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Bevezetés

Az ¢élovilagban eléforduld poszttranszlaciés modositasok kozott a  fehérje
foszforilacionak €és defoszforilacionak kiemelkedden fontos sejtélettani szerepe van. Ennek a
modositasnak koszonhetden lehetévé valik sejtek szamara, hogy a kornyezetbdl érkezo
stimulusokra reagaljanak. A fehérjék foszforilaciojat a protein kinazok végzik az adenozin-
trifoszfat (ATP) vy-foszfat csoportjanak hidroxil csoportot tartalmazé o-aminosavakra
(szerin/Ser, treonin/Thr, trirozin/Tyr) torténd athelyezésével. Bizonyos fehérjéken tobb
foszforilacids hely is taldlhato, melyeket akar tobb kiilonb6zd protein kinaz is foszforilalhat,
ezaltal szamos fiziologiai jel integracidja valik lehetségessé. Ennek a folyamatnak a
megfordithatdsagaért a protein foszfatazok felelosek a foszfat csoport hidrolizisével. Bar a
protein kindzokat kddold gének szama joval magasabb a protein foszfatazokhoz viszonyitva,
jelentéségiik a mai napra mar vitathatatlan. E16 szervezetekben a fehérje foszforilacio dontéen
Ser/Thr oldallancokon megy végbe. A Ser/Thr specifikus protein foszatazok kozil pedig
dontéen a PPP (foszfoprotein foszfatazok) csaladba tartozé PP1 és PP2A enzimek feleldsek

ezeknek az oldallancoknak a defoszforilacigjaért.

A PP1c enzimek és a miozin foszfatdz

A PP1c (protein foszfataz 1 katalitikus alegység) enzimek minden eukariota sejtben
megtalalhatoak, kiilonbségek csak a kiilonbozo izoformak expresszids szintjei kozott vannak.
Funkcidjukat tekintve rendkiviil sok sejten beliili folyamat szabalyozasdban vesznek részt:
sejtadhézio, sejtciklus szabdlyozas, génexpresszid szabdlyozasa, ingeriilet atvivé anyagok
felszabadulasa, apoptézis, és még megannyi sejten beliili folyamat. A PP1lc enzimek
érzékenyek bizonyos xenobiotikumokra, mint példaul a mikrocisztin (MC-LR), vagy a
tautomicetin (TMC). A PP1c enzimek 35-38 kDa molekulasulytiak, szekvenciajukat tekintve
magasfoku konzervaltsagot mutatnak (~90%).

A protein foszfatazok egyik jellegzetessége, hogy nem monomer formaban miikddnek,
hanem a megfeleld specificitas eléréséhez szamos interakcios partnerrel 1épnek kdlcsonhatasba
holoenzimeket alkotva. Ezek az interakcios partnerek egyrészt a PPlc enzimek felszinén
talalhato specialis kotofeliiletek révén, masrészt az kolcsonhatd partnerekben talalhato rovid
linearis motivumokon (SLiMs) keresztiil alakitanak ki kapcsolatot a PP1c enzimekkel. A
kolcsonhato partnereknek eltérd funkcidjuk lehet, ennek megfeleléen megkiilonboztethetiink
szubsztrat  targeting/aktivald, valamint szubsztrdt specificitasért/gatlasért  felelds

kolcsonhatokat is.



Az egyik subsztrat specificitasért felelés kolcsonhato partner a miozint is kotni képes
MYPT1 (miozin foszfataz szabalyozo alegység 1). Ez egy 110-133 kDa molekulatomegii
fehérje, és a PP1cd (PP1c enzim delta izoforma) alegységgel egyiitt, valamint egy eddig nem
teljesen tisztazott funkcioja 20/21 kDa molekulatomegii alegységgel egyiitt épitik fel a miozin
foszfataz (MP) holoenzimet. A MYPT1 hordoz egy RVxF (KVKF) motivumot, mely
elengedhetetlen a katalitikus alegységgel valé kdlcsonhatashoz. Rendelkezik tovabba egy
MyPhoNE (miozin foszfataz n-terminalis elem) motivummal is, mely masodlagos kdlcsonhatas
kialakitasaban fontos. A MYPT]1 fehérjén talalhatdbak még ankirin ismétlédések is, melyek
egyrészt a PP1c kotddésében jatszanak szerepet, masrészt ez a régio interakcios platformként
is funkcional mas fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasok soran. A MYPT1-en talalhatdo még egy
savas D/E (aszparaginsav/glutaminsav) régio is, valamint két - szabalyozas szempontjabol
kiemelten fontos - foszforilaciés hely is (Thr®®, és Thr®®°). A MYPT1 C terminélis végén
talalhatd a M20/21 alegység kotésért felelos régid, valamint tovabbi interakciokért felelds

leucin cipzar.

A miozin foszfataz funkcioi

Eredetileg a MP citoszkeletalis folyamatokban betdltott szerepe alapjan jellemezték,
azaz a miozin konnyiilanc defoszforilacidja révén képes volt egyrészt a miozin kénnytilanc
kinaz (MLCK) hatasat ellenstilyozni, masrészt ezaltal a sejtek 6sszhuzékonysagat befolyasolni.
Az enzimet eldszor csirkezizabol izolaltdk. Tovabbi kutatasok soran azonban vilagossa valt,
hogy az alapveté funkciok mellet a MP nagyon sok élettani folyamatot képes befolyasolni
széles szubsztrat specificitdsan keresztiil, valamint széleskori szubcellularis lokalizacidjanak
koszonhetéen. A MP példaul az ERM (ezrin, radixin, moezin) fehérjéket is defoszforildlja,
ezaltal képes hatassal lenni az el6zdleg emlitett sejtadhézios, sejtmigracios folyamatokra. A MP
a mikrotubulus asszocialt fehérjék (MAP) miikodését is képes befolyasolni igy, mint Tau, vagy
adducin. Tovabba endotél sejtekben az eNOS foszforilacidjan keresztiil szabalyozza a NO
felszabadulasat.

Emellett a MP génexpresszios folyamatokban is szerepet jatszik a génexpressziot
szabalyozo enzimek defoszforilacioval torténd szabalyozasaval. Igy példaul a holoenzim a
hiszton deacetilaz 7 (HDAC7) enzim sejtmagi recirkulaciojat is szabalyozza, tovabba a protein
arginin metiltranszferaz 5 (PRMTS5) Thr¥-as oldallancat defoszforilalja, amely a hiszton
fehérjék represszids mintazatat, szimmetrikus dimetilaciojat eredményezi, ¢és a
tumorszuppresszorok expresszidjanak gatlasat. A MP-t idegi eredetli sejtekben is sikertilt

kimutatni, valamint a kdlcsonhatasat is bizonyitani szamos idegi eredetii fehérjével ugy, mint

4



szinaptofizin, mely egy posztszinaptikus marker fehérje. A MP MYPT1 alegységével
tomegspektrometrids elemzések alapjan tovabbi neurondlis fehérje is kolcsonhat igy a
szinapszin-1. Tovabbi idegi és egyéb szdveti régiokban el6forduld fehérjékkel is kolcsonhat a
MYPTI ugy, mint a Calcineurin A alegység, Ca®*-kalmodulin fiiggd kinaz II, valamint a
SNARE (oldhaté NSF-asszocialt protein receptor (SNAp REceptor)) komplex elemei koziil a
szintaxin-I, valamint a 25 kDa molekulatomegii szinaptoszoma asszocialt fehérje (SNAP-25)
is. Idegi folyamatok soran sikeriilt tovabba a MP ¢s a Rho asszocialt kindz (ROK) egyméasnak
ellent haté hatasait leirni szinaptoszémakban. Preparalt szinaptoszomakat TMC-vel kezelve a
depolarizacio altal indukalt exocitdzis emelkedett mértékét, mig a ROK gatlasaval a Y27632
inhibitorral (transz-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilciklohexancarboxamid dihidroklorid) az

exocitozis mértékének csokkenését figyelték meg.

A miozin foszfataz szabdlyozdsa

A MP miikodését a katalitikus alegységre (PP1c) vagy holoenzimre specifikus, illetve a
holoenzimre egyiittesen hat6 szabalyozé elemek modulaljak. Az el6zdekben emlitett kisméretii
inhibitor molekuldk, példaul a PPlc aktiv centrumaba kotédve gatoljak a PP1 protein
foszfatazokat. Ilyen inhibitor molekulak példaul a TM, TMC, MC-LR.

Léteznek olyan PPlc-vel kolcsonhatd fehérjék, melyek a PPlc aktiv centrumaba
kotddve fejtik ki gatld hatasukat. Ilyen inhibitor példaul az inhibitor-1, vagy az inhibitor-2. Az
inhibitor-1 esetében foszforilaciora is sziikség van a gatlo hatas kialakulasahoz.

Léteznek olyan gatld fehérjék is, melyek képesek a szabad katalitikus alegységet,
valamint a MP holoenzimet is nagy hatékonysaggal gatolni. Ilyen példaul a CPI-17 (17 kDa
molekulatomegii protein kinaz C aktivalt inhibitor), valamint a KEPI (Kinaz aktivalt protein
foszfataz-1 inhibitor) fehérjék. Ezek esetében sziikséges foszforilacié a potens gatld hatas
kialakulasahoz.

A MP szabalyozasa megvalosulhat tovabba a MYPTL alegység foszforilacidjan
keresztiil is a MYPT1 Thrb% és a Thr®® g4tlo foszforilacios oldallancain keresztiil. A legjobban
jellemzett szabalyozo enzim a Rho A aktivalt kinaz (ROK), azonban a Thr5% oldallancot tobb
protein kinaz is foszforilalja tigy, mint az ILK (integrin linked kinase), MDPK (myotonic
dystrophy protein kinase), vagy a p21 aktivalt protein kinaz is.

Tovabbi kutatdsok soran sikeriilt azonositani még egy gatld hatést kifejtd fehérjét, a
smoothelin-szerii fehérje-1-et (SMTNL1). Ez a fehérje foszforilalatlan allapotban képes gatolni
a MP aktivitasat annak MYPT1 szabalyozé alegységéhez kotddve.



Neurotranszmitterek felszabaduldsanak molekuldris mechanizmusa

Az idegsejtek kozotti kommunikacié féként neurotranszmitterek/neuromodulatorok
révén jon létre. Ennek alapja, hogy a preszinaptikus neuronban akcios potencial alakul ki, mely
végighalad a preszinaptikus sejt axonjan, a sejtvégzédést elérve Ca* ionok bearamlasat okozza.
Ennek hatasara az idegsejt ingeriilet atvivé anyagokat szabadit fel (pl.: aminosavak: glutamat,
aszpartat, mono-aminok: dopamin, epinefrin stb.). Ezek a neurotranszmitterek a szinaptikus
résbe irilést kovetden a posztszinaptikus membranban 1évé receptorokhoz kotddve
depolarizaciot valtanak ki, igy tovabbitva a sejtbiologiai jeleket.

Ezen folyamatnak a molekularis hatterében a SNARE fehérje komplex jatszik fontos
szerepet. Ez a komplex szinaptobrevinbdl - mely a szinaptikus vezikulaban helyezkedik el -,
valamint a SNAP-25 ¢és szintaxin-1 fehérjékbdl all. Az utdbbi ketté a posztszinaptikus sejt
membranjadban helyezkedik el. Mindhdrom fehérje rendelkezik egy ~65 aminosavbodl allo
SNARE motivummal (szintaxin-l, szinaptobrevin 1-1, mig a SNAP-25 2 db ilyen
motivummal). Ennek a komplexnek a megfelel6 6sszeépiilése sziikséges a neurotranszmitterek

idegsejtekbdl valo felszabadulasahoz.

A SNAP-25

A SNARE komplex kézponti elemén a SNAP-25 fehérjén szamos foszforilacios hely
talalhatd, melynek révén az exocitozis folyamata finomhangolhat6. Korabbi kutatasi
eredmények ravilagitottak a SNAP-25 fehérjén talalhato Thri®-as és Ser'®’-es oldallancok
fontossagara. Ezt a két oldallancot foként a protein kinaz A és C (PKA) és (PKC) enzimek

foszforildlnak. A Thri®-as oldallancra elsésorban a PKA, mig a Ser'®’ oldallancra a PKC mutat
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preferenciat. A Ser-®’ oldallancon torténd foszforilacid esetén megndvekedett exocitozist

figyeltek meg, azonban a Thr*® esetén nem teljesen egyértelmiiek a hatésok, mivel itt serkenté
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¢és gatld hatast is megfigyeltek. In vitro eredmények arra utalnak, hogy a Thr™* oldallanc

foszforilacidja gatolja a SNARE komplex 6sszeépiilését, mivel ez az oldallanc azon a région
beliil helyezkedik el, mely a szintaxinnal valé kdlcsonhatas kialakitasaban is fontos. In vivo

viszont PKA serkentette a katekolamin felszabaditast. Az irodalomban élettani szempontbol az

138

az allaspont, hogy a Thr°-as oldalldnc az exocit6zisra kész vezikula pool fenntartasaban fontos

187

(“slowly releasable pool”, és ,,readily releasable pool”), mig a Ser*’ oldallanc foszforilacioja a

vezikula toborzasban (“vesicle recruitment”) jatszik szerepet.



A SNAP-25 defoszforilaciojaért dontéen a PP1 és PP2A enzimek jatszanak szerepet. In
vitro eredmények alapjan a Thr'®® felé a PP1 enzimek mutatnak preferenciat, de a SNAP-25

mind a négy igazolt foszforilacids helyén képes hatast kifejteni.

SMTNL1

A SMTNLI a smoothelinek csaladjaba tartozo fehérje, amelyet nyul ileum simaizombol
izolaltak eldszor. A smoothelin csalad két tovabbi tagja van, az SMTN-A és az SMTN-B,
melyek egy smtn génrdl irédnak at. Az SMTNL1 expressziojat tekintve el6fordul vaszkularis
simaizomban, valamint harantcsikolt izomzatban is.

A fehérje rendelkezik egy kalponin homologia (CH) doménnel, mely elengedhetetlen a
MP-al kialakul6 kolcsonhatas kialakuldsahoz. A SMTNLL1 fehérjét a PKA 4s PKG foszforilalja
és szabalyozza a Ser®™ oldallancon torténd foszforilacioval. A modositas hatasara a SMTNL1
a sejtmagba transzlokalodik, ahol progeszteron receptorhoz koétddve szabalyozza a
génexpressziot

A SMTNLI1 funkciondlis jellemzése soran megfigyelték az izommunka soran fellépd
adaptacios folyamatokat. A SMTNL1 KO egerek az alloképeséget méro tesztek soran jobban
teljesitettek a vad tipusu tarsaikhoz képest, amelyet az izommunkara adaptalddott fenotipus
kialakuldsa eredményezett. SMTNLI1 KO egereken végzett kisérletek alapjan fény deriilt arra
is, hogy a gén kiiitése befolyasolja az egerek gliikdz toleranciajat, valamint a SMTNL1 hatassal
van az inzulin jelatvitel egyes komponenseinek foszforilacios allapotara, illetve expressziojara.
Az SMTNL1 KO egerekben az IRS1 fehérjék gatld foszforilacids oldallancain emelkedett
foszforilacids szintet mértek, valamint a GLUT4 transzporter csdkkent expresszidjat figyelték
meg. Ezek az egerek tovabba csokkent metabolikus aktivitast mutattak. Ezek alapjan Ggy tiinik,
hogy a SMTNLI1 képes befolyasolni az inzulin rezisztencidban fontos molekularis

mechanizmusokat.

Inzulin jeldtvitel

Az inzulint a hasnyalmirigy B sejtjei allitjak el6 és szekretaljak a véraramba. Az
inzulinra érzékeny sejtek (mint példaul az izomsejtek) inzulin receptorokat hordoznak a
sejtfelsziniikon, és hormonko6tddés hatasara beindul az inzulin jelatviteli kaszkad. Az egyik
legfontosabb mozzanat a hormon kotédését kovetden az inzulin receptorok autofoszforilacioja
tirozil oldallancokon, amely az inzulin reszponziv elemek (IRS fehérjék) aktivaciojat

eredményezi. Ezeken Kkeresztiil src-homologia-2 domén (SH2) fehérjékhez, pl. a foszfatidil-



inozitol-3 kinazhoz (PI3K) kotédnek. A jelatviteli folyamatok egyik végsé mozzanata a
GLUT4 transzporterek transzlokacioja a citoplazmabdl a plazmamembranba.

Az inzulin jelatviteli palya zavarai okozzak az inzulinrezisztenciat, melynek Iényege,
hogy az inzulinra érzékeny sejtek kisebb mértékben aktivalodnak, igy a hasnyalmirigy még
tobb inzulin valaszt ki. Az inzulinrezisztencia molekularis mechanizmusanak hatterében t6bb
jelatviteli palya nem megfeleld mitkodése all. Az egyik ilyen komponens az IRS1 fehérjék
megvaltozott foszforilacios profilja, tirozil oldallancok helyett szeril oldallancok
foszforilalodnak, melyek fiziologias koriilmények kozott az inzulin jelatvitel megsziintetéséért
felelnének, de patologias allapotban az abnormalis foszforilaciés mintazat miatt a jelatvitel nem
miikodik megfelelden.

Hipotézisiink szerint a SMNTL1 képes ebben a folyamatokban pozitiv effektorként

miikodni, és elésegiteni az inzulin érzékenység visszaallitasat izomsejtekben.



Célkituzések

(1) A miozin foszfatdz szerepe a neurotranszmitter-kibocsatasban:

A SNAP-25 ¢és a miozin foszfataz MYPT1 alegysége kozotti kolcsonhatas
vizsgalata feliileti plazmonrezonancias (SPR) eljarassal. Tisztitott SNAP-25 in vitro
foszforilacioja ROK enzimmel, majd a foszforilacio igazolasa Western blot analizis
segitségével. A SNAP-25 és ROK enzim-szubsztrat kapcsolatinak feltarasa
foszfospecifikus antitestekkel.

B50 neuroblasztoma sejtek MYPT1 génjének kilitése siRNS technikaval.
Csendesitést kovetden a sejtek életképességének vizsgalata. A csendesités igazolasa
Western blot modszerrel. Csendesitett mintak foszfataz aktivitdsanak mérése,
valamint a SNAP-25 Thr!® -as oldallanc foszforilacidjanak vizsgalata szintén
Western blot technikaval.

A TMC ¢és HI1152 inhibitorok hatasdnak vizsgdlata szinaptoszoma
preparatumokban. A SNAP-25 Thr!3® foszforilacios szintjének vizsgilata Western
blot vizsgélatokkal. Az inhibitoros kezelések utan a SNAP-25 és szintaxin
kolesonhatasanak vizsgalata immunprecipitacioé segitségével.

Egér agyszelet preparatumokon végzett inhibitoros kezelések konfokalis

mikroszkdpiaval torténd vizsgalata.

(2) A SMTNL1 szerepének vizsgalata indukalt inzulinrezisztencia modellben:

e In vitro inzulinrezisztencia modellrendszer felallitasa C2C12 differencialtatott
egér mioblaszt/miotubulus sejtvonalon hosszutava
hiperinzulinémiés/hiperglikémias kezelésekkel. A SMNTLI1 tultermelddésének,
valamint a progeszteron kezelések hatasdnak Osszevetése iires plazmiddal
transzfektalt sejtekbdl szarmazé mintakkal.

e A (differencialtatott, ¢és kezeléseken atesett sejtek elemzése kiilonbozd
modszerek segitségével: Proteome Profiler elemzés (sok jelatviteli komponens
foszforilacigjanak egyszerre torténd vizsgalata). Az inzulin jelatviteli palya
elemeinek specifikus vizsgalata Western blot technika segitségével. Az
inzulinrezisztens €s kontroll sejtek kozotti metabolikus kiilonbségek feltarasa
Seahorse XF96 mérésekkel. A gliikoz felvétel mértékének, valamint a PI3K

aktivitasanak mérése.



Anyagok és modszerek

Rekombindns fehérje termeltetés és tisztitds

A FLAG-SNAP-25 fehérjét (WT és Thr!®®A mutans) tartalmazé plazmidot tsa201
sejtekbe transzfektaltuk polietilénimin (PEI) transzfekcios agenssel. 15 pg plazmidot és 30 ul
(1ug/ul) PEI-t 150 mM-os steril NaCl oldatban inkubaltunk 30 percig. 1 mL transzfekcios
reagenst 4 mL szérum mentes DMEM-mel 6sszekeverve a sejtekre adagoltunk ~60%-0S
konfluencianal. 6 6ra elteltével 5 mL 20%-0s FBS-t tartalmaz6 DMEM médiumot adtunk a

sejtekhez. 18 ora elteltével a sejteket feltartuk, és elkezdtiik a fehérje tisztitast.

SPR kolcsonhatadsi vizsgalatok

A MYPTI és a SNAP-25 fehérjék kozotti kolcsonhatast Biacore 3000-es feliileti
plazmonrezonancias miszerrel vizsgaltuk. GST elleni antitestet immobilizaltunk CM5 chip
feliiletére, amin kotés segitségével, amelyenteljes hosszusagi GST-MYPT1110% vagy annak
C-terminalis fragmentjét (GST-MYPT1%67-1904) immobilizaltunk a feliilethez. A tSbbi esetben
His-tag jeloléssel ellatott MYPT1 fehérje fragmenteket (His-MYPT12% vagy His-MYPT1
633) immobilizaltunk kdzvetleniil a CMS5 szenzor chip feliiletére. A feliileten tisztitott SNAP-25
fehérjét aramoltattunk, és a kinetikai paramétereket és a disszociacios konstans (Kq) értékeket
a szenzogramokbdl nyertiik ki a BIAevaluation 3,1 szoftver segitségével 1:1 interakcios

modellt alkalmazva.

In vitro Rho A aktivalt kinaz reakcio

A kisérletekhez tsa201 sejteket transzfektaltunk FLAG-SNAP-25 kodolo plazmiddal. A
sejtekbdl készitett preparatumokbol anti-FLAG M2 Sepharose gél affinitds kromatografias
eljarassal tisztitottuk a rekombinans SNAP-25 fehérjét. A Sepharose gélt TBS-pufferrel
mostuk, majd ROK enzimmel (20 ng/ul) és ATP-vel (0,5 mM) inkubaltuk 30 percig 30°C-on.
A reakcioelegyben 1 uM MC-LR segitségével gatoltuk az esetleg szennyezddésként eléfordulo
protein foszfatazok aktivitasat kontroll mintakban is. A reakciot kovetdena gyongyoket TBS-el
mostuk, majd a SDS mintapufferrel inkubaltuk 100°C 5 percig. A foszforilaciot

foszfospecifikus antitestekkel ellendriztiik Western blot analizis segitségével.

10



B50 neuroblasztoma sejtek fenntartisa

A B50 sejteket (Sigma-Aldrich) 10% (V/V)-os FBS, valamint 2 mM L-glutamin
tartalmi DMEM médiumban tartottuk fent, 5%-0s CO; tartalmti paraval telitett 37°C-0S

inkubatorban.

Geéncsendesites

A B50 sejteket a tripszines felvalasztast kovetden szérum mentes médiumban vettiik fel,
majd ehhez kozvetleniil hozzaadtuk az elézdleg el6készitett siRNS-t tartalmazo transzfekcios
reagenst (szuszpenzids transzfektalds). A 80%-os konfluenciat eléré B50 neuroblasztéma
sejteket steril PBS pufferrel mostuk, majd tripszinezéssel felvalasztottuk a tenyészt6edény
aljarol. Ezutan 100 nM-os végkoncentracioban siRNS-t tartalmazé elegyet juttattunk a sejtekbe,
melyek mindegyike az endogén MYPT1 génterméket céloztak. A transzfekciohoz Dharmafect2
reagenst hasznaltunk, a gyart6 leirasa alapjan. 48 ora elteltével a sejteket feltartuk Western blot
elemzéshez, foszfataz aktivitasméréshez, és MTT életképességi vizsgalathoz. A
géncsendesitést 6 lyukl tapedényekben végeztiik (1x10° sejt/well) Western blot és foszfataz
aktivitisméréshez, az MTT vizsgalatokhoz 96-lyuku tipedényeket hasznaltunk (3x103
sejt/well).

Irdnyitott mutagenezis

A vad tipusi SNAP-25 fehérjéttartalmazo plazmidot (pReciever-M13) a GeneCopeia
cégtél vasaroltuk. A pontmutacio kialakitasahoz QuickChange II XL Site-Directed
Mutagenezis készletet hasznaltunk. Az tGjonnan szintetizalt mutans DNS-t XL10-Blue
szuperkompetens sejtekbe transzformaltuk. A termeltetett mutans plazmidot EZ-10 Spin
Column Plasmid DNA Miniprep készlet segitségével preparaltuk. A mutaciokat szekvenalassal

ellendriztik.

Western blot analizis

A szinaptoszoémakbol, valamint a sejttenyészetekbdl kinyert szolubilizalt fehérje
preparatumokat 5x SDS-PAGE (natrium-dodecil szulfat-poliakrilamid gél elektroforézis)
mintapufferben (50% glicerol, 10% SDS, 0,31M Tris.HCI, 100 mM ditiotreitol, 0,01%
bromfenol-kék) 100°C-on 5 percig inkubdltuk. A fehérjéket 12%-os SDS géleken
elvalasztottuk gélelektroforézis segitségével. Az fehérjéket nitrocelluloz membranra
transzferaltuk. Transzferalast kovetden a membranokat blokkoltuk (5% BSA (Bovine serum

albumin) TBS oldatban (136 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 25 mM Tris-HCI pH 7,4) melyhez 0,1%-
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ban Tween-20 detergenst adtunk - TBST) 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten, majd ebben a
pufferben higitva inkubaltuk az elsddleges antitesteket egész ¢jszakan at 4°C-on. Ezt kovetden
a membranokat TBST pufferrel mostuk, majd a masodlagos antitestekkel szobahémérsékleten
1-2 o6ran keresztiil inkubaltuk. A masodlagos antitesteket 0,5%-0s BSA-TBST oldatban
higitottuk. Az immunreakciokat FluorChem FC2, valamint Bio-Rad ChemiDoc Touch
eszkozzel detektaltuk. A savok denzitometrids elemzését Image J, valamint BioRad ImageLab

szoftverek segitségével végeztiik.

MTT életképességi vizsgalat

Az ¢életképesség mérése eldtt a sejtekben a MYPT1 alegység expressziojat siRNS
interferencia segitségével csokkentettiik. Tiz plL MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid PBS-ben oldva 5mg/mL) oldatot adtunk a sejtekhez, majd 5%-0s
CO: atmoszférajii parasitott inkubdatorban 37°C-on egy oran keresztiil inkubalddtak. A
formazan kristalyokat dimetil-szulfoxid (DMSO) segitségével feloldottuk, majd az

abszorbanciat 540nm-en mértik.

Protein foszfataz aktivitds mérés

B50 neuroblasztoma sejtekben siRNS interferencia segitségével gatoltuk a miozin
foszfataz MYPT1 alegységének expresszigjat, majd a sejteket lizaltuk. A foszfataz
aktivitisméréshez radioaktiv 32P-foszforral jeldlt miozin kénnytilanc (32P-MLC) szubsztratot
hasznéltunk TM pufferben. A reakciét a radioaktiv 3P-MLC hozzdadasaval inditottuk 1 uM-
os koncentracioban. A reakciot 30°C-on 5 percig inkubaltuk, majd 200 uL 10% (V/V)-0s TCA
(triklér ecetsav) és 200 uL 6mg/mL BSA hozzdadasaval allitottuk le. A 32P; tartalom
centrifugdldsa utdn a feliilisz6 radioaktivitdsat Tri-Carb 2800TR szcintillacios szamlalo

segitségével mértiilk meg.

Szinaptoszoma prepardlds és kezelés

A szinaptoszomakat C3H egerek cerebralis kortexébdl preparaltuk. Az egerek (3-5
kisérlethez) szén-dioxid inhaldcidéval eutanizaltuk. Dekapitaciot kovetden, a kortexeket 1
gramm agyszovet/10 mL jéghideg puffer aranyban homogenizaltuk, melynek 6sszetétele: 0,32
M szacharéz, 1,0 mM EDTA, 0,25 mM DTT, pH 7,4. A homogenizatumot 1000 x g-n
centrifugaltuk 10 percig 4°C-on Allegra X-12R centrifuga segitségével. A feliilaszot 12 mL-re
egészitettiik ki homogenizald puffer segitségével, és Percoll gradiensen (23; 15;10 és 3%

Percoll/homogenizalé oldat) 32500 x g-n centrifugaltuk 5 percig 4°C-on Beckman L7-55
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ultracentrifuga segitségével. A 10/15% és 15/23% kozotti frakciokat osszegyljtottiik, majd
négyszeresére higitottuk Krebs pufferben (118 mM NaCl, 5 mM KCIl, 25 mM NaHCO3z, 1 mM
MgClz, 10 mM D-gliikkoz, pH 7.,4), és ujra centrifugaltuk 12600 x g-n 25 percig 4°C-on. A
feliiluszot eltavolitottuk, és a pelletet Gjra felvettilk 3 mL Krebs pufferben majd CaClo-t adtunk
hozza 1,2 mM végkoncentracioban, igy inkubaltuk 30°C-on, 1 6ran keresztiil KCI, valamint
inhibitorok jelenlétében és azok nélkiil (5 uM TMC vagy 10 uM H1152).

Az allattartasi protokollt (5/2015/DEMAB; 6/2011/DEMAB) a Laborallattudomanyi és
Allatvédelmi Osztaly hagyta jova, az Eurdpai Unid és a Magyar Kormany altal elfogadott
iranymutatasokat kovette. Az egerek ab libitum moédon fértek élelemhez és vizhez, 25°C-on
voltak tartva 12 6ras nappal és éjjeli ciklusokkal a Debreceni Egyetemen Kisérleti Allathazaban

(XV-KAT/2000).

Agyszelet prepardtumok elkészitése

A kisérleteket mesterséges cerebrospindlis folyadékban (aCSF) végeztiik, melynek
Osszetétele: 120 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 26 mM NaHCOs3, 10 mM gliikoz, 1,25 mM NaH2POu,
2 mM CaClz, 1 mM MgClz, 3 mM mio-inozitol, 0,5 mM aszkorbinsav és 2 mM natrium-piruvat,
pH 7,2. Az agyszeletek preparalasahoz modositott aCSF (alacsony natrium tartalmu) médiumot
hasznaltunk, melyben a 95 mM NaCl-ot 130 mM szachar6zzal és 60 mM glicerollal
helyettesitettiik. Az agyszeletek prepardlasdhoz C3H egereket (8 és 30 napos egyedeket
mindkét nembdl) hasznaltunk. Dekapitalas, €s az agy eltavolitasa utdn 200 um vastag koronalis
agyi szeleteket készitettliink jéghideg alacsony natrium tartalma aCSF pufferben, melyekhez
egy HM 650 V vibratomot hasznaltunk. Preparalas utan a szeleteket Millicell CM sejttenyésztd
plate inzertekbe helyeztiik, melyek aCSF puffert tartalmaztak. Ezeket az inzerteket fluoreszcens
festékekkel vald jelolésre hasznalatos inkubald edénybe helyeztiik. Az inkubal6 oldatot aCSF
pufferre cseréltiik, mely 10 uM H1152-t vagy 5 uM TMC-t tartalmazott 8 mM KCl-al, vagy a
nélkil. Ilyen médon az agyszeleteket 60 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten, alacsonyabb
CO2 nyoméson (95% 0O2; 5% CO2). Az inkubalast kdvetden a szeleteket vagy folyékony
nitrogénben fagyasztottuk Western-blot elemzésekhez, vagy Mounting Médium segitségével
kriosztattal valo munkahoz készitettiik el6. A szeleteket Leica CM 1860 kriosztat segitségével

6 mikronos vastagsagu szeletekre vagtuk immunhisztokémiai kisérletekhez.

Immunfluoreszencia

Az immunfluoreszencids festéséhez az agyszeleteket kiszaritottuk, majd blokkold

oldatban inkubaltuk (TBS + 10% 16szérum, és 0,2% Triton-X100) 1 oran keresztiil
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szobahOmeérsékleten. A festési eljarashoz 1:100 higitasban alkalmaztuk az elsddleges
antitesteket egész éjszakan at torténd inkubalassal 4°C-on. Ezt kovetden az agyszeleteket TBS-
el mostuk, majd masodlagos antitestekkel 1:200 higitasban (Alexa Fluor 488 konjugalt nyul
elleni 1gG, Alexa Fluor 546 konjugalt egér és kecske elleni IgG) inkubaltuk. Az metszeteket

Leica SP8 konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltuk.

Sejttenyésztés, differencidltatas és inzulinrezisztencia modell

A C2C12 sejtek normal tenyésztését alacsony cukortartama (5,5 mM) DMEM
médiumban végeztiik, melyhez 2 mM végkoncentracioban L-glutamint, valamint 10% (V/V)
FBS-t adtunk. A tenyésztéshez 5%-0s CO tartalmi paraval telitett 37°C-os inkubatort
hasznaltunk. A differencialtatast kollagénezett petri csészékben, valamint differencialtatd
médiumban végeztiik (fenolvoros nélkiili 5,5 mM cukortartalmia DMEM, kiegészitve 2 mM L-
glutaminnal ¢és 2% (V/V) loszérummal). A differencialtatdst 3 napig végeztik. A
differencialtatds soran a médiumot 24 dranként cseréltiik.

A fentebb leirt 3 napos differencialtatas elteltével még 3 napig kezeltiik a sejteket az
inzulinrezisztencia kialakitasahoz. A kezel6 médiumokat szintén 24 oranként cseréltiik. Az
indukélt inzulinrezisztencidhoz (HG — 25 mM gliik6z) fenolvords mentes DMEM-et
hasznaltunk 2% (V/V) loszérummal, 2 mM L-glutaminnal, valamint 100 nM inzulinnal
kiegészitve. A nem inzulinrezisztencias sejteket normal cukortartalma (LG — 5,5 mM gliikoz)
fenolvorés mentes 2% (V/V) 16szérummal 2 mM L-glutaminnal, valamint 50 pM inzulinnal
kiegészitett médiummal kezeltik. Ezt a két kezelést egészitettik ki 10 nM
medroxiprogeszteron-17-acetat hozzaadasaval vagy anélkiil. Minden kezelési format az {ires
plazmiddal transzfektalt sejteken és a N-terminalis Flag-jeloldvel ellatott SMTNL1 pcDNA-3.1
expresszios plazmiddal (FT-SMTNLI1) transzfektalt sejteken is végrehajtottuk.

A Western blot analizis, proteome profiler és PI3K enzimaktivitasi kisérletek eldtt a
médiumot lecseréltiik szérum-és hormonmentes médiumra 5 oOrdra a sejtek PBS-el valo
atmosasa utan. Feltaras elott 30 percre ujra hormonkezelést végeztiink 100 nM vagy 50 pM

inzulinnal (akut inzulin kezelés).

Tranziens transzfekcio

FT-SMTNLI1 plazmid, valamint kontrollként inzert nélkiili pcDNA-3.1 plazmidokat
juttattunk a sejtekbe. A transzfekcidhoz Geneluice transzfekcids reagenst haszndltunk. A
transzfekcid az siRNS bejuttatdsanal taglalt modon, szuszpenzidban tortént a transzfekcid

hatékonysaganak novelés érdekében. A sejteket PBS-el mostuk, majd tripszines kezeléssel

14



felvalasztottuk a tenyészté edények aljardl. Ezutan 3ug plazmid - 6 pl GeneJuice aranyban
Osszekevert transzfekcios reagenst adtunk a sejtekhez. Ez utdn a sejteket a tenyésztd edényekre
pipettaztuk, majd a 2 ml-re egészitettiik ki 10%-FBS tartalmtit DMEM-mel a végtérfogatot. A
96 lyuku plate-ek esetében térfogataranyosan csokkentettilk a mennyiségeket. A transzfekcios
aranyokhoz, valamint a szuszpenzioban torténd transzfekcidhoz a gyartd utmutatasait vettiik

alapul.

Proteome Profiler analizis

Kiilonboz6 fehérjék egyidejii foszforilacios szintjét R&D Systems Proteome Profiler
Human Phospho-Kinase Array Kit segitségével elemeztiik. Az el6z6leg leirt kezelési protokoll
elvégzése utan a sejteket feltartuk, majd 200 pg fehérjét hasznaltunk a kisérletekhez a gyarto
leirasa alapjan. A készlet tartalmazta a vizsgalathoz sziikséges Osszes puffert és reagenst. A
membranokon keletkezett kemilumineszcencias jeleket Bio-Rad ChemiDoc Touch késziilékkel

vizualizaltuk, a folt intenzitdsokat ImagelJ segitségével elemeztiik.

PI3K aktivitas méres

A PI3K aktivitast egy ELISA-kit segitségével mértiik meg, a gyartd itmutatasai alapjan.
Az abszorbancidkat 450nm-en mértiik fotométerrel. Az immunoprecipitacidhoz a PI3K p85
alegység elleni antitestet hasznaltunk, a gyartd kiegészitd protokollja alapjan. A reakciokban
hasznalt fehérje mennyiségét ugyanezen antitest segitségével ellendriztiik Western blot eljaras
segitségével. A felszabaditott foszfatidilinozitol (3,4,5)-trifoszfat (PIP3) mennyiségét a PI3K

expresszios szintjéhez normalizaltuk.

Seahorse XF96 meéresek

A sejtek metabolikus aktivitasat Agilent Seahorse XF (ASX) 96 miiszerrel, ASX assay
5,5 mM gliikozt tartalmazé médium segitségével mértiik. A zsirsav oxidaciot gatld etomoxirt
50 uM-os koncentracioban alkalmaztuk. Az ATP szintdz enzim proton csatornajat (Fo alegység)
2 uM Oligomicin hozzdadasaval gatoltuk, valamint ezzel kiilonboztettik meg az ATP
szintézishez kapcsolt O> fogyasztast. A mobil ion szallit6 FCCP-t (carbonyl cyanide p-
trifluormethoxyphenylhydrazone) 4 uM-os végkoncentracioban adtuk a sejtekhez, melynek
segitségével a légzési kapacitast szamoltuk. Az FCCP potens mitokondrialis oxidéaciot
szétkapcsold un.: ,,uncoupler”. Az ATP szintézist gatolja olyan modon, hogy a mitokondrialis
belsé membranon keresztiil protonokat szallit. A IlI-as komplex gatlasahoz 10 uM Antimicin

A-t hasznaltunk. A glikolizis gatlasahoz a kompetitiv 2-dezoxigliikdzt hasznaltuk 100 mM-0s
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koncentracioban, mely a hexokinazt gatolja. Ot mérési pontot vettiink fel az alapvonalhoz,
valamint minden inhibitor injektalasa, és a mérési médium Osszekeverése utan is. A méréseket
kovetden a sejteket 1 N NaOH-ban feloldottuk, majd a fehérje mennyiséget BCA modszer

segitségével hataroztuk meg.

Gliikoz felvételi vizsgalatok

2-NBDG (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) Amino)-2-Deoxygliik6z) felvételi
mérésekhez C2C12 sejteket az eldzbéleg leirt modon tenyésztettik és kezeltik. A
differencialtatott miotubulusokat PBS-el mostuk, majd 2% (V/V) 16szérumot tartalmazé gliikkoz
mentes DMEM tapoldatban inkubaltuk. A sejteket 100 nM inzulinnal kezeltiik 30 percig, majd
gliikoz mentes médium kertilt a sejtekre, mely 2 pM 2-NBDG-t tartalmazott. Az inkubalast 120
percig végeztik 37°C-on. A fluoreszenciat 485 nm-es exitacido és 535 nm-es emisszios
beallitassal mértiik egy Tecan Spark Multimode mikroplate olvasdval. A negativ, vak, valamint
a standard méréseket is elvégeztiik a gliikozfelvétel standardizaldsara. A sejteket hdromszor
mostuk, majd 0,1 M KH2PO4 pH 11,0 oldatban szolubilizaltuk fehérjemérés céljabol. A
fluoreszcens adatokat pmol-ban kaptuk, mely 1 mg fehérjére vonatkoztattunk.

Statisztikai elemzések

A MP idegi folyamatokban betdltott szerepének vizsgalata soran hasznalt statisztikai
modszerek: student féle t-teszt: atlagok = SEM (n=5), *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001,
valamint: ANOVA: Dunett’s post hoc elemzés: Atlagok + SEM (n=5), *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.

A SMTNLI inzulinrezisztencidban betdltott szerepének vizsgalatai sordn a kovetkezd
statisztikai elemzéseket végeztiik a bemutatott eredményekkel kapcsolatban: A SMNTL1 vs
iires plazmiddal transzfektalt sejtek adatai: Kétutas ANOVA: Sidak féle post hoc teszt: Atlag +
SEM; n=3; *p<0,05). A kiillonb6z6 kezelésék hatdsanak vizsgalatdhoz: Kétutas ANOVA:
Tukey’s post hoc analizis: Atlag + SEM; n=3; p<0,05; a kiilonb6z0 betiik jelzik a szignifikans

eltérést a vizsgalt csoportok kozott.
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Eredmények

A miozin foszfataz szerepe a neurotranszmitter felszabaduldsdaban

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a SNAP-25 ¢és a miozin foszfatdz kolcsonhatasat.
Ennek bizonyitasara feliileti plazmonrezonancias (SPR) eljarast alkalmaztunk, az eredmények
alapjan a MP MYPT]1 alegysége fehérje-fehérje kolcsonhatasban van a SNAP-25 fehérjével.
Annak kideritésére, hogy melyik MYPT1 régio felelds ezért a kolcsonhatasért, a MYPT1
kiilonb6z6 trunkalt mutdnsait is hasznaltuk a mérések soran. A kapott disszociacios allandok
alapjan a MYPT1 C-terminalis régioja koti a legerésebben a SNAP-25 fehérjét.

Iranyitott mutagenezis segitségével létrehoztuk a SNAP-25 Thri¥® -> Alal*-as
mutansat. In vitro protein kinaz reakcioban vizsgaltuk a ROK altali foszforilaciot, melyet az
erre az oldallancra specifikus antitesttel vizsgaltuk Western blot kisérletekben. Az
eredményeink alapjan igazoltuk, hogy a SNAP-25 fehérje a ROK szubsztratja, amelyet a Thri3
oldalldncan foszforilal.

A miozin foszfatdz szerepének feltarasa érdekében B50 neuroblasztoma sejtekben
siRNS technikaval a MYPT1-et kodolo gén expresszidjat sikeriilt visszaszoritani. A csendesités
meglétét Western blot technikaval ellenériztik le. Az siMYPT1 kezelés hatasara a sejtek
életképességének dramai csokkenését irtuk le, amely arra utal, hogy az idegi eredetii sejtekben
a PP1 enzimeknek jelentés szerepe van a sejtélettani folyamatok fenttartasaban. A csendesités
hatasara lecsokkent a protein foszfataz aktivitas is, melyet radioaktiv aktivitaismérési eljarassal
igazoltunk miozin szubsztrat felhasznalasaval. Foszfospecifikus antitesteket hasznalva azt
tapasztaltuk tovabba, hogy az endogén SNAP-25 Thr®® oldalldnc foszforilacidja lecsokkent
ezekben a sejtekben.

Kutatasi eredményeink ravilagitottak arra is, hogy a ROK ¢és MP enzimparos képes
befolyasolni az exocitozis folyamatat a SNARE komplex SNAP-25 foszforilacioja révén. A
MP gatlasa TMC inhibitorral csdkkentette a szintaxin altal megkotott SNAP-25 mennyiségét

138

immunprecipitacios kisérletekben, valamint magasabb Thr*°-as foszforilaciot mutattunk Ki

szinpatoszoma preparatumokon végzett kisérletekben. H1152 (ROK gatlas) kezelés hatasara a

leirt hatdsok ellenkezdjét figyeltilk meg. A szintaxinnal végzett immunprecipitacié soran a

138

megkotott SNAP-25 mennyisége megnétt, tovabba a Thr°-as oldallanc foszforilacioja

emelkedett szintet mutatott szinaptoszomakban. Eredményeink alapjan maga a KCI-0s

138

depolarizacio is képes csokkenteni a SNAP-25 Thr**-as foszforilaciojat.
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Egér agy szeleteket kezelve TMC-vel hasonld eredményeket kaptunk, emelkedett
foszforilaciot figyeltiink meg, melyhez foszfospecifikus antitestet, és konfokalis mikroszkdpiat
alkalmaztunk, ezekkel ellentétes eredményeket kaptunk a ROK H1152 altali gatlasanak
hatasara. Az eredményeink ravilagitottak arra, hogy a ROK és MP enzimparos a SNARE
komplex elemei koziil a SNAP-25 Thr'3® oldallancan keresztiil képesek befolyasolni az idegi

folyamatokat.

A SMTNLI szerepe az inzulinrezisztenciaban

Kutatasaink soran megvizsgaltuk a SMTNLL, illetve az MPA kezelések hatasat C2C12
sejtekben indukalt inzulinrezisztens allapotban.

Els6 1épésben ProteomeProfiler elemzést hajtottunk végre a sejtekbdl preparalt
mintdkon. A SMTNL1 taltermeltetés hatdsara a STATSa és STATSb emelkedett foszforilaciot
mutatott, a STATZ, 6, valamint a CREB ¢s a c-Jun foszforilaciojat nem befolyédsolta. SMTNL1
taltermelés hatasara a p53 Ser*®-os oldallanca azonban emelkedett foszforilaciét mutatott
inzulinrezisztens allapotban. Szdmos fontos protein kindz mutatott emelkedett foszforilaciot
inzulinrezisztens allapotban SMTNLI1 thltermelés hatasara gy, mint az AMPKa2 Thrl??,
valamint az Akt1/2/3 Ser*”. Fontos tovdbba megjegyezni az mTOR Ser?*8, valamint a
INK1/2/3 Thr'®, valamint az ERK1/2 Thr?%2 foszforilacioja is megemelkedett inzulinrezisztens
allapotban. A JNK ¢és az ERK aktivacidja az irodalmi adatok alapjan fontos kindzok, melyek az
IRS1-et fontos gatld Ser pozicidkban képesek foszforilalni.

Tovabbi Western blot vizsgalatokban az IRS1 kiilonb6z6 kritikus Ser foszforilacioit
vizsgaltuk meg. Az IRS1 Ser®”’, Ser®l® ¢s a Ser®'? foszforilaciok emelkedett szintet mutattak
indukalt inzulinrezisztens 4&llapotban. Progeszteron kezeléssel kombindlva a SMTNLI1
tultermelés azonban képes volt visszaszoritani ezeket a foszforilacidkat. Kisérleteink soran
megfigyeltik az IRS1 fehérje csokkent expressziojat, mely utalhat a magas inzulin altal
kivaltott degradaciora is. Magénak az MPA kezelésnek nem volt hatdsa az inzulin rezisztens
sejtekre. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a SMTNL1fehérjének génexpressziot szabalyozd
szerepe van, mivel progeszteronnal egylittes hatdsa bizonyult szignifikansnak.

Az IRS1 Ser®¥-es oldallancat a INK foszforilalja, tovabba inzulinrezisztens allapotban
ez az enzim magas aktivitast mutat. A Ser!® foszforilacioval kardltve ez a két foszforilacio az
inzulin receptor és az IRS1 kozotti kdlesonhatasban okoz zavarokat. A SMTNL1 taltermelése
nem befolyasolta a JNK expresszidjat, viszont az aktivald foszforildcidjaban csokkent szintet
detektaltunk. Az IRS1 Ser’'8-as foszforilaciojat PKC enzimek katalizaljak, ezeknek az

enzimeknek a delécidja bizonyos esetekben képes kivédeni az inzulinrezisztens allapotot. Sajat
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eredményeink alapjan a PKCe génexpressziojaraa SMTNL1 taltermelése hatassal volt, a PKCe
expresszidja lecsokkent. Az IRS1 Ser®!? esetében az ERK1/2 és mTOR utvonalak is fontos
szerepet jatszanak. Az ERK1/2 gatlasaval bizonyos rendszerekben sikeriilt visszaallitani az
inzulin érzékenységet, tovabba az ERKI1/2 aktivacidja magasabb volt inzulinrezisztens
allapotban. Vizsgalati rendszeriinkben az ERK1/2 aktivalo foszforilacioja magasabb volt,
melyet a SMTNL1 taltermelése MPA kezeléssel kombinalva képes volt visszaszoritani.
Eredményink alapjan a SMTNL1 taltermelése €és a progeszteron kozos hatasa képes volt a INK,
¢s az ERK1/2 hatasat csokkenteni. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a SMTNLI1 génexpresszos
hatdsa révén képes az inzulinrezisztencias allapotot enyhiteni. Az IRS1 Ser'!®-gyel
kapcsolatban is megfigyeltik a SMTNLI1 érzékenyitd hatasat, bar érdekes moédon maga az
inzulinrezisztencia hatasara is csokkent ezen az oldallancon 1évé foszforilacios szint.

A PI3K-al kapcsolatban megfigyeltiik a p85 alegység expresszidjanak csokkenését
inzulinrezisztens allapotban, melyet a SMTNLI1 taltermelése MPA kezeléssel kombinalva
képes volt ellenstilyozni. Ugyan ezt az érzékenyitd hatast figyeltiik meg a PI3K aktivitdsdban
is. Eredményeink alapjan még inzulinrezisztens allapotban képes a SMTNL1 magasan tartani
a PI3K aktivitasat.

Az inzulin jelatvitel kdvetkez0 tagjaban, az Aktl foszforiladciojaban cs6kkent mértéket
figyeltiink meg abban az esetben, ha magas inzulinnal indukaltuk az inzulinrezisztenciat C2C12
sejtekben. A SMTNLI1 taltermelés MPA-val kombindlva azonban képes volt az Aktl
foszforilaciéit még inzulinrezisztens allapotban is magasan tartani mind a Thr¥®%-as mind a
Ser‘™-as oldallancon. Az Aktl foszforilalja, és inaktivalja a GSK-3B enzimet. Ennek
eredményeként a glikogén szintaz aktivalodik, €s megindul a glikogén raktarak kiépitése.
Erdekes médon a GSK-3p foszforilaciojat semmilyen kezelés nem befolyasolta. A donwstream

effektorok koziil azmTOR expresszidja, valamint a Ser?*48

-as foszforilacioja nem valtozott meg
a kronikus inzulin, valamint MPA jelenlétében. Abban az esetben viszont, ha a sejtek
tultermelték a SMTNLI1-et, és MPA-val voltak kezelve az mTOR aktivacidjat valtotta ki.
Fontos tovabba megjegyezni azt is, hogy a SMTNLI taltermelése magasan tartotta a GLUT4
expressziojat is még inzulinrezisztens allapotban is, sot emelkedett gliikoz felvételt mértiink
ezekben a sejtekben.

Az inzulinrezisztens sejtek metabolikus paramétereit is megmértiik Seahorse XF96
(ASX) muszerrel. Inzulinrezisztens allapotban a glikolitikus paraméterek csokkenését figyeltiik
meg. A SMTNLI taltermelése, és MPA-val vald kezeléssel kombindlva ez a paraméter

szignifikansan javult a maximalis glikolizis, valamint glikolitikus tartalék befolydsolasa nélkiil.

A SMTNLI tultermelése MPA jelenlétében a glikolitikus aktivitas helyreallitasat, és az ATP
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termelés emelkedését eredményezte. A mitokondrialis aktivitast az oxigén felhasznalasi rata
(OCR) mérésével vizsgaltuk. A SMTNLI1 taltermelése beinditotta a zsirsav oxidaciot.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a SMTNLI taltermelése az inzulinrezisztenciaban
kialakult hatasokat képes bizonyos mértékig enyhiteni, ezaltal potencialisan molekularis

célpontja lehet egy jovobeli inzulinrezisztenciat célzo terapianak.
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Osszefoglalas

Vizsgalataink sordn a miozin foszfataz szerepét tanulméanyoztuk idegi folyamatokban,
valamint az SMTNL1 hatésat elemeztiik indukalt inzulinrezisztencia modellben C2C12 sejteket
hasznalva. A miozin foszfatazt el6szor a simaizomzatban katalizalt reakciojan (a 20 kDa miozin
konnyti lancot (MLC20) defoszforilacidja) keresztiil irtak le. A MLC20-t defoszforilalva a
simaizomzat kontraktilis allapotat szabalyozza. A MLC20-on kiviil szdmos citoszkeletalis
célpontjat is azonositottak tigy, mint az ERM vagy Tau fehérjék. Felépitését tekintve egy PP1
enzimcsaladba tartozo katalitikus alegységbdl (PP1cd), egy MYPT1 szabalyozd/célra iranyito
alegységbdl, valamint egy M20/21 alegységbdl all.

Elso felfedezése o6ta mar bizonyossadgot nyert, hogy ez az enzim nem csak a
citoszkeletélis sejtalkotok defoszforildciojan keresztiil tolti be €lettani szerepét. Egyrészt nem
kizarolag a simaizomzatban fordul eld, mésrészt szamos szubsztratot irtak le, melyeket a MP
képes defoszforilalni, ezaltal rendkiviil sok sejtélettani folyamatra képes hatassal lenni. Szerepe
van a génexpresszid szabalyozasaban (PRMTS fehérjén keresztiil), a sejtciklus
elérehaladasaban, vagy akar az ingeriilet atvivé anyagok felszabadulasdban a SNARE komplex
elemeinek defoszforilacidja révén. A MP aktivitasat sok tényezd képes megvaltoztatni, a
kisméretli inhibitor molekuldkt6l kezdve az endogén kolcsonhatd partnereken 4t a MYPTI
alegység foszforilacidjaig. A MP foszforilacios szabalyozasaban a RhoA-aktivalt protein kinaz
(ROK) jatszik fontos szerepet, mely a MYPT1 alegység foszforilacidjan keresztiil képes gatlo
hatést kialakitani. A ROK és a MP enzimparos sok esetben egymasnak ellentétes modon hatnak
ugyanazon a szubsztraton.

Sikeriilt felderiteni az ingeriilet atvivé anyagok felszabadulasaért felelés SNARE
komplex egyik tagjanak, a SNAP-25 fehérjének a kolcsonhatasat a MP holoenzim MYPT1
szabalyozd alegységével felilleti plazmonrezonancias eljarassal. In vitro protein kindz
reakcioval, és foszfoprotein elleni antitestekkel sikeriilt bizonyitani a ROK 4altali foszforilaciot
a SNAP-25 Thr®8-as oldallancan. A MYPT1 alegység siRNS interferencias csendesitésének
hatasara B50 neuroblasztoma sejtekben a SNAP-25 Thr'3® oldallanc emelkedett foszforilacidja
volt megfigyelhetd, mely tovabb erdsiti feltételezéseinket, miszerint a ROK/MP enzimparos a
felelds a SNAP-25 foszforilacids szabalyozasaért. A csendesités hatasara a B50 sejtek csokkent
¢letképességét, valamint a sejtekbdl késziilt mintakban csokkent foszfataz aktivitast mértiink.
Ezek a tények arra utalnak, hogy az idegi régidkban végbemend sejtbiokémiai folyamatokban
a PP1 enzimek hatdsa kiemelkedden fontos. Egér agykérgi szinaptoszoma preparatumanak MP

és ROK inhibitorokkal vald kezelése soran a SNAP-25 Thri® oldallanc ellentétes hatasu
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foszforilacids szintjét sikeriilt leirnunk, amely tovabbi eredménytiil szolgédl az enzimparos
szerepére. Ugyanezen eredményeket sikeriilt egér agyszeleteken is detektalnunk
immunfluoreszencias eljarasok segitségével. A SNAP-25 fehérje Thr'®® foszforilacidjanak a
SNARE-komplex kialakulasara kifejtett hatasat immunprecipitacidés kotédési vizsgalatokkal
igazoltuk. A kevésbé foszforilalt SNAP-25 nagyobb mértékben kototte a SNARE-komplex
be.

Az SMTNLI1 fehérjével végzett kisérletek soran sikeriilt kidolgozni egy in vitro C2C12
mioblasztoma/miotubulus modellrendszert, melyben a kronikusan magas inzulinnal sikertilt
inzulinrezisztens allapotot létrehoznunk. Proteome Profiler elemzés segitségével atfogd képet
kaptunk a sejteken beliili folyamatok allapotardl inzulinrezisztencia esetében, valamint
SMTNLI1 taltermeltetés hatasara. Bizonyitottuk az SMTNLI inzulinérzékenyité hatasat,
melyet foleg a progeszteronnal egyiitt fejtett ki. Az inzulinérzékenyitést az inzulin receptorhoz
kot6dd IRS1 Ser-oldallancok foszforilacidjanak csokkentése révén detektaltuk foszfospecifikus
antitestekkel. A SMTNLI1 tovabbi jotékony hatast fejt ki az inzulin receptor altal indukalt
jelatviteli elemekre is, igy szabalyozva a PI3K, Akt, és mTOR tengelyt. Eredményeink alapjan
az SMTNLI fehérje a INK és ERK1/2 foszforilaciok indirekt modon torténd visszaszoritasaval,
még inkabb hozzajarul az IRS1 Ser-aminosavmaradékok foszforilacidinak csokkentéséhez. Ez
a JNK és ERK1/2 enzimek aktivaciojaért felelos uj tipusi PKCe csokkent expressziojaval
magyarazhaté a SMTNLI tultermeltetés hatasara. A PI3K aktivitast, és a GLUT4 expressziojat
a SMTNL1 magasan tartotta még inzulinrezisztens sejtekben is. A sejtek energetikali
paramétereinek mérése soran kideriilt, hogy a SMTNLI az indukalt inzulinrezisztenciaban is
magasan tartja az alap glikolizist MPA kezeléssel kombinalva. Ugyanez volt érvényes a
mitokondrialis aktivitas mérésekor is, ahol a SMTNL1 tultermeltetés és az MPA kezelés
fokozta az ATP szintézist még inzulinrezisztens allapotban is. Mindezen eredmények az
SMTNL1 inzulinrezisztencidban ¢és ahhoz kothet6 rendellenességek lehetséges
gyogyszerhatastani célpontja, amely fokozott expresszidjaval a vazizom inzulinérzékenyitését

¢s az anyagcserefolyamatok fizioldgids irdnyba torténd elmozduldsat segitheti eld.
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