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Roviditések

aCSF mesterséges cerebrospinalis folyadék

Akt protein kinaz B

ATP adenozin-trifoszfat

BCA bikinkoniniksav

BSA marhaszérum-albumin

cGKla cGMP-dependens protein kinaz la

CPI-17 17 kDa molekulatémegli protein kinaz C altal aktivalt inhibitor

CHAPS 3-[(3-kolamido-propil)-dimetil-ammonio]-1-propanszulfonat
DAPI 4’ 6-diamino-2-fenilindol

DARPP-32  dopamin és cAMP-regulalt foszfoprotein, M= 32000

DMEM Dulbecco altal modositott Eagle médium
DTT ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ECIS electric cell-substrate sensing

EGF epidermalis novekedési faktor

eNOS endotélidlis nitrogén-oxid szintetdz
ERM ezrin, radixin, moezin

FBS magzati borji szérum

FM 2-10 N-(3-trietil-ammonium-propil)-4-(4-(dietil-amino)-sztiril)-piridinium dibromid

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GBPI gasztrointesztindlis- és agyspecifikus PP1 inhibitor
GSK3 glikogén szintdz kinaz-3
H1152 (S)-(+)-2-metil-1-[ (4-metil-5-izokinolinil)-szulfonil]-homopiperazin- 2HCI
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HB-EGF

HDAC7

HEPES

KEPI

MAPK

MC-LR

MLC20

MSB85

MOPS

MP

M-RIP

mMmTOR

MTT

MYPT1

NHEK

NIPP-1

NP-40

NSF

OA

PAGE

heparint kotd epidermalis novekedési faktor-szerti novekedési faktor
hiszton deacetilaz 7
4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-etanszulfonsav
inhibitor-1

inhibitor-2

immunglobulin G

immunprecipitacid

kinaz altal aktivalt protein foszfataz-1 inhibitor
mitogén-aktivalt protein kinaz
mikrocisztin-LR

20 kDa molekulatomegli miozin kdnnyti lanc
85 kDa molekulatomegii miozink6td alegység
3-(N-morfolino) propanszulfonsav

miozin foszfataz

miozin foszfatdz-Rho kdlcsonhato fehérje
emlds rapamicin-célpont
metil-tiazol-tetrazolium

miozin foszfataz szabalyozo alegység

normal human epidermalis keratinocita

PP1 sejtmagi inhibitor
4-nonil-fenil-polietilén glikol

N-etilmaleimid szenzitiv faktor

okadansav

poliakrilamid gélelektroforézis



PAS
PBS
PEI
PHI-1
PHI-2
PHIN
PI3K
PKA
PKC
PLK1
PMA
PMSF
PP1
PP1co
PPP
pRB
PRMT5
RIPP-1
ROK
SDS
Ser
SNAP
SNAP-25

SNARE

protein A-Sepharose

foszfat pufteres sdoldat
polietilénimin

PP1 holoenzim inhibitor-1

PP1 holoenzim inhibitor-2

PP1 holoenzim inhibitor domén
foszfatidilinozitol 3-kinaz
protein kinaz A

protein kinaz C

polo-szert kinaz 1
forbol-12-mirisztat-13-acetat
fenil-metil-szulfonil fluorid
protein foszfataz-1

protein foszfataz-1 katalitikus alegység delta izoformaja
foszfoprotein foszfataz
retinoblasztoma fehérje

protein arginin metiltranszferdz 5
PP1 riboszomalis inhibitor
RhoA-aktivalt protein kinaz
natrium-dodecil-szulfat

szerin

szolubilis NSF-asszocialt protein
25 kDa molekulatomegii szinaptoszoma-asszocialt protein

szolubilis NSF-asszocialt protein receptor (SNAp REceptor)



SPR feliileti plazmon rezonancia

SRB szulforodamin B

TGFp transzformald ndvekedési faktor béta

TBS Tris puffer

TBST 0,1% (V/V) Tween-20-at tartalmazé Tris puffer
TCA triklorecetsav

TG1 transzglutaminaz-1

Thr treonin

TIMAP TGFp altal gatolt membranasszocialt fehérje
™ tautomycin

T™MC tautomycetin

Tyr tirozin

ZIPK leucin cipzar motivummal kdlcsonhaté protein kinaz



Bevezetés

Az ¢lettani folyamatok szabdlyozasanak egyik legfontosabb moddja a fehérjék
reverzibilis foszforilacioja és defoszforilacioja. Eme poszttranszlacios modositas révén valtozas
jOhet létre a fehérje térszerkezetében és aktivitdsaban is, ezaltal pedig médosul az adott fehérjét
tartalmazo jelatviteli palya aktivitdsa és az utvonal altal szabalyozott élettani folyamat. A
fehérjek foszforilaciojat a protein kindzok, mig defoszforilaciojat a protein foszfatdzok
katalizaljak. Ezek a protein kindzok és foszfatazok, att6l fliggéen, hogy milyen aminosav
oldallancon fejtik ki hatasukat, lehetnek szerin/treonin-, tirozin-, vagy kettés specificitastiak.

A miozin foszfatdz (MP) holoenzim a szerin/treonin-specifikus protein foszfataz-1
(PP1) enzimcsalad tagja. Az enzim trimer szerkezetii: a defoszforilaciot katalizalo PP1cod
katalitikus alegységbdl, egy 130/133 kDa molekulatomegii, a miozin konnyti ldnchoz is k6t6do
szabalyozo alegységbdl (MYPT1) és egy ismeretlen funkcioja 20 kDa molekulatomegii
alegységbdl épiil fel. A miozin foszfataz elséként azonositott szubsztratja a 20 kDa
molekulatomegli miozin konnyti lanc (MLC20), amelynek defoszforilacioja altal a MP a
simaizom kontraktilis allapotat szabalyozza. A MP egyéb citoszkeletalis szubsztratjait is
azonositottak, igy az ERM fehérjéket (ezrin, radixin, moezin), és a Tau, MAP2 szubsztratokat
is. A miozin foszfataz altal defoszforilalt szubsztratok foszforilaciojaért az esetek tobbségében
a RhoA-aktivalt kinaz (ROK) a felelds. Emellett magat a MYPT1 szabalyozo6 alegységet is a
ROK egyik szubsztratjaként irtak le, és a ROK altal katalizalt MYPT1 Thr696 foszforilacio a
MP holoenzim gatlasat eredményezte.

Az 1j évezredben sziiletett kutatasi eredmények jelent6sen kiszélesitették a MP-zal
kapcsolatos ismereteinket. Fény deriilt arra, hogy az enzim messze nemcsak a simaizomban
expresszalodik, hanem a szervezet megannyi szovetében is megtaldlhatd ¢és valtozatos
szubcellularis lokalizaciét mutat, és ezzel tarsulva széleskorii sejtélettani folyamatokat
katalizal. Részt vesz a sejtciklus és a proliferacid szabalyozasaban a retinoblasztoma fehérje és
a merlin defoszforilacioja altal; a sejtmagban a protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMTS)
defoszforilacidjaval génexpresszid szabalyozasat befolyasolja. Az idegélettani folyamatokban
is szerepe lehet a szintaxin és a szinapszin defoszforilaciojaval a neurotranszmissziot regulalva.
Disszertaciomban a MP és a ROK sebgyogyuladsban és a neurotranszmitter-kibocsatasban
Jjatszott szerepét ismertetem az enzimpar 01j szubsztratjainak és az azokhoz kotott molekularis

mechanizmusoknak a leirasaval.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A protein foszfatazok és a miozin foszfataz

1.1.1. A protein foszfatazok szerepe és csoportositasa

Az €16 szervezetekben eldforduld fehérjék koziil szamos rendelkezik kovalensen kotott
fosztatcsoporttal. A fehérjék foszforildciojat a protein kindzok katalizaljadk, mikozben
foszfatdonorként ATP-t hasznalnak fel. A folyamat reverzibilitdsat a protein foszfatdzok
biztositjak, melyek hidrolizaljak a fehérjékrdl ezeket a foszfatcsoportokat. A foszforilacio
kiilonféle fizikai-kémiai modosulasokat indukal, amely a fehérje-fehérje vagy a fehérje-
ligandum kolcsonhatas erdsségének, a fehérje vizoldékonyséagi sajatsdgainak, membran-
permeabilitasasnak, illetve a fehérje stabilitasanak és aktivalasanak valtozasaiban nyilvanulhat
meg. Ezen jelenségek az egyes jelatviteli itvonalak aktivalodasahoz vagy deaktivalodasahoz is
vezethetnek. A fehérje foszforilacio-defoszforilacid révén tehat a legkiilonfélébb élettani
folyamatok valnak szabalyozhatova, a sejtosztodastol kezdve az izom-6sszehuzodason at a

neurotranszmitter-kibocsatasig (Sheppeck et al., 1997).

FOSZFORILACIO/DEFOSZFORILACIO

o

valtozasok:
e - afehérje térszerkezeteben
- fehérje-fehérje kélcsonhatasban
- fehérje-ligandum kdlcsénhatasban
- aktivitasaban, stabilitasaban
- membranpermeabilitasban
- stb.

foszforilacio

defoszforilacio

maodosult jelatviteli utvonal

protein foszfataz @

VALTOZAS AZ ELETTANI FOLYAMATOKBAN

1. dbra: Elettani folyamatok szabdlyozdsa a fehérjék foszforilacidja és defoszforilacidja dltal.

A fehérje foszforilacids allapotat protein kinazok és foszfatazok aktivitasanak
egymashoz viszonyitott relativ aranya hatarozza meg (Cohen et al., 1990). Kezdetben a protein
kindzokra irdnyult nagyobb figyelem, mivel ugy gondoltdk, hogy a fehérje foszforilacio-
defoszforilacio szabalyozéasa elsésorban a kinadzok aktivitdsanak masodlagos hirvivok altali

regulacidjaval valosul meg, mig a foszfatdzok inkabb csak passziv szerepléi a regulacids



folyamatoknak. Azonban idével ez a koncepcié tarthatatlanna valt, mivel szamos olyan
mechanizmusra deriilt fény, melyek befolyasoljadk a protein foszfatdz aktivitdst az €16
szervezetben. Ma mar altalanosan elfogadott, hogy a protein foszfatazok ugyanolyan fontos
szereppel birnak az élettani folyamatok szabalyozasaban, mint a kinazok (Oliver — Shenolikar,
1998).

Az eukaridta sejtekben fellehetd, kovalensen fehérjékhez kapcsolodo foszfatcsoportok
tobb, mint 99%-a szerin (Ser) vagy treonin (Thr) aminosav oldallancon talalhat6 (Mansuy —
Shenolikar, 2006). Aszerint, hogy mely oldallancokat képesek defoszforilalni,
megkiilonboztethetiink szerin/treonin (Ser/Thr) specifikus, tirozin (Tyr) specifikus, illetve
kettds specificitasti protein foszfatazokat (lasd 2. dbra), utobbiak mindharom aminosavrol
képesek eltavolitani a foszfatcsoportot (Wera — Hemmings, 1995). 1988-ig enzimoldgiai és
fehérjekémiai modszerekkel az eukaridta Ser/Thr protein foszfatizok négy fObb tipusat
azonositottak és kiilonitették el. Ezek a protein foszfataz-1 (PP1), illetve a protein foszfataz-
2A, 2B ¢és 2C enzimcsalddok. Az 1-es és 2-es tipusu foszfatazokat az alapjan kiilonboztették
meg egymastol, hogy a foszforilaz kindz enzim melyik alegységét defoszforilaljak, illetve hogy
mennyire érzékenyek az inhibitor-1 (I-1) és inhibitor-2 (I-2) fehérjékre. Mig a 2-es tipust
protein foszfatazok (PP2A, PP2B, PP2C) a foszforilaz kindz a alegységet defoszforilaljak,
addig a PP1 annak f alegységét. Tovabba mig az I-1 és I-2 hdstabil inhibitorok gatoljak a PP1
aktivitasat, addig a 2-es tipusu protein foszfatazokra nem fejtenek ki gatld hatast (Cohen et al.,
1990). A 2-es tipusu foszfatazokat tovabbi harom alcsoportba soroltak aszerint, hogy milyen
divalens kationt igényelnek az aktivitdsukhoz: mig a PP2A nem igényel kationt, addig PP2B —
vagy mas néven kalcineurin — Ca?*/kalmodulin-fiiggd enzim, a PP2C aktivitdsahoz pedig
Mg?**-ion sziikséges (Ingebritsen — Cohen, 1983). A PP2 tipusok az okadansavval szemben
mutatott érzékenységiik alapjan is elhatarolhatoak (Bialojan — Takai, 1988, Cohen et al., 1989).
Mindmaig ezt a klasszikus felosztast és nevezéktant haszndljuk, noha szekvencia-analizis révén
nagyon koran fény dertilt arra, hogy a PP2A és a PP2B filogenetikailag sokkal kozelebb 4llnak
a PP1-hez, mint a PP2C enzimekhez (Cohen et al., 1990).

Késobb tovabbi Ser/Thr specifikus protein foszfataz enzimcsaladokat fedeztek fel,
melyek nem illeszthetdek bele a fenti kategoridkba, és vagy az elobb ismertetett foszfatdzok
egyikéhez hasonlitanak, vagy két csoport kozotti ,,intermedier” allapotot reprezentalnak (Wera
— Hemmings, 1995). A legels6 ilyen Uj protein foszfataz katalitikus alegységet 1988-ban
publikaltak, miutan a fehérjét kddold6 cDNS-t nytl majbol izolaltdk. Az 0j protein foszfatdz,
mely a PPX elnevezést kapta, €s késébb a nomenklaturaba mint PP4 keriilt be, 45%-ban hasonlo

a PP1-hez és 65%-ban a PP2A-hoz, tehat filogenetikailag az utobbihoz all kdzelebb (da Cruz e
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Silva et al., 1988). A késObbiekben a PP5 (Becker et al., 1994), a PP6 (Cohen et al., 1990) és a
PP7 (Andreeva et al., 1998) enzimcsaladokat is azonositottak és jellemezték (Wera —
Hemmings, 1995). A Ser/Thr specifikus protein foszfatazokat filogenetikai szempontbdl két
nagy csoportba sorolhatjuk, melyek két kiilonb6zé géncsaldd termékei. A fémion-fliggd
foszfatazok (PPM) csaladjaba a PP2C és a hozza hasonld enzimek tartoznak, mig a
foszfoprotein foszfatdzok (PPP) k6z¢ a PP1, PP2A, PP2B, illetve a késobb felfedezett veliik

rokon foszfatazok (Andreeva — Kutuzov, 1999).

‘ Protein foszfatazok

‘ Ser/Thr-specifikus PP-ok H Tyr-specifikus PP-ok H kettés specificitasu PP-ok
| PPP || pPM |

PP7 PP5 PP2B PP1PP6 PP4 PP2A PP2C

2. abra: A protein foszfatazok csoportositisa, és a PPP-k filogenetikai leszdarmazdsa.
Modositott abra Shi, 2009. alapjan.

Az emlds sejtekben a szerin/treonin-specifikus protein foszfatdz aktivitas tobb, mint 90%-4ért
a PP1 ¢és a PP2A enzimek a feleldsek, igy €lettani szempontbdl ez a két foszfataztipus tiinik a
legfontosabbnak. (Oliver — Shenolikar, 1998). A kovetkezéekben a PPl enzimcsaladot
mutatom be részletesebben, mivel a disszertaciom targyat képezd miozin foszfatdz is ebbe a

csaladba tartozik.

1.1.2. A protein foszfataz-1 (PP1) enzimcsalad

A PP1 katalitikus alegységének (PP1c) tobb izoformdja is létezik, az emldsokben ezeket
mai tudasunk szerint harom kiilonb6z6 gén kddolja (PP1A, PP1B, PP1C). Itt jegyezném meg,
hogy a szakirodalomban tobbfajta nomenklatiraval is lehet talalkozni, az enzimcsaldd
jelolésére a foszfoprotein foszfataz-1 (PPP1) megnevezés is haszndlatos, a fenti génekre pedig
PPP1CA, PPP1CB és PPP1CC néven is hivatkoznak. A géntermékek alternativ splicingja
révén tovabbi izoformak keletkeznek: a PP1A gén altal kodolt mRNS-nek harom, mig a PP1B
¢s a PP1C altal kodolt transzkriptumnak két splice varidnsa ismeretes. A PP1B esetében
azonban fehérjeszinten nem jelenik meg a kiilonbség, mivel a splicing az 5’ nem transz14l6do
régioban torténik. A PP1lcal-3, a PP1cP (amit neveznek PP1cd-nak is) és a PPlcyl fehérjék

mindeniitt eléfordulnak a szervezetben, mig a PP1lcy2 jellemzden a herében taldlhaté meg
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(Korrodi-Gregorio et al.,, 2014). Az egyes izoformak 35-38 kDa molekulatomegiiek, és
aminosav szekvenciaik kb. 90%-os hasonlésagot mutatnak. A katalitikus centrum erdsen
konzervalt, a kiilonbségek csak az N- és a C- terminalison mutatkoznak meg (Wakula et al.,
2003).

A PP1 enzimek tipikusan heterodimerek formdjaban miikodnek, vagyis a katalitikus
alegységhez valamilyen regulator fehérje kapcsolodik, amelyek tovabb novelik a miikoddképes
holoenzimek szamat. Eddig tobb mint 200 PP1c-kdlcsonhatod fehérjét (PIP = PP1 interacting
protein) azonositottak. Ezek tobbféle funkcioval is birhatnak: kiilonboz6 szubcellularis
régidkhoz vagy szubsztratokhoz iranyithatjak a holoenzimet, befolyasolhatjak a holoenzim
szubsztrat-specificitasat, gatolhatjak a PP1c katalitikus aktivitasat, vagy lehetnek ezek a PP1c-
hez kapcsolodo fehérjék maguk a PPlc szubsztratjai is (Chatterjee — Kohn, 2013). Egyes
szabalyoz6 alegységek preferencialisan egy adott PP1c izoformahoz kétédhetnek, pl. a miozin
foszfataz szabalyozo alegység (MYPTI) jellemzéen a PP1cf/6 izoformahoz kapcsolodik, mig
a neurabin a PPlcy-hoz (Korrodi-Gregorio et al., 2014). A regulator fehérjék tobbségének
szekvenciajaban kodolnak egy PPlc-k6té motivumot, az (R/K)-(V/1)-X-(F/W) szekvenciat
(nevezik egyszertien csak RVxXF motivumnak is, az X a prolint kivéve barmilyen aminosav
lehet), melyen keresztiil a katalitikus alegység hidrofob arkahoz kapcsolodnak (Egloff et al.,
1997).

A PP1 rendkiviil sokféle funkcioval rendelkezik, kdszonhetden annak, hogy mindeniitt
jelen van a szervezetben, és szubsztratok széles korét képes defoszforilalni. Szerepet jatszik
tobbek kozott a sejtciklus és az apoptozis, a fehérje szintézis, a glikogén metabolizmus, az
izomkontrakcio, a citoszkeleton ujrarendezddés, illetve a kiillonféle receptorok és ioncsatornak
miikodésének szabalyozasaban (Ceulemans — Bollen, 2004).

1.1.3. A miozin foszfataz (MP) szerkezete

A miozin foszfatdz (MP) — vagy mas néven miozin konnyli lanc foszfatdz — a PP1
enzimcsalddba tartoz6 holoenzim, mely trimer allapotban fordul eld, eltéréen a tipikusan dimer
PP1 holoenzimektdl. A PP1 katalitikus alegység /6 izoformaja mellett ugyanis két alegységet
is tartalmaz: a 110-130 kDa molekulatomegii miozin foszfataz targeting alegységet (myosin
phosphatase targeting subunit, MYPT1), illetve egy 20 kDa molekulatomegii fehérjét (M20),
melynek a funkcidja nem tisztazott (Hartshorne et al., 1998). A miozin foszfatazt el6szor Dario
Alessi és munkatarsai izolaltak csirkezizabdl az 1990-es évek elején, és ugy jellemezték, mint
egy olyan enzimet, mely a miozin konnyli lanc kindz (MLCK) hatasat ellentételezve

crcr

elé (Alessi et al., 1992). Nem sokkal késobb az emlés miozin foszfatazt is sikeriilt tisztitani
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disznd higyholyagbol (Shirazi et al, 1994). A tovabbi kutatdsok arra iranyultak, hogy
felderits¢ék az enzim pontos strukturdjat, az ¢l szervezetben betoltott szerepét &s
szabalyozasanak modjait.

A MYPT1 regulator alegység a MYPT fehérjecsaladba tartozik, melynek tovabbi tagjai
aMYPT2,aMYPT3, a 85 kDa molekulatomegii miozinkoto alegység (MSBSS), illetve a TGFf
altal gétolt membranasszocialt fehérje (TIMAP). Ezek kiilonbozd gének termékei. Ko6zos
jellemzdjiik, hogy N-terminalis régiojukban mindegyikiik tartalmazza a PPlc-kotd RVxF
motivumot, majd ezt egy ankirin-ismétlédéskebdl allo régio koveti. A MYPT1, MYPT2 és az
MBS85 a C-terminalison leucin cipzart is hordozhat, mely a dimerizacioban és a fehérje-fehérje
kolcsonhatasok kialakitasaban jatszik szerepet. (Grassie et al., 2011). Mivel a miozin foszfataz
felépitésében a MYPT1 vesz részt, ezért ennek a fehérjének a szerkezetét €és funkciojat

iIsmertetném részletesebben.

. leucin
ankirin ismétl6dések L,
cipzar

IBKVKF38

3. dbra: A miozin foszfataz holoenzim szerkezete. Forrds: Ito et al., 2004.

A MYPTI mintegy 1000 aminosavbol all6 fehérje, melynek szerkezetét az 3. dbrdn
lathatjuk. Ahogyan fentebb is emlitettem, a fehérje N-termindlis végén taladlhat6 a PP1c-kotd
motivum, mely jelen esetben KVKF aminosav-szekvenciat jelent. Ezt hét ankirin-szer(i
ismétlodés koveti. A MYPTI1 izoformai a C-terminalisukban is eltérhetnek, és az 1030
aminosav hosszusagu varians leucin cipzarat is tartalmazhat (Ito et al., 2004). A csirke MYPT1-
nek pl. két izoformajat irtdk le (M130 és M133), a rovidebb varidns esetében az mRNS-bdl
kivagodik egy 123 nukleotidbol allo centralis exonszakasz (Shimizu et al., 1994).

A human MYPT1-et kddolo gén a 12. kromoszéma rovid karjan (12q15-21) helyezkedik el
(Takahashi et al., 1997). A fehérje a legtobb szovetben expresszalodik, legnagyobb
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mennyiségben a simaizomban fordul eld, ahonnan eldszor izolaltdk. A sejten belil is
valamennyi sejtkompartmentben megtalalhat6. Lontay ¢és munkatarsai a HepG2
is kimutattak, de a citoszolban és a plazmamembranhoz kapcsoltan is jelen volt (Lontay et al.,
2005).

A miozin foszfataz holoenzimben mind a PP1cd katalitikus alegység, mind a 20 kDa
molekulatomegii M20 alegység a MYPT1-hez kapcsolodik, az el6bbi annak N-termindlisahoz,
utobbi pedig annak C-termindlishoz. A PP1c¢o a bekotédéséhez a MYPT1 KVKF szekvenciajat,
illetve ankirin ismétlddéseit veszi igénybe. Feliileti plazmon rezonancia (SPR) alapu kutatasok
bizonyitottak, hogy a KVKF PP1c-koto szekvencia jelenléte mindenképpen sziikséges ahhoz,
hogy ez a fehérje-fehérje kdlcsonhatas kialakuljon (76th et al., 2000). Tovabbi MYPT 1-régiok
— a polipeptidlanc legeleje (1-22), illetve egy centralis régidban 1€vé mintegy 200 aminosavbol
allo (304-511) polipeptidszakasz — is kapcsolodnak a PP1¢d alegységhez (Tanaka et al., 1998).
A MYPTI regulator alegység modositja a PP1cd szubsztrat-specificitdsat és aktivitasat. Az
0sszeallt holoenzim mintegy 10-15-sz6r nagyobb aktivitassal defoszforildlja a foszforilalt
miozint, mint a szabad katalitikus alegység (Johnson et al., 1997). Az M20 alegység szerepére

mindmadig nem deriilt fény, jelenléte nem sziikséges a miozin foszfataz aktivitdsahoz.

1.1.4. A miozin foszfataz aktivitasanak szabalyozasa

Ha tanulmanyozni szeretnénk, hogy egy enzim milyen szerepet tolt be az €16
szervezetben, az egyik kézenfekvo lehetdségiink az, ha valamilyen moédon gatoljuk az enzim
aktivitasat, és megfigyeljik, hogy ez a gatlais milyen kovetkezményekkel jar. A kiesd
funkciokbol, elvaltozasokbol kovetkeztethetiink az enzim szerepére. Ha az inhibitort in vivo
kisérletben alkalmazzuk, az is fontos szempont, hogy a vegyiilet valamilyen mdédon képes
legyen atjutni a sejtmembranon, €s ott kifejteni a hatasat, ahol az sziikséges.

Az els6ként azonositott toxin, melyrdl utobb kideriilt, hogy potens protein foszfataz
inhibitor, az okadansav (OA) volt (Tachibana et al., 1981). Akira Takai és munkatarsai
bizonyitottak, hogy az OA szelektiven gatolja a PP1 és PP2A katalitikus alegységet, utobbit
nagyobb érzékenységgel (ICso = 315 nM a PP1lc-re, 1,2 nM a PP2Ac-ra), mikozben a PP2B
aktivitasat csak alig, mig a PP2C-¢ét egyaltalan nem befolyasolja (Takai et al., 1992). Késébb
tovabbi protein foszfataz inhibitorokat azonositottak, melyek valtozatos kémiai szerkezettel
rendelkeznek: lehetnek ciklikus peptidek (mikrocisztinek, nodularinok), terpenoidok
(kantaridin) vagy poliketidek. Utobbi csoportba tartozik az okadansav is, tovabba a kalikulin-
A, illetve a tautomycin (TM) és a tautomycetin (TMC) (Sheppeck et al., 1997). Mind a TM-et,
mind a TMC-t Xing-Chun Cheng munkacsoportja izolalta Sterptomyces baktériumtorzsekbol
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az 1980-as évek végén (Cheng et al., 1987, Cheng et al., 1989). Ezeknek a foszfataz
inhibitoroknak az a kiilonlegességiik, hogy a fentebb emlitett toxinokkal szemben nagyobb
szelektivitassal gatoljak a PP1c-t, mint a PP2Ac-t (tautomycinre Ki = 0,16 nM, illetve 0,4 nM)
(MacKintosh — Klumpp, 1990). Ezért a késébbiekben szelektiv PP1 gatloszerekként kezdték el
hasznalni 6ket a tudomanyos kutatasban. MCF-7 sejteket 1-10 uM TM-mel kezelve azt
tapasztaltak, hogy a PP1 aktivitas szignifikans és koncentraciofiiggé csokkenése mellett a PP2A
aktivitasa alig valtozott (Favre et al., 1997). 5 uM TMC-t szinaptoszéma preparatumhoz adva
a toxin szelektiven gatolta a PP1 enzimeket (Lontay et al., 2012). Munkéank soran mi is a TM-
et és a TMC-t hasznaltuk a PP1 szelektiv gatlasara. In vitro kisérletekben mikrocisztin-LR-t
(MC-LR) adtunk a fehérje extraktumhoz, hogy igy gatoljuk irreverzibilisen a protein
foszfatazok széles korét. Ez a toxin ciklikus peptidek kozé tartozik és 1 uM koncentracidban
alkalmazva nemcsak a PP1 és a PP2A enzimeket géatolja, hanem a PP4 és a PP5 enzimeket is
(Sheppeck et al., 1997).

Nemcsak toxinok alkalmasak arra, hogy a protein foszfatazok miitkodését gatoljuk. Az
¢lo szervezetek maguk is termelnek olyan fehérjéket, melyek a PP katalitikus alegységekhez
kapcsolodva gatoljak azok aktivitasat. Az inhibitor-1 (I-1) és inhibitor-2 (I-2) héstabil fehérjék
potens és specifikus PP1c inhibitorok (Ki = 1,6 nM, illetve 3,1 nM) (Cohen et al., 1990, Oliver
— Shenolikar, 1998). Tovabbi PPlc inhibitor fehérjék a dopamin és cAMP-regulalt
foszfoprotein, My, = 32000 (DARPP-32), a PP1 sejtmagi inhibitor (NIPP-1) és a PPI
riboszomalis inhibitor (RIPP-1). Az I-1 és a DARPP-32 homoldg fehérjék, azonban mig az I-1
a szervezet megannyi szovetében expresszalodik, addig a DARPP-32 elsGsorban az agyban
talalhatdo meg. Mindkét fehérje PKA altali foszforilacio kovetkeztében valik potens PP1
inhibitorrd, és azok a hormonok, neurotranszmitterek aktivaljak oket, melyek megemelik az
intracellularis cAMP koncentréacidjat. Az I-2 és a NIPP-1 — ellentétben az eldbb targyalt két
fehérjével — foszforilalatlan formaban aktivak, stabil €s inaktiv komplexeket képeznek a PP1
katalitikus alegységgel (Oliver — Shenolikar, 1998). A RIPP-1 a PPlc nem-kompetitiv
inhibitora, gatlo hatasa fligg a PP1 szubsztratjatol (Ki = 20-400 nM) (Beullens et al.,1996).

Az 1990-es évek kozepén Masumi Eto és munkatarsai sertés aortabdl egy olyan fehérjét
izolaltak, mely nemcsak a szabad PP1 katalitikus alegység aktivitasat gatolta effektiven, hanem
a miozin foszfataz holoenzimét is (Eto et al., 1995). Az Gjonnan felfedezett fehérje a 17 kDa
molekulatomegii protein kindz C altal aktivalt inhibitor (CPI-17) elnevezést kapta, ugyanis a
CPI-17 Thr-38-as pozicioban torténd PKC altali foszforilacidja sziikséges ahhoz, hogy potens
inhibitorra valjék: a PP1c-t foszforilalatlan allapotban ICso= 1,3 uM, mig foszforilaltan ICso =
0,18 nM koncentracioban gatolja (Eto et al., 1997).
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4. dabra: A miozin foszfatiz szabdlyozdsa. A sargaval jelolt fehérjék (I-1, 1-2, DARPP-32,
NIPP-1, RIPP-1) potens és specifikus PP1 inhibitorok. A CPI-17 és homologjai a szabad PP1
katalitikus alegységet és a MP holoenzimet is effektiven gatoljak. A ROK, illetve a kék szinnel
Jjelolt kinazok a MYPT1 gatlo foszforildacioja révén deaktiviljak a MP-t. Az abran piros szinnel
tiintettem fel a munkam sordan hasznalt toxin inhibitorokat: a TM és a TMC szelektiv PP1

inhibitorok, mig a H1152 a ROK specifikus gatloszere.

Késébb tovabbi CPI-17-szerli fehérjéket is felfedeztek, melyek szerkezetiikben és
funkcidjukban hasonléak. Mindegyikiik hordoz egy centralis PP1 holoenzim inhibitor domént
(PHIN domén), illetve tartalmaznak egy aktivalo foszforilacios helyet. Ezen fehérjék kozé
tartozik a PP1 holoenzim inhibitor-1 és -2 (PHI-1 és a PHI-2), a kinaz altal aktivalt PP1 inhibitor
(KEPI) és a gasztrointesztinalis- és agyspecifikus PP1 inhibitor (GBPI) (Eto, 2009). Ezek koziil
mi a KEPI-t hasznaltuk a miozin foszfataz gatlasara, melyet Qing-Rong Liu és tarsai irtak le
eldszor (Liu et al., 2002). Kisérletiinkben a fehérjét fagyasztasos-felolvasztasos modszerrel
juttattuk be a szinaptoszomakba, ahol engodén kinazok (vélhetden a PKC) foszforilaltak is a
Thr-73 oldallancon. Ez az a foszforilacios hely, melyen foszforilalodva potens MP inhibitorra
valik (ICso = 8 nM) (Erdddi et al., 2003).

A miozin foszfataz aktivitasa a MYPT1 alegység foszforilacidja utjan is szabalyozodik.
A RhoA-aktivalt kinaz (ROK) a human MYPTI-et a Thr696 és a Thr853 pozicidban
foszforilalja, mely a MP holoenzim gatlasat eredményezi (Kimura et al., 1996). A MYPT1
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Thr696 gatlo foszforilacios helyét a leucin cipzar motivummal kdlcsonhatd protein kindz
(ZIPK), az integrinhez kapcsolt kinaz (ILK), a myotonin protein kindz, a Raf-1 és a p21-aktivalt
protein kinaz is foszforilalhatja (Kiss et al., 2019). A protein kinaz A-val (PKA) és a protein
kinaz G-vel (PKG) eredményesen foszforilaltak a MYPT1-et in vitro a Ser692, Ser695 és
Ser852 aminosav-oldallancokon. Azt talaltdk, hogy a MYPT1 PKA ¢és PKG altali
foszforilacidja nincs kozvetlen hatdssal a MP aktivitdsdra, azonban a Ser695 foszforilacio
gatolja a Thr696 késobbi foszforilacidjat, ezaltal megvédi a MP-t a deaktivalodastol
(Wooldridge et al., 2004).

1.1.5. A miozin foszfataz szubsztratjai és élettani szerepe

A MYPT1-hez a MP masik két alegységén kiviil szamos tovabbi fehérje kapcsolodhat.
Az egyik ilyen fehérje a holoenzim els6ként beazonositott szubsztratja, a miozin konnydl lanc
(MLC20), mely foszforilalt formajaban a MYPT1 ankirin ismétlddéseihez kapcsolodik. A
MYPT1 ilyen médon egy kozos platformot biztosit a foszfo-MLC20 és a PP1c¢o talalkozasahoz
(Hirano et al., 1997). A MYPT1 C-terminalis végéhez bekotddhetnek savas foszfolipidek, a
GTP-RhoA ¢és a ¢cGMP-dependens protein kinaz Io (¢cGKla) is (Ito et al., 2004). Tovabbi
kolcsonhato partnerek a miozin foszfataz-Rho kélcsonhato fehérje (M-RIP), a 14-3-3P és az
interleukin-16 prekurzor. Ezeknek a kolcsonhatasoknak a jelent6sége azonban még nem
teljesen tisztazott (Grassie et al., 2011). A késébbiekben az MLC20 mellett a miozin foszfataz
szamos U1j szubsztratjat irtak le. Ezek a felfedezések uj tavlatokat nyitottak az enzimmel
kapcsolatos kutatasokban, mivel fény deriilt arra, hogy szerepe joval valtozatosabb anndl, mint
amit kezdetben gondoltak rola. A citoszkeletélis folyamatokban valo részvétele mellett ugyanis
a sejtciklus és a sejtproliferacio, az embrionalis fejl6dés, a génexpresszio, az endotélialis és
epitélialis barrier funkcid és a neurotranszmitter-kibocsatas szabalyozasaban is részt vesz (Kiss
et al., 2019). A kovetkez6kben roviden ismertetem, hogyan befolyasolja ezeket a folyamatokat
a MP.

Az ezrin, radixin és moezin (ERM fehérjék), az adducin, a Tau és a MAP2 a
citoszkeleton ujrarendezOdésben jatszanak szerepet, és szubsztratjai mind a miozin
foszfataznak, mind a RhoA-aktivalt kinaz (ROK) enzimnek (Matsumura — Hartshorne, 2008).
Az ERM csaldd tagjai egymashoz nagyon hasonl6 szerkezettel rendelkezd fehérjék, melyek
feladata a membranfehérjék és a citoszkeleton kozotti kapcsolatok megteremtése, ilyen moédon
pedig a sejtadhézidhoz és -migracidhoz valé hozzajarulas. A ROK ezeket a fehérjéket a C-
terminalisukon talalhat6 treonin oldallancon foszforilalja, ezaltal aktivalva 6ket (Matsui et al,
1998). Korabbi kutatasok bizonyitottak, hogy az ezrin és a moezin N-terminalisukkal k6tddnek

a MYPT1 C-terminalis végéhez, a MP pedig defoszforilalja az el6z6leg ROK-kal foszforilalt
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moezint (Fukata et al., 1998). Az adducin az epitél sejtek sejt-sejt kapcsolatainak helyén
akkumulalodik, és elésegiti a spektrin fehérje aktin filamentumokhoz valo kotédését. Az
adducin ROK 4ltali foszforilacidja indukalta az adducin és az aktin filamentumok kozotti
interakciot in vitro, a MP-zal pedig eredményesen defoszforilaltak a fehérjét (Kimura et al.,
1998). A ROK/MP enzimpar a Tau és a MAP2 fehérjék foszforilacios allapotat is szabalyozza.
A Tau és a MAP2 mikrotubulus-asszocialt fehérjék, melyek szabalyozzak a mikrotubulusok
szerkezetét €s Osszeéplilését. A Tau ROK altali foszforilacioja csokkentette a Tau képességét a
mikrotubulus-6sszeszerelddés eldsegitésére in vitro (Amano et al., 2003).

A MP nemcsak a citoplazmaban taldlhaté meg, a MYPTI jelenlétét HepG2 sejtek
(Lontay et al., 2005) és neuronok (Lontay et al., 2004) sejtmagjaban is kimutattak. Késébb
kideriilt, hogy a génexpressziora tobb modon is hatast gyakorol. Szubsztratja a hiszton
deacetilaz 7 (HDAC7) fehérje, mely foszforilacid hatasara kijut a sejtmagbdl a citoplazmaba,
ahonnan a MP altali defoszforilacidé kovetkeztében ismét a sejtmagba transzlokalddik, hogy ott
egy transzkripcios komplex részeként szabalyozza bizonyos gének atirasat (Parra et al., 2007;
Compagnucci et al., 2015). Egy egészen friss kutatasi eredmény szerint a ROK foszforilalja,
mig a MP defoszforilalja a protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMTS5) enzimet a treonin-80
oldallancon, igy szabdlyozva a hepatokarcindma sejtek tumorigenezisét. A PRMTS5 foszforilalt
allapotban katalizalja a hiszton fehérjék szimmetrikus dimetilacidjat, mely a tumorigenezis
velejardja. A MYPT1 csendesitése fokozta a hiszton 2A ¢és 4 szimmetrikus dimetildciojat a
PRMT5-specifikus arginin oldallancokon, és jelentds valtozasokat indukalt a HepG2 sejtek
génexpresszios mintazataban, melyek tobbek kdzott a retinoblasztoma fehérjét (pRB), illetve
mas tumorszupresszorokat kodolo €s a sejtproliferacioval, sejthalallal Osszefiiggésben 1&vo
géneket érintették (Sipos et al., 2017).

A sejtciklus szabalyozasdban részt vevd, tumorszupresszor retinoblasztoma fehérjének
ugyancsak kolcsonhaté partnere a MYPT1, és a MP defoszforilalja is azt a treonin-826
oldallincon. A THP-1 leukémias sejtek kalikulin A-val, egy protein foszfatdz inhibitorral
torténd elokezelése megakadalyozta a danurobicin-indukalt sejthalalt, egyuttal gatolta a MP
aktivitasat és megnovelte a pRB foszforilacios szintjét (Kiss et al., 2008). Ujabb kutatdsok
szerint a MP a szerin-807/811 oldallancokon is defoszforilalhatja a retinoblasztoma fehérjét,
ugyanis a MYPT1 overexpresszidja 293T sejtekben csokkentette a pRB foszforilaciojat ezeken
a helyeken, tovabba gatolta a pRB altal szabalyozott E2F transzkripcios faktor aktivitasat (Cho
et al., 2011). Szintén szubsztratja a MP-nak a merlin nevii fehérje, mely szdmos sejttipus
proliferaciojat szabalyozza. A merlin a MYPT1 C-termindlis végén taldlhatd leucin cipzar

doménhez kapcsolodik, és a MP altali defoszforilacidja aktivalja a sejtproliferaciot gatlod és
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tumorszupresszor hatasat. Azt is kimutattak, hogy a MP gatlo fehérjéje, a CPI-17 upregulalodik
a rakos sejtekben, igy a merlin tumorszupresszor funkcidja kiesik (Jin et al., 2006). A MP a
mitdzis szabalyozasaban is részt vesz azaltal, hogy defoszforildlja ¢és inaktivalja a polo-szeri
kinaz 1-t (polo-like kinase 1, PLK1). A PLK1 a mitdzis tobb elemét (G2/M atmenet, mitotikus
orso Osszeszerelddés, testvérkromatidak szétvalasa) szabalyozo Ser/Thr-kinaz (Yamashiro et
al.,, 2008). A MYPT]1 hianyaban a sejtek hamarabb belépnek az M fazisba (Chiyoda et al.,
2012).

A MP az erek tonusat is szabalyozza az endotélidlis nitrogén-oxid szintetdz (eNOS)
defoszforilacidja révén. Az eNOS az L-arginin nitrogén-monoxidda (NO) torténd atalakulasat
katalizalja, amennyiben a Thr-497 aminosav oldallanca defoszforilalt allapotban van. Az eNOS
a MYPT1-en keresztiil kapcsolodik a MP holoenzimhez, amely a fehérjét defoszforildlva
aktivalja az enzimet, az NO-termelést és a vazodilataciot (Batori et al., 2017). A miozin
foszfataz az idegsejtekben is megtalalhatd, ahol egyes neurondlis fehérjék foszforilaciojat
szabalyozza a ROK-kal egyiitt. A MP és a ROK neuronalis szubsztratjaiként azonositottak a
szinapszint €s a szintaxint, ¢és exocitozis esszével kimutattak, hogy a PP1 enzimek
tautomycetinnel (TMC) val6 gatlasa csokkenti, mig a ROK Y27632-vel valé blokkolasa
megnoveli a neurotranszmitter-kibocsatdas mértékét. Pull-down esszével és az azt kovetd
tomegspektrometrias elemzéssel a fenti fehérjék mellett a 25 kDa molekulatomegii
szinaptoszéma-asszocialt protein (SNAP-25) is a MYPT1 kolcsonhat6 partnerének bizonyult,
felvetve annak a lehetéségét, hogy ez a fehérje is a MP szubsztratja. (Lontay et al., 2004; Lontay
et al., 2012). Kutatasaimat tobbek kozott ebben az iranyban folytattam, disszertaciom egyik

késObbi fejezete pedig a fenti hipotézis bizonyitasardl szol.

1.2. A sebovyogvulas folvamata és szabalyozasa

1.2.1. A sebgyégyulas szakaszai

A seb az érintett szOvetek anatomiai strukturdjaban és funkcidjaban bekovetkezett
kéarosodas. Kiterjedése, sulyossaga eltérd lehet, és a szervezet valamennyi szovetét és szervét
érintheti. A sebeket tobbféleképpen 1is csoportosithatjuk. A kivaltdé ok alapjan
megkiilonboztethetiink zizott, horzsolt, szakitott, vagott, harapott, szurt vagy 16tt sebet, ¢gési
sériilést, a teljesség igénye nélkiil. Beszélhetiink zart vagy nyilt sebekrdl, elobbi esetben a bor
nem szenved sériilést, csak az alatta 1év6 szovetek, utobbi esetben a bor integritdsa karosodik,

esetlegesen az alsobb rétegek szoveteivel egyetemben. Gyogyulds szempontjabol
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elkiilonithetiink normalisan gydgyuld, normal szoveti regeneraciora képes akut sebeket, illetve
nem, vagy csak abnormalisan lassan gyogyuld kronikus sebeket (Velnar et al., 2009).

A kiilonféle sebtipusok gyogyulasa kozott természetesen lehetnek eltérések, de az akut
sebgyogyulas folyamata minden esetben ugyanazon a négy — didaktikai szempontbol
elkiilonitett — fazison megy keresztiil. Ezek a szakaszok egymads utan, de idében atfedd médon
zajlanak le, megfeleldoen szabalyozottan (5. dbra). A négy szakasz a kdvetkezd: véralvadas,
gyulladas, proliferacios fazis, szoveti ujrarendez6dés (remodelling) (Velnar et al., 2009, Guo —
DiPietro, 2010).

[ ]
L

véralvadas gyulladas proliferacio szoveti ujrarendezédés
(0-24 6ra) (1.-6. nap) (4.-24. nap) (21. nap — akar tobb év)

5. abra: A sebgyogyulas fazisai és idobeli lefolydsa. Modositott abra Than et al., 2017. alapjan.

A seb kialakuldasa utan azonnal megindul a vérzéscsillapitas: az erek simaizmai
0sszehuzdodnak, illetve a véralvadasi kaszkad eredményeképpen fibrinszalak csapodnak ki,
melyekbe a vér alakos elemi beleragadnak, trombust képezve. Ezen folyamat célja a
vérveszteség minimalizalasa, emellett a fibrinhalozat eldsegiti a sebgyogyulasban résztvevo
tovabbi sejtpopulaciok mozgasat. A vérlemezkékbdl és a kornyezd szdvetek sejtjeibol
proinflammatorikus citokinek és ndvekedési faktorok szabadulnak fel, melyek beinditjak a
gyulladasi fazist. Ezek a kemoattraktiv d4gensek (mint pl. a transzformdldé ndvekedési faktor
béta; TGFp) a korai gyulladasi szakaszban — a seb kialakulasat kovetd 24-36 oOran beliil — a
sériilt szoveti régioba vonzzak a neutrofil granulocitdkat, melyek fagocitotikus aktivitasukkal
megkezdik a szervezetbe keriild mikroorganizmusok eliminalasat (Robson et al., 2001). A
jelenlévd baktériumok, amennyiben az immunrendszer nem takaritja el dket, megakadalyozzak
a tovabbi sebgyogyulast. A sebzés utan 48-72 o6raval megjelennek a seb teriiletén a makrofagok,
melyeket szintén kemoattraktiv anyagok vonzanak oda (Velnar et al., 2009). Az aktivalodott
makrofagok szamos feladatot latnak el. Eldszor is folytatjdk a neutrofil granulocitak altal
megkezdett fagocitotikus tevékenységet, elbontjdk a mikroorganizmusokat, a sériilt
szOvetdarabokat, valamint az apoptotikusan elhalt neutrofilokat is. Masodszor: citokineket
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bocsatanak ki, melyek aktivaljak azokat a sejtpopulaciokat, melyek végrehajtjak a proliferacios
szakasz tobb fejleményét, tobbek kozott az angiogenezist és az uj kotdszoveti matrix
képzOdését. Harmadrészt pedig — ugyancsak a szekretalt citokinek révén — aktivaljak a
limfocitakat, melyek bevégzik a gyulladdsos fazist. A kutatasok szerint a szoveti makrofagok
jelenléte, aktivitasa a sebgyogyulasban, szemben a neutrofil granulocitdkkal, elengedhetetlentil
fontos. Utobbi sejtpopulacio részvétele azért nélkiilozhetd, mert a makrofagok az ¢ szerepiiket
is helyettesiteni tudjak (Witte — Barbul, 1997).

A proliferacios fazis a sériilés utan kb. 3 nappal kezdddik, és hossza mintegy két hét.
Ekkor a fibroblasztok a seb teriiletére migralnak, és megkezdik a kotészoveti matrixfehérjek
(Ggymint hialuronsav, fibronektin, proteoglikdnok, kollagén) szintézisét. Megindul az 1j
kotdszoveti rostok kiépiilése, igy a sériilt szovet elkezdi visszanyerni szakitoszilardsagat. A
novekedeési faktorok ¢€s citokinek hatdsara az endotél sejtek proliferdlni kezdenek, és megindul
az 1j kapillarisok képz6dése (angiogenezis), mialtal a szovet vérellatasa javul (Velnar et al.,
2009). Tovabba a keratinocitak proliferacioja is megindul, az 10j sejtek pedig a seb felszinére
vandorolnak (re-epitelizdcid), hogy helyredllitsak az epidermisz barrier funkcidjat a
folyadékvesztés és a korokozok bejutdsinak megakadalyozasa érdekében (Witte — Barbul,
1997).

Az érési fazis (szoveti reorganizacid, remodelling) a sebgydgyulas utolsd szakasza,
mely akar tobb évet is igénybe vehet. Az extracellularis matrix jjaépiil, szerkezeti felépitése
felveszi a normalis strukturat (remodelling). A proliferacios fazisban képzodott hajszalerek egy
része elhal, a szovet erezettségének mértéke visszaall eredeti allapotaba. A kontrakcios
er6hatasok miatt — melyet vélhetden a miofibroblasztok fejtenek ki — a sebgyogyulasnak mar a
korai fazisaiban megtfigyelhetd a seb Osszehuzodédsa, méretének csokkenése. A seb az érési
fazisban teljesen eltlinik, és az eredeti szoveti struktura és funkcid helyreall (Guo — DiPietro,
2010).

A sebgybdgyulds gyorsasdgat szamos tényezd befolyasolhatja. A nem megfeleld
oxigénellatottsdg, a patogén baktériumok nagyszadmu jelenléte és gyors szaporodasa, az
elérehaladott életkor, a stressz, a cukorbetegség, az alkoholfogyasztés, a dohanyzas, az elhizés
¢s a tapanyaghiany mind-mind lelassithatjak a sebgyogyulas végbemenetelét (Guo — DiPietro,
2010).

1.2.2. A re-epitelizacié és szabalyozasa

A boOr a test felszinét boritd kiiltakard, mely elhatarolja és védi a szervezetet a

kiilvilagtol. Az emberi bér harom elkiilonithetd rétegbdl all, ezek kiviilrél befelé¢ haladva az

epidermisz, a dermisz és a hipodermisz. A rétegek koziil az epidermisz a biologiailag leginkabb
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aktiv, mivel a bazalis réteg (stratum basale) sejtjei allandoan osztodva folyamatosan megtyjitjak
azt. Az epitélidlis sejtek a tight junction strukturdk altal szorosan 9sszekapcesolodva taldlhatdak
az atlagosan 75-150 um vastagsdgu epidermiszben, mikdzben a borfelszin kozelében 1€vo
sejtek fokozatosan elszarusodnak és elhalnak (Wong et al., 2016). Az epidermsiz barrier
funkciojat elsdsorban ez a termindalisan differencidlodott, sejtmagjukat vesztett keratinocitakbol
allo elszarusodott réteg (stratum corneum) biztositja (Wagner et al., 2018). A bazalis réteg felett
a stratum spinosum helyezkedik el, melyet a dezmoszomak kiterjedt halozata jellemez. A
kovetkezO réteg a stratum granulosum, ahol a sejtek fehérjéket és lipideket magukba zard
granulumokat termelnek, melyeket a termindlis differencidcid késObbi szakaszaban kiiiritenek
az intercellularis térbe. A stratum granulosum feletti szoveti régioban a sejthalal folyamata
felgyorsul, az intracellularis strukturak elpusztulnak, és kialakul a teljesen differencialodott
korneocitakbol allo stratum corneum (Eckert et al., 2009).

A sebgyogyulas egyik fontos torténése a re-epitelizacid (ldsd 6. dbra), mely a seb
magaban, célja pedig a tobbrétegli hamszovet helyreallitasa, hogy a bor ismét el tudja latni
barrier funkcidjat. A re-epitelizacid soran az osztodd és vandorlod keratinocitak telendvik a
granulacios szovet feliiletét (Haensel — Dai, 2018). A proliferacio és a migraci6 eseményei
térben elkiiloniilnek egymastol: a sebszél kozvetlen kozelében 1évo sejtek migralnak, mig az
attol tavolabb 1évo keratinocitak proliferalnak. A legujabb kutatasok azt mutatjak, hogy a két
régid kozott talalhatd egy ,,vegyes zona” is, ahol a proliferacid €s a migracido parhuzamosan
egymas mellett zajlanak. Park és munkatdrsai azt is bizonyitottak, hogy mind a bazalis, mind
a differencialodo szuprabazalis sejtek a sebteriilet felé vandorolnak (6. dbra, B és C panel), a
gyorsasagaval, tovabba a sejtek migracidjanak irdnya a sejtosztodas irdnyat is meghatarozza a
proliferacios régioban (Park et al., 2017, Haensel — Dai, 2018). Ahhoz, hogy a sejtek migralni
tudjanak, az Oket a bazdlis membrdnnal Osszekapcsold hemidezmoszomaknak fel kell
szakadniuk, és a vandorlo keratinocitdknak Uj integrin receptorokat kell kihelyezniiik,
melyekkel az atmeneti matrixfehérjékhez tudnak ko6tddni és igy tovabbesuszni (Martin, 1997).
A keratinocitdk eldrehaladasuk érdekében matrix metalloproteinazokat és plazmint is
szekretdlnak, hogy az el6ttiik 1évo fibrinszalakat feloldjak. Miutan a keratinociték telendtték a
sebet, migracidjuk megall. A bazélis membran 0jjaalakul, és a hemidezmoszomalis kapcsolatok

is helyreallnak, €s a felsobb rétegek differenciacios programja pedig beindul. (Martin, 1997).
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|_fibrinszalak Iﬁ r
: [ keratinocita aktivacio |

| granulacios szovet |

6. dbra: A re-epitelizdcio folyamata. Forras: Haensel — Dal, 2018. Jelolések: BM = bazdlis
membran, B = bazdlis keratinocitak, S = szuprabazalis keratinocitak. Piros vonal: tight
Jjunction. Zold vonal: adherens junction. Lila vonal: dezmoszoma. Fekete vonalak a sejt és a
bazalis membran kézott: hemidezmoszomak. TF: transzkripcios faktorok, melyek fenntartjak a
sejtek epitélialis identitasat. Sima nyil: bizonyitott hatas. Szaggatott vonallal jelzett nyil:
potencidlis hatas. EGF: epidermdlis névekedési faktor. TGF-f: transzformdlo novekedési

faktor béta.
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A re-epitelizacio szabalyozasaban szamos novekedési faktor vesz részt, melyek térben

¢s id6ben szabalyozottan termelddnek ¢€s fejtik ki hatasukat. Lehetnek kismolekulaji hormonok

........

rrrrrr

kivalthat, és ezeket autokrin, parakrin vagy endokrin médon is kifejthetik. A legfontosabb
keratinocita motogén (migraciot stimuldld) novekedési faktorok az epidermalis ndvekedési
faktor (EGF), a transzformal6 novekedési faktor alfa (TGF-a), az inzulin-szerli novekedési
faktor-1 (IGF-1), a fibroblaszt novekedési faktor-7 és -10 (FGF-7, FGF-10), illetve a hepatocita
novekedési faktor (HGF) (Seeger — Paller, 2015). Az EGF az EGF receptor tirozin kinazhoz
kotédve a GRB2-SOS-Ras-Raf-MEK-ERK promigratorikus jelatviteli kaszkadot aktivalva
indukalja a migraciot (Ando — Jensen, 1993; Cobb — Goldsmith, 1995). A novekedési faktorok
hatdsara a keratinocitdk aktivalodnak, ellaposodnak, ¢és a mozgéasuk iranyaba
membrankitiiremkedéseket, lamellipédiumokat novesztenek. A lamellipodium képzddés
hatterében aktin filamentumok és mikrotubulusok koordindlt Gsszeszerelddése all. Ezek a
membranfiiggelékek segitik elé a keratinocitak mozgasat (Koivisto et al., 2003).

A sejtmigraci6 szabalyozasaban a foszfatazok és kindzok is jelentds szerepet jatszanak.
A kisérletes eredmények olykor néha ellentmondéak lehetnek. HaCaT sejteket okadansavval €s
kalikulin-A-val kezelve karcolasi (scratch) eszével azt tapasztaltak, hogy a PP1 és a PP2A
egyiittes gatlasa lassitotta a migraciot (Ruzsnavszky et al., 2013). Egy masik kutatdocsoport
ugyanakkor arra jutott, hogy az aktiv PP2A az ERK defoszforilacioja altal gatolja a
keratinocitak migraciojat (Pullar et al., 2003). A TGF-B1 — mely a keratinocitak proliferaciojat
expressziojat human keratinocita (HaCaT) sejtekben, ugy tiinik tehat, hogy a PTEN — mely a
foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfatot defoszforilalja — gatolja a keratinocitak migraciojat
(Rdsdnen — Vaheri, 2010, Wang et al., 2016). A PP2B (kalcineurin)-NFAT utvonal ugyanakkor
serkenti a sejtmotilitast, mivel ez az tvonal elésegiti a T-plasztin nevii fehérje expressziojat,
mely keresztkotések altal stabilizalja az aktin halézatot és hozzajarul a lamellipodiumok
képzddéséhez (Brun et al., 2014). Fibronektinen ndvesztett human keratinocitdkat protein
szerin/treonin kinaz inhibitorokkal (pl. staurosporin) kezelve intenzivebb lamellipodium-
képzddést és sejtmigraciot tapasztaltak. A staurosporin tobbek kozott a protein kinaz A, C, G,
az Akt (vagy mas néven protein kindz B), a miozin kdnnyli lanc kindz (MLCK) és a RhoA-
aktivalt kinaz (ROK) gatloszere is (Koivisto et al., 2003). A fenti eredményeket 6sszefoglalva

az 1. tablazatban mutatom be.
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ENZIM KERATINOCITA MIGRACIORA HIVATKOZAS

GYAKOROLT HATAS
PP1 és/vagy PP2A serkentés ~ Ruzsnavszky et al., 2013.
PP2A gatlas Pullar et al., 2003.
PP2B serkentés Brun et al., 2014.
PTEN gatlas Wang et al., 2016.
Ser/Thr kinazok gatlas Koivisto et al., 2003.

A fenti lista ugyan korantsem teljes, de lathatjuk, hogy a keratinocitak sejtmigraciojat szamtalan
jelatviteli Gtvonal, megannyi kindz ¢és foszfataz szabalyozhatja. Ezek pontos szerepének
felderitése még erdsen hidnyos. Azt is érdemes megjegyezni, hogy a fentebb emlitett HaCaT
egy immortalizlt sejtvonal, azonban a korlatlan névekedési potencialtdl eltekintve hasonlo a
normdl keratinocitdkhoz. A HaCaT sejtek képesek a differencidciora, expresszaljak a
differenciacios markereket (keratin-1, -10, involukrin, filaggrin), nude egérre transzplantalva
pedig megfeleléen strukturalt és differencialodott epidermalis szovetet hoznak 1étre (Boukamp
et al., 1988). Doktori munkam egyik célja annak meghatarozasa volt, hogy a miozin foszfataz

(MP) és enzimparja, a RhoA-aktivalt kinaz (ROK) hogyan befolyasoljak a human keratinocitak

--------

1.3. A neurotranszmitter-kibocsatas folyamata és szabalyozasa

1.3.1. A neurotranszmitter-kibocsatas fobb lépései

Az idegsejtek kozotti kommunikéaciot lehetdve tevd kémiai szinapszisokat a XIX. szdzad végén
fedezték fel a kor hires neuroanatomusai, tobbek kozott Rudolf von Koélliker és Ramon y Cajal,
majd miikodési elvét Bernard Katz irta le (Katz, 1969; Siidhof, 2014). Eszerint az
ingeriiletatvitel folyamataban az axonon végigfut6 akcids potencidl az idegvégzddést elérve a
depolarizéciot valt ki, minek hatdsara megnyilnak a fesziiltség-kapuzott kalcium csatorndk. A
sejtbe bearamlé Ca®* ionok ezutdn kivaltjdk a neurotranszmittereket tartalmazé szinaptikus
vezikulumok fuzidjat a preszinaptikus membrannal. Az exocitozis révén a vezikulumok
tartalma a szinaptikus résbe iriil, majd a neurotranszmitterek a posztszinaptikus idegsejt
membranjahoz diffundélnak, és az ott talalhat6 receptorokhoz kdtddve depolarizaciot valtanak

Ki (Siidhof, 2014).

25



A folyamat f6bb mozzanatait az 7. dbra szemlélteti. Az elsé 1épésben a vezikulumok —
melyek vagy az endoszomabol flizédnek le, vagy kozvetleniil a preszinaptikus membranbdl
reciklizdlodnak — ATP igényes aktiv transzport révén feltoltddnek neurotranszmitterekkel.
Ezutan a vezikulumok az aktiv zéna kozelébe vandorolnak, ahol a szinaptikus hoélyagok
exocitozisa megvalosul. A kovetkezd 1épés a dokkolodas, melynek soran a vezikulumok a
preszinaptikus membranhoz horgonyzédnak ki. Miutdn ez megtortént, tovabbi molekularis
atrendezOdés zajlik le, mely azt a cé€lt szolgalja, hogy a vezikulumokat képessé tegye a
sejtmembrannal valo fuzidra. Ezt a 1épést a szakirodalom ,,priming”-nak nevezi. A bedramlo
Ca?" ezutan kivaltja a vezikulumok exocitozisat a fuzios porus megnyilasaval. Az exocitozist
kovetden kiilonféle mechanizmusok biztositjak a vezikulumok ujratermelédését (,,vesicle
recycle”). A szinaptikus holyag vagy a preszinaptikus membranhoz kapcsolodva toltddhet fel
(,,kiss and stay”), vagy klatrint nem igényld endocitozissal gyorsan recirkulalodhat (,.kiss and
run”), vagy éppen klatrinfliggd endocitozissal ujjdalakulhat, hogy azutan az endoszomaba

olvadjon (Siidhof, 2014).

preszinaptikus régio
neurotranszmitter
il A&
korai
@ @ * endoszoma
felvétel

‘ NT

H'b

@° B

posztszinaptikus denzitas

posztszinaptikus régio

7. abra: A neurotranszmitter-kibocsdtds és a vezikulum reciklizdacio lépései. (1) A vezikulumok

neurotranszmitterekkel (NT) valo feltoltodese. (2) Aktiv zona kozelébe torténd vandorlas. (3)
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Dokkolédds. (4) Priming. (5) Ca®*-indukalt fiizio. (6) ., Kiss and stay”. (7) ,,Kiss and run”". (8)

Klatrinfiiggo endocitozis és az endoszomaba valo beolvadas. Forras: Siidhof, 2014.

Az elmult évtizedekben a kutatok komoly eréfeszitéseket tettek annak érdekében, hogy
molekuldris szinten is betekintést nyerjenck a fenti folyamatok mibenlétére. Aldozatos
munkajuk eredményeképpen ma mar széleskorii ismeretekkel rendelkeziink a
neurotranszmitter-kibocsatast megvalosito fehérjék szerkezetérdl és funkcidjarol. A kovetkezo
pontban roviden bemutatom, hogyan miikddik az a molekularis gépezet, amely a vezikulumokat
a preszinaptikus membranhoz kapcsolja és azzal fuzionaltatja.

1.3.2. A SNARE komplex felépitése és miikodése

Az 1980-as és 90-es években egy seregnyi preszinaptikus fehérjét azonositottak.
sejthartyaval, proteolitikusan hasit hdrom preszinaptikus fehérjét: a vezikulumok
membranjahoz kihorgonyzott szinaptobrevint (Schiavo et al., 1992), illetve a sejtmembranhoz
kotédé SNAP-25 (25 kDa molekulatomegli szinaptoszoma-asszocialt protein) és szintaxin

fehérjéket (Blasi et al., 1993; Schiavo et al., 1993).

szintaxin 1A
1 27 146 183 256 266 288

SNARE motivum L TMR
SNAP-25

17 83 141 204 206

SNARE motivum m SNARE motivum

szinaptobrevin 2
1 30 8595 116

SNARE motivum L TMR

8. dbra: A SNARE fehérjék szerkezete. Forras: Stein et al., 2009. Nature. L: linker régio.
TMR: transzmembran régio. ,, Hullamvonalak™ a SNAP-25-hoz kapcsolodva: palmitoil lancok.
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Késobb fény deriilt arra is, hogy ez a harom fehérje valoban kulcsszerepet jatszik a
dokkolasban ¢és a fuzidoban azaltal, hogy egy komplexet — az un. SNARE komplexet — alkotva
képesek dsszekapcsolodni. A harom fehérje az emlésokben mintegy 60 tagot szamlalo SNARE
(szolubilis N-etilmaleimid szenzitiv faktort (NSF) k6t6 fehérje (SNAP) receptor) fehérjecsalad
tagjai. Vagyis olyan proteinek, melyek kotik a szolubilis NSF-koté fehérjéket (SNAP; nem
allnak rokonsagban a SNAP-25-tel, félreérthetd modon egyezik a betliszavuk!) (Han et al.,
2017). A SNARE komplexet alkotd fehérjék sematikus szerkezete az 8. dbrdn lathato.

A SNARE komplexben részt vevé fehérjék mindegyike hordozza az un. SNARE
motivumot, amely 60-70 aminosav hosszisagu, evoliicidsan konzervalt szekvencia. A szintaxin
¢€s a szinaptobrevin egy-egy, mig a SNAP-25 két ilyen SNARE motivumot tartalmaz. A harom
fehérje ezeken a motivumokon keresztiil kapcsolodik Ossze, amelyek ilyenkor alfa-hélix
szerkezetet vesznek fel. A szinaptobrevin €s a szintaxin 1-1, mig a SNAP-25 a maga két
SNARE motivumaval jarul hozza a SNARE komplex kialakuldsdhoz. A komplexben a 4 alfa-
hélix parallel modon, nagyon szorosan egymashoz tapadva helyezkedik el, egy rendkiviil stabil

nyalabot alkotva (Han et al., 2017, illetve 9. dbra).

SNAP-25

szinaptobrevin

9. abra: Az osszekapcsolodo SNARE motivumok térbeli elrendezodése. Forrdas: Han et al.,
2017.

A szintaxin és a Szinaptobrevin a C-terminalisukon elhelyezkedd transzmembran régidjukkal
(TMR) agyazddnak bele a membran kettds lipidrétegébe. Ezt a régiot egy linker szekvencia
kapcsolja 6ssze a SNARE motivummal (8. dbra). A SNAP-25 is membran asszocialt, de ez a
fehérje nem transzmembran régidval kotddik a sejthartyahoz, hanem palmitoil-lancokkal (Han
et al., 2017).

Amikor a szintaxin, a SNAP-25 ¢és a szinaptobrevin kozel keriilnek egymashoz, az N-

terminalisukt6l kiindulva a C-termindlis iranyaba elindul az ,,0sszecipzarodasuk”, minek
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eredményeképpen elészor egy transz-SNARE komplex jon Iétre (/0A. dabra). Ekkor a
szinaptikus vezikulum és a preszinaptikus membran még kiilonalld egységek, melyek fuzidja
azonban megindul, mivel a SNARE komplex 6sszeépiilése kovetkeztében fellépd mechanikai

er6hatasok a két membranfeliiletet egymas iranyaba nyomjak (Stein et al., 2009).

Transz-SNARE komplex Cisz-SNARE komplex

fuzionalt membran

vezikula membran

I
1
I
le—
I !

preszinaptikus membran oL
fuzios porus

10. abra: A SNARE komplex miikédése. Forrds: Siidhof — Rothman, 20009.

A SNARE komplex kialakulasa exergonikus folyamat, a fehérjék dsszeépiilése spontan
modon torténik (Lu et al., 2008). A fellép6 huzderdt a szintaxin és a szinaptobrevin linker régioi
kozvetitik a membranok felé. Az er6hatas kovetkeztében a lipid rétegek 0sszekeverednek, és
eldszor egy un. hemi-diafragma alakul ki, majd a tovabbiakban a két membran teljesen fuzional,
és porus képzodik. A SNARE-komplex elemei ekkor ugyanarra a fuzionalt membranfeliiletre
keriilnek, és tokéletesen Gsszeépiilve cisz-SNARE komplexet alkotnak (/0B. dbra), ami altal a
tovabbi mechanikai er6hatds megsziinik. A fizi6 tehat, mint lathattuk, nem igényel ATP-t, a
sziikséges energiat a SNARE-fehérjék exergonikus foldingja biztositja (Stein et al., 2009, Han
et al., 2017). Azonban a SNARE-komplex felbontasa a porusképzodés utan ATP-fiiggd
folyamat. A komplex disszociacidjat a mar kordbban emlitett N-etilmaleimid szenzitiv faktor
(NSF) és az ezt koté SNAP végzik, mivel az NSF ATP4z aktivitdsaval az ATP hidrolizise altal
energiat szabadit fel. A SNAP kozvetleniil kapcsolédik a SNARE-komplex elemeihez (igy pl.
a SNAP-25-h6z), és disszocidlja a komplex elemeit az NSF éltal kinyert energia segitségével
(Stidhof, 2014).

1.3.3. A SNAP-25 szabalyozasa foszforilacioval és defoszforilacioval

A neurotranszmitter-kibocsatast elsddlegesen a bearamlé kalciumion valtja ki, de a

folyamat végbemenetelét fehérjék foszforilacioja és defoszforilacidja is szabalyozza. A SNAP-

25 szamos potencidlis foszforilacids helyet tartalmaz: polipeptidlancaban 10 szerin és 7 treonin
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aminosav talalhat6 (Gao et al., 2012). A kutatok az 1990-es évek kdzepétdl tanulmanyozzak,
hogy milyen protein kinazok és mely aminosav-oldallincokon képesek foszforilalni ezt a
fehérjét, illetve ezen poszttranszlaciés modositdsok milyen fiziologiai jelentoséggel birnak. A
kutatasok azt mutatjak, hogy a két legfontosabb SNAP-25 foszforilacioés hely a treonin-138
(Thr138) és a szerin-187 (Serl87). In vitro és PC12 patkany pheochromocytoma sejteken
végzett in vivo kisérletek alapjan a protein kinaz C (PKC) mind a Thr138 (Hepp et al., 2002),
mind a Ser187 (Shimazaki et al., 1996, Hepp et al., 2002, Nagy et al., 2002, Shoji-Kasai et al.,
2002) aminosav oldallancon foszforilalja a SNAP-25-t. Ugy tiinik, hogy a PKC emellett a
Ser28-on és a Thr29-en is hat, de a preferalt foszforilacios hely a Ser187, illetve kisebb részben
a Thr138 (Genoud et al., 1999, Gao et al., 2012). A protein kinaz A (PKA) enzimmel végzett
kisérletek ellentmondasos képet adtak: az elsé kisérleti eredmények arra utaltak, hogy a PKA
csak a Thrl38-on hat, mig a Ser187-en nem fejt ki aktivitast (Risinger — Bennett, 1999, Hepp
et al., 2002, Nagy et al., 2004). Gao és munkatarsai késbb azonban azt tapasztaltak, hogy COS7
sejteket a PKA agonista forskolinnal kezelve a COS7-ben expresszalt SNAP-25 a Ser28, Thr29,
Thr138 ¢és Ser187 oldallancokon kozel azonos mértékben foszforilalodott. Tovabba tisztitott
SNAP-25-t a fenti poziciokban in vitro is foszforilaltak PKA-val (Gao et al., 2012). A
legfrissebb kutatdsok szerint PC12 sejtekben a PKA elsddlegesen a Thr138, mig a PKC a
Ser187 aminosav oldallancon foszforilalja a SNAP-25-t (Gao et al., 2016) (/1. dbra).

Ser28 Thr29 T%?SS Seﬁr):)S?
SNAP25 7

11. abra: A SNAP-25 foszforildacios helyei, és az 6t foszforilalo kindzok. Sajat készitésii abra.
Vastag nyil: preferalt foszforilacios hely. Vekonyabb nyil: kevésbé preferalt foszforilacios hely.

Szaggatott vonallal jelzett nyil: potencidlis foszforilacios hely.
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A foszforilacios helyek jelentésége még nem teljesen tisztazott. A Thr138-nak a priming
folyamataban lehet szerepe, mivel PKA éltali foszforilacidja egyiitt jar az exocitozisra kész
(,,primed”) allapotban 1év6 vezikula pool-ok (mind a lassabban iiriilé slowly releasable pool,
mind a gyorsan iirill6 readily releasable pool) méretének novekedésével. Mindemellett a PKA
aktivitas fokozta a kromaffin sejtek katekolamin szekrécidjat, mig a SNAP-25 Thr138Ala
mutans overexpresszioja csokkentette azt. Ezek alapjan arra kovetkeztettek, hogy a SNAP-25
Thr138 oldallancon torténd foszforilacidja eldsegiti az exocitdzist a vezikulumok priming-
janak elomozditasa altal (Nagy et al., 2004). Risinger és Bennett kutatasai szerint a SNAP-25
Thr138-on torténd foszforilacidja nem modositja a SNAP-25 és a szintaxin, illetve a SNAP-25
€s a szinaptobrevin kozotti kolcsonhatas erdsségét, igy sejtésiik szerint ennek a foszforilacios
helynek nincs szerepe a SNARE-komplex §sszeépiilésében vagy disszociacidjaban (Risinger —
Bennett, 1999). Ezzel ellentétben Gao és munkatarsai szerint a Thr138-on torténd foszforilacio
gatolja a SNAP-25 és a szintaxin kozotti kdlesonhatast és a SNARE-komplex 0sszeépiilést,

tovabba a PC12 sejtek noradrenalin szekrécidjat is (Gao et al., 2016).

2. tablazat: A SNAP-25 foszforilacios helyeinek élettani szerepe

Thr138 - vezikula priming elémozditasa (Nagy et al., 2004)
- SNARE komplex szétesése €s az exocitozis gatlasa (Gao et al.,
2016)
Serl87 - a SNAP-25 ¢és a szintaxin kolcsonhatdsanak gyengitése

(Shimazaki et al., 1996)

- a SNAP-25 és a szinaptobrevin kozotti kdlcsonhatas fokozasa
¢s a SNARE komplex Osszeszerel6dés elosegitése (Gao et al.,
2016)

- vezikula toborzas a preszinaptikus membranhoz, exocitdzisra
kész vezikula pool ujratoltése vezikulumokkal (Nagy et al.,
2002, Shoji-Kasai et al., 2002)

- SNAP-25 4thelyezddése a citoplazmabol a plazmamembranba
(Kataoka et al., 2000)

- fesziiltség-kapuzott kalcium csatorndk SNAP-25 altali gatlasa
(Pozzi et al., 2008)
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Immunprecipitacios kisérletek azt mutattdk, hogy a SNAP-25 Ser187 oldallancon
torténd, PKC altali foszforilacidja csokkenti a SNAP-25 szintaxinkotd képességét. Mivel a PKC
stimulalasa a PC12 sejtek noradrenalin kibocsatasat is fokozta, a kutatdk azt feltételezték, hogy
a neurotranszmitter-kibocsatas intenzitasa attol figg, hogy a SNARE-komplex milyen gyorsan
szerelddik szét és kapcsolodik Ossze jra, és a PKC ezt a ciklust gyorsitja fel azaltal, hogy
elosegiti a SNARE-komplex disszociacidjat (Shimazaki et al., 1996). Gao és munkatarsai
szerint azonban a Ser187 PKC altali foszforilacidja éppen hogy elosegiti a SNARE-komplex
Osszeszerelddését azaltal, hogy a foszforilalt SNAP-25 jobban kéti a szinaptobrevint, mig a
szintaxinnal valé kolcsonhatasat nem moddositja (Gao et al, 2016). Mas kutatasok arra
engednek kovetkeztetni, hogy a Ser187 a vezikula toborzasban (,,vesicle recruitment™) jatszik
szerepet. A PKC-t aktivald forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) hatasara PC12 sejtekben a
vezikulumok a sejtmembran kdzelébe vandoroltak, és ez a folyamat egyiitt jart a SNAP-25
Ser187-es oldallancon torténd foszforilaciojaval. (Shoji-Kasai et al., 2002).

A vezikulumok elsé kiiirtilése utan a foszfomimetikus SNAP-25 Ser187Asp mutans
fokozta, mig a nem-foszforilalt format utanzo Ser187Ala mutans csOkkentette a masodik
alkalommal kivaltott exocitdzis mértékét, ami mogott feltehetéen az all, hogy a Serl187
foszforilacid gyorsitja az exocitozisra alkalmas vezikula pool Ujratoltddését és a vezikula
toborzast (Nagy et al., 2002). Ezekkel a megfigyelésekkel 6sszhangban van az a kutatasi
eredmény is, amely szerint a Ser187 foszforilacidja indukélja a SNAP-25 athelyezodését a
citoplazmabdl a sejtmembranba (Kataoka et al., 2000). A foszforilaciés hely egy tujabb
szerepére vilagit ra az a felismerés, hogy fesziiltség-kapuzott kalcium csatornakkal kélcsonhato
SNAP-25 a Serl87 foszforilacidja esetén gatolja ezeknek az ioncsatornaknak a mikodését,
ezaltal egy negativ feedback mechanizmus révén szabalyozza a neuron ingerlékenységét (Pozzi
et al., 2008). A fenti kutatasi eredményeket 6sszefoglaloan az 2. tdbldzat tartalmazza.

Joval kevesebbet tudunk arrdl, hogy milyen protein foszfatdzok defoszforilaljak a
SNAP-25 fehérjét. Az ezzel kapcsolatos els6 publikacio csak 2012-ben jelent meg. Eszerint a
PC12 sejtekben a forskolin kezelés hatasara aktivalt PKA altal foszforilalt SNAP-25, illetve az
in vitro PKA-foszforilalt SNAP-25 defoszforilaciojat foként a PP1, kisebb részben a PP2A
végzi. Hasonlé modon kivitelezett in vivo és in vitro kisérletek azt mutattak, hogy a PKC altal
foszforilalt SNAP-25-t szintén a PPl és a PP2A defoszforildlja, de ezattal a PP2A
hatékonyabbnak bizonyult. Vad tipusu és mutans tisztitott SNAP-25-tel (Ser28Ala/Thr29Ala,
Thr138Ala/Ser187Ala, illetve Ser28Ala/Thr29Ala/Thr138Ala/Ser187Ala) in vitro foszfataz

kisérletet, igy az egyedi foszforilacios helyek szerepére nincs informacionk. Az eredmények
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arra engednek kovetkeztetni, hogy a PP1 defoszforildlja mind a Ser28-at és/vagy a Thr29-et,
illetve a Thr138-at és/vagy a Ser187-ct is; azonban a PP2A csak az utdbbi két foszforilacios
helyet defoszforilalja (egyiket vagy mindkettdt), a Ser28-at és a Thr29-et nem. A tanulmany
szerint a PP2B nem defoszforilalja a SNAP-25 fehérjét (Gao et al, 2012). Egy masik
kutatdcsoport szinaptoszoma preparatumot kiilonféle protein foszfatdz inhibitorokkal kezelve
arra jutott, hogy a Ser187 aminosav oldallancrol a PP2A eltavolitja a foszfatcsoportot, a PP1 és
a PP2B (kalcineurin) azonban nem (lida et al., 2013). Az eredmények Osszegzéseként
elmondhatjuk, hogy a Thr138 defoszforilaciojat elsdédlegesen a PP1, mig a Serl87
defoszforilaciojat a PP2A végzi, de az enzimcsaladokon beliili pontos holoenzimek még nem

keriiltek azonositasra.
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2. Celkituzések

Célunk az volt, hogy a miozin foszfataz és a RhoA-aktivalt kindz (1) sebzarddasban, illetve (2)
neurotranszmitter-kibocsatasban jatszott szerepér6l minél teljesebb képet kapjunk. A két

projekt soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt.

(1) A MP szerepe a sebzarodasban:

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

- Annak vizsgalata, hogy hogyan hatnak a PP1 és ROK inhibitorok a human keratinocita
(HaCaT) sejtek ¢életképességére, a benniik talalhatd foszfatazok aktivitasara, hogyan
a sejt-sejt kapcsolatokra és a barrier funkciéra. Ezekre a kérdésekre kiilonféle
vizsgalatokkal (MTT esszé, kaszpdz-3 aktivitdsmérési essz€, foszfatdz aktivitasmérési
esszé, szulforodamin B esszé, karcolasi essz¢é, ECIS, immunfluoreszcencia) kerestiik a
valaszt.

- A miozin foszfataz szerepének vizsgalata a HaCaT sejtek fenti folyamataiban.

- Annak vizsgalata, hogy a miozin foszfataz milyen molekuldris mechanizmus utjan
befolyasolja a keratinocitdak migracidjat és a sebgyodgyulast. Human borszoveti
sejtekben a MYPT1 csendesitése, majd a szovetlizatumok MAPK array vizsgalata.

(2) A MP szerepe a neurotranszmitter-kibocsatasban:
- A SNAP-25 ¢és a MP alegységeinek (MYPT1, PPlco) kolcsonhatasanak igazolasa

immunoprecipitacioval. Tisztitott SNAP-25 in vitro foszforilaciéja ROK enzimmel, és
a foszforilacios helyek tomegspektrometrids azonositdsa. 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 vizsgalata. B50 neuroblasztoma
sejtek €és egér agyszeletek kezelése a PP1 ¢és a ROK specifikus inhibitoraval, tovabba
egér kortikalis szinaptoszomakba a MP-t gatlo KEPI fehérjét bejuttatasa, és a kezelések
SNAP-25 foszforilacidjara gyakorolt hatasanak vizsgalata Western blottal.

- A MP neurotranszmitter-kibocsatasra gyakorolt hatasanak vizsgalata exocitozis

esszével, kontroll és KEPI-vel kezelt szinaptoszomak felhasznalasaval.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

A késObbiekben minden anyag, vegyszer és késziilék neve mellett zarojelben jelzett a
gyartd cég neve. Ha ez nincs kiilon feltiintetve, akkor az anyag a Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA) cégtdl szarmazik.
3.2. Antitestek

Munkank soran az alabbi elsédleges és masodlagos antitesteket hasznaltuk (WB: western blot,

[F: immunfluoreszcencia, IH: immunhisztokémia):

3. tablazat: Az altalunk hasznalt antitestek.

Antitest Gyarto Katalogusszam  Higitasi arany
anti-Akt Cell Signaling #9272 WAB: 1:1000 nyul
anti-foszfo-Akt (S473) Cell Signaling #9271 WAB: 1:500 nyul
anti-aktin Sigma-Aldrich A 2066 WAB: 1:5000 nyul
anti-Flag Sigma-Aldrich F4042 WB: 1:5000 nyul
anti-GAPDH Santa Cruz SC-47724 WAB: 1:10000 egér
anti-p-katenin Abcam ab32572 IF: 1:250 nyul
anti-PP1cd Millipore #07-270 WAB: 1:500 nyul
anti-SNAP-25 Sigma-Aldrich S9684 WAB: 1:1000 nyul
IF: 1:100
anti-foszfo-SNAP-25 Abgent #AP15001a WAB: 1:300 nyul
(T138)
anti-TG1 Santa Cruz sc-365821 WB: 1:1000 egér
IH: 1:50
anti-a-tubulin Santa Cruz sc-53646 WAB: 1:10000 egér
anti-MYPT1%* Lontay et al., - WB: 1:1500 nyil
2004 IH: 1:100
anti-ZO-1 ThermoFischer 61-7300 IF: 7,5 ng/ml nyul
Scientific
anti-foszfo-CPI1-17 (T38) Eto et al., 2013 - 1:5000 csirke
anti-nyil IgG Sigma-Aldrich A 0545 WB: 1:2000 kecske
IF: 1:200
anti-egér IgG Cell Signaling #7076 WAB: 1:2000 16
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IF: 1:200

anti-kecske 19gG Sigma-Aldrich A 5420 IF: 1:200 nyul
anti-csirke 1gG Sigma-Aldrich A9046 WAB: 1:5000 nyul
Clean-Blot Thermo Scientific #21230 WAB: 1:2000

A sebgyogyulas tanulmanyozasa egérbéron

A sebgyogyulas tanulmanyozasara 6-7 hetes him Balb/c egereket hasznaltunk fel. Az
egereket 35-75% relativ paratartalma, 19-25 °C hémérsékletti kornyezetben tartottuk, a
napszakok valtakozasat pedig ugy modelleztiik, hogy 12 6ra megvilagitast 12 Ora sotétség
kovetett, ciklikusan. Az egerek az ivovizhez és a taplalékhoz folyamatosan hozzafértek (ad
libitum etetés). A sebzés elétt az egerek hatardl eltavolitottuk a szért, ehhez egyszert,
kereskedelmi forgalomban kaphaté szortelenité krémet hasznaltunk. Az egerek altatasa
izofluran (Abbott Animal Health, Abbott Park, IL, USA) inhalacioval tortént. A dorzalis
borfeliileten harom, egyenként 4 mm atmérdjii, kor alaka, teljes vastagsagu sebet ejtettiink, a
sebfelszineket pedig povidon-joddal tordltiik at, hogy megakadalyozzuk a fertdzés kialakulasat.
A sebek kimetszése egyazon idépontban tortént, és a miivelet soran egy korabban leirt
protokollt kovettiink (Miiller-Decker et al., 2002). A sebeket 1 uM végkoncentracioju szelektiv
protein foszfataz-1 (PP1) inhibitor tautomycinnel (TM), illetve 10 uM végkoncentracioban
alkalmazott RhoA-asszocialt protein kinaz (ROK) inhibitor HI1152-vel kezeltik, a
gatloszereket hidrofil anionos krémben oldottuk fel, és ezt kentiik a sebekre 7 napon keresztiil
napi kétszer 12 6ras id6kozonként. A kontroll sebeket csak az anionos krémmel kentiik be. Az
esetszam n=6 volt minden kezelés esetében. A sebekrdl minden nap Olympus kameraval
(Olympus, Tokio, Japan) felvételeket készitettiink méretarany mellett ugyanazon
beallitasokkal, teriiletiiket pedig ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
programmal hataroztuk meg. A relativ sebfelszineket a 0. napi teriiletekhez viszonyitottuk
szazalékos értékekben, majd minden kezelés esetében abrazoltuk a relativ sebteriileteket az id6
fliggvényében (atlag = SEM). A kisérlet végén az allatokat eutanizaltuk, a sebeket kimetszettiik,
¢és a szubkutan zsirt szikével eltavolitottuk. A sebeket keresztben kettévagtuk, és az egyik
darabot hisztologiai vizsgalatnak vetettik ala (lasd 3.4. pont). A masik felet potter
homogenizatorral lizis pufferben (25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,6 M NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM
DTT, 0,5% (V/V) Triton X-100, 1x protedz inhibitor mix, 1x PMSF) lizaltuk, egy korabbi

crer

(BCA) esszével allapitottuk meg Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham,
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MA, USA) hasznalataval. Standardként marhaszérum-albumin (BSA) higitasi sort hasznaltunk,
az abszorbanciat pedig 540 nm-en olvastuk le.

Minden altalunk végzett allatkisérlet megfelelt az allatokon végzett kisérletekre
vonatkozo hazai és az eurdpai unios etikai szabalyoknak és a Debreceni Egyetem Etikai
Kodexének. Az egereket a Debreceni Egyetem Kisérleti Allathaza bocsatotta rendelkezésiinkre.
3.3. Trikrom festés és immunhisztokémia

A kivagott sebeket (lasd 3.3. pont) 10%-os formalinnal (foszfat-pufferes, pH 7,4)
fixaltuk, paraffinba agyaztuk, majd 4 pum vastagsagl szeleteket metszettiink. A metszeteket
mounting médium segitségével (Superfrost/plus; A. Daigger & Company, Inc., Vernon Hills,
IL, USA) iiveglapra rogzitettiik, xilénnel deparaffinizaltuk, és felszallo etanol sorral
dehidrataltuk, majd Masson-Goldner-féle trikrom festéssel megfestettiik dket. A modszer
lényege, hogy a metszeteket harom savanyt festékkel (oranzs G, savanyufukszin, anilinkék)
egymas utan festjiik, ¢s a folyamat sordn a nagyobb moltomegii festék a lazabb szerkezetii
szovetelemekbo] kiszoritja a kisebb moltomegiit. A metszeteket elobb pirkinsavval pacoltuk fél
percig, majd 15 perces csapvizes mosast kovetden a sejtmagokat timsds hematoxilinnal
festettiik. A metszeteket csapvizzel mostuk, majd inkubaltuk 3 percig el6bb oranzs G oldattal
(0,5 g oranzs G, 2 ml tomény ecetsav, 100 ml desztillalt viz), majd Gjabb 3 percig
savanyufukszin-ponceau oldattal (0,05 g savanyufukszin, 0,05 g ponceau S, 2 ml tomény
ecetsav, 100 ml desztillalt viz), ezutan 2 percig 5 g/dl foszforvolframsav oldattal, végiil 10
percig anilinkék oldattal (0,5 g anilinkék, 2 ml tomény ecetsav, 100 ml desztillalt viz). Az egyes
Iépések kozott és az utolso festési 1épés utan a metszeteket 2 ml/dl ecetsav oldattal mostuk.
Végiil a mintakat még izopropanollal is atoblitettiik.

Human borszdveti mintdkban (Genoskin, Toulouse, Franciaorszag) a transzglutaminaz-
1 (TG1) ésa MYPT1 fehérjéket immunhisztokémiai modszerrel detektaltuk. A metszeteket egy
¢éjszakan at 4 °C hdmérsékleten inkubaltuk az elsédleges antitestekkel, majd mosast kovetden
két Oran at a torma peroxiddzzal konjugalt masodik antitestekkel. Az immunjeleket 3,3’-
diamino-benzidin kromogén szubsztrattal hivtuk el6. A metszeteket xilénnel megtisztitottuk,
bedgyaztuk és targylemezre ragasztottuk, végiil Leica S40 mikroszkoppal vizualizaltuk a
MYPT]1 és TGI szoveti eloszlasanak tanulméanyozasa céljabol.

3.4. Sejttenyésztés, a sejtek kezelése és lizalasa

A human keratinocita (HaCaT), a B50 neuroblasztoma ¢€s a tsA201 sejteket (Sigma, St.
Louis, MO, USA) 10% (V/V) borji szérumot (FBS), illetve 2 mM L-glutamint tartalmazo
Dulbecco altal modositott Eagle médiumban (DMEM) tenyésztettiik Nuaire NU-5510E
inkubatorban (Nuaire, Plymouth, MN, USA) 37 °C hémérsékleten és 5%-os szén-dioxid szint
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mellett. A normal human epidermadlis keratinocita (NHEK) sejteket Dr. Bir6 Tamas
laboratoriumébol (Debreceni Egyetem, Elettani Intézet) kaptuk, és Dr. Szollési Attila
bocsatotta a rendelkezésiinkre. Az NHEK sejteket EpiLife médiumban tenyésztettiik, mely
human keratinocita novekedési faktorokat is tartalmazott (Gibco, Life Technologies). A
sejteket 6-, vagy 96-lyuku tenyésztéedényekben szélesztettiik. Teljes konfluencia elérése esetén
az NHEK sejtek differencialédnak, mig 80% alatti konfluencia esetén differencialatlanok
maradnak.

B50/HaCaT sejteket tripszinezés utan — a kisérlettél fliggben — 6- vagy 96-lyuku
sejttenyésztd edénybe, vagy 35 mm atmérdjii milanyag Petri-csészébe (Sarstedt, Niimbrecht,
Németorszag) passzaltuk at, majd konfluens allapotig novesztettilk. Miutan a sejtek teljesen
bendtték a feliiletet, a médiumot 24 oOrara lecseréltiik szérummentes (0% FBS-t tartalmaz6)
DMEM-re, hogy a sejteket szinkronizaljuk. Ezutdn a sejteket a megfeleld inhibitorokkal
kezeltiik ugy, hogy a gatloszereket szérumos (10% FBS-t tartalmazd) DMEM-ben higitottuk.
Az alkalmazott végkoncentraciokat és a kezelési iddket a késdbbiekben részletezem.

Amennyiben a tovabbi célunk az inhibitoros kezelés fehérje expressziora vagy fehérje
foszforilaciora gyakorolt hatasdnak Western blottal torténd vizsgalata volt, ugy a sejteket
lizaltuk. B50 sejtek esetében RIPA puffert hasznaltunk, melynek 6sszetétele: 25 mM Tris-HCI,
pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,25% (m/V) natrium-dezoxikolat, 1% (m/V) NP-40, 0,1% (m/V)
natrium-dodecil-szulfat (SDS). HaCaT sejtek lizalasahoz Tris-Triton puffert hasznaltunk: 10
mM Tris-HCI, pH 7,4, 100 mM NaCl, 1 mM etilén-diamin-tetraccetsav (EDTA), 1 mM etilén-
glikol-tetraecetsav (EGTA), 1% (V/V) Triton X-100, 10% (V/V) glicerin, 0,1% (m/V) SDS,
0,5% (m/V) natrium-dezoxikolat. A pufferekhez haszndlat eldtt, frissen 1x proteaz inhibitor
mixet (Roche, Bazel, Svajc) és 1x protein foszfataz inhibitor koktélt (I mM NaF, 1 mM
NasP207, 1 mM B-glicerofoszfat, 1 mM NasVOs) adtunk. A sejtekrdl leszivtuk a médiumot,
kétszer atmostuk a feliiletet foszfat pufferes sdoldattal (PBS), majd a sejteket a lizis pufferben
felkapartuk sejtkapardval, atmértiik Eppendorf csdvekbe, és 10 percig ultrahangos jeges
vizfirdében szonikaltuk. Ezt kovetéen a csoveket 10 percig 15000 rpm fordulatszamon
centrifugaltuk Eppendorf 5415R mikrocentrifugaval, majd a feliiliszokat 0 Eppendorf
csovekbe pipettaztuk at, és tovabbi felhasznalasig -20 °C hdmérsékleten taroltuk dket. A fehérje
koncentraciokat Pierce BCA Protein Assay Kittel (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
hataroztuk meg.

3.5. Géncsendesités keratinocita sejtekben és ex vivo human bérszovetben
HaCaT sejtekben csendesitettiik a MYPT1 génjét. Ehhez dupla szala siRNS mixet
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk (siMYPTI1), mely 4 féle
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szekvenciat tartalmazott. Ezeket a 4. tdbldzatban tiintettem fel. Az 5 pl Lipofectamine 2000
transzfekcios reagenst (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és a 100 pmol siRNS-t
elébb kiilon-kiilon behigitottuk 250-250 pl OptiMEM médiumban (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk dket, majd a két Eppendorf csé
tartalmat 6sszemértiik, €s tjabb 20 perc inkubacidt kdvetden a Lipofectamine/siRNS mixet a
még szuszpenzidés fazisban 1évé sejtekhez adtuk. A kontroll sejtekhez non-target
siRNS/Lipofectamine mixet adtunk. Az siRNS végkoncentracidja 40 nM volt mind a kontroll
(NT siRNS), mind az siMYPT1-transzfektalt sejtek esetében. A sejteket 4 oran keresztiil
szérummentes DMEM-ben hagytuk, hogy az siRNS hatékonyabban juthasson be a még nem
letapadt human keratinocitakba, majd a 4 ora elteltével a médiumhoz 10% (V/V) FBS-t adtunk.

A sejteket ezutdn még 44 oran keresztiil ndvesztettiik.

4, tablazat: Az siMYPTI mix RNS szekvenciai

SIRNS #1 5’ - CAACUAAACAGGCCAAAUA -3
SiIRNS #2 5’ - GCUAAAUAGUGGUCAUAUA -3’
SiRNS #3 5’ - ACAAAGAGACGUUGAUUAU -3
SiIRNS #4 5’ - CGGAUUCCAUUUCUAGAUA -3’

Forras: Thermo Scientific.

A MYPT]1 fehérje expresszidjat human ex vivo bOrszéveti biopsziakban is gatoltuk. A
mintakat sebészi uton tavolitottdk el a felnétt donorok beleegyezésével. A biopsziak
tartalmaztak a borszovetben el6forduld Osszes sejttipust, és érett stratum corneummal
rendelkeztek. A mintdkat a Genoskin (Toulouse, Franciaorszdg) cégtél rendeltik. A
Lipofectamine 2000-t és az siRNS-t (non-target, illetve siMYPT1) ebben a médiumban
higitottuk be, majd a transzfekciés mix egyik részét a biopszidk tetejére pipettdztuk, masik
részét pedig a bor mélyebb rétegeibe injektaltuk. A mintdkat inkubatorba helyeztiik (37 °C, 5%
COz), és 2 napon at ott tartottuk, mikozben a médiumot 24 ora elteltével lecseréltiik, és a
szovethez friss transzfekcios mixet tartalmazd médiumot adtunk. 2 nap utan a bdérszdveteket
lizaltuk: a folyékony nitrogénben fagyasztott mintdkat dorzsmozsarban széttortiikk, majd
potterben homogenizaltuk lizis puffer (10 mM HEPES, pH 7,9, 1,5 mM MgCI2, 10 mM KCl,
1 mM EDTA, 10% (V/V) glicerin, 1% NP-40) jelenlétében. A fehérje koncentraciokat ezuttal

is BCA esszével hataroztuk meg. Végill a MYPTI1-csendesités fehérje expressziora és
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foszforilaciora gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa érdekében a lizatumokat Western blottal
vagy human MAPK Protein Profiler array (Research and Diagnostic Systems, Minneapolis,
MN, USA) segitségével vizsgaltuk meg. Utobbi esetben a gyartd altal megadott protokollt
kovettiik.

3.6. MTT sejtéletképességi vizsgalat

Az inhibitoros kezelésnek, illetve a MYPT1-csendesitésnek a HaCaT vagy B50 sejtek
¢letképességére gyakorolt hatasat metil-tiazol-tetrazolium (MTT) esszével tanulmanyoztuk. A
sejteket 96-lyuku plate-en konfluens allapotig novesztettiik, majd 24 6ran at szérummentes
DMEM-ben tartottuk. Ezt kovetden a sejteket kezeltiik a megfeleld inhibitorokkal: a B50
sejteket 5 uM tautomycetinnel (TMC) vagy 10 uM H1152-vel 1 6ran keresztiil, mig a HaCaT
sejteket 1 uM tautomycinnel (TM) vagy 10 uM H1152-vel 12 6ran at. Az inhibitorokat 10%
(VIV) FBS-t tartalmaz6 DMEM-ben higitottuk. A kezelés letelte utan a médiumot leszivtuk, és
a lyukakba 100-100 pl szérummentes DMEM-et, és 10-10 pl 5 mg/ml koncentracioja MTT
oldatot (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid PBS-ben oldva)
pipettaztunk. A sejteket mintegy 30 percre Ujbol inkubatorba helyeztiik (37 °C, 5% szén-
dioxid), majd a kék szini formazan zarvanyok megjelenését kovetden a médiumot
eltavolitottuk, és a formazan kristalyokat 100-100 ul dimetil-szulfoxidban (DMSO) feloldottuk.
A szinintenzitdst LabSystems Multiskan MS spektrofotométerrel hataroztuk meg az

abszorbancia 540 nm hullaimhosszon torténo detektalasaval.

3.7. Kaszpaz esszé

A kaszpaz-3 enzim az apoptozis folyamatanak egyik effektor enzime, aktivitasanak
mérésével képet kaphatunk arrol, hogy az egyes inhibitorok (TM, H1152) illetve a MYPT]1 -
csendesités milyen mértékben indukdlnak apoptotikus sejtpusztulast. A kaszpaz-3
aktivitdsmérési sordn az enzim az Ac-DEVD-AMC szubsztrat (Calbiochem, San Diego, CA,
USA) hasitasaval fluoreszcens AMC-t szabadit fel, melynek intenzitasat fluoriméterrel mérjiik.
A HaCaT sejteket 6 lyuku tenyésztéedényben konfluens allapotig ndvesztettiik. A kezelést (1
uM TM, 10 uM H1152, 12 o6ra) vagy a csendesitést kovetden a sejteket jégen felkapartuk,
Eppendorf csébe pipettaztuk és 13000 g-n 15 masodpercig centrifugaltuk. A feliiliszot
leszivtuk, majd a pelletet PBS-sel mostuk. A sejtekhez 220 pl jéghideg lizis puffert (10 mM
HEPES, pH 7,25, 2 mM EDTA, 0,1% (V/V) CHAPS, 1 mM PMSF, 5 mM DTT, Ix proteaz
inhibitor mix) mértiink, a sejteket a pufferben szuszpendaltuk, és a csoveket 10 percig jégen
allni hagytuk. Ezutan a mintakat 13000 g-n 4 °C-on 3 percig centrifugaltuk, majd a feliilaszokat
(~200 pl) 0j Eppendorf csovekbe pipettaztuk és 200 pl 2x reakei6 puffert (200 mM HEPES, pH
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7,25, 20% (m/V) szachar6z, 0,1% (V/V) CHAPS, 5 mM DTT) mértiink hozzajuk, melyhez
el6z6leg Ac-DEVD-AMC szubsztratot adtunk. 1 ml pufferbe 2 ul szubsztrat kertilt. A csoveket
60 percre 37 °C-os vizfiirdobe helyeztiik, az 1 ora lejarta utdn pedig 100 pl mennyiségeket
pipettaztunk mindegyik mintabol triplikdtumokban. Az AMC fluoreszcencidjat 360 nm
gerjesztési, €s 460 nm emisszids hulldimhosszon mértiik Fluoroskan FL késziilékkel (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA).
3.8.  Western blot analizis

A HaCaT vagy BS50 teljes sejtes lizatumokat forrd6 5x SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) mintapufferrel (50% (V/V) glicerin, 10% (m/V) SDS, 100 mM
DTT, 0,01% (m/V) bromfenolkék, 0,31 M Tris, pH 6,8) inkubaltuk 100 °C hémérsékleten, 5
percig. A fehérjéket poliakrilamid gélelektroforézissel molekulatomeg szerint elvalasztottuk,
majd nitrocellul6z membranra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) transzferaltuk. A membrant 2
oran at szobahOmérsékleten, razatas mellett 5%-os (m/V) marhaszérum-albumin (BSA)
oldatban inkubaltuk, a BSA-t 0,1% (V/V) Tween-20-at tartalmazo Tris pufferben (TBS: 136
mM NacCl, 2,7 mM KCI, 25 mM Tris-HCI, pH 7,4) oldottuk fel. A szabad kétéhelyek BSA-val
torténd blokkoldsa utan a membranokat els6dleges antitestekkel egy éjszakan at 4 °C
hémérsékleten inkubaltuk. Az antitesteket 0,5% (m/V) BSA/0,1% Tween-20-at tartalmazé TBS
(TBST) oldatban higitottuk a 3. tdblazatban jelolt aranyban. A membranokat 3-szor 10 perc
TBST-vel valo mosas utan 2 6ran keresztiil a megfeleld masodlagos antitestekkel inkubaltuk,
majd a membranokat 2-szer 10 percig TBST-vel, és 1-szer 10 percig TBS-sel mostuk. A
detektalashoz SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kitet (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) hasznaltunk és FluorChem FC2 Imager (Alpha Innotech, San Leandro,
CA, USA) vagy ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziilékkel
vizualizéltunk. Bizonyos esetekben rontgenfilmet hasznaltunk (AGFA HealthCare NV,
Mortsel, Belgium). A savok intenzitasat ImageJ programmal (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) hataroztuk meg.

3.9. Protein foszfataz aktivitasmérési vizsgalat

Protein foszfataz aktivitdsmérési esszével vizsgaltuk az inhibitorok, illetve a MYPT1-
csendesités hatasat a sejtek protein foszfatdz aktivitasara. Konfluens és over-night szérum-
¢heztetett sejteket 48 Oran at siRNS-sel (lasd 3.6. pont) vagy 1 oran keresztiil inhibitorokkal
kezeltiink. A HaCaT és NHEK sejteket 1 uM TM-mel vagy 10 uM H1152-vel, mig a B50
sejteket 5 uM TMC-vel vagy 10 uM H1152-vel kezeltiik. A kezelések letelte utdn a sejteket
lizis pufferben (50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1%
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(VIV) Triton X-100, 0,5% (V/V) proteaz inhibitor mix) tartuk fel. A lizatumokat 15000 rpm
fordulatszamon 10 percen keresztiil centrifugaltuk, majd a feliiliszokat 0,1% B-merkaptoetanolt
1 uM ¥2P-jelslt pulykaziza miozin 20 kDa konnyii lincanak (*?P-MLC20) jelenlétében 30 °C-
on analizaltuk. A *?P-MLC20 preparatumot munkacsoportunk egy korabbi protokoll alapjan
készitette el (Erdddi et al., 1995), a y-[*2P]ATP-t pedig az Izotop Intézet Kft.-t61 rendeltiik. A
mintadkat a 30 °C-os vizfirddben 1 percig elémelegitettiik, és ezutan hozzajuk adtuk a
szubsztratot. 20-60 masodperc inkubacié utan a reakciot 200 ul 10% (V/V) triklorecetsav
(TCA) ¢és 200 pl 6 mg/ml BSA hozzdadasaval allitottuk le. A kicsapodott fehérjét
centrifugalassal (10000 rpm, 3,5 perc) Osszegyljtottiik €s a reakcid soran felszabadult
radioaktivan jelolt foszfatot (*2Pi) a 370 ul feliiluszobol szcintillacids szamlaloval (Perkin
Elmer) hataroztuk meg. A foszfatdz aktivitast a mintdk fehérjetartalmahoz normalizaltuk, a

kezelt mintak aktivitasat pedig a kontroll érték %-aban adtuk meg.

3.10. Karcolasi (scratch) vizsgalat

A tautomycin (TM) és a H1152 kezelés, illetve a MYPT1 csendesités human keratinocitak
migracios képességére kifejtett hatdsat karcolasi (scratch) vizsgalattal tanulményoztuk. 96-
lyukt tenyésztdedényben a HaCaT sejteket konfluens allapotig ndvesztettiilk, majd Tecan
Freedom EVO 150 géppel (Tecan Group Ltd., Méannedorf, Svajc) minden lyukban egyforma
széles karcoltot ejtettiink a robotkar segitségével. Inhibitoros kezelés esetén a TM-et 1 uM, mig
a H1152-t 10 uM végkoncentracioban alkalmaztuk. Karcolas utan a sejteket 24 oOran at
novesztettilk. A sejteket szulforodamin B festékkel festettik — az SRB sejtproliferacios
vizsgalat elvégzése (lasd. 3.12. pont), illetve a sejtek lathatobba tétele érdekében — majd Leica
DM IL LED mikroszkoppal (Leica Camera AG, Wetzlar, Németorszag) fotdkat készitettiink a
karcolatokrol. A kezelések soran a negativ kontrollhoz 0% FBS-t tartalmaz6 DMEM-et adtunk,
ahol a végsd karcolat mérete megegyezett a kiindulasi karcolat méretével. A pozitiv kontroll
sorozathoz 10% FBS/DMEM-et adtunk, mig a kisérleti kezelésnél az inhibitorokat ugyancsak
10% FBS-t tartalmaz6 DMEM-ben higitottuk.

A MYPTI csendesités sejtmigraciora gyakorolt hatasanak vizsgalata soran a kontroll
sejteket non-target SiRNS-sel transzfektaltuk (siNT), mig a MYPT1-csendesitett sejtekbe
siIMYPT1 dupla szala RNS-t juttattunk be (lasd 3.6. pont — géncsendesités). A sejtek konfluens
allapotban tapadtak le a 96-lyuku tenyésztéedényben. A transzfekcid kezdete utdn 24 oraval
ejtettiik a karcoltot, majd a karcolas és médiumcsere utan még tovabbi 24 6ran at novesztettiik

a keratinocitakat. A végso karcolatok méretét Imagel szoftverrel (National Institutes of Health,
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Bethesda, MD, USA) hataroztuk meg. A szabad teriiletek nagysagat minden esetben a

kontrollhoz viszonyitottuk, azt 100%-nak véve.

3.12. SRB proliferacios vizsgalat

A human keratinocitdk proliferaciéjat szulforodamin B (SRB) esszével
tanulmanyoztuk. Célunk a TM ¢és a H1152 kezelés, illetve a MYPT1-csendesités hatasanak
vizsgalata volt a sejtek proliferacidjara. A HaCaT sejtekhez a karcolasi vizsgalatot kovetden
(lasd 3.11. pont) jéghideg triklorecetsavat (TCA) adtunk 10% (V/V) végkoncentracioban, 4 °C-
on 1 oran at inkubaltuk, majd mostuk €s szaritottuk dket. A lyukakba 100-100 pl 0,4% (m/V)
SRB-t tartalmazd 1%-0S ecetsav oldatot pipettaztunk, a tenyésztdedényt 10 percig
szobahOmérsékleten hagytuk, majd a nem kotddott festéket 1% ecetsav oldattal torténd
mosassal tavolitottuk el. A scratch esszé kiértékeléséhez a karcolatokrdl Leica DM IL LED
mikroszkoppal (Leica Camera AG, Wetzlar, Németorszag) fényképeket készitettiink (lasd 3.11.
pont), majd a kotott SRB-t 10 mM Tris bazissal szolubilizaltuk, és az abszorbancia értékeket
540 nm hullamhosszon Multiskan GO Microplate Spectrophotometer késziilekkel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hataroztuk meg.
3.13. JuL1™valés idejii (real-time) sejtvizsgalé késziilék

Konfluens HaCaT sejtkultarat 100 pl-es steril pipettaheggyel megkarcoltunk, a PBS-sel
mostunk és 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM-ben tenyésztettiink. Inhibitoros kezelés és azok
kontrollja esetén a sejteket a karcolast megel6z6 24 o6ran at 0% FBS/DMEM-ben inkubaltuk, a
a tautomycint 1 uM, mig a H1152-t 10 uM végkoncentracioban a karcolast kovetden adtuk a
hozzajuk. A MYPTI1-csendesitett sejtek kontrolljat a non-target SiRNS-sel transzfektalt
keratinocitak (siNT) adtak. Ebben az esetben a sejteket a csendesités kezdete utan 24 o6raval
karcoltuk meg, és a karcolds eldtt nem volt szérum-¢éheztetés. A megkarcolt keratinocita sejteket
inkubdtorban taldlhaté JuLI™ Br késziilékkel (NanoEnTek, Szoul, Dél-Korea) vizsgaltuk,
mely 24 Oran keresztiil 6ranként készitett felvételt a sebzarddas allapotarol. A karcolatok
méretét ImageJ-vel (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) hataroztuk meg. Ezutan
diagramot készitettiink, ahol az X tengelyen a karcolas utan eltelt id6t abrazoltuk, mig az Y
tengelyen az adott id6 alatt bendtt tertiletet.
3.14. Electric cell-substrate impedance sensing (ECIS)

Az electric cell-substrate impedance sensing (ECIS) késziilékkel (Applied Biophysics)
a MP ¢és a ROK sebzarddasban jatszott szerepét tanulmanyoztuk. A késziilék a sejtrétegen sebet
éget, majd a teriilet bendvését és a sejt-sejt kapcsolatok helyreédllasat az impedancia folyamatos

monitorozasaval kdveti nyomon. A non-target RNS-sel (NT siRNS), illetve siMYPT1-gyel
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transzfektalt HaCaT sejteket SW10E ECIS 8 elektrodas tenyészedényben novesztettiik, ahol
egyréteglli monolayert alkottak. A 48 oras MYPTI1-csendesitést kovetden az elektrodok
feliiletén kiégettiik a sejteket 5 mA aramerdsségii és 60 kHz frekvenciaja elektromos impulzust
kétszer 30 masodpercig alkalmazva. Az égetés utan nyomon kovettiik az impedancia valtozasat.
A sejtréteg integritdsanak helyreallasat az impedancia platd maximalis értéke jelentette, és ezt
az id6tartamot mind a non-target kontroll, mind a MYPT1-csendesitett sejtek esetében
megmértik. A PPl ¢és a ROK sejtmigraciora gyakorolt hatisat inhibitorokkal is
tanulmanyoztuk: a HaCaT sejtekhez égetés utdn 1 uM tautomycint vagy 10 uM H1152-t
adtunk, ¢€s a sejteket az inhibitorok jelenlétében novesztettiik.

a kisérleti elrendezésben a monolayert nem égettiik ki. A MYPT1 csendesitése utan 24 oraval
egyes cellakba 2,4 mM Ca?*-ot is adtunk, hogy a kalcium 4ltal indukalt differenciacio barrier
funkciora kifejtett hatasat is tanulmanyozzuk. Az impedancia mérését a kalcium hozziadasa
utan 17 6raval kezdtiik meg. Mind a siRNS-sel transzfektalt, mind az inhibitorokkal kezelt
sejtek esetében az impedancia valos idejii (real-time) nyomon kovetése legalabb 6 oran

keresztiil tortént.

3.15. Immunfluoreszcencia

HaCaT ¢és B50 sejteken egyarant végeztiink immunfluoreszcens vizsgalatot. A 1épések
nagyon hasonloak voltak, de a kisérlet részleteiben akadtak eltérések a felhasznalt anyagok
tekintetében, igy a két sejtvonalat kiilon targyalom.

Konfluens HaCaT sejtkultarat pipettaheggyel karcoltunk, és a korabban részletezett
médon siMYPT1 vagy non-target RNS-sel transzfektaltunk, vagy karcolast kovetden
inhibitorokkal (TM, H1152) kezeltiink. 24 6raval a karcolas utan a sejteket PBS-sel mostuk, és
4% (m/V) paraformaldehid/PBS oldattal fixaltuk (15 perc inkubacié szobahdmérsékleten),
majd az liveglapokat haromszor 5 percen keresztiil PBS-sel mostuk. Ezutan a sejteket 10 percig
szobahdn 0,2% (V/V) Triton X-100/PBS oldattal permeabilizaltuk. Ezt kdvetden a sejteket 1
oran keresztiil 4 °C-on 1% (V/V) l6szérum/PBS oldatban (tovabbiakban blokkolo oldat)
blokkoltuk. A mintdkat vizes kamraban 60-60 pl, blokkold oldatban 1:250 ardnyban higitott
anti-B-katenin elsddleges antitestettel 4 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk. A sejteket haromszor
5 percig PBS-sel mostuk, majd 1:200 aranyban higitott Alexa Fluor 488-konjugalt anti-rabbit
antitestettel, illetve Texas Red-X phalloidinnel 2 6ran at 4 °C-on inkubaltuk. Haromszor 15
perc PBS mosast kovetden a sejtmagokat 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 1 pg/ml

koncentracioju oldataval festettiik meg. Végiil az liveglapokat ismét 2x5 percig mostuk PBS-
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sel, majd ProLong Gold Antifade médium (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
segitségével targylemezen (VWR, Radnor, PA, USA) fixaltuk dket.

A keratinocitak kozotti tight junction tanulméanyozasa érdekében a zonula occludens 1
(ZO-1) fehérjét is festettiik. Az anti-ZO-1 elsédleges antitestet a gyartd instrukcidinak
megfelelden 7,5 pg/ml koncentracidban alkalmaztuk. A ZO-1 festés esetében a fenti protokollt
annyiban modositottuk, hogy permeabilizalashoz 0,02% (V/V) Triton X-100/PBS-t
alkalmaztunk, mig blokkolo oldatként 1% BSA/PBS-t hasznaltunk, és az antitesteket is ebben
higitottuk.

A B50 sejtek esetében csak azokat a pontokat emelem ki, melyek eltértek a HaCaT
sejteken végzett immunfluoreszcencids festéstol. A B50 neuroblasztomakat specialis,
kollagénnel boritott iiveglapokon — BioCoat Collagen Type I Cellware coverslips (Corning Inc.,
Corning, NY, USA) —no6vesztettiik a maximalis letapadas érdekében., és felszallo alkohol sorral
fixaltuk: az tiveglapokat 10-10 percig -20 °C-on 70%-0s, 80%-os, végiil 96%-0s etanol oldatban
inkubaltuk. A mosasi lépéseket TBS-sel végeztiik, a Triton X-100-at és a 10szérumot is TBS-
ben higitottuk, a blokkolo oldat 1% l6szérum/TBS volt. A B50 sejteket anti-SNAP-25, illetve
anti-MYPT1 antitestekkel inkubaltuk (1:200 higitas blokkolo oldatban). A masodlagos
antitestek Alexa Fluor 488-konjugalt anti-rabbit és Alexa Fluor 546-konjugalt anti-mouse
voltak, melyeket szintén 1:200 ardnyban higitottuk be. A megfestett HaCaT ¢és B50 sejteket
végiil Leica X8 konfokalis mikroszképpal (Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag)
vizsgaltuk.

3.16. Immunprecipitacio

Protein A-Sepharose (PAS) gyantahoz (GE Healthcare, Little Chalfont, Egyesiilt
Kiralysag) anti-SNAP-25, anti-MYPT112%, vagy anti-PP1c$ antitestet kotdttiink gy, hogy a
PAS-t és az adott antitestet 1 6ran keresztiil 4 °C hdmérsékleten immunprecipitacios (IP) pufter
(50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (V/V) Triton X-100) jelenlétében
inkubaltuk, az Eppendorf csévek forgatdasa mellett. Ezzel parhuzamosan a B50 lizatumot
eldtisztitottuk: a sejtlizdtumot PAS-sal egyiitt inkubaltuk ugyancsak 4 °C-on, 1 6ran at, forgatas
mellett. Igy a PAS-hoz aspecifikusan kotédd fehérjéktél megszabadultunk. Az Eppendorf
csoveket centrifugaltuk (900 g, 4 °C, 3 perc), a PAS-antitest komplex feliiliszojat
eltavolitottuk, majd a komplexhez hozzaadtuk az eldtisztitott BS0 lizdtumot. Ezutan tjabb, 4
°C-on torténd inkubacido kovetkezett 90 percen keresztiil, melynek soran az antitestekhez
bekotddtek a megfeleld fehérjék, melyek mas kdlcsonhatd partnereket is magukkal huztak.
Centrifugalas utan (minden egyes ilyen lépést 4 °C-on, 3 percig, 900 g-vel végeztiink), a
feliiluszokat eltavolitottuk, és a PAS-antitest-kikot6dott fehérje komplexeket kétszer atmostuk
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IP pufferrel, egyszer pedig PBS-sel. Végiil a gyantat 100 °C-on 5 percig foztiik 1x SDS-PAGE
mintapufferrel (10% (V/V) glicerin, 5% (V/V) B-merkaptoetanol, 2% (m/V) SDS, 0,01% (m/V)
bromfenolkék, 0,0625 M Tris, pH 6,8). A mintakbol Western blotot végeztiink, hogy kideritsiik,
a SNAP-25 kolcsonhatd partnere-e a miozin foszfataz alegységeinek.

A sebzarddas projekt keretében az Aktl és Akt2 immunprecipitdcidjara is sor keriilt
HaCaT sejtek lizatumabol, abbdl a célbol, hogy a MYPT1-csendesités Akt foszforilaciora
gyakorolt hatasat a két izoforma esetében kiilon-kiilon is tanulmanyozni tudjuk. Az alkalmazott
protokoll az aldbbiakban tért el az el6z8ekben leirtaktol: a kontroll (NT siRNS-sel transzfektalt)
¢s MYPT1-csendesitett HaCaT sejteket lizis pufferben (50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM
NaCl, 1% (V/V) Triton X-100, proteaz inhibitor mix, foszfataz inhibitor mix) feltartuk. 100 mg
PAS-t 1 ml TBS-sel eldinkubaltunk (forgatas, 4 °C, 30 perc), majd 100-100 pl gyantat a
lizatumokhoz adtunk és ujabb 30 percig inkubaltuk 6ket 4 °C-on forgatas mellett, eldtisztitas
céljabol. Centrifugalas utan (minden ilyen 1épés esetében a paraméterek: 3 perc, 4 °C, 800 Q)
400-400 ul lizatumot 1:50 aranyban higitott anti-Aktl vagy anti-Akt2 antitest (Cell Signaling,
Danvers, MA, USA) jelenlétében inkubaltunk 4 °C-on 2 6ran at, forgatas mellett. Végiil 100-
100 ul PAS-t mértiink a fehérje-antitest komplexekhez, ¢és 4 °C-on egy ¢éjszakan at forgattuk
Oket. Masnap az Eppendorf csoveket lecentrifugaltuk, a feliiluszot eltavolitottuk, és a PAS-t
kétszer binding pufterrel (300 mM Tris, pH 7,4, 1,5 M NaCl, 10 mM EDTA, 1% (V/V) Triton
X-100, proteaz inhibitor mix, foszfataz inhibitor mix), egyszer pedig TBS-sel mostuk. A TBS

teljes leszivasa utan a fehérjéket forré 1x SDS mintapuftferrel elualtuk (100 °C, 5 perc).

3.17. Fehérje termeltetés és tisztitas

TsA201 emlds sejtekbe Flag-SNAP-25 vagy Flag-KEPI fehérjét kodold plazmidot
(GeneCopoeia, Rockville, MD, USA) juttattunk be polietilénimin (PEI) segitségével. 15 pg
plazmidot, illetve 30 ul PEI-t 500-500 pl steril 150 mM NaCl-oldatban higitottunk, majd 5 perc
allas utan csepegtetve egymashoz adtuk Oket. A transzfekcids mixet 30 percig inkubdltuk
szobahdmérsékleten, majd a 10 cm atmérdji Petri-csészében 1€vo, a feliiletet kb. 50-60%-ban
bendvo tsA201 sejtekhez adtuk: 4 ml szérummentes DMEM-hez csepegtetve adtuk hozzé az 1
ml mixet. 6 ora elteltével a Petri-csészébe még belemértiink 5 ml 20% FBS-t tartalmazé
DMEM-et. A sejteket a transzfekcid kezdete utan 24 oraval lizaltuk, a lizis puffer 6sszetétele:
TBS, 1% (V/V) Triton X-100, 1x proteaz inhibitor mix. A termeltetett fehérjét Anti-Flag M2
affinitasi géllel tisztitottuk: a gyongydket haromszor atmostuk TBS-sel, majd 180 ul gydngyot
900 pl lizatummal egyiitt inkubdltunk 2 6ran 4t 4 °C hémérsékleten, az Eppendorf csdovek
forgatasa mellett. Centrifugalas (800 g, 3 perc, 4 °C) utdn a feliiliszot eltavolitottuk, a
gyongyoket haromszor mostuk TBS-sel, majd a kikotott fehérjéket 300 pg/ml Flag-
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peptid/TBS-sel elualtuk (forgatas egy éjszakan at 4 °C-on). Centrifugalas utan a feliiliszot (=
eludtum) leszivtuk a gyantardl és j Eppendorf cs6be pipettaztuk at, a fehérjekoncentraciot
pedig Bradford-modszerrel hataroztuk meg. A tisztasagot poliakrilamid gélelektroforézissel és

Coomassie Brilliant Blue-val torténd gélfestéssel ellendriztiik.

3.18. In vitro protein kinaz esszé

A kisérlet soran a tisztitott Flag-SNAP-25 fehérje ROK altali in vitro foszforilaciojat
vizsgaltuk. 5 uM Flag-SNAP-25 fehérjét 120 percig 30 °C-os vizfiirddben inkubaltunk 20 ng/ul
ROK enzimmel (Millipore, Billerica, MA, USA), 1 mM vy-[3?P]ATP-vel (Izotép Intézet Kft.,
Budapest, Magyarorszag) ¢és 1 uM mikrocisztin-LR (Mdthé et al., 2009) protein foszfataz
inhibitorral, ROK esszé puffer (25 mM B-glicerofoszfat, 0,5 mM EGTA, 0,5 mM DTT, 5 mM
MgCl, 20 mM MOPS, pH 7.2) jelenlétében. A kontroll mintdhoz nem adtunk ROK-ot. A
reakciot forrd 5x SDS-PAGE mintapuffer hozzdadasaval allitottuk le, €s a mintat még 5 percig
féztik 100 °C-on. Poliakrilamid gélelektroforézist kovetéen a beépiilt foszfatot

autoradiografias modszerrel detektaltuk.

3.19. Protein foszforilacios és defoszforilacios vizsgalat

TsA201 sejtekben Flag-SNAP-25 fehérjét termeltettiink. A sejteket lizaltuk, majd a
lizatumot 4 °C-on, 2 6ran at, forgatas mellett Anti-Flag M2 affinitasi géllel (Sigma, St. Louis,
MO, USA) inkubaltuk. A gyantat haromszor mostuk TBS-sel, az egyes mosasi és leszivasi
Iépések kozott az Eppendorf csoveket 4 °C hdmérsékleten, 900 g-vel 3 percig centrifugaltuk. A
mosas utan az affinitasi gélhez hozzaadtuk a ROK enzimet 20 ng/ul végkoncentracioban, illetve
az ATP-t 0,5 mM végkoncentracioban. Mindezeket ROK esszé pufferben higitottuk (ennek
Osszetételét lasd az el6z6 pontban), mely 1 pM mikrocisztin-LR-t is tartalmazott. Egy kontroll
mintat is Osszeallitottunk, mely a ROK kivételével valamennyi Osszetevit tartalmazta. A
csoveket 30 °C-os vizflirdébe helyeztilk 30 percre. Ezt kdvetéen az Eppendorf csdveket
centrifugaltuk, a feliiluszot leszivtuk, és a gyantat haromszor mostuk TBS-sel. A ROK
foszforilalt mintat kettéosztottuk két Eppendorf csébe, az egyik cs6hdz csak TBS-t adtunk, mig
a masik mintdhoz hozzaadtuk a miozin foszfatdz holoenzim alegységeit: 25 nM tisztitott Flag-
MYPT1-et, illetve 5 nM rekombinans PP1cd katalitikus alegységet, TBS-ben higitva. A
csoveket ismét 30 °C-os vizfiirdobe helyeztiik, eztttal 15 percre. Ezutan a gyantat TBS-sel
mostuk, majd 1x SDS-PAGE mintapufferrel foztikk. A foszforilacié és a defoszforilacid
sikerességét Western blottal ellendriztiik anti-Flag és anti-foszfo-SNAP-25 (Thr138) elsédleges
¢s Clean-Blot (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) masodlagos antitestek

felhasznalasaval.
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3.20. Tomegspektrometria

A megfeleld fehérjesavokat sertés tripszin segitségével gélbdl proteolitikusan
emésztettiik. A peptidkeverék kb. 80%-at ezutan titan-dioxidos (TiOz) foszfopeptid-dusitasnak
vetettiik ala (Larsen et al., 2005). A foszfopeptid frakciokat, valamint a megmaradt kb. 20%-
nyi eredeti peptidkeveréket folyadékkromatografias-tomegspektrometriaval (LC-MS/MS)
analizaltuk Orbitrap Elite tomegspektrométer késziilékkel. Az MS/MS adatokbdl PAVA
szoftverrel készitettiink cstcslistat (Guan et al., 2011). Az adatokat ProteinProspector
keresOmotorral Osszehasonlitottuk a Swissprot adatbazisban taldlhato human adatokkal. A
keresési paramétereink a kovetkezdk voltak: enzim: tripszin, maximum egy hidnyz6 hasitassal,
fix modifikécio: cisztein karbamidometilacid; valtozé médositasok (peptidenként maximum 2):
acetilacio a fehérje N-terminusan, metionin oxidacid, piroglutaminsav képzddés (N-terminalis
glutamin); tdmegpontossag: 5 ppm a prekurzorok és 0,8 Da a fragmens ionok esetében. Ezt
kovetden a megbizhatdan azonositott peptidekkel egy Gjabb sziirést végeztiink a fenti keresési
paramétereket hasznalva, azzal a moddositassal, hogy ezittal két hianyz6 hasitast
engedélyeztiink, illetve a valtozdé modositasok korébe a Ser/Thr foszforilaciot is belevettiik, és
peptidenként maximum 3 valtozé modifikacid volt megengedve. Minden keresés esetében az
alabbi elfogadasi kritériumokat hasznaltuk: fehérje azonositaskor a pontszam (score) legyen
nagyobb, mint 22, az E-érték pedig kisebb, mint 0,01; mig peptid azonositasa esetén:
pontszam>15, E-érték<0,05. A foszfopeptidek foszforilacios helyének beazonositdsakor az un.
SLIP pontszam kiiszobértéke 6 volt, ez a helymeghatarozas 95%-0s pontossaganak felel meg

(Baker et al., 2011).

3.21. Szinaptoszoma preparalas

A szinaptoszoma preparalashoz egy korabban leirt protokollt hasznaltunk (Dunkley et
al., 1988) néhany moddositassal. C3H egereket szén-dioxid inhalacioval eutanizaltunk, majd
dekapitaciot kovetden agypreparatumot készitettiink. A kortexet kiilonvalasztottuk az agy tobbi
rész¢ét6l, majd az agykéreg darabokat lemértiikk tdramérlegen. A kortexhez jéghideg
homogenizal6 oldatot adtunk (1 g kortexhez 10 ml-t), melynek Osszetétele a kdvetkezd volt:
0,32 M szacharéz, 1,0 mM EDTA, 0,25 mM DTT, pH 7,4. Uveg homogenizatorral (potter)
homogenizaltuk az agykérget, majd a szuszpenziot Allegra X-12R centrifugaval (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) 1000 g-vel 4 °C hémérsékleten 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszot
12 ml-re egészitettiik ki homogenizald oldattal. Polikarbonat csdvekben Percoll-gradienst
allitottunk 0Ossze oly moddon, hogy elobb a csovekbe mértink 2 ml 23% (V/V)
Percoll/homogenizald oldatot, majd erre 2 ml 15%-0s, majd 2 ml 10%-os, végiil 2 ml 3%-0S

Percollt rétegeztiink. A Percoll gradiensre végiil 2 ml-t rétegeztiink az eldbbi centrifugalasi
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Iépés feliiluszojabol. A polikarbonat csdveket 32500 g-vel 5 percig 4 °C-on centrifugaltuk
Beckman L7-55 ultracentrifugaval (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA. A 10/15%-
os, illetve a 15/23%-os fazisok hataran 1évo frakciokat négyszeres térfogatii Krebs-pufferrel
(118 mM NaCl, 5 mM KCI, 25 mM NaHCOgz, 1 mM MgCl;, 10 mM D-glikkéz, pH 7,4)
higitottunk, majd 12600 g-n 25 percig 4 °C-on centrifugéltuk. A feliiliszo leszivasa utdn a
pelletet reszuszpendaltuk Krebs-pufferben, és ismét centrifugaltuk 12600 g-vel, 4 °C-on, 20
percig. Végiil a szinaptoszoma pelletet 3 ml Krebs-pufferben reszuszpendaltuk, és azonnal

hozzékezdtiink a Flag-KEPI fehérje bejuttatasdhoz (lasd kdvetkezd pont).

3.22. Flag-peptid és Flag-KEPI fehérje bejuttatiasa a szinaptoszomakba

A tisztitott Flag-KEPI (1asd 3.17. pont) fehérjét Nichols és munkatarsai altal leirt médon
(Nichols et al., 1989), fagyasztasos-felolvasztasos modszerrel juttattuk be a szinaptoszomakba.
A szinaptoszomakat reszuszpendaltuk HBS pufferben (142 mM NaCl, 2,4 mM KCl, 1,2 mM
K2HPO4, 1 mM MgClz, 5 mM D-gliikéz, 0,1 mM EGTA, 10 mM HEPES), mely 25% (V/V)
DMSO-t is tartalmazott. A szuszpenziot haromfelé osztottuk, az egyik cs6hdz nem adtunk
semmit (kontroll), a masodikhoz Flag-peptidet, a harmadikhoz pedig tisztitott Flag-KEPI
fehérjét mértiink, egyarant 0,3 pg/ul végkoncentracioban. Az Eppendorf csdveket szarazjég-
izopropanol hiitékeverékbe helyeztiik 3 perc erejéig (fagyasztasi 1€pés), ezt kovetden pedig 10
percre 4 °C-os vizflirdobe (felolvasztas). Az olvasztas végeztével a csoveket centrifugaltuk
(4000 g, 3 perc, 4 °C), ¢és a pelletet kétszer mostuk Krebs-pufferrel. Végiil a szinaptoszomakat
felvettiik Krebs-pufferben, 1,2 mM CaClz-ot és 30 mM KCl-ot adtunk hozzajuk a membran
depolarizacidja céljabol, és a mintakat 30 percre 30 °C-os vizfiirdobe helyeztiik. Ezutan a
csovek tartalmat kettéosztottuk, az egyik sorozatb6l Western blotot végeztiink, hogy
megvizsgaljuk, hogyan hatott a Flag-KEPI transzdukcio a SNAP-25 foszforilaciojara, mig a

masik sorozatot exocitozis esszének (lasd 3.23. pont) vetettiik ala.

3.23. Exocitozis esszé

Az FM 2-10 festék a szinaptoszoma kettds membranjanak kiilsé membranrétegéhez
kotddik reverzibilisen, ¢és a festék membrankotott allapotban fluoreszcenssé  valik.
Endocitézissal az FM 2-10 bejut a szinaptoszomaba, majd az ezt kovetd exocitdzissal kiliriil,
mely altal fluoreszcenciajat elveszti, igy a neurotranszmitter-kibocsatassal parhuzamosan a
fluoreszcencia intenzitas csokken (Cousin és Robinson, 1999). Ilyen mdédon az exocitdzis
esszével megvizsgalhatjuk, hogy a Flag-KEPI fehérje bejuttatdsanak van-e valamilyen hatasa a

neurotranszmitter-kibocsatasra.
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Az essz¢€ kivitelezéséhez a Cousin és Robinson altal leirt protokoll (Cousin és Robinson,
2000) Lontay és munkatarsai altal modositott (Lontay et al., 2012), high-throughput valtozatat
alkalmaztuk. A Krebs-pufferben felszuszpendalt szinaptoszomakat tartalmazé Eppendorf
csoveket 3 percre 37 °C-os vizflirdébe helyeztiik, majd a csovekbe 1-1 pul FM 2-10 festéket
pipettaztunk. Osszerazas utan a csdveket jabb 1 percre visszahelyeztiik a vizfiirddbe, majd
KCl 30 mM végkoncentracioban torténd hozzdadasaval stimulaltuk az FM 2-10 felvételét a
szinaptoszomakba. Ujabb 2 perc 37 °C-on t6rténé inkubécié utan (festék internalizacid) az
Eppendorf cséveket centrifugaltuk (1000 g, szobahd, 1 perc), és a pelletet 400-400 ul Krebs-
pufferben reszuszpendaltuk, melyhez CaClz-ot adtunk 1,2 mM végkoncentracioban. Ebbdl 100-
100 ul mennyiségeket fekete 96-lyuku plate (Corning, Corning, NY, USA) lyukaiba mértiink.
Az exocitozist 30 mM KCl-dal valtottuk ki, a fluoreszcencia intenzitas valtozasait pedig

Fluoroskan FL késziilékkel kdvettiik nyomon (excitacio: 488 nm, emisszio: 540 nm).

3.24. Agyszeletek preparalasa és kezelése

8-30 napos C3H egereket szén-dioxiddal eutanizaltunk, dekapitaltuk Oket, és
agypreparatumokat készitettiink. Microm HM 650 V vibratom (Microm International,
Walldorf, Németorszag) segitségével az agykéregb6l 200 pm vastagsagu szeleteket
metszettiink. A mivelet kdzben az agyat modositott — alacsony natriumion tartalmi —
mesterséges cerebrospindlis folyadékban tartottuk. Ennek Osszetétele: 25 mM NaCl, 2,5 mM
KCI, 26 mM NaHCOs3, 10 mM gliikoz, 1,25 mM NaH2POs, 2 mM CaClz, 1 mM MgClz, 3 mM
mio-inozitol, 0,5 mM aszkorbinsav, 2 mM natrium piruvat, 130 mM szachar6z és 60 mM
glicerin, pH 7,2. Az agyszeleteket Millicell CM tenyésztéedény inzertekbe (Millipore,
Billerica, MA, USA) helyeztiik, melyekbe el6zdleg mesterséges cerebrospinalis folyadékot
(aCSF) tettiink. Az aCSF 0sszetétele: 120 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 26 mM NaHCO3, 10 mM
glikoz, 1,25 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl;, 1 mM MgCl,, 3 mM mio-inozitol, 0,5 mM
aszkorbinsav, 2 mM natrium piruvat, pH 7,2. Ezutan eltavolitottuk az agyszeletekrdl az aCSF-
et, és a négy inzertbe belemértiik a kovetkezoket: az elsé inzertbe normal aCSF-et (kontroll), a
masodikba 8 mM KCl-ot tartalmaz6 aCSF-et (depolarizacios kontroll), a harmadikba 8 mM
KCl-ot és 5 uM tautomycetint (TMC) tartalmaz6 aCSF-et, mig a negyedikbe 8 mM KCl-ot és
10 uM H1152-t tartalmaz6 aCSF-et. Az inzerteket egy orara enyhe tulnyomasos karbogén gazt
(95% Oz, 5% CO») tartalmazd kamraba helyeztiik szobahémérsékleten. Végiil a szeleteket
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és tovabbi felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Késdbb az
agyszeleteket lizaltuk lizis pufferben (20 mM HEPES, pH 7,5, 0,25 mM szachar6z, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1% (V/V) Triton X-100, 1x proteaz inhibitor mix, 1 uM mikrocisztin-
LR) oly modon, hogy 100 pul puffert az agyszelethez mértiink, majd egyszeriien pipettaval addig
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szuszpendaltuk, amig homogenizalodott. A tovabbi lépések és a Western blothoz torténd
mintafézés megegyeztek a sejtek lizaldsanal leirtakkal. A fehérjemérés BCA esszével tortént.
3.25. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist és a diagramkészitést GraphPad Prism 6 programmal végeztiik
el. Az adatok statisztikai elemzése Student-féle t-teszttel vagy ANOVA teszttel tortént post hoc
Sidak- vagy Dunnett-teszttekel. Minden diagram esetében az egyes oszlopok az atlagot, mig a
hibasavok az atlag standard hibajat (SEM) jelentik.
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4. Eredmények

4.1. A miozin foszfataz szerepe a sebzarodasban

4.1.1. APP1 és a ROK gatlasanak hatasa az egérbor sebek gyogyulasara

Hat-hét hetes him Balb/c egerek hatborén 3-3 db azonos méretii sebet ejtettiink. A sebek
teljes vastagsaguiak voltak, vagyis a bor és a bor alatti kdtdszovet is sériilt. A harom seb egyikét
1 uM TM-mel kezeltiik a PP1 enzimek gatlasa érdekében, egy masikat 10 uM H1152-vel a
ROK gatlasa céljabol, mig a harmadik seb kontrollként szolgalt.
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12. abra: A PPI gdtlasa megakaddlyozza az egérboron ejtett sebek gyogyuldsat. (4) Relativ
sebteriilet mérete az egyes kezelések és a sebzés ota eltelt napok fiiggvényében. n=6, kiértékelés
kétutas ANOVA-val és post-hoc Dunnett-teszttel. *p<0,05; ***p<0,001. (B) A sebekrdl késziilt

fénykeépek (reprezentativ mintak).

Célunk az volt, hogy megtudjuk, a fenti inhibitorok milyen moédon befolydsoljadk a
sebgyogyulast: gyorsitjak, avagy lassitjak-e a sebek bezadrédasat. A TM kezelés a sebgyogyulas
teljes elmaradasat eredményezte, a sebek mérete az eltelt 6 nap alatt alig valtozott (/2. dbra).

A TM-mel kezelt sebek teriilete 2 nap utan kezdett el szignifikdnsan kiilonbdzni a kontroll
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sebekétdl. A ROK gatlasa a H1152 inhibitor kdvetkeztében a sebzarddas kismértékii — de nem
szignifikans — gyorsulasat okozta: a hatodik napra a kontroll sebek atlagos mérete a kiindulasi
tertilet kb. felére, mig a H1152-vel kezelt sebek mérete a negyedére zsugorodott.

A 6. nap utan a sebeket kimetszettiik, és a darabokon elvégeztiik a Masson-Goldner-féle
trikrom festést, hogy képet kapjunk arr6l, miképpen befolyasoltak a kezelések a hamképzddést

(re-epitelizaciot). A festés utani mikroszkopos képek a 13. abran lathatoak.

13. abra: Egérborbol kimetszett sebmintik trikrom festése a re-epitelizdcio
tanulmanyozasara. A kontroll, 1 uM TM-mel, illetve 10 uM HI1152-vel 6 napon at kezelt
egersebeket a sebzés utani 6. napon kivagtuk, majd Masson-Goldner eljarasa szerint
megfestettiik. A sejtmagok sotétbarndk, a citoplazma és az izmok téglavorosen festodnek, mig a

kotoszovet és a nyalkahartya kék. Beosztas hossza: 300 um.

A TM-kezelt sebek re-epitelizacidoja nem indult meg, ellentétben a kontroll és a H1152-kezelt
mintakkal. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PP1 enzimeknek fontos szerepiik van a
sebgyogyulasban, mivel gatlasuk megakadalyozza a folyamat normalis végbemenetelét.
Ezekben a kisérletekben a ROK gatlasa nem okozott szingifikans eltérést a kontrollhoz képest.
Ugyan a sebgyogyulas kismértékli felgyorsulasat tapasztaltuk a H1152 hatasara, de ez a
kiilonbség ezen az egérmodellen nem volt szignifikans, igy azt a kordbban k6zolt eredményt,
miszerint a ROK géatlasa gyorsitja a sebgyogyulast (Croze et al., 2016), nem sikeriilt
igazolnunk.
4.1.2. A PP1 és a ROK gatlasanak hatasa a keratinocitak életképességére és foszfataz
aktivitasara

A kovetkezdekben a TM és a H1152 inhibitorokat huméan keratinocita (HaCaT)
sejtkultiran alkalmaztuk, hogy megfigyeljiik, milyen hatdst gyakorolnak a keratinocita sejtek
¢letképességére. A human keratinocita HaCaT sejtek életképességét MTT esszével (/44. abra),
illetve kaszpaz-3 aktivitismérési esszével (14B. dbra) is tanulmanyoztuk. Ejszakan keresztiili

széruméheztetett HaCaT sejteket 1 uM TM-mel, illetve 10 uM H1152-vel kezeltiink 12 6ran
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at, majd elvégeztiik az életképességi vizsgalatokat az anyagok és modszerek részben leirtaknak
megfeleléen. Sem MTT esszével (/44. dabra), sem kaszpaz esszével (14B. dbra) nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést a kontroll, illetve a TM- és a HI1152-kezelt sejtek
¢letképessége kozott. Az inhibitorok nem valtottak ki apoptozist, az apoptozis indikator

kaszpaz-3 aktivitas valtozatlan maradt.
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14. dabra: A TM és a H1152 kezelés hatisa a HaCaT sejtek életképességére. (A-B) HaCaT
sejteket széruméheztetést kovetoen 1 uM TM-mel, vagy 10 uM H1152-vel kezeltiink 12 oran at.
(A) MTT esszé. (B) Kaszpaz esszé. Mindkét kisérlet esetében az adatokat a kontroll értékekhez
normalizaltuk, azt 100%-nak véve. Az dbrazolt értékek n=6-9 kisérlet atlagai + az dtlag
standard hibaja (SEM). Statisztikai elemzés egyutas ANOVA-val és post hoc Sidak-teszttel, ns:

nem szignifikans.

A fenti kisérleteket primer keratinocita sejteken is elvégeztiik. Két kiilonb6z6 donorbdl
szarmaz6 primer normal human epidermalis keratinocita (NHEK) sejteket tenyésztettiink, majd
differencialtattuk dket. Mind a differencidlatlan (/54. és C. dbra), mind a differencialtatott
(I5B. és D. abra) NHEK sejteken elvégeztikk az MTT (154, B. abra) és a kaszpaz vizsgalatokat
(I5C, D. dbra). Az MTT esszé alapjan a TM mind a differencialatlan (/54. dbra), mind a
differencialodott (/5B. dbra) primer keratinocitdk életképességét drasztikusan csokkentette,
mig a H1152-nek nem volt hatdsa az életképességre. A kaszpaz vizsgélat kiilonbozo
eredményre vezetett attol fliggden, hogy differencialatlan (/5C. dbra) avagy differencialtatott
(I5D. abra) NHEK sejteken végeztiik-e el 6ket. Mig az inhibitorok a differencialatlan NHEK
sejtek kaszpaz-3 aktivitdsat nem valtoztattak meg, addig differencidlédott NHEK sejtekben a
H1152 kezelés szignifikansan csokkentette, a TM pedig novelte azt. Ugy tiinik tehat, hogy a
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TM kezelés kovetkeztében a differencidlatlan NHEK sejtek nekrotikusan pusztulnak el, mig a
differencialodott NHEK sejtekben a PP1 gétlasa apoptozist is kivalt.
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15. dbra: A TM és a HI1152 kezelés hatisa primer keratinocitak (NHEK sejtek)
életképességeére. Differencialatlan (A, C) és differencidaltatott (B, D) NHEK sejteket egy
éjszakan at szérummentes médiumban tartottunk, majd 12 ordn keresztiil 1 uM TM-mel vagy
10 uM HI1152-vel kezeltiink. Ezt kovetoen az életképességiik tanulmanyozasa céljabol
elvegeztiik az MTT (A, B), illetve a kaszpaz esszét (C, D). Az abrazolt értékek n=3 fiiggetlen
kisérlet eredményei. Statisztikai elemzés egyutas ANOVA-val és post hoc Sidak-teszttel, ns: nem
szignifikans, ***p<0,001.

Protein foszfataz aktivitdsmérési vizsgalatot is végeztiink mind HaCaT (/64. dbra),
mind differancidlatlan (/6B. dbra), illetve differencidltatott NHEK sejtek (16C. &bra)
lizatumabol, radioaktiv foszfatot hordozdé miozin konnyli lanc (32P-MLC20) szubsztrat
segitségével. A ROK gatlasanak nem volt hatasa a foszfataz aktivitasara, mig a PP1 katalitikus
alegység TM altali gétldsa a protein foszfatdz aktivitdst mindharom esetben jelentdsen
csOkkentette (HaCaT sejtek esetében a kontroll érték 51,7%-éara, differencidlatlan, illetve

differencialtatott NHEK esetében 29,2%, illetve 42,8%-ara). (16. abra).
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16. abra: A TM és a HI1152 kezelés hatisa a HaCaT és NHEK sejtek protein foszfataz
aktivitasra. HaCaT (A), differencialatlan NHEK (B) illetve differencialtatott NHEK (C)
sejteket éjszakan keresztiili széruméheztetést kovetéen 1 uM TM-mel, vagy 10 uM H1152-vel
kezeltiink 1 oran at, majd protein foszfataz aktivitasmérési esszét végeztiink a sejtlizatumbol.
Mindharom kisérlet esetében az adatokat a kontroll értékekhez normalizaltuk, azt 100%-nak
véve. Az dabrazolt értékek n=3 kisérlet atlagai + az atlag standard hibaja (SEM). Statisztikai

elemzés egyutas ANOVA-val és post hoc Sidak-teszttel, ns: nem szignifikdans, ***p<0,001.

4.1.3. A PP1 gatlasa lassitja a HaCaT sejtek migraciojat és proliferaciojat

Azt mar lathattuk, hogy a PP1 gitlasa megakadalyozza az egérbOron ejtett sebek
gyogyulasat, zarodasat. Azt is lattuk, hogy a tautomycin még 12 6ras alkalmazas utan sem
valtott ki sejtpusztulast a HaCaT sejtek korében. Mindezek figyelembe vételével arra voltunk
kivancsiak, hogy a TM kezelésnek — illetve a H1152-nek — milyen hatdsa van a HaCaT sejtek

Ennek érdekében karcolasi vizsgalatot végeztink. A sejteket 96 lyuku
tenyésztéedényben konfluens allapotig nodvesztettiik, majd széruméheztetést kdvetdéen a
sejtréteget Tecan Freedom EVO 150 robottal karcoltuk, ami egyforma méretli karcolatokat
ejtett. A médium — és vele egyiitt a sejttdrmelék — leszivasa utan a sejtekhez friss, 10% FBS-t
tartalmazo DMEM-et adtunk, melyhez bizonyos lyukak esetében még 1 pM TM-et vagy 10 uM
H1152-t is pipettaztunk. Mindemellett néhany lyukba szérummentes DMEM-et mértiink, ezek
negativ kontrollként szolgaltak, itt ugyanis a sejtek nem vandoroltak és nem osztodtak, tehat a
karcolatok mérete a kisérlet soran ezekben a lyukakban allandé maradt. A karcolas és a friss
médium hozzdadasa utan a sejteket 24 Oran keresztiil novesztettik, majd fixaltuk,
szulforodamin-B-vel (SRB) festettiik, és lefotoztuk (174. dbra). A végso karcolatok teriiletét
ImagelJ-vel hataroztuk meg, és a kapott adatokat a szérummentes negativ kontroll teriiletekhez

normalizaltuk, azt 100%-nak véve (/7B. abra). Eredményeink alapjan mind a TM, mind a
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H1152 szignifikans hatast gyakorolt a karcolatok zarddasanak sebességére a szérumban
novesztett kontrollhoz képest, az eldbbi lassitotta — s6t, tulajdonképpen teljesen meggatolta —
mig utobbi gyorsitotta azt. A H1152-vel kezelt HaCaT sejtek esetében a végsd karcolatok
teriilete atlagosan 19%-kal volt kisebb, mint a szérumban ndvesztett kontroll karcolatoké, mig
a TM-kezelt sejtek gyakorlatilag nem migraltak, ez esetben a karcolatok mérete megegyezett a

negativ kontrolléval (/7A4. és B. dbra).
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17. abra: A TM és a H1152 hatiasa a HaCaT monolayeren ejtett karcolat zdrédasdra. (A)
Karcoldsi vizsgalat. 96-lyuku tenyésztéedényben szélesztett keratinocitakat Tecan Freedom
EVO 150 géppel karcoltunk, inhibitorokkal (1 uM TM vagy 10 uM H1152) kezeltiink és 24 oran
at novesztettiink. A negativ kontroll nem tartalmazott FBS-t, ezek a karcolatok nem zarodtak. A
fenti képek a 24 ords kezelés letelte utan, SRB festést kovetéen késziiltek mikroszkoppal. (B) A
karcolasi vizsgalat kiértékelése. A szabad teriiletek nagysagat ImageJ-vel hataroztuk meg, majd
a szerummentes kontroll karcolatokhoz normalizaltuk, és oszlopdiagramon dbrazoltuk, a
negativ kontrollt 100%-nak véve. Statisztikai analizis egyutas ANOVA-val és post hoc Sidak-
teszttel. (C) A karcolasi vizsgalat utan a proliferacio mértékét SRB esszével hataroztuk meg.
Statisztikai proba: ANOVA és post hoc Sidak-teszt. Mindegyik kisérlet esetében n=3. *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001; ns: nem szignifikans.

57



A sejtproliferacio mértékét SRB vizsgélattal (/7C. abra) elemeztiik. Az SRB esszét
kozvetleniil a karcolasi vizsgalat utan végeztiik el. Miutan a karcolatok fotézdsa megtortént, a
sejtfehérjékhez  kotédott SRB-t  bazisos Tris-oldattal kioldottuk a  sejtekbdl, és
spektrofotométerrel meghataroztuk az abszorbanciat. Az abszorbancia aranyos a kotott SRB
festék mennyiségével, ami viszont a sejtszam fliggvénye. Eredményeink alapjan a TM kezelés
gatolta a sejtproliferaciot, a proliferacios rata a kontroll (amit ezittal is 100%-nak vettiink)
értéknél 24%-kal alacsonyabb. A H1152 kezelés azonban nem befolyasolta a sejtproliferacio
mértékét (17C. dbra).

A karcolasi vizsgalat hatranya, hogy nem tudjuk vilagosan elkiiloniteni, hogy a karcolat
zarodasanak sebességeben megfigyelhetd kiilonbségek vajon az inhibitorok sejtosztodasra,
vagy a sejtvandorldsra — esetleg mindkettdre — gyakorolt hatdsanak tudhatok-e be. Ezért a
karcolasi vizsgalatot tigy is elvégeztiik, hogy bizonyos lyukakban 1évé sejteket a karcolas elott
mitomycinnel eldkezeltiink, mely a sejtciklus megakasztdsaval gatolja a sejtosztodast. A
mitomycin gatolta mind a karcolat zarodasat (/84. dbra), mind a sejtproliferaciot (/8B. abra).
Ez arra utal, hogy a sejtosztodas elengedhetetlen a sebzarddas folyamatdban, és csupan a
keratinocitak migracioja nem elégséges a folyamat hatékony végbemeneteléhez. A tautomycin
tovabbi hozzdadasa a sejtekhez lassitotta a sebzarodast /84. abra), és gatolta a proliferaciot

(I8B. dabra) mind a kontroll, mind a mitomycinnel elékezelt sejtekhez képest.
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18. dbra: A mitomycin sebzdréddsra gyakorolt hatisa. Konfuens HaCaT sejteket a Tecan
Freedom EVO 150 géppel torténo karcolas elott elokezeltiink 30 ug/ml végkoncentracioban
alkalmazott mitomycinnel. Ezutdin elvégeztiik a karcoldsi (A) és az SRB vizsgalatokat (B).

Kiértékelés egyutas ANOVA-val és post hoc Sidak-teszttel; n=8. *p<0,05; ***p<0,001.
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A TM ¢és a HI1152 inhibitorok sejtmigraciora gyakorolt hatdsdt mas kisérleti
elrendezésben is vizsgaltuk. 35 mm atmérdji Petri-csészében human keratinocitdkbol allo
egyrétegii sejtpazsitot novesztettiink. Ejszakan keresztiili széruméheztetést kdvetden a sejteket
pipettaheggyel manualisan megkarcoltuk, majd 1 uM TM-mel, illetve 10 uM H1152-vel
kezeltiik. A sebzarodast JuLI™ valos idejii (real-time) sejtvizsgalé késziilékkel monitoroztuk,
a karcolatok teriiletét pedig ezuttal is ImageJ programmal hataroztuk meg. Az adatok alapjan
elkészitettiik a sebzarddas kinetikai gorbéit, mégpedig tigy, hogy a bendtt teriilet nagysagat
abrazoltuk az id6 fliggvényében, minden kezelés és a kontroll sejtek esetében is (194. dbra).
Kétutas ANOVA analizissel és post hoc Dunnett-teszttel bizonyitottuk, hogy az egyes

kezelések szignifikansan befolyasoltak a sebzarddast ebben a kisérleti elrendezddésben is. A

TM kezelés ezuttal is gatolta, mig a H1152 kezelés elésegitette a sebzarodast (194. abra).
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19. abra: A TM és a H1152 sebzarodasra gyakorolt hatasanak vizsgalata JulI-val és ECIS-
szel. (A) Petri-csészében névesztett keratinocita monolayert pipettaheggyel karcoltunk, és Jull
késziilékkel monitoroztuk a karcolat zdardodasat. A benott teriiletet abrazoltuk az eltelt ido
fliggvényében. Statisztikai analizis kétutas ANOVA-val és post hoc Dunnett-teszttel. (B) HaCaT
sejteket ECIS plate-en konfluensre novesztettiink, elektrodokkal sebeket égettiink ki, majd
monitoroztuk az impedancia valtozasat a konstans allapot, vagyis a sejtréteg integritasanak
helyredllasaig. Ezt az idét abrdzoltuk oszlopdiagramon. Statisztikai proba egyutas ANOVA-val
és post hoc Sidak-teszttel. Mindegyik kisérlet esetében n=3. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

A fenti eredményeket az ECIS kisérletek tovabb erdsitették (19B. abra). HaCaT sejteket
ECIS tenyésztdéedény elektrodjain ndvesztettiink, majd az elektrodon a monolayert kiégettiik.

A kiégetett teriilet bendvésével ndtt az impedancia is, a karcolat zarodasaval az impedancia nem
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ndtt tovabb. A 19B. dbran lathatd grafikonon minden kezelés esetében abrazoltuk ezt az idot.
Lathato, hogy a teljes gyogyulashoz a kontroll sejteknek 2,1 6rara, a 10 uM H1152-vel kezelt
sejteknek 1,6 oOrara, mig az 1 uM TM-mel kezelt sejteknek 2,7 orara volt sziiksége. A
kiilonbségek a kontroll és a kezelt mintak kozott szignifikansnak bizonyultak. Ez a kisérlet
tovabbi meger0sitésiil szolgalt az iranyban, hogy a PP1 gatlasa lassitja, mig a ROK gatlasa
elésegiti a migraciot. Vagyis a PP1 és a ROK ellentétes modon szabalyozza a sejtmozgast:
elobbi serkenti, utobbi gatolja.

4.1.4. AMYPT]1 csendesitése gatolja a HaCaT monolayer zarodasat

A kovetkezéekben a miozin foszfatdz sebzardodasban jatszott szerepét kivantuk
felderiteni. Ugyanazokat a kisérleteket végeztiik el, mint amelyeket az el6z6 két pontban
bemutattam, csak ezlttal nem a PP1-et gatoltuk tautomycinnel, hanem specifikusan a miozin
foszfatazt,a MYPT]1 alegység csendesitésével. A csendesités az anyagok és modszerek részben
leirtaknak megfelelden siRNS-sel tortént, melyet Lipofectamine 2000 transzfekcios reagenssel
juttattunk be a HaCaT sejtekbe. A kontroll sejteket non-target dupla szala RNS-sel (NT siRNS)
transzfektaltuk. A transzfekcié elinditdsa utan még 48 6ran keresztiil ndvesztettiik a sejteket,
majd elvégeztiik a megfeleld vizsgalatot.

A sejtlizatumokbol Western blottal igazoltuk a MYPT1 csendesités sikerességét (20A.
dbra). Anti-PP1cd antitesttel a miozin foszfatdz katalitikus alegységének expresszidjat is
vizsgaltuk, mivel a szakirodalombol ismertiink mar olyan kutatasi eredményeket, melyek
bizonyitottak, hogy a MYPT1 csendesités hatasara a PP1c expresszio is csokken (Scotto-Lavino
et al., 2009). Azt tapasztaltuk, hogy ez a jelenség HaCaT sejtekben is lejatszodik (204. dbra).
A MYPTI csendesités sejtek ¢letképességére gyakorolt hatasat MTT esszével (20B. dabra) és
kaszpaz esszével (20C. dbra) is vizsgaltuk. MTT esszével azt tapasztaltuk, hogy a sejtek
¢letképessége csak kismértékben (12%-kal) csokkent a kontrollhoz képest, de a kiilonbség
szignifikéns volt (20B. dbra). A kaszpdz essz¢é azt mutatta, hogy nincs szignifikéns eltérés a
non-target duplaszald RNS-sel, illetve az SIMYPT1 RNS-sel transzfektalt sejtek kozott a
kaszpaz-3 aktivitas tekintetében, tehat a MYPT 1 csendesités nem valt ki apoptozist (20C. dbra).

A MYPT]1 csendesités a HaCaT sejtlizatumbdl mért protein foszfataz aktivitast mintegy
48%-kal mérsékelte (20D. abra). Tehat a foszfataz aktivitds ugyaniagy kb. a kontroll érték felére
csokkent, mint a sejtek 1 6ras 1 uM TM-mel valo kezelését kovetden, ami azzal magyarazhato,
hogy a MYPT1 csendesités hatasara — mint azt bizonyitottuk —a PP1c expresszidja is dramaian

visszaesik.
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20. abra: A MYPTI csendesités hatisa a HaCaT sejtek életképességére és foszfataz
aktivitasara. (A) A csendesités sikerességet igazolo Western blot. A MP katalitikus alegység
(PPlco) expresszioja szintén csékken a MYPTI csendesités hatasara. Mintafelviteli kontroll:
tubulin. (B) MTT (C) és kaszpdz vizsgdlat (D) Foszfatiz aktivitasmérési vizsgdlat

sejtlizatumbol. n=3 kisérlet, Student-féle t-teszt. **p<0,01; ***p<0,001; ns: nem szignifikans.

A MP aktivitas gatlasdnak sebzardddsra gyakorolt hatasat karcolasi esszével tanulmanyoztuk.
A transzfekcié kezdete utan 24 o6raval a sejtréteget Tecan Freedom EVO 150 robottal karcoltuk
meg, majd médiumcsere utdn 24 oOran keresztiil ndvesztettilk a keratinocitakat. A kisérlet
végeztével a sejteket fixaltuk és SRB-vel festettiik, majd fénymikroszkoppal lefotoztuk a
karcolatokat (21A. abra). A szabad teriiletek nagysagat ImageJ-vel hataroztuk meg, és a relativ
terilileteket abrazoltuk (2/B. abra). Azon sejtek esetében, melyekben a MYPT1 expressziojat
gatoltuk, a végso karcolat teriilete mintegy haromszorosa volt a kontroll sebekének. A MYPT1
csendesitése tehat szignifikdnsan lassitotta a karcolat zar6dasat (214 és B. abra). SRB esszével
azt tapasztaltuk, hogy a MYPT1 csendesitése kis mértékben — a kontrollhoz képest 7%-kal —,

de szignifikansan csokkentette a proliferacios ratat (21C. abra).
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21. dabra: A MYPTI1 csendesités hatasa a HaCaT sejtek migrdcidjdra és proliferdacidjara. (A)
Karcolasi esszé Tecan Freedom EVO 150 robottal. A karcolds a csendesités elinditasa utan 24
oraval tortént, és karcolast kovetéen a sejteket tovabbi 24 oran at inkubaltuk 10% FBS-t
tartalmazo DMEM-ben. A szabad teriileteket ImageJ-vel hataroztuk meg, és a relativ teriiletet
oszlopdiagramon (B) abradzoltuk. (C) SRB esszé a sejtproliferacio tanulmanyozasara. (D)
Karcolasi esszé 35 mm atmérojii Petri-csészében novesztett sejteken. Karcolas pipettaheggyel,
sebzarodas kovetése Jull késziilékkel. (E) Sebgyogyulds tanulmdnyozdasa ECIS-szel. Az
elektrodon nott sejtréteget kiégettiik, majd mertiik az elektrod ujboli teljes benovéséig eltelt idot.
Kisérletek szama n=3, kiértékelés Student-féle t-teszttel, illetve (D) esetében kétutas ANOVA-
val és post hoc Sidak-teszttel: *p<0,05; ***p<0,001.

JULI™ valés idejli sejtvizsgalo segitségével a sebzarddas kinetikajarol is képet
kaphatunk. A transzfekcids mixet a szélesztéssel egy iddben adtuk a sejtekhez, majd 24 6raval
kés6bb 100 pl-es pipettaheggyel karcoltunk. Azt tapasztaltuk, hogy a karcolas utan 8 oraval
mar szingifikdns volt az eltérés a kontroll és az siMYPT 1 -transzfektalt sejtek altal bendtt teriilet
mérete kozott (2/D. abra). A HaCaT sejtek migraciés képességét a monolayeren mért
impedanciaval is mértiik ECIS vizsgalattal (2/E. dbra), és ezek alapjan azt tapasztaltuk, hogy
a MYPT1-csendesitett sejtek kb. 1 o6raval késébb ndtték be a kiégetett elektrodot, mint a
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kontroll sejtek. Eredményeink alapjan 0gy tiinik, hogy a miozin foszfatdz eldsegiti a
keratinocita monolayeren ejtett seb bendvését, mivel a MYPT1 expresszio gatldsa minden
kisérletben lassabb sebzarddast eredményezett. Amint lattuk, a MYPT1 csendesitése a protein
foszfataz-1 katalitikus alegység expresszidjat is csOkkentette, igy jogosan vetddik fel a kérdés,
mibdl gondoljuk, hogy a megfigyelt hatas a miozin foszfataz és nem altalaban a PP1 enzimek
gatlasanak tudhat6-e be. Mivel azonban mind a robottal, mind a pipettaheggyel végzett
karcolasi esszé, tovabba az ECIS kisérlet soran is a MYPT1 csendesitéssel a sebzarodas
szignifikdnsan nagyobb eltéréseket okozott, mint a TM kezelés kovetkeztében, ezért arra
kovetkeztettiink, hogy a folyamatban a PP1 enzimek koziil valoban meghatarozd szerepet

jatszhat a miozin foszfataz.

4.1.5. A MP miikodése zavart okoz a HaCaT sejtek barrier funkciéjaban

Szaruhartya epitélsejtek esetében mar leirtadk a RhoA-asszocialt kinaz (ROK) sejt-sejt
kapcsolatokban illetve a barrier funkci6 fenntartasaban betoltott szerepét (Yin — Yu, 2008). Az
azonban még nem volt vildgos, hogy a ROK szubsztratjait defoszforilalo MP befolyasolja-e, és
ha igen, akkor miképpen a keratinocitak kozott 1€vo sejtadhéziot. Ezért célul tiztiik ki, hogy
tanulmanyozzuk a PP1 tautomycinnel torténd gatlasanak, illetve a MYPT1 csendesitésének
hatasat a keratinocitak kozotti sejt-sejt kapcsolatra. A HaCaT sejteket az anyagok és modszerek
részben ismertetett médon TM vagy H1152 inhibitorokkal kezeltiik (22B. dbra), illetve SIRNS-
sel transzfektaltuk (224. abra), majd immunfluoreszcens festési modszert alkalmaztunk a tight
junction felépitésében részt vevd ZO-1 (22A. dbra), illetve a zonula adherens-specifikus B-
katenin (22B. dbra) elleni antitestekkel (abran zold szinnel lathatok). A citoszkeletalis F-aktint
(piros) Texas-Red phalloidinnel, mig a sejtmagokat (kék) DAPI-val festettiik meg (224. és B.
dbra).

A kontroll és a non-target SiRNS-sel transzfektalt keratinocitakban a ZO-1 folytonosan
festddott, jelezve a zavartalan sejt-sejt kapcsolatokat. Az siMYPT1-transzfekcio hatasara azt
tapasztaltuk, hogy megndvekedett a ZO-1 mennyisége azokon a helyeken, ahol a sejtek
érintkeznek egymassal, utalva az intenzivebb sejtkapcsolatokra (224. dbra). Az aktinszalak
eloszlasaban is valtozast lattunk, melyek inkabb a kortikdlis régioban akkumulalodtak. A
tautomycin kezelés némileg fokozta az aktin citoszkeletalis halozat képzdését, mig a H1152
gyengitette a sejtadhézidt, és eldsegitette az tin. paracellularis rések megjelenését a sejtek kozott

(lasd a nyilakat a 22B. dbran).
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22. dbra: A MYPTI csendesités és a TM/H1152 kezelés hatisa humdn keratinocitik kozotti
sejt-sejt kapcsolatokra. HaCaT sejtek immunfluoreszcencias festése (A) anti-ZO1 és (B) anti-
[-katenin antitestekkel (zold), illetve fluoreszcensen jelolt Texas Red-X phalloidinnel az F-aktin
(piros) jeloléséhez. A sejtamgokat (kék) DAPI-val festettiik meg. A sejteket elozetesen
inhibitorokkal kezeltiik, vagy siRNS-sel transzfektaltuk. Beosztas hossza: 10 um.

A PP1/ROK inhibitorok és a MYPT1 csendesités barrier funkciora kifejtett hatasat ECIS
késziilékkel is tanulmanyoztuk (23. abra). A monolayert ezattal nem égettiik ki, az impedancia
novekedése pedig a sejtkapcsolatok szorosabba valasat jelezte. A géncsendesitést kalcium
jelenlétében és hidnyaban is elvégeztiik, a kalcium a HaCaT sejtek differencialtatasara szolgalt.
A 23A4. abran lathatjuk, hogy mar maga a kalcium is megnovelte az impedanciat, utalva arra,
hogy a keratinocitak differenciacioja eredményeképpen erésddnek a sejt-sejt kapcsolatok. A
MYPT1 fehérje expresszidjanak gatldsa hatdsara ugyancsak az elektromos impedancia
novekedését tapasztaltuk a kontrollhoz képest. Mindez egybevag az immunfluoreszcens
festéssel kapott eredményeinkkel, vagyis a MYPT1-csendesités soran tapasztalt ZO-1
feldiisulassal a sejtmembranban, illetve a markdnsabb kortikalis aktinhdl6zat megjelenésével
(224. dbra). A TM kezelés hatasara az elektromos ellenallas nem valtozott szignifikansan,
ellenben a ROK H1152 altali gatlasa csokkentette azt (23B. abra). Ugy tiinik tehat, hogy a ROK
¢s a MP befolyasoljak a keratinocitdk kozotti sejtadhéziot és a barrier funkciot, mégpedig ugy,
hogy a ROK erdsiti, mig a MP aktivitdsa gyengiti a sejtek kozotti kapcsolatot.
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23. abra: ECIS. (A) Differencidalatlan és kalciummal differencidaltatott (+Ca®") HaCaT sejteket
non-target, illetve SIMYPT1 RNS-sel transzfektiltunk, és ECIS késziilékkel mértiik az
impedanciat. Az oszlopdiagramon a csendesités kezdete utan 48 oraval kapott osszesitett
eredmények lathatoak. Statisztikai elemzés kétutas ANOVA-val és post hoc Tukey-teszttel. (B)
Elektromos impedancia HI1152, illetve TM kezelést kovetéen. A diagramon n=3 kisérlet
dsszesitett eredménye lathato. Kiértékelés kétutas ANOVA-val és post hoc Sidak-teszttel.
*0<0,05; **p<0,01, ns: nem szignifikans.

4.1.6. A MYPT1 csendesités hatasara megné a transzglutaminaz-1 (TG1) expresszioja

A kutatési projekt kdvetkezd fazisaban azt szerettiik volna kideriteni, hogy a miozin
foszfataz milyen molekularis mechanizmus révén fejti ki a sebzaroédasra gyakorolt, fentebb
részletezett hatasait. Kutatocsoportunk egyik korabbi publikdcidjaban mar bemutatta azon
gének listajat, melyek expresszidjaban a PP1 HaCaT sejtekben torténd csendesitésének hatasara
microarray analizissel valtozas volt tapasztalhato (Dedinszki et al., 2015). Utanajartunk, hogy
a listan szerepl6 gének altal kodolt fehérjék koziil melyek azok, amelyek a szakirodalom szerint

crcr

Osszefliggésbe  hozhatok a  keratinocitdk  migracidjaval, proliferdciojaval  vagy
S100A8, low density lipoprotein receptor, vanilloid receptor-1, transzglutaminaz-1, tovabba a
keratin-1 és a keratin-10 fehérjék expresszids szintjére vizsgaltuk Western blot analizissel. A
hat fehérje koziil a transzglutaminaz-1 (TG1) expresszios szintje mutatott szignifikdns eltérést

a non-target kontrollhoz képest, mégpedig 53,8%-o0s ndvekedést (244. dbra).
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24. abra: A MYPTI csendesitése HaCaT sejtekben és humdn borszovetben fokozza a TG1
expressziojat. (A) MYPTI csendesitése siRNS-sel HaCaT sejtekben, majd a transzglutamindz-
1 (TG1) expresszio vizsgalata Western blottal. Az anti-TG1 antitesttel kapott fehérjesavok
denzitasat elosztottuk a GAPDH belsé kontroll savok denzitdsdaval. Az n=3 kisérletbdl szarmazo
relativ TGl expressziot oszlopdiagramon dbrdazoltuk (dtlag + SEM). Student-féle t-teszt,
***p<0,001. (B) A MYPTI csendesitése ex vivo human borszéveti prepardatumokban. A

csendesités sikerességet és a TG expresszio valtozasat Western blottal vizsgaltuk. Belso

kontroll: GAPDH.

A MYPT1 csendesitését human borszdvetben is elvégeztiik. A sebészi uton eltavolitott
bbrszovet mintak (Genoskin) ex Vvivo szovetdarabok, amelyek gélagyra kifeszitve, specialis
tapoldat segitségével a biopszia utdn még 7 napig €letképesek maradnak. A bdérpreparatumok
fenntartjdk a bdr barrier funkcidjat, proliferativ képességét és a sejtekben metabolikus
folyamatok is lezajlanak. Az siMYPT1 bejutott a borszdveti sejtekbe, és a MYPT1 alegység
expresszioja valoban mérséklodott a non-target SiRNS-sel transzfektalt borszovethez képest
(24B. dbra). Anti-TG1 antitesttel Western blot vizsgalatot végezve az is kideriilt, hogy human
bdrszovetben is a MYPT1 csendesitése egyiitt jar a TG1 fehérje expresszid novekedésével

(24B. dbra).
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25. abra: A MP a TGI1 expresszio szabdlyozasan keresztiil befolydsolja a keratinocita
differencidaciot. (A) Immunhisztokémia bérmintikon anti-TG1 és anti-MYPT1 antitestekkel.
Beosztdas hossza: 50 um. (B) Differencidlatlan (kontroll) és differencialtatott NHEK sejtek
lizatumabol Western blotot végeztiink a TG 1 expresszios szint megallapitasara. A mintafelviteli
kontroll a GAPDH volt. Az oszlopdiagramon, mely n=6 kisérlet eredményeit ésszegezi, a relativ

TG szint lathato. Statisztikai elemzés t-teszttel, *p<0,05.

A MYPTI ¢és a TGI1 epidermalis szoveti eloszlasat normal bor ¢és seb
immunhisztokémiai vizsgalataval elemeztiik. A sebeket a kimetszett ex vivo bérdarabokon
ejtették, a sebzés utan 6 nappal a bérdarabokat 10%-os formalinnal fixaltak, dehidratéltdk,
paraffinba agyaztdk, majd metszették és targylemezre rogzitették (Genoskin). A kontroll
boérdarabokkal hasonloképpen jartak el (254. abran). Normal bor esetében a MYPT1 inkabb az
epidermisz mélyebb rétegeiben talalhaté meg, mig a TG1 elsdsorban a stratum granulosumban
¢és stratum spinosumban. Sebzés hatasara a bazalis rétegben még erdsebb MYPT1 festodést

tapasztaltunk, a TG1 pedig a bazélis réteget kivéve az epidermisz valamennyi rétegében

expresszalodott.

crer

sejtrétegekben a MYPT1 expresszidja lecsokken, a TG1-¢ pedig megemelkedik. A TG1 itt
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hozzajarul a keratinocitdk differenciacidjahoz és a bor elszarusodasahoz. NHEK sejtek
lizatumaibol végzett Western blot vizsgéalatok eredményei alapjan a differencialodott
keratinocitakban 33,2%-kal emelkedik meg a TG1 fehérje szintje a differencialatlan sejtekhez
képest (25B. dbra).

4.1.7. A MP az Akt jelatviteli atvonalon keresztiil gyorsitja a sebzarédast

Kutatési projektiink utolsd fazisaban azt szerettiik volna kideriteni, hogy a miozin
foszfataz hogyan regulalja a TG1 expresszidjat. Tudjuk, hogy a mitogén-aktivalt protein kinaz
(MAPK) utvonalnak szerepe van a sebgyogyulas €s a TG1 génexpresszid szabalyozasaban
(Jonak et al., 2011).
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26. abra: A MYPTI csendesités hatiasa a MAPK jelatviteli utvonal szerepléinek foszforilacios
dllapotdra. (A) Non-target SiRNS-sel transzfektalt és siMYPTI csendesitett ex vivo humdn
bormintdk foszfo-MAPK array vizsgdlata. Az oszlopdiagram a MYPTI-csendesitett szévet
relativ foszforildcios dllapotat mutatja a non-target kontroll értékeihez viszonyitva. Kiértékelés
t-teszttel, n=3, *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001. (B) A MYPTI csendesités hatasa a human ex
vivo borszovetek Akt foszforilaciojara anti-foszfo-Akt (Ser473) antitesttel. Az Akt fehérje szintjét

anti-Akt, mig a felvitt fehérjemennyiséget anti-GAPDH antitesttel ellendriztiik.

Ezért a non-target SiRNS-sel, illetve az SIMYPT1 RNS-sel transzfektalt ex vivo human
bdrszovetek lizatumait human foszfo-MAPK array-re vittiik fel, melynek segitségével a MAPK

jelatviteli utvonallal 6sszefiiggésben 1évo fehérjék MYPT1-csendesités hatasara bekovetkezd
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foszforilacios allapotvaltozasairdl kaphattunk képet (264. dbra). Az oszlopdiagramon a
MYPT1-csendesitett bdrszovetekben 1évé fehérjék kontrollhoz viszonyitott relativ
foszforilacios szintjét abrazoltuk. Az Akt jelatviteli Gtvonal tobb elemének — Aktl, GSK-3p,
p70 S6 kinaz — foszforilacidja csokkent a MYPT1 génexpresszid gatlasa hatdsara. Mig az Aktl
S473 foszforilacid csokkent, addig az Akt2 S474 foszforildcidé nem valtozott. A Hsp27
foszforilacioja ellenben megndvekedett, mig a MAPK utvonal elemei — p38 kinaz, ERKI,
ERK2, CREB — nem mutattak valtozast, kivéve a JNK1 T183/Y 185 foszforilacidjat, ami
szignifikdnsan csokkent. A tobbi fehérje foszforilacios allapota nem mutatott szignifikéns
eltérést a kontrollhoz képest. A kontroll és MYPT 1-csendsitett ex vivo bérmintak lizatumaibol
Western blotot is végeztiink anti-Akt és anti-foszfo-Akt (Serd73) antitestek segitségével, és az
Akt foszforilacio csokkenését tapasztaltuk a MYPT1 kiiitése hatasara (26B. dabra). Ezek az
antitestek azonban mindhdrom Akt izoformat (Aktl, Akt2, Akt3) felismerik, igy az Aktl S473

¢s az Akt2 S474 foszforilaciot nem tudtuk ilyen mddon kiilon vizsgalni.

NT siRNS

SiMYPT1
NT siRNS
siMYPT1

foszfo-Akt1 50 kD foszfo-Akt2
(Ser473) a— (Sera74)

60 koa— (iR | 60 kDa —— | WS NS

50 kDa —

27. abra: A MYPTI csendesités hatdsa az Aktl és az Akt2 foszforilacios allapotara HaCaT
sejtekben. HaCaT sejteket non-target siRNS-sel, illetve SIMYPTL1 RNS-sel transzfektaltunk,
majd 48 ora elteltével a sejtlizatumokbdol immunprecipitaciot végeztiink specifikus (A) anti-Aktl
és (B) anti Akt2 antitestekkel. A fehérjék foszforilaciojat anti-foszfo-Aktl/2 (S473/S474)

antitesttel vizsgaltuk.

Az Akt izoformédk specifikus foszforilacios valtozésaink a tisztdzasara non-target
kontroll ¢s MYPT1 csendesitett human keratinociték lizatumaibdl az Akt1 és Akt2 izoformakat
Akt izoformakra specifikus antitestekkel immunprecipitaltuk és a pan-foszfo-Akt antitesttel

ellendriztiik a fehérjék foszforilaciojaban bekovetkezett valtozasokat (27. abra). Eredményeink
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azt mutatjak, hogy HaCaT sejtekben a MYPT1 expresszid gatlasa szintén csokkenti az Aktl
S473 foszforilacidjat (274. abra), mig az Akt2 S474 foszforilacids szintje nem modosul (27B.
abra). Non-target siRNS-sel, illetve sSIMYPT1-gyel transzfektalt sejtek lizatumaibol Western
blot analizist végezve azt tapasztaltuk, hogy mind az Aktl (284. dbra), mind az Akt2 (28B.

abra) fehérje mennyisége valtozatlan marad a MYPT1 expresszidjanak gatlasa esetén.
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28. abra: A MYPTI csendesités hatasa az Aktl és az Akt2 fehérjék expressziojara HaCaT
sejtekben. Kontroll (NT siRNS) és MYPTI-csendesitett HaCaT sejtek lizatumabol (A) anti-
Aktlés (B) anti-Akt2 antitestek segitségével Western blot analizissel tanulmanyozzuk az Aktl és

Akt2 fehérjék expressziojat.

4.2. A miozin foszfataz szerepe a neurotranszmitter-Kibocsatasban

4.2.1. A SNAP-25 és a MYPT1 fehérje-fehérje kolcsonhatast alakitanak ki

Lontay és munkatarsai pull down analizissel és tomegspektrometrias elemzéssel kordbban mar
kimutattak, hogy a SNAP-25 a tisztitott GST-MYPT1 potencialis kélcsonhato partnere (Lontay
et al, 2012). Mivel tovabbi megerdsitést szerettiink volna nyerni erre vonatkozdan, B50
neuroblasztoma sejtlizditumbol immunprecipitacidos (IP) kisérletet végeztiink. Vizsgaltuk a
SNAP-25 kolcsonhatasat mind a MYPT1, mind a PP1co alegységgel. Az IP-t reciprok médon
végeztiik el, igy az immobilizalt SNAP-25 és a MYPT1 immunoprecipitacidjan keresztiil is a
B50 sejtek lizatumabol (294. dbra). Kimutattuk a SNAP-25 és a MYPT1 ko-precipitacidjat,
illetve a miozin foszfataz két alegységének reciprok ko-precipitaciojat is. Azonban a SNAP-25
¢s a miozin foszfatdz katalitikus alegysége (PP1cd) nem mutatott kolcsonhatast. A B50
sejtekben talalhato SNAP-25 és a MYPT1 immunfluoreszcens festésével azok sejten beliili

eloszlasat is tanulmanyoztuk (29B. dbra). Kimutattuk a SNAP-25 és a MYPT1 kolokalizaciojat
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a B50 citoplazméajaban és a neuronalis nytlvanyokban. A MYPT1 a sejtmagban is megtalalhato

volt.
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29. abra: A SNAP-25 és a MYPT1 kolcsonhatasinak és kolokalizdacidjanak vizsgalata. (A)
Protein A-Sepharose (PAS) gyongyokhoz anti-SNAP-25, anti-MYPT112% vagy anti-PPIco
antitestet kotottiink, majd B50 lizatumbol immunprecipitaciot végeztiink. A mintdakat Western
blottal vizsgaltuk. A kontroll minta esetében a PAS-t nyulszérummal inkubaltuk. (B) SNAP-25
(piros) és MYPTI (zéld) immunfluoreszcens festése B50 neuroblasztomakban. A két fehérje

kolokalizacioja az egyesitett képen lathato.

4.2.2. A ROK in vitro foszforilalja, mig a MP defoszforilalja a SNAP-25 fehérjét

Az irodalmi attekintésben mar emlitettem, hogy a ROK és a MP hasonl6 szubsztratok
foszforilaciojat és defoszforilacidjat katalizalva regulacidés enzimparként viselkednek. Ezért a
kovetkezd 1épésben azt akartuk kideriteni, hogy a ROK képes-e foszforilalni a tisztitott Flag-
SNAP-25 fehérjét in vitro, és ha igen, akkor mely aminosavmaradék a foszforilacios hely.
Ennek érdekében a tisztitott SNAP-25 szubsztrattal és a ROK enzimmel in vitro kinaz esszét
végeztiink, majd a mintakat poliakrilamid gélen elvéalasztottuk, a SNAP-25 fehérjét tartalmazo
savokat pedig kivagtuk és tomegspektrometrias (LC-MS/MS) elemzés ala vetettiik (30A. dbra).
A vizsgalat soran harom peptidet sikeriilt azonositani a mintakbol: *°*RVT (foszforillt)
NDAR?, PRV T (foszforildt)NDARENEMDENLEQVSGIIGNLR?®!, ¥RV T (foszforilalt)
NDARENEM(oxidalt)DENLEQVSGIIGNLR %,
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30. dbra: Tisztitott Flag-SNAP-25 foszforilacioja és defoszforilacioja. () A ROK altal
foszforilalt SNAP-25 tomegspektrometrias elemzése. Az titkozés indukalt fragmentacios (CID:
collision induced dissociation) spektrumok SNAP-25 (136-161. aminosav) peptideket mutatnak.
Felsé panel: *** RVTNDARENEMDENLEQVSGIIGNLRY, 1m/2=991,4868 (3+), alsé panel:
138RVT (foszfo)NDARENEMDENLEQVSGIIGNLR®*!,  m/z=1018,1437 (3+). A Thr138
oldallanc foszforilacidjat a modositatlan yg és a foszforilalt bs fragmens ionok bizonyitjak. (B)
Tisztitott Flag-SNAP-25 foszforildcidja in vitro kinaz esszével. A ROK dltal foszforilalt SNAP-
25 detektalasa autoradiografiaval. (C) In vitro foszforilacios és defoszforilacios esszé.
Gyantahoz kétott Flag-SNAP-25 fehérjét ROK-kal vagy anélkiil (kontroll) inkubaltunk, majd a
ROK-kal inkubalt mintat a ROK eltavolitisa és a gyanta mosdsa utan a MP alegységeivel
inkubaltuk. A SNAP-25 Thri38 oldallancanak foszforilacios allapotat Western blot analizissel
vizsgaltuk anit-foszfo-SNAP-25 (Thri138) antitesttel, mintafelviteli kontrollként anti-Flag
antitestet alkalmaztunk.
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Mindharom peptid kimutatasra keriilt a ROK-kezelt mintabol, mig a legutols6 peptid a

kontroll mintaban is megtalalhato volt (5. tabldzat).

. tablazat: A tomegspektrometrias elemzés alapjan azonositott peptidek

Peptid m/z z Kontroll | ROK | Start | Vég
RVT(foszforilalt)NDAR 456,2084 | 2 + | 136 | 142
RVT(foszforilalt)NDARENEMDENLE | 1018,143 3 + 136 | 161
QVSGIIGNLR 763,8593 4 +
RVT(foszforilalt)NDARENEM(oxidalt) | 1023,475 3 + + 136 | 161
DENLEQVSGIIGNLR 767,8580 4 +

Az elemzés azt is kimutatta, hogy a ROK enzimmel kezelt minta esetében a SNAP-25 Thr138
foszforildcid6 megndtt, koriilbeliil a kontroll szint szazszorosdra. A SNAP-25 foszforilacidjat
ROK-kal in vitro kinaz vizsgalattal igazoltuk gy, hogy a beépilt radioaktiv foszfatot
autoradiografias modszerrel detektaltuk (30B. abra). Vélaszt keresve arra a kérdésre, hogy
vajon a SNAP25 a MP szubsztratja-e és ha igen, akkor vajon a Thr138 aminosavmaradék
defoszforilaciojat katalizalja-e, a Flag-SNAP-25 fehérjét anti-Flag agardzhoz kotottik ki, és
elobb a ROK-kal, majd mosas utan a MP alegységeivel egyiitt inkubaltuk. A foszforilaciot és a
defoszforilaciot a Thr138 foszforilaciora specifikus antitesttel Western blot vizsgalattal
igazoltuk (30C. dbra).

4.2.3. A ROK és a MP gatlasa modositja a SNAP-25 foszforilaciot BS0 sejtekben

B50 neuroblasztoma sejteket a PP1 szelektiv inhibitorral, tautomycetinnel (TMC),
illetve a ROK specifikus gatloszerrel, H1152-vel kezeltiink. A sejteket a kezelés eldtt szérum
¢heztettiik, majd a fenti inhibitorokat 10% (V/V) FBS-t tartalmaz6 médiumban higitottuk, és a
sejtekhez adtuk. A TMC-t 5 uM, mig a H1152-t 10 uM végkoncentracioban alkalmaztuk. MTT
esszével azt tapasztaltuk, hogy egyik inhibitor sem volt szignifikans hatassal a B50 sejtek
¢letképességére (314. dabra). Protein foszfatdz aktivitdismérési esszével miozin kdnnyiilanc
szubsztratot alkalmazva megvizsgaltuk, hogy a fenti gatloszerek hogyan befolyasoljak a
sejtlizatumbol mért foszfataz aktivitast. Eredményeink alapjan a H1152-nek nem volt
szignifikdns hatdsa, mig a TMC altali PP1 gatlas mintegy 75%-kal csokkentette a protein
foszfataz aktivitast a kontrollhoz képest (37B. dbra). Ezek alapjan ugy tnik, hogy a protein

foszfataz aktivitas kb. 3/4 részéért a PP1 enzimek a feleldsek a B50 sejtekben.
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31. abra: B50 neuroblasztoma sejtek kezelése PP1 és ROK inhibitorokkal. A sejteket 1 oran
at 5 uM tautomycetinnel (TMC), vagy 30 percen keresztiil 10 uM HI1152-vel kezeltiik. (A) A
sejtek életképességét MTT vizsgalattal hataroztuk meg (n=6). (B) Protein foszfatdz
aktivitasmerési vizsgalat. (n=3). (C) Az inhibitorok hatasa a SNAP-25 Thri38 foszforilacios
dllapotara Western blot analizissel az dabran jelzett antitestekkel. Az egyes diagramok az
atlagokat + az atlag standard hibajat (SEM) dabrazoljak, n=3. A kontrollt minden esetben
100%-nak vettiik. Kontroll és kezelt mintak értékeinek d&sszehasonlitasa Student-féle

parositatlan t-probaval: *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Ezt kovetden Western blot analizissel megvizsgaltuk a gatloszerek hatasat a SNAP-25
Thr138 oldallanc foszforilacids allapotara B50 sejtekben, a foszforilacios helyre specifikus
anti-foszfo-SNAP-25 (Thr138) antitesttel (3/C. dbra). A kapott savokat denzitometraltuk, a
foszfo-jel intenzitasat pedig elosztottuk a kapcsolodd SNAP-25 jel erésségével, ilyen médon
korriglva az esetleges expresszios szintll vagy mintafelviteli eltéréseket. A normalizalt kontroll
SNAP-25 Thr138 foszforilacidjat 100%-nak véve a TMC-, illetve a H1152-kezelt sejtek relativ
SNAP-25 foszforilaciojat is meghataroztuk. Eredményeink alapjan mindkét inhibitornak
szignifikans hatdsa volt a B50 sejtekben 1évé SNAP-25 foszforilacios allapotara a Thr138
aminosav oldallancon. A ROK H1152 altali gatlasaval a foszforilacié a kontroll értékhez képest

57,0%-kal csokkent, mig a PP1 enzimek TMC 4altali blokkolasaval a SNAP-25 foszforilacio
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46,9%-kal nott. Azt is kimutattuk, hogy ha a B50 sejtekben csendesitjitk a MYPT1 alegységet,
akkor a SNAP-25 Thr138 foszforilaci6 30,4%-kal emelkedik meg a kontroll szinthez képest
(Horvath et al, 2017). Bizonyitottuk tehat, hogy a miozin foszfataz és a RhoA-asszocialt kinaz

in vivo is modulalja a SNAP-25 foszforilaciot.

4.24. A MP fokozza a szinaptoszOmak neurotranszmitter-kibocsatasat a SNAP-25
defoszforilacioja altal

Egér agykérgi szinaptoszomat prepardltunk, majd fagyasztasos-felolvasztasos
modszerrel (lasd 3.22. pont) Flag-peptidet, illetve tsA201 sejtekben termeltetett, és annak
lizatumabol tisztitott Flag-KEPI fehérjét juttattunk at a szinaptoszoéma membranon. A Flag-
KEPI sikeres bejuttatasait Western blottal bizonyitottuk, anti-Flag antitest segitségével (32A.
dbra). A kindaz altal aktivalt protein foszfataz-1 inhibitor (KEPI) fehérje, akarcsak a hozza
hasonlo 17 kDa molekulatomegii protein kindz C dltal aktivalt inhibitor (CPI1-17), foszforilalt
allapotaban gatolja a MP holoenzim aktivitasat. A két fehérje nagyfokt szekvencia-
homologiaja miatt az anti-foszfo-CP1-17 (Thr38) antitest a foszforilalt KEPI fehérjét is képes
felismerni. Igy ennek az antitestnek a segitségével megvizsgaltuk, hogy a fehérje
transzdukcioval bejuttatott Flag-KEPI foszforilalodott-e a szinaptoszomaban 1évd kinazok
hataséara. Az antitesttel a kontroll és a Flag-peptiddel kezelt szinaptoszomak esetében is kaptunk
jelet, ami arra utal, hogy a szinaptoszémaban endogén CPI-17 vagy KEPI taldlhatd. Azonban a
Flag-KEPI bejuttatasanak hatasara az antitesttel detektalt foszforilacios jel megnodvekedett
(324. abra), igy arra kovetkeztettiink, hogy a bejuttatott Flag-KEPI valoban foszforilalodott,
vagyis alkalmassa valt a miozin foszfataz gatlasara.

A MP a neurotranszmitter-kibocsatasara kifejtett hatasanak a PP1 enzimcsalad egyéb
tagjaitol valo elkiilonitésére a foszforildlt KEPI specifikus MP gatld hatdsat alkalmaztuk.
Sznaptoszomalis exocitdzis esszét végeztiink az ,,anyagok és modszerek” részben leirtaknak
megfelelden ugy, hogy az exocitdzis mértékével ardnyos fluoreszcencia-intenzitascsokkenést
fluoriméterrel detektaltuk (32B. dabra). A Flag-KEPI fehérje jelenléte mar 30 masodperccel a
KCl-dal kivaltott depolarizacié utan szignifikdnsan csokkentette a neurotranszmitter-
kibocsatast mind a kontrollhoz, mind a Flag-peptidhez képest. Erdekes modon a Flag-peptidnek
iS Volt némi, nem szignifikans hatasa a neurotranszmitter-kibocsatasra, aminek az okat jelenleg
nem tudjuk megmagyarazni.

Western blottal kimutattuk, hogy a Flag-KEPI transzdukci6 hatasara a SNAP-25 Thr138
foszforilaci6 megemelkedett a kontroll és a Flag-peptiddel kezelt szinaptoszomékban levo
SNAP-25 foszforilaltsagi szintjéhez képest (32C. abra). Bizonyitottuk tehat, hogy a MP

holoenzim KEPI altali gatlasaval egyrészt csokken a neurotranszmitter-kibocsatds mértéke,
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masrészt a SNAP-25 foszforilaci6 a Thr138 oldallaincon megemelkedik. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a MP eldsegiti az ingeriiletatvivé anyagok idegsejtekbdl torténd
felszabadulasat, mégpedig a SNAP-25 fehérje Thr-138 oldallancanak defoszforilacidja altal.
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32. dabra: MP inhibitor Flag-KEPI fehérje bejuttatisa a szinaptoszomadkba, és hatisa a
neurotranszmitter-kibocsdtdasra és a SNAP-25 foszforilaciora. Flag-peptidet és Flag-KEPI
fehérjét juttattunk be a szinaptoszomdkba fehérje transzdukcioval. (A) A Flag-KEPI
bejutdsanak ellendrzése Western blottal, anti-Flag antitesttel. A KEPI foszforilaciot anti-foszfo-
CPI-17 (Thr38) antitesttel vizsgaltuk, a relativ foszforilaciot oszlopdiagramon abrazoltuk (n=3
). (B) Exocitozis esszével vizsgaltuk a Flag-peptid és a Flag-KEPI hatdsat a neurotranszmitter-
kKibocsatdsra. A szinaptoszomaba bejuttatott, membrankotott FM 2-10 festék fluoreszcencia
intenzitasa az exocitozis mértékével egyenesen aranyosan csokken. Az egyes idopontokhoz

tartozo intenzitasvaltozas értékek osszehasonlitasa t-probaval (a: szignifikans eltérés (p<0,05)
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az ugyanahhoz az idéponthoz tartozo kontroll értékhez képest; b: szignifikans eltérés (p<0,05)
a Flag-peptid hatdsdhoz képest). (n=3) (C) A Flag-peptid és a Flag-KEPI hatdsa a SNAP-25
Thri38 foszforilaciora Western blot analizissel., n=3. Minden diagram esetében az atlag +
SEM keriilt abrazolasra. Statisztikai proba: ANOVA és post hoc Dunnett-teszt. Jelolések:
*0<0,05; **p<0,01, ns=nem szignifikans.

4.2.5. A MP és a ROK szabalyozzak a SNAP-25 foszforilacidjat egér agyszeletekben

A MP ¢és a ROK szerepét egér kortikalis agyszeletekben is tanulmanyozni kivantuk,
ezért 200 um vastagsagu szeleteket metszettiink le az agykérgi régiobdl, majd az agyszeleteket
5 uM TMC-vel, illetve 10 uM H1152-vel kezeltiik 1 oran at. A kezelés kezdetén 8 mM KCI-ot
is adtunk a szovet fenntartasahoz hasznalt mesterséges cerebrospinalis folyadékhoz (aCSF). A

KCl szerepe az agyszeletek neuronjainak a depolarizacidjanak kivaltasa volt.
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33. abra: A PPI és a ROK inhibitorainak hatisa a SNAP-25 Thr138 foszforilaciora egér
agyszeletekben. Egér kortikalis agyszeleteket 5 uM TMC-vel vagy 10 uM H1152-vel kezeltiink
1 oran keresztiil, 8§ mM KCI jelenlétében, mely a depolarizacio kivaltasara szolgalt. A SNAP-
25 Thri38 foszforilaciojat Western blottal tanulmanyoztuk. A normalizalt relativ SNAP-25

Thri38 foszforilaciot oszlopdiagramon abrazoltuk (n=35). Statisztikai analizis egyutas ANOVA-
val és post hoc Dunnett-teszttel. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Az egy oras kezelés leteltével az agyszeletek lizatumabdl Western blot analizist
végeztiink az inhibitorok hatasanak vizsgalataraa SNAP-25 Thr138 foszforilacidjara. A SNAP-
25 expresszios szintjét anti-SNAP-25 antitesttel, mig a foszforildcid6 mértékét Thrl38
foszforilacios helyre specifikus anti-foszfo-SNAP-25 (Thr138) antitestettel ellendriztiik.
Eredményeink alapjan a TMC éaltali PP1 géatlds megnovelte, mig a H1152 altali ROK inhibicio
csOkkentette a SNAP-25 foszforilaciot a Thr138 aminosav oldallancon, a kontrollhoz képest.
Az is kideriilt, hogy maga a KCI depolarizacio is egylitt jar a SNAP-25 Thr138 foszforilacios

szint csokkenésével (33. abra).
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5. Megbeszélés

A miozin foszfataz szerepe a sebzarodasban

crer

A sebek re-epitelizacidja a keratinocitak koordinalt proliferaciojat, migracidjat és
differenciaciojat feltételezi (Coulombe, 2003). Ezért kutatasaink soran azt vizsgaltuk, hogy a
MP ¢s a ROK milyen szerepet jatszanak ezekben a folyamatokban. A HaCaT sejteken kapott

eredményeinket 6sszefoglaldan az 6. tabldzat mutatja be.

6. tablazat: A ROK, a PP1 és a MP szerepe a HaCaT sejtek élettani folyamataiban

vizsgalt

jellemzo

alkalmazott

modszer

H1152 hatasa

TM hatasa

SIMYPT1

hatasa

életképesség MTT esszé nincs valtozas nincs valtozas kismértékti
csokkenés
apoptozis kaszpaz esszé nincs valtozas nincs valtozas nincs valtozas
protein PP nincs valtozas kb. a felére kb. a felére
foszfataz aktivitdsmérési csokken csokken
aktivitas esszé
proliferacio SRB essz¢é nincs valtozas gatolja gatolja
sejtmozgas karcolasi essz¢é elésegiti gatolja gatolja
robottal
sejtmozgas karcolasi essz¢é elésegiti gatolja gatolja
pipettaheggyel,
és JulLl
sejtmozgas ECIS (,.time to gyorsitja lassitja lassitja
healing”)
barrier funkcio ECIS csOkkenti nincs valtozas noveli

(impedancia)

A ROK gatolja a HaCaT sejtek vandorlasat

Eredményeink alapjan az egérsebek tautomycinnel torténd kezelése meggatolta azok

zarddasat (/2. abra) és a re-epitelizaciot (/3. dbra), mig a H1152 nem fejtett ki szignifikans
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hatast a sebgyogyulas gyorsasagara (/2. dbra). Egy kinai kutatocsoport korabban szintén arra
az eredményre jutott, hogy az Y27632 ROK gatoloszerrel kezelt egérsebek teriilete a sebzés
utan 3, illetve 5 nappal sem kiilonbozott szignifikansan a kontroll sebekétél. Erdekesség
azonban, hogy a konstitutivan aktiv RhoA-t (a ROK aktivatorat) koédold lentiviralis vektor
sebszOvetbe juttatasaval a sebgyogyulas kismértékii gyorsulasat tapasztaltak (Zhang et al.,
2011). Zebradanié boérén alkalmazott Y27632 ugyanakkor gatolta a re-epitelizaciot
(Richardson et al., 2016).

HaCaT sejteket H1152-vel kezelve sem MTT esszével, sem kaszpaz esszével nem
tapasztaltunk eltérést a sejtek életképességében a kezeletlen sejtekhez képest (/4. dbra). AROK
gatlasa a primer human keratinocitak ¢€letképességét sem valtoztatta meg az MTT vizsgalat
alapjan, azonban a differencidltatott NHEK sejtek kaszpéaz-3 aktivitasat szignifikdnsan
csokkentette (/5. abra). A ROK inhibicié antiapoptotikus hatdsat szaruhartya endotél sejtek
(Okumura et al., 2009), illetve elébérbdl szarmazo primer keratinocitak (Dakic et al., 2016)
esetében masok is kimutattdk — utébbi esetben szintén a kaszpaz-3 aktivitdsmérési esszét
alkalmazva. SOt, egy kutatds szerint az Y27632 segitségével a primer human keratinocitak
immortalizacidja is kivitelezheté (Chapman et al., 2010). Az Y27632 t6bb munkacsoport
eredményei szerint is fokozta a keratinocitak proliferaciojat, melyet BrdU esszével (McMullan
et al., 2003), illetve sejtszamolassal és a novekedési gorbék meghatarozasaval (Chapman et al.,
2010, Li et al.,, 2015) bizonyitottak. S6t, az Y27632 proliferaciot serkenté hatasat mas
sejttipusokban, igy szaruhartya endotél sejtek (Okumura et al., 2009) és periodontalis
ligamentumbdl szarmazd 6ssejtek (Wang et al., 2017) esetében is leirtdk. Ezek alapjan tgy
tinik, a ROK aktivitasa gatolja a sejtek szaporodasat. Kisérleteink soran SRB esszével a HaCaT
dbra). Az eltérés a kisérleti elrendezés kiilonboz0ségébdl — alkalmazott ROK inhibitor és
vizsgalati modszer — szarmazhat; és meglehet, hogy az SRB esszé kevésbé érzékeny modszer a
BrdU esszéhez képest. Akad azonban olyan publikacio is, amelyben az Y27632 a kontroll
elézetesen heparint k6t epidermalis novekedési faktor-szeri novekedési faktorral (HB-EGF)
indukaltdk (mely megndvelte a sejtproliferacid mértékét), az Y27632 kezelést kdvetden a
proliferacio mértéke a kontroll szintre csokkent (Yin — Yu, 2008). Az eredmények tehat
ellentmondasosak, és erésen fliggnek az alkalmazott modell és gatloszer kombinaciojatol.

A ROK sejtmigracioban betoltott szerepét illetéen szintén nincs egységes allaspont —
alkalmazott modszertdl, sejttipustdl és az Y27632 kezelés hosszatol fliggden egészen valtozatos

eredményekre jutottak a kutatok. Utalds tortént arra is, hogy a ROK valoban mas-mas moédon
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szabalyozza a sejtmotilitast a kiilonb6zo sejttipusokban. Az Y27632 egyes tanulmanyok szerint
fokozta (Nobes — Hall, 1999, Charette — McCance, 2007, Yin — Yu, 2008, Jackson et al., 2011,
Biggs et al., 2014, Wang et al., 2017), masokban gatolta (Tang et al., 2010, Richardson et al.,
2016) a migraciot. Akad olyan kutatdsi eredmény is, mely szerint az Y27632 kezelés nem
stimulaltdk zsirszovet eredetli dssejtekbdl kinyert fehérje extraktummal, az Y27632 tovabbi
hozzaadasa hatasara a migracio a kontroll szintre allt vissza (Moon et al., 2012). Arthur és
Burridge fibroblasztokon végzett kisérleteiben ez azonban pont forditva tortént: az Y27632 a
sejtek vandorlasat visszagyorsitotta (Arthur — Burridge, 2001). A fenti cikkekben a sejtmozgast
pipettaheggyel végzett karcolasi esszével (scratch assay), Boyden kamraval, illetve transwell
esszével (transwell chamber) vizsgaltak. Az Y27632-t 10-20 uM koncentracioban alkalmaztak,
¢s karcolas utan a sejteket jellemzden 4-24 6ran keresztiil ndvesztették.

Szintén kérdéses az, hogy az aktin stresszkdbelek hogyan jarulnak hozzad a
sejtmozgashoz. Nobes ¢és Hall brit kutatok fibroblasztokat a Rho inhibitoraval, C3
transzferazzal kezelve azt tapasztaltdk, hogy az aktin stresszkabelek és a fokalis adhéziok
képzddése sulyos zavart szenvedett, mindazonaltal a monolayer bezardéddsa ugyanolyan
gyorsan megtortént, mint a kontroll sejtek esetében. Ezentul az aktiv Rho gatolta a sejtek
migraciojat. Mindezekbdl arra kovetkeztettek, hogy a sejtmozgashoz nincs sziikség a
stresszkabelek allandd jelenlétére, inkabb azok ,turnovere”, dinamikus ujrarendezddése
mozdithatja el a folyamatot (Nobes — Hall, 1999). Mas kutatok azt allitjak, hogy a RhoA-
Biggs és munkatarsai szerint éppen, hogy gatolja azt (Biggs et al., 2014). Abban azonban
konszenzus mutatkozik, hogy a ROK aktivitds Y27632 altali gatlasa csokkenti az aktin
stresszkabelek mennyiségét a sejtekben (Nobes — Hall, 1999, Moon et al., 2012, Biggs et al.,
2014).

Eredményeink alapjan a ROK enzim H1152 altali gatlasa, melyet HaCaT sejtkulturan
10 uM végkoncentracidban alkalmaztunk, serkenti a keratinocitak vandorlasat. Ezt robottal (17.
dabra) illetve pipettaheggyel (19. dbra) végzett karcolasi vizsgalattal is bizonyitottuk. Utobbi
modszerrel az is kideriilt, hogy a H1152 kezelés mar a karcolas utan 8 oraval szignifikdns
kiilonbséget eredményezett a karcolat méretében, és az eltérés 24 ora elteltével is szignifikans
maradt.

A B-katenin immunfestésével azt tapasztaltuk, hogy a H1152 hatdsara a sejtek kozott

paracellularis rések keletkeztek (22B. dabra). A sejt-sejt adhézido zavarara utal az ECIS-szel
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mért, kontrollhoz képest alacsonyabb impedancia is (23B. dbra). Mindezek alapjan
feltételezziik, hogy a ROK szerepet jatszik a sejt-sejt kapcsolatok kialakitasaban, és ezt egy
korabbi tanulmany is megerdsiti: az Y27632 kezelés gyengitette a szaruhartya epitélsejtek
kozotti adherens kapcsolatokat — az E-kadherin fest6dés intenzitdsa mérséklodott, és
folytonossadga megszakadt — és a tight junction-alapu barrier funkcié is karosodott: az okkludin
festddés diffuzabba valt, és a transzepitélialis elektromos rezisztencia (TER) is csokkent (Yin —
Yu, 2008). Ellenpéldat azonban ezuttal is talalni: huméan mikrovaszkularis endotélsejtek
esetében a ripasudil, a ROK egy masik gatloszere novelte a TER-t, és megakadalyozta a szoros
sejtkapcsolatok szétesését (Hida et al, 2018). A cigarettafiist hatasara Calu-3 léguti
epitélsejtekben megemelkedik a ROK aktivitasa, mig a MP-¢ a MYPT1 gatlo foszforilacidja
révén csokken, intenzivebbé valik az F-aktin polimerizacid, az okkludin és a ZO-1 kozotti

kapcsolat felbomlik, a barrier funkcio pedig zavart szenved (Olivera et al., 2010).

srers

A PPl-nek a keratinocitak ¢életképességében, proliferdciojdban €és migracidjaban
betoltott szerepét a sejtek 1 uM tautomycinnel (TM), a PP1 specifikus inibitoraval torténd
kezelésével tanulményoztuk. A TM kezelés a HaCaT sejtek lizatumabol mért protein foszfataz
aktivitast a kontroll érték kb. felére csokkentette (/6. abra). Ez valamelyest magasabb érték
annal, melyet Dedinszki ¢és munkatarsai mértek: 6k HaCaT sejteket szintén 1 uM TM-mel
ugyancsak 1 oran at kezelve a foszfataz aktivitds mintegy 30%-os csdkkenését tapasztaltak
(Dedinszki et al., 2015). A primer human keratinocita NHEK sejtek életképességében dramai
csokkenést tapasztaltunk MTT esszével a TM kezelés hatasara, ¢s a PP1 gatlasa a
differencialtatott NHEK kaszpaz-3 aktivitasat is megndvelte, ami a sejtek apoptozisara utal (15.
abra). A PP1 és a PP2A egyidejii gatlasa okaddnsavval szdmos sejttipusban — igy a C50 és a
JB6 egér epidermalis sejtekben is — apoptozist indukalt (Rajesh et al., 1999). Az NHEK-kel
ellentétben a TM az immortalizalt human keratinocita HaCaT sejtek életképességét nem
csOkkentette az MTT essz¢ alapjan (/4A. dbra), és azok apoptdzisat sem valtotta ki (/4B. abra).
Ugyanakkor kutatdcsoportunk korabbi eredményei szerint, ha a HaCaT sejtek PP1 aktivitasat
RNS interferencidval gatoljuk (pan-siPPlc bejuttatdsaval), az MTT esszével mért
sejtéletképesség kb. 25-30%-kal csokken. Tovabba a tautomycin HaCaT sejtekben kivaltja a
hogy a PARP kaszpaz-3 altali hasitasa az apoptozis indikatora (Dedinszki et al., 2015).

Az SRB essz¢ azt mutatta, hogy a PP1 gatlasa csokkenti a HaCaT sejtek proliferacios
ratajat (/7C. abra). Egy korabbi kutatds szerint a szajliregi laphamréak sejtekben megemelkedik

a PP1 katalitikus alegység alfa izoforméjanak (PPlca) mennyisége a normal hamsejtekhez
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képest, és a PP1ca overexpresszio elsegiti a tumorigenezist és a sejtproliferaciot, mig a fehérje
gatlasa esetén a sejtek szaporoddsa lelassul (Hsu et al., 2006). Ugyanakkor egy madsik
publikacio szerint az interleukin-4 altal kivaltott, c-myc kozvetitette NHEK proliferacioban
nincs szerepe a PP1-nek és a PP2A-nak, tekintve, hogy azok okadansavval torténd gatlasa nem
volt hatassal a c-myc mRNS szintjére (Yang et al., 1996).

Eredményeink alapjan a TM kezelés gatolja a HaCaT sejtek migraciojat, ezek alapjan
ugy tlinik tehat, hogy a PP1 aktivitas elosegiti azt (17-19. dbra). Ez egybevag egy kordbbi
kutatasi eredménnyel, mely szerint az okadansav, a PP1 és a PP2A gatloszere lassitotta a
keratinocitak migraciojat és a seb benovését karcolasi esszé soran (Ruzsnavszky et al., 2013). A
PP1 mas sejttipusok mozgasat is serkentheti. Egy frissen kzolt cikkben azt valoszinisitik, hogy
a PP1 az un. kollapszin-vélasz mediator fehérje 2 (CRMP2) defoszforilacioja révén eldsegiti az
egér embriondlis fibroblaszt (MEF) sejtek vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGF)
indukalta migraciojat (Sarhan et al., 2017).

A TM hatadsara nem tapasztaltunk szingifikdns valtozast az a HaCaT monolayer
elektromos ellenallasdban a kontrollhoz képest ECIS kisérlettel (23B. abra). Korabbi kutatasok
szerint a katalitikusan inaktiv PP1ca overexpresszidja késleltette — de meg nem akadalyozta —
a tight junction-ok kialakulasat a kutyabol szarmazo MDCK-II veseepitélium sejtekben
(Traweger et al., 2008).

A MP elésegiti a keratinocitak szaporodasat, mozgasat, és gatolja a barrier funkciot

A MYPTI1 regulator alegység expresszidojat RNS interferencia segitségével gatoltuk
HaCaT sejtekben (20A4. dbra) ezaltal vizsgalva a miozin foszfataz Iehetséges szerepét a
keratinocitak szaporodasaban és vandorlasaban. Az eredményeink nem mondanak ellent a TM-
, illetve H1152-kezelés soran szerzett megfigyeléseinkkel: az siMYPT1 transzfekcio — csakugy,
mint a PP1 gatlasa TM-mel, illetve ellentétben a ROK H1152 4ltali gatlasaval — fékezte a
abra). A MYPTTI kiiitése a sejtek ¢€letképességét kis mértékben csokkentette (20B. dabra), és
apoptozist sem valtott ki (20C. dabra).

A miozin foszfataz sejtélettani folyamatokban betdltott szerepérdl keratinocitakban alig
allnak rendelkezésre adatok, mas sejttipusokban azonban részletesebben tanulmanyoztak. Sok
esetben csupan a kiilonféle kezelések MYPT1 foszforilacidjara gyakorolt hatdsat monitoroztak
(amint a szakirodalmi bevezetdben emlitettem, a MYPT1 a Thr696 vagy a Thr853 helyeken
torténd foszforilacidja a miozin foszfataz gatlasat eredményezi). Igy példaul a 10 pm-nél kisebb

atmérdjl, levegdben lebegd részecskék hatasara a MYPT foszforilacidja és a ROK expresszioja
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egyarant megemelkedett az A549 tiiddepitél sejtekben, de a sejtek életképességében nem
tapasztaltak valtozast (Chirino et al., 2017).

A MP sejtmozgasra kifejtett hatdsa ugyanolyan ellentmondasos a szakirodalomban,
mint a ROK szerepe. Korabbi kutatasok bizonyos sejttipusok esetében a keratinocitdkon
tapasztalt eredményeinket tdmasztottdk ald. Eszerint a MYPT1 downregulaciéja HeLa
sejtekben (Xia et al., 2005) és human aorta simaizomsejtekben is (Cheng et al., 2013) gatolta a
migraciot, ami arra utal, hogy a MP ezekben a sejtekben is valamilyen modon eldsegiti a sejtek
elorehaladasat. Mas sejttipusokban azonban ellenkezé eredményre jutottak. Gyomorrak
sejtekben a MYPT1 overexpresszidja gatolta a sejtek szaporodasat, a sejtciklus eldrehaladéasat
¢s a sejtek Transwell kamraban torténé mozgasat (Wang — Sun, 2018). A miozin foszfataz
downreguldciojaval értek el — a prosztatarak sejtek proliferacidjat és migracidjat is blokkolta
(Grey et al.,, 2018). Human retina mikrovaszkularis endotélsejteket ripasudillal, a ROK
gatloszerével kezelve a MYPT defoszforilaciojat tapasztaltak, ezzel egyidejiileg pedig a sejtek
proliferacioja és migracioja is zavart szenvedett (Yamaguchi et al., 2016). A fenti publikaciok
alapjan valdszintisithetd, hogy a MP — csakugy, mint a ROK — sejttipustol fliggden eldsegiti
vagy gatolja a migraciot és a sejtszaporodast. A mi kisérleteinkben a MYPT1 csendesitése
dramaian gatolta a HaCaT sejteken ejtett karcolat zarodasat (21. dbra).

A MYPT]1 csendesitése erdsitette a keratinocitak kozotti sejt-sejt kapcsolatokat: a ZO-
1 mennyisége megndvekedett a sejtmembranban (224. dbra), és az ECIS-szel mért impedancia
is megemelkedett (234. dbra). Mindez t6bb tight junction-re és erésebb elhatarold funkciora
utal, vagyis a miozin foszfataz elrontja a keratinocitak barrier funkcidjat. Egy kutatécsoport
szintén human keratinocitdkon végzett kisérletei soran hasonlé eredményre jutott: a 2-es tipus
leukotrién B4 receptor egyik agonistaja a MYPT1 gatlo foszforilacidjanak és az aktin
polimerizaciojanak indukalasa altal védte a barrier funkciot (Chiba et al., 2016). Egy masik
publikacio szerint a Palsl-asszocialt tight junction protein (PATJ) nevii fehérje a MYPT1-hez
kotddve gatolja a miozin foszfatazt és a miozin defoszforilaciojat, és a miozin aktivalasa révén
segit megbrizni a zonula adherens stabilitasat Drosophila melanogaster epitélsejtekben (Sen et
al., 2012).

A MP az epidermisz alsobb rétegeiben gatolja a differenciaciot a TG1 downregulacioja
altal
egyensuly mutatkozik. Az epidermisz alsé rétegeiben elhelyezkedd sejtek osztédnak, majd a

proliferacio csokkenésével felfelé vandorolnak, és ott differencialodnak. A ROK gatlasa
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hatdsdra a keratinocitdk proliferaciojanak fokozodasat figyelték mar meg, mikdzben a
termindlis differenciaciot szolgald gének expresszidja downregulalodik. Leirtak tovabba, hogy
a differencialodo keratinocitakban a ROK aktivitasa né (McMullan et al., 2003). Eredményeink
alapjan ugy gondoljuk, hogy a miozin foszfatdz a ROK-kal ellentétes moédon szabalyozza
ezeket a folyamatokat: mig a proliferaciot és a migraciot serkenti, addig a keratinocitak
csendesitése HaCaT sejtekben dramaian lassitotta azok mozgésat, a karcolat bendvését.
Masodszor, immunhisztokémiaval megallapitottuk, hogy a MP elsOsorban az epidermisz
mélyebb rétegeiben expresszalodik, a felsobb rétegekben expresszios szintje alacsony (25A.
abra). Harmadszor, a transzglutaminaz-1 (TG1) els6sorban a felsdbb, elszarusodoé rétegekben
talalhaté meg, ahol a MP expresszidja nem jellemz6 (254. dbra). Negyedszer, a MYPT1
csendesitése mind HaCaT sejtekben (24A4. dbra), mind human borszovetben (24B. dbra)
fokoztaa TG1 fehérje expresszidjat. Otddszor, differencidltatott NHEK sejtekben a TG1 fehérje
szintje megemelkedett a differencialatlan sejtekhez képest (25B. dbra).

Mig a keratin-1 ¢és -10 a korai terminalis differenciacié markerei, addig a TG1 és az
involukrin a stratum granulosum és a stratum corneum érett keratinocitaiban expresszalodik,
¢s a késoi termindlis differencidcio indikatorai (Bayer et al., 2017). A TG1 enzim egyes fehérjék
(pL. involukrin, lorikrin) k6zotti y-glutamil-g-lizin izopeptid kotések kialakitasa altal elésegiti
az ugynevezett elszarusodd sejtboriték (cornified cell envelope) — egy 15 nm vastagsagu,
kozvetleniil a sejtmembran alatt talalhaté fehérjeréteg — létrejottét a differencialodo
keratinocitakban. A halpikkelyboriiség (ichtyosis) nevili betegségcsoport egyes tipusai a TG1-
et kodold gén mutacidjara vezethetdk vissza (Candi et al., 1998). Egy korabbi publikaci6 szerint
az Y27632 kezelés gatolta az egér keratinocitdk TG1 expressziojat, morfologiai valtozasat és
az elszarusodo sejtboriték kialakuldsat, ezért a cikk szerzdi arra kdvetkeztettek, hogy a ROK a
TG1 expresszio szabalyozasa révén el6segiti a differenciaciot (Kotake-Nara et al., 2007). Ez az
eredmény éppen egybevag a mi felfedezésiinkkel: tigy tlinik tehat, hogy a MP és a ROK
A MP az Akt jelatviteli itvonalon keresztiil befolyasolja a keratinocita proliferaciot,
migraciot és differenciaciot

Eredményeink alapjan a MYPT1 csendesités hatasara human bérszovetben (26. dbra)
¢s HaCaT sejtekben (27. dabra) is csokkent az Aktl foszforilacidja a Ser473-as aminosav
oldallancon, mikdzben sem az Aktl és az Akt2 mennyisége, sem az Akt2 foszforilacié nem
valtozott. Emellett az Akt jelatviteli utvonal mas elemei — az emlds rapamicin-célpont (mTOR),
a p70 S6 kinaz és a glikogén szintaz kinaz 3 (GSK3) — is defoszforilalodtak (264. abra).
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Az Akt, vagy mas néven protein kindz B, egy Ser/Thr kindz, mely az inzulin, illetve a
novekedési faktorok altal stimulalt, foszfatidilinozitol 3-kindz (PI3K) altal szabalyozott
jelatviteli Gtvonalak egyik fo downstream effektora. Kozvetleniil a foszfoinozitid-dependens
protein kinazok (PDK1 és PDK2) foszforilaljak a Ser308 és a Ser473 oldallancokon, mely altal
az Akt aktivalodik. A humén keratinocitdkban mindharom izoformaja megtalalhatd, de az Akt3
lényegesen kisebb mennyiségen, mint az Aktl és az Akt2 (Thrash et al., 2006). Korabbi
vizsgalatok szerint a PI3K — Akt — mTOR jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik a
sebgydgyulasban, mégpedig gyorsitja azt. Charette és McCance kutatdsai alapjan a
keratinocitakban az aktiv Akt downreguldlja a RhoA aktivitasat, ¢s a ROK gatlasan keresztiil
serkenti a migraciot (Charette — McCance, 2007). Masok kimutattak, hogy az Aktl Serd73-
foszforilacid megemelkedik a sebszél kozelében 1évo keratinocitadkban, tovabbd hogy az mTOR
aktivacidja dramaian fokozza a sejtproliferaciot és a migraciot, mig inhibitora, a rapamicin
késlelti az egérsebek gyogyulasat (Squarize et al., 2010). Utobbi cikk szerzoi fel is vetik annak
a lehetdségét, hogy ezen jelatviteli palya farmakoldgiai titon torténd aktivalasa a sebgyogyulas
gyorsitasanak egyik lehetéséges jovObeli stratégidja lehet. Torténtek is kisérletek ebben az
iranyban: egy kutatdcsoport a homobrasszinolid elnevezésii ndvényi hormonnal sikeresen
stimulalta a PI3K — Akt jelatviteli Gtvonalat és gyorsitotta fel az egérsebek gydgyulasat
(Esposito et al., 2013).

Mivel kisérleteinkben a MP gatlasa az Aktl defoszforilaciojat eredményezte, ugy
gondoljuk, hogy a MP nem koézvetleniil az Akt-on fejti ki hatasat, hanem valamelyik — jelenleg
még meg nem hatarozott — upstream effektoran. Feltételezésiink szerint a MP kozvetett modon

aktivalja az Akt-ot, és a jelatviteli palya upreguldcioja révén kivaltja a keratinocitak
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folyamat kozben; az Aktl hianyaban ugyanis az epidermisz rétegz6dése abnormalisan torténik
csak meg a nagyfoku sejtelhalas miatt. (Thrash et al., 2006). A fenti publikaciok kozotti
latszolagos ellentmondas feloldhatd, ha feltételezziik, hogy az Akt aktivitdsara csak a
differenciacios folyamat kezdeti szakaszaiban van sziikség, mig a késdbbiekben — amikor a

sejtek elszarusodnak, elhalnak és lekopnak a borrél — mar nem.
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Az ex vivo borszovetben a MYPT1 expresszio gatlasa kovetkeztében jelentOsen
megndvekedett a kis hésokk protein 27 (Hsp27) foszforilacidja (26A. abra). Ez a fehérje a
Ser78/Ser82 foszforilacidja esetén aktivalodik, és kiilonféle sejtfolyamatokat szabalyoz, tobbek
kozott a terminalis differenciaciot. A felsdbb, granularis rétegekben foszforilaltabb formajaban
fordul el6 (Bektas — Rubenstein, 2010). Korabbi kutatasok szerint a Hsp27 expresszioja és
foszforilacioja sziikséges a keratinocitak differenciacidojdhoz és a megfeleléen rétegzett
epidermisz kialakulasahoz (Jonak et al., 2011). Ezek alapjan lehetséges, hogy a felsébb
rétegekben a downregulalédo MP-zal parhuzamosan aktivalodd Hsp27 segiti eld a
differenciaciot.

Az MP az alsébb rétegekben elosegiti a proliferaciot és a migraciot, a felsébb rétegekben

rrrrrr
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€s migraciojat, illetve differenciaciojat: a szaporodast és a sejtmozgast serkenti, mig a
differenciaciét — a TG1 expresszid elnyomasaval — gatolja (34. dbra). A MP az alsébb
sejtrétegekben aktiv, mig a felsdbb, differencidlodo rétegekben az expresszioja visszaesik, utat

nyitva ezzel a TG1 upregulacioja elott.
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34. dbra: Sematikus dbra a miozin foszfatiz sebzdaroddsban betéltott szerepérol. A MP
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Horvath et al., 2018.
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Fenti hatasait vagy az MLC20 defoszforildcidja altal fejti ki, az aktin citoszkeleton kdzvetlen
szabalyozéasaval, vagy mas jelatviteli itvonalak regulacidja utjan. Mi két lehetséges utvonalat
tartunk fel. (1) Az egyik az Akt jelatviteli palya, ugyanis a MYPT1 csendesitése kovetkeztében
az Aktl defoszforilalodott HaCaT sejtekben és ex vivo human borszovetben is. A szakirodalom
elémozditja a sebgyogyulast. Az alsobb epidermalis rétegekben az aktiv MP az Akt egyik
upstream regulatoranak defoszforilacidja altal segitheti eld az Akt foszforilaciojat. (2) A MP a
Hsp27 foszforilacio szabalyozdsa altal befolyasolhatja a keratinocitdk differenciaciojat.
Elképzelésiink szerint a felsobb rétegekben az inaktivaloddo MP valamilyen modon hozzéjarul
a Hsp27 foszforilacidé novekedéséhez, ami — a szakirodalom szerint — elengedhetetlen a
vildgos, hogy a MP milyen itvonalon befolyasolja a TG1 expresszidjat. Ezeknek a kérdéseknek
a tisztazasa még a jovo feladata.

Roviden dsszefoglalva, kutatdmunkak legfontosabb felfedezése, hogy a MP eldsegiti a
sebzarddast a keratinocitdk proliferacidjanak és migraciojanak eldmozditasa révén, igy ez az
enzim potencidlis célpontnak tekinthetd a sebgyogyulds zavaraival Osszefiiggésben I€vo

betegségek (fibrozis, szaruhartya betegségek, kronikus fekélyek) kezelésében.

A miozin foszfataz szerepe a neurotranszmitter-kibocsatasban

A neurotranszmitter-kibocsatas tobbek kozott a SNARE komplex elemeinek — igy a
SNAP-25 fehérjének — a foszforilacioja/defoszforilacioja utjan szabalyozodik (Morgan et al.,
2005, Snyder et al., 2006). Amint arra a szakirodalmi bevezet6ben ramutattam, korabban
szamos tanulmany vizsgalta mar a SNAP-25 foszforilacio szerepét ebben a folyamatban.
Kutatomunkamat tobbek kozott én is e tdrgyban folytattam. Munkacsoportunk a SNAP-25
korabban ismeretlen szabalyozasi mechanizmusat deritette fel: bizonyitottuk, hogy a ROK és a
MP a SNAP-25 Thrl38-as oldallancanak foszforilaciojan/defoszforilaciéjan keresztiil
ellentétes modon szabalyozzék a neurotranszmitter-kibocsatast.

Lontay és munkatérsai pull-down technikdval és tomegspektrometrids elemzéssel arra
jutottak, hogy a miozin foszfataz szabalyozo alegységének (MYPT1) szamos szinaptoszomalis
kolcsonhato partnere van, mint pl. a szintaxin 1, a szinapszin I és a SNAP-25 (Lontay et al.,
2012). Ez a felismerés inditott el minket azon az ton, hogy tanulméanyozni kezdjiik: vajon a
SNAP-25 valdban szubsztratja-e a MP-nak és szubsztratjait foszforiladldé ROK-nak. Elsé
kisérleteink arra iranyultak, hogy a SNAP-25 és a MYPT1 kozotti kdlesonhatds tényét tobb

modon is igazoljuk. A fehérje-fehérje kdlcsonhatast immunprecipitacioval (29A. abra) és
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feliileti plazmon rezonancia (SPR)-alapu kotodési vizsgalattal (Horvath et al., 2017) is
bizonyitottuk. Utdbbi modszerrel azt is igazoltuk, hogy a SNAP-25 a MYPT1 N- és C-
terminaliséhoz is képes kapcsolodni, ugyanakkor a C-terminalishoz erésebben kotédik. Ugy
talaltuk, hogy a SNAP-25 a PP1co katalitikus alegységhez kozvetleniil nem kapcsolodik (29A.
abra). Immunfluoreszcencids festéssel €s konfokalis mikroszkopidval azt is megallapitottuk,
hogy a MYPT1 és a SNAP-25 egyarant megtalalhatd a B50 neuroblasztéma sejtek
citoplazmajaban és neuronalis nyulvanyaiban (29B. dbra).

Az mar régota kozismert volt, hogy a SNAP-25 fehérjét mind a PKA (Risinger —
Bennett, 1999), mind a PKC (Shimazaki et al., 1999) foszforilalja. Kutatasaink soran leirtuk,
hogy a SNAP-25 a ROK-nak is a szubsztratja. Az enzimmel eredményesen foszforilaltuk a
SNAP-25-t in vitro koriilmények ko6zott (304, B. abra), tomegspektrometrias elemzéssel pedig
a foszforilacios helyet is beazonositottuk, mely a treonin-138-as aminosav oldallanc volt (30A.
dbra). B50 sejtek (31C. abra) és egér kortikalis agyszeletek (33. dbra) H1152-vel vald
kezeléseével igazoltuk, hogy a ROK ¢16 sejtekben is foszforilalja a SNAP2S5 fehérjét a Thr138-
as pozicibban. A SNAP-25 polipeptidlancaban tovabbi ROK célpontot nem sikeriilt
azonositanunk.

A korabbi kutatasok négy foszforilacids helyre fokuszaltak, ezek a Ser28, Thr29,
Thr138 és a Ser187. Legintenzivebben a Ser187 foszforilaciojat és funkciojat tanulméanyoztak,
a Thr138-nak joval kevesebb figyelmet szenteltek, mig a Ser28 és a Thr29 szerepérdl szinte
semmit sem tudunk. Ugy tiinik, hogy a PKA és a PKC mind a négy aminosav-oldallancot képes
foszforilalni, de a PKA elsésorban a Thr138, mig a PKC a Ser187 foszforilaciojat katalizalja
(Gao et al., 2012, Gao et al., 2016). A Serl187 foszforilacidé a neurotranszmitter-kibocsatas
folyamatanak szamos elemét szabalyozhatja, tobbek kozott a SNARE-komplex
Osszekapcsolodasat (Shimazaki et al., 1996, Gao et al., 2016), a vezikulumok plazmamebranhoz
torténd vandorlasat (Kataoka et al., 2000, Shoji-Kasai et al., 2002, Nagy et al., 2002), vagy
éppen a fesziiltség kapuzott kalcium-csatornak SNAP-25 altali gatlasat (Pozzi et al., 2008). A
Thr138 szerepével kapcsolatban ellentmondésosak az eredmények: Nagy és munkatarsai
kisérleteiben a Thr138 foszforilacié serkentette a neurotranszmitter-kibocsatast (Nagy et al.,
2004), mig Gao ¢és munkatarsai kutatdsaiban gatolta azt (Gao et al., 2016). E16bbi munkacsoport
ugy vélte, a Thr138 foszforilacidja elémozditja a vezikulumok primingjat, utobbi kutatocsoport
eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a foszforilalt SNAP-25 kevésbé koti a
szintaxint, ezért akadalyozza a SNARE komplex dsszeépiilését.

Eredményeink megerdsitik az utobbi allitast: a szintaxin tobb SNAP-25 fehérjét kotott

meg a szinaptoszoma lizdtumbdl végzett immunprecipitacié sordn, ha a szinaptoszomakat a
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lizist megel6zéen H1152-vel kezeltiik, és ilyen modon a SNAP-25 foszforilaciot gatoltuk.
Ellenben a TMC-nek, a PP1 gatloszerének ellentétes volt a hatasa. gy — osztva Gao és
munkatarsai véleményét — mi is azt gondoljuk, hogy a SNAP-25 foszforilaciéja a Thr138

aminosavmaradékon gatld hatassal van a szintaxin kotésére (Horvath et al., 2017).

EXOCITOIS

35. abra: A MP/ROK a SNAP-25 foszforilacio szabalyozdsan keresztiil moduldlja a
neurotranszmitter-kibocsdtdast. A MP a SNAP-25 (zold) Thri38 pozicioban torténd
defoszforilaciojaval elosegiti a SNARE-komplex oOsszeépiilését és az exocitozist. A ROK a
SNAP-25 foszforildcidjaval kézvetleniil, a MP MYPTI alegységének foszforildlasaval — és igy
a MP gatlasaval — pedig kézvetetten is gdtolja a folyamatot. Kék: szinaptobrevin, piros:

szintaxin.

Gao és munkatarsai kordbban mar azt is bizonyitottdk, hogy a PP1 defoszforilalja a
SNAP-25 fehérjét (Gao et al., 2012). Mi igazoltuk, hogy a PP1 enzimcsaldd egyik tagja, a
miozin foszfataz eltavolitja a foszfatcsoportot a SNAP-25 Thr138-as aminosav oldallancarél.

Az elézetesen ROK-kal foszforilalt SNAP-25-t eredményesen defoszforilaltuk in vitro a MP
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alegységeivel inkubalva (30C. abra). B50 sejteket (31C. abra) és egér agyszeleteket (33. dbra)
tautomycetinnel, a PP1 gatloszerével kezelve, tovabba szinaptoszomakba a MP specifikus
inhibitor fehérjéjét, KEPI-t juttatva (32C. dbra) a SNAP25 Thr138 foszforilacié novekedését
tapasztaltuk Western blot analizissel. Kutatocsoportunk korabbi megfigyelései szerint a H1152
novelte, mig a TMC csokkentette a kortikdlis szinaptoszomak depolarizacid-indukalt
neurotranszmitter-kibocsatasat (Lontay et al., 2012).

Exocitozis esszével végzett kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a foszforilalt €s igy
aktivalt KEPI is gatolta a neurotranszmitter-kibocsatast (32B. dbra). Mindezek alapjan ugy
gondoljuk, hogy a MP/ROK enzimparnak fontos szerepe van az ingeriiletatvivd anyagok
felszabadulasanak szabalyozasaban: a MP elésegiti, mig a ROK gatolja azt. Korabbi
eredmények alapjan az enzimpar tovabbi preszinaptikus fehérjék foszforilacios allapotat is
szabalyozza. A szinaptikus vezikulumok membranjaban helyet foglald szinapszin I fehérjét a
Ser9, mig a SNARE-komplex masik tagjat, a szintaxin 1-et a Serl4 pozicioban
foszforilaljak/defoszforilaljak. (Lontay et al,, 2012). A szinapszin foszforilacios allapota
befolyasolja a vezikulumok aktiv zonahoz térténé vandorlasat. A MP/ROK a Tau fehérjét is
szabalyozza, melynek foszforildcioja befolyasolja a mikrotubulusok Osszeszerelddését és a
vezikulumok transzportjat (Kiss et al., 2019). Valdsziniisitheté tehat, hogy a MP és a ROK a
neurotranszmitter-kibocsatas tobb részfolyamatat is szabalyozhatja.

Eredményeinket a 35. dbra foglalja 6ssze. Elgondolasunk szerint a miozin foszfataz a
SNAP-25 Thrl38-as foszforilacidos helyének defoszforilacidjaval megnoveli a SNAP-25
affinitasat a szintaxin iranyaban, ezzel elosegitve a SNARE-komplex 6sszekapcsolodasat és a
neurotranszmitter-kibocsatast. A ROK a SNAP-25 foszforilacidjaval — és MP aktivitasanak
gatlasaval — a folyamatra negativ hatdssal van. Felfedezéseinkkel egy ijabb lépést tettiink afelé,
hogy jobban megérthessiik, hogyan jarulnak hozzd a protein kindzok és a foszfatdzok a
neurotranszmitter-kibocsatas finomhangolt szabalyozasahoz a valtozo élettani feltételekhez

torténd adaptacio érdekében.
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Osszefoglalas

A miozin foszfatdz (MP) holoenzim a Ser/Thr-specifikus protein foszfataz 1 (PP1)
enzimcsalad tagja, mely egy protein foszfatdz 1 katalitikus alegységb6l (PP1cd), a miozinhoz
is kotédo szabalyozo alegységbol (MYPT1), illetve egy ismeretlen funkcioja alegységbol
(M20) épiil fel. Nevét els6ként azonositott szubsztratja, a 20 kDa miozin kénnyi lanc (MLC20)
kutatasok soran leirtak, hogy a MP nemcsak izomsejtekben talalhaté meg, hanem a szervezet
megannyi sejttipusaban, szerepe pedig rendkiviil valtozatos: részt vesz tobbek kozott a
sejtciklus, a génexpresszio €s a neurotranszmitter-kibocsatas szabalyozasaban is. Aktivitasanak
szabalyozasat tobbek kozott a RhoA-aktivalt protein kindz (ROK) végzi, mely a MYPT1
alegységet foszforilalva gatolja az enzim miikodését. Emellett a MP-nak és a ROK-nak szamos
koz0s szubsztratja van az €16 szervezetben.

Vizsgéalataim soran a MP ¢és a ROK sebzarodasban, illetve a neurotranszmitter-
kibocsatasban jatszott szerepét tanulmanyoztam. Az egerek hatborén ejtett sebek gyogyulasat
a PP1 specifikus inhibitora, a tautomycin (TM) latvanyosan megakadalyozta. Human
keratinocita (HaCaT) sejtek migracidjat karcolasi esszével tanulmanyozva azt tapasztaltuk,
hogy a TM, valamint a MYPT1 expresszio gatlasa szignifikansan lassitotta, mig a ROK
inhibitora, a H1152 gyorsitotta a seb bezarodasat. A MYPT1 csendesitése hatassal a volt a sejt-
sejt adhéziora, és novelte az impedanciat. Mind HaCaT sejtekben, mind ex vivo bérszovetben a

MY PT1-csendesités fokozta a transzgultaminaz-1 (TG1) expressziot. Eredményeink alapjan a
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jelatviteli itvonalon és a hsp27 fehérje szabalyozasan keresztiil fejti Ki.

Tomegspektrometrias elemzéssel és in vitro foszforilacios/defoszforilacios esszével
bizonyitottuk, hogy a SNAP-25, a vezikulumok exocitozisat szabalyozd6 SNARE-komplex
egyik tagja, szubsztratja a ROK/MP enzimparnak, mely hatdsat a Thr138 aminosav oldallancon
fejti ki. Kortikalis szinaptoszomaba MP-t gatlo KEPI fehérjét juttatva a SNAP-25 foszforilacio
novekedését és az exocitdzis mértékének csokkenését tapasztaltuk. Eredményeink alapjan a MP

a SNAP-25 defoszforilacioja ltal eldsegiti a neurotranszmitter-kibocsatast.
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Summary

The myosin phosphatase (MP) holoenzyme is a member of the Ser/Thr-specific protein
phosphatase 1 (PP1) enzyme family. It is composed of a PP1 catalytic subunit (PP1cd), a
myosin phosphatase targeting subunit (MYPT1) and an M20 subunit with unknown function.
Its name was given after its first determined substrate, the 20 kDa myosin light chain (MLC20).
The MP mediates the relaxation of the smooth muscle through the dephosphorylation of this
protein. The enzyme can be found not only in muscle cells but in numerous cell types and has
a wide range of functions: MP regulates cell cycle progression, gene expression and
neurotransmitter release among others. Its activity can be regulated by RhoA-activated kinase
(ROK), which enzyme phosphorylates MYPT1 at Thr696 and Thr853 and suppresses MP.
Moreover, MP and ROK share numerous substrates and act like an enzyme pair in the living
system.

I have studied the role of MP in the processes of wound healing and neurotransmitter
release. Tautomycin (TM), a selective PP1 inhibitor spectacularly arrested the closure of murine
dorsal skin wounds. We observed a significant delay in wound closure and the deceleration of
cell migration when human keratinocytes (HaCaT cells) were treated with TM or siMYPT1.
However ROK inhibitor H1152 accelerated the process. MYPTL1 silencing had an impact on
cell-cell adhesion and increased the impedance measured by ECIS. Silencing of MYPT1
upregulated transglutaminase 1 (TG1) protein expression both in HaCaT cells and in ex vivo
human skin biopsies. Our results suggest that MP stimulates the proliferation and migration of
keratinocytes in the deeper layers of the skin, but blocks their differentiation via downregulating
TG1. MP regulates wound healing through Akt signaling pathway.

We proved that MP and ROK regulate the phosphorylation of SNAP-25, a member of
SNARE complex, at Thrl38. Introduction of KEPI, a MP inhibitor into mouse cortical
synaptosomes increased SNAP-25 phosphorylation and decreased the extent of exocytosis. Our

findings suggest that MP promotes neurotransmitter release by dephosphorylating SNAP-25.
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