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BEVEZETES

A protein foszfatazok és a PP1 enzimcsalad

Az ¢l16 szervezetekben eléfordulo fehérjék koziil szamos rendelkezik kovalensen kotott
foszfatcsoporttal. A fehérjék foszforilaciojat a protein kindzok katalizaljak, mig a folyamat
reverzibilitdsaért a fehérjéket defoszforilald protein foszfatdzok a feleldsek. Aszerint, hogy
milyen aminosav oldallancokon hatnak, megkilénbdztethetiink szerin/treonin (Ser/Thr)
specifikus, tirozin (Tyr) specifikus, illetve kettds specificitasu protein foszfatazokat. Az emlds
sejtekben a Ser/Thr-specifikus protein foszfataz aktivitas tébb, mint 90%-aért a PP1 és a PP2A
enzimek a felelosek.

A PP1 enzimek heterodimerek formajaban mitkédnek, vagyis a protein foszfataz 1
katalitikus alegységhez (PP1c) valamilyen regulator fehérje kapcsolodik, amelyek tovabb
novelik a mitkodéképes holoenzimek szamat. A PP1c-kdlcsdnhato fehérjék tobbfele funkcidval
is birhatnak: kiilonboz6 szubcellularis régiokhoz vagy szubsztratokhoz irdnyithatjdk a
holoenzimet, befolyasolhatjdk a holoenzim szubsztrat-specificitadsat, gatolhatjadk a PPlc
katalitikus aktivitasat, vagy lehetnek maguk a PP1c szubsztratjai is. A PPl szerepet jatszik
tobbek kozott a sejtciklus és az apoptozis, a fehérje szintézis, a glikogén metabolizmus, az
1izomkontrakcio €s a citoszkeleton Gjrarendezddés szabalyozasaban.

A miozin foszfataz szerkezete, szabalyozasa és funkcidja

A miozin foszfatdz (MP) a PP1 enzimcsaladba tartoz6 holoenzim, mely rendhagyé
médon nem dimer, hanem trimer PP1 holoenzimet alkot. A PP1 katalitikus alegység /o
izoformaja mellett két alegységet tartalmaz: a 110-130 kDa molekulatomegili miozin foszfataz
szabalyoz6 alegységet (myosin phosphatase targeting subunit, MYPTL), illetve egy 20 kDa
molekulatomegii fehérjét (M20), melynek a funkcidja eddig még nem tisztazott. A miozin
foszfatazt el6szor csirkezuzabdl izolaltak az 1990-es évek elején, és olyan enzimként
jellemezték, mely a 20 kDa miozin kénnyii lancot (MLC20) defoszforildlva eldsegiti a
simaizom relaxacidjat. A MYPT1 regulator alegység a MYPT fehérjecsaladba tartozik, melyek
k6z6s jellemzdje, hogy N-terminalis régiojukban mindegyikik tartalmazza a PP1c-koté RVXF
motivumot, melyet egy ankirin-ismétlddéskebdl allo régio kdvet. A mintegy 1000 aminosavbol
felépiild fehérje a legtdbb szdvetben expresszalddik, legnagyobb mennyiségben a simaizomban
fordul el6.

A MP aktivitasa tobbek kozott a MYPT1 alegyséeg foszforilacioja Gtjan szabalyozddik.
A RhoA-aktivalt kindz (ROK) a huméan MYPT1-et a Thr696 és a Thr853 pozicidban
foszforilalja, mely a MP holoenzim géatlasat eredményezi. A MYPT1 Thr696 gatlo



foszforilacidés helyét méas kinazok is foszforilalhatjak, pl. a leucin cipzar motivummal
kolcsonhatd protein kindz (ZIPK) vagy az integrinhez kapcsolt kindz (ILK). Az enzim
aktivitasat gatlo fehérjék is blokkolhatjak. A 17 kDa molekulatomegii protein kinaz C altal
aktivalt inhibitor (CPI-17) és homoldgjali, pl. a kinaz altal aktivalt PP1 inhibitor (KEPI), olyan
fehérjek, melyek foszforilalt allapotban nemcsak a szabad PP1c aktivitasat gatoljak effektiven,
hanem a MP holoenzimet is. Emellett a holoenzim aktivitasat a szabalyozo alegységhez k6t6d6
géatld kolcsonhato fehérjék, igy pl. a smoothelin-szerii 1 fehérje is modosithatja.

A mar fent emlitett MLC20 mellett a MP szdmos U szubsztratjat irtak le. Az ezrin,
radixin és moezin (ERM fehérjék), az adducin, a Tau és a MAP2 a citoszkeleton
ujrarendez6désében jatszanak szerepet, és szubsztratjai mind a miozin foszfataznak, mind a
RhoA-aktivalt kindz (ROK) enzimnek. Emellett azonban a MP-t a sejtmagban is lokalizaltak,
és sejtmagi szabalyoz6 szerepére is fény dertlt. A MP a génexpressziora tobb mddon is hatast
gyakorol. Szubsztratja a hiszton deacetilaz 7 (HDACT) fehérje, mely a MP altali defoszforilacid
kdvetkeztében a sejtmagba transzlok&lodik, hogy ott egy transzkripcidos komplex részeként
szabalyozza egyes gének atirdsat. Egy friss kutatasi eredmény szerint a ROK foszforilalja, mig
a MP defoszforiladlja a protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMT5) enzimet a Thr-80
oldallancon, igy szabalyozva a hepatokarcindma sejtek tumorigenezisét. A PRMTS5 foszforilalt
allapotban aktiv és katalizdlja a hiszton fehérjék szimmetrikus dimetilaciéjat arginin
aminosavmaradékokon, mely a tumorigenezis velejaroja. Emellett a MP defoszforilédlja a
retinoblasztoma fehérjét (pRB), mely a sejtciklus szabalyozasaban vesz részt. Szintén
és a MP altali defoszforilacidja aktivalja a sejtproliferaciot gatlé és tumorszuppresszids hatasat.
A MP a mitozis szabalyozasaban is részt vesz azaltal, hogy defoszforilalja és inaktivalja a polo-
szerll kinaz 1-t. A MP az erek tonusat is szabalyozza az endoteéliélis nitrogén-oxid szintetaz
(eNOS) defoszforilacidja révén: a fehérjét defoszforilalva aktivalja az enzimet, igy az NO-
termelést és a vazodilataciot fokozva.

A miozin foszfataz az idegsejtekben is megtalalhatd. A MP és a ROK neuronalis
szubsztratjaiként azonositottdk a szinapszin és a szintaxin fehérjéket, és exocitozis esszével
kimutattak, hogy a PP1 enzimek tautomycetinnel (TMC) val6 gatlasa csdkkenti, mig a ROK
Y27632-vel vald blokkolasa megnoveli a neurotranszmitter-kibocsatas mértékét. Pull-down
esszével €és az azt kovetd tomegspektrometrids elemzéssel a fenti fehérjék mellett a 25 kDa
molekulatomegli szinaptoszoma-asszocialt protein (SNAP-25) is a MYPT1 kdlcsénhato
partnerének bizonyult, felvetve annak a lehetdségét, hogy ez a fehérje is a MP szubsztratja.

Kutatdsaimat tobbek kozott ebben az iranyban folytattam.
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A sebgydgyulas folyamata és szabalyozésa

A seb az érintett szOvetek anatomiai struktdrajaban és funkcidjaban bekovetkezett
kérosodas. Az akut sebgydgyulds folyamata négy — didaktikai szempontbol elkuldnitett —
fazison megy keresztiil: véralvadés, gyulladés, proliferacios fazis, szoveti ujrarendezddés
(remodelling). Ezek a szakaszok egymas utan, de idoben atfedé modon zajlanak le és sokrétiien
szabalyozottan.

A seb kialakulasa utdn azonnal megindul a vérzéscsillapitas. A vérlemezkékbdl és a
kornyezd szovetek sejtjeibdl proinflammatorikus citokinek és ndvekedési faktorok szabadulnak
fel, melyek beinditjak a gyulladasi fazist. El6szor a neutrofil granulocitak érkeznek a sériilt
szoveti teriletre, melyek fagocitotikus aktivitasukkal megkezdik a szervezetbe keriild
mikroorganizmusok eltakaritasat, majd a sebzés utan 2-3 nappal megjelennek a makrofagok is.
Ezek a sejtek folytatjak a korokozdk elpusztitasat, aktivaljak azokat a sejtpopulacidkat, melyek
vegrehajtjak a proliferacios szakasz tobb fejleményét, illetve aktivaljak a limfocitakat, melyek
bevégzik a gyulladasos fazist. A proliferacios fazis a sériilés utan kb. 3 nappal kezdédik, és
hossza mintegy két hét. A fibroblasztok megkezdik a kotoszoveti matrixfehérjék szintézisét, és
megindul az 1j kotészoveti rostok kiépiilése. Uj kapillarisok is képzédnek, igy a szovet
verellatasa javul. A re-epitelizéacio folyamata soran pedig az epitélsejtek proliferalnak és a seb
felszinére vandorolnak, hogy helyredllitsék az epidermisz barrier funkcidjat. Az érési fazis a
sebgyogyulés utolso szakasza, mely akar tobb évet is igénybe vehet. Az extracellularis matrix
Ujjaépul, szerkezeti felépitése pedig felveszi a normalis strukturat (remodelling).

Mint lathattuk, a sebgyogyulas egyik fontos torténése a re-epitelizacio, mely a seb
magaban. A proliferacio és a migracio eseményei térben elkiloniilnek egymastdl: a sebszél
kozvetlen kozelében 1évd sejtek migralnak, mig az attél tdvolabb 1évd keratinocitak
proliferalnak. A re-epitelizacié szabalyozasaban szamos ndvekedési faktor vesz részt, melyek
térben ¢€s idOben szabalyozottan termelddnek ¢és fejtik ki hatdsukat. A sejtmigracio
szabalyozasaban a foszfatazok és kindzok is jelentOs szerepet jatszanak, de ezek pontos szerepe
még kérdéses. HaCaT sejteket okadansavval és kalikulin-A-val kezelve karcolasi (scratch)
eszével azt tapasztaltak, hogy a PP1 és a PP2A egylittes gatlasa lassitotta a migraciot. Egy masik
kutatécsoport ugyanakkor arra jutott, hogy az aktiv PP2A az ERK defoszforilacidja altal gatolja
és enzimparja, a ROK hogyan befolyasoljak a human keratinocitak proliferaciojat és

migraciojat, illetve milyen szerepet toltenek be a sebzarodas folyamataban.



A neurotranszmitter-kibocsatas folyamata

Az idegsejtek kozotti kommunikaciot a kémiai szinapszisok biztositjak. Az
ingeriiletatvitel egy tobblépcsds folyamat, melynek elsé 1épéseként a vezikulumok ATP igényes
aktiv transzport révén feltoltddnek neurotranszmitterekkel. Ezutan a vezikulumok az aktiv zéna
kozelébe vandorolnak, ahol megtorténik a dokkolddas, melynek sordn a vezikulumok a
preszinaptikus membranhoz horgonyzddnak ki. Ezutan tovabbi molekularis atrendezddés zajlik
le, mely azt a célt szolgalja, hogy a vezikulumokat képessé tegye a sejtmembrannal valé faziora.
Ezt a lépést a szakirodalom ,,priming”-nak nevezi. A bearamld Ca®" végil kivaltja a
vezikulumok exocitdzisat a flzios porus megnyilasaval.

A vezikuldk dokkolddéaséban és fuzigjaban az un. SNARE (szolubilis N-etilmaleimid
szenzitiv faktort k6t6 fehérje receptor) komplex Kkulcsszerepet jatszik. A komplexet harom
fehérje alkotja: a vezikulumok membranjahoz kihorgonyzott szinaptobrevin, illetve a
sejtmembranhoz kapcsolddd SNAP-25 és szintaxin. A SNARE komplexben részt vevo fehérjék
mindegyike hordozza a 60-70 aminosav hosszUsagu, evolucidsan konzervalt SNARE
motivumot, melyeken keresztill dsszekapcsolodnak. Amikor a harom fehérje kdzel ker(l
egymashoz, az N-terminalisuktél kiindulva a C-terminalisuk irdnyaba elindul az 6sszeépulésik,
és az ekdzben fellép6 mechanikai er6hatasok a két membranfellletet egymas iranyaba nyomjak
¢s fuziondltatjak, ilyen moddon pedig egy porus képzddik, melyen keresztil a
neurotranszmitterek a szinaptikus résbe jutnak. A folyamat exergonikus, a fehérjek
Osszeéplilése spontan modon torténik; energia a SNARE komplex felbontasahoz sziikséges.

A SNAP-25 szabalyozasa foszforilacio és defoszforilacio altal

A neurotranszmitter-kibocsatast elsédlegesen a bearamld kalciumion valtja ki, de a
folyamat végbemenetelét fehérjék foszforilacidja es defoszforilacioja is szabalyozza. A
kutatasok szerint a SNAP-25 két legfontosabb foszforilacios helye a Thr-138 és a Ser-187,
melyeket a protein kindz A (PKA) és C (PKC) is foszforilal. A Thrl38-nak a priming
folyamataban lehet szerepe, mivel PKA altali foszforilacidja egydtt jar az exocitozisra kész
(,,primed”) allapotban 1évé vezikula pool-ok méretének ndvekedésével. Risinger és Bennett
kutatasai szerint a SNAP-25 Thr138 oldallancon torténd foszforilacidja nem modositja a
SNAP-25 és a szintaxin kozotti kolesonhatas erésségét, ellenben Gao és munkatarsai szerint a
Thr138 oldallancon torténd foszforilacio gatoljaa SNAP-25 és a szintaxin kzotti kdlcsonhatast
Ser187 aminosavmaradek foszforilacioja a neurotranszmitter-kibocsatas folyamatanak szamos
elemét szabalyozhatja, tobbek kdzott a SNARE-komplex 6sszekapcsolodésat, a vezikulumok

plazmamebranhoz torténd vandorlasat, vagy éppen a fesziiltség kapuzott kalcium-csatornak
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SNAP-25 altali gatlasat. A kutatasok szerint a Ser187 aminosav oldallancot a protein foszfataz
2A (PP2A) defoszforilélja, a PP1 és a protein foszfataz 2B (PP2B) azonban nem, mig a Thr138

oldallanc defoszforilaciojat elsédlegesen a PP1 végzi.

CELKITUZESEK

Célunk az volt, hogy a MP és a ROK (1) sebzardédasban, illetve (2) neurotranszmitter-

kibocsatasban jatszott szerepérél minél teljesebb képet kapjunk.

(1) A MP szerepe a sebzarddasban:

A PP1 és a ROK inhibitorok (tautomycin, H1152) hatasanak vizsgalata az epidermalis
sebzarodasra egérmodellen.

Annak vizsgélata, hogy hogyan hatnak a PP1 és ROK inhibitorok a human keratinocita
(HaCaT) sejtek életképességére, a bennilk taldlhaté foszfatdzok aktivitasara, a
keratinocitdk proliferacidjara és migraciojara, a sejt-sejt kapcsolatokra és a barrier
funkciora.

A MP szerepének vizsgalata a HaCaT sejtek fenti folyamataiban.

A MP szerepének vizsgalata a keratinocitdk migraciojat és a sebgydgyulast befolyasold
molekularis mechanizmusokban, a jelatviteli palyak feltérképezése. Human borszoveti

sejtekben a MYPTL1 csendesitése, majd a szdvetlizatumok MAPK array vizsgalata.

(2) A MP szerepe a neurotranszmitter-kibocsatasban:

Munkacsoportunk korabbi kutatasi eredményei alapjan a SNAP-25 fehérje a miozin
foszfataz potencialis szubsztratjanak tiint. Célunk ennek a hipotézisnek az igazolasa
volt. A SNAP-25 és a MP alegységeinek (MYPT 1, PP1cd) kolcsonhatasanak igazolésa
immunoprecipitacidval.

A SNAP25 mint a ROK és a MP szubsztratjanak igazolasara tisztitott SNAP-25-fehérje
ROK enzimmel torténé in vitro foszforilalasa és a foszforilacios helyek
tOmegspektrometrias azonositasa. A foszforilalt SNAP-25 fehérje defoszforilalasa a MP
alegységeivel, és ennek ellendrzése Western blot analizissel, a foszforilalt SNAP-25-re
specifikus antitest felhasznalasaval.

A SNAP-25 ROK/MP-altali szabalyozasanak in vivo vizsgélata B50 neuroblasztoma
sejtekben és egér agyszeletekben.

A MP neurotranszmitter-kibocsatasra gyakorolt hatdsanak vizsgalata exocitozis
esszével, kontroll és KEPI-vel kezelt szinaptoszomék felhasznalasaval.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A sebgyogyulas tanulmanyozasa egérboéron

6-7 hetes him Balb/c egerek (n=6) hatarol eltavolitottuk a szért, majd a bérfeliileten
harom, egyenként 4 mm atmérdji, kor alaku, teljes vastagsagu sebet ejtettiink. A sebeket 7
napon keresztil napi kétszer 1 uM tautomycinnel (TM), a PP1 szelektiv inhibitoraval, illetve
10 pM H1152-vel, a ROK specifikus inhibitoraval kezeltlik. A sebekr6l Olympus kameraval
minden nap felvételt készitettlink, teruletliket pedig ImageJ programmal hataroztuk meg.
Trikrom festés

Az el6z06 pontban targyalt kisérlet végén az egérsebeket kivagtuk, 10%-0s formalinnal
fixaltuk, paraffinba agyaztuk, majd 4 pm vastagsagi szeleteket metszettiink ki bel6liik. A
metszeteket mounting médium segitségével veglapra rogzitettiik, xilénnel deparaffinizaltuk,
és felszall6 etanol sorral dehidrataltuk, majd Masson és Goldner mddszere szerint festettiik.
Immunhisztokémia

A human bérszoveti metszeteket egy éjszakan at inkubaltuk anti-transzglutaminéz-1
(anti-TG1), illetve anti-MYPT1 els6dleges antitestekkel, majd mosast kovetden két oran at
torma peroxidazzal konjugalt masodlagos antitestekkel. Az immunjeleket 3,3’-diamino-
benzidin kromogén szubsztrattal hivtuk eld. A metszeteket xilénnel megtisztitottuk, beagyaztuk
és targylemezre ragasztottuk, végll Leica S40 mikroszkoppal vizualizéltuk.
Sejttenyésztes

A human keratinocita (HaCaT), a B50 neuroblasztoma és a tsA201 sejteket 10% borja
szérumot (FBS), illetve 2 mM L-glutamint tartalmaz6 Dulbecco altal modositott Eagle
médiumban (DMEM), mig a normal human epidermadlis keratinocita (NHEK) sejteket EpiL.ife
médiumban tenyésztettiik 37 °C hémérsékleten, 5% szén-dioxid és 95% levegd vizgbzzel
telitett keverékében.
Géncsendesités HaCaT sejtekben

A HaCaT sejtek MYPT1 expressziojanak downregulacidjat dupla szali siRNS-sel
Kiviteleztik. 5 pl Lipofectamine 2000 transzfekciés reagenshez 100 pmol siRNS-t adtunk,
melyeket elézetesen 250-250 pl OptiMEM-ben higitottunk. Az elézetesen feltripszinezett,
szérummentes DMEM-ben 1év6 sejtekhez hozzaadtuk ezt a mixet, 4 ora elteltével 10% FBS-t
mértiink hozzajuk, majd tovabbi 44 6ran keresztiil novesztettiik 6ket. A sejteket végiil lizaltuk.
Geéncsendesites human ex vivo bérszovetben

Az SiRNS-t és a Lipofectamine 2000-t ezattal a Genoskin altal a bérszovetek

fenntartasara biztositott specidlis médiumban higitottuk €s az ex vivo human bdrszévetbe



injektaltuk. Két nap inkubacié utan a mintakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk,
ddrzsmozsarban széttortik és lizis pufferben homogenizaltuk. Végul a lizatumokat Western
blottal vagy human MAPK Protein Profiler array segitségével vizsgaltuk meg. Utobbi esetben
a gyarto altal megadott protokollt kdvettik.
MTT sejtéletképességi vizsgalat

A sejteket 96-1yuku tenyésztéedényben szélesztettlk, és a sejtek inhibitoros kezelése (1
uM TM, 10 uM H1152, 12 6ra) utan a lyukakba 100 pl szérummentes DMEM-et, és 10 pl 5
mg/ml MTT oldatot pipettaztunk. A sejteket mintegy 30 percre Ujbol inkubatorba helyeztiik,
majd a médiumot eltavolitottuk, és a formazan zarvanyokat 100-100 pl dimetil-szulfoxidban
(DMSO) feloldottuk. A szinintenzitast spektrofotométerrel hataroztuk meg az abszorbancia 540
nm hulldmhosszon torténd detektalasaval.
Kaszpaz-3 aktivitdsmérési vizsgalat

A HaCaT sejteket 6-lyuku tenyésztéedényben konfluens allapotig novesztettiik, 24 oran
at széruméheztettik, inhibitorokkal kezeltik (1 uM TM, 10 uM H152, 12 éra), majd lizaltuk,
és centrifugalas utan a fellilisz6hoz hozzdadtuk az Ac-DEVD-AMC szubsztratot. A csoveket
60 percre 37 °C-os vizfiirddbe helyeztiik, és a felszabadult fluoreszcens AMC-t intenzitasat 360
nm gerjesztési és 460 nm emisszids hullamhosszon mértik Fluoroskan FL készilékkel.
Western blot

A fehérjéket poliakrilamid gélelektroforézissel molekulatémeg szerint elvalasztottuk,
majd nitrocelluléz membrénra transzferaltuk. A membran szabad kotéhelyeit 5%
marhaszérum-albumin (BSA) oldattal blokkoltuk, majd a membrant egy éjszakan at az
elsddleges antitestekkel inkubaltuk 4 °C-on. Mosast kovetéen a membran feliiletére mértiik a
masodlagos antitesteket, 2 Ora szobahd torténd razatas és Ujabb mosads utdn pedig az
immunjeleket SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kittel detektaltuk.
Protein foszfataz aktivitdsmérési vizsgalat

Az inhibitorokkal kezelt (1 uM TM, 10 uM H152, 1 o6ra) vagy siRNS-sel transzfektalt
sejteket a kezelések lejarta utan lizaltuk, majd centrifugalas utan a feliiluszokat 0,1% -
merkaptoetanolt tartalmaz6 20 mM-os Tris-HCI (pH 7,4) pufferben a haromszorosara
higitottuk, és 1 pM *2P-jelolt pulykaziza MLC20 jelenlétében 30 °C-on analizaltuk. A reakciot
200 pl 10% (V/V) triklorecetsav és 200 pl 6 mg/ml BSA hozzaadasaval allitottuk le, és a
felszabadult radioaktivan jel6lt foszfatot szcintillacios szamlaldval hataroztuk meg.
Karcolasi (scratch) vizsgéalat

96-lyuku tenyésztéedényben a HaCaT sejteket konfluens allapotig ndvesztettiik, majd
Tecan Freedom EVO 150 géppel minden lyukban egyforma széles karcoltot ejtettiink. Karcolas
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utan a sejteket inhibitorokkal kezeltik (1 uM TM, 10 uM H152), majd 24 oran at ndvesztettik.
A MYPTI csendesités esetében a sejteket elébb sSiRNS-sel transzfektaltuk, és a transzfekcid
kezdete utan 24 oraval karcoltuk. Végul a karcolatokrol fotdkat készitettiink, és terlletliket
ImageJ programmal hataroztuk meg.

Szulforodamin B (SRB) sejtproliferacios vizsgéalat

A karcolasi vizsgalat végen a sejtekhez 1 dra erejéig jéghideg 10%-os triklorecetsavat
adtunk, majd ennek eltavolitasa utan 100 pl 0,4% (m/V) SRB-t tartalmazd 1%-0s ecetsav
oldatot pipettaztunk a lyukakba. 10 perc inkubacié utdn a nem kotddott festéket eltavolitottuk,
és a sejtek fehérjéi altal kotdtt SRB-t 10 mM Tris-bazissal szolubilizaltuk. Az abszorbancia
értékeket 540 nm hullamhosszon spektrofotométerrel hataroztuk meg.

JuLI™valés idejii (real-time) sejtvizsgald készilék

Petri-csésze feliiletét telenové HaCaT sejteket pipettaheggyel megkarcoltunk és 10%
FBS/DMEM-ben tenyésztettiink, melyhez hozzaadtuk az inhibitorokat. A MYPT1-csendesitett
és a non-target siRNS-sel transzfektalt sejteket a csendesités kezdete utan 24 draval karcoltuk
meg. A Karcolatok bendvését JuLI™ Br készilékkel vizsgaltuk, mely 24 o6ran keresztil
oranként készitett felvételt a sebzarddas allapotardl.

Electric cell-substrate impedance sensing (ECIS)

A HaCaT sejteket SW10E ECIS 8 elektrodas tenyésztdedényben ndvesztettiik. 5 mA
aramerdsségli és 60 kHz frekvencidju elektromos impulzust kétszer 30 masodpercig alkalmazva
az elektrodok fellletén kiégettiik a sejteket, majd mértiik az impedancia valtozasat. A sejtréteg
integritdsanak helyreallasat az impedancia plat6 maximalis értéke jelentette. Az impedancia
mérésével a HaCaT sejtek barrier funkcidjat is tanulmanyoztuk, ebben az esetben égetés nélkdil.
Az impedancia valos idejii nyomon kdvetése legalabb 6 6ran keresztil tortént.
Immunfluoreszcencia

Az uUveglapokon ndvesztett sejteket PBS-sel mostuk, és 4% paraformaldehid/PBS
oldattal (HaCaT) vagy felszallé etanol sorral (B50) fixaltuk, majd 0,02-0,2% Triton X-100/PBS
oldattal permeabilizaltuk. Ezt kdvetéen a sejteket 1 0ran keresztil 4 °C-on 1% loszérum vagy
BSA PBS-ben higitott oldataban blokkoltuk. Az els6dleges antitesteket 1:250, a masodlagos
antitesteket és a Texas Red-X phalloidint pedig 1:2000 aranyban higitottuk ebben a blokkold
oldatban és adtuk a sejtekhez egy éjszakan at, illetve 2 drara. Végul a sejtmagokat megfestettiik
DAPI-val, és az liveglapokat ProLong Gold Antifade médiummal a targylemezekre fixaltuk.

Az immunjeleket konfokalis mikroszkdppal vizualizaltuk.

10



Immunprecipitacio

Protein A-Sepharose (PAS) gyantahoz antitesteket kotottiink ki, majd az eldtisztitott
B50 lizatumot hozzdadtuk a PAS-antitest komplexekhez, és 4 °C-on 90 percig inkubaltuk ket.
Miutén az antitestekhez bekdtodtek a megfeleld fehérjék, a feliiliszot eltavolitottuk, a gyantat
pedig atmostuk 1x immunprecipitacios pufferrel, illetve PBS-sel. Végul a gyantat 100 °C-on 5
percig foztiik 1x SDS-PAGE mintapufferrel, és a mintdkbdl Western blotot végeztink.
Fehérje termeltetés és tisztitas

Emlés tsA201 sejtekbe polietilénimin (PEI) segitségével Flag-SNAP-25 vagy Flag-
KEPI fehérjét kddolo plazmidot juttattunk be. A sejteket a transzfekcid kezdete utan 24 oraval
lizaltuk és a termeltetett feherjet Anti-Flag M2 affinitasi géllel tisztitottuk. A kikotott fehérjéket
300 pg/ml Flag-peptid/TBS-sel elualtuk.
In vitro protein kinaz esszé

5 uM Flag-SNAP-25 fehérjét 120 percig 30 °C-os vizfiirdében inkubaltunk 20 ng/ul
ROK enzimmel, 1 mM y-[*P]JATP-vel és 1 uM mikrocisztin-LR protein foszfataz inhibitorral.
A reakciét forré6 5x SDS-PAGE mintapuffer hozzéadéasaval allitottuk le. Poliakrilamid
gélelektroforézist kovetden a beépiilt foszfatot autoradiografias modszerrel detektaltuk.
Protein foszforilacios és defoszforilacids vizsgalat

TsA201 sejtekben Flag-SNAP-25 fehérjét termeltettiink, majd a lizatumot 4 °C-on, 2
oran &t Anti-Flag M2 affinitési géllel inkubaltuk. A gyanta mosésa utan hozzéadtuk a ROK
enzimet, az ATP-t és a mikrocisztin-LR-t, majd a csoveket 30 °C-os vizfiirdébe helyeztiik 30
percre. A kontroll minta a ROK kivételével valamennyi Osszetevot tartalmazta. Ezutan a
felliluszot leszivtuk, a gyantat TBS-sel mostuk, majd a ROK foszforilalt mintat kettéosztottuk,
és az egyik cs6hoz csak TBS-t adtunk, mig a masik mintdhoz hozzaadtuk a MP alegységeit: 25
nM Flag-MYPT1-et és 5 nM PPlco-t. A csoveket 15 percre ismét 30 °C-os vizfiirddbe
helyeztilk, majd a gyantat TBS-sel mostuk és 1x SDS-PAGE mintapufferrel foztiik.
Tomegspektrometria

A megfeleld fehérjesavokat tripszinnel gélbél emésztettiik. A peptidkeverék 80%-at
titin-dioxidos foszfopeptid-dusitasnak vetettiik ala, mig a fennmaradé 20%-nyi mennyiséget
folyadékkromatografias-tomegspektrometriaval analizaltuk, és az adatokb6l PAVA szoftverrel
csucslistat készitettiink. Az adatokat ProteinProspectorral dsszehasonlitottuk a Swissprot
adatbazisban talalhatd human adatokkal. Ezt kovetéen a megbizhatéan azonositott peptidekkel
egy ujabb sziirést végeztiink ugy, hogy a valtozé modositasok korébe a Ser/Thr foszforilaciot
is belevettik. A foszfopeptidek foszforilacios helyének beazonositasakor az un. SLIP pontszdm
kiiszobértéke 6 volt, ez a helymeghatérozas 95%-0s pontossaganak felel meg.
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Szinaptoszéma preparalés

C3H egereket CO»-dal eutanizéltunk és agypreparadtumot készitettiink. A Kortexet
kiilonvalasztottuk az agy tobbi részétdl, majd jéghideg homogenizalo oldatban homogenizaltuk,
és centrigufaltuk. A fellluszot polikarbonat csévekben dsszeallitott Percoll-gradiens (23-15-
10-3%) tetejére mértik, és ultracentrifugaval centrifugaltuk 32500 g-vel 5 percig 4 °C-on. A
10/15%-o0s, illetve a 15/23%-os fazisok hataran 1évé frakciokat négyszeres térfogatl Krebs-
pufferrel higitottuk, centrifugéltuk, a pelletet ismét Krebs-pufferrel mostuk, majd Gjabb
centrifugalast kovetden a szinaptoszéma preparatumot Krebs-pufferben reszuszpendaltuk.
Flag-KEPI bejuttatasa a szinaptoszomakba

A szinaptoszdmékat reszuszpendaltuk HBS pufferben, mely 25% DMSO-t is
tartalmazott. A szuszpenzidt haromfelé osztottuk, az egyik cséhdz nem adtunk semmit
(kontroll), a méasodikhoz Flag-peptidet, a harmadikhoz pedig tisztitott Flag-KEPI fehérjét
mértiink, egyarant 0,3 pg/ul végkoncentracioban. A csoveket szérazjég-izopropanol
hiitékeverékbe helyeztiik 3 percre (fagyasztas), ezt kovetden pedig 10 percre 4 °C-os vizfiirdobe
(felolvasztas). Végil a csoveket centrifugaltuk, a pelletet Krebs-pufferrel kétszer atmostuk,
majd Krebs-pufferben reszuszpendaltuk.
Exocitdzis esszé

A szinaptoszomakat tartalmazé Eppendorf csoveket 3 percre 37 °C-os vizfiirddbe
helyeztik, majd a csovekbe FM 2-10 festéket pipettaztunk. A csdveket Gjabb 1 percre
visszahelyeztiik a vizfiirdébe, majd 30 mM KCl hozzdadasaval stimuldltuk az FM 2-10
felvételét a szinaptoszomakba. Ujabb 2 perc 37 °C-on torténd inkubacié utan (festék
internalizicio) az Eppendorf csoveket centrifugdltuk, a pelletet Krebs-pufferben
reszuszpendaltuk, majd 100 pl mennyiségeket fekete 96-lyuki plate lyukaiba mértiink. Az
exocitdzist 30 mM KCI-dal valtottuk ki, a fluoreszcencia intenzitds valtozasait pedig
Fluoroskan FL készllékkel kovettiik nyomon (excitacid: 488 nm, emisszid: 540 nm).
Agyszeletek preparalésa és kezelése

C3H egerekbdl perparalt agykéregb6l Microm HM 650 V vibratbmmal 200 pm
vastagsagu szeleteket metszettiink, melyeket mesterséges cerebrospinalis folyadékba
helyeztiikk. Ezutan az agyszeletekhez adtuk a megfelelé inhibitorokat (5 UM tautomyecetin
(TMC) vagy 10 uM H1152) és 8 mM KCI-ot, és az inzerteket egy Orara enyhe tulnyomasos
karbogén gazt tartalmaz6 kamraba helyeztik.
Statisztikai analizis

A statisztikai analizist és a diagramkészitést GraphPad Prism 6 programmal végeztik
el. Az adatok statisztikai elemzése Student-féle t-teszttel vagy ANOVA teszttel tortént, post
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hoc Sidak- vagy Dunnett-teszttekel. Minden diagram esetében az egyes oszlopok az atlagot,

mig a hibasdvok az atlag standard hibajat (SEM) jelentik.

EREDMENYEK
A tautomycin gatolja az egérsebek gyogyulasat

A PPl és a ROK sebzarédasban jatszott szerepét egerek hatbérén ejtett sebek
tautomycin (TM) és H1152 inhibitorokkal torténd kezelésével tanulmanyoztuk. A TM, a PP1
szelektiv inhibitora a sebgyogyulas teljes elmaradéasat eredményezte, a sebek mérete az eltelt 6
nap alatt alig valtozott. A TM-mel kezelt sebek teriilete 2 nap utan kezdett el szignifikansan
kiilonbozni a kontroll sebekétdl. A ROK enzim H1152 4ltali gatlasa a sebzarodas kismértékii —
de nem szignifikans — gyorsulésat okozta.

A 6. nap utan a sebeket kimetszettiik, és a darabokon elvégeztik a Masson-Goldner-féle
trikrom festést a re-epitelizacié tanulmanyozasa céljabdl. Azt talaltuk, hogy a TM-mel kezelt
egerek esetében a re-epitelizacio folyamata szinte teljes mértékben gatlast szenvedett. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a PP1 enzimeknek fontos szerepiik van a sebgyogyulésban,
mivel gatlasuk megakadalyozza a re-epitelizacio végbemenetelét.

A TM és a H1152 hatasa a keratinocitak fizioldgiai funkcioira

Sem MTT esszével, sem kaszpaz esszével nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a
kontroll, illetve a 12 6ran & 1 uM TM-mel vagy 10 uM H1152-vel kezelt huméan keratinocita
HaCaT sejtek életképessége kozott. A ROK géatlasanak nem volt hatasa a HaCaT sejtek protein
foszfatdz aktivitasara, azonban a TM a foszfataz aktivitdst a kontroll érték 51,7%-ara
csokkentette. 96-lyuku tenyésztéedényben novesztett sejtek robottal torténd karcolasa és a
sebzarodas tanulmanyozasa alapjan a H1152-vel kezelt HaCaT sejtek esetében a végséd
karcolatok terulete atlagosan 19%-kal volt kisebb, mint a szérumban ndvesztett kontroll
karcolatoke, mig a TM-kezelt sejtek migracioja teljes mértékben leallt, ez esetben a karcolatok
mérete megegyezett a negativ (szérummentes) kontrolléval. Az SRB vizsgéalat alapjan a TM
kezelés gatolta a sejtproliferaciot, a proliferaciés rata a kontroll értéknél 24%-kal volt
alacsonyabb. A H1152 kezelés azonban kisérleteinkben nem befolyasolta a sejtproliferacio
mértékét. A karcolasi vizsgalatot ugy is elvégeztilkk, hogy a sejteket a karcolds elott
mitomycinnel el6kezeltiink, mely a sejtciklus megakasztasaval gatolja a sejtosztodast. Az SRB
esze alapjan a mitomycin valéban gatolta a sejtproliferaciot, a karcolési vizsgalat pedig azt

mutatta, hogy a seb zarddasat is akadalyozta. Ez arra utal, hogy a sejtosztddas elengedhetetlen
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a sebzarddas folyamataban, és csupan a keratinocitadk migracioja nem elégséges a folyamat
hatékony végbemeneteléhez.
A TM és a H1152 inhibitorok sejtmigraciora gyakorolt hatésat Petri-csészében

novesztett sejtek pipettaheggyel torténd karcolasaval és JuLI™

valos idejii (real-time)
sejtvizsgalo készulékkel is tanulmanyoztuk. Kétutas ANOVA analizissel és post hoc Dunnett-
teszttel bizonyitottuk, hogy a TM kezelés ezuttal is gatolta, mig a H1152 kezelés eldsegitette a
sebzarodast ebben a kisérleti elrendezésben is. A H1152-vel kezelt sejtek mar nyolc éraval a
karcolas utan szignifikansan nagyobb teriiletet néttek be, mint a kontroll sejtek, a TM-kezelés
esetében pedig a killénbség 16 ora elteltével valt szignifikanssa. A fenti eredményeket az ECIS
kisérletek tovabb erdsitették. Az elektrodakon kiégetett sebek teljes gyogyulashoz a kontroll
sejteknek 2,1 orara, a 10 pM H1152-vel kezelt sejteknek 1,6 orara, mig az 1 pM TM-mel kezelt
sejteknek 2,7 orara volt sziksége. Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a PP1 és a ROK
ellentétes modon szabalyozza a keratinocitak sebzarodasat: elébbi serkenti, utobbi gatolja.
A MYPT1 csendesitése is gatolja a keratinocitdk mozgaséat

96-lyuku tenyésztéedényben novesztett HaCaT sejtek karcoldsi vizsgalata azt mutatta,
hogy azon sejtek esetében, melyekben a MYPT1 expressziojat gatoltuk, a végsdé karcolat
terilete mintegy haromszorosa volt a kontroll sebekének. A MYPT1 csendesitése tehat
szignifikansan lassitotta a karcolat zar6dasat. Az SRB esszével alapjan a MYPT1 csendesitése
egészen kis mértékben — a kontrollhoz képest minddssze 7%-kal — de szignifikansan
csokkentette a proliferacios ratat. JuLI™ valés idejii sejtvizsgald késziilékkel tanulmanyozva a
pipettaheggyel megkarcolt sejteket arra jutottunk, hogy a karcolds utan 8 o6raval mar
szingifikans volt az eltérés a kontroll és az siMYPT1-transzfektalt sejtek altal bendétt teriilet
nagysaga kozott. A MYPT1-csendesitett sejtek a kontroll sejteknél mintegy 1 6raval kés6bb
nétték tele az ECIS tenyésztéedényben kiégetett elektrodot. Mindezek az eredmények azt
bizonyitjak, hogy hogy a miozin foszfatdz eldsegiti a keratinocita monolayeren ejtett seb
bendvéset.
A MP miikodése zavart okoz a HaCaT sejtek barrier funkcidjdban

Szaruhartya epitélsejtek esetében mar leirtdk a ROK sejt-sejt kapcsolatokban illetve a
barrier funkcié fenntartasaban betoltott szerepét, a MP esetében azonban ilyen ismereteink még
nem voltak. A tight junction felépitésében részt vevé zonula occludens 1 (ZO-1) fehérje
immunfluoreszcens festésével azt tapasztaltuk, hogy az siMYPT1-transzfekcio hatasara a
kontrollhoz képest megndvekedett a ZO-1 mennyisége azokon a helyeken, ahol a sejtek
érintkeznek egymaéssal, utalva az intenzivebb sejtkapcsolatokra. Az aktinszalak eloszlasaban is
valtozast lattunk, melyek inkabb a kortikalis régioban akkumulélodtak.
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A PP1/ROK inhibitorok és a MYPTL1 csendesités barrier funkciora kifejtett hatasat ECIS
készilekkel is tanulmanyoztuk. A gencsendesités esetén a kisérleteket kalcium jelenlétében és
hidnyéban is elvégeztilk; a kalcium a HaCaT sejtek differencialtatasara szolgalt. Eredményeink
alapjan mar maga a kalcium is megndvelte az impedanciat, utalva arra, hogy a keratinocitak
differenciacidja eredményeképpen erdsdodnek a sejt-sejt kapcsolatok. A MYPT1 fehérje
expresszidjdnak gatlasa hatdsdra ugyancsak az elektromos impedancia ndvekedését
tapasztaltuk a kontrollhoz képest. A TM kezelés hatasara az elektromos ellenéllas nem véaltozott
szignifikansan, ellenben a H1152 csokkentette azt. Eredmeényeink alapjan a ROK aktivitasa
erésiti, mig a MP-€é gyengiti a keratinocita sejtek kdzotti kapcsolatot.

A MYPT1 csendesités hatasira megné a transzglutaminaz-1 (TG1) expresszidja

Western blot analizissel kimutattuk, hogy a MYPTL1 fehérje expresszid gatlasa esetén
megnd a transzglutaminaz-1 (TG1) fehérje mennyisége mind a human keratinocita sejtekben,
mind az ex vivo human bérszévetben. A MYPTL1 és a TG1 epidermalis szdveti eloszlasat normal
bér és seb immunhisztokémiai vizsgalataval elemeztiik. A normal bérben a MYPT1 inkéabb az
epidermisz mélyebb rétegeiben talalhatdo meg, mig a TG1 elsésorban a stratum granulosumban
és stratum spinosumban. Sebzés hatdsara a bazalis rétegben még erdsebb MYPT1 festodést

tapasztaltunk, a TG1 pedig a bazalis réteget kivéve az epidermisz valamennyi rétegéeben
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megemelkedik. A TGI1 itt hozzdjarul a keratinocitdk differenciaciojdhoz és a bor
elszarusodésahoz.
A MP az Akt jelatviteli tvonalon keresztil gyorsitja a sebzarodast

A non-target siRNS-sel, illetve az siMYPT1 RNS-sel transzfektalt ex vivo human
bérszovetek lizatumait human foszfo-MAPK array-vel vizsgaltuk, és azt tapasztaltuk, hogy az
Akt jelatviteli atvonal tobb elemének — Aktl, GSK-3p, p70 S6 kinaz — foszforilacidja csokkent
a MYPT1 génexpresszio gatlasa hatasara. Charette eés McCance kutatasai alapjan a
keratinocitakban az aktiv Akt downregulalja a RhoA aktivitasat, és a ROK gatlasan keresztil
serkenti a migraciét, mig Esposito és munkatarsai homobrasszinolid névényi hormonnal
sikeresen stimulaltdk a PI3K — Akt jelatviteli Gtvonalat és gyorsitotta fel az egérsebek
gyogyulasat. Mivel kisérleteinkben a MP gétlasa az Aktl defoszforilaciojat eredményezte, Ggy
gondoljuk, hogy a MP nem kozvetleniil az Akt-on fejti ki hatasat, hanem valamelyik — jelenleg

még meg nem hatarozott — upstream effektoran. Feltételezésiink szerint a MP kozvetett modon
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aktivalja az Akt-ot, és a jelatviteli palya upregulacioja révén Kkivaltja a keratinocitak
proliferaciojat és migraciojat.

Az ex vivo borszovetben a MYPTI1 expresszio gatlasa kovetkeztében jelentOsen
megnovekedett a kis hdsokk protein 27 (Hsp27) foszforilacidja. Mivel korabbi kutatasok szerint
megfeleléen rétegzett epidermisz kialakulasahoz, lehetséges, hogy a felsobb rétegekben a
downregulaloddé MP-zal parhuzamosan aktivalodo Hsp27 segiti el6 a differenciaciot.

A ROK foszforilalja, mig a MP defoszforilalja a SNAP-25-t in vitro és in vivo

B50 neuroblasztoma sejtlizatumbo6l immunprecipitacios (IP) kisérletet végezve
bizonyitottuk a SNAP-25 és a MYPT1 ko-precipitaciojat, tovabba a SNAP-25 és a MYPT1
immunfluoreszcens festésével kimutattuk a két fehérje kolokaliz&cidjat a B50 sejtek
citoplazmajaban és a neuronalis nyulvanyokban. Tisztitott Flag-SNAP-25 szubsztrattal és ROK
enzimmel végzett in vitro kindz esszével és tdmegspektrometrids (LC-MS/MS) elemzéssel
megallapitottuk, hogy a ROK a Thr138 aminosav oldallancon foszforilalja a SNAP-25-t. Egy
maésik kisérletben a Flag-SNAP-25 fehérjét anti-Flag agar6zhoz kotottiik ki, és elobb a ROK-
kal, majd mosas utdn a MP alegységeivel egyutt inkubaltuk. A Thr138 foszforilaciora
specifikus antitesttel Western blot vizsgalattal igazoltuk, hogy a ROK altal foszforilalt fehérjét
a MP valdban defoszforilalta.

B50 neuroblasztéma sejteket a PP1 szelektiv inhibitorral, tautomycetinnel (TMC),
illetve a ROK specifikus gatlészerrel, H1152-vel kezeltiink, majd Western blottal vizsgaltuk a
kezelések hatasat a SNAP-25 Thr138 aminosav oldallancanak foszforilacidjara. A ROK H1152
altali gatlasaval a foszforilacio a kontroll értékhez kepest 57,0%-kal csdkkent, mig a PP1
enzimek TMC altali blokkolasaval a SNAP-25 foszforilacio 46,9%-kal nétt. A kezeléseket eger
agyszeleteken is elvégeztik, és hasonld eredményeket kaptunk. Az is kiderilt, hogy maga a
KCI depolarizacid is egyutt jar a SNAP-25 Thr138 foszforilacios szint csokkenésével.

A MP fokozza a szinaptoszdméak neurotranszmitter-kibocsatasat

Fagyasztasos-felolvasztasos maodszerrel Flag-KEPI fehérjét, a MP specifikus gatld
fehérjéjét juttattunk at a szinaptoszéma membranon. Western blottal bizonyitottuk a Flag-KEPI
sikeres bejuttatasat és a szinaptoszomaban 1év6 endogén kinazok altali foszforilaciojat. A MP
a neurotranszmitter-kibocsatasara kifejtett hatasanak a PP1 enzimcsalad egyéb tagjaitol vald
elkilonitésére a foszforilalt KEPI specifikus MP gatld hatasat alkalmaztuk. Exocitozis esszével
mért eredmeényeink alapjan a Flag-KEPI feheérje jelenléte mar 30 méasodperccel a KCl-dal
kivaltott depolarizicié utdn szignifikansan csokkentette a neurotranszmitter-kibocsatast a
kontrollhoz képest. Western blottal kimutattuk, hogy a Flag-KEPI transzdukcio hatdséra a
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SNAP-25 Thr138 foszforilacié megemelkedett a kontrollhoz képest. Eredményeink alapjan a
MP elOsegiti az ingeriiletatvive anyagok idegsejtekbdl torténd felszabadulasat a SNAP-25
fehérje Thr-138 oldallancanak defoszforilacioja altal.

OSSZEFOGLALAS

A miozin foszfataz (MP) holoenzim a Ser/Thr-specifikus protein foszfatdz 1 (PP1)
enzimcsalad tagja, mely egy protein foszfataz 1 katalitikus alegységbdl (PP1¢d), a miozinhoz
is kotédo szabalyozo alegységbol (MYPT1), illetve egy ismeretlen funkcioji alegységbol
(M20) épiil fel. Nevét els6ként azonositott szubsztratja, a 20 kDa miozin kénnyi lanc (MLC20)
kutatasok soran leirtdk, hogy a MP nemcsak izomsejtekben talalhat6 meg, hanem a szervezet
megannyi sejttipusdban, szerepe pedig rendkivul véltozatos: részt vesz tébbek kozott a
sejtciklus, a génexpresszid és a neurotranszmitter-kibocsatas szabalyozasaban is. Aktivitdsanak
szabalyozésat tobbek kozott a RhoA-aktivalt protein kinaz (ROK) végzi, mely a MYPT1
alegységet foszforilalva gatolja az enzim mitkodését. Emellett a MP-nak és a ROK-nak szamos
k6z0s szubsztratja van az €16 szervezetben.

Vizsgalataim soran a MP és a ROK sebzarddasban, illetve a neurotranszmitter-
kibocsatasban jatszott szerepét tanulmanyoztam. Az egerek hatbdrén ejtett sebek gyogyulasat
a PP1 specifikus inhibitora, a tautomycin (TM) latvdnyosan megakadalyozta. Human
hogy a TM, valamint a MYPTL1 expresszio gatlasa szignifikansan lassitotta, mig a ROK
inhibitora, a H1152 gyorsitotta a seb bezarodasat. A MYPT1 csendesitése hatéssal a volt a sejt-
sejt adhéziora, és ndvelte az impedanciat. Mind HaCaT sejtekben, mind ex vivo borszdvetben a
MYPT1-csendesités fokozta a transzgultamindz-1 (TG1) expressziot. Eredményeink alapjan a
expresszié downreguléciojaval pedig akadalyozza azok differenciaciojat. Hatasait az Akt
jelatviteli utvonalon és a hsp27 fehérje szabalyozasan keresztil fejti ki.

Tomegspektrometridas elemzéssel és in vitro foszforilacios/defoszforilacios esszével
bizonyitottuk, hogy a SNAP-25, a vezikulumok exocitdzisat szabalyoz0 SNARE-komplex
egyik tagja, szubsztratja a ROK/MP enzimparnak, mely hatasat a Thr138 aminosavoldallancon
fejti ki. Kortikalis szinaptoszoméaba MP-t gatlo KEPI fehérjét juttatva a SNAP-25 foszforilacid
ndvekedését és az exocitdzis mértékének csokkenését tapasztaltuk. Eredményeink alapjan a MP

a SNAP-25 defoszforilacidja altal elésegiti a neurotranszmitter-kibocsatast.
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