EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES TEZISEI

A miozin foszfataz lokalizacidja és szabalyozasa nem-izom
sejtekben

LONTAY BEATA

Témavezeto: Prof. Dr. Erdodi Ferenc

Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
Orvosi Vegytani Intézet

Debrecen, 2005



1, BEVEZETES

Az eukaridta szervezetek  sejtfolyamatainak  alapvetd  szabdlyozasi
mechanizmusa a fehérjek foszforilacidja és defoszforilacidja. A protein kinazok a
fehérjék  foszforilacidjat  katalizaljadk, amely sordn nukleozid-trifoszfatok
(leggyakrabban ATP) termindlis foszfat csoportjat épitik be szerin (Ser), treonin (Thr)
vagy tirozin (Tyr) oldallancokba. A foszforilacio reverzibilitasat a protein foszfatazok
(PP) biztositjdk a fehérjékben észterkotéssel kapcsolodd foszfatcsoportok
hidrolizisével. A protein foszfatdzok katalitikus alegységei a hozzajuk kapcsolodo
szabalyozo alegységekkel alkotnak holoenzimet. A szabdlyozo alegységek a
holoenzim szubsztratspecificitasat valamint katalitikus aktivitasat befolyasoljak,
mivel a katalitikus alegységhez €s a szubsztrathoz is kotddve az enzimeket kiillonb6z6
szubcellularis kompartmentekhez iranyitjdk. A miozin foszfatdz (MP) a Ser/Thr
specifikus protein foszfataz 1 (PP1) enzimcsaldd tagja, amely PP1 katalitikus
alegységbdl (PPlc), miozinhoz is kotddd szabalyozd alegységbdl (myosin
phosphatase target subunit, MYPT) és egy eddig még ismeretlen funkcioji 20 kDa
szabalyozasaban jatszik dontd szerepet.

A miozin foszfatazt el0szor izomszovetekben jellemezték és szerepét a
kontraktilitds szabdlyozdsaban ismerték fel, amely a miozin-II 20 kDa
konnytilancanak (MLC20) defoszforilacidja 4ltal valosul meg. Az elsdsorban
simaizomban ¢és a legtobb nem-izom sejtben is megtalalhatdé miozin izoforma, a
miozin-II, foszforildcidja sokféle sejtfolyamatban jatszik kulcsszerepet, igy a
a citokinézisben, a citoszkeleton atrendez6désében, a trombocitadk aktivalasban és
kiilonb6zd 1oncsatorndk szabalyozasaban. Az MLC20 foszforilacidja az aktomiozin
elernyedést (relaxacidt) eredményez. A sejtekben az aktin-citoszkeleton szervezddése
¢s annak dinamizmusa szintén reverzibilis protein foszforildcioval szabalyzodik,

amelynek egyik legfontosabb eleme szintén az MLC20 foszforilacioja. A MLC20



foszforilaciojdnak novekedése a sejtekben fokozza a stresszrostok €s fokalis adhézidk
kialakulasat, ezzel szemben defoszforilacioja ezek felbomlasat idézi eld.

A miozin foszforilacidos szintje tehat szamos sejtfolyamatban alapvetd
szabalyozo tényezd: a foszforilacid mértekét a miozint foszforildlé kindzok és a
defoszforilaciot katalizaldé miozin foszfataz aktivitdsanak aranya szabja meg. A
kindazok, valamint a miozin foszfataz aktivitasa sokoldaluan, szamos jelatviteli
utvonalon  keresztiill  szabdlyozhat6. Ezen  szabalyozdsi mechanizmusok
tanulmanyozéasanak modelljéiil sokdig a simaizom kontrakcids folyamatok vizsgélata
szolgalt. A simaizom kontrakcio és a miozin foszforilacio klasszikus elmélete szerint
agonistak hatasara, illetve a membran depolarizaciojaval novekszik az intracelluléris
Ca™ koncentracié ([Ca®];), amely Ca*-kalmodulin (CaM) komplex kialakuldsat
eredményezve noveli a CaM-fiiggd miozin konnylildnc kindz (MLCK) aktivitasat.
Ezzel az MLCK/MP aktivitas arany novekszik, ami a miozin foszforilacios szintjének
emelkedését és izomdsszehizodast eredményez. A [Ca®]; csokkenésével a
kinaz/foszfataz aktivitas arany csokken, és eldtérbe keriil a miozin defoszforilacioja,
szerepérdl azt feltételezték, hogy a miozin defoszforilacidjaval minddssze a folyamat
reverzibilitasat biztositja.

A miozin foszfatdz szabalyozasanak az izomdsszehtizédéasban jatszott alapvetd
szerepére azok a kisérletek hivtdk fel a figyelmet, amelyekkel kimutattdk, hogy a
foszfataz ~membranpermedbilis  toxinokkal torténd gatlasa Onmagaban s
izomkontrakciét és miozin foszforilaciot indukal, alacsony [Ca*']; és MLCK aktivitas
mellett is. A foszfataz gatlas jelentdségén kiviil ezek a kisérletek arra 1s felhivtak a
figyelmet, hogy az MLCK mellett mas, Ca>"-t61 fiiggetlen kinazok is részt vehetnek a
miozin foszforildcidjaban. A foszfatdz inhibitorokhoz hasonlo hatést figyeltek meg,
azaz foszfatdz gatlast és alacsony [Ca®’]; mellett megvalésulé miozin foszforilaciot,
lasst fenntartott kontrakcioval, GTPyS-el kezelt permeabilizalt simaizmokban. A
folyamat molekularis hatterét tanulmanyozva kimutattak, hogy a GTPyS a GTP-kot6
RhoA fehérjét aktivalja, amely a RhoA aktivalt protein kindz (ROK) aktivitasat



noveli. A ROK foszforildlja a miozint és a miozin foszfataz MYPT alegységét. Ez
utobbi foszforilacido a miozin foszfatdz gatlasat eredményezve segiti eld a miozin
foszforilacios szintjének novekedését. Az allandé (és viszonylag alacsony) [Ca®'];
jelenlétében a foszfataz gatlasdval parhuzamosan kifejlddé kontrakcid és miozin

foszforilacid jelenségét Ca*'-szenzitizicionak nevezik. Ezzel szemben a miozin

foszfataz aktivalasa Ca**-deszenzitizaciét okoz. Ez a hatds gyakran a ciklikus

nukleotidok (cAMP, cGMP) intracellularis szintjének novekedéséhez, illetve ezaltal
aktivalt protein kinazokhoz (PKA, PKG) kotott, de a mechanizmus még nem minden
részletében tisztazott.

A MP szabdlyozasa tehat gatlasi és aktivalasi folyamatok egyiittes hatasara jon

1étre. Gatld hatast fejt ki a MYPT1 foszforilacidja adott foszforilacios helyeken, a

.....
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helyei koziil kiemelkedd jelentdségli a Thr695 gatld foszforilacios hely, amelyet
ROK mellett egyéb kinazok (integrinekhez kapcsolodo kindz (ILK), leucin cipzar
motivummal kolcsonhato protein kinaz (ZIPK), p21-aktivalt protein kinaz (PAK)) is
foszforilalhatnak. A ROK, ZIPK ¢és az ILK a miozin foszfatdz aktivitasanak
szabalyozasa mellett szintén foszforilalja a MLC20 Ser19 és a Thr18 foszforilacids
helyeit, igy részt vesz a Ca>"-t6] fiiggetlen kontrakcid indukéldsdban. A masik ROK
altal foszforilalt oldallanc a Thr850, amelynek szabalyoz6 funkcidja még nem ismert.

Mindezen megfigyelések a miozin foszfatdz szabalyozasdnak fontossagara
utaltak, €s részben ennek tulajdonithato az utobbi évtized aktiv kutatomunkéja, amely

az enzim szerkezetének és szabalyozasi lehetdségeinek megismerésére iranyult.



2. CELKITUZESEK

A miozin foszforilacid és ebben a miozin foszfatdz szerepét széleskoriien
tanulmanyoztak  izomszovetekben, ahol jelentéségét az  izomkontrakcio
szabalyozasaban ¢és a miozinhoz kotott mas citoszkeletalis valtozdsokban mutattak ki.
A MP a miozin mellett mas, az aktinhoz és egyéb filamentumokhoz kotodd fehérjéket
(adducin, moezin, Tau, MAP-2) is képes defoszforilalni, tehat a kontraktilitds mellett
mas sejtfolyamatok szabalyozasaban is részt vehet. Ezt megerdsiti az is, hogy a
MYPT1 izoforma minden eddig vizsgalt eukariota sejtben jelen van, sejten beliili
lokalizacidja viszont nemcsak a miozint tartalmazé szubcelluldris kompartmentekre
korlatozddik.

Hipotézisiink szerint a miozin foszfatdz tovabbi fiziologiai szerepének
megismerését segitheti az enzim lokalizaciojanak feltardsa kiilonb6z6 nem-izom
sejtekben, és az enzim szerepének és szabdlyozasanak megértéséhez hozzajarulhat 0;j
kolcsonhato fehérjék kimutatdsa €s azonositasa. A disszertacio kisérletes anyagaban
agy ¢s madjszovet eredetli sejtek (idegsejtek ¢és hepatocitak) tanulmanyozasat
végeztikk. Az agy felépitése sokrétii és funkcidja specializalddott, dsszetettségét egyik
szervrendszer sem mulja foliill a humén szervezetben. Ezen szovetre nem jellemez6 a
citoszkeletalis valtozasokat is 1gényld élénk proliferacié vagy sejtvandorlas, a
citoszkeletalis elemek mégis fontosak lehetnek a szinaptikus plaszticitds sordn
formalodod idegrendszerben vagy a neurotranszmittereket szallitd vezikuldk
transzportjdban. A majat anatomiailag és szovettanilag homogénebb szerekezet
jellemez, mint az agyat. A miozin foszfatdz, a MYPT1 szabalyozo alegység, valamint
a miozin II jelenlétét mind agy- ¢és majszovetben kimutattak. ElOzetes
vizsgéalatainkban leirtuk, hogy a miozin foszfatdz szdmos szubcellularis
kompartmenttel asszocial az idegsejtekben €s a hepatocitakban is. Ez arra utal, hogy
az enzimnek feltehetden olyan szubsztratja(i) is lehetnek, amelyek a kontraktilis
sajatsagoktodl eltérd sejtfunkcidkban fontosak.

A miozin foszfatdz MYPT alegysége tobb oldallancon foszforilalodik, ezeket a

foszforilacios folyamatokat in vitro szdmos protein kindz katalizalja. Keveset tudunk



azonban az in vivo szerepet jatszd kindzokrodl és foszfatdzokrol. A protein foszfataz
2A  (PP2A) enzimet in vitro vizsgalatok alapjdn MYPT1 foszfatazként
valoszintsitették, fiziologiai szerepérdl azonban a MYPT1 foszforilalt oldallancainak
(pl. Thr695 és Thr850) defoszforilaciojaban keveset tudunk. A felvetett kérdések
alapjan kutatasi célkitlizéseink az alabbiakban foglalhatok Ossze.

1. A MP ¢és a MYPT1 lokalizici6janak tanulmanyozéasa agyszovetben €s primer
neuronokban:

- az MP és MYPT1 régiospecifikus €s a szubcellularis megoszlasanak vizsgalata

- MYPT1-el koélcsonhatd neurondlis fehérjék kimutatisa €s azonositasa.

2. A foszfatazgatldé OA-val indukalt MYPTI1 és miozin foszforilacio, valamint
sejtmotilitas valtozas tanulmanyozasa HepG2 sejtekben:

- a MP és MYPT1 megoszlasanak vizsgéalata HepG2 szubcellularis frakciokban

- az OA altal kivaltott miozin és a MYPT foszforilacio és lokalizacio, és a PP2A
aktivitas valtozas kapcsolatanak tanulmanyozéasa

- az OA hatasénak tanulméanyozasa a stresszrostok képzddésére és a HepG2 sejtek

crer



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Lizatumok prepardldasa patkany agyrégiokbol Western blot analizishez

Wistar patkdnyok aldbbi agyrégioit kiilonitettiik el: bulbus olfactorius,
agykéreg, striatum, hippocampus, koztiagy, kozépagy, utdagy ¢€s kisagy. A
szoveteket jéghideg foszfat pufferben (PBS: 8,06 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,POy,,
2,7 mM KCI, 137,9 mM NaCl (pH 7,4)) mostuk. Valamennyi agyrégiohoz 1 ml
jéghideg homogenizalo puffert (20 mM HEPES (pH 7,5), 0,25 M szachar6z, 1| mM
EDTA, 1 mM EGTA és protedzgatlok)) adtunk. A szdvetdarabokat homogenizaltuk,
majd 10 percig (+ 0,1 % Triton X-100) jégen tartottuk. Ezt ultrahangosan feltaras
kovette.
3.2 Primer hippocampus és nucleus cochlearis sejtkultura preparaldsa

A hippocampus €s a nucleus cochledris sejtek preparalasahoz 3 napos Wistar
patkanyokbol eltavolitottuk a megfeleld agyrégidkat, és prepardld oldatba (10 mM
HEPES (pH 7,4), 120 mm NaCl, 5 mM KCI, 1 mM Na,HPO,, 0,2 mM KH,PO,, 20
mM szacharoz, 15 mM glikoz, 12 U/ml penicillin és 10 pg/ml streptomycin)
meritettiik. A sejtek diszperzidjat kovetden a proteolizist 0,25 % tripszint tartalmazo
oldattal végeztiikk. Az emésztett agyrészeket 10 % FBS/MEM-ben trituraltuk. Ezt
kovetden a sejteket 10 % FCS, 0,1 pg/ml NGF, 12 U/ml penicillin és 10 pg/ml
streptomycin tartalmi MEM-ben tenyésztettiink.
3.3 Szinaptoszoma és posztszinaptikus denzitds frakciok izoldldasa patkdany kisagybol

A szinaptoszOma ¢és posztszinaptikus denzitas frakciok izolaldsat az
irodalomban leirt modszer szerint mddositasokkal végeztiik patkany agykéregbdl. A
szinaptoszomat és mitokondriumot tartalmazé homogenizadtumot szachardz gradiens
(0,8 M, 1,0 M ¢és 1,2 M szachar6z) centrifugaldsal valasztottuk el (83000 g, 2 ora),
majd a posztszinaptikus denzitas tovabbi 1zolaldsdhoz Gjabb szachardz gradiens (0,8
M, 1,5 és 2,0 M szachardz) centrifugalast (202300 g, 2 ora) végeztiink.
3.4 HepG?2 sejtkultura és a sejtek kezelése inhibitorokkal

A kisérletekhez human hepatokarcindma (HepG2) sejteket hasznaltunk. A
sejtek fenntartdsa 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. A sejteket inhibitorokkal torténd kezeléshez 12 oran 4t 0,1% FBS-
tartalmaz6 D-MEM-ben szinkronizaltuk és éheztettiik. A HepG2 sejteket 5-50 nM
OA, 10 uM Y27632 inhibitorral, vagy a két effektor kombinécidjaval inkubaltuk 60
percig. A kezelést kovetéen a sejteket RIPA pufferben (1% Nonidet P-40, 1%
natrium deoxikolat, 0,1% SDS, 0,15 M NaCl, 0,01 M natrium-foszfat (pH 7,2), 2 mM
EDTA, 50 mM nétrium-fluorid) lizaltuk.
3.5 HepG2 sejtek szubcellularis frakcidinak prepardldsa

HepG2 sejtek lizatumdbol sejtmag, citoplazma, mikroszéma/mitokondrium,
citoszkeleton ¢és plazmamembran frakciokat izoldltuk. A sejteket homogenizalo
pufferrel (0,25 M szacharoz, 20 mM HEPES (pH 7.,5), 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
protedzgatlok) homogenizaltuk, majd 0,5% Nonidet P-40—et adtunk hozzd. A
lizatumot centrifugaltuk (8000 g, 15 m.perc). A pelletet A pufferben (0,25 M
szachar6z, 10 mM HEPES (pH 7,9), 3,3 mM MgCl,, 10 mM KCl, 0,5 mM DTT ¢és
proteazgatlok) szuszpendaltuk és centrifugdltuk. A pelletet B pufferben (A puffer
0,35 M szachar6zzal) Gjra szuszpendaltuk és centrifugéltuk. A pelletet B pufferben
vettiik fel, majd ultrahangos kezelésnek vetettiikk ald. A feltdras soran kapott
szuszpenzid a sejtmag frakcio. A 8000 g centrifugalassal kapott feliiluszot
centrifugaltuk (1250 g, 20 perc), majd az igy kapott feliilusz6 komponenseit
ultracentrifugalassal valasztottuk el: a pellet a mikroszoma/mitokondrium frakcionak,
a feliilusz6 a citoszol frakcionak felelt meg. Az 1250 g centrifugalas pelletét 1%
Nonidet P-40—et tartalmazo homogenizald pufferben szuszpendaltuk, majd tovabb
ultracentrifugaltuk; a felillisz6 a plazmamembrdn frakcionak, mig a pellet a
citoszkeleton frakcionak felelt meg.
3.6 Western blot

A fehérje koncentraci6 meghatdrozdsahoz BCA reagenst hasznaltunk. A
fehérjéket SDS-PAGE-sel vélasztottuk el. A géleket nitrocelluloz membréanra
blottoltuk, és a blokkolasdhoz 5 % tejpor/ 0,05 % Tween 20/PBS-t hasznaltunk. A

blokkolast kovetden a membranokat elsOdleges ¢és HRP-konjugalt masodlagos



antitesttel inkubaltuk, az immunreakcidkat ECL reagenssel detektaltuk. Az agyrégiok
relativ MYPT1 mennyiségének meghatidrozasahoz kvantitativ Western blot analizist

végeztiink, amelyhez standardként His-MYPT1'>%

peptidet hasznaltunk (1-1000 ng).
A blottokat denzitometraltuk ¢és a Molecular Analyst Software (BioRad) Volume
Analyse mellékprogramjaval elemeztiik.
3.7 Protein foszfataz aktivitdsmeérés

A patkdny agyrégidk lizatumdnak, a szinaptoszoOma ¢és posztszinaptikus
denzitas ill. a HepG2 sejtek szubcellularis frakcioinak protein foszfataz aktivitdsanak
meghatarozasahoz szubsztratként 2 uM *’P-miozint vagy 2 puM *’P-MLC20-at
hasznéltunk. Az OA-val (5-1000 nM) inkubalt teljes HepG2 lizdtum esetén a
foszfataz aktivitast 0,5 pM **-P-miozin és 0,5 uM **P-MLC20 szubsztrattal mértiik
(0,5-1 perc reakcididé, 30 °C).
3.8 Immunhisztokémia

Wistar patkdnyokat transzkardidlisan perfundaltuk. Az agyat bulbus
olfactorius, eléagy, kozépagy, kisagy és alsd agytdrzs régiokra valasztottuk szét,
majd horizontalis ¢és szaggitalis metszeteket készitettiink. A szeleteket 4%
paraformaldehiddel (PFA) vagy acetonnal fixaltuk. A metszeteket blokkoltuk (10%
normal 16szérum, 0,1% BSA, 0,3% Triton-X 100/ PBS), majd anti-MYPT1'™®
poliklonalis antitesttel inkubaltuk. Ezt kdvetden biotinnal-konjugalt anti-nyal IgG-vel
vagy alkalikus foszfatdzzal-konjugalt anti-nyul 1gG-vel inkubaltuk. A detektalashoz a
metszeteket avidin-konjugalt FITC-cel inkubaltuk vagy alkalikus foszfataz reakciot
alkalmaztunk.
3.9 Immunfluoreszcencia és konfokdlis mikroszkopia

A sejteket etanollal vagy 4% PFA-val fixaltunk, majd PBS-sel mostuk. 0,05 %
Triton X-100/PBS-sel permeabilizaltunk, majd 2 mg/ml BSA/PBS-sel blokkoltuk. A
fixalt sejteket az elsddleges antitesttel BSA/PBS-ben inkubaltuk, majd Alexa 488-
konjugalt anti-nyul IgG-vel, Alexa 633-konjugalt anti-egér masodlagos antitesttel
vagy F-aktin festéséhez Alexa 633-konjugalt falloidinnel inkubaltunk. A sejtmag
festéshez 1 mg/ml propidium jodidot hasznaltunk. A fed6lemezeket Antifade Light



Kit segitségével fedtiik le. A sejteket és metszeteket Hélium/Neon és Kripton/Argon
lézer detektorokkal felszerelt Zeiss LSM 410 konfokalis 1ézer mikroszkoppal
vizsgaltuk.
3.10 Immunprecipitdacio

Protein-A Sepharose-t anti-MYPT' " antitesttel inkubaltunk
immunprecipitacios 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), majd a
szuszpenzidt centrifugaltuk. A hippocampusbdl szarmaz6 extraktumot Protein-A

1296 antitesttel-kotott  Protein-A

Sepharose-zal el6tisztitottuk, majd anti-MYPT
Sepharose-zal inkubaltuk. A Protein-A Sepharose gyantat novekvo sdkoncentracidval
¢s detergensek jelenlétében, majd PBS-sel mostuk. A fehérjéket SDS-PAGE-sel
valasztottuk el.
3.11 GST-MYPT pull-down vizsgalat

Glutation-Sepharose-t kotd pufferrel ekvilibraltunk (20 mM Tris-HCI (pH 7,4),
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% Triton X-100 proteaz inhibitorok), majd 0,1 uM
GST-t (glutation-S-transzferaz) vagy GST-MYPT1-et tartalmazé oldattal inkubaltuk.
A szinaptoszoma frakciot eldtisztitottunk Glutation-Sepharose-zal, majd GST-vel
vagy GST-MYPTI-tel kapcsolt Glutation-Sepharose-zal inkubaltuk. A gyantat koto
pufferrel mostuk, majd a gyanta altal kotott fehérjeket SDS minta pufferrel térténd
forralassal szolubilizaltuk.
3.12 Sejtmigrdcios vizsgalatok

A sejtmigracid kvantitativ méréséhez fibronektinnel boritott sejtmigracios kitet
(Chemicon Int., ECM 500) hasznaltunk. A HepG2 sejteket (2,5 x 10° sejt/Boyden
kamra) 18 ordig szérummentes D-MEM-ben ¢€heztettiink, majd 5 nM vagy 50 nM
OA, 10 uM Y27632, vagy a két effektorral egyiitt inkubaltuk 18 oran at.
Kemoattraktansként 50 ng/ml HGF-t hasznaltunk. A membrdnon keresztiil migralt
sejteket fixaltuk, festékkel inkubaltuk, majd mostuk, és a sejtekben akkumulalodott
festeéket extrakcios pufferrel kinyertik. A migraci6 mértékével ardnyos

festékmennyiség abszorbancigjat 540 nm-en mértiik.
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4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
4.1 A miozin foszfatiz és a MYPTI1 lokalizaciojanak tanulmanyozasa
agyszovetben és primer neuronokban
A patkiny agyban a MYPTI1 és a MYPT2 izoformédk is expresszaldodnak,
azonban a mindkét 1izoformara specifikus antitesttel kapott Western blot alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a MYPT1 mennyisége jelentésen meghaladja a MYPT2
mennyiségét. Ezért a {6 MYPT izoformanak tekinthet6 MYPTI1 lokalizaciojat és

fehérjékkel valo kdlcsonhatasat tanulmanyoztuk.

4.1.1 Régiospecifikus és szubcellularis megoszldas vizsgdalata, immunoblottal, a
miozin foszfataz aktivitas meghatdrozdasaval és immunfluoreszcenciaval

A MYPT1 expresszidjat valamennyi agyrégioban kimutattuk ¢&s
viszonylag nagyobb mennyiségben volt jelen az agykéreg, bulbus olfactorius,
striatum, hippocampus és koztiagy régidkban, €s kisebb mennyiségben a kdzépagy és
utdagy régidkban. Az agyrégiokban mért MYPT1 koncentracid (30-78 nmol/g
fehérje) Osszevethetd a simaizom sejtekben €és nem-izom sejtekben becsiilt MYPTI1
koncentracioval. A MP specifikus aktivitdsa (1,1-2,7 nmol/perc/mg) az agyrégiok
lizadtumaiban hasonlo volt az elézdleg simaizom ¢és nem izom sejtekben talalt
értékekhez. A kozépagyban és az utdoagyban a MYPT1 mennyisége és a miozin
foszfataz aktivitasa is 1,5-2-szor kisebb volt, mint més agyrégidkban. A MP aktivitas
¢s MYPTI kiilonbozd agyrégiokban detektalt relativ mennyiségi eltéréseinek
fiziologiai jelentdségét, ill. a kiilonb6zé mértekli expresszido molekuléris hatterét még
nem ismerjiik.

Immunhisztokémiai vizsgélatokkal a MYPTI1-et valamennyi agyrégioban
detektaltuk, de kiilonbozd festddést mutatott az eltérd agyi magokban és idegpalyak
esetén. Eredményeink szerint a MYPT1 jelen van az agytorzsben, ahol a kdzponti
idegrendszer felsé €s alsé kompartmentjei kdzotti informaciocsere zajlik, valamint a

limbikus rendszer részeiben és az azt beidegzd axonagakban is, ahol pedig az
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emocionalis €és 6sztonds viselkedés szabalyozasa torténik. A memoria kialakulasaban
szintén szerepet jatszhat a MYPTI1, mivel kimutattuk az entorhindlis agykéreg
sejttestjeiben €s a hippocampusba futd idegpalyakban is. A MYPT1 szamos, de nem
mindegyik idegsejt sejtmagjaban €s bizonyos idegsejtek magvacskajaban is jelen van.
A MYPT]1 lokalizacigjat sejtmagban mar korabban kimutattak, jelenlétének igazolasa
a magvacskdkban azonban 0j megfigyelés. Megjegyzendd, hogy a MYPTl-et a
magvacskakban csak a szoveti metszeteken észleltiik, primer hippocampus és nucleus
choclearis sejtekben a magvacskdk nem mutattak MYPT1 festddést. A primer
idegsejteken részleges eltérést tapasztaltunk a sejtmagi lokalizaciot tekinve is: a
hippocampus sejtkulturdban a MYPTl-et a citoplazméban ¢és a sejtmagban is
detektaltuk, mig a nucleus cochlearis sejtekben a MYPT1 f6leg citoplazmatikus
lokalizacidét mutatott. Ez arra utal, hogy a MYPT1 lokalizacidjat szamos tényezd
befolydsolhatja, beleértve a sejtek fiziologiai allapotat, a sejtek korat és fejlodési
stadiumat. Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a MYPT1 megoszlasa az
agyban, 1ill. az idegsejtekben nem homogén, hanem funkcidjukat tekintve
specializalodott régidkhoz, ill. sejten beliil bizonyos kompartmentekhez kotott. Ez, a
miozintdl meglehetdsen eltérd lokalizacids mintdzat, a miozin foszfataz altalanosabb
sejtfunkcioit és a miozintdl eltérd alternativ szubsztratok jelenlétére utal.
Feltételezheté tehat, hogy idegsejtekben az enzim defoszforilald aktivitdsanak

célpontja a foszforilalt miozin I1-t6l eltérd szubsztratok is lehetnek.

4.1.2 A MYPTI-el kolcsonhato neurondlis fehérjék kimutatisa és azonositisa
immunprecipitacioval és specifikus kélcsonhatdisokon alapulo (pull-down)
mdodszerrel.

Primer idegsejtekben kimutattuk mind a MYPT1 ¢és a PP1cd kolokalizacidjat
szinaptofizinnel, amely preszinaptikus markerként és szinaptikus vezikuldk integrans
membran fehérjéjeként is ismert. A MYPT1 és a szinaptofizin lehetséges
kolcsonhatdsanak bizonyitasdra, valamint mar ismert MYPTI-el asszocidlo

feherjekkel  vald  kolcsonhatds  igazolasira az  agyrégiok  kivonatdbol
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immunprecipitaciot  végeztink  MYPTI-re  specifikus  antitesttel. Az
immunprecipitacid sordn kolcsonhatd partnerként azonositottuk a ROK, PP1co és a
szinaptofizin fehérjéket, valamint a PP1co-tol eltéré PPlc izoformakat. Ezekbdl az
adatokbol részben arra kovetkeztetiink, hogy az idegsejtek miozin foszfataz
holoenzimében, hasonléan a simaizomhoz, a MYPTI-gyel asszocidlt {6 PPlc
izoforma a PP1co. Ezt megerdsiti a PP1c¢o és a MYPT1 koprecipitacidja, valamint a
PP1cd MYPTI1-hez hasonldé megoszlasa az agyrégiokban. Ennek ellenére a MYPT1
¢s PPIcd részben kiilonbozd lokalizacidja primer idegsejtekben arra utal, hogy a
MYPTI atmenetileg a PP1cd-tol disszocialt allapotban, vagy mas PP1c izoformakhoz
kapcsolodva is eléfordulhat. Az utobbi lehetdségre utal, hogy a PPlca és PPlcyr
izoformak is kopreciptalodtak a MYPT1-gyel agykivonatbol. Mas neuronalis PP1c-t
kotd alegységek (neurofilament-L, a neurabin I vagy a neurabin II) preferencigjat a
PPlca és/vagy PPlcyl izoformak irdnt mar kordbban kimutattdk. Eredményeink
alapjan gy tiinik, hogy a MYPT1 az els6é olyan idegsejtekben azonositott PPlc
szabalyozo alegység, amely elsdédlegesen a PP1cd—val alkot holoenzimet.

A MYPT kolcsonhatésa a szinaptofizinnel felvetette annak a lehetdségét, hogy
a MP a szinaptikus vezikuldk és azon beliil a preszinapszisok egyik fontos Ser/Thr
specifikus foszfatdz komponense lehet. Szinaposzoéma és posztszinaptikus denzitas
frakciokat izolaltunk és vizsgéltuk a miozin foszfatdz, MYPT1 ¢és a MYPT1-gyel
kolcsonhato fehérjék (ROK, szinaptofizin és PP1cd) eloszlasat. A miozin foszfatdz
aktivitds a szinaptoszOmaban magas, mig a posztszinaptikus denzitds frakcidban
alacsony volt. A MYPT1, ROK ¢és PPlcd nagyobb mennyiségben volt jelen a
szinaptoszémakban, mint a posztszinaptikus denzitasokban, mig a szinaptofizint csak
a szinaptoszomakban mutattuk ki. A MYPTI, a ROK, a szinaptofizin valamint a
PP1co kozott kialakulo kolcsonhatast a GST-MYPT1-el végzett pull-down vizsgélat
is alatamasztotta. Az eddig idegrendszerben, ill. idegsejtekben leirt PP1 szabalyozo
alegységek mindegyikét a posztszinaptikus denzitasokban mutattak ki. Eredményeink
szerint tehat a MYPT1 az elsd preszinaptikus membranban leirt idegrendszeri PP1c

szabalyozo alegység. A szinaptofizin foszforildlhato, és foszforilacidja befolyasolja a
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neurotranszmitterek felszabadulasat. A MYPT1 kolcsonhatdsa a szinaptofizinnel arra
utal, hogy a miozin foszfataznak 0 szubsztratként célpontja lehet a szinaptofizin
fehérje is, €s ezzel az idegsejtekben szerepet jatszhat a vezikuldk szallitasdban és a
neurotranszmitter kibocsatas szabalyozéasaban is. A mechanizmus tovabbi résztvevije
lehet a ROK 1s, amelyrdl ismert, hogy a RhoA/ROK jelatviteli utvonalon keresztiil
szabalyozhatja a miozin foszfatdz aktivitasat a MYPT1 gatlo helyen (Thr695) torténd
foszforilaciojaval. A ROK és az MP szamos kozos szubsztratja (pl. adducin, moezin,
Tau) ismert, az azonban még bizonyitdsra var, hogy vajon a szinaptofizin

foszforilacioja és defoszforilacigja is szabalyozhato-e ezzel az enzimparral.

4.2 Foszfatazgatlo okadainsavval indukalt MYPT1 és a miozin foszforilacio,
valamint sejtmotilitas valtozas tanulmanyozasa HepG2 sejtekben
4.2.1 A miozin foszfataz és MYPTI megoszlasanak vizsgalata HepG?2 sejtekben és
szubcellularis frakciokban

A MYPT1 szubcellularis lokalizacigjat HepG2 sejtekben Western blot
analizissel, protein fosztataz aktivitasmérési eljarassal, valamint
immunfluoreszcencias modszerrel is vizsgaltuk. A MYPTI1 viszonylag nagyobb
koncentracioban volt jelen a sejtmagban, citoszkeletonban ¢és a mikroszoma-
mitokondrium frakciokban, mint a citoszolban és a plazmamembranban. A miozin
foszfataz aktivitas eloszlasa hasonld volt a Western blottal kapott MYPT1 szintekhez.
Kovetkeztetésiink az, hogy a miozin foszfatazt a MYPT1 alegység irdnyitja az adott
szubcellularis ~ kompartmentekbe, ¢és a  MP  szerepet  jatszhat a
mikroszoémalis/mitokondridlis és sejtmagi foszforfehérjék defoszforiladldsaban is. A
MYPTI1 festédést mutatott a citoplazmaban ¢és foltszerli szerkezetekben
koncentraldédott a sejtmagban. Tanulméanyoztuk a foszfatizgatld OA hatasat a
MYPT1 lokalizacidjara és foszforilacidjara a HepG2 sejteken. 50 nM OA kezelés
hatdsara a MYPT1 a citoszolbol a plazmamembranban transzlokalddott, ezzel

szemben a sejtmagban mutatott festédése nem valtozott.
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4.2.2 A7 OA-dltal kivaltott miozin és a MYPT foszforilacio és lokalizacio, és PP2A
aktivitds valtozads kapcsolatanak vizsgadlata

50 nM OA novelte a miozin II foszforilacids szintjét és a foszforilalt MLC20 a
HepG2 sejtek kozponti részében koncentralodott. A ROK gatlasa az OA altal
kivaltott MLC20 foszforilacido novekedést részlegesen csokkentette. Az OA novelte a
MYPT! Thr695 (MYPTIP™) ¢s  Thr850 (MYPTP™®%)  oldallancok
foszforilacigjanak mértekét is. A MYPT1 két foszforildcios helye szelektiv

foszforilaciot és eltérd lokalizaciot mutatott OA kezelés hatasara: a MYPT1PT 4

plazmamembranban volt jelen, mig a MYPTP™"*>°

a perinukledris régioban ¢€s a
sejtmagban koncentralodott. Az OA altal kivaltott foszforilaciot a specifikus ROK
inhibitor (Y27632) kezelés a Thr695 oldallancon csak kis mértékben, mig a Thr850
oldallancon jelentds mértékben gatolta. Ezek az adatok arra utalnak, hogy ROK-t6l
eltérd kindz(ok) jatszhatnak szerepet a Thr695 foszforilaciojaban, mig a Thr850
foszforilaciojat a ROK kozvetleniil, vagy kozvetve szabalyozza.

Az OA kezelés hatdsara kivaltott MLC20 foszforilaci6 ndvekedés a MP
gatlasara utal. A kisérletekben alkalmazott OA koncentraciok (5-50 nM) HepG2
lizatumban nem befolyéasoltdk a miozin foszfataz aktivitasat, viszont gatoltak a PP2A
enzimeket. Irodalmi adatokbol ismert, hogy a PP2A a MYPT1 foszforilalt Thr850 és
Thr695 oldallancanak defoszforilaciojat katalizalja. Ez felveti annak a lehetdségét,
hogy az OA a PP2A gitlasaval kozvetetten, a MYPT1 foszforilacios szintjének
novelésével fejti ki gatlo hatasdt a MP aktivitdsara. Western blottal ¢és
immunfluoreszcenciaval is detektaltuk a MYPT1 foszforilacié novekedését a Thr695
gatlo foszforilacios helyen. A MYPT1 foszforilacio novekedése a Thr850 oldallancon
gyengiti a MP ¢és a miozin kolcsonhatdsat, ami szintén csokkent miozin
defoszforilacioban novekedésében nyilvanulhat meg. Emellett a MYPTI
transzlokacidja a membranhoz szintén a miozin II-t8l valo térbeli elkiiloniilést és
csokkent miozin-II defoszforilaciot eredményezhet.

A Thr850 oldallancon az Y27632 gatolta az OA-4ltal kivaltott foszforilaciot,
ezért feltételezhetd, hogy a ROK és PP2A szerepet jatszik A MYPTI reverzibilis
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foszforilaciojdnak szabalyozdsaban. Ezzel 6sszhangban a PP2A és a ROK eloszlasa
az OA-val kezelt HepG2 sejtekben hasonld volt a MYPT1P"™  hez, azaz az OA
hatdsdra megfigyeltik a ROK ¢és a PP2A koncentralédasat is a sejtmagban és a
perinuklearis régioban. A Thr695 oldallanc foszforilacidjat Y27632 jelentésen nem
befolyasolta, ezért feltehetd, hogy ezt a foszforilacidos helyet ROK-tol eltérd
citoplazmatikus és/vagy membran-asszocialt kindz(ok) foszforilaljadk. HepG2 sejtek
citoplazmajaban kimutattuk a ZIPK jelenlétét, amely a ROK mellett a MLC20 OA

indukalt foszforilaciojaban jatszhat szerepet.

4.2.3 Az okadainsav hatdisanak tanulmanyozdasa a stresszrostok képzodésére és a
HepG2 sejtek migrdciojara.

Az OA kezelés stresszrostok kialakuldsat is indukdlta HepG2 sejtekben,
amelyek képzddését viszont a ROK inhibitor teljesen gatolta. OA gétolta a HepG2
Tehat a ROK aktivitasa és a MP gatlasa is sziikséges a miozin II megndvekedett
foszforilaciojdhoz, a stresszrostok kialakulasdhoz €s a migracio gatldsahoz. A sejtek
részének felvalasaban van szerepe. A folyamatos vandorlas feltétele a stresszrostok és
fokalis adhéziok dinamikus ujraképziédése €s felbomldsa. Az egyik feltételezett
mechanizmus, hogy a miozin foszfataz gatldsa a miozin II foszforilacid fenntartasat
segiti eld és- mintegy rogzitve a stressz rostokat és fokalis adhézidkat- azok lassubb
LHturnover-ét” eredményezi, ami stabilabb adhezios szerkezetekben és ezzel lassubb
migracioban nyilvanul meg. Az altalunk tanulmanyozott mechanizmus 1j eleme,
jelenlétében 1s megfigyelhetd. Ez a felismerés azzal egésziti ki az eddig ismert ROK
¢s miozin foszfataz fliggd folyamatot, hogy bizonyos koriilmények mellett a PP2A is
szerepet jatszhat a sejtek motilitdsanak szabalyozasdban. Ezek az adatok tehat

hozzajarulhatnak a sejtmigraci6 farmakologiai befolyasolasat célzé kutatdsokhoz is.
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OSSZEFOGLALAS

A miozin foszfatdz (MP) egy protein foszfatdz-1 katalitikus alegység
0 izoformabdl (PP1co) és egy 130/133 kDa miozin kotd alegységbol (MYPT1) 4ll.
Elsédleges szerepe a miozin 20 kDa konnytilancanak (MLC20) foszforilacidja, amely
fontos szerepet jatszik a simaizom kontrakcidjdban és mads citoszkeletalis
folyamatokban. A MP a miozinon kiviill mas fehérjéket is defoszforilal, emellett
jelenléte feltételezhetd mas szovettipusokban is. Célunk a MP lokalizacidjanak,
szabalyozdsi mechanizmusainak ¢és lehetséges fiziologiai jelentOségének
tanulmanyozasa volt nem-izom szovetekben (agy és madj), ahol az adott szovetek
specifikus mitkodése és simaizomszovettdl vald nagymértékii eltérése a simaizom
MP eltérd szerepét sugallja.

Eredményeink szerint a MYPTI jelen van agyszovetben ¢és human
hepatokarcindma sejtekben (HepG2) is. Valamennyi agyrégioban kimutathato, de
koncentralédasa specifikus magcsoportokhoz altalanos idegrendszeri szerepe mellett
specifikus fiziologiai jelentdségére is utal. A MP-t kimutattuk az agykéregbdl izolalt
szinaptoszoOmdk preszinaptikus frakciojaban, ahol kolcsonhatasat igazoltuk a
szinaptofizin fehérjével, valamint a Rho asszociélt kindazzal (ROK). A MP tehat
szerepet jatszhat a szinapszisok vezikularis transzportfolyamataiban ¢és a
neurotranszmitterek kibocsatasaban a szinaptikus résbe.

A masik tanulményozott sejttipus az agyt6l mind funkcidjdban és
szubcellularis régioban, kiemelkedd mennyiségben a sejtmagban, a citoszkeletonban
¢s a mitokondriumban. A foszfatazinhibitor okadainsav (OA) hatasat vizsgaltuk
olyan koncentracidban, amely a PP2A-t gatolta, de a PP1-et még nem. A MYPT1 két
tanulmanyozott foszforilacios helye szelektiv foszforilaciét mutatott. A Thr695 gatlo
foszforilacios  helyen  foszforildlt MYPT1 populacido a  citoszolbdl a
plazmamembranba transzlokdlodott, €s szabalyozasaért feltehetéen nem a ROK,
hanem mas kinazok a felelések. A Thr850 foszforilalt MYPT1 a sejtmagban és a

perinuklearis régioban dusult fel, szabalyozasa a ROK-fliggd Gtvonal &ltal valosul
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meg, ¢s defoszforilaciojaért feltehetéen a PP2A felelds. Ezen foszforilacid sejtmagi
szabalyoz6 szerepe még nem tisztazott. Az OA-indukalt MP gatlasaval
stresszkabelek alakultak ki. A MP gatlasa a MLC20 foszforilacidjanak lassabb “turn-
over¢hez” vezethet a sejt kozponti részén, ami stabilabb adhezios szerkezeteket és
lassabb migracios ratat eredményez.

A miozin foszfataz tehat klasszikus szubsztratjanak, a miozin I
defoszforilalasan tal, nem-izom szovetekben a citoszkeletadlis folyamatok ¢és
sejtmigracid szabalyozasa mellett sokrétli feladatokat 1at, illetve lathat el, amelyek

tanulmanyozasa a jovo érdekes feladatai kozé tartozik.
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