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Partea I-

CUPRINS

Stadiul actual al cunostintelor
Fosfatazele, reglatorii homeostaziei

1.Definitia, mecanismul de actiune si clasificarea

2.Protein fosfatazele (PPazele)-clasificarea

Protein Tirozin Fosfatazele (PTPazele)

1.Clasificarea PTPazelor

2.Structura PTPazelor

3.Genetica PTPazelor

4,Recunosterea substratului de catre PTPaze si mecanismul lor catalitic
5.Reglarea PTPazelor

Alte modificari postranslationale (sumoilarea, acetilarea)
Inhibarea activitatii/expresiei PTPazelor
PTPazele si semnalizarea intracelulara
1. Localizari si substrate celulare
2. PTPaze vasculare-rol in fiziologia si patologia vasculara
A. PTPazele in celulele endoteliale
a. PTPaze implicate in angiogeneza
- VEGFR si PTPazele
- Tie2 si PTPazele
b. PTPaze implicate in adeziune si motilitate
- Integrinele si PTPazelor
- PECAM si PTPazele
c. PTPaze implicate in adeziune intercelulara
- Caderinele si PTPazele
B. PTPaze in celule musculare netede
PTPaze implicate in angiogeneza
- PDGFR si PTPazele
- AT si PTPazele
- NO si PTPazele
3. Implicarea PTPazelor in diabetul zaharat
4. Rolul PTPazelor in alte patologii

a. Clivajul proteolitic
b. Fosforilarea

c. Dimerizarea

d. Oxidarea

e

f.

Partea Il - Contributii originale

A. INTRODUCERE SI OBIECTIVE
B. METODOLOGIE EXPERIMENTALA
C. STUDII EXPERIMENTALE

I. Model experimental ,,in vitro”- celule musculare netede in cultura; Efectele
stresului oxidativ, al stimularii cu insulina si al inhibitorilor, asupra celulelor
musculare netede din peretele vascular: molecule afectate
1. Efectul glucozei crescute , stresului oxidativ si insulinei asupra :
- caii mitogenice controlate de ERK %
- caii metabolice controlate de activarea Akt
- caii de semnalizare controlata de PTP-1B defosforilanta
Rezultate si discutii
2. Efectul glucozei crescute si a factorului de crestere PDGF-BB asupra PTP-1B si
moleculelor din calea de semnalizare a insulinei
Rezultate si discutii
3. Modularea expresiei si activitatii moleculelor din calea de semnalizare a insulinei
(ERK %2, Akt si PTP-1B) cu ajutorul oxidantilor/antioxidantilor si inhibitorilor
a. Efectul oxidantilor si inhibitorilor




Rezultate si discutii
b. Influenta antioxidantilor asupra oxidarilor produse de concentratia ridicata de
glucoza, precum si de factorul de crestere PDGF-BB
Rezultate si discutii
1. Model experimental ,.in vivo”- hamsteri sirieni aurii cu diabet streptozotocinic;
Procesele de fosforilare/defosforilare in aorta
Rezultate si discutii
I1l. Pacienti cu obezitate si diabet Il; Molecule din calea de semnalizare a insulinei
Rezultate si discutii
D. Concluzii generale
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Fosfatazele sunt enzime care prin procesul de defosforilare, indeparteaza de la nivelul
substratului o grupare fosfat, prin hidroliza monoesterilor acidului fosforic in ioni fosfat si molecule
cu grupari hidroxil libere. Acest proces este opus procesului de fosforilare, catalizat de enzime
numite kinaze, care ataseaza grupari fosfat la nivelul substratului utilizand moleculele energetice,
precum ATP.

Ambele tipuri de enzime sunt responsabile de controlul starii de fosforilare a celulei,
echilibrul dintre procesele reglate de acestea ocupand astfel un rol important in cadrul
semnalizarii intracelulare.

Protein fosfatazele (PPazele) sunt fosfataze care defosforileaza exclusiv substraturi
proteice, tinta lor reprezentand anumiti aminoacizi din structura unei proteinei. Cei mai intalniti
aminoacizii defosforilati sunt: serina (Ser), treonina (Thr) si mai rar tirozina (Tyr), intrucat
proteinele sunt predominant fosforilate de protein kinaze (PKaze) la gruparile acestor aminoacizi.

Protein tirozin fosfatazele (PTPazele) sunt enzime care inlatura grupuri de fosfat din
cadrul resturilor de Tyr fosforilata ale diferitelor proteine. Fosforilarea proteinelor la aminoacidul
Tyr (pTyr), este o modificare post-translationala obisnuita care formeaza noi motive de
recunoastere pentru interactia proteinelor si localizarile celulare, aceasta modificare putand
afecta stabilitatea proteinelor si regla activitatea enzimatica. Fosforilarea proteinelor la resturi de
tirozina reprezinta un mecanism cheie pentru transmiterea semnalului si pentru reglarea unui
spectru larg de procese fiziologice precum controlul greutatii, proliferarii si diferentierii celulare.

PTPazele sunt reglatori ai transmiterii semnalului, atat in conditii fiziologice, dar si
patologice. Aceste proteine exercita un efect reglator asupra transmiterii de semnal la diferite
nivele prin defosforilarea receptorilor de membrana cum ar fi PTKazele si canalele ionice. Ele pot
modula cascada de semnalizarea prin defosforilarea moleculelor adaptor, kinazelor intracelulare
si a factorilor de transcriere. PTKazele au fost identificate ca fiind tinte pentru PTPaze. O serie de
PTPaze defosforileaza mai multe PTKaze, si aproape fiecare PTKaza este defosforilata de mai
mult decat o PTPaza.

PTPazele exprimate in celulele vasculare in functie de specificitatea de substrat,
contribuie la patologia vasculara. PTPazele sunt reglatori importanti ai etapelor semnalizarii
dependente de fosforilarea tirozinica, devenind astfel noi tinte terapeutice intr-o serie de afectiuni
patologice. PTPazele sunt reglatori negativi ai proliferarii celulare si ai numeroaselor cascade
mitogenice: Ang Il, INS, IGF-1, EGF, PDGF in nhumeroase tipuri celulare, printre care si celulele
musculare netede vasculare (Marrero, 2004).

Intrucat un pas reglator important in transmiterea semnalului de-a lungul caii activate de
insulina il reprezinta defosforilarea moleculelor de semnalizare de catre PTPaze, este destul de
probabil ca amplificarea activitatii uneia sau a mai multor PTPaze sa conduca la rezistenta la
insulina (Choi si colab., 2010).



In prima parte a tezei ,, Stadiul actual al cunostintelor”, sunt prezentate pe parcursul a
trei capitole diferite aspecte privind PTPazele

Capitolul I descrie fosfatazele, clasificarea si mecanismul lor de actiune. De asemenea
este subliniata importanta echilibrului dintre procesele catalizate de fosfataze si cele catalizate de
kinaze in cadrul semnalizarii intracelulare, fosfatazele avand un rol deosebit de important in
homeostazie.

Capitolul al-ll-lea prezinta PTPazele, clasificarea, structura si genetica acestora. Tot in
acest capitol sunt prezentate aspecte privind recunosterea substratului si mecanismul de actiune
al PTPazelor, dar si principalele procese prin care ele sunt reglate.

Capitolul al-lll-lea descrie localizarea PTPazelor si moleculele substrat ale acestora,
insistandu-se pe PTPazele localizate la nivelul peretelui vascular. In functie de tipul celular la
nivelul caruia sunt localizate, PTPazele vasculare participa la procese precum angiogeneza,
adeziunea si motilitatea celulara. Ele regleaza caile de semnalizare ale factorilor de crestere si
moleculelor de adeziune, avand in acest fel un rol important in fiziologia si patologia vasculara.
Tot in cadrul acestui capitol sunt prezentate PTPazele care intervin de-a lungul caii de
semnalizare a receptorului la insulina, controlandu-i astfel activitatea. PTPazele atenueaza
semnalizarea la insulina prin defosforilarea receptorului sau, avand astfel un rol important in
calea de semnalizare a insulinei. Alaturi de diabetul zaharat, sunt prezentate aici si alte patologii
in care PTPazele au rol de reglatori centrali. Se subliniaza importanta starii de oxidare a
PTPazelor in activitatea lor intracelulara, precum si a proceselor oxidative/antioxidative
desfasurate la acest nivel.

Cercetarile noastre s-au concentrat asupra identificarii unor noi metode de manipulare
a activitati PTPazelor, prin utilizare inhibitorilor si efectele oxidantilor/antioxidantilor asupra
moleculelor cheie din calea de semnalizarea a insulinei. In acest sens, in cadrul partii a ll-a a

tezei "Contributii originale”, am incercat sa urmaresc doua matri obiective:

1. Determinarea modificarilor inregistrate la nivelul PTP-1B si a kinazelor implicate in calea
de semnalizare a insulinei in hiperglicemie (capitolul I, Il si 1l1)
la. Consecintele prezentei apei oxigenate si a insulinei.
1b. Efectele stimulante ale factorul de crestere PDGF-BB
Modele experimentale:
- ,nvitro”, celule musculare netede izolate din aorta umana, linie celulara
- ,invivo”, hamsteri sirieni aurii injectati cu streptozotocina

- material biologic uman, provenit de la pacienti obezi si obezi cu diabet Il



2. Investigarea mecanismelor prin care oxidantii/antioxidantii si inhibitorii actioneaza asupra
PTP-1B si a kinazelor din calea de semnalizare a insulinei (capitolul 1)
2a. Rolul actiunii glucozei crescute si a ortovanadatului de Na.
2b. Modularea expresiei moleculelor in conditii de hiperglicemie si stimulare cu PDGF-BB
sub actiunea catalazei si a superoxid dismutazei.
Model experimental:

- ,invitro”, celule musculare netede izolate din aorta umana, linie celulara

CONCLUZII GENERALE:

Cunoasterea cailor si moleculelor de semnalizare ale celulelor peretelui vascular, sunt
esentiale pentru intelegerea disfunctilor endoteliale asociate diabetului.
In contextul intelegerii patofiziologiei PTPazelor, structurii si activitatilor enzimatice,

studiile realizate in aceasta teza de doctorat au urmarit 2 obiective majore:

1. maodificarile inregistrate la nivelul moleculelor caii de semnalizare a insulinei in conditii de
glucoza crescuta urmarind asocierea hiperglicemiei cu factorii de crestere si oxidanti (capitolul
LI si ).

2. mecanismele prin care antioxidantii si inhibitorii actioneaza asupra moleculelor din calea de

semnalizare a insulinei, restabilind functia fiziologica (capitolul I).

Rezultatele originale obtinute si prezentate pe parcursul celor 3 capitole in partea de
~contributii originale”, au dovedit ca:

1. Glucoza crescuta, stresul oxidativ si insulina, sunt factori care duc la un dezechilibru al
moleculelor caii de semnalizare a insulinei la nivelul CMNV. Hiperglicemia determina
supraexprimarea acestor molecule cu exceptia Akt activat; stresul oxidativ are acelasi
efect, mai putin asupra PTP-1B; in timp ce insulina are efecte antagonice asupra
celor doua molecule.

Originalitatea studiului;: am aratat ca expunerea CMNV pe timp indelungat la HG, are un

puternic efect activator asupra Akt. De asemenea, tot la nivelul CMNV, ERK %

manifesta sensibilitate la H,O,, ramanand insa insensibil la actiunea insulinei.

Expunerea prelungita a celulelor la o concentratie si mai mare de glucoza (ex. 30 mM)

duce la aparitia unei a doua benzi situata desupra benzii de masa moleculara de 51

kDa.



2. Stimularea CMNV cu PDGF-BB determina o supraexprimare a moleculelor din calea de
semnalizare a insulinei. In timp ce expresia proteica a PTP-1B creste proportional cu
concentratia de PDGF-BB utilizata, pAkt si pERK %2 ating un maxim la 2 ng/ml.

Originalitatea consta in: stimularea cu PDGF-BB a CMNV crescute in conditii de
hiperglicemie, amplifica efectul avut de acesta asupra moleculelor din calea de

semnalizare a insulinei.

3. Cresterea CMNYV in glucoza crescuta, precum si stimularea acestora cu H,O, duce la o
scadere a activitatii PTPazelor datorata oxidarilor produse. Inhibitorul nespecific al
PTP-azelor, NavO,, determina scaderea expresiei proteice a PTP-1B, inhibitia
acestei fosfataze determinand ulterior modificari ale expresiei pAkt, dar si pERK %.

Originalitatea studiului : am demonstrat ca o parte din oxidarile endogene (HG) si exogene
(H,O,) responsabile de scaderea activitatii PTPazelor sunt reversibile. De asemenea, in
hiperglicemie, la nivelul enzimei PTP-1B se produc o serie de oxidari, o parte din ele
reversibile, oxidari ce ar putea influenta activitatea catalitica a acestei fosfataze si implicit
reglarea caii de semnalizare in care aceasta joaca un rol important. In conditii
hiperglicemice, inhibitorul NavO, scade expresia PTP-1B in CMNV.

4. Supraexprimarea moleculelor cheie din calea de semnalizarea a insulinei, consecinta a
expunerii CMNV conditiilor hiperglicemice oxidante, poate fi reversata cu ajutorul
antioxidantilor. De asemenea, atat catalaza cat si SOD restabilesc nivelele proteice
ale acestor moleculelor, amplificate in urma oxidarilor produse prin stimularea CMNV
cu PDGF-BB.

Originalitatea consta in: cei doi antioxidanti au efect asupra oxidarilor produse de HG si
PDGF-BB individual, dar mai ales asupra puternicului efect oxidant produs de stimularea
cu PDGF-BB a CMNV crescute in conditii hiperglicemice/oxidarilor asociate hiperglicemiei

survenite la nivelul moleculelor stimulate cu PDGF-BB

5. In cazul hamsterilor injectati cu streptozotocina, hiperglicemia diabetica determina un
dezechilibru in exprimarea proteica a fosfatazelor (PTP-1B) vs. kinazelor (PIsK si Akt)
implicate in calea de semnalizarea a insulinei. Dezechilibrul este asociat cu
hiperpermeabilitatea endoteliala si cu apoptoza celulelor musculare netede, si poate
sublinia disfunctia peretelui aortic indusa de modificarile acestor celule.

Originalitatea consta in: demonstrarea efectelor concentratiei crescute de glucoza
circulanta asupra balantei kinazelor/PTP-1B care actioneza la nivelul peretelui aortic, in

cazul diabetul de tip I.



6. Atat obezitatea, dar mai ales obezitatea asociata diabet I, influenteaza expresia
moleculelor din calea de semnalizare a insulinei. In arteriolele tesutului adipos
subcutan, obezitatea induce o scadere a expresiei proteice a moleculelor din calea
de semnalizarea a insulinei, proces incetinit in cazul asocierii obezitatii cu diabetul tip
Il.

Originalitatea consta in: am aratat in paralel ca arteriole subcutane umane de la pacientii

obezi si obezi cu diabet tip Il prezinta modificari la nivelul moleculelor caii de

semnalizare a insulinei cu rol important in evolutia celor doua patologii.

Dezechilibrul glicemic induce procesele de fosforilare/defosforilare, insotite de multiplelor
oxidari reversibile si ireversibile. Toate acestea pot interveni in disfunctia vasculara a
peretelui aortic asociata diabetului. Utilizarea antioxidantilor si inhibitorilor de PTPaze poate
corecta dereglarile survenite la nivelul celulelor musculare si endoteliale si poate imbunatati
functia vasculara. In acest sens utilizarea PTPazelor drept tinte terapeutice poate aduce

elemente noi in patofiziologia cardiovasculara.
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