. dbra). A szagloideg
(nervus olfactorius), a mitralis sejtek €s a kiegészité mag (bulbus olfactorius accessorius)
elemei nem mutattak MYPTl-immunreaktivitast. Az immunreakciok specificitasat a bulbus

olfactorius metszeteivel ellenériztik. Az anti-MYPT1'®

ellenanyag eldinkubalasa annak
antigénjével (a MYPT1'>® peptiddel) teljesen megsziintette a pozitiv immunreakciot (9C.
abra).

A kisagy (cerebellum) kérgi részének szomatoszenzoros teriiletén MYPTI-
immunreaktiv rostokat és sejteket mutattunk ki (/04. dbra). Valamennyi anti-MYPT1'>®
immunreaktiv axonrost varikozitast tartalmazott, és néhany ezek koziil axo-szomatikus
kapcsolatokat alkotott a perikaron (idegsejttest) kérgi részével. (/0C. dabra). A
hippocampusban a MYPT1-immunreaktivitds egyértelmiien kimutathaté volt a fogazott
tekervény (gyrus dentatus) szemcsés rétegében, a piramis sejtekben (/1B. dbra) és a fimbria
hippocampiban. Ez utdbbi beidegzi a stratum lacunosum moleculare, a stratum oriens, a
piramis és szemcsés sejtek perikarionjait (/0B, D. dbra). Erdteljes MYPT1 festodést
mutattunk ki az olyan axonkotekegben, mint az eliilsd harantkdteg (comissura anterior), a
kérgestest (corpus callosum), a fasciculus perforans ¢és a stria terminalis. Emelkedett
MYPTI-immunoreaktivitast tapasztaltunk az entorhindlis cortex és a subiculum sejtek
sejtmagjaiban és citoplazmajaban (/0F. abra). Er6s MYPT1 immunreaktivitast detektaltunk
a nagyagyi szlirke magvakban (ganglia basalis) is (10E. dabra). Az agyi arterioldk simaizom
¢és endotélialis része a varttal megegyezden MYPT 1-immunreaktivitast mutatott (/0C. dbra).
A kisagyi fehérallomany szdmos MYPT1-et tartalmazd idegrostja szétagazott a kisagykéreg
szemcsesejtjei kozott (/0G. abra). A Purkinje sejtek eltérd intenzitasu festddést mutattak a
MYPTl-re a citoplazmdban és a sejtmagban, de erds immunreaktivitdst mutattunk ki a
magvacskaban is. Acetonnal torténd fixalast kovetden a granularis réteg (stratum granulare)
sejtmagjai €s a molekularis réteg (stratum moleculare) kiilonb6zo sejttipusai MYPT1-
immunreaktivitast mutattak (/0H. abra).

Szamos idegsejt magvacskaja mutatott MYPT1-immunreaktivitast (/04, C. dbra).
Acetonnal torténd fixalassal az agykéreghez hasonldan a piramidalis és granuléris sejtek is
kozepes erdsségli MYPTI-immunreaktivitast mutattak (/0B. dbra). Az acetonnal fixalt
metszetek illetve paraformaldehiddel rovid ideig fixalt (1-2 perc) mintdk révilagitottak arra,
hogy a szomatoszenzoros agykéreg sejtmagjai is enyhe MYPT1-immunreaktivitdst mutattak
(10C. abra). Kiilonboz6 fixaldo mddszereket és fixalasi idot alkalmazva megéllapitottuk azt,

hogy a PFA emelkedé koncentracioja és hosszabb fixalasi id6 megérzi az anti-MYPT1'™*
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10. abra A MYPT1 eloszldasa az agykéregben és kisagyban.
Az A, C, D, E, metszeteket PFA-val, a B, F, G, H metszeteket acetonnal fixaltuk. Az immunreakciok
el6hivasahoz az A, C és E metszetek esetén avidin-FITC-et, mig a B, D, F, G, és H metszetek esetén
alkalikus foszfatazt hasznaltunk. (A): A MYPTI-immunoreaktivitast add rostok altal beidegzett
szomatoszenzoros agykéreg rétegei (rémai szamokkal jeldlve). MYPT1 immunreaktiv neuronok
magvacskdja (nyilhegy). (B): MYPT1-immunreaktivitds a piramis és granularis rétegben (nyil), és a
hippocampus kiilonbozo rétegeit (nyilhegy) beidegzé fimbria hippocampiban (fh). CA1-CA4: piramis
sejtek, DG: gyrus dentatus, so: stratum oriens, str: stratum radiatum, slm: stratum lacunosum-
moleculare, cc: corpus callosum. (C): A kisagykéreg belsé piramis rétegének nagyitott részlete:
erésen festdd6 magvacskak a sejtmagban (nyil). Idegsejtnyulvanyok altal a piramissejtek
perikarionjan l1étrehozott axoszomatikus kapcsolatok (nyilhegy). Csillag: MYPT1-immunoreaktivitast
mutatd arteriola. (D): a gyrus dentatus rétegben (dl) lathaté MYPTI1-immunoreaktiv rostkoteg
(nyilhegy). A granularis sejtek sejttestjei (nyil), gl: granularis réteg, ml: moharost réteg. (E): A corpus
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striatumon keresztiil haladé axonagak (nyil). lv: ventriculus laternalis, pm: pia mater. (F): A
subiculum sejtjeiben (s) a MYPTI1 kiilonb6z6 szubcelluldris lokalizaciot (citoplazma, sejtmag,
magvacska) és denzitast mutat (nyil). cc: corpus callosum, dhe: comissura dorsalis hippocampalis, sc:
colliculus superior. Inzert: A MYPT l-immunreaktivitast mutat6é subiculum sejtek nagyobb nagyitasa.
Nyilak: MYPTI1 a sejt citoplazmajaban és sejtmagjaban, nyilhegyek: MYPTI1 a sejt citoplazméajaban
és magvacskajaban. (G): Festddés a kisagy fehérallomanyaban (wm), granularis réteg (gl), ml:
molekuldris réteg. Nyil: anti-MYPT1'* immunreaktiv Purkinje sejtek sejttestie. (H): A kisagy
kérgének nagyobb nagyitisu képe. MYPT1 a Purkinje sejtek citoplazmajaban, sejtmagjaban és
magvacskdjaban (nyilhegy). MYPT1 immunreaktivitast a molekularis réteg (ml) és a granularis réteg
(gl) idegsejttestjeiben (nyil). Varikozitasok (hosszl nyilak). Méretarany: A, B, E és G: 500 um; C: 50
pm; D, F inzert és H: 100 um; F: 200 pm.

festési intenzitasat az axonkotegekben €s az idegsejtek sejtmagvacskaiban, de a sejtmag és a
citoplazma immunreaktivitisa csokkent vagy teljesen megsziinik (nem dokumentalt
eredmények). Az acetonnal, mint “enyhe fixaloszer’-rel az anti-MYPT1'® festédés a
sejtmagban és a citoplazmaban lathatébba valik, de a festddés kevésbé megtartott az
axonokban. Enyhe MYPTI festddés jellemzi a kiilonbozé thalamikus magokat, és diffuz, de
kozepes erdsségli festddést figyeltiink meg a szijacskdkban (nucleus habenularis) (11A.
abra). Erés MYPT1-immunreaktivitdst mutattunk ki a latopalyaban (tractus opticus) és a
boltozatban (fornix) (11 B, C. abra). A paraventrikuldris magok parvocellularis része €s a
periventrikularis magok szdmos MYPTI-immunreaktiv idegnytlvanyt tartalmaztak (//C.
dbra). A nuclei supraopticusban (acetonnal fixalva) az anti-MYPT1'>® antitesttel mutatott
immunreakcid szemcsés festddést mutatott a citoplazméban, mig erdsebb intenzitasu jeleket
adott a PFA-val fixalt metszetek magvacskéajaban (/1B. dbra).

A kozépagyban, a harmadik agyidegmag kozpontjaban (nucleus oculimotorius), a
vorosmagban (nucleus ruber), az emlOdmagokban (nucleus mammillaris) és kocsanykozti
magokban (nucleus interpeduncularis) a MYPT1 er6s immunreaktivitast mutatott. (//D,E.
abra). Az acetonnal fixalt nucleus mammillaris perikarionjdban erds immunreaktiv
felhalmozoddast tapasztaltunk csakugy, mint a nucleus supraopticusban (I1D. abra). A felsé
¢s also ikertest rétegeiben (stratum colliculus superior és inferior) talalhato sejttipusok koziil
sok adott MYPTI1-immunreaktivitdst a perikarionban, de igen eltérd volt a MYPTI1
szubcellularis eloszlasa és a festddésének intenzitasa. Szintén gyengén festddtek az anti-
MYPT1'?® antitesttel az agyidegek szenzoros és motoros kozpontjai (azaz a haromosztat(
(nucleus trigeminus), a halloideg (nucleus cochlearis), helyzetérzékeld (nucleus vestibularis),
¢s bolygoideg (nucleus dorsalis vagalis) magjai), valamint a hippocampusban elhelyezkedd
fels6 olajkamagvak (nucleus olivae), nucleus cuneatus és a nucleus gracilis is (11F, G, H.

abra). A MYPT1 nagy mennyiségben volt jelen a motoros haromosztati mag (nucleus
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11. abra A MYPTI jelenléte az agy kiilonbozo régioiban.

Az A, B, C, E, G, és H metszeteket PFA-val fixaltuk és avidin-FITC-cel hivtuk eld, mig D és F
metszeteket acetonnal fixaltuk, AP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal jeloltik és alkalikus
foszfatazra specifikus reakcioval detektaltuk. (A, B és C): a koztiagy diffaz MYPTI1-
immunoreaktivitasa: nucleus habenularis (HN) (A), tractus opticus (ot) (B), paraventricularis (PVN)
és periventricularis magokban (PN) (C). A gyrus dentatus (dg), plexus choroidalis (cp) (A), nucleus
supraopticus (SON) magvacskai (nyilhegy) (B), fornix (f) (C) szintén MYPT1-festodést mutatott.
Nyil: MYPT1-et tartalmazd érrendszeri elemek. 3V: harmadik agykamra. (D): Aceton fixalassal a
nucleus mammillaris sejttestjeinek citoplazmajaban felhalmozodott MYPT1 (nyil) és magvacskai
(nyilhegy). (E): A kozépagyban: nucleus oculimotorius (ON), nucleus ruber (RN), nucleus
interpeduncularis (IPN). Nyil: MYPT1-et tartalmazo6 érrendszeri elemek. (F) Az agytorzs hosszanti
(szaggitalis) metszete: a MYPT1 jelenléte a locus ceruleus (LC) kornyéki nervus trigeminus motoros
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magjai (nyil) és a kis sejtek (nyilhegy) sejttestjeiben. Kisagy (C), cerebellum peduncularis (cp). (G és
H): Az utéagy: MYPTI festédést nucleus cochlearisban (CN) (G) €s az oliva inferiorban (10) (H). tb:
trapéztest, pt: piramispalya. Méretarany: A, C, E, F, G és H: 400 pm; B: 200 pm; D: 50 um.

trigeminalis) nagy perikarionjaban, a kékmagban (locus cereuleus) és a haldzatos
rendszerben szétszortan kimutathato perikarionokban.

A fenti adatok aldtdmasztjdk a MYPT1 idegrendszeren beliili jelenlétét, de az
immunfestédés mintdzata felveti annak lehetdségét, hogy a glia sejtek szintén
tartalmazhatnak MYPT1-et. Er6s MYPT1 immunreaktivitds mutathato kis a corpus callosum
(10B, F. dbra) és a kisagy fehérallomanyaban (/0G, H. dbra), ami a MYPT1 jelenlétére
utalhat az oligodendroglia sejtekben. Kdzepes immunreaktivitds detektalhatdo az agy jol
korbehatérolt régioi, mint pl. a subiculum idegsejtjei kozott (/0F. dbra) vagy a trigeminalis
ideg motoros magjaiban (//F. dbra), ami szintén aladtdmasztja a MYPT1 jelenlétét a glia

sejtekben.

A miozin foszfataz lokalizacidja immunfluoreszcencidaval hippocampus és nucleus
cochlearis primer sejtkulturakban

Az els6 képsorozat a primer hippocampus sejtek MYPT1 ¢és szinaptofizin elleni
antitestekkel torténd jelolését mutatja (/24.-F. dbra). A szinaptofizin preszinaptikus
markerként ismert, valamint segit a kevert primer sejtkultrakban a neuronok specifikus
megkiilonboztetésében az asztrocitaktol, amelyek szintén festddtek az anti-MYPTI

1'2% &5 az anti-

antitestekkel. A MYPT1 a hippocampus neuronokban az anti-MYPT
MYPT1'® ellenanyagokkal a citoplazméban és a sejtmagban is jelen volt (124. és D. dbra).
A MYPTI1 a perinuklearis régioban és az idegsejtnyulvanyok mentén kolokalizalodott a
szinaptofizinnel (/2C. és F. dbra). A hippocampus sejtekben a PP1cd a perikarionban
koncentralodott (/2G. dbra), csak gyenge festddést mutatott a nytlvanyokban, de szintén
részleges kolokalizaciot mutatott a szinaptofizinnel (/2G, H és I. dbra).

A nucleus cochlearis neuronok diffuz MYPT1 szubcellularis lokalizdciot mutattak
foként a citoplazmaban és az idegsejtnytlvanyokban (1/2J. dbra). A sejtek z metszetli optikai
szeletelése gyenge festOdést jelzett a nucleus cochlearis sejtek sejtmagjaban. A MYPT1
szinaptofizinnel szintén kolokalizaciot mutatott a sejttestben (/2J, L és M dbra). A nucleus
cochlearis sejtkulturaban a PP1c¢d diffuz festddést mutatott a citoszolban és kolokalizaciot

mutatott a szinaptofizinnel, de nem volt nagyobb mennyiségben jelen a sejtkontaktusokban

(nem dokumentalt eredmények).
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MYPT!2% szinaptofizin C egyesitett kép

MYPT '3 szinaptofizin F

MYPT-2% PIIL szinaptofizin M egyesitett kép

LAY
el

12. dbra A MYPTI immunflouoreszcens lokalizacioja neurondlis primer sejtkulturakban.
Héarom napos patkdny hippocampusébdl szarmazd idegsejteket négy napig novesztettiik
sejtkultaraként, majd immunfluoreszcens festést kdvetden konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk (A-I)
a kovetkezé antitestekkel: anti-MYPT'>* (z61d) (A), anti-MYPT'?® (z6ld) (D), anti-szinaptofizin
(kék) (B, E, H) vagy anti-PP1cd (zo6ld) (G). A sejtek sejtmagjanak festéséhez (vords) propidium
jodidot (PJ) hasznaltunk. Az egyesitett képeken (C, F és I) a fehér szin jeloli a MYPTI1
kolokalizaciojat PP1c-vel vagy szinaptofizinnel. A PP1cd a sejttest sz€li részén volt jelen (G), és
foltokban kolokalizalt a szinaptofizinnel (I). A nucleus cochlearisbol szarmazo idegsejteket (J-M)
szintén immunfluoreszcensen festettiink majd konfokalis mikroszkoppal vizsgaltunk anti-MYPT'>%
(zold) (J) vagy anti-szinaptofizin ellenanyaggal (kék) (L), a sejtmagot propidium jodiddal (PJ) tettiik
lathatova (voros) (K). Az egyesitett kép (M) fehér szine a MYPT1 kolokalizacigjat jelenti
szinaptofizinnel. A MYPT1 a nucleus cochlearis sejtekben is kolokalizalt a szinaptofizinnel (M).
Méretarany: 5 um.

43



MYPTI-kélcsonhato  neurondlis  fehérjék azonositisa  hippocampus  kivonatbol
immunoprecipitdacioval
A lehetséges MYPT1-gyel kolcsonhatod, agyban taldlhatd fehérjék kimutatdsdhoz

immunprecipitaciot végeztiink anti-MYPT' 2%

antitesttel. A kisérletet mindegyik agyrégiobol
szarmaz6 mintdkon elvégeztiik, és hasonld eredményt kaptunk. A /3. abran bemutatott
eredmények a hippocampus agyrégio lizdtumébol szdrmazod mintaval késziiltek. Az anti-
MYPT1'?% antitesttel kapott immunprecipititumot Western blot analizissel vizsgaltuk és
kimutattuk a ROK, a szinaptofizin (/34. dbra) és a PPlc izoformak (/3B. dbra) jelenlétét.

Eldzetesen leirtdk, hogy kiilonb6z6 szovetekben és sejtekben a ROK kotddik a
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13. dbra A MYPTI immunprecipiticiéja hippocampus kivonatbél anti-MYPT1'%°
ellenanyaggal: a ROK, szinaptofizin és PP1c izoformdk koprecipitacioja MYPTI-gyel.
(A): Az immunprecipitaciohoz (IP) hippocampus kivonatot hasznaltunk, amit affinités tisztitott anti-
MYPT1'*° ellenanyaggal vagy kontrollként nem—immun nyal szérummal (NSZ) inkubaltunk. Az
immunprecipitatumot anti-MYPT' >, anti-ROK és anti-szinaptofizin (anti-SZINP) ellenanyagokkal
vizsgaltuk. A NSZ-mal végzett immunoprecipitacioval csak a nyul IgG-t azonositottuk Western blot
analizissel anti-MYPT' % ellenanyagot hasznalva. (B): A PP1c izoformak azonositasa a hippocampus
kivonatbol kapott immunprecipitaitumban. Teljes hippocampus kivonatot (1), hippocampus kivonatbol
kapott_anti-MYPT1'**® immunoprecipitatumot (2) és tisztitott hesztahisztidin taggel expresszalt
PP1cd (3) és tisztitott nyal véazizom PPlc-t (4) immunoblott utdn poliklonalis anti-PP1cd és

monoklonalis anti-PP1c (E9) ellenanyagokkal vizsgaltunk.
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MYPT1-hez, és azt is igazoltdk, hogy a ROK legalabb két oldallancon (Thr695 és Thr850)
foszforilalja a MYPT1-et (Feng és mtsai., 1999a, 1999b). A 134. abran lathatd, hogy a ROK
(~160 kDa fehérje és egy hozzavetdlegesen ~80 kDa proteolitikus fragment) a MYPT1-gyel
koprecipitalodott, ami a két fehérje szoros kapcsolatira utal neuronalis sejtekben. A
szinaptofizin jelenléte az anti-MYPT1'?* ellenanyaggal végzett immunprecipitatumban
némileg meglepd, de tekintettel arra, hogy a szinaptofizin egy foszforfehérje, ezek az adatok
arra is utalhatnak, hogy a szinaptofizin a miozin foszfataz egyik neurondlis szubsztratja lehet.

A kilonbz6 PPlc izoformak jelenlétének vizsgalatihoz az anti-MYPT1'?"
immunprecipitdtumot PPlc-re specifikus antitestekkel vizsgaltuk (/3B. abra). A PP1cd-ra
specifikus antitest (anti-PP1cd) keresztreakcidt adott a hippocampus kivonattal, és az anti-
MYPT'** immunprecipitatummal, valamint a tisztitott rekombinans PP1¢d, és vazizombol
izolalt PPlc-vel is. Ez utobbi feltehetéen a PPlc izoformak keverékének felel meg. A
monoklonalis ellenanyag (anti-PP1c (E9)) csak a tisztitott nyul vazizom PPlc-vel mutatott
keresztreakciot, a rekombinans PP1¢d izoformaval nem. Ezen eredmények arra utalnak, hogy
az ellenanyag PP1cd—tdl eltérd izoformakat (feltehetéen PPlca és y1) ismer fel. Ugyanezen
antitesttel analizalva pozitiv keresztreakciot kaptunk a hippocampus kivonattal és az
immunprecipitatummal is. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a PP1co—tol eltérd

izoformak is kotddhetnek a MYPT1-hez, vagy az immunprecipitditum komponense(i)hez.

A miozin foszfataz aktivitas, a MYPTI és a MYPTI-gyel kélcsonhato fehérjék eloszlasa a
szinaptoszoma és posztszinaptikus denzitds frakciokban

A MYPTI és a szinapotifizin kdlcsonhatasa arra utal, hogy a miozin foszfataz a
szinaptikus ~ vezikuldk egyik {0 foszfatizkomponense lehet. Szinaptoszoma és
posztszinaptikus denzitas frakciokat izolaltunk, €s vizsgaltuk a miozin foszfatdz, MYPT1 és a
MYPTI1-gyel koélcsonhato fehérjék (ROK, szinaptofizin és PP1cd) eloszlasat (/4. abra). A
144. abra adatai arra utalnak, hogy a miozin foszfataz aktivitds a szinaptoszémaban magas,
ezzel szemben viszonylag alacsony a posztszinaptikus denzitds frakcidban. A miozin
foszfataz aktivitdst az OA (2 nM) nem befolyédsolta, ami megerdsiti, hogy a foszfataz
aktivitas els6sorban PP1 enzimnek tulajdonithat6. A Western blot analizis eredményei szerint
a MYPTI1, ROK ¢és PP1cd nagyobb mennyiségben volt jelen a szinaptoszomakban, mint a
posztszinaptikus denzitasokban, mig a szinaptofizint csak a szinaptoszomakban mutattuk ki.
A MYPTI, a ROK, a szinaptofizin valamint a PP1lco kozott kialakuld kolcsonhatést
alatdmasztotta GST-MYPTl1-el végzett precipitacid (pull-down assay) is (/4C. dbra). A
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precipitaitumbdl specifikus antitestekkel elvégzett Western blot analizis kimutatta a ROK, a
szinaptofizin és a PP1¢o jelenlétét a pull-down frakcidokban. A konrollként GST-vel végzett

pull-down sorédn az elébbi fehérjék nem voltak kimutathatok.
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14. abra A miozin foszfataz aktivitdas, a MYPTI, a ROK, a szinaptofizin és a PP1co eloszldsa

az agykergi szinaptoszomakban és posztszinaptikus denzitdsokban.
(A): A miozin foszfataz aktivitast a higitott szinaptoszoma (SZIN) és posztszinaptikus denzitasok
(PSZD) preparatumokban 2 uM **P-miozin szubsztrattal hataroztuk meg 2 nM OA nélkiil (kitoltott
oszlopok) vagy annak jelenlétében (csikozott oszlopok). (B): Az agykérgi kivonat (AKE), a
szinasptoszoma (SZIN) és posztszinaptikus denzitds (PSZD) preparatumok Western blot analizise
anti-MYPT1'™°, anti-ROK, anti-SZINP ¢és anti-PP1cd ellenanyagokkal. (C): A ROK, SZINP és
PP1cd, mint MYPT1 kdlesonhatd fehérjék azonositasa a szinaptoszémaban a glutation-Sepharose-zal
végzett GST (kontroll) vagy GST-MYPT1 pull-down vizsgalattal.
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A MYPTI azonositisa és a miozin foszfatdaz aktivitdas meghatdrozasa HepG?2 szubcellularis
frakciokban

A szubcellularis frakciokat HepG2 sejtlizatumbodl izoldltuk az Anyagok és
modszerekben leirt modon, és a MYPT1 jelenlétét a frakciokban Western blot analizissel
mutattuk ki anti-MYPT1'*° antitestet hasznalva. A MYPTl-et valamennyi frakcioban

kimutattuk (/54. dbra). A savok denzitdsanak 0sszehasonlitasa alapjdn a MYPT1 nagyobb

Anti-MYPT11-296
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15. abra A MYPT1 és a miozin foszfataz aktivitas eloszlasa HepG2 szubcellularis
frakciokban.

(A) A HepG2 sejtekbol szarmazo szubcellularis frakciokat (TSL: teljes sejtlizatum, SEM: sejtmag;
CSK: citoszkeleton; CIT: citoszol; PLM: plazma membran; MIK, mikroszéma-mitokondrium) az
Anyagok és Modszerek fejezetben leirtak alapjan készitettiik és a fehérjéket (50 pug) SDS-PAGE-sel
valasztottuk el, majd immunoblott-tal vizsgaltuk anti-MYPT'?*® ellenanyaggal. (B) A HepG2
szubcellularis frakciok miozin foszfatdz aktivitisa *’P-miozin szubsztrattal. A megadott értékek
atlagok = SE (n=3).
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koncentracioban van jelen a sejtmagban, citoszkeletonban és a mikroszoma-mitokondrium
frakciokban, mig viszonylag kisebb mennyiségben a citoszolban és a plazmamembran
frakcioban. A foszfataz aktivitist a HepG2 szubcellularis frakciokban *?P-miozin
szubsztrattal vizsgaltuk (/5B. dbra). Ismert, hogy a MYPT1 a PPlc aktivitasat a foszforilalt
miozin szubsztrat irdnt sokszorosara noveli. Az 15B. dabrdn lathato, hogy a citoszolban és
plazmamembran frakciokban kisebb miozin foszfatdz aktivitds mutattunk ki, mint a
sejtmagban, citoszkeletonban és a mitokondrium-mikroszéoma frakciokban. igy a HepG2
szubcellularis frakcidkban a miozin foszfataz aktivitas eloszlasa hasonld volt a Western blot
analizissel kapott MYPT1 szintekhez (/5A4. dbra), 6sszhangban azzal, hogy a MYPTI1

nagymértékben befolyasolja a miozin foszfataz aktivitast.

A MYPTI lokalizacidjanak kimutatisa HepG2 sejtekben konfokalis mikroszkopiaval

A MYPTI eloszlasat a HepG2 sejtekben konfokalis pasztazd 1ézer mikroszkoppal
viszgaltuk. A MYPT1 kimutatasara anti-MYPT1'?*° antitestet, majd fluoreszcensen jeldlt
masodik antitestet hasznaltunk (/64. dbra, bal). A MYPT1 festédést mutatott a
citoplazmaban ¢s foltszeri szerkezetekben koncentralodott a sejtmagban. A sejtmagot
propidium-jodiddal festettiik (/6A4. dbra, k6zEépsd). Az egyesitett kép a jobb panelban lathato
(16A4. dbra), és szintén a MYPT1 sejtmagon beliili jelenlétére utal. Valamennyi vizsgalt
sejten a konfokalis mikroszkép programjaval z-tengely iranyu rétegfelvételt készitettiink,
amellyel igazoltuk a MYPT1 sejtmagon beliili lokalizaciojat (nem dokumentalt adatok).

Tovabbi vizsgalataink sordn tanulmanyoztuk a foszfatazok PP1 és PP2A tipusat is
gatld okadainsav (OA) hatasat a miozin II 20 kDa konnyl lanc (MLC20) és a MYPT1
lokalizacidjara és foszforilacidjara a HepG2 sejteken. Eldzetes kisérleteink szerint OA 0,5
nM-1 pM koncentraci6 tartomanyban eltéréen befolyasolta a sejtek viselkedését. 1 nM OA
nem volt hatassal a szérum-¢Eheztetett sejtekre a 60 perces inkubalasi id6 alatt, mig 100 nM
(30-50 %) befolyasolta. Emiatt az OA-t 5-50 nM koncentracidban alkalmaztuk
kisérleteinkben. Az OA mélyrehatd valtozasokat indukalt a MYPT1 lokalizacidjdban a
HepG2 sejtekben (/6B. abra): 5 nM OA hatdsara a MYPTI részlegesen transzlokalddott a
citoszolbol a plazmamembranba (/6B. dbra, kdzépsd), mig 50 nM OA (16B. dbra, jobb)
kezelés hatasdra a MYPTI1 még jelentésebb mértékii koncentralodasat figyeltik meg a
plazmamembranban. A MYPT1 sejtmagban mutatott festddése jelentésen nem valtozott OA

jelenlétében.
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egyesitett kép

kontroll

16. abra A MYPTI lokalizacioja HepG?2 sejtekben konfokalis mikroszkopiaval.

(A) A HepG2 sejteket anti-MYPT'?* ellenanyaggal festettiik (z6ld, bal panel). A sejtmagokat
propidium jodiddal (voros, kozépsoé panel) festettiik. Egyesitett kép (jobb panel). (B) A MYPT1
festése HepG2 sejtekben anti-MYPT' % ellenanyaggal (z61d) OA nélkiil (bal), és 5 nM OA (koz¢éps)
illetve 50 nM OA (jobb) kezelést (60 perc) kdvetéen. Méretarany: 10 um.

Az OA hatasa a MLC20 és a MYPT1 foszforilaciojara

A kovetkezdkben az OA kezelés hatdsat vizsgaltuk a MLC20 Serl9 oldallancon,
illetve a MYPT1 Thr695 (a gatlé foszforilacios hely, melyet a ROK és mas kinazok is
foszforilalnak) és a Thr850 (a ROK altal foszforilalt) oldallancokon torténd foszforilacidjara
HepG2 sejtekben. Mivel a ROK az MLC20 Ser19 oldallancat is foszforilalhatja, ezért az OA
hatasat specifikus ROK inhibitor (Y27632) jelenlétében is vizsgaltuk. A fehérjék
foszforilaciés szintjét az MLC20 és a MYPT1 foszforilacids helyeire specifikus antitestek
segitségével Western blot analizissel végeztiik (/7. abra).

A Serl9 MLC20 foszforilacidja a nem-kezelt sejtekben viszonylag alacsony volt
(I74. abra), amely 50 nM OA jelenlétében jelentésen nodvekedett. A sejtek Y27632
inhibitorral torténd el6kezelése részlegesen gatolta a Ser19 oldallanc foszforilaciojat, kezelés
nélkiil vagy 50 nM OA jelenlétében is. A 17B. abran lathato, hogy 50 nM OA jelenlétében a
MYPTI1 kezelés elott detektalt foszforildcidja mind a Thr695 és a Thr850 oldallancokon
novekedett. Az OA altal kivaltott foszforilaciot az Y27632 kezelés a Thr695 oldallancon csak

kis mértékben, mig a Thr850 oldallancon jelentés mértékben gatolta.
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17. dbra Az OA és Y27632 hatdsa a MLC20°", MYPT'™” és MYPT'®’ foszforildciés
szintjere.
Szérum-éheztetett HepG2 sejteket inkubaltunk (60 perc, 37 °C) effektorok nélkiil vagy 50 nM OA és
10 uM Y27632 egyiittes jelenlétében. A sejteket homogenizaltuk és a fehérjéket az Anyagok és
Modszerek fejezetben leirtak alapjan készitettiik el6 az immunoblotthoz. Mindegyik mintabol 70 pg
fehérjét analizaltunk A, anti-MLC20"" (felsé savok), anti-MLC20 (alsé savok); B, anti-MYPTP"
(felsé savok), anti-MYPTP™ (kozépsé savok) és anti-MYPT' % (also savok) ellenanyagokkal.

Foszforilalt MLC20 és foszforilalt MYPTI fehérje lokalizacidja konfokalis mikroszképpal

A MLC20 és a MYPT]1 foszforilalt formainak OA-kezelés altal kivaltott lokalizacios
valtozasat tanulmanyoztuk HepG2 sejtekben foszfospecifikus antitestekkel végzett festéssel,
konfokalis mikroszkopia segitségével (/8. abra). Az OA kezelés hatdsasra a MLC20
foszforilacidja a Ser19 oldallancon (MLC20"%*"®) viszonylag alacsony volt és a MLC20P5"
festddés elsdsorban a sejt periféridlis részére lokalizalodott (/84. dbra). 50 nM OA kezelés
novelte a MLC20 foszforilacids szintjét, és a festddés a sejt kozponti részén erdsebbé valt,
valamint részben filamentalis sajatsdgokat is mutatott (/8B. dbra). OA €és Y27632 egyiittes
alkalmazasakor a MLC20P%"" festédése foként periférialis eloszlast mutatott (/8C. dbra). Az
OA-éltal kezelt sejtekben az Y27632 gyengitette a MLC20P>™" festddését, és a periférias
festodés mellett szétszort pontszerti foltokat is megfigyelhettiink (/8D. dbra).
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A Thr695 oldallancon foszforilalt MYPT1 (MYPTIP™%) homogén eloszlasu
festodést mutatott a kezeletlen sejtek citoplazméjadban és nem volt detektalhato a HepG2
sejtek magjaban (/8E. dbra). 50 nM OA kezelést kovetden a MYPT1P™ festédés a 18B.
abran bemutatott lokalizacids sajatsagokhoz hasonloan a citoplazmabol a plazmamembranba
transzlokalodott (/8F. dabra). Kisebb sejtalak valtozasokat leszamitva 10 pM Y27632
dnmagéaban nem befolyasolta a MYPT 1P [okalizaciojat (18G. dbra). 50 nM OA az

10 uM Y27632

kontroll 50 nM OA kontroll 50 nM OA

anti-pMYPTT6% anti-pMLC20s"

anti-pMYPTT850

18. dbra Az OA és Y27632 hatdsa a pMLC20%"°, pMYPT™" és pMYPT'®" foszforildcidjdra
és lokalizaciojara HepG?2 sejtekben.
Szérum-éheztetett HepG2 sejteket effektorok nélkiil (13A, E, 1) vagy 50 nM OA (13B, F, J), vagy 10
uM Y27632 (13C, G, K) vagy 10 uM Y27632 és 50 nM OA (13D, H, L) jelenlétében 60 percig
inkubaltunk. A sejteket fixaltuk, permeabilizaltuk és anti-MLC2075" (A-D, zold), monoklonalis anti-
MYPTI?™ (E-H, kék) és anti-MYPT1P™° (I-L, z6ld) ellenanyagokkal festettiik. A sejtmagokat
propidium jodiddal festettiik (vords). Méretarany: 10 um.

Y27632 inhibitorral torténé elékezelést kdvetden csak részleges MYPT 1P transzlokaciot
eredményezett a plazmamembranba (/8H. dbra). Kezeletlen HepG2 sejtekben a Thr850
oldallancon foszforilalt MYPT1-et (MYPTIP™®%) féként a sejtmagban detektaltuk, a

citoplazmaban csak gyenge, homogén eloszlasu festddést észleltiink (/81. dbra). OA kezelés
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hatasara a MYPT1P™% fest3dés intenzitdsa ndvekedett a sejtmagban ¢és a perinuklearis
régidban is (18J. dbra). Az Y27632 inhibitor nagymértékben csokkentette a MYPT]PT8
festddést az OA jelenlétében (/8L. abra) és hianyaban is (/8K. abra).

Az OA hatdsa a miozin foszfataz és PP2A aktivitdsara teljes sejtlizatumban

A viszonylag alacsony OA koncentraci6 altal kivaltott foszforilacids és lokalizacios
valtozasok felvetik azt a kérdést, hogy vajon az OA a miozin foszfatdz holoenzimet
kozvetleniil gatolja-e, vagy mas, az OA-ra érzé¢kenyebb foszfatazokon (pl. PP2A) keresztiil
hat. A *?P-miozin és az izolalt **P-MLC20 szubsztratok segitségével minimalisan
(kétszeresre) higitott teljes HepG2 lizdtum foszfatdz aktivitdsat mértiik kiilonbozd OA
koncentraciok (5, 50, 100, 500 és 1000 nM) jelenlétében. A szubsztrat koncentracigjat (0,5
uM) és a reakci6idot (0,5-1 perc) ugy allitottuk be, hogy a maximalis szubsztrat atalakulas
kb. 40% legyen. Az OA 5-100 nM koncentracioban nem befolyasolta, viszont 0,5-1 uM OA
koncentracidoban mar csokkentette a miozin foszfatadz aktivitast (/9. abra). Ezek az adatok is
arra utalnak, hogy a miozin foszfatdz holoenzimet, az OA 100 nM-nal nagyobb
koncentracioban gatolja, olyan koriilmények kozott, amikor a protein foszfatdzok

koncentraciodja a sejtben 1évd koncentracidhoz hasonld. Ezzel ellentétben a PP1 és PP2A
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19. abra Az OA hatdsa a miozin foszfataz aktivitasra HepG2 sejtlizatumban.
A foszfataz aktivitast kétszeresére higitott HepG2 sejtlizatumbol **P-miozin (o) vagy **P-MLC20 ()
szubsztratokkal hataroztuk meg kiilonboz6 OA koncentraciot alkalmazva. 100%-ként az OA nélkiil
mért foszfataz aktivitast tekintettiik. Az értékek atlagok + SE (n=3).
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szubsztratjaul is szolgalo **P-MLC20 defoszforilaciojat mar 5-100 nM OA is gatolta, ami
arra utal, hogy a PP2A aktivitas gatladsa mar alacsonyabb toxinkoncentraciondl is megvalosul.
A fenti eredmények tiikrében levonhato a kovetkeztetés, hogy HepG2 sejtekben 5-50 nM OA
a PP2A-t gatolja, mig a PP1-re, illetve a miozin foszfatdzra, nincs kdzvetleniil hatassal. Ez a
kovetkeztetés Osszhangban van azokkal az eldzetes eredményekkel, amelyek szerint a

sejtekben 1évo PP1 aktivitasra még 1 uM OA sem volt hatassal (Favre és mtsai., 1997).

A ROK, PP2A és a ZIPK lokalizacioja HepG2 sejtekben

kontroll 50 nM OA

A

ROK

PP2Ac

ZIPK

20. abra A ROK, PP2Ac és ZIPK eloszlasa HepG2 sejtekben.
Szérum-éhezetett HepG2 sejteket inkubaltunk 50 nM OA nélkiil (A, C, E) vagy annak jelenlétében
(B, D, F) 60 percig. A HepG?2 sejteket etanollal (A, B, E és F) vagy PFA-val (C és D) fixaltuk,
permeabilizaltuk és anti-ROK (A és B), anti-PP2Ac (C és D) vagy anti-ZIPK (E és F)
ellenanyagokkal festettiik, majd konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Méretarany: 10 um.
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A 16-19. 4brak alapjan valoszintisithetd, hogy a viszonylag alacsony OA koncentracio
altal indukalt foszforildcidos események- legaldbbis részben- a PP2A gatldsanak
tulajdonithatok. A ROK foszforildlhatja a MLC20-at és a MYPTl-et is, de mivel a
MLC20%" & MYPT1™% foszforilaciot az Y27632 csak részlegesen gatolja, ez mas
kinaz(ok) részvételét is felveti ezekben a foszforilaciés folyamatokban. Kimutattdk, hogy
COS7 sejtekben a ZIPK is szerepet jatszhat az MLC20 foszforilaciojaban (Komatsu és Ikebe,
2004).

Tanulméanyoztuk az OA hatdsat a ROK, PP2Ac és ZIPK lokalizaciojara HepG2
sejtekben. A ROK citoplazmatikus eloszlast mutatott a kezeletlen HepG2 sejtekben (20A4.
abra), mig 50 nM OA kezelést kovetdéen (20B. dbra) a ROK eloszlasa megvaltozott és
megjelent a sejtmagban (gyenge festddést mutatva), valamint egy része a perinuklearis
régidoban koncentralodott. A kontroll sejtekben a PP2Ac (20C. dbra) diffuz festddést mutatott
a citoplazmaban és homogén, de gyenge festddést a sejtmagban. 50 nM OA (20D. dbra) a
PP2Ac festésének intenzitasat novelte a sejtmagban, ezzel parhuzamosan kevésbé intenziv
festddést mutatott a citoplazmaban, ami a citoplazmatikus PP2Ac sejtmagba torténd részleges

A ZIPK a kontroll HepG2 sejtekben citoplazmatikus eloszlast mutatott (20E. dbra) és
nem valtozott 50 nM OA kezelés (20F. dbra) hatésara sem.

Az OA és Y27632 hatdsa a stresszrostok képzodésére

A miozin foszforilacidja a sejtekben altalaban citoszkeletalis valtozasokat indukal,
amelynek egyik “indikatora” az aktinbol ¢és foszforildlt miozinbol &ll6 stresszrostok
megjelenése, illetve a stresszrostok intenzitasanak (vastagsaganak) novekedése. Tovabbi
kisérleteinkben az OA ¢és az Y27632 inhibitorok hatdsat vizsgaltuk a stresszrostok
kialakuldsara HepG2 sejtekben F-aktin Alexa 633-konjugalt falloidinnel torténd festésével
PFA fixalast kovetden. A kontroll sejtekben az F-aktin a kortikalis régioban halmozddott fel
(21A4. abra). 5 nM OA kezelés hatasara vékony stresszkabelek alakultak ki (2/B. dabra),
amelyek 50 nM OA hatasara intenzivebbé valtak (2/C. abra). 10 pM Y27632 inhibitorral
torténd kezelést kovetéen a HepG2 sejtek nagy szazaléka sejtalakvaltozdson ment at:
lamellipodiumokat képeztek és abnormalis sejtalakot vettek fel (2/D. dbra). A sejteket
Y27632 ¢s OA inhibitorokkal kezelve az Y27632 kivédte az OA 4ltal indukalt stresszrostok
képzddését (21E. és F. abra).
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kontroll 5 nM OA 50 nM OA

10 uM Y27632

21. abra Az OA és az Y27632 hatasa az F-aktin eloszlasara HepG2 sejtekben.
A sejteket a kdvetkez6 inhibitorok hozzaadasaval inkubaltuk 60 percig: OA ¢és Y27632 nélkiil (A); 5
nM OA (B); 50 nM OA (C); 10 uM Y27632 (D); 10 uM Y27632 és 5 nM OA (E); 10 uM Y27632 és
50 nM OA (F). A sejteket 4% PFA-val fixaltuk, permeabilizaltuk majd Alexa Fluor 633-konjugalt
falloidinna festettiik, a felvételeket konfokalis mikroszképpal készitettiink. Méretarany: 10 pum.

Az OA és Y27632 hatasa a HepG?2 sejtek migrdacidjara

A citoszkeletalis valtozasok, ezen beliil a stresszrostok képzdodése és felbomléasa befolyasolja
a sejtek motilis sajatsagait. Az OA és az Y27632 hatasara kivaltott sejtalakvaltozas és
stresszrost-képzddés felveti annak lehetdségét, hogy ezek az inhibitorok a HepG2 sejtek
motilis tulajdonsagait is befolydsolhatjak. A sejteket alacsony szérum tartalmi médiumban
inkubaltuk Boyden kamraban 18 6ran 4t OA és Y27632 nélkiil, illetve azok jelenlétében. A
sejtek lizatumanak optikai denzitdsdbol kovetkeztettink. Az OA 5 nM illetve 50 nM
koncentracioban alkalmazva 30 illetve 50 %-kal gatolta a kemoattraktansok-altal kivaltott
sejtmigraciot (22. dbra). Az Y27632 (10 uM) inhibitor dnmagaban csekély sejtmigracios
gatlast fejtett ki. Ezzel szemben az OA-val egyiitt alkalmazva kivédte az OA-altal indukalt
sejtmigracio gatlasat. Kontroll kisérletekben kimutattuk, hogy sem az OA, sem az Y27632
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hasznaltunk. Az abran jelzett OA koncentracional 10 uM Y27632 inhibitor nélkiil (kitoltott oszlopok)
vagy jelenlétében (csikozott oszlopok) hataroztuk meg a migralt sejtek optikai denzitasat. 100%-nak
az OA ¢és Y27632 nélkiil inkubalt migralt sejtek festése utan mért optikai denzitast tekintettiik. Az
értékek atlagok + SE (n=4).

(az alkalmazott koncentracioban) nem befolyasolta a sejtek ¢életképességét a 18 Oras

inkubalasi id6 alatt.
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AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A miozin foszfatdz fizioldgiai szerepének vizsgalata eddig nagyrészt a simaizom
kontrakcioban betoltott szerepére irdnyult, amely folyamatban a miozin II 20 kDa
konnytilancanak defoszforilacidjaval annak foszforiliciés szintjét szabalyozza. Erdekes
felvetés azonban, hogy vajon a kontraktilitds szabalyozasa mellett ez az enzim milyen
jelentéséggel birhat olyan nem-izom jellegi szervekben/szovetekben, ahol a miozin
foszforilacidja és defoszforilacidja szintén lejatszodhat, de szerepe kevésbé hangsulyozott
mas sejtspecifikus funkciokhoz képest. A disszertacidban az agy ¢és madjszovet eredetli
sejteket (idegsejtek ¢és hepatocitdk) tanulmanyoztuk. Az agy sokrétii felépitésii és
specializalddott funkcioji, Osszetettségét egyik szervrendszer sem mulja folil a human
szervezetben. Ezen szovetre nem jellemezd a citoszkeletalis valtozasokat is igényld élénk
proliferacié vagy sejtvandorlas, a citoszkeletalis elemek mégis fontosak Ilehetnek a
szinaptikus plaszticitds soran formaldédé idegrendszerben vagy a neurotranszmittereket
szallito vezikuldk transzportjdban. A majat anatomiailag és szdvettanilag homogénebb
szerekezet jellemzi, mint az agyat. A majsejtek egyszerti felépitésiik ellenére szerteagazo
funkcidkat latnak el: integrald funkciojukkal a tapanyagok anyagcseréjét alakitjak,
fenntartjdk a szervezet nitrogénegyensulyat, a plazmafehérjék szintézisével fenntartjdk a
homeosztazist, valamint a biotranszformécioban is kulcsszerepet jatszanak. A miozin
foszfataz, a MYPT1 szabalyozé alegység, valamint a miozin II jelenlétét mind agy- és
majszovetben kimutattdk. Eldzetes vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a miozin foszfataz
szamos szubcellularis kompartmenttel asszocial az idegsejtekben €s a hepatocitdkban is, ami
arra utal, hogy az enzimnek feltehetden olyan szubsztratja(i) is lehetnek, amelyek a
kontraktilis sajatsagoktol eltéré sejtfunkciokban fontosak. Nem-izom sejtekben azonban
nemcsak a miozin foszfatdz lehetséges 1j funkcidirdl vannak hidnyos ismereteink. Kevésbé
tanulmanyoztdk az enzim szerepét a sejtek motilitdsanak szabalyozasdban is, igy pl.
hepatokarcindbma sejtek (pl. a HepG2) migraciojaban ¢és invazidjaban, amelyek a
metasztazisok képzodésének fontos elemei. A fentiek tiikrében indokoltnak tiint a miozin
foszfatdz fiziologiai szerepének vizsgéalata nem-izom sejtekben, ezért tanulmanyoztuk a
miozin foszfataz lokalizaciojat, fehérjékkel vald kolcsonhatdsat és a regulator alegység
(MYPT1) foszforilacidjanak szerepét az enzim szabalyozasdban idegsejtekben és HepG2
sejtekben.

A patkany agyban a MYPT1 és a MYPT2 izoformak is expresszalodnak (Fujioka és

mtsai., 1998), azonban a mindkét izoformara specifikus antitesttel kapott Western blot
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alapjan (1d. 6. abra) arra kovetkeztettiink, hogy a MYPT1 mennyisége jelentdsen meghaladja
a MYPT2 mennyiségét. Ezért részletesen a MYPT1 megoszlasit és lokalizacidjat
tanulmanyoztuk. A MYPT1 koncentracidja a kiilonbozé agyrégiokban 30-78 nmol/g fehérje
kozott valtozott, legnagyobb mennyiségben az agykéregben és a striatumban detektaltuk,
viszonylag alacsonyabb koncentracioban volt jelen a kozép- €és utdagyban. Ezen relativ
mennyiségi valtozdsok fiziologiai jelentdségét, illetve a kiilonbozd mértékli expresszid
molekularis hatterét még nem ismerjiik. A MYPT1 altalunk meghatarozott koncentracidja az
agyban (30-78 nmol/g fehérje) hasonld mas nem-izom sejtekben, igy pl. C2C12 sejtekben
becsiilt MYPT1 koncentracio (40-48 nmol/g 0sszes fehérje) értékekhez (Wu és mtsai., 2003).
A miozin foszfatdz specifikus aktivitdsa (1,1-2,7 nmol/perc/mg) simaizom miozin
szubsztrattal meghatarozva a kiillonb6zd agyrégiok lizdtumaiban szintén Osszevethetd a
C2C12 sejtekben (~2,5 nmol/perc/mg) (Wu €s mtsai., 2003), sét a csirke ziza miofibrillaris
extraktumban mért aktivitassal (1,6 nmol/perc/mg) is (Alessi és mtsai., 1992). Mindezek az
adatok arra utalnak, hogy a miozin foszfatdz és a MYPT1 koncentricioja idegsejtekben
hasonl6 a simaizom sejtekhez és mas nem-izom sejtekhez. A foszfatdz aktivitas és a MYPT1
idegsejtekben is alapvetd szerepe lehet a MYPT1 alegységnek. Tekintettel arra azonban,
hogy az idegsejtek specializalodott funkciot latnak el més sejtekhez viszonyitva, indokoltnak
tlint a miozin foszfataz és a MYPT1 régid- és szubcellularis megoszlasanak részletesebb
vizsgalata is, immunhisztokémia €és konfokalis mikroszkopia alkalmazéasaval, azzal a céllal,
hogy az enzim lehetséges 1) funkciodira nyerjiink adatokat.

Eredményeink szerint a MYPT1 jelen van az agytorzsben, ahol a kozponti
idegrendszer felsd és alsé kompartmentjei kozotti informacidcsere zajlik, valamint a limbikus
rendszer részeiben, €és az azt beidegzd axonagakban is, ahol pedig az emocionalis és 6sztonds
viselkedés szabalyozasa torténik. A memoria kialakuldsdban szintén szerepet jatszhat a
MYPTI1, mivel kimutattuk az entorhinalis agykéreg sejttestjeiben €és a hippocampusba futd
idegpalydkban is. A MYPT1 szdmos, de nem mindegyik idegsejt sejtmagjaban és bizonyos
idegsejtek magvacskajaban is jelen van. A MYPT1 sejtmagi lokalizacidjat patkany aorta
simaizom sejtekben kordbban mar kimutattdk (Murata ¢és mtsai., 1997), sejtmagi
lokalizaciojat szintén valdsziniisitik a MYPT1 N és C-terminalis régioiban talalhato sejtmagi
lokalizacios szignal szekvencidk is. A MYPT1 lokalizacidja a magvacskdkban uj
megfigyelés. Megjegyzendd azonban, hogy a MYPTI1 jelenlétét a magvacskakban csak a
szoveti metszeteken észleltilk, primer hippocampus és nucleus choclearis sejtekben a

magvacskdk nem mutattak MYPT1 festddést. A primer sejteken részleges -eltérést
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tapasztaltunk a sejtmagi lokalizaciot tekinve is, a hippocampus sejtkultaraban a MYPT1-et a
citoplazmaban és a sejtmagban is detektaltuk, mig a nucleus cochlearis sejtekben a MYPT1
foleg citoplazmatikus lokalizaciét mutatott. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a MYPT1
lokalizéaciojat szamos tényezd befolyasolhatja, beleértve a sejtek fiziologiai allapotat, a sejtek
korat és fejlodési stadiumat, a lokalizacids sajatsagok kimutatasi lehetdsége pedig gyakran
fligg az immunofluoreszcencids detektdldsra alkalmazott modszerektél és azok
koriilményeitdl (fixalas modja és ideje) is. Eredményeinkbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a
MYPTI1 megoszlasa az agyban, illetve az idegsejtekben nem homogén, hanem funkcidjukat
tekintve specializalodott régiokhoz, illetve sejten beliil bizonyos kompartmentekhez kotott.
Ez, a miozint6l meglehetdsen eltérd lokalizdcidos mintdzat, a miozin foszfataz altalanosabb
sejtfunkcidit és a miozintdl eltérd alternativ szubsztratok jelenlétét is valdsziniisiti, ezért
feltételezhetd, hogy idegsejtekben az enzim defoszforilalé aktivitdsanak célpontja a
foszforilalt miozin 11-t6l eltérd szubsztratok is lehetnek.

A simaizom miozin foszfataz holoenzimben a MYPT1 szabalyozé alegység a PP1co
izoformaval alkot komplexet (Alessi és mtsai.,, 1992). Az idegsejtek miozin foszfataz
holoenzimében a MYPT1-gyel asszocialt f6 PP1c izoforma feltehetden szintén a PP1cd. Ezt
tamasztjak ald azok az eredmények, amelyek szerint a MYPT]1 4ltalunk detektalt megoszlasa
a kiilonb6z6 agyrégiokban hasonld a PP1cd korabban kimutatott régiospecifikus eloszlasdhoz
(Strack és mtsai., 1999). Az idegsejtekben a PP16-MYPT1 komplex jelenlétére utal az is,
hogy az agyrégiok lizdtumébol vagy a szinaptoszoémakbol anti-MYPTI1-gyel végzett
immunprecipitacio, valamint GST-MYPT1-gyel végrehajtott pull-down kisérleteink sordn, a
PP1cd izoformat a MYPT1-gyel koprecipitalodo fehérjék kozott detektaltuk. Ennek ellenére
a MYPTI és PPlcd (1d. 124,D és G dbra) részben kiilonbozd lokalizacidja primer
idegsejtekben felveti a kérdést, hogy vajon a MYPT1 kizarolag a PP1cd— val asszocidlodhat-
e. Az egyik lehetdség, hogy a MYPT1 szabadon van jelen a sejtekben, azaz a PP1c6-MYPT1
komplex disszocidl. Irodalmi adatok szerint ilyen holoenzim disszocidcié jatszodhat le
PGF2a-val stimuldlt portalis véndban, amelynek sordn az agonista hatdsdra a miozin
holoenzim a MYPT1 gatldé helyen (Thr695) torténd foszforilacidjaval egyidejiileg a
citoplazmabol a membranhoz transzlokalodik, majd a PP1co disszocidl a MYPT1-rél. A
masik lehetdség, hogy a MYPT1 a PPlcd—n kiviil mas PPlc izoformékkal is holoenzimet
alkothat. Az utobbit tdmasztja ala, hogy patkany aorta simaizomban kimutattdk a MYPT1
kolokalizacigjat PPlco izoformaval is (Murata és mtsai., 1997). Eredményeink az

idegsejtekben inkabb ez utobbi folyamat lehetdséget tdmasztjdk ald, mivel a MYPT1-gyel
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agy kivonatbol a PPlca és/vagy PPlcyl alegységek is koprecipitalodtak (/3B. dbra). Mas
neuronalis PPlc-t kotd alegységek (neurofilament-L, a neurabin I vagy a neurabin II)
preferencidjat a PP1ca és/vagy PPlcyl izoformak irant mar korabban kimutattak (MacMillan
¢s mtsai., 1999; Terry-Lorenzo és mtsai., 2002). Eredményeink szerint a MYPT1 tehat az
elsd olyan idegsejtekben azonositott PPlc szabalyozd alegység, amely elsddlegesen a
PP1cd —val alkot holoenzimet. Az eddig idegrendszerben, illetve idegsejtekben leirt PP1

szabalyoz6 alegységek (mint pl. a neurofilament-L, a neurabin I vagy a neurabin II) minde-

23. abra A miozin foszfataz feltételezheto szerepe a preszinapszisokban.

gyikét a posztszinaptikus denzitdsokban mutattak ki (MacMillan és mtsai., 1999; Terry-
Lorenzo és mtsai., 2002). Vizsgalataink soran kimutattuk a MYPT1 ¢és a PP1cd alegységek
jelenlétét a szinaptoszémakban, amely egyben viszonylag magas miozin foszfataz aktivitassal
1s parosult. A szinaptoszomakbol elvalasztott posztszinaptikus denzitasokban azonban mind a
MYPTI1 és a PP1co, valamint a miozin foszfatdz aktivitas is kevésbé kifejezett volt. Ezek az
adatok arra utalnak, hogy a miozin foszfataz elsdsorban a preszinapszisokban lokalizalodik.
Ezzel Osszhangban, primer idegsejtekben kimutattuk mind a MYPT1 és a PPlcd

kolokalizacijat szinaptofizinnel, amely preszinaptikus marker fehérjeként és szinaptikus
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vezikulak integrans membran fehérjéjeként is ismert. A szinaptofizin immunprecipitacio és
pull-down kisérletek soran is koprecipitalodott a MYPT1-gyel, amibdl arra kovetkeztetiink,
hogy a miozin foszfatdz holoenzim ¢s a szinaptofizin kdlcsonhatasaért a MYPT1 felelds. A
szinaptofizin foszfofehérje. A CaMK-II foszforilalja (Rubenstein és mtsai., 1993) ¢és
foszforilacidja szabalyozza az acetilkolin (ACh) kibocsatasat a szinaptoszomakbol (Asermely
¢s mtsai., 1999). Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a szinaptofizin a miozin foszfataz
szubsztratja lehet és a MYPTI a katalitikus alegység célra iranyitdsdban jatszhat szerepet.
Erdekes, hogy a miozin II is jelen van a preszinapszisokban és a preszinaptikus membranban
is lokalizalddhat, ahol foszforilacioja €s kolcsonhatasa az aktinnal a szinaptikus transzmisszid
€és a neurotranszmitter kibocsatas elofeltétele (Mochida és mtsai., 1994). A miozin
foszforilacidja befolyasolja a szinaptikus vezikuldk aktiv zondba szallitdsat és a szinaptikus
vezikuldk kialakulasat (Kumakura és mtsai., 1994). Hipotézisiink szerint (23. dbra) a miozin
IT mellett a miozin foszfataz szubsztratja lehet a szinaptofizin is, ezdltal az enzim az
idegsejtekben szerepet jatszhat a vezikulak szallitdsdban és a neurotranszmitter felszabadulas
szabalyozasaban.

A mechanizmus tovabbi résztvevdje lehet a ROK is. Kordbban kimutattdk, hogy a
miozin foszfataz a RhoA/ROK jelatviteli utvonalon keresztiil szabalyozddhat (Somlyo és
Somlyo, 2000). A ROK a MYPTI1-t a gatld helyen (Thr695 oldallancon) foszforilalja (Feng
¢s mtsai.,, 1999b) és ezzel gatolja a miozin foszfatdz aktivitasat. Idegszovetben a ROK
jelenlétét korabban mar kimutattak és lokalizacios mintazatat is tanulmanyoztaki (Hashimoto
¢és mtsai.,, 1999). A ROK fontos szerepet jatszik az axon noOvekedési iranyanak
meghatarazasaban (Bito és mtsai., 2000) és a novekedési kup megsziinésében (Arimura és
mtsai., 2000). Kisérleteinkben igazoltuk a ROK jelenlétét és kdlcsonhatasat a MYPT1-gyel
agy lizatumban és a szinaptoszomakban is. A ROK szamos fehérjét foszforilal, igy pl. a:
miozin II-t (Hartshorne €s mtsai., 1998); az adducin-t (Kimura és mtsai., 1998); a moezin-t
(Fukata és mtsai., 1998); a MAP2 ¢és a Tau (Amano ¢és mtsai.,, 2003) fehérjéket. Ezek
mindegyikét a miozin foszfatdz szubsztratjaként is azonositottak és igazoltak
kolcsonhatasukat a MYPT1-gyel. Az idegrendszerben példaul a moezin foszforilacigja a
patkanyokban elektrokonvulziv shock sordn megemelkedett (Jeon és mtsai., 2002), mig a
MAP2 ¢és Tau foszforilacioja/defoszforilacidoja a ROK/miozin foszfataz altal a mikrotubulus
dinamizmusat szabéalyozhatja. A fenti adatok azt jelzik, hogy a miozin foszfatdz és a ROK
Osszehangolt hatdsa szabalyozhatja az ismert és eddig még azonositatlan neurondlis fehérjék
foszforilacids szintjét is. A fenti séman bemutatott hipotézis része, hogy a ROK szerepet

jatszhat a szinaptofizin foszforildcidjaban, ¢és ezzel a vezikuldk szallitdsat ¢és a
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neurotranszmitter felszabadulésat is szabalyozhatja. E mechanizmus kisérletes megerdsitését
tovabbi munkank soran tervezziik.

Az idegszovet mellett a miozin foszfatdz szabalyozo6 szerepét tanulmanyoztuk human
hepatokarcinoma (HepG2) sejtvonalban. Kimutattuk, hogy a miozin foszfatdz eltérd
mennyiségben van jelen a HepG2 sejt szubcellularis frakcioiban. Az intakt miozinnal
meghatarozott foszfataz aktivitds a Western blottal meghatarozott MYPT1 mennyiségének
aranyaban oszlott meg (/d. 154. abra), igy feltehetd, hogy a miozin foszfatdzt a MYPT1
alegység iranyitja az adott szubcellularis kompartmentekbe. Nyugalomban 1évé human
trombocita szubcellularis frakciok koziil a miozin foszfataz aktivitas és a MYPT1 elsdsorban
a citoszkeletonban €s a membran frakcidban volt jelen és viszonylag alacsony mennyiségben
a citoszolikus frakcioban (Muranyi és mtsai., 1998). HepG2 sejtekben a miozin foszfatdz és a
MYPT1 nagyobb koncentracidban volt jelen a sejtmagi, citoszkeleton ¢és a
mikroszéma/mitokondrium frakcidkban a citoszolikus €s plazmamembran frakciokhoz képest
(ld. 15B. dbra). Elvégeztiik a human MYPT]1 szekvencia analizisét PSORTII programmal és
elemeztik a MYPT1 jelenlétének valdszinliségét a  kiilonbozd  szubcelluldris
kompartmentekben. Az igy kapott eredmények alapjan a MYPT1 a sejtmagban 65%, mig a
mitokondrium/mikroszéma frakcidoban 17%-os valoszinliséggel lehet jelen. Sejtmagbeli
lokalizaciojara és funkciojara utalhat az is, hogy a MYPT1-ben szamos sejtmagi lokalizacids
szignal azonosithatd, valamint a human MYPT1 DNS kotésére képes leucin cipzar
motivumot is tartalmaz. A MYPT1 sejtmagi lokalizaciojat immunofluoreszcias vizsgalattal
bizonyitottuk MYPT1-re specifikus antitestet hasznalva (Id. 16. abra). Az idegsejtekben
tapasztalhatd diffuz festédéssel ellentétben a HepG2 sejtek sejtmagjaban jol kortilhatarolt
foltokban volt jelen a MYPT1, ami igazolja a MYPT1 elsddlegesen sejtmagi lokalizacigjat és
feltételezett kolcsonhatasat a sejtmagi struktirdkkal. A miozin foszfatdz ismert szubsztratjait
és kolcsonhaté fehérjeit (pl.: miozin-II, adducin, stb) eddig nem mutattdk ki a
mitokondrium/mikroszéma frakcioban és a sejtmagban, de ez utdbbi tekintetében az ezrin, a
moezin ¢és a radixin mint lehetséges partner szoba johet (Batchelor és mtsai., 2004). Ezen
adatok a miozin foszfatdz 0j funkcidira utalhatnak a mikroszomalis/mitokondrialis és
sejtmagi foszforfehérjék defoszforildlasaban, de a pontos célpontok jelenleg még
ismeretlenek.

A MYPT1 HepG2 sejteken beliili lokalizacidjanak tanulmanyozasa konfokalis
mikroszkdppal részben megerdsitette a szubcellularis frakciok vizsgélataval kapott
eredményeket: a MYPTl-et a kezeletlen sejtekben a citoplazmaban és a sejtmagban

azonositottuk MYPTI1-re specifikus antitesttel. A sejtek foszfatdz inhibitorral (OA) torténd
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Mivel az OA éltaldnos hatasa az intracellularis fehérjék foszforilacids szintjének ndvelése,
ezért indokoltnak tlint annak vizsgalata, hogy vajon az MLC20 és a MYPT foszforilacios
szintjében van-e valtozas. HepG2 sejtekben az OA ndvelte a MLC20 foszforilacidjat Serl9
oldallancon, valamint a MYPTI1 foszforilaciojanak mértékét a Thr695 és a Thr850
oldallancokon (/d. 17. és 18. abra). Az MLC20 foszforilaciéjanak ndvekedése a MLC20P5"
lokalizaciotol fiiggd szelektiv foszforildciot mutat, azaz a Thr695 foszforilat MYPTI1
(MYPT1P™%%)  clsésorban a plazmamembranban, a Thr850 foszforilalt MYPTI
(MYPT P9 hedig a sejtmagban és a perinuklearis régioban koncentralodott.

Az OA altal kivaltott MYPT1 transzlokdcioban a Thr695 oldallanc foszforilacioja, és
ebben a ROK szerepe még nem tisztazott. A HepG2 sejtekben az OA kezelést megeldzden a
MYPT1P™ citoplazmatikus lokalizaciot mutatott. A ROK-ra specifikus Y27632 inhibitor
csak kismértékben gatolta a MYPT1 foszforildciojat a Thr695 oldallancon, igy feltehetd,
hogy a ROK-tdl eltéré kindz(ok) jatszhatnak szerepet a Thr695 foszforilacidjaban. Emellett
az OA és Y27832 egyiittes jelenléte a MYPT1P™% részleges plazmamembranbol citoszolba
torténd visszarendezddését okozta, ami kérdésessé teszi egy dominans ROK-fiiggd utvonal
szerepét. A ROK kezeletlen HepG2 sejtekben citoplazmatikus festddést mutatott, de OA
kezelést kovetden részleges transzlokacidja figyelhetd meg a sejtmagba és a perinukledris
régidba (Ild. 20. abra). Hipotézisiink tehat az, hogy a ROK-tol eltérd, ismert (pl. ILK) vagy
eddig még nem azonositott citoplazmatikus MYPT1 kinaz(ok) vehetnek részt a Thr695
oldallanc foszforilacigjdban. Alternativ lehetdségekként meriil fel, hogy a MYPTI
defoszforilalt forméaban, esetleg membranhoz iranyité mas fehérjé(kkel) komplexet alkotva
transzlokalodik a plazmamembranba, €s ott membranhoz-kotott kinaz(ok) foszforilaljak. Ez
utébbi mechanizmusban nem zarhat6 ki az sem, hogy az OA a MYPT1 (akdr foszforilalt
vagy defoszforildlt) membran transzlokaciojat eldsegité fehérjék foszforilaciojat is
szabalyozza.

Felmeriil a kérdés, hogy vajon melyek a HepG2 sejtekben OA hatdséara
megemelekedett MLC20 foszforilacigjaban szerepet jatszé kindz(ok). A miozin II
foszforilacidjaban az MLCK jatszik fontos szerepet és feltehetd, hogy az OA kezelés hatdsara
az MLCK alapaktivitds megemelkedik, és ez a MLC20 foszforilacidos szintjének
névekedéséhez vezet. A foszfatazgatld toxinok azonban nem novelik az intracellularis Ca®'-
koncentraciot (Kurisaki és mtsai., 1993), ezért az MLCK szerepe az OA-indukalt MLC20

foszforilacidban kevésbé lehet jelentds. Eredményeink arra utalnak, hogy a ROK szintén
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szerepet jatszik ebben a folyamatban, bar mas miozin kinazok jelenléte is feltételezhetd. A
ZIPK jelentdségét az MLC20 foszforilaciojaban COS7 sejtekben bizonyitottdk (Komatsu és
mtsai., 2004). HepG2 sejtekben a ZIPK citoplazmatikus lokalizaciot mutatott OA hianyaban
¢és jelenlétében is (Id. 20. abra), amelyek alapjan részvétele az MLC20 foszforilacidjaban
feltételezhetd.

Az OA kezelés altal kivaltott folyamatokban nemcsak a kindzok, hanem az érintett
foszfatazok szerepét is vizsgaltuk. Kisérleteinkben az OA-t viszonylag alacsony (50 nM)
koncentracioban alkalmaztuk. Irodalmi adatok szerint az OA még 1 uM koncentracidoban sem
gatolta a PP1 enzimeket (Favre ¢s mtsai.,1997). Ezzel 6sszhangban, HepG2 lizatumban az

OA csak 100 nM koncentraci6 felett gatolta a PP1 enzimeket (koztiik a miozin foszfatazt),

OA

aktivitas gatlas \

membran-transzlokacié ~ Sejtmagi lokalizacio
elkiiléniilés miozintol elkiiloniilés miozintol

— _/

V

fokozott és fenntartott miozin foszforilacio
stresszrost képz6dés

!

SEJTVANDORLAS GATLAS

24. abra Az OA hatasa a MYPT szabalyozasara HepG2 sejtekben.
viszont a PP2A gatlasa mar alacsonyabb koncentracioknal (10-100 nM) megfigyelhetd volt.

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az OA a PP2A gatlasan keresztiil fejti ki hatasat. In vitro
vizsgélatok szerint a MYPT1 két ROK altal foszforilalt helye koziil a PP2A képes
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defoszforilalni a foszforilalt Thr850 oldallancot, de csak kismértékben hat a foszforilalt
Thr695-ra (Takizawa ¢és mtsai., 2002b). Mivel az Y27632 gatolta az OA-éltal kivaltott
foszforilaciét a Thr850-on, feltételezhetd, hogy ezen az oldallincon a reverzibilis
foszforilaciot a ROK és PP2A szabalyozza. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a PP2A és ROK
eloszlasa az OA-val kezelt HepG2 sejtekben hasonld volt, azaz mind a MYPT1P™8%0 &5 5
PP2A a sejtmagban ¢és a perinuklearis régioban is koncentralodott.

Korabban kimutattak, hogy a miozin foszfataz gatlasa, pl. MYPT1 specifikus antitest
sejtekbe torténd injektalasaval, onmagaban is stresszrostok képzddését (Totsukawa és mtsai.,
1999) és a sejtmigracio gatlasat (Totsukawa és mtsai., 2004) eredményezi. Eredményeink
szerint a sejtek OA-val torténd kezelése hasonl6 citoszkeletalis és motilitasbeli valtozasokat
okozhat. Az OA kezelés hatasara kivaltott MLC20 foszforildciojanak novekedése
egyértelmiien a miozin foszfataz gatlasara utal, de eredményeink alapjan ugy tlnik, hogy ez a
gatlas kozvetetten, a PP2A ¢és az OA kolcsonhatasa altal valosul meg. Ennek a kozvetett
hatasnak szamos oka lehet: (a) a MYPT1 foszforilacidja a Thr695 gatld foszforilacios helyen
(Feng ¢és mtsai., 1999); (b) a MYPT1 foszforilacioja a Thr850 foszforilacids helyen, ami
csokkenti a miozin foszfataz affinitasat a miozinhoz (Velasco és mtsai., 2002); (¢) a MYPT1
transzlokacioja a membranhoz, ami a miozin II-t6]l vald térbeli elkiiloniilést okozza és
elosegitheti a foszfatdz gatlasat foszfolipidek altal (Ito és mtsai.,, 1997), valamint a
foszfolipidek a foszforilalt MYPT1 defoszforilaciojat is gatolhatjadk (Takizawa és mtsai.,
2002b). Eredményeink szerint az OA ndveli a miozin I foszforilacios szintjét és a miozin 11
lokalizaciojat a HepG2 sejtek kdzponti részében. Az OA kezelés stresszrostok kialakulasat is
indukalta, amelyek képzddését viszont a ROK inhibitor (Y27632) teljesen gatolta. Az OA
megfigyelhetd. Tehat a ROK aktivitasa €s a miozin foszfataz gatlasa is sziikséges a miozin II

megnovekedett foszforilacidjahoz, a stresszrostok kialakulasahoz. és a migracio gatlasdhoz

crer

crer

kontrakcidjaban €s a sejt hatsd (“farki”) részének felvalasaban van szerepe (Totsukawa és
mtsai., 2004; Ridley AJ., 2004). A folyamatos vandorlas feltétele a stresszrostok és fokalis
adhéziok dinamikus ujraképzdédése és felbomlasa. Az egyik feltételezett mechanizmus, hogy
a miozin foszfataz gatldsa a miozin Il foszforilacid fenntartasat segiti eld, és mintegy rogzitve
a stresszrostokat és fokalis adhézidkat, azok lassubb ,,turnover-ét” eredményezi. Ez stabilabb

adhezids szerkezetekben és ezzel lassibb migracioban nyilvanul meg.
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Az altalunk tanulményozott mechanizmus Uj eleme, hogy ez a migracios gatlas
felismerés azzal egésziti ki az eddig ismert ROK és miozin foszfataz fiiggd folyamatot, hogy
bizonyos korilmények mellett a PP2A is szerepet jatszhat a sejtek motilitdsanak
szabalyozasaban. Ezek az adatok tehat hozzajarulhatnak a sejtmigracido farmakologiai

befolyasolasat célzo kutatasokhoz is.
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OSSZEFOGLALAS

A miozin foszfatdz (MP) holoenzim protein foszfataz-1 (PP1) katalitikus alegységbdl
(PPlc) és 130/133 kDa miozin kotd (célra iranyitd) alegységb6l (MYPT1) all. Elsodleges
funkcidja a miozin-II 20 kDa konnytilancanak (MLC20) defoszforilacioja, és ezzel fontos
szerepet jatszik a simaizom ¢és nem-izom sejtek kontrakcidjanak és motilitasanak
szabalyozasaban. A MP aktivitasat a MYPT1 Thr695 ¢és Thr850 oldallancanak Rho-
asszocialt kindz (ROK) altali foszforildcidja szabalyozza. A MP a miozinon kiviil mas
fehérjéket is defoszforilal, azonban lokalizacidja, valamint a kontraktilitaison kiviil mas
sejtfolyamatokban jatszott szabalyozd szerepe nem-izom sejtekben és szovetekben kevésbé
ismert.

Eredményeink szerint a MP és a MYPTI1 jelen van agyszovetben és humén
hepatokarcindma sejtekben (HepG2) is. Az MP aktivitasa és a MYPT1 mennyisége hasonld
régio- €s szubcellularis megoszlast mutat, amely a MYPT1 célra irdnyitd funkcidjara utal az
idegsejtekben és a HepG2 sejtekben is. A MP és a MYPTI az agyban valamennyi
agyrégioban kimutathatd, de koncentralodéasa specifikus magcsoportopkhoz az idegsejtekre
specifikus fiziologiai funkcidkat sejtet. A MP-t kimutattuk az agykéregbdl izolalt
szinaptoszomak preszinaptikus frakciojaban, és igazoltuk kolcsonhatasat a szinaptofizin
fehérjével, ROK-kal ¢és a PP1co izoforméaval. A MP tehat szerepet jatszhat a szinapszisok
vezikularis transzportjaban és a neurotranszmitterek kibocsatasadban a szinaptikus résbe.

A HepG2 sejtek kezelése foszfatazinhibitor okadainsavval (OA) a protein foszfataz
2A (PP2A) enzim gatlasat eredményezve szabdlyozza az MLC20 és a MYPT1 foszforilacios
szintjét. Az OA a MYPT1 citoplazméabdl plazmamembranba torténd transzlokalcidjat okozta
¢s novelte a MYPT1 foszforilacidjat a gatld Thr695 oldallancon. Ezen hatdsokat a ROK
inhibitor Y27632 kevésbé befolyasolta. Az OA ndvelte a MYPT1 foszforilaciojat a Thr850
oldallancon (MYPTI1P™%%)  amelyet Y27632 nagymértékben gatolt. A MYPTIP™° 4
sejtmagban és a perinukledris régidban volt jelen. Az OA kezelés a MLC20 Serl9
foszforilacidjat és a foszforilalt miozin-II-nek a sejtek centralis részén vald koncentralodasat
indukalta, amelyet az Y27632 részlegesen gatolt. HepG2 sejtekben az OA hatdsara
stresszrostok képzddtek és csokkent a sejtek migracids készsége, de e valtozdsok a ROK
inhibitor jelenlétében nem figyelhetdk meg. Kovetkeztetésiink az, hogy az OA PP2A- és
részben ROK-fiiggd modon a MYPT1 szelektiv foszforilaciojat és transzlokécigjat indukalja,
ami a miozin defoszforilacidjdnak gatldsaval parosul. Ezek a hatdsok a miozin fenntartott

foszforilacidjat eredményezve szabalyozzék a sejtek motilis sajatsagait.
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SUMMARY

The myosin phosphatase holoenzyme (MP) consists of protein phoshatase 1 (PP1)
catalytic subunit (PP1c) and 130/133 kDa myosin binding (targeting) subunit termed myosin
phosphatase target subunit 1 (MYPT1). The MP primarily dephosphorylates the 20 kDa
subunit of myosin-II (MLC20), thereby regulates the contractility and motility of smooth
muscle and non-muscle cells. The activity of MP is mediated via phosphorylation of MYPT1
on Thr695 and Thr850 by RhoA-associated protein kinase (ROK). The MP also
dephosphorylates substrates distinct from myosin; however, its localization and function in
cellular processes, other then contractility, of non-muscle cells and tissues, is less understood.

Our results show that MP and MYPT1 are present in brain and in human hepatoma
(HepG2) cells. The activity of MP and the amount of MYPT1 exhibited similar regional- and
subcellular distribution suggesting a targeting function for MYPT1 in both neuronal and
HepG2 cells. The MP and MYPT1 are identified in all regions of brain, but within the
regions MYPTlaccumulated in certain groups of neurons and axon bundles suggesting its
involvement in specialized neuronal functions. MP and MYPT1 were identified in the
presynaptic fraction of synaptosomes isolated from cerebral cortex, and interaction of
MYPT1 with synaptophysin, ROK and PP1cd was established. These data suggest that MP
may be involved in the regulation of the transport of synaptic vesicles and in the release of
neurotransmitters into the synaptic clefts.

We have shown that the treatment of HepG2 cells with okadaic acid (OA) resulted in
inhibition of protein phosphatase 2A (PP2A) that accompanied with the regulation of the
phosphorylation level of MLC20 and MYPT1. OA induced the translocation of MYPT1 from
the cytoplasm to the plasmamembrane and increased the phosphorylation of MYPT1 on
Thr695, which causes inhibition of MP activity. These effects were slightly influenced by
Y27632, a specific ROK inhibitor. OA increased the phosphorylation of MYPT1 on Thr850
(MYPT1P™#%) which was profoundly inhibited by Y27632. MYPT1P™™®% was localized in
the nucleus and at the prinuclear regions in HepG2 cells. On treatment with OA the increased
phosphorylation of MLC20 on Ser19 was observed and it was associated with the appearance
of myosin-II at the cell center. OA induced stress fiber formation and a decrease in cell
migration, but both of these OA-induced effects were blocked by Y27632. It is concluded
that OA induces differential phosphorylation and translocation of MYPT1 in a PP2A- and to

varying extent in a ROK-dependent manner resulting in inhibition of myosin
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dephosphorylation.these changes are associated with an increased and sustained level of

myosin-II phosphorylation and attenuation of motile features of the HepG2 cells.
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