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Bevezetés

Az €16 szervezetek alapvetd épité elemeiben, a sejtekben lejatszod6 szamos biokémiai
folyamat finomhangolasara az evolucié tobbféle poszttranszlacios modositast alakitott ki. A
modositasok kozé tartozik a fehérjék foszforilacioja, valamint defoszforilacidja. Ennek a
megfordithato folyamatnak kdszonhetden a fehérjék aktivitasa, szerkezete, valamint affinitasa
mas molekulakhoz, sejtalkotokhoz képes megvaltozni. A foszforilacid és defoszforilacio révén
a fehérje halozatok altal kialakitott jelatviteli palyak is modosulhatnak, lehetové téve a sejtek
kornyezeti stimulusokra adott valaszainak kialakulasat. Ezek a modosulasok szertedgazoan Sok
¢lettani folyamatot képesek befolyasolni. Amig a foszfat csoport aminosav oldallancokba
torténd beépitését a protein kinazok, addig a foszfatcsoportok eltavolitasat a protein foszfatazok
végzik. Ezen enzimeket az alapjan csoportositjuk, hogy mely aminosav oldallancon végzik a
modositast. Oldallanc szerinti specificitas alapjan szerin (Ser)/treonin- (Thr), tirozin- (Tyr)
specifikus, illetve kettds specificitast osztalyokba soroljuk a protein kinazokat és a protein
foszfatazokat. Az utolso csoport érdekessége, hogy mindharom aminosavmaradékon képesek a
poszttranszlaciés modositasra. A foszfatcsoport tovabbi aminosavakba is beépiilhet (pl.:
hisztidin, aszpartat), de élettani szempontbdl az el6bb emlitett foszforilaciok jatszanak nagyobb
szerepet.

A protein foszfatazok egyik képviseldje a protein foszfataz-1 (PP1) csaladba tartozo
miozin foszfataz (MP) holoenzim, mely egy Ser/Thr specifikus foszfoprotein foszfataz. A MP
harom alegységbdl épiil fel: all egy katalizisért felelds 35-38 kDa molekulatomegii PP1cd
(protein foszfataz-1 katalitikus alegységének delta izoformaja) alegységbdl, tovabba egy
130/133 kDa molekulatomegii célra iranyitd/szabalyozo6, miozin konnyt lancot is kotni képes
(miozin foszfataz szabalyozo alegység 1 - MYPTL) alegységbdl, valamint egy még nem
teljesen tisztazott funkcidji 20/21 kDa molekulatomegii (M20/M21) alegységbdl. Az enzim
szerepét legeldszor a 20 kDa miozin konny(i lanc (MLC20) defoszforilacioja kapcsan irtak le.
Ennek révén a MP hatassal van a simaizom kontraktilitasara. A miozin kdnnytlancon kiviil a
MP-nak szamos mas citoszkeletalis célpontjat is leirtak, ezek kozil példaul MAP2
(mikrotubulus asszocialt protein 2) az ERM (ezrin, radixin, moezin), tovabba a Tau
(mikrotubulus asszocialt) fehérjéket. A MP szubsztratjait szamos esetben a RhoA-asszocialt
protein kinaz (ROK) foszforilalja, ilyen modon az enzimparos altal igen sok fehérje all

foszforilacio altali szabalyozas alatt.

11



Szamos kutatasi eredmény latott napvilagot, melyek ravilagitottak a miozin foszfataz
szerteagazo funkcioira, felépitésére és muikodését befolyasold tényezdkre. Funkcidit a
rendkiviil széles szubsztrat specificitasan keresztiil, defoszforilacios folyamatok katalizalasaval
képes ellatni. Sejten beliili eléforduldsa széles spektrumon mozog, valamint nem csupan a
simaizomzatban, hanem t6bb mas szovetben is kifejezédik. Kifejti hatasat a sejtmigracioban,
sejtadhézioban, a proliferacioban, a sejtciklus elérehaladasaban, valamint sejtmagi
lokalizacidja révén a protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMT5) defoszforilaciojan keresztiil
kiilonb6zé gének expresszidjara is hatassal van. Az idegsejtek kozotti kommunikacioban
kiemelked6en fontos szereppel bird idegi fehérjék koziil a SNARE (oldhaté NSF-asszocialt
protein receptor (SNAp REceptor)) komplex elemeinek defoszforilacioja révén az ingeriilet
atvivo anyagok felszabadulasat is befolyasolhatja.

A Smoothelin-szerii fehérje 1 (SMTNL1) génexpresszids szinten, valamint kozvetlen
kotédése révén is képes befolyasolni a miozin foszfataz aktivitasat. A SMTNL1 a smoothelin
fehérjék csaladjaba tartozik, expresszojat megfigyelték mind sima, mind harantcsikolt
izomszovetben is. A SMTNLI képes szabdlyozni a vaszkularis simaizomzat kontraktilitasat,
valamint az izommunka altal indukalt kardiovaszkularis és harantcsikolt izomszdvetek
simaizomzatban, valamint a nemi hormonokra érzékeny szévetekben.

Elézetes eredmények alapjan a terhesség fokozta a MYPT1 expressziojat, ésa SMTNL1
delécidja tovabb emelte a miozin foszfatdz aktivitdsit. A SMNTLI1 izomsejtekben kifejtett
metabolikus hatasara eddig egereken végzett gén delécios kisérletek eredményei alltak
rendelkezésre. Ezek alapjan a SMTNLI1 gén hianya fokozta egér szovetekben az
inzulinrezisztenciaval Osszefiiggésbe hozhaté markerek mértékét. A KO egerek gliikoz
toleranciaja lecsokkent, melyet a terhesség némiképp kompenzalni tudott. Tovabbi markerként
szolgalt az IRS1 (inzulin receptor szubsztrat 1) fehérje szerin oldallancainak megemelkedett
foszforilacios szintje, valamint a GLUT4 (gliik6z transzporter 4) expressziojanak drasztikus
csokkenése. Az IRS1 fehérje tirozin helyett szerin oldallancai mutattak magasabb foku
foszforilaciot (Ser®™, Ser®8, Ser®2, Ser'l%1) melyek a szakirodalom alapjan a mar kialakult
inzulinrezisztencia jelenlétére utalnak.

Disszertaciom elsé részében a MP neurotranszmitter kibocsatasban betdltott szerepét
tarom fel a SNARE komplex egyik elemén a SNAP-25-6n (25 kDa molekulatomegii

szinaptoszoma-asszocialt protein) keresztiil. A tanulmany masodik felében pedig a SMTNL1
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hatasat vizsgalom in vitro inzulinrezisztens allapotban C2C12 egér izomsejt modellt

alkalmazva.
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1. Irodalmi bevezetés

1.1. Reverzibilis foszforilacio, mint poszttranszlacios modositds

1.1.1. Protein kinazok és protein foszfatazok

Az élovilagot felépitd makromolekulak koziil a fehérjék jelentds része atmegy
valamilyen poszttranszlaciés modositason. Ezek koziil a fehérjék reverzibilis foszforilacidjanak
kiemelten fontos szerepe van. A fehérjék foszforilaciojat a protein kindz enzimek katalizaljak
ugy, hogy a altaldban adenozin-trifoszfat (ATP) y-foszfat csoportja keriil 4t hidroxilcsoportot
tartalmazo a-aminosavakra, Uigy, mint szerin (Ser), treonin (Thr), és tirozin (Tyr) (Brautigan,
2013). A folyamat reverzibilitasaért a protein foszfatazok feleldsek, melyek hidrolizaljak a
fehérje foszfatcsoporttal kialakitott foszfoészter kotését. A foszforilacionak és a
defoszforilacionak szdmos hatdsa lehet a fehérjét tekintve. Szabalyozhatja a fehérje
enzimaktivitasat szerkezeti tulajdonsdgai megvaltoztatisa révén, modosithatja a fehérje-
ligandum, fehérje-fehérje kolcsonhatast, a fehérje viz- és lipidoldékonysagat, és még sok mas
tényezOt. Ezek a valtozdsok olyan ¢élettani folyamatokat befolyasolnak, mint az
sejtkontraktilitds, génexpresszio, ingeriiletatvitel, sejtciklus vagy anyagcesere. A modosulasok
kiilonbo6z6 jelatviteli palyakon keresztiil valésulnak meg (Sheppeck, Gauss and Chamberlin,
1997) (1. abra).

1. dbra. A fehérjék foszforilicidja, defoszforilacidja, valamint ennek hatdsa a fehérjékre.
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Steady-state, azaz egyensulyi allapotban a kiilonboz6 fehérjék foszforilacios szintjét a
protein foszfatazok és protein kinazok egymassal Osszevetett aktivitasi szintjei szabjak meg
(Cohen et al., 1990; Hunter, 1995).

Osszehasonlitva a protein kinaz és foszfataz gének szamat egy igen érdekes szambeli
kiilonbséget figyelhetiink meg. Mig a human genomban 518 gén kodol valamilyen protein
kinazt (Johnson and Hunter, 2005), addig protein foszfatazokkal kapcsolatos genetikai
informacioért csupan 150 gén felelds, és ezekbdl még kevesebb, 40 gén kodol Ser/Thr
specifikus protein foszfatazt (Pennisi, 2002). Kezdeti kutatasok soran éppen ezért joval
nagyobb hangsulyt kaptak a protein kinazokkal kapcsolatos kutatasok, és ugy vélték, hogy
rendkiviil sok protein kinaz létezhet. (Hunter, 1987, p. 19). Ahogy egyre tobb és tobb kisérleti
eredmény latott napvilagot a protein foszfatazokrol, ugy az ezen enzimekkel kapcsolatos
tudasanyag is egyre nagyobb hangsulyt kapott a tovabbi sejtélettani vizsgalatok soran.
Manapsag mar igen széleskoriien elfogadott, hogy a protein foszfatazok éppolyan
nélkiilozhetetlenek a sejtbiologiai folyamatok koordinalasaban, mint a protein kinazok (Oliver
and Shenolikar, 1998).

1.1.2. A protein foszfatazok osztalyozasa

A fehérjék foszforilacidja dontden szeril/treonil, valamint tirozil aminosavmaradékokon
torténik. Ezeken kiviil hisztidil, lizil és arginil- oldallancok is foszforilalodhatnak, bar ezek
szama csekély (Brautigan, 2013, p. 20). A foszforilacioval kapcsolatok kutatasok soran fény
deriilt arra, hogy a fehérjéket tobb oldallincon szamos protein kinaz is foszforilalhatja, mely
jelolésekkel végzett els6 kutatasok alapjan ugy gondoltak, hogy a tirozil foszforilaciok a teljes
foszforilaciok kevesebb mint 1%-ért, a tobbiért a szeril és treonil oldallancok feleldsek. A tirozil
oldalldncok majdnem tizszeres mértékben megndvekedett foszforilacidjat figyelték meg a Rous
szarkoma virussal transzformalt sejtekben (Hunter and Sefton, 1980). Ez a megfigyelés
alapozta meg ennek a poszttranszlacios modositasnak a tumoros elvaltozasokban betoltott
szerepének feltarasara iranyuld tovabbi kutatasokat (Hunter, 2009). Késébb sokkal
kifinomultabb modszerek segitségével: aminosavak stabil radioizotopos jelolésével
sejtkultirakban (stable isotope labeling of amino acids in cell culture - SILAC), valamint
tomegspektrometriai mérésekkel tobb mint 2000 foszfoprotein vizsgalatat végeztek el, melybdl
kidertilt, hogy a teljes foszforilaciok 1,8%-a tirozil, 98,2%-a treonil és szeril oldallancokon

mennek végbe (Olsen et al., 2006).
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A Ser/Thr specifikus protein foszfatazokat legeldszor a protein foszfataz-1 (PP1) és
protein foszfataz-2 (PP2) csaladokba soroltak (Ingebritsen and Cohen, 1983). A PP1 csaladba
tartozo protein foszfatazok aktivitdsa érzékeny a heparinra, valamint kis molekulatomegi
héstabil gatlo fehérjékre (inhibitor-1, és inhibitor-2). A PP2 enzimacslad tagjait ezek a faktorok
nem befolyasoljak (Cohen, 2002). A kutatasok eclérehaladtaval, a katalitikus alegységek
szekvenciainak azonositdsaval, valamint a bioinformatikai elemzések térhoditasa révén a
protein foszfatazok osztalyozasa atalakult.

A PP2-es csaladba tartozd enzimek tovabbi alcsoportokra bonthatbak attol fiiggden,
hogy milyen fémiont hordoznak aktiv centrumukban. A PP2A fémion fliggetlen, a PP2B
(kalcineurin) Ca?*/kalmodulin fiiggd protein foszfataz, a PP2C Mg?* fiiggd enzim, mely késébb
a fémion fliggd protein foszfataz (PPM) szupercsalad része lett a Ser/Thr specifikus protein
foszfatazok ko6zott (Ingebritsen and Cohen, 1983; Cohen, 1997).

Az ¢lobb emlitett Gj rendszerezés alapjan a Ser/Thr specifikus protein foszfatazokat
harom csaladba soroljuk. A foszfoprotein foszfatazok (Phosphoprotein phosphatases — PPP),
melyek Fe?*-Zn?* ionokat tartalmaznak. A PPM csaladba tartoz6 enzimeket Mn?*/Mg?* ionok
aktivaljak, végiil az utolsé alcsoport az aszpartat protein foszfatazok, melyek egy DXDXT
motivumot hordoznak az aktiv centrumukban. A PPP enzimcsalad tovabb bonthato PP1, PP2A,
PP2B (PP3-ként is hivatkoznak ra), és novel tipusu protein foszfataz alcsoportokra (PP4, PP5,
PP6 PP7) (Brautigan, 2013; Brautigan and Shenolikar, 2018).

A protein tirozin foszfatazok (PTP), melyeket szintén tobb alcsoportba sorolunk
szekvencigjuk, szerkezetiik és funkcidjuk alapjan, a klasszikus értelemben vett tirozin
foszfatazok a tirozil- oldallanc foszfoészter kotését hasitjak.

Az utolso csoport a kettds specificitasu protein foszfatazok (DUSPs — Dual-specificity
phosphatases), melyek képesek a szeril, treonil valamint a tirozil oldallancok foszfoészter
kotését is hidrolizalni (Pot and Dixon, 1992; Barford, Jia and Tonks, 1995).

Léteznek olyan protein foszfatazok is, melyek nem képesek katalizalni defoszforilacios
folyamatot, ezeket pszeudofoszfatazoknak nevezziik. llyen enzimek lehetnek Ser/Thr és Tyr
specifikus protein foszfatdzok is. Egyes vélemények alapjan egyszerli szekvencia mutaciokrol
van sz0, de olyan allaspont is 1étezik, mely szerint a szubsztrattal kdlcsonhatva kompetitiven
gatolja az aktiv protein foszfatazokat (Mattei et al., 2021). Emlitésre mélté még a hisztidin
foszfatazok csoportja, egy széles, €s funkcionalisan diverz csoport, mely két dgra oszthat6. A
csoport tagjai kozott igen csekély a szekvencia azonossag (Rigden, 2007). A fébb protein

foszfatazok csoportositasat a (2. abra) foglalja 6ssze.
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Fehérje foszforilacio: Kinazok és foszfatazok

, Szubsztrat
Szubsztrat Ser/Thr-P

K«

d PTP
Kettos specificitasu "
foszfatazok (DUSP) Asp foszfatazok
DxDxT

PIP foszfatazok (PTEN) | Protein Ser(P)/Thr(P) foszfatazok |

Szubsztrat Szubsztrat-Tyr-P

2. dbra. A protein foszfataz enzimek osztalyozdsa. PPP: foszfoprotein foszfatizok; PPM:
fémionfiiggd protein foszfatizok; ATP: adenozin-trifoszfat; PIP: foszfatidil inozitol foszfat;
PTEN: Phosphatase and tensin homolog; Mddositott dabra, forrdsok: (Brautigan, 2013;
Ezerarcu fehérjék - Buday LaszIo, Nyitray LaszIo, Perczel Andras, 2018, p. 788).

1.2. A PPP enzimcsalad és a PP1

A PPP csaladba tartozo enzimek tagjai magasfoku konzervaltsagot mutatnak, mely
koriilbeliil 80%-0s (Brautigan, 2013). Ezen protein foszfatatokat kodold gének hasonldsaga
nemcsak az eukaridtakban, hanem a baktériumokban és archeobaktériumokban is
megfigyelhetd, ami az evolucid soran kialakult igen fontos szerepiikre utal (Brautigan and
Shenolikar, 2018). Az egyszeriibb eukariota szervezetekben elengedhetetleniil fontos funkciot
latnak el, foleg olyan esetekben, ahol a PPP enzimek kodolasaért felelds génekbdl csupan egy
varians fordul elé (Zhang, Ou and Zhang, 2004). Ugy vélik, hogy az egyes PPP funkciovesztés
miatt fellépd letalis fenotipusok hatasara jottek 1étre kiilonb6zé PPP izoformak melyek
funkcioikat tekintve atfedéek lehetnek (Brautigan and Shenolikar, 2018). Attol fliggetleniil,
hogy a PPP csaladba tartozd enzimeket kiilonbozé alcsoportokba soroljuk (PP1, PP2A stb.)
vannak olyan enzimek, melyek szekvenciajukat tekintve kozelebb allnak egymashoz magan az
enzimcsaladon beliil. Példaul a human 2-es tipusu PPP-k (PP2A, PP4, és PP6) kozelebbi
rokonsagban allnak egymashoz, mint a tobbi PPP enzimhez. Az egy PPP csoportba tartozo
izoformak kozott is vannak funkcionalis kiilonbségek (Brautigan and Shenolikar, 2018). A PPP
csaladba tartozo protein foszfatazok tovabbi érdekessége, valamint tovabb erdsiti a kritikus

szerepiiket, hogy tobb xenobiotikumra is érzékenyek, mint példaul poliketidek (pl.: okadansav,
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kalikulin-A), vagy ciklikus polipeptidek (pl.: mikrocisztin, nodularin). Ezek a vegyiiletek a PPP
enzimek aktiv centrumaba kotddve fejtik ki hatasukat, igy ezen enzimek gatlasa révén ezek a
vegyliletek citotoxikusak (Swingle, Ni and Honkanen, 2007).

Az enzimcsaladom beliil a PP1 jellemzésével folytatnam a tovabbiakban, mivel a
miozin foszfataz felépitésében a PP1 katalitikus alegység egyik izoformaja jatszik szerepet.
Fontos megjegyezni, hogy eddig csupan katalitikus alegységek keriiltek részletezésre, de ezek
az enzimek nem monomer formaban fordulnak el6, hanem valamilyen szabalyozo6 alegységgel
alkotnak holoenzimeket, melyeket a késObbiekben részletezek. A katalitikus alegység jelolése:
PP1c (protein foszfataz-1 katalitikus alegység), valamilyen PP1c katalitikus alegységet hordozo
holoenzim: PP1.

Az emberi PP1c enzimek kodolasaért harom gén felelds: PPP1CA (masnéven (PPlca),
PPP1CB (masnéven PP1cd/B), valamint a PPP1CC masnéven (PPlIcy). Ezek a PP1c alegység
izoformak is magasfoku konzervaltsagot mutatnak (~90%-os szekvencia egyezés), és 35-38
kDa molekulastlytak. Az el6bb emlitett harom génnek tobb splice variansa is 1étezik: (PP1cou,
PPlcay), PP1cd/B, PPlcy: és PPlcy.) (Sasaki et al., 1990; Zhang et al., 1993; Barker et al.,
1994; Ceulemans and Bollen, 2004; Aoyama et al., 2011). Expresszidjukat tekintve a PP1co-
2, a PP1cP és a PP1cy1 minden sejtben kifejezédik, mig a PP1cy2 csupan a tesztiszben és az agyi
szovetekben (Korrodi-Gregorio, Esteves and Fardilha, 2014). A kiilonb6z6 izoformak kozotti
kiilonbségek foként az N és C terminalis régiokban mutatkoznak meg, mig az enzim izoformak

c gy

mutatnak (Ceulemans and Bollen, 2004).

1.2.1. PPP (PP1c/PP2Ac) aktivitasat gatlé kis méretii inhibitor molekulak rovid

bemutatasa

Az el6z6 fejezetben mar roviden emlitésre keriilt, hogy a Ser/Thr specifikus
foszfoprotein foszfatdzokat szdmos, természetben eléforduld toxin képes gatolni. Ilyenek
példaul a két rokonvegyiilet csoportba tartozo ciklikus peptidmolekuldk, a mikrocisztinek és a
nodularinok, melyeket kék és zold algak allitanak elé (Carmichael, 1992, 1994; Namikoshi et
al., 1992). A mikrocisztinek ciklikus heptapeptidek, melyek tobb D-aminosavat is tartalmaznak
(Sheppeck, Gauss and Chamberlin, 1997). Egyik tagja ennek a csoportnak a mikrocisztin-LR,
melyet a Microcystis, Oscillatoria nemzetségbe tartozo algak és Anabaena nemzetségbe tartozo

cianobaktérium allit eld. A nodularinok ciklikus szerkezetli pentapeptidek, amelyek szintén
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gatoljak az enzimcsalad egyes tagjainak aktivitasat (foként a PP1c, PP2Ac) (Botes et al., 1985;
Rinehart et al., 1988; Honkanen et al., 1991).

Az elsék kozott leirt poliketid vegyiiletcsoportba tartozo inhibitor az okadénsav
(Schmitz et al., 1981; Tachibana et al., 1981), melyet tengeri szivacsokbol (Halichondria
okadaii and H. melanodocia) nyertek ki, majd késébb tengeri planktonokbdl is eldallitottak
(Sheppeck, Gauss and Chamberlin, 1997). Az okadansav potens tumor promoter vegyiilet
(MacKintosh and Klumpp, 1990). Késobb Takai és munkatarsai ramutattak az okadansav
szelektiv gatlo hatasara: A PP2Ac-vel szemben szelektivebb: 1Cs0=1,2 nM, mig a PPlc-re
nézve 1C50=315 nM. A PP2C (PPM) enzimek aktivitasara semmilyen szinten sem, a PP2B
(PP3) enzimek aktivitasara pedig nagyon kis mértékben van hatassal (Takai et al., 1992). Az
okadansav PP2Ac-ra szelektiv koncentracioban kezelt hepatocellularis karcinoma (HepG2)
sejtekben a kialakult gatlas hatdsara a MYPT1 (miozin foszfatdz szabalyozo alegység 1 -
Myosin Phosphatase Targeting subunit 1) mindkét gatlo foszforilacios oldallancan (Thr®%,
Thr®%) emelkedett foszforilaciés szintet, valamint a MYPT1 plazmamembranhoz vald

Az okadansav jellegli gatlok kozé tartoznak még tobbek kozott a kalikulinok, a
tautomicin (TM) valamint a tautomicetin (TMC) is. A TM-et elészor Streptomyces
spiroverticillatus fermentacios eljarasa soran allitottak el6. A TMC a TM egy valtozata,
melynek a spiroketalis része hianyzik, és Streptomyces griseochromogenus-b6l nyerték ki
elészor (Sheppeck, Gauss and Chamberlin, 1997). A TM nagyobb szelektivitast mutat a PP1c-
vel szemben: TM Ki=0,16 nM; PP2Ac Ki=0,4 nM, mint a PP2Ac-val szemben. A TM ¢és az
okadansav kotddése kolesonosen kizarja egymast, ami arra utal, hogy ugyanazon kotohelyen
osztozik a két inhibitor (MacKintosh and Klumpp, 1990). Szinaptoszoma preparatumokon
végzett kisérletek soran TMC-vel sikeriilt a miozin foszfataz (MYPT1 - PP1cd) szelektiv
gatlasat elérni (Lontay et al., 2012).

1.2.2. A PP1c kolesonhatoi

A PPlc enzimek Kkatalitikus aktivitasahoz, illetve annak specifikussagdhoz és
maximalizalasdhoz a katalitikus alegységekkel kolcsonhaté szabalyozo alegységek
sziikségesek, melyekbdl holoezimek épiilnek fel. Koriilbeliil 200 validalt kdlcsdnhato fehérjét
irtak le eddig, melyek nem csak a szubsztrat specificitast, de az enzimaktivitast, és a
szubcellularis lokalizaciot is képesek befolyasolni (Bollen et al., 2010; Choy, Page and Peti,
2012). A PP1c mikodését modosito, kolesonhato fehérjék elészor a PP1-interacting proteins
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(PP1 Kkolcsonhatd fehérjék - PIPs) (Heroes et al.,, 2013) névre hallgattak, az 1jabb
nomenklaturaban mar Regulatory Interactor of Protein Phosphatase one (protein foszfataz 1-
gyel kdlcsonhato szabalyozok - RIPPOs)-ként hivatkoznak ezekre az interakcids partnerekre.
A katalitikus alegységek, és a szdmos kolcsonhatd fehérje kombinacidja révén rendkiviil
magasfoku specificitassal rendelkezé holoenzimek jonnek 1étre (Wu et al., 2018).

Bar 1éteznek olyan interakcios partnerek, melyek egy adott PP1c izoformahoz kotédnek,
a legtobb RIPPO képes az 0sszes PP1c izoforméval kdlcsonhatasba 1épni. Ennek hatterében
egyrészt a PP1c sajatos felszini karakterisztikaja all, mely lehet6vé teszi szamos kolcsonhatod
partnerrel alkotott komplex 1étrejottét, azaz a kotédésért a PP1c oldalardl az enzim felszinén
talalhato specifikus régiok felelések, melyek gyakran csupan 4-8 aminosav hosszisaguak és ~
400A2-nyi feliiletet 6lelnek fel a PP1c felszinén (Bollen et al., 2010).

A kolcsonhat6 partnerek pedig olyan aminosav szekvenciakkal rendelkezhetnek Short
Linear Motifs (révid linearis motivumok - SLiMs), melyek az elébb emlitett PP1c felszinén
talalhato dokkolo helyekkel képesek kolcsonhatasba 1épni (Garvanska and Nilsson, 2020).
Ilyen révid szekvencia példaul az interakcios partnerek 90%-ban megtalalhatdo RVXF (K/R-x1-
V/1-x2-F/IW az x barmilyen aminosav lehet prolint leszamitva), mely a PPlc-vel valo
kapcsolodas soran horgony szerepet tolt be. (Egloff et al., 1997; Wakula et al., 2003; Bollen et
al., 2010). Vannak olyan szekvenciak is, melyek masodlagos kolcsonhatasok kialakitasaban
jatszanak szerepet. Ilyen példaul a SILK ([GS]IL[RK]), melyet az inhibitor-2 esetében irtak le,
¢és elengedhetetlen a megfelelé gatlas kialakitasahoz (Huang et al., 1999; Hendrickx et al.,
2009). Tovabbi masodlagos, kotddést eldsegitd linearis motivum a MyPhoNE (miozin foszfataz
n-terminalis elem - Myosin Phosphatase N-terminal Element, RxxQ[VIL][KR]x[YW]
szekvencia) mely megtalalhato példaul a MYPT1-ben, és az interakcids partner felismerésben
jatszik szerepet (Terrak et al., 2004; Hendrickx et al., 2009).

A kolcsonhato fehérjéknek mas és mas hatasuk van, ennek megfelelden tobbféle
osztalyba is sorolhatjuk 6ket: szubsztrat targeting/aktivalo, valamint szubsztrat specificitasért
feleld/inhibitorikus fehérjék. Tobb interakcios partner rendelkezik tovabba specifikus
doménekkel, melyek a PP1-et kiilonb6z6 sejten beliili kompartmenthez horgonyozzak, mint
példaul a plazmamembran (pl.: integrin alIB), mitokondrium (pl.: prefoldin chaperone - URI),
endoplazmatikus retikulum (pl.: growth arrest and DNA damage-inducible protein-34 -
GADD34), glikogén részecskék (pl.: G-alegységek), az aktin citoszkeleton (pl.: spinophilin, és
neurabin-2), kromatin (pl.: Repo-man), vagy a sejtmagvacska (pl.: Nucleolar Protein With
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MIFAG Domain 1 - NOM1) (Bollen et al., 2010). A kiilonb6z6 kodlcsénhatokat és azok szerepét
az (1. tablazat) foglalja &ssze.

A PP1c-vel kolesonhato fehérjék osztalyozasa

Kolcsonhato Szerep
MYPT1 célra irdnyitas
glikogén targeting alegységek (G alegységek)  célra iranyitas
integrin olIB plazmamembranhoz horgonyzas / gatlas
URI mitokondriumhoz horgonyzas
GADD34 endoplazmatikus retikulumhoz
horgonyzas / gétlas
NOM1 sejtmagvacskahoz horgonyzas
spinophilin aktin citoszkeletonhoz horgonyzas
neurabin-2 célra irdnyitas / gatlas
Repo-man kromatinhoz horgonyzas / célra iranyitas
PNUTS célra irdnyitas / gatlas
NIPP-1 gatlas
Inhibitor-1 gatlas
Inhibitor-2 gatlas
CPI-17 gatlas
KEPI gatlas

1. tablazat. A PP1c-vel kélesonhato partnerek és funkcioik rovid osszefoglalisa.

Ezek a targeting alegységek a PP1c-t a szubsztratok kozelébe iranyitva, a szubsztrat
koncentraci6 ilyen modon torténd novelésével nagysagrendekkel magasabb defoszforilacios
hatasfokot képesek 1étrehozni (Ferrell and Cimprich, 2003).

In vitro koriilmények kozott a PP1c interakcios partnerek majdnem fele rendelkezik
enzimaktivitast gatlo hatassal abban az esetben, ha a szubsztrat glikogén foszforilaz (Hendrickx
et al., 2009). Ezeket a partnereket gyenge gatloként is értelmezhetjiik, azonban néhany
specificitasért felelos partner mar nanomolos koncentracioban is képes gatlast okozni ugy, mint
a GADD34 (Connor et al., 2001), neurabinok (Carmody et al., 2008), PNUTS (foszfataz-1
sejtmagi célra iranyito alegység_- Phosphatase 1 NUclear Targeting Subunit) (Y.-M. Kim et al.,
2003), valamint a NIPP-1 (PP1 sejtmagi inhibitor 1 - Nuclear Inhibitor of Protein Phosphatase-
1) (Beullens et al., 2000). Ezeket a partnereket érdemesebb specificitasért felelds

kolesonhatoként értelmezni, mivel a szubsztratoknak csupan egy kisebb hanyadanal figyelhetd
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meg gatlo hatas (Bollen et al., 2010). Egyes partnercknél azonban éppen az cllenkezdje
figyelheté meg, azaz kifejezetten bizonyos szubsztratok felé képesek megnovelni a PPlc
aktivitasat, mint példaul a glikogén targeting alegységek, vagy a MYPT1 (Bollen, 2001; Cohen,
2002)

Ezeket leszamitva 1éteznek valodi gatlast el6idéz6 kolcsonhatd partnerek, melyek a
PP1c aktiv centrumaba kotddve gatoljak az enzim aktivitasat. Vannak azonban olyan gatlo
fehérjék is, melyek esetében foszforilacio is sziikséges a gatld hatas Kialakulasahoz. llyenek
példaul az inhibitor-1, CPI-17 (17 kDa molekulatomegii protein kinaz C altal aktivalt inhibitor
- Protein kinase C-potentiated inhibitor protein of 17 kDa) és paralogjai (Ceulemans and Bollen,
2004; Eto, 2009). Az egyik ilyen paralog a KEPI (kinaz altal aktivalt protein foszfataz-1
inhibitor - Kinase C-Enhanced PP1 Inhibitor), mely elséként morfin fliggé egerek
agyszovetébol kertilt leirasra (Liu et al., 2002). Ez az inhibitor, szekvenciajat tekintve kdzelebb
all az inhibitor-1-hez, mint a CPI-17-hez. A gatl6 hatashoz a KEPI esetében is foszforilacio
sziikséges (Liu et al., 2002). Erdekes médon a MYPT1-en is talalhaté olyan foszforilacios hely,
mely képes gatld hatast kifejteni, mint egy pszeuddszubsztratként mitkkodve (Khromov et al.,
2009).

1.3. A miozin foszfatdz

A miozin foszfataz (MP) enzimet el6szor csirke ziza (Alessi et al., 1992; Shimizus et
al., 1994), majd késébb sertés hugyholyag preparatumbol is sikeriilt kKimutatni (Shirazi et al.,
1994). A MP harom alegységbdl épiil fel: egy 38 kDa molekulatomegii protein foszfataz-1
katalitikus alegységbdl (PP1cp/d - (PPP1CB gén terméke)), egy 110-133 kDa molekulatomegii
miozint is kot6 szabalyozo/targeting MYPT1 (PPP1R12A gén terméke) alegységbdl, valamint
egy 20/21 kDa molekulatomegili M20/21 alegységbdl (Kiss, Erdddi and Lontay, 2019a).

A holoenzimet felépitd alegységek interakcidit mélyrehatéan tanulmanyoztak
kiilonbozd kotddési €s szerkezeti vizsgalatokkal. Az eredményekbdl vilagossa valt, hogy a
holoenzimben a PP1c felelds a defoszforilacio katalizalasaért, mely kolcsonhat a MYPT1-gyel,
ami az enzim célra iranyitasaban 14t el funkciot, foként a foszforilalt 20 kDa miozin kénnytilanc
(MLC20) esetében. A MYPT1 C-terminalis régiojahoz kotédik az M20/21 alegység, mely nem
befolyésolja a foszfataz aktivitast kozvetleniil. A MYPT]1 alegység minden eml0s sejttipusban
expresszalodik, mig az M20/21 a szivizomzatban és simaizomzatban fordul el (Kiss, Erdédi
and Lontay, 2019a). Az M20/21 alegység pontos fizioldgiai Szerepe még nem teljesen feltart,
de az eddigi eredmények alapjan a kardiomiocitakban a Rho-A asszocialt kinaz (ROK) gatlo
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foszforilaciojat segiti el6 a MYPT2 alegységen (foként szivben el6forduldo MYPT izoforma)
gatolva ezzel a MP aktivitasat (Shichi et al., 2010). Kideriilt tovabba, hogy az M20/21 alegység
képes kotddni, és ezaltal befolyasolni a mikrotubulusok ujra rendezddési dinamikajat
(Takizawa et al., 2003). Emlds sejtekben a miozin foszfataz esetében megfigyelheté a
katalitikus ¢és a szabalyozo alegység kozotti exkluzivitas, azaz a fobb PP1c izoformak koziil a
PP1cp/o foként a MYPT1 alegységgel alakit ki kdlcsonhatast (Scotto-Lavino et al., 2010).

Az eml6s MYPT csaladba tartozo fehérjék ot gén termékei MYPT1, MYPT2, MBS85-
85 kDa miozin kotd alegység, MYPT3, és TIMAP - TGFp-altal gatolt membran asszocialt
fehérje), melyek mindegyike a mar emlitett regulatorikus/targeting feladatot latja el. A csalad
tagjai rendelkeznek az RVxF motivummal, valamint ankirin ismétlddésekkel is. A MYPTI,
MYPT2, és az MBS85 rendelkezik egy C-terminalis leucin cipzarral, mely a fehérje-fehérje
interakcidban ¢és a dimerizacioban lat el feladatot. A MYPT3 és a TIMAP prenilaciok révén a
plazmamembranhoz horgonyzodnak (Grassie et al., 2011).

A miozin foszfataz szabalyozo alegysége a MYPT1 is rendelkezik az elzdekben taglalt
RVXF rovid linearis PP1c k&té motivummal (K*®VKF?®), mely elengedhetetlen a MYPT1 és a
PP1c interakcidjahoz (Téth et al., 2000). A MYPT1 7 vagy 8 ankirin ismétlédést hordozhat,
melyek ~33 aminosavbol allnak, ezekbdl 20 aminosav konzervalt. A 171-197-es régio kevésbé
homolog, de a csirkében konzervalt M130/M133 alegységgel mutat hasonlosagot (Shimizus et
al., 1994; Terrak et al., 2004). Ugy vélik, hogy az ankirin ismétlédések alapja egy p-hairpin-
helix-loop-helix szerkezet (B2a2) (Sedgwick and Smerdon, 1999). Mivel az ankirin
ismétlédések révén a MPYT1 tobb masik fehérjével képes kolesonhatast kialakitani, ezért erre

a strukturara interakcios platformként is hivatkoznak (Bennett and Baines, 2001).

KVKF
MyPhoNE , .
! Ankirin Savas Leucin
N ismétlédések régioé M20/29) cipzar
wer v BjE T AT

3. dbra. A MP sematikus felépitése. MYPTL: miozin foszfatiz szabdlyozé alegység 1;
MyPhoNE: miozin foszfatiz n-terminalis elem; PPlc: PPI1 katalitikus alegység. Modositott
dbra, forras: (Kiss, Erdodi and Lontay, 2019a).
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MYPT1 esetében az RVXF motivum az elsd ankirin ismétlddéstdl N-termindlis irdnyba
talalhato (35-38-as aminosavak) (Cohen, 2002). A PP1c-vel valo kolcsonhatas kialakitasaban
tovabbi kot motivumok is részt vesznek, ilyenek az RVXF szekvenciatol N-terminalis iranyban
(MYPT1 esetében a 10-17-es aminosavak) elhelyezked6 MyPhoNE, az ankirin ismétlédések
koziil az 1, 5, 6 és a 7-es (Terrak et al., 2004), valamint a 301-511-es, a fehérje kézepén
elhelyezked6 kozponti aminosavak (Toth et al., 2000). A MYPT1-gyel kapcsolatos kutatasok
soran az is vilagossa valt, hogy ez a szabalyozo alegység hidrofil karakterisztikaju, hidrofob
jelleget nem igazan hordoz. A MYPT1-en talalhatd tovabba egy savas régio is melyre D/E
(aszparaginsav/glutaminsav) régioként hivatkoznak. (Hartshorne, Ito and Erdodi, 2004). A
MYPT1-en talalhatéak tovabba foszorilaciés helyek is mint példaul a Thré% gs Thr®3-as
szabalyozo foszforilaciés helyek, melyek funkcioit a késdbbieckben a ,,Miozin foszfataz
szabalyozasa foszforilacioval altal c. fejezetben” részletesen taglalom. A MYPT1- fehérjén
talalhato még egy M20/21 alegységet koto régio is (934-1006) (Ito et al., 2004), valamint a C
terminalis végén egy leucin cipzar motivum is (Hartshorne, Ito and Erdddi, 2004). A miozin

foszfataz sematikus felépitését a (3. abra) illusztralja.
1.4. A miozin foszfatdz kiilonbozd funkcioi

1.4.1. Alapveto funkciok, a citoszkeletalis folyamatok szabalyozasa

A miozin foszfataz alapvetd funkcidja az aktomiozin komplex 6sszhuzékonysaganak
szabalyozasa a MLC20 defoszforilacioja révén, valamint hozzajarul a sejtmigracié (Xia, Stull
and Kamm, 2005), és sejtadhézid (Zagorska et al., 2010) szabalyozasahoz is. Az ERM (ezrin,
radixin, és moezin) fehérjék defoszforilacioja altal a citoszkeleton elrendez6désében is fontos
szerepet tolt be. Ezek a fehérjék 6sszekotd funkcidt latnak el a transzmembran fehérjék és az
alatta talalhato sejtvaz kozott. A ERM fehérjék ennek révén szamos sejten beliili funkciot (sejt
adhézid, migracid, proliferacio) latnak el (Kiss, Erdddi and Lontay, 2019a). Az ERM fehérjék
a citoplazmaban talalhatéoak szoros konformacioban, azonban a ROK vagy PKC altali
foszforilacio hatasara (ezrin: Thr®®, radixin: Thr®®4 moezin: Thr®®) nyitottabb, valamint
aktivabb konforméciot vesznek fel, mely lehetévé teszi a célpontjaikhoz vald kotddésiiket
(Fukata et al., 1998; Fehon, McClatchey and Bretscher, 2010). Tébb tanulmanyban is leirtak a
miozin foszfataz szerepét az ERM fehérjék defoszforilacidjaban (Fukata et al., 1998; Kim et
al., 2012; Kovacs-Kasa et al., 2016).

A mikrotubulushoz asszocialt fehérjék koziil a Tau és a MAP2 esetében is Sikeriilt

bizonyitani a ROK és a MP-zal valé kolcsonhatast. PC12 (phenocromocytoma) sejtekben in
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vitro koriilmények k6zott MP a ROK altal foszforilalt Tau fehérjét defoszforilalja, ami arra utal,
hogy phenocromocytoma sejtekben a MP feltehet6leg hatassal van a mikrotubulusok tjra

rendez6désének dinamikajara (Amano et al., 2003).

1.4.2. A miozin foszfatiaz génexpresszioban betoltott szerepe

A miozin foszfatazt HepG2 sejtek mikroszomalis és nuklearis frakcidiban (Lontay et
al., 2005, p. 2), tovabba idegsejtek sejtmagjaban (Lontay et al., 2004) is kimutattak. A MP
egyik szubsztratja a hiszton deacetilaz 7 (HDACT7), mely a Ila tipust deacetilazok k6zé tartozik.
Ez az enzim a transzkripcios komplex egyik tagjaként szamos gén represszidjat okozza gy,
mint a Nur77, mely a T-limfocita differenciacioban jatszik fontos szerepet (Parra et al., 2005).
A HDACT7 Ser™, Ser3!8 ¢s Ser*®8-as oldallancokon foszforilalodik a protein kinz D ltal, mely
révén a citoplazmaba transzlokalodik, ahol a 14-3-3 fehérjékkel 1ép kolcsonhatasba (Kao et al.,
2001, p. 7; McKinsey, Zhang and Olson, 2001). A citoplazmaban a HDAC7 a miozin
foszfatazhoz kotédve (Parra, Mahmoudi and Verdin, 2007) defoszforilalodik a szeril-
oldallancain, melynek hatasara Gjra a sejtmagba transzlokalddik (Compagnucci et al., 2015).

HepG2 sejteken végzett kisérletek alapjan még tobb MP interakcids partnert sikeriilt
leirni, agy, mint az RNS helikaz, protein foszfataz 1B, valamint a replikacios fehérje A-t.
Sikeriilt tovabba a MP és a metiloszoma komplex tobb tagja kdzotti kolesonhatast is kimutatni,
mint példaul a protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMT5), metiloszoma komplex fehérje 50
(methylosome protein 50 - MEP50), vagy a PClIn (Sipos et al., 2017). A PRMTS5 fontos szerepet
jatszik a transzkripci6 szabalyozasaban, az RNS szallitdsban, valamint a sejten beliili jelatviteli
folyamatokban a -NG, NG-szimmetrikus arginin dimetilacio révén. A MP a PRMT5 Thr-as
oldallancanak defoszforilacidja altal gatolja a PRMTS aktivitasat, mintegy ellensulyozva a
ROK altal 1étrehozott aktivaciot. A PRMTS szimmetrikusan dimetilalja a hisztonok H2A-R3-
as és H4-R3-as oldallancait, ezéltal represszaltabb metilacidos mintazatot hoz létre. HepG2
sejtekben a MYPT1 hianya 2627 sejtciklusban, tumor morfologiaban és metabolizmusban
szerepet jatszo gén expresszidjat befolyasolja, melyre teljes RNS preparatumokon végzett

microarray kisérleti adatok utalnak (Sipos et al., 2017).

1.4.3. A miozin foszfataz szerepe a neurotranszmitter felszabadulasaban

A MP idegsejtekben vald el6forduldsat, valamint az idegi folyamatokban betoltott
szerepét is sikeriilt mar korabbi tanulmanyok soran leirni. A MYPT1 szabalyozo6 alegysége

patkany agyi cDNS konyvtar sziirése soran irtak le el6szor (Fujioka et al., 1998). A patkany
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teljes agyi térképezése soran a MYPT1 minden agyi régidoban kimutathaté volt, de a kortexben,
a szagloidegben, a stridtumban, a hippokampuszban, €s a koztiagyban magasabb koncentraciot
¢és enzimaktivitast mértek (Lontay et al., 2004). A MYPT1 idegi mintdkban mért mennyisége a
C2C12 mioblaszt sejtvonalban talalhatdo mennyiséggel 6sszemérhet6 volt (Wu et al., 2003). A
MYPT]1 jelenléte kortikalis szinaptoszomakban és primer idegsejtekben is megfigyelhetd volt,
a MYPT1 és PP1cd komplexe szinaptofizinnel ko-lokalizaldédott, valamit ko-precipitalodott. A
szinaptofizin egy tipikus pre-szinaptikus marker fehérje (Lontay et al.,, 2004).
Tomegspektrometrids elemzések ramutattak arra is, hogy a MYPT1-gyel tobb idegi fehérje is
képes kolcson hatni ugy, mint a szinapszin-1, calcineurin A alegység, Ca®*-kalmodulin fiiggd
kinaz II és a SNARE komplex elemei: szintaxin, és a SNAP-25 A szintaxin Ser'4-es kazein
kinaz-2 altali foszforilacidjat elézetesen mar leirtak (Gil et al., 2011), és tgy vélték, hogy a
szinapszin PKA altali Ser®-es foszforilacidja képes befolyasolni a neurotranszmitter
felszabadulast a vezikulak aktin citoszkeletonhoz valdé horgonyzasa révén (Hilfiker et al.,
2005). Kortikalis szinaptoszomakat PP1 enzimekre specifikus inhibitorral, TMC-vel kezelve a
depolarizaci6 altal indukalt exocitozis csokkent mértékét figyelték meg, mig Y27632-vel
(transz-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilciklohexancarboxamid  dihidroklorid - ROK
gatloszer) valo kezelés hatasara nétt az exocitozis mértéke. Nem utolsésorban a ROK és a
MYPT]1 jelenlétét elektronmikroszkopos eljarassal is bizonyitottak a szinaptoszomakban. Mind
a ROK, mind a miozin foszfatdz képes pre- és posztszinaptikus fehérjéken keresztiil a
neurotranszmissziot befolyasolni. A ROK és a miozin foszfatdz 4ltali szintaxin-l Ser'*-es és

szinapszin-1 Ser®-es oldallancok szabalyozasat is leirtak mar korabban. (Lontay et al., 2012).
1.5. A miozin foszfataz miikodését befolydsolo tényezok

1.5.1. A miozin foszfataz szabalyozasa foszforilacio altal

A holoenzim katalitikus aktivitasa foszforilaciok révén is megvaltozhat, melyben fontos
szerepe van a MYPT1 C-terminalis végén elhelyezkedd konszenzus szekvenciaknak. Ebben a
régioban szadmos protein kinaz altal felismert szekvencia taldlhat6, melyeken keresztiil
létrejohet a MP szabalyozasa (Kiss, Erd6di and Lontay, 2019a). A human MYPT1-et tekintve
a Thr% ¢s Thr®3-as aminosavak foszforilacidja a MP csokkent aktivitdsat vonja maga utan.
Els6ként a ROK enzimet irtak le, amely képes mindkét oldallancot foszforilalni (Kimura et al.,
1996). KésSbbiekben tobb protein kinazt is azonositottak, melyek a Thr®®-os oldalldncot
foszforilaljak, ilyen példaul az integrin-linked kinase (ILK) (Muranyi et al., 2002), zipper-

interacting protein kinase (leucin cipzar motivummal k&lcsonhatd protein kindz - ZIPK)
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(MacDonald et al., 2001; Niiro and Ikebe, 2001) proto onkogén Ser/Thr kinaz (Raf-1) (Broustas
et al., 2002), myotonic dystrophy kinase (MDPK) (Muranyi et al., 2001), valamint a p21-
aktivalt protein kinaz is (Hartshorne, Ito and Erdodi, 2004; Ito et al., 2004; Grassie et al., 2011).

A MYPTI1 dupla mutansaval végzett kisérletek alapjan arra is fény dertiilt, hogy mind a
Thr8%, ¢s a Thr®3 is képes gatlo hatast kifejteni in vitro koriilmények kozott. (Muranyi et al.,
2005). A ciklikus AMP (adenozin monofoszfat) és GMP (guanozin monofoszfat) aktivalt
protein kinazok (PKA és PKG) az el8bb taglalt foszforilacios helyek eldtt, pontosabban a Ser®®®

852

és Ser 695

oldallancokat képesek foszforilalni. A Ser°*>-0s oldallanc foszforilacidja ezen enzimek
altal képes volt meggatolni a ROK, és egyéb mas protein kinazok altali gatlast (Wooldridge et
al., 2004). A foszforilaciok hatasanak felderitéséhez tovabbi kisérleteket végeztek a PKA és a
ROK enzimekkel (Grassie et al., 2012; Sutherland, MacDonald and Walsh, 2016). Ezek alapjan

853

a PKA altali Ser®2-es foszforilacio meggatolja a mellette taldlhato Thr®®3-as oldalldancon

bekovetkezd foszforilaciot. Erdekes modon a PKA képes mind a négy oldallancot (Ser®%,
Thrb%, Ser852 Thr®3) foszforilalni, de ennek a MYPT1 foszforilacids mintazatnak nincs gatlo

hatasa (Grassie et al., 2012; Sutherland, MacDonald and Walsh, 2016).

1.5.2. A PP1c/miozin foszfataz szabalyozasa gatlo kolcsonhatokkal

A PP1 enzimek felépitése kapcsan mar emlitésre keriiltek olyan kolcsonhato partnerek,
melyek targeting/specificitasért felelosek. Ebben a fejezetben pedig azokrél az interakcios
parterekrol lesz sz, melyek a MP holoenzim, vagy akar az 6nalloan el6forduld PP1c katalitikus
alegység gatlasat okozzak, és maguk az emlds sejtek is eldallitjak ezeket a fehérjéket a MP vagy

a PP1c finomhangolésa érdekében.

1.5.3. PP1c gatlasat okozo inhibitor fehérjék

.....

inhibitor-2 (1-2), valamint a dopamine and cAMP regulated phosphoprotein of 32 kDa (32 kDa
molekulatomegli dopamin és cAMP szabalyozott foszfoprotein - DARPP-32), melyek a
tisztitott holoenzimek felé alacsonyabb gatld hatast mutattak (Eto, 2009). Emiatt a jelenség
miatt ezért gy vélik, hogy a PP1 holoenzimek elészor disszocialodnak, mieldtt ezek az
inhibitorok ki tudnak fejteni hatasukat (Cohen, 2002; Ceulemans and Bollen, 2004). Mind az I-
1 és az I-2 a PPPIR14B génrdl irddik at (Lagercrantz et al., 1996). Az alternativ iniciacios
szekvencia errél a génrél egy 203 hosszsagh (I-2) és egy 147 hosszasagu (I-1) polipeptid

atirodasat teszi lehetévé (Eto, Karginov and Brautigan, 1999). Mig az I-1 szinte minden
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szovettipusban el6fordul, addig az I-2 izomszdvetben fordul el6 (Eto, Karginov and Brautigan,
1999). Az I-1 esetében megfigyelték a foszforilacido hatasat, mely novelte a gatldo hatast,
amennyiben a peptid a Thr*’-es oldallancon foszforilalodik (Eto, Karginov and Brautigan,
1999). Az I-2 esetében azonban nincsen sziikség foszforilacidra a gatlo hatas kialakulasahoz
(Bollen et al., 2010). Tovabbi kis molekulatomegii PP1c inhibitor fehérje még a korabban
emlitett DARPP-32, mely els6dlegesen az agyban expresszalodik, és az I-1-gyel mutat
szekvencia homolégiat (Williams et al., 1986). A DARPP-32 esetében is megfigyelték, hogy
foszforilacid hatasara potensebb inhibitorra valik, és mar nanomoélos koncentracioban is kifejti

hatasat a PP1c-vel szemben (Hemmings et al., 1984).

1.5.4. A MP/PP1c gatlasat okozo inhibitor fehérjék

Az egyik legismertebb MP-t és PPlc-t is gatlo fehérje a CPI-17, mely a Thr-as
oldallancan foszforilalodva valik aktivva (Eto et al., 1997), és elGszor sertés aortabol szarmazo
DNS konyvtar sziirése soran fedezték fel. A CPI-17 fdleg simaizomzathoz kothetd szovetekben
(aorta, hugyhodlyag) fejezddik ki , mig mas izom, valamint nem izom eredetli szovetek alacsony
expressziot mutattak mRNS szinten (Eto et al., 1997). A potens gatld hatas kialakulasahoz
elengedhetetlen Thré-as foszforilacio, melyhez PKC (prtoein kinaz C) aktivitasra van sziikség,
bar tobb protein kinaz is képes lehet foszforilalni a CPI-17-et ezen az oldallancon (ROK, ZIPK)
(Eto, 2009). A CPI-17 Thr®-as oldallancat in vitro foszforilalé tovabbi enzimek: ILK (Deng et
al., 2002), PAK (p21 aktivalt kinaz) (Takizawa, Koga and lkebe, 2002), PKA (Dubois et al.,
2003), PKG (Erdodi et al., 2003), és a protein kinaz N1 (Hamaguchi et al., 2000). Bar a CPI-
17 nem rendelkezik PP1c koté motivummal, mégis képes a komplexben 1évé miozin foszfatazt,
valamint a szabadon el6fordulé PP1c katalitikus alegységet is nagy hatékonysaggal gatolni.

Ugyan ebbe az inhibitor fehérje csaladba tartozik még a KEPI, valamint a GBPI
(gasztrointesztinalis- és agyspecifikus PP1 inhibitor - gastrointestinal-and brain specific PP1
inhibitor), mely rendelkezik RVXF motivummal, és a gatlo foszforilacios szekvenciaja hasonld
a CPI-17-hez (Eto, 2009). Az el6bb felsorolt fehérjék koziil a KEPI is képes a komplexben 1év6
MP-ot és a szabadon 1év6 PP1c-t gatolni (Erdodi et al., 2003), valamint kutatasi eredmények
arra is utalnak, hogy gatld hatasat a miozin foszfatazra THP-1 és MCF-7 sejtekben is Kifejti
(Dedinszki, Kiss, et al., 2015).
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4. dbra. A PPIc és MP miikiédését befolydsolo faktorok. Az inhibitor-1, 2, DARPP-32, a PP1c

katalitikus alegységre specifikus, és hatékony inhibitor fehérjék. A CPI-17 és paralogjai a
holoenzimet, és a szabad katalitikus alegységet is képesek gatolni. Kis molekulatomegii PPIc
inhibitor molekuldak: tautomicin (TM), tautomicetin (TMC), mikrocisztin-LR (MC-LR). A
MYPTI alegység foszforilacidjan keresztiil gatlo hatast kifejto protein kinazok (MDPK, p21
aktivalt protein kinaz, ZIPK, Raf-1, ILK. valamint ROK). A MP aktivitasat gatlo SMTNLI

fehérje, mely a holoenzimhez kotodve fejti ki hatasat.

Liu és munkatarsai azonositottdk a KEPI gatld fehérjét, morfiumra érzékeny agyi
régiokbol szarmazo mintak mRNS sziirései soran. A KEPI az el6z6ekben emlitett CPI-17-tel
mutat homologiat. A PKC-val valé foszforilacio hatasara ~600 szorosara nd a gatlo hatasa (Liu
et al., 2002). A GBPI a KEPI homologjaként lett leirva (Liu et al., 2004). A PKC altal
foszforilalt GBPI nagyfokt gatlo hatassal bir a PP1c-vel szemben, melyet a PKA-val valo
tovabbi foszforilacid azonban megsziintet. Ez a peptid rendelkezik tovabba egy KVHW (RVxF)
motivummal az N-terminalis oldalan, mely elengedhetetlen a szabadon 1€v6 PP1¢ kotddéséhez
(Liu et al., 2004)

Erdekesség még, hogy vannak olyan inhibitorok, melyek holoenzim specificitast
mutatnak. In vivo példaul az inhibitor-3 és a CPI-17 olyan komplexeket gatolnak, ahol
kifejezetten az SDS22 és MYPT1 a szabalyozo alegységek a katalitikus alegységek mellett
(Lesage et al., 2007; Eto, 2009). A miozin foszfatazt szabalyozo6 faktorokat a (4. abra) foglalja

0ssze.
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A miozin foszfatdzzal kapcsolatos kutatasok feltartak még egy, a miozin foszfatazra
nézve gatld hatast kifejté fehérjét, mely foleg a simaizom 6sszehtizodésban betoltott szerepe
altal kapott figyelmet. Ez a Smoothelin-szeri 1 fehérje (Smoothelin-like 1 protein - SMTNL1).
A SMTNL1 a smoothelin szerti fehérjék csaladjaba tartozik, a C-terminalis végén egy calponin
homologia (CH) doménnel (Borman, MacDonald and Haystead, 2004). A SMTNLI szerepét
elséként az izommunkat kovetd adaptacios folyamatokban irtak le sima, és harantcsikolt
izomszovetben (Wooldridge et al., 2008). Sikeriilt tovabba a miozin foszfataz gatld hatasat is

igazolni (Borman et al., 2009; Lontay et al., 2010).
1.6. Ingeriilet atvivo anyagok felszabaduldsa és szabdlyozdsa

1.6.1. Neurotranszmitterek felszabadulasanak mechanizmusa

A biologiailag aktiv anyagok (pl.: neurotranszmitterek, hormonok) szekrécioja a
szinaptikus terminalokbol és endokrin sejtekbél, szamos élettani folyamatot szabalyoznak. igy
példaul a hasnyalmirigy B-sejtjei altal termelt és szekretalt inzulin kulcsfontossagu a gliikkoz
megfeleld metabolizmusahoz, vagy az adrenalis kromaffin sejtek és a szimpatikus
ganglionokban talalhaté neuronok altal felszabaditott katekolaminok, melyek a pulzust és a
vérnyomast szabalyozzak (Gao et al., 2016).

Az idegsejtek egymadssal, és mas sejt tipusokkal alapvetden kétféle modon képesek
,»gap junction” -nak nevezett struktirakon keresztiil. A klasszikus értelemben vett szinaptikus
neurotranszmisszio, ahol neuromodulatorok (pl.: aminosavak: glutamat, aszpartat; mono-
aminok: dopamin, epinefrin stb.) szabadulnak fel és diffundalnak. A ,,gap junction” altali
kommunikacio elektromos szinapszisokra jellemz6. Majdnem az Osszes szinaptikus
kommunikacié neurotranszmitterek révén zajlik, a gerincesek agyi régidiban az elektromos
szinapszisok kifejezetten ritkdk. A neuromoduldtorok, és neuropeptidek felszabadulasa
nemcsak az idegsejtekben figyelheté meg. Szamos endokrin sejt, illetve differencialt sejt, mint
példaul az adipocitak is szekretalnak neuropeptideket, valamint tobb, nem idegi eredetii sejt is
kivalaszt diffuzibilis neurotranszmittert, példaul nitrogén monoxidot (Siidhof, 2008).

Az idegsejtek foként kémiai szinapszisok segitségével kommunikalnak egymassal.
Ebben a folyamatban a preszinaptikus régiokban vezikulakba csomagolt neurotranszmitterek
jatszanak fontos szerepet, melyek felszabadulasahoz az idegsejtben kialakulo, és annak axonjan
végig haladd akcids potencialra van sziikség. Ez a folyamat végiil Ca?* bearamlést indukal,

mely meginditja az exocitdzist. Az exocitozis altal felszabadult neurotranszmitterek a
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posztszinaptikus idegsejten talalhatd receptorokon keresztiil depolarizaciot valtanak ki. A
vezikulumok a preszinaptikus terminalban ,,aktiv zonanak™ nevezett régioban horgonyzddnak
ki (Siidhof, 2013; Rizo, 2018).

A neurotranszmittereket  szallito  vezikulumok egyrészt a  preszinaptikus
sejtmembranbol hasznosulhatnak ujra, vagy a korai endoszomabdl valhatnak le. Feltoltédésiik
ingeriiletatvivé anyagokkal ATP felhasznalasabol szarmazo energiat igényel. A folyamat végén
a vezikulumok az aktiv zona kozelébe szallitodnak, majd kapcsolodnak a preszinaptikus
membranhoz. Ezt a [épést dokkolodasnak nevezziik. Az exocitdzis megindulasa elétt még egy
1épés van, mely el6késziti a vezikulumokat a sejtmembrannal vald 6sszeolvadasra, ezt vezikula
,.priming” -nak hivjuk. Ezek utan Ca?* ionok aramlanak a sejten beliili térbe, mely elinditja a
vezikulumok tartalmanak kiaramléasat, a faziés porus megnyilasan keresztiil. Exocitozist
kovetéen a vezikulumok ujra alakulnak/hasznosulnak, feltolt6désiik tobbféle modon is
torténhet:

A) a preszinaptikus sejtmembranhoz horgonyzodva (,,kiss and stay”)

B) klatrin nélkiili gyors tijra hasznosulas/keringés (,,kiss and run”)

C) klatrin-tol fiiggé endocitozis, majd a korai endoszomaba valé beolvadas utan

toltddnek fel neurotranszmitterekkel (Siidhof, 2014).
A neurotranszmitterek felszabadulasat, valamint a szinaptikus vezikulumok

ujratermel6dését az (5. abra) részletezi.

31



Akcios potenc

B

vezikula
savasodas

«f@

kiss- 111(1 stay .

— * —
o
o

(: 2' Fuzm

klatrin medialta
endocitdzis

Dokkolodas Priming

S. dbra. A szinaptikus régioban lejatszodo folyamatok: vezikulumok feltoltodése, ingeriilet
atvivo anyagok felszabaduldsa, vezikulumok ujra hasznosuldasa. NT: neurotranszmitter.

Modositott abra, forras: (Pasquarelli, Picollo and Carabelli, 2018).

1.6.2. A SNARE (oldhaté N-etilmaleimid-érzékeny faktor) -asszocialt protein
receptor (SNAp REceptor) komplex

Az exocitdzisban harom preszinaptikus fehérje altal 6sszeépiild komplex jatszik kulcs
szerepet. A SNARE komplexet felépitd fehérjékre jellemz6 egy koriilbeliil 65 aminosavbol allo
SNARE motivum, melynek jellegzetessége, hogy egy tgynevezett ,,coiled-coil” szerkezetet
képesek felvenni. Az idegi SNARE fehérjék a szintaxin-1, SNAP-25 (25 kDa molekulatomegi
szinaptoszoma-asszocialt protein), valamint a szinaptobrevin-2. Mind a szintaxin, mind a
szinaptobrevin egy SNARE motivummal rendelkezik, mely a fehérjék transzmembran régioja
(TMR) el6tt talalhato. A szintaxin a sejtmembranhoz asszocialodik, mig a szinaptobrevin a
vezikula membranban helyezkedik el (Rizo, 2018).

A SNARE komplex elemei mind emlds, mind pedig élesztd sejtekben koriilbeliil 60
tagot szamlalo csalad tagjai kozé tartoznak, melyek képesek kolcsonhatasba 1épni az oldhatd
NSF-koto fehérjékkel (SNAP proteins - Soluble NSF Attachment Proteins, a betliszo altal
jelzett fehérjék nem allnak kapcsolatban a SNAP-25-el) (Han, Pluhackova and Béckmann,
2017).

A SNAP-25 két SNARE motivummal rendelkezik, valamint palmitoilacio révén a

plazmamembranhoz is horgonyzodik. A harom SNARE fehérjébdl egy szoros, meglehetésen

32



stabil SNARE komplex épiil fel (Sollner, Bennett, et al., 1993), mely négy parallel lefutasa
hélixbdl all (Poirier et al., 1998; Sutton et al., 1998; Han, Pluhackova and Bockmann, 2017),

¢és a két membranrészt (vezikula és plazmamembran) kozel hozza egymashoz (Hanson et al.,

crcr

.....

fehérjéket t-SNARE (target — célpont membranrészen helyezkedik el) elemként emlitik
(Sollner, Whiteheart, et al., 1993). A harom fehérje térbeli elhelyezkedése a (6. abra)-n lathato.

A fazids 1épés elott a két membran kozott felépiilt komplexet transz-SNARE
komplexnek hivjuk. Azokat a komplexeket, melyek a membranfiizié utan ugyanazon membran

részen helyezkednek el Ccisz-SNARE komplexnek nevezziik.

szintaxin-1A

. ‘ C b4 4
2 NN
'\/\ S ?"\_ ‘“ )
AL AARS

SNAP-25 szinaptobrevin

6. dbra. A SNARE komplex coiled-coiled szerkezetének térbeli elrendezddése. Forrds:
(Brewer et al., 2015) PDB ID:2NIT A 3D modell vizualizacioja a ChimeraX szoftver

segitségével késziilt (Pettersen et al., 2021).

A felszabadulasra kész vezikuldk létrejovetele, azaz a ,,priming” folyamataban
kulcsfontossagt a transz-SNARE komplexek N-terminalis oldalanak a részleges Osszefiizédése
(Serensen et al., 2006). Ugy vélik, hogy olyan vezikulumok esetében melyek morfoldgiailag
mar dokkolt allapotban vannak (nagyon kicsi a tdvolsag az aktiv zona és a vezikula kdzott <5
nm) a transz-SNARE komplexek részlegesen mar dssze vannak fiizédve (Hammarlund et al.,
2007; Imig et al., 2014).

Miutan SNARE komplexet felépitd harom fehérje térben kozel keriil egymashoz,
megkezdddik az 6sszekapcsolodasuk az N-terminalis rész fel6l a C-termindlis régio felé. A
SNARE komplex miikodését a (7. abra) szemlélteti. A preszinaptikus sejtmembran és
vezikulum ebben a szakaszban még nem alkotnak egy egyéget, de az Osszeolvadasuk ezzel
megkezdddik a SNARE komplex szorosabbra fiizddése révén (Stein et al., 2009).
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7. dbra. A SNARE komplex miikiédés kozben. Modositott abra, forras: (Snyder, Kelly and
Woodbury, 2006).

3

SNAP-25

A fuzié miatt a két lipid réteg elkezd egyesiilni, és egy ugynevezett hemi-diafragma
keletkezik. A teljes dsszeolvadast kovetden Kialakult poruson keresztiil a neurotranszmitterek
mar {irilni képesek. Ebben az allapotban a SNARE-komplex teljesen Osszeépiilt és
Osszehuzodott, cisz-SNARE komplex alakul ki, a huzéeré végiil megsziinik. A folyamat
energiaigényét tekintve a jelenleg leginkabb elfogadott elmélet, hogy a SNARE komplex
osszeépiilésekor felszabaduld energia fedezi az dsszehtizodashoz sziikséges energiat is, kiilon
ATP-re a membranfazidhoz nincs sziikség. (Hanson et al., 1997; Lu, Zhang and Shin, 2008;
Stein et al., 2009; Han, Pluhackova and Bockmann, 2017).

A teljes Osszehtizast kovetden a plazmamembran mellett elhelyezkedé cisz-SNARE
komplexek stabil szerkezetiiek. Szétszerelésiikhoz és tjra hasznosulasukhoz az NSF-re
valamint az NSF altali ATP hidroliziséb6l szarmazo energiara, és kiilonboz6 adapterként
funkcionaldo SNAP-ek segitségére van sziikség (pl.: Sec18 és Secl7 éleszté esetén) (Sollner,
Bennett, et al., 1993; Banerjee et al., 1996; Mayer, Wickner and Haas, 1996). Az NSF
rendelkezik SNAP kotodést lehetové tévé doménnel, melyet adapterként hasznalva képes a
SNARE komplexhez kapcsolodni, valamint az ATP-b6l szarmazé energia révén disszocialtatni
azt (Nagiec, Bernstein and Whiteheart, 1995; Siidhof, 2014).

1.6.3. A SNAP-25 foszforilacio altali szabalyozasa

Az ingeriiletatvivé anyagok felszabaduldsa foként az extracellularis térbdl bearamlo

kalciumionoktél fiiggd folyamat, és bar ez a kulcs szabalyozd mozzanat, egyetlen Ca®*
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bearamlas azonban nem feltétleniil eredményezi az 6sszes vezikula {iriilését. Ennek fényében
ugy tiinik, hogy még egy szabalyozasi szint is 1étezik, azaz exocitozis el6tt mar egy kész
vezikula allomany (,,readily releasable pool of vesicles”) all rendelkezésre (Tian, Das and
Sheng, 2003; Snyder, Kelly and Woodbury, 2006).

A fehérje foszforilacio egy kulcs mechanizmus az exocitozis finomhangolasdban. A
szekrécios Utvonalakat felépitd fehérjék szamos tagja foszforilalédik valamilyen protein kinaz
altal, példaul PKA (Risinger and Bennett, 1999; Nagy et al., 2004), kazein kinaz II (Foletti et
al., 2000; Dubois et al., 2002), PKC (Fujita et al., 1996, p. 18; Shimazaki et al., 1996; Nagy et
al., 2002), vagy Ca?" és kalmodulin fiiggé protein kinaz-11 (Davletov et al., 1993; Hilfiker et
al., 1999). Az exocitézishoz sziikséges apparatus tagjai koziil a tovabbiakban a SNAP-25-tel
kapcsolatos foszforilacié altali szabalyozasi lehetdségeket részletezem.

A SNAP-25 fehérjén tobb aminosav is foszforilalodhat, melyek felderitésével, a
foszforilaciokat katalizalo protein kinazok azonositasaval, illetve a foszforilaciot kisér6 élettani
valtozasok leirasaval tobb munkacsoport is foglalkozott. Az id6 el6érehaladtaval szamos
foszforilacios helyet és tobb élettani szerepet sikeriilt azonositani. Az élettani hatasokat tekintve
azonban vannak ellentmondasok az irodalomban, ezért a SNAP-25 foszforilacidjaval
kapcsolatos informacidkat a kutatasok idérendbeli rendezésével foglalom Gssze.

Elséként PC12 sejtes modellben azonositottak a PKC szerepét, mely a SNAP-25 Ser'®’-
es oldallancat foszforilalja. In vitro immunprecipitaciés kisérletekben a PKC hatasara
megndvekedett  Ser'®’-es SNAP-25 foszforilacio csokkentette a szintaxinnal vald
kolcsonhatasat, majd PC12 sejteket PKC agonistaval PMA (forbol-12-mirisztat-13-acetat)
stimulalva fokozodott a sejtek noradrenalin szekrécioja. Ezek alapjan a kutatok ugy vélték,
hogy ez a folyamat a SNARE-komplex lebomlasanak és tjjaalakulasanak sebességétol fligg,
igy ebben a folyamatban a PKC a SNARE komplex lebomlasat segitheti elé (Shimazaki et al.,
1996).

Egy ezt kovetd tanulmanyban izoelektromos fokuszalast hasznalva mutattak ki, hogy a
SNAP-25-6t a PKC potencialisan harom oldallancon is képes lehet foszforilalni: Ser?, Ser'®’,
valamint Thr?® (Genoud et al., 1999). Ezt kdvetden Risinger és munkatarsai PKA-val végzett

kisérletei azt bizonyitottik, hogy a Thr!3

-as oldallancot a PKA foszforilalja, és ugy vélték,
hogy ez a foszforilacio nem jatszik szerepet a SNARE komplex kialakulasaban. (Risinger and
Bennett, 1999). Ez a foszforilacios hely minden izoformaban konzervalt, kivéve a SNAP-23B-
t, mely nem idegi eredetii sejtekben fordul el6. Eredményeikbdl arra a kovetkeztetésre jutottak,

hogy ez a foszforilacié nem befolyasolja a SNAP-25 és a szintaxin kotédését. Erdekes médon
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Risinger és munkacsoportja (Risinger and Bennett, 1999) nem figyelte meg a Ser'®-es
foszforilaciot, melyet Shimazaki és munkatarsai korabban irtak le (Shimazaki et al., 1996). Erre
potencialis magyarazat lehet, hogy a Risinger és munkatarsai altal hasznalt rekombinans fehérje
nem rendelkezett a nativ fehérjére jellemzé palmitoilacioval, valamint a bakterialis expresszio
miatt a fehérje feltekeredése sem biztos, hogy megfelelé volt (Snyder, Kelly and Woodbury,
2006).

Ezeket kovetden tovabbi kutatasokat végeztek, melyekben a SNAP-25 PKC altali
foszforilacidja megvaltoztatta a SNAP-25 lokalizaciojat. A megemelkedett foszforilacids szint
2000; Takahashi, Itakura and Kataoka, 2003). Nagy és munkatarsai in vivo kromaffin sejteken
végzett kisérletekben a PMA-val valo PKC indukélasa soran a Ser'®’-es oldallanc emelkedett
foszforilacigjat, valamint a mar korabban is tapasztalt emelkedett szekréciot figyeltek meg.
Elméletiik szerint a foszforilacid csokkenti a szintaxin SNAP-25 kozotti kolesonhatast, ezért
azok a komplexek, melyek két szintaxin és egy SNAP25-bdl allnak felbomlanak, mintegy
elokészitve a negyedleges szerkezet kialakulasat a v-SNARE-el (Nagy et al., 2002). Tovabbi
kisérleteket végezve a foszforilaciot mimikald6 SNAP-25 Ser'®” -> Asp'®’ mutans az elsé

187

exocitdzis utin ndvelte, mig a foszforilacios hely nélkiili Ser'®” -> Ala®®” mutéacié csokkentette

a masodik katekolamin felszabadulas mértékét. A jelenség magyarazata az lehet, hogy a Ser'®’-
es foszforilacio noveli az exocitozisra kész vezikulak dsszegytilését (Nagy et al., 2002).

Tovabbi eredmények is arra utalnak, hogy a Ser'®’-es foszforilacié a vezikuldk
Osszegyljtésében/toborzasaban (,,vesicle recruitment”) tolthet be szerepet. PMA kezelés soran
PC12 sejtekben a vezikulumok a plazmamembranhoz kozeli régidba migraltak, valamint ezzel
egyiddben a SNAP25 Ser'®’-gs foszforilacios szintje is emelkedést mutatott (Shoji-Kasai et al.,
2002). Nagy és munkatarsai tovabbi kisérletek soran a PKA-t aktivalva a kromaffin sejtek
magasabb szintii katekolamint kivalasztasat figyelték meg, mely a SNAP-25 Thrl®¢ -> Alal®
muticid esetén visszaesést mutatott. Ezen eredmények alapjan tgy vélik, hogy a Thri®-as
foszforilacio exocitozisra kész vezikula pool (,,slowly releasable pool”, és ,,readily releasable
pool”) méretét képes befolyasolni (Nagy et al., 2004).

A SNAP-25-tel kapcsolatos tovabbi kutatasok soran COS7 sejteket forskolinnal (PKA
agonista) kezelve az expresszalodo SNAP-25 Ser?®, Thr®, Thr'*® ¢s Ser'®-es oldallancok
nagyjabol hasonl6 szinten foszforilalodtak. In vitro PKA kinaz rekacioban is szintén ezek az
oldallancok foszforilalodtak (Gao et al., 2012).
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Tisztitott rekombinans fehérjéket vizsgalva a Thri®® (PKA) gatolta, mig a Ser'®” (PKC)
serkentette a SNARE komplex kialakulasat. (Gao et al., 2016).

=<l
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8. dbra. A SNAP-25 fehérje foszforildacios térképe. A PKA és PKC enzimekkel végzett kisérletek
alapjan mindkét enzim képes a négy azonositott oldallancot foszforilalni. A két enzimnek
azonban mas a preferalt foszforilacios helye, ezt a zold nyilak jelzik. Az adott protein kinaz dltal
kevésbé preferalt foszforilacios helyet a sdarga nyil jeloli. Modositott dbra, forrds: (Snyder,
Kelly and Woodbury, 2006).

A SNAP-25 foszforilacioit a (8. abra) foglalja 6ssze. Ezek koziil a Thr'®® és a Ser'®'-es
oldallancok esetében figyeltek meg exocitozist befolyasold hatasokat. Osszefoglalva: a Thri3®
foszforilacio esetében az exocitozisra kész vezikula pool (,,slowly releasable pool”, és ,,readily
releasable pool”) novekedése figyelhetd meg, ezért ennek a foszforilacionak valosziniileg a
vezikula priming folyamataban lehet szerepe (Nagy et al., 2004). Fontos azonban azt is
megjegyezni, hogy bizonyos kisérleti rendszerekben a Thr'®

hatast fejtett ki a SNARE komplex dsszeépiilésében (Gao et al., 2016). A SNAP-25 Ser'®-es

-as foszforilacid inkabb gatld

foszorilacidjaval kapcsolatban pedig a vezikulak Osszegytilésével (,,vesicle recruitment”)
kapcsolatban figyeltek meg valtozasokat (Nagy et al., 2002; Shoji-Kasai et al., 2002).

Az el6z6 bekezdésekben képet kaptunk a SNAP-25-6t foszforilald protein kinazokrol,
viszont ezeknek a reverzibilitasaért felelds protein foszfatazokrol mindezidaig igen kevés
informacioval rendelkeziink. In vitro rekombinans fehérjéken végzett kisérletek eredményel
alapjan a SNAP-25 defoszforilaciojaért foként PP1 enzimek feleldsek, és az eldzbleg emlitett
négy (Ser?®, Thr?®, Thr'®, és Ser!®’) oldallanc mindegyikérdl képesek eltavolitani a foszfat
csoportot. PP2A esetében figyeltek meg Thr'®® és Ser'®’ fel¢ preferenciat, melyet tovabb erdsit

az a tény, hogy a PKC altali foszforilaciot kovetden a PP2A (mely a Ser?®, Thr? oldallancokat
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nem képes defoszforilalni) nagyobb aktivitast mutatott. A PP2B-vel végzett kisérletek alapjan
ez az enzim nem jatszik szerepet a SNAP-25 defoszforilacidjaban (Gao et al., 2012).

lida és munkatarsai szinaptoszomakon és protein foszfataz gatloszerekkel végzett
kisérletei ellentmondéasosak az el6zéekben emlitettekkel: a PP2A szelektiv gatloja az
okadansav megakadalyozta a SNAP-25 defoszforilaciojat, a PP1l-re szelektiv tautomicin
viszont nem volt képes ezt a hatast kifejteni PKC aktivaciot kdvetden (lida et al., 2013).

Ezek alapjan ugy tiinik, hogy a Thri®-at preferencialisan PP1, addig a Ser'®’-et a PP2A
protein foszfataz defoszforilalja, azonban a konkrét holoenzimek azonositasara még nem kertilt

Sor.

1.7.  Smoothelin-like 1 fehérje (SMTNLI)

1.7.1. A smoothelin fehérjék, és a SMTNLI1 szerkezete

A SMTNL1 fehérjét azonositasakor a Calponin Homology-Associated with Smooth
Muscle (CHASM) néven publikaltak, és elsdként nyul ileum simaizomzatbol izolaltak, mint a
cGMP aktivalt protein kinaz (PKG) szubsztratjat (Borman, MacDonald and Haystead, 2004).
A smoothelin fehérjék csaladjaba tartozik, melynek két tovabbi tagja van: Smoothelin A
(SMTN-A) és a smoothelin B (SMTN-B), melyek egy smtn génrdl irodnak at (Van Eys et al.,
1997; Rensen et al., 2002). A SMTNLL1 viszont egy ettdl eltérd, egyedi génrdl irodik at (Ulke-
Lemée et al., 2011). A visceralis simaizomban az SMTN-A, egy 59 kDa molekulatomegi
izoforma expresszalodik (Van Der Loop et al., 1997), mig a 100 kDa molekulatomegiit SMTN-
B vaszkularis simaizomban fordul el6 (Wehrens et al., 1997; Kramer et al., 1999). A
smoothelineket gyakran hasznaljak a differencialédott simaizomzat indikatoraként (Van Der
Loop et al., 1997). Az SMTN csalad harom tagja szekvencia homologiat mutat, féleg a C-
terminalis végiikon, mely tartalmaz egy 2-es tipust kalponin homologia (CH) domént (Ishida
et al., 2008), mely a simaizomban el6fordul6 kalponinra hasonlit, és magas affinitast mutat a
citoszkeletalis aktin felé (Horowitz et al., 1996). A SMTNLI1 expressziojat tekintve eléfordul a
vaszkularis simaizomban ¢és a harantcsikolt izomzatban is (Wooldridge et al., 2008). Bar a
SMTNL1 is tartalmaz egy CH domént, ennek révén nem képes filamentalis aktint kotni, melyet
ko-szedimentacios kisérletek soran bizonyitottak (Borman, MacDonald and Haystead, 2004).
A CH doménen kiviil a smoothelinek tovabbi aktin kotd doméneket is tartalmaznak (SMTN-B:
kettd, SMTN-A: egy), valamint mindketté rendelkezik tropomiozin k6té doménnel (Quensel et
al., 2002). Erdekes médon a SMTNLI is képes a tropomiozint kétni, és ennek az interakcionak

koszonhetden a SMTNL1 a vékony filamentumokhoz (kontraktilis filament, mely aktinbdl,
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tropomiozinbol és troponinbdl all) lokalizalddik. Ez az interakcié a CH domén és a rendezetlen
N-terminalis région keresztiil valésul meg (MacDonald et al., 2012).

Az SMTNLI1 képes tovabba kalmodulinnal (CaM) is kdlcsonhatasba 1épni egy 1Q
motivumon keresztiil (IQXXXRGxxXR konszenzus szekvencia), mely a CH domén N-terminalis
oldalan talalhat6 (apo-CaM- kot rész vagy masnéven CBD2), valamint egy masik CaM koté
régid révén a Ca*2-CaM kotd domén segitségével (CBD1) (Ishida et al., 2008; Ulke-Lemée et
al., 2014). A CBD1 a kalciumot is ko6t6é kalmodulinnal szemben mutat nagyobb affinitast, mig
a CBD2 a kalcium mentes (apo-) CaM-al alakit ki k6lcsonhatast (Ulke-Lemée et al., 2014).
Jelenlegi ismereteink alapjan a SMTNLI1 egyetlen foszforilacios hellyel rendelkezik a Ser®%!-
el, melyet a PKA ¢és a PKG protein kinazok foszforilalnak (Borman, MacDonald and Haystead,
2004), és kulcs szerepet jatszik a SMTNLI1 funkcidjaban. Az SMTN csaladba tartozo fehérjék

sematikus felépitését a (9. abra) foglalja 6ssze.
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9. abra. A SMTN csaladba tartozo fehérjék sematikus felépitése. CH domén: calponin
homoldgia domén; ABD, aktin kété domén; TMB; tropomiozin kété domén; CBDI1, Ca®**-CaM
koto regio; CBD2, apo-CaM koto régio 1Q motivummal; NLS, nuklearis lokalizdacios szignal.
Modositott abra, forrds: (Turner and Macdonald, 2014).

1.7.2. A SMTNL1 molekularis funkcidja

A SMTNL1 funkcionalis jellemzésére egér knock out (KO) torzset tenyésztettek, és az
izommunka soran fellépd adaptacios folyamatokat vizsgaltak. A SMTNL1 KO egerek az
alloképeséget méré tesztek soran jobban teljesitettek a vad tipusu tarsaikhoz képest, amelyet az
izommunkara adaptalodott fenotipus kialakulasa eredményezett. Maga az izommunka is
csokkentette a SMTNLI szintjét, kifejezetten ndstény egerekben mind a sima, mint a

harantcsikolt izomzatban. A SMTNL1 expresszidja eltérd a kiillonbozd simaizom tipusokban,
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valamint nemenként is expresszids kiilonbségeket mutat. SMTNLI delécié vagy Ser™

foszforilacid esetén relaxaltabb simaizom fenotipust irtak le, amely megnovekedett miozin
foszfataz aktivitasra utal (Wooldridge et al., 2008). A SMTNL1 fehérjét a Ca?* deszenzitizacios
(ciklikus nukleotid indukalt relaxacid) folyamatokban betoltott szerepe alapjan is jellemezték
permeabilizalt nyul ileum simaizomzaton végzett kisérletek segitségével. Ezek soran a
SMTNL1 Ser*%-es foszforilaciojat indukaltik PKG aktivacié révén (Borman, MacDonald and
Haystead, 2004). In situ kisérletekben MLC20 szubsztratot hasznalva kimutattak a teljes
hosszusagu foszforilalatlan SMTNLI1 gatlo hatasat a miozin foszfatazzal szemben, mig a
MLCK (miozin kénnyti lanc kinaz) aktivitasat nem befolyasolta. A gatlas CH domén filiggo, a
CH domén delécidés mutansokkal végzett kisérletek soran nem tapasztaltdk a miozin foszfataz
csokkent aktivitasat (Borman et al., 2009). Simaizom sejteket tekintve tehat a kvetkez6 modell
allt el6 a SMTNLI1 ¢és a miozin foszfataz kdlcsonhatasa kapcsan (Lontay et al., 2010): A nem
foszforilalt SMTNL1 a MYPTI1-hez kotddve gatolja a miozin foszfatdz aktivitasat, ennek
kovetkeztében a MLC20 defoszforilacidjat.

Bar a SMTNLI1 fehérjével kapcsolatos elsd vizsgalatok soran annak &sszhuzékony
elemekre kifejtett hatasara fokuszaltak, a SMTNLI szteroidhormon fiiggd szdvetekben, mint
az endometrium és a myometrium, is expresszalodik (Lontay et al., 2010). A terhesség alatti
adaptacios folyamatok nagyban fliggenek a sejtek/szovetek szteroid hormonokra adott
valaszaitol. A SMTNLI és a progeszteron receptor (PR) kdlcsonhatasat korabbi kutatasok soran
sikertilt bizonyitani mind in vivo és in vitro (Bodoor et al., 2011). Terhesség, valamint indukalt
alterhesség alatt a vaszkuldris és a miometrialis simaizom emelkedett SMTNLI1 expresszot
mutatott (Lontay et al., 2010), mig progeszteron recepor esetében megndvekedett expressziot
sikertiilt kimutatni mind a reproduktiv, mind a nem reproduktiv egér szovetekben SMTNLI1
delécidja esetén (Bodoor et al., 2011). A PR szabalyozasaban kozvetlen kapcsolatot is sikeriilt
kimutatni, mivel a SMTNLI1 RNS interferencias gatlasa emelkedett PR szintet eredményezett,
valamint a génexpresszios vizsgalatok annak ko-regulator szerepét feltételezték az SMTNL1
esetében, szabalyozva ezzel a PR expresszidjat (Bodoor et al., 2011). A SMTNL1 PKA és
PKG altali foszforilaciot kovetéen a Ser®®! aminosavmaradékén a sejtmagba transzlokalodik
(Lontay et al., 2010), majd a progeszteron-B (PR-B) alegységhez kotddve gatolja annak

Terhesség soran a fiziologiai adaptaciok néi nemi hormonok, az Osztrogén €s a
progeszteron hatasara jonnek létre. A  vazizomzat metabolikus tulajdonsaganak

megvaltozasaval elkezdodik a terhességre vald felkésziilés, amely azonban akar inzulin
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rezisztenciahoz is vezethet (terhességi diabétesz - GDM). A SMTNL1 fehérjével végzett
tovabbi kutatasok fényt deritettek arra, hogy a terhesség, é¢s a SMTNLI delécioja a
vazizomzatban glikolitikusabb fenotipust eredményez. Mar maga a terhesség is képes volt a
vazizomzat fenotipusat oxidativbol a glikolitikusabb irdnyba tolni. Ezt a folyamatot a SMTNL1
¢s a progeszteron kolcsonhatasa is szabalyozza, amely megvaltoztatta a kontraktilis, és
metabolikus fehérjék expresszidjat. Az smtnl1” KO egerek esetében alacsonyabb metabolikus
hatékonysagot, és csokkent gliikoz toleranciat figyeltek meg. A terhesség esetén forditott hatast
figyeltek meg a SMTNL1 delécidja soran, ebben az esetben nétt a metabolikus aktivitas és a
gliikoz tolerancia. Ezen eredmények alapjan ugy tiinik, hogy a SMTNLI1-nek szerepe van a
szteroid hormonok altal kozvetitett rosttipus valtasban a terhesség soran (Lontay et al., 2015).
A felsorolt el6zetes eredmények alapjan elképzelhetd, hogy a SMTNL1 képes lehet a vazizom
sejtek inzulin érzékenységét befolyasolni a progeszteron receptoron keresztiil kifejtett hatasa

réveén.
1.8. Az inzulin jelatvitelviteli palya

1.8.1. Az inzulin hormon és fiziologiai hatasa

Az inzulin egy igen széleskoriien tanulmanyozott polipeptid hormon (Taylor, 1991),
melyet a hasnyalmirigy B sejtjei allitanak eld tapanyagbevitel kovetkeztében. A vérbe kertilve
szamos anyagcsere folyamatot, tobbek kozt a gliikkdz homeosztazisat is befolyasolja, a keringd
gliik6z felszivodasanak serkentése altal, foként az izomszdvetekbe, kisebb mértékben a méj, és
zsirszovetekbe (Lee and Pilch, 1994). Hatasat specifikus receptorhoz valo kotédés révén fejti
ki, magat az inzulin receptort 1971-ben sikeriilt karakterizalni. Ezen receptor felépitését
tekintve heterotetramer, mely 2a és 2 glikoprotein alegység 0sszekapcsolodasabol épiil fel
diszulfidhidak segitségével, és a sejtmembranban talalhatoak (Kido, Nakae and Accili, 2001).
Maga a hormon az extracellularisan talalhaté o alegységhez kotddve konformacios valtozast
indukal, melynek révén a  alegység ATP-t kot (Lee and Pilch, 1994). Az ATP kotédése a
alegység tirozin kinaz aktivitasat fokozza, és ennek a tirozin kindz aktivitdsnak kdszonhetéen
tovabbi intracelluldris szubsztratok tirozin oldalldncai foszforildlodnak. Ezeket inzulin
reszponziv szubsztratoknak (Insulin responsive substrates - IRS) nevezziik. Az IRS fehérjek
tovabbi intracellularis szignalizaci6s molekulakhoz kotddve képesek az inzulin altal kivaltott
jeleket tovabbitani (Kido, Nakae and Accili, 2001).

Jelenleg négy kiilonb6zd IRS fehérjérdl vannak informacidink. Az IRS1 és IRS2 kozel

azonos szoveti expressziot mutat. Az IRS1-et mind az inzulin receptor, mind az inzulin like
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growth factor 1 receptor (IGF-1R) foszforilalja. Ezek a folyamatok a fentebb emlitett modon
kozvetitik az inzulin altali novekedési jelet a sejten beliilre, és kotik dssze a gliikoz érzékelést,
valamint az inzulin szekréciot az IRS1-gyel, mely a legfébb IRS forma a vazizomzatban. Az
eddigi kutatdsok alapjan az IRS2 inkabb majban expresszalodik, és a hasnyalmirigy 3
sejtjeinek, valamint a majsejtek novekedését segiti el6 (Kido, Nakae and Accili, 2001). Az IRS3
¢és az IRS4 kevésbé jellemzett fehérje. Az IRS3 csak zsirszovetben, a hasnyalmirigy B sejtjeiben
¢s a majban fordul eld, mig az IRS4 az agyban, a timuszban (csecsemOmirigyben), illetve a
vesében fejez6dik ki (Withers and White, 2000; Burks and White, 2001).

A tirozin oldallancon foszforilalt IRS fehérjék specifikus src-homolédgia-2 domén (SH2)
fehérjékhez kotddnek ugy, mint a foszfatidil-inozitol-3 kindz (PI3K) vagy a foszfotirozin
foszfataz SHPTP2 (Syp) enzimek. Az IRS-hez kapcsolddhatnak tovabba mas, enzimaktivitas
nélkiili fehérjék is, melyek az IRS-t szamos sejten beliili folyamattal kotik 6ssze. Ilyen példaul
az adapter fehérje Grb2-vel valo kolcsonhatas, mely aktivalja a ras (patkany szarkoma virus)
utvonalat, ezaltal kialakitva az inzulin sejtndvekedésben betdltott szerepét (Kido, Nakae and
Accili, 2001; Wilcox, 2005).

A hormon ko6tddés és az IRS1 aktivalodasa utan a PI3K a sejtmembranban talalhato
foszfatidil inozitol-4,5 biszfoszfat (PIP2) -bol foszfatidil inozitol-3,4,5 (PIPs3) trifoszfatot allit
elé. A PIP3 a protein kinaz B/Akt PH doménjéhez kdtddve a sejtmembranhoz horgonyozza az

Akt-ot. A membran asszociacid utan a Thr3®

-as (szubsztrat szelektivitasért felelds), valamint a
Ser*-as (aktivitast eldsegité un. ,,priming” foszforilacid) oldallancokon foszforilalodik a
foszfatidilinozitol-fiiggd protein kinaz 1 (PDPK1), valamint az mTORC2 (emlés rapamicin
célpont 2-es komplexe) révén (Beg et al., 2017). Az Aktl az AS160-at (Akt substrate of 160
kDa) foszforilalva megsziinteti a Rab fehérjékre kifejtett gatld hatasat, ezaltal a GLUT4 (gliikoz
segiti eld. Az inzulin ezzel a sejtbiologiai hatasa révén megteremti a gliikdz sejtbe jutasanak
lehetéségét (Kohn et al., 1996; Kupriyanova and Kandror, 1999; Karlsson et al., 2005).

Az Akt a Ser/Thr kinaz aktivitdsa révén az inzulin jelatviteli palya tovabbi részeit is
képes aktivalni (Boucher, Kleinridders and Kahn, 2014). A PI3K tovabbi Ser/Thr kinazokon
keresztiil fejti ki hatasat ugy, mint az elobb emlitett Aktl, protein kinaz C (PKC), és PDPK 1
é¢s 2. A PI3K aktivalodasa a glikdz transzporter fehérjék sejtmembranba torténd

crcr

valamint szabalyozza a majban 1év6 gliikoneogenezist is (Burks and White, 2001).
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A gliikoz felvétele izomsejtekbe inzulin fliggd modon toérténik a GLUT4 transzporter
fehérjéken keresztiil. Az izomszovet felelds a teljes szervezet 60-70%-dnak inzulin &ltal
kozvetitett glikkozfelvételéért (Smith, 2002). Taplalkozas utan az inzulin glikogén szintézist
indukal a glikogén szintaz aktivalasa révén, mely kovetkeztében intenziv izommunka soran
lehetévé valik az anaerob energiafelszabadulas glikolizis altal. Alapallapotban, alacsony
inzulinszint mellett az izomsejtek gliikdz és glikogén felhasznalasa csekély, az inzulin gatolja
a fehérje lebontasat, mig az inzulin hidnya eldsegiti azt, hogy aminosavak juthassanak a
glilkoneogenezisbe. Ehezés sordn a fehérjeszintézis 50%-os csokkenést mutat (Giorgino,
Laviola and Eriksson, 2005). Az inzulin kdzvetlen anabolikus hatasar6l szolé adatok nem
teljesen egyértelmtiek, de ugy tlnik, hogy képes a fehérjeszintézis intermediereinek
foszforilacigjat szabalyozni. Amennyiben megfelelé mennyiségli aminosav all rendelkezésre,
az IGF-1 novekedési hormonnal k6zbsen az inzulin anabolikus hatasu (Giorgino, Laviola and
Eriksson, 2005). Inzulinrezisztencia soran az izomsejtek glikogén szintézise lecsokken,
melynek egyik oka a csokkent gliikozfelvétel (Hunter and Garvey, 1998). Az inzulin jelatvitel

fobb komponenseit a (10. abra) foglalja 6ssze.
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10. dabra. Az inzulin jelatvitel fobb komponensei. Az elméleti bevezetében nem taglalt, de az
dbran szerepld roviditések: |GF-1(R): inzulin szerii novekedési faktor-1(receptor); IR: inzulin
receptor; Ras: RAS (patkdiny szarkéma virus) GTP-dz; Raf: Raf proto-onkogén szerin / treonin-

protein-kindz; MEK: mitogén aktivailt protein kindz; SOS: Son of Sevenless; Grb2: Growth
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factor receptor-bound protein 2; Shc: SHC-transforming protein 1; TBC1D4/1: Rab GTPaz
aktivalo fehérje; PGC-1a: peroxiszoma proliferdacio aktivalt receptor gamma izoformdja; Bad:
BCL2 Associated Agonist Of Cell Death; Casp9: kaszpdz-9; mdm2: Mouse double minute 2;
PRAS40: proline-rich Akt substrate of 40 kDa; TSC-2/1: Tuberous Sclerosis Complex 2/1;
4EBP1: Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1; Foxo: forkhead box
protein; SREBP1: Sterol regulatory element-binding transcription factor 1. Moddositott dbra,
forrds: (Boucher, Kleinridders and Kahn, 2014).

A sejtekbe a gliikoz ATP fliggetlen modon aramlik be gliikoz transzporter (GLUT)
fehérjék segitségével (Hunter and Garvey, 1998). A GLUT csaladba tartozo fehérjéket
szekvencia homoldgia alapjan harom osztalyba soroljuk.

Ezek a transzporterek inzulinérzékenységiiket tekintve eltérdek, emiatt képesek a
kiilonb6z6 sejt- és szovettipusok gliikkoz igényeinek megfelelden miikédni. A zsir- és

izomszovetekben féleg GLUT4 transzporter talalhatd meg, a sejtmembranba vald

crer

crer

sejtekben (Kido, Nakae and Accili, 2001).

1.8.2. Inzulinrezisztencia

Az inzulinrezisztencidval Osszefliggésbe hozhatd betegségek a felndtt népesség
kortilbeliil 15-28%-at érintik vilagszerte. Ilyen betegségek kozé tartozik tobbek kozott a glitkoz
intolerancia, elhizas, reprodukcios problémak, valamint a 2-es tipust diabétesz (Meigs, 2003).
Az inzulinrezisztencia jellegzetessége, hogy az inzulinra érzékeny sejtek/szovetek a hormon
hatasara mar csak csokkent mértékben képesek reagalni. Ilyen inzulinra érzékeny szovettipus
példaul a vazizom, a maj, valamint a zsirszovet. Inzulinrezisztencias allapotban a hasnyalmirigy
B sejtjei még tobb inzulint allitanak eld, melyet a keringésbe juttatnak (Boucher, Kleinridders
and Kahn, 2014).

A gliikoz egyik legfobb felvételi helye a vazizomzat, normal egészséges, gliikozra
érzékeny egyénekben (Abdul-Ghani and DeFronzo, 2009). A véraramba jutott gliikoz
koriilbeliil egyharmadat a maj, mig a tobbit a periférias szervek veszik fel. Vazizomzat esetében
az inzulinrezisztencia hatasara csokken a sejtek gliikozfelvétele.

Az inzulin hatasa a kiilonb6z6 szoveteket tekintve eltér6 (izom, maj, zsirszovet), igy az
inzulinrezisztencia sejtbiologiai hattere is szovetenként mas és mas. A tovabbiakban az
izomszovetekre jellemzo inzulinrezisztencia molekularis mechanizmusait fejtem ki.
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Sejtes szinten az inzulin altal kozvetitett jelatvitel tobbféle médon csokkenhet, ezek
koz¢é tartozik az IRS1 szerin oldallancainak emelkedett foszforilacioja, az IRS1, valamint az IR
degradacioja. Az IRS1 szdmos foszforilacios hellyel rendelkezik, melyek kozott talalhatd
tirozin és szerin oldallanc is (Herschkovitz et al., 2018). A tirozin oldallancok az IRS fehérjék
aktivacidjahoz elengedhetetlenek, mig a foszforilalt szerin aminosavak egy negativ feedback
loop kialakitasaban fontosak, igy inaktivalva az IRS fehérjék altal tovabbitott jeleket. Ennek a
negativ hatasnak a koros elvaltozasa lehet az egyik inzulinrezisztenciat kivalto ok.

A megemelkedett IRS szerin/treonin foszforilacioval a csokkent tirozin kinéz aktivitast
is megfigyeltek inzulinrezisztens allapotban mind ragcsaldkban mind emberekben (Karasik et
al., 1990; Dunaif et al., 1995; Zhou, Dolan and Dohm, 1999; Shao et al., 2000, p. 1). Tobb
tanulmany is utal arra, hogy az IRS1 szerin foszforilaciok allnak ennek a koros folyamatnak a
hatterében, példaul megemelkedett szerin foszforilaciés mintazatot figyeltek meg szamos
ragcsalo modellben (J. K. Kim et al., 2004; Um et al., 2004; Furukawa et al., 2005), valamint
az IRS1 gatl6 szerin oldallancainak Ser -> Ala mutacidiban a magas zsirtartalmu taplalkozas
okozta inzulinrezisztenciat sikertilt kivédeni in vivo (Morino et al., 2008). In vitro eredmények
pedig arra utalnak, hogy ez a foszforilacidos mintazat az IR-IRS1 és/vagy az IRS1-PI3K
jelatvitel megfeleld mutikodését (Li, DeFea and Roth, 1999; Moeschel et al., 2004). Az
inzulinrezisztencias allapotban az IRS1 fehérjén a Ser®®’ Ser®l® Ser®2 ¢s Ser!!fl-es
oldallancokon figyeltek meg emelkedett foszforilacios szintet ragesalé modellekben (J. K. Kim
et al., 2004; Um et al., 2004; Tremblay et al., 2007).

Az IRS1 fehérje szerin oldallancait tobb jelatviteli palya protein kinédzai is képesek
foszforilalni. Ilyenek példaul a JNK (Aguirre et al., 2002; Lee et al., 2003; Taniguchi et al.,
2007), IxB kinaz (IKK) (Herschkovitz et al., 2018), protein kinaz C (Miissig, Staiger, et al.,
2005; Herschkovitz et al., 2018) és p70S6 kinaz (S6K1) (Tremblay et al., 2007), valamint az
ERK1/2 (Copps and White, 2012). Tovabbi eredményekbdl arra is fény deriilt, hogy a hosszl
inzulin stimulus hataséara az IR internalizalodik, és degradalodik (Martin, Desai and Steiner,
1983; Garvey, Olefsky and Marshall, 1985; Watanabe et al., 1986), a degradacié az IRS1
esetében is megfigyelhetd (Sun et al., 1999; Haruta et al., 2000). Az elébb emlitett folyamatokat
bizonyos citokinek, és maga a hiperinzulinémia is tovabb erdsiti. Az IRS fehérjék foszforilacios
profiljanak ilyen jellegi megvaltozasa csokkent inzulin valaszt, valamint csokkent

gliikozfelvételt eredményez (Boucher, Kleinridders and Kahn, 2014).
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Az inzulin jelatvitelben az IRS fehérjék utan elhelyezked6 egyik effektor, az Aktl is
csOkkent foszforilaciot mutatott 2-es tipusu diabéteszes vazizom szOvetben fiziologias
mennyiségii inzulin hatasit kovetéen (Krook et al., 1998). IRS hianyaban az Akt Thr3%-as
aktivalo foszforilacioja nem volt detektalhatd (Dong et al., 2008, p. 1; Long et al., 2011), ezzel
szemben a Ser‘*3-as ,priming” foszforilacioja az mTOR komplex 2 (MTORC2) Aaltal
megmarad, emiatt ez a foszforilaci6 nem jo indikatora az IRS-PI3K jelatviteli palyanak
(Sarbassov et al., 2005). A gliik6z transzporterek plazmamembranba torténd kihelyezddése az
inzulin hatasat tekintve az egyik utolso jelatviteli 1épésnek szamit. Vazizomzat esetén maga a
GLUT4 kihelyezddésében ¢és sejten beliili transzportjaban bekovetkezett valtozasok is
hozzajarulhatnak az inzulinrezisztencia kialakulasahoz (Bouzakri, Koistinen and Zierath,
2005).

Az inzulinrezisztencia patogenezisében még egy fontos mechanizmus lehet a lipidek
altal el6idézett inzulinrezisztencia. Az els6é erre vonatkozé adatok 1941 kornyékérdl
szarmaznak nyulakon végzett kisérletekbdl. Hipoglikémias allapotban is sikeriilt csokkent
inzulin valaszt el6idézni intravénasan adagolt lipidek segitségével (Young, 1962). A lipidek
altal okozott inzulinrezisztenciaval kapcsolatos kutatasok szerteagazoak, és igen sokféle
molekularis mechanizmussal kapcsolatos modellt allitottak fel ennek kapcsan. Az egyik
lehetséges molekularis célpont a PKC enzimekkel kapcsolatos kutatasokhoz kothets. A PKC
csoportba tartozé enzimek koziil is a novel, azaz az ,,uj” tipustiak (NnPKC) kaptak figyelmet.
Ezek az enzimek DAG (diacil glicerol) hatasara aktivalodnak, és nem igényelnek Ca?* ionokat
a mikodésiikhoz. Hatasukat hosszan elnytjtva fejtik ki (Dries, Gallegos and Newton, 2007),
ezaltal potencialisan jo célpontjai lehetnek a lipidek altali inzulinrezisztencia kialakitasaban.
Ezekkel a megfigyelésekkel Osszefliggésben az inzulinrezisztens izom és majszovetekbol
szarmazo6 mintakban nPKC enzimek emelkedett aktivitasat figyelték meg. A huméan mintadkon
végzett kisérletekben a vazizomzatban jelenlévé PKCO (Szendroedi et al., 2014) és PKCe
testsulyt kontrollokhoz képest. A novel PKC-k esetében gatlo hatast figyelhetiink meg
vazizomzatban, melyek az IRS1 gatlo szerin foszforilacidi révén fejthetik ki inzulin
rezisztenciat el6idézo hatasukat (Petersen and Shulman, 2018). Gliikkoz intolerancia és 2-€s
tipusu diabétesz esetén az atipusos PKC-k (atypical protein kinase C), abnormalisan magas
aktivaciojat az inzulinrezisztencia egyik kivalté okanak gondoljak vazizomzatban (Beeson et

al., 2003; Y.-B. Kim et al., 2003). Erdemes még megemliteni, hogy az IRS1 Ser'!%-es
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oldallancat a nPKC-on kiviil az mTORC1/S6K1 is foszforildlja igy deaktivalva a PI3K/Akt
utvonalat vazizomzatban (Kido et al., 2020).

Az irodalmi adatok alapjan elmondhato, hogy az inzulinrezisztencia egy igen komplex
folyamat, és a résztvevo jelatviteli palydk nagyon sok eleme érintett lehet a patologids allapot

kialakulasa soran. Az inzulin jelatvitel negativ regulatorait a (11. abra) foglalja dssze.
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11. dbra. Az inzulin jelatvitel negativ effektorai. Az elméleti bevezetoben nem taglalt, de az
dbran szerepld roviditések: SHIP1/2: SH-2 containing inositol 5° polyphosphatase; PTEN:
Phosphatase and tensin homolog; PP2A/B: protein foszfatiz 2A/B; PTP1B: protein tirozin
foszfataz 1B; PHLPP: PH domain Leucine rich repeat Protein Phosphatase; Trb3: Tribbles
homolog 3; Grb10/14: Growth factor receptor-bound protein 10/14; SOCS: Suppressor of
cytokine signalling; Mdédositott dbra, forrds: (Boucher, Kleinridders and Kahn, 2014).

Izomszdvetben az inzulinrezisztencia egyik lehetséges regulatora az el6z6 fejezetekben
részletezett SMTNLI1, mely sima és vazizomzatban is (Borman, MacDonald and Haystead,
2004), valamint szteroid hormonokra érzékeny szovetekben is kifejezédik (Wooldridge et al.,
2008; Bodoor et al., 2011).

47



2. Célkitiizések

Kutatasaink soran a RhoA-asszocialt protein kindz és a miozin foszfataz
neurotranszmitter-kibocsatasban betoltott szerepét szerettiik volna tanulmanyozni, hogy jobban
megértsiik a két enzim szerepét ebben a folyamatban. Ehhez tobb kisérleti rendszert is
kidolgoztunk in vitro eljarasoktol kezdve a sejtes kisérleteken at, egészen az ex Vivo
szinaptoszomakon végzett kisérletekig. Nem utolsosorban pedig rekombindns fehérjéket is
eléallitottunk a kisérleteinkhez.

Elészor a SNAP-25 ¢s a miozin foszfataz MYPTL1 alegység kozotti kolcsonhatas
mélyrehatd tanulmanyozasat tiztiik ki célul tobbek kozott feliileti plazmonrezonancias (SPR)
eljarassal. Kiilonb6z6 hosszasagt MYPT1 fragmenseket hasznalva az interakcidért felelds
MYPTI régio feltérképezése is célunk volt.

Az interakciok igazolasa utan sejtes fehérje expreszios rendszerrel eléallitott, és
tisztitott SNAP-25 in vitro foszforilacidjat terveztik meg ROK enzimmel, majd a foszforilacio
visszaigazolasat Western-blot eljarassal, foszfospecifikus antitestekkel kivantuk ellendrizni. Az
interakci6 és a ROK SNAP-25 kozotti enzim-szubsztrat kolcsonhatas leirasa utan pedig a MP
tlizetesebb vizsgalatat terveztiilk meg sejtes, valamint ex vivo szinaptoszémas modellben.

Els6 1épésben B50 neuroblasztoma sejtek MYPT1 génjének csendesitését szerettiik
volna kidolgozni siRNS technikaval, majd csendesitést kovetden meghatarozni a sejtek
¢letképességét MTT eljarassal, valamint a csendesités sikerességét Western-blot modszerrel.

Megterveztilk a kontroll és csendesitett mintadk foszfataz aktivitdsanak méréseit

radioaktiv izotopos technika segitségével, valamint a SNAP-25 Thr!3

-as foszforilacigjanak
vizsgalatat szintén Western-blot technikaval. Ezekkel a kisérletekkel az idegi eredetii sejtekben
szerettiik volna tisztazni a miozin foszfataz, és kifejezetten a MYPT1 szerepét.

A sejtes kisérletek utdn a miozin foszfataz szerepének pontosabb meghatarozasa volt
a célunk szinaptoszoma preparatumokat felhasznalva. A TMC és H1152 inhibitorok hatasasaira
is kivancsiak voltunk szinaptoszoma preparatumokat alkalmazva, és a kezelések utan a SNAP-
25 Thr'®8-as foszforilacios szintjének vizsgalatit terveztiik Western-blot segitségével. Az
inhibitoros kezelések utan a SNAP-25 és szintaxin kdlcsonhatasanak vizsgalatat terveztiik meg
immunprecipitacié  segitségével, hogy jobban megértsik a SNAP-25 Thrl¥-as

foszforilacigjanak hatasat a SNARE komplex kialakulasaban.
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Végezetiil a szinaptoszoma preparatumokon végzett inhibitoros kezeléseket szerettiik
volna megismételni egér agyszelet mintadkon immunfluoreszencias eljarast alkalmazva. A
foszforilacids hatdsok tanulméanyozéaséara konfokalis mikroszkopiat terveztiink.

Tovabbi kutatdsainkkal a miozin foszfataz aktivitdsat befolyasol6 SMTNLI1 fehérje
szerepét vizsgaltuk indukalt, inzulinrezisztencia modellben. Ehhez a modellhez egér C2C12
egér mioblaszt sejtvonalat hasznaltuk, és differencialtattunk.

Els6 1épésben az inzulin rezisztenciat megfelel6 modon modellezni képes in vitro sejtes
rendszer felallitdsat terveztik meg. Amint a modell replikdlhatd modon és megfelelden
mukodott, szamos vizsgalatot terveztiink meg annak eldontésére, hogy a SMTNLI képes e
valamilyen médon befolyésolni az inzulinrezisztenciés allapotot.

Az indukalt inzulinrezisztencia kialakitasahoz hossz(tavii hiperinzulinémias
kezeléseket terveztiink magas cukortartalmi médiumot haszndlva.

A SMNTL1 taltermel6dés, valamint a progeszteron kezelések hatasat szerettiik volna
Osszevetni lires plazmiddal transzfektalt sejtekbdl szarmazé mintakkal. Az 6sszehasonlitashoz
tobbféle sejtbiologiai eljarast terveztiink meg: A differencialtatott, és kezeléseken atesett sejtek
elemzése Proteome Profiler segitségével (sok jelatviteli komponens foszforildcidjanak
egyszerre torténé vizsgalata). Az inzulin jelatviteli palya elemeinek specifikus vizsgalata
Western-blot modszerrel. Az inzulinrezisztens és kontroll sejtek kozotti metabolikus
kiilonbségek feltarasa Seahorse XF96 mérésekkel. A gliikoz felvétel mértékének, valamint a

PI3K aktivitasanak mérése ezekre specifikus mérési modszerek alkalmazasaval.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

A felhasznalt anyagok, antitestek és vegyszerek a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

cégtdl szarmaztak, az ettdl valo eltérés minden esetben jelolve. A Mikrocisztin-LR eldallitasa

és tisztitasa korabban leirt médon toértént (Mathé et al., 2009).

3.2. Antitestek

Antitest

Anti SNAP-25

anti-aktin

anti-FLAG

anti-GST

anti-szintaxin

HPR konjugalt anti-nyul IgG

anti-csirke 1gG

MYPT1 1-296

Texas Red-X phalloidin

Alexa Fluor 488-konjugalt anti-nyul IgG
Alexa Fluor 546-konjugalt anti-kecske 19G
To-Pro-3

Alexa Fluor 546-konjugalt anti-egér IgG
anti-SNAP-25 T138

IRS1

IRS1 S307

IRS1 S318

IRS1 S612

IRS1 S1101

Aktl T308

Aktl S473

MTOR S2448

GSK-3B S9

Gyarto

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

munkacsoportunk készittette (Lontay et al., 2004)
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

Molecular Probes (Eugene, Or, USA)

Abgent (San Diego, CA, USA)

Cell Signaling (Danvers, MA, USA)
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AMPKa T172

GLUT4

JNK p46

JNK Y185

ERK 1/2

ERK 1/2 T202/Y204

PI3K p85: Millipore (Burlington, MA, USA)

PP2A BD Transduction Laboratories (Franklin Lakes,
NJ, USA)

nPKCe Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)

2. tablazat. A kisérletekhez haszndlt antitestek dsszefoglaldsa.

A munka soran hasznalt antitesteket és fluoreszcens anyagokat a (2. tablazat) részletezi.

3.3. SPR koélcsonhatasi vizsgalatok

A MYPTI ¢és a SNAP-25 fehérjék kozotti kolcsonhatast Biacore 3000-es feliileti
plazmonrezonancias miiszerrel vizsgaltuk (GE Healtcare, Little halfont, UK). Amin kotés
segitségével GST elleni antitest lett immobilizalva CM5 chip feliiletére, mely utan a teljes
hosszisagi GST-MYPT1110% vagy annak C-termindlis fragmentje (GST-MYPT1667-1004) [ett
a feliilethez kotve. Ezeknek a fehérjéknek az eldallitasa korabbi protokollok alapjan tortént
(Toth et al., 2000; Kiss et al., 2002). A tobbi esetben His-tag jeloléssel ellatott MYPT1 fehérje
fragmentek (His-MYPT1%%% vagy His-MYPT11%%) |ettek immobilizalva kdzvetleniil a CM5
szenzor chip feliiletére, amin kotéssel (Hirano, Phan and Hartshorne, 1997; Téth et al., 2000).
A SNAP-25 kotddésének vizsgalata a korabban leirt modszerek alapjan tortént (Kiss et al.,
2008; Sipos et al., 2017). A kinetikai paramétereket és a disszociacios konstans (Kq) értékeket
a szenzogramokbol nyertiik ki a BIAevaluation 3,1 szoftver segitségével 1:1 interakcios

modellt alkalmazva.

3.4. Rekombindns fehérje termeltetés és tisztitds

A FLAG-SNAP-25 fehérjégt (WT és Thr®® mutans) tartalmazd plazmidot
(GeneCopeia, Rockville, MD, USA) tsa201 sejtekbe transzfektaltuk polietilénimin (PEI)
transzfekcios agenssel. 15 pg plazmidot és 30 pl (1pg/ul) PEI-t 150 mM-os steril NaCl oldatban
inkubaltunk 30 percig. 1 mL transzfekcios reagenst 4 mL szérum mentes DMEM-mel
(Dulbecco altal modositott Eagle médium - Dulbecco’s modified Eagle’s medium)

Osszekeverve a sejtekre adagoltunk ~60%-o0s konfluencianal. 6 6ra elteltével 5 mL 20%-0S
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FBS-t (magzati borju szérum - Fetal Bovine Serum) tartalmazo6 DMEM médiumot adtunk a
sejtekhez. 18 ora elteltével a sejteket feltartuk, és elkezdtiik a fehérje tisztitast.

A tsa201 — (transformed human kidney) egy sejtvonal, mely az SV40-es hészenzitiv T
antigént is expresszalja. Tenyésztési karakterisztikajanak (relative gyorsan novo, és konnyen
fenttarthatd) koszonhetden emlds expresszidos rendszerek felallitdsara hasznaljak.
Tenyésztéséhez normal sejttenyésztési koriilmények sziikségesek (DMEM + 10% FBS +
2,5mM L-glutamin 5%-0s CO; tartalmu paraval telitett 37°C-os inkubatorban).

3.5. Invitro Rho A asszocidlt kinaz reakcio

A kisérletekhez tsa201 sejteket transzfektaltunk FLAG-SNAP-25 plazmiddal. A
sejtekbdl készitett preparatumokbol anti-FLAG M2 Sepharose gél affinitas kromatografias
eljarassal (Sigma-Aldrich) tisztitottuk a rekombinans SNAP-25-6t. A gyongyoket TBS-el
mostuk, majd ROK enzimmel (20 ng/ul) és ATP-vel (0,5 mM) inkubaltuk 30 percig 30°C-on.
A reakcidelegyben 1 uM MC-LR segitségével gatoltuk az esetleg szennyezddésként eléforduld
protein foszfatazok aktivitasat kontroll mintakban is. A reakciok befejezése utan a gyongyoket
TBS-el mostuk, majd a gyongyokre SDS mintapuffert mértiink, és 100°C-on f6ztok 5 percig,
ezzel eludlva a fehérjéket a gyongyokrél. A foszforilaciot foszfospecifikus antitestekkel

ellendriztiik Western-blot segitségével.

3.6.  B50 neuroblasztoma sejtek fenntartdasa

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

inkubatorban.

3.7. Géncsendesités

A géncsendesitést B50 neuroblasztoma sejteken végeztiik el, mely a kdvetkezé modon
tortént: a sejteket a tripszines felvalasztast kovetéen szérum mentes médiumban vettiik fel, majd
ehhez kozvetleniil hozzaadtuk az el6zdleg elokészitett SIRNS-t tartalmazod transzfekcios
reagenst (szuszpenzids transzfektdlds). Az eljaras soran igy nem a mar letapadt sejtekbe
juttattuk az SIRNS-t, névelve ezzel a transzfekcios hatékonysagot. A 80%-os konfluenciat elérd
B50 neuroblasztoma sejteket steril PBS-el mostuk, majd tripszinezéssel felvalasztottuk a
tenyészté edény aljarol. Ezutan 100 nM-o0s végkoncentracioban 4 kiilonb6zé duplaszala SIRNS-
t (Thermo Scientific — ON-TARGET plus SMARTpool) tartalmazd elegyet juttattunk a
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sejtekbe, melyek mindegyike az endogén MYPT 1-et céloztak. A transzfekcidhoz Dharmafect2
(Dharmacon, Lafayette, CO, USA) reagenst hasznaltunk, a gyart6 leirasa alapjan. 48 ora
elteltével a sejteket feltartuk Western-blot elemzéshez, foszfataz aktivitdsméréshez, és MTT
életképességi vizsgalathoz. A géncsendesitést 6 lyukt plate-ekben végeztiik (1x10° sejt/well)
Western-blot ¢és foszfatdz aktivitdisméréshez, az MTT vizsgalatokhoz 96-lyuka plate-et
hasznéltunk (3x103 sejt/well).

3.8. Iranyitott mutagenezis

A vad tipusi SNAP-25-6t tartalmazo plazmidot (pReciever-M13) a GeneCopeia
(Rockville, MD, USA) cégtdl vasaroltuk. A pontmutacio kialakitasahoz QuickChange Il XL
Site-Directed Mutagenezis készletet hasznaltunk (Qiagen, Hilden, Németorszag), valamint a
mar elézbleg leirt primereket (Horvath et al., 2017). Az Gjonnan szintetizalt mutans DNS-t
XL10-Blue (Agilent, Santa Clara, CA, USA) szuperkompetens sejtekbe transzformaltuk. A
termeltetett mutans plazmidot EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep (Bio Basic,

Markham, Kanada) készlet segitségével preparaltuk. A mutaciokat szekvenalassal ellendriztiik.

3.9. Western blot analizis

A szinaptoszomakbol, 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 inkubaltuk. A fehérjéket 12%-os SDS géleken
elvalasztottuk gélelektroforézis segitségével. (Laemmli, 1970). Az fehérjéket nitrocelluldz
membranra transzferaltuk (Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK). Transzferalast kovetden a
membranokat blokkoltuk (5% BSA (Bovine serum albumin) TBS oldatban (136 mM NacCl, 2,7
mM KCI, 25 mM Tris-HCI pH 7,4) melyhez 0,1%-ban Tween-20 detergenst adtunk - TBST) 1
oran keresztiil szobahémérsékleten, majd ebben a pufferben higitva inkubaltuk az elsédleges
antitesteket egész éjszakan at 4°C-on. Ezt kovetéen a membranokat TBST pufferrel mostuk,
majd a masodlagos antitestekkel szobahOmérsékleten 1-2 oran keresztiil inkubéltuk. A
masodlagos antitesteket 0,5%-0s BSA-TBST oldatban higitottuk. Az immunreakciokat
FluorChem FC2 (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA), valamint Bio-Rad ChemiDoc
Touch (Hercules, CA, USA) eszkozzel detektaltuk. A savok denzitometrias elemzését Image J,

valamnt BioRad ImageLab szoftverek segitségével végeztiik.
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3.10. MTT életképességi vizsgdlat

A B50 neuroblasztoma sejtek ¢€letképességét a mar kordbban leirt modon végeztiik
(Dedinszki, Sipos, et al., 2015). Az életképesség mérése elbtt a sejtekben a MYPT1 alegység
expressziojat siRNS interferencia segitségével csokkentettik. Tiz pl MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid PBS-ben oldva 5mg/mL) oldatot adtunk a
sejtekhez, majd 5%-0s CO, atmoszféraju parasitott inkubatorban 37°C-on egy oran keresztiil
inkubalodtak. A formazan kristalyokat dimetil-szulfoxid (DMSO) segitségével feloldottuk,
majd az abszorbanciat 540nm-en mértiik (LabSystems, Multiskan MS, Labsystems Diagnostics

Oy, Vantaa, Finnorszag).

3.11. Protein foszfatdz aktivitis mérés

B50 neuroblasztoma sejtekben siRNS interferencia segitségével gatoltuk a miozin
foszfatiz MYPT1 alegységének expressziojat, majd a sejteket lizaltuk. A foszfataz
aktivitisméréshez radioaktiv 32P-foszforral jeldlt miozin kénnytilanc (3P-MLC) szubsztratot
hasznaltunk TM pufferben. A reakciot a radioaktiv *>P-MLC hozzaadasaval inditottuk 1 pM-
os koncentracioban. A reakciot 30°C-on 5 percig inkubaltuk, majd 200 pL 10% (V/V)-0s TCA
(triklor ecetsav) és 200 pL 6mg/mL BSA hozziadasaval allitottuk le. A 32P; tartalom
centrifugalasa utan a feliiluszo radioaktivitasat Tri-Carb 2800TR szcintillaciés szamlalo

segitségével mértiik meg.

3.12. Szinaptoszoma prepardlds és kezelés

A szinaptoszomak C3H egerek cerebralis kortexébdl lettek preparalva egy koradbban
leirt protokoll alapjan (Lontay et al., 2012), par modositassal. Az egerek (3-5 kisérlethez) szén-
dioxid inhalédcioval eutanizaltuk. Dekapitaciot kovetden, a kortexeket 1 gramm agyszovet/10
mL jéghideg puffer aranyban homogenizaltuk, melynek osszetétele: 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 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). A feliiluszot 12
mL-re egészitettiik ki homogenizalo puffer segitségével, és Percoll gradiensen (23; 15;10 és 3%
Percoll/homogenizalo oldat) 32500 x g-n centrifugaltuk 5 percig 4°C-on Beckman L7-55
ultracentrifuga segitségével (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA). A 10/15% és
15/23% kozotti frakcidkat sszegylijtottiik, majd négyszeresére higitottuk Krebs pufferben (118
mM NaCl, 5 mM KCI, 25 mM NaHCOs, 1 mM MgCl,, 10 mM D-gliikoz, pH 7,4), és tjra
centrifugaltuk 12600 X g-n 25 percig 4°C-on. A feliiluszot eltavolitottuk, és a pelletet Gjra
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felvettiik 3 mL Krebs pufferben majd CaClz-t adtunk hozza 1,2 mM végkoncentracidban, igy
inkubaltuk 30°C-on, 1 dran 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 Unio és a Magyar Kormény 4ltal elfogadott
iranymutatasokat kovette. Az egerek ab libitum moddon fértek élelemhez és vizhez, 25°C-on
voltak tartva 12 6ras nappal és éjjeli ciklusokkal a Debreceni Egyetemen Kisérleti Allathazaban
(XV-KAT/2000).

3.13. Agyszelet prepardatumok 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 MgCl,, 3 mM mio-inozitol, 0,5 mM aszkorbinsav és 2 mM natrium-piruvat,
pH 7,2. Az agyszeletek preparalasdhoz modositott aCSF (alacsony nétrium tartalmt) médiumot
hasznaltunk, melyben a 95 mM NaCl-ot 130 mM szachar6zzal és 60 mM glicerollal
helyettesitettiik. Az agyszeletek preparalasahoz C3H egereket (8 és 30 napos egyedeket
mindkét nembdl) hasznaltunk. Dekapitalas, és az agy eltavolitasa utan 200 um vastag koronalis
agyi szeleteket készitettiink jéghideg alacsony natrium tartalmu aCSF pufferben, melyekhez
egy HM 650 V vibratomot hasznaltunk (Microm International GmbH, Walldorf, Németorszag).
Preparalds utan a szeleteket Millicell CM sejttenyésztd plate inzertekbe helyeztiik
(PICMO01250; Millipore, Billerica, MA, USA), melyek aCSF puffert tartalmaztak. Ezeket az
inzerteket fluoreszcens festékekkel vald jellésre hasznalatos inkubald edénybe helyeztiik
(Koszeghy et al., 2012). Az inkubal6 oldatot aCSF pufferre cseréltiik, mely 10 uM H1152-t
vagy 5 uM TMC-t tartalmazott 8 mM KCl-al, vagy a nélkiil. Ilyen modon az agyszeleteket 60
percig inkubaltuk szobahémérsékleten, alacsonyabb CO2 nyomason (95% O2; 5% COy). Az
inkubalast kovetdéen a szeleteket vagy folyékony nitrogénben fagyasztottuk Western-blot
elemzésekhez, vagy Mounting Médium (VWR, Radnor, PA, USA) segitségével kriosztattal
val6 munkahoz készitettiik eld. A szeleteket Leica CM 1860 kriosztat (Leica, Nussloch,
Németorszag) segitségével 6 mikronos vastagsagu szeletekre vagtuk immunhisztokémiai

kisérletekhez.
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3.14. Immunfluoreszencia

Az immunfluoreszencids festés¢hez az agyszeleteket kiszaritottuk, majd blokkolo
oldatban inkubaltunk (TBS + 10% l16szérum, és 0,2% Triton-X100) 1 oran keresztiil
szobahomérsékleten. A festési eljarashoz 1:100 higitasban alkalmaztuk az elsddleges
antitesteket egész ¢jszakan 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 IgG, Alexa Fluor 546 konjugalt egér és kecske elleni IgG) inkubaltuk. Az metszeteket
Leica SP8 konfokalis mikroszkép segitségével vizsgaltuk (Leica Microsystems, Wetzlar,

Németorszag).

3.15. Sejttenyésztés, differencidltatas és inzulinrezisztencia modell

A C2C12 sejtek (Sigma-Aldrich) normal tenyésztését alacsony cukortartamu (5,5 mM)
DMEM médiumban végeztiik, melyhez 2 mM végkoncentracidban L-glutamint, valamint 10%
(VIV) FBS-t adtunk. A tenyésztéshez 5%-0s CO; tartalmt paraval telitett 37°C-os inkubatort
hasznéltunk. A differenciéltatast kollagénezett petri csészékben (VWR West Chester, PA,
USA), valamint differencialtatd médiumban végeztik (fenolvorés nélkili 55 mM
cukortartalmi DMEM, kiegészitve 2 mM L-glutaminnal és 2% (V/V) l6szérummal). A
differencidltatast 3 napig végeztiik. A differencialtatas soran a médiumot 24 dranként cseréltiik.

A fentebb leirt 3 napos differencialtatas elteltével még 3 napig kezeltiik a sejteket az
inzulinrezisztencia kialakitdsdhoz. A kezeld médiumokat szintén 24 oranként cseréltiik. Az
indukalt inzulinrezisztencidhoz (HG — 25 mM gliikkoz) fenolvorés 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)
fenolvoros 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 (MPA; Sigma-Aldrich) hozzaadasaval vagy anélkiil. Minden
kezelési format az iires plazmiddal transzfektalt sejteken és a N-terminalis Flag-jelolével
ellatott SMTNL1 pcDNA-3.1 expresszios plazmiddal (FT-SMTNLL1) transzfektalt sejteken is
végrehajtottuk. A 3 napos differencialtatds és 3 napos kezelés végére a mioblasztok

miotubulusokka fuzionaltak. Az eljarast a (12. abra) részletezi.
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D3 . G (ko D6
5,5 mM gliikéz DMEM LG: 5,5 mM gliikéz DMEM

DO D1
+ 2% 16 szérum +  HG: 25 mM glikéz DMEM
24 6ra Differencialtatas 72 6raig Keze!é§ek dlfferenf:le"l_ltaté 5 oras szérum megvgnés
médiumban 72 éraig 30 perces akut kezelés

* LG: 50 pM inzulin

* LG+ P: 50 pM inzulin + 10 nM MPA
Transzfektalas +  HG: 100 nM inzulin
»  HG + P: 100 nM inzulin + 10 nM MPA

12. dbra. A differencidltatdisi és kezelési protokoll, melynek segitségével kivaltottuk az

inzulinrezisztenciat C2C12 sejtekben.

A Western blot analizis, protecome profiler és PI3K enzimaktivitasi kisérletek elétt a
médiumot lecseréltiik szérum-és hormonmentes médiumra 5 orara a sejtek PBS-el valo
atmosasa utan. Feltaras el6tt 30 percre ijra hormonkezelést végeztiink 100 nM vagy 50 pM
inzulinnal ~ (akut  inzulin  kezelés). A  sejteket  Western-blot  elemzésekhez
radioimmunoprecipitacios (RIPA) pufferben (25 mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NacCl, 0.25%
(m/v) natrium-deoxikolat, 1% (v/v) NP-40, 0.1% (m/v) natrium-dodecil-szulfat) tartuk fel. A
PI3K enzimaktivitasi esszéhez a mintdkat a megvasarolt készlethez kapott kiegészitd protokoll

alapjan preparaltuk.

3.16. Tranziens transzfekcio

FT-SMTNLL1 plazmid, valamint kontrollként inzert nélkiili pcDNA-3.1 plazmidokat
juttattunk a sejtekbe. A transzfekciohoz Geneluice transzfekcidos reagenst hasznaltunk
(Novagen, Merck Millipore, Darmstadt, Germany). A transzfekcioé az SiIRNS bejuttatasanal
taglalt modon, szuszpenzidban tortént a transzfekcid hatékonysaganak novelés érdekében. A
sejteket PBS-el mostuk, majd tripszines kezeléssel felvalasztottuk a tenyészté edények aljarol.
Ezutan 3pg plazmid - 6 pl Geneluice aranyban Osszekevert transzfekcids reagenst adtunk a
sejtekhez. Ez utan a sejteket a tenyészté edényekre pipettaztuk, majd a 2 ml-re egészitettiik ki
10%-FBS tartalmi DMEM-mel a végtérfogatot. A 96 Ilyuka plate-ek esetében
térfogataranyosan csokkentettiik a mennyiségeket. A transzfekcids aranyokhoz, valamint a

szuszpenzidban torténd transzfekciohoz a gyartd utmutatasait vettiik alapul.

3.17. Proteome Profiler analizis

Kiilonbozo fehérjék egyideji foszforilacids szintjét R&D Systems Proteome Profiler

Human Phospho-Kinase Array Kit (Minneapolis, MN, USA) segitségével elemeztik. Az
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elézbleg leirt kezelési protokoll elvégzése utan a sejteket feltartuk, majd 200 pg fehérjét
hasznaltunk a kisérletekhez a gyartd leirdsa alapjan. A készlet tartalmazta a vizsgalathoz
szlikséges Osszes puffert és reagenst. A membranokon keletkezett kemilumineszencias jeleket
Bio-Rad ChemiDoc Touch késziilékkel vizualizaltuk, a folt intenzitasokat ImageJ segitségével

elemeztik.

3.18. PI3K aktivitas mérés

A PI3K aktivitast egy ELISA-kit (PI3-Kinase Activity ELISA, Pico, Echelon
Biosciences Inc., Salt Lake City, UT, USA) segitségével mértiik meg, a gyartd Gtmutatasai
alapjan. Az abszorbancidkat 450nm-en mértiik fotométerrel (Multiskan GO, Thermo
Scientific).

Az immunoprecipitacidhoz a PI3K p85 (Merck Millipore) 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

szintjé¢hez normalizéltuk.

3.19. Seahorse XF96 mérések

A sejtek metabolikus aktivitasat Agilent Seahorse XF (ASX) 96 miiszerrel, ASX assay
5,5 mM gliikozt tartalmazé médium segitségével mértiik. A zsirsav oxidaciot gatlo etomoxirt
50 uM-os koncentracidoban alkalmaztuk. Az ATP szintaz enzim proton csatornajat (Fo alegység)
2 uM Oligomicin hozzaadasaval gatoltuk, valamint ezzel kiilonboztettik meg az ATP
szintézishez kapcsolt O2 fogyasztast. A mobil ion szallito FCCP-t (carbonyl cyanide p-
trifluormethoxyphenylhydrazone) 4 uM-os végkoncentracioban adtuk a sejtekhez, melynek
segitségével a légzési kapacitast szamoltuk. Az FCCP potens mitokondrialis oxidaciot
szétkapcsolo un.: ,,uncoupler”. Az ATP szintézist gatolja olyan modon, hogy a mitokondrialis
belsé membranon keresztiil protonokat szallit. A Ill-as komplex gatlasahoz 10 uM Antimicin
A-t hasznaltunk. A glikolizis gatlasahoz a kompetitiv 2-dezoxigliikozt hasznaltuk 100 mM-os
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.
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Az anaerob mitokondrialis aktivitastol fliggetlen glikolizis mértékét az Antimicin A +
2-DG értékek az alapértékekbdl torténd kivondsaval szdmoltuk ki. A zsirsav oxidacidhoz az
etomoxir injektalast kovetd értékeket vontuk ki az alapértékekbdl. A maximalis glikolizis
kiszamolasdhoz az oligomicin injektalas utani értékekbdl vontuk ki az Antimicin A + 2-DG
értékeket. Az aerob glikolizist pedig ugy szamoltuk ki, hogy az etomoxir injektalas értékeibdl

kivontuk az oligomicin injektalas utani értékeket.

3.20. Gliikéz felvételi vizsgdlatok

2-NBDG (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) Amino)-2-Deoxygliik6z) felvételi
mérésekhez C2C12 sejteket az elézdleg leirt mddon tenyésztettik és kezeltik. A
differencialtatott miotubulusokat PBS-el mostuk, majd 2% (V/V) l6szérumot tartalmazo glitk6z
mentes DMEM-ben inkubéltuk. A sejteket 100 nM inzulinnal kezeltiik 30 percig, majd gliikkoz
mentes médium keriilt a sejtekre, mely 2 uM 2-NBDG (Sigma-Aldrich) tartalmazott. Az
inkubalast 120 percig végeztiik 37°C-on. A fluoreszenciat 485 nm-es exitacio és 535 nm-€s
emisszids beallitassal mértiik egy Tecan Spark Multimode mikroplate olvasoval (Tecan
Treading AG, Mannedorf, Germany). A negativ, vak, valamint a standard méréseket is
elvégeztiik a gliikozfelvétel standardizdlasara. A sejteket haromszor mostuk, majd 0,1 M
KH2PO4 pH 11,0 oldatban szolubilizaltuk fehérjemérés céljabol. A fluoreszcens adatokat pmol-
ban kaptuk, mely 1 mg fehérjére vonatkoztattunk.

3.21. Statisztikai elemzések

A miozin foszfataz idegi folyamatokban betoltott szerepének vizsgalatai soran az egyes
kisérleteknél eltérd statisztikai probakat végeztiink, ezeknek a leirasa megfeleld abrak alatt
talalhatoak.

A SMTNL1 inzulinrezisztenciaban betoltott szerepének vizsgalatai soran a kovetkez6
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 kiilonbozé kezelésék hatasdnak vizsgalatdhoz: Kétutas ANOVA:
Tukey’s post hoc analizis: Atlag + SEM; n=3; p<0,05; a kiilsnb6z6 betiik jelzik a szignifikans

eltérést a vizsgalt csoportok kozott ezeknél az dbraknal.
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4. Eredmények

4.1. A miozin foszfataz szerepe a neurotranszmitter felszabaduldsdaban

4.1.1. ASNAP-25és a MYPT]1 kolcsonhatasanak vizsgalata

A SNAP-25 MYPT1 kolcsonhatasban szerepet jatszo MYPT1 régié azonositdsdhoz
feliileti plazmonrezonancias (Surface Plasmon Resonance; SPR) vizsgalatokat végeztiink.
Ehhez teljes hosszusagu, trunkalt MYPT1 mutansokat, valamint Flag jel6l6vel ellatott SNAP-
25 fehérjéket hasznaltunk (13. abra (E) panel).
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13. dbra. A MYPTI kolcsonhat a SNAP-25 fehérjével. Feliileti Plazmonrezonancids
vizsgalatok sordn a teljes hossziisagii GST-MYPT1110% (A) és a C-terminalis GST-MYPT1%67
1004 (B) fragmentet GST elleni ellenanyaggal immobilizaltuk. Az N-terminalis His-MYPT112%
(C), valamint a His-MYPT1Y%%3 (D) trunkdlt mutansokat direkt, amin kétéssel immobilizaltuk.
(E) A MPYT1és trunkalt mutansok sematikus felépitése.

Ebben a kisérletben azt szerettiik volna megvizsgalni, hogy az elézéleg mar bizonyitott
kolcsonhatast (Lontay et al., 2012) a MYPT1 szabalyozo alegység melyik régidja alakitja ki a
SNAP-25 fehérjével. Az SPR kisérleteket teljes hosszusagu, valamint trunkalt mutans MYPT1
és a SNAP-25 fehérjékkel végeztiik el (13. abra). A szenzogramok alapjan a teljes hosszisagu
MYPT1 egy relativan erds kolcsonhatést alakitott ki (K¢=2,16+0,86x107). Az eredményekbdl
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az is latszik, hogy a SNAP-25 mind az N- (MYPT11?% K4=4,25+3,13x10%, MYPT116%
Kq=2,85+1,67x10®) és mind a C-terminalis (K¢=3,89+1,98x10°) MYPT1 régidkhoz is képes

ko6tédni, bar a C terminalishoz er6sebb affinitast mutatott.

4.1.2. A SNAP-25 fehérje foszforilacioja Rho A asszocialt kinazzal

Az eldzetes eredmények arra utaltak, hogy a ROK/MP enzimparosnak vannak
szinaptoszomalis célpontjai ugy, mint a szinapszin és szintaxin-l (Lontay et al., 2012). Ezek
fényében arra voltunk kivancsiak, hogy a ROK képes-e a SNAP-25 fehérjét foszforilalni,

138

legfoképpen az eldzdleg emlitett szabalyozasban is szerepet jatszo Thr ~°-as oldallancon.
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14. d@bra. In vitro ROK kinaz esszé vad tipusii és SNAP25™A mutdns varidnssal. A teljes
SNAP-25 mennyisége SNAP-25 elleni antitest segitségével mérve, a foszforilacio mértékét
foszfospecifikus antitesttel detektaltuk.

Az eredmények alapjan a ROK képes foszforilalni a vad tipusi SNAP-25 fehérjét (14.
abra). Ez a foszforilacios hatas a pontmutacio6 hatasara elmarad. Ezek alapjan sikertilt igazolni,
hogy SNAP-25 a ROK enzim szubsztratja. Ezen tilmenden pedig sikertilt azt is bizonyitani,
hogy a Thr'®-as oldallancon képes a foszfatcsoport beépitésére. A ROK tehat egy kritikus

szabalyozasi ponton képes a SNAP-25 foszforilaciojara.

4.1.3. A MYPT1 csendesitése megemeli a SNAP-25 Thr'® oldallanc foszforilaciés
szintjét
Kisérletsorozatunk eredményeképpen sikeriilt bizonyitani, hogy a PP1 inhibitorok

képesek befolyasolni a SNAP-25 foszforilacids szintjét (Horvath et al., 2017). A tovabbiakban
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arra voltunk kivancsiak, hogy ha a miozin foszfataz szabalyozé alegységének expresszidjat
lecsokkentjiikk RNS interferencia segitségével, akkor hogyan valtozik a SNAP-25 Thr'*8-as
foszforilacigja B50 sejtekben. Arra is kivancsiak voltunk, hogy a csendesités milyen hatassal
van a sejtek €letképességére, valamint arra, hogy ezen lizatumokban milyen mértékii a foszfataz

aktivitas.
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15. dbra. A MYPTI alegység géncsendesitéese B50 neuroblasztoma sejtekben siRNS
segitségével. MYPTI expresszio vizsgalata 100 nM siRNS transzfekciot kévetéen (4). AMYPT1
relativ expressziojat a MYPTI ellen termeltetett antitesttel detektaltuk. Az MTT kisérletek (B)
48 oraval a transzfekciot kovetden késziiltek. Foszfatdaz aktivitas mérés (C) kontroll és siRNS-
el transzfektalt sejtlizatumokon 3*P-MLC20 szubsztratot alkalmazva. A SNAP-25 Thri®-as
foszforilaciojahoz foszfospecifikus antitestet alkalmaztunk (D). A foszforildacios jelek és a
SNAP-25 jeleket aktin belsé kontrollra normalizaltuk. A grafikonokon atlagok + SEM (n=5),
statisztika: student féle t-teszt *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001
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A géncsendesités sikerességét Western blot elemzésekkel vizsgaltuk, és a csendesitett
sejtekben ~ 43%-os csokkenést tapasztaltunk a MYPT1 expressziojaban (15. abra (A) panel).
A géncsendesités hatdsara a sejtek életképessége is csokkent ~42%-kal a kontrollhoz képest
(15. abra (B) panel) az MTT vizsgalatok alapjan. A MYPT1 csendesitésére a teljes foszfataz
aktivitas 50%-ra esett vissza (15. abra (C) panel), mely arra utal, hogy a B50 sejtekben a
miozin foszfataz a legnagyobb mértékben eléfordulé PP1 holoenzim. A géncsendesités hatasara
a SNAP-25 Thr® oldallanc foszforilacidja koriilbeliil 30%-ban emelkedett a kontroll sejtekhez
viszonyitva a szemi-kvantitativ Western blot alapjan (15. abra (D) panel). Az eredmények
alapjan elmondhat6, hogy a miozin foszfataz képes defoszforilalni a SNAP-25 fehérjét a Thr8-

as oldallancon, valamint a MYPT1 csendesitésével ennek az oldallancnak a foszforilacioja a

MYPTI expresszidjanak visszaesésével novekszik.

4.1.4. A miozin foszfatiaz serkenti a szinaptoszomak exocitozisait a SNAP-25

defoszforilalasan keresztiil

Elézetes eredmények ravilagitottak arra, hogy a TMC PP1 inhibitor csokkentette, mig a
ROK inhibitor Y27632 névelte a Ca?* fliggé exocitozist patkany kortikalis szinapszisokban
(Lontay et al., 2012). Ahhoz, hogy jobban megértsik a SNAP-25 foszforilacio altali
szabalyozasanak fiziologiai szerepét kortikalis szinaptoszomakat preparaltunk egér
agyszovetbdl magas ateresztoképességli exocitozis kisérletekhez. A miozin foszfataz és ROK
fliggd fizioldgiai valasz méréséhez TMC foszfataz, és H1152 ROK inhibitorokkal kezeltiik a

szinaptoszomakat.
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16. dbra. PP1 és ROK inhibitorok hatdsa az egér agyi szinaptoszomdkban taldlhatéo SNAP-
25 foszforilaciora. A KCl depolarizacios hatasa TMC és HI1152 inhibitorokkal kombinalva.
Belsé kontroll: aktin. ANOVA p<0,0001 (A). A TMC és HI1152 hatasa a szinaptoszoma
prepardtumokban taldlhato, SNAP-25 foszforildciora, és a szintaxin kélcsonhatasara (B). A
szinaptoszomakat inhibitorokkal kezeltiik, lizaltuk, majd elvégeztiik az immunprecipitaciokat
szintaxin elleni antitesttel. A kihuzott fehérjék mennyiségét szintaxin és SNAP-25 elleni
antitestekkel detektaltuk. ANOVA: p<0,0001. A statisztikai elemzésekhez n=3-5 parallel
kisérletet végeztiink. Atlagok + SEM (n=5), ANOVA Dunett’s post hoc elemzés, *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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A depolarizacioé hatasat a SNAP-25 Thr'® foszforilacié mértékére a szinaptoszomakban
Western blot analizis segitségével vizsgaltuk (16. abra (A) panel). A Thr¥-oldallanc relativ
foszforilacidja alacsonyabb volt a KCI| hatasara a nem kezelt kontroll mintakhoz viszonyitva.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a depolarizacionak is hatdsa van a SNAP-25 foszforilacios

138

szintjére. A KCl segitségével végzett depolarizaciot kovetéen a SNAP-25 Thr-*°-as alapszintii

foszforilacigja TMC jelenlétében megnétt, azonban szignifikansan lecsokkentt H1152 hatasara.

Az eldzetes eredmények alapjan megprobaltuk a SNAP-25 Thrl3®

-as foszforilacidjanak a
szerepét vizsgalni a SNARE-komplex kialakulasiban immunoprecipitacios eljarassal, szintaxin
elleni antitest segitségével olyan szinaptoszomakbol, melyecket TMC-vel vagy H1152-vel
kezeltiink (16. abra (B) panel). A SNAP-25 relativ mennyisége csokkent a szintaxin altal
kihtizott mintaban PP1 gatlas esetén, mig ROK gatlas esetén nott a kolcsonhatasban 1évo fehérje

138

mennyisége. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Thr***-as oldallanc foszforilacioja a

SNARE komplexben a SNAP-25 és a szintaxin kozotti kolcsonhatas kialakulasat gatolja.

4.15. A ROK és a MP enzimparos befolyasoljak a SNAP-25 Thr'3® oldallanc
foszforilacios szintjét egér agyszeletekben

Az elbézbleg szinaptoszomakon kapott eredményeket ex vivo fiziologiai modelleken is
meg szerettiik volna vizsgélni. Az agyi prepardtumokat egér kortexbdl allitottuk eld, melyeket

alacsony Na® tartalma cerebrospinalis folyadék alatt tartattunk, majd KCl segitségével
depolarizaciot valtottunk ki TMC (5 uM) vagy H1152 (10 uM) jelenlétében.
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SNAP-25rThr138 gzijntaxin egyesitett

' . -
.

17. abra. A PPl és ROK inhibitorok hatdsa agyszelet prepardatumokon. A négy csoport
agyszelet (kontroll, KCl-kezelt, KCI + TMC kezelt, KCI + H1152 kezelt) anti SNAP-25 Thr'38,

valamint anti szintaxin antitesttel vizsgaltuk a mintikat. A SNAP-25 és a szintaxin ko-

kontroll

kontroll

8 mM KCI
T™MC

H1152

lokalizdcidja az egyesitett képen lathato, a scale bar: 10 um.

Az immunofluoreszcenciabol az elézéleg kapott eredményeket latjuk. A 8 mM-os KCl
mérsékelte a teljes SNAP-25 Thr'*8-as foszforilaciot a szintaxin expresszidjanak csdkkentése
nélkiil. A TMC kezelés emelte, mig a H1152 csaknem teljesen megsziintette a SNAP-25 Thr!38
oldallanc foszforilacigjat KCI depolarizacid soran. Ezek az immunfluoreszencias eredmények
tovabb erdsitik a Western blot analizis altal kapott adatokat (17. abra). A MP csokkenti a
SNAP-25 Thr®® foszforilaciét, mig a ROK képes emelni ennek az oldallancnak a
foszforilacigjat. A kapott eredmények alapjan a ROK-MP enzimpéros 1) szubsztratjaként

sikeriilt azonositani a SNAP-25 fehérjét.
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4.2. A SMTNLL1 szerepe az inzulinrezisztenciaban

4.2.1. Kontroll és inzulinrezisztens sejtek proteome-profiler vizsgilata

Az inzulinrezisztencia modellezésére hasznalt C2C12 sejteket transzfektaltunk teljes
hosszusagu FLAG jelolével ellatott SMTNL1-gyel (FT-SMTNLL1), valamint iires plazmiddal.
Az egér C2C12 mioblaszt sejtvonal egy széles kortien hasznalt modell in vitro kisérletekhez
(Wong, Al-Salami and Dass, 2020). Az inzulinrezisztenciat kronikus inzulin kezeléssel (100
nM) indukaltuk, emellett kezelésként az inzulinrezisztencias és fiziologias sejtekhez 10 nM
szintetikus progeszteront (MPA) is adtunk bizonyos esetekben a terhességi cukorbetegség
modellezésére. A fiziologias allapota sejtek 50 pM inzulinnal voltak kezelve. Az inzulin
jelatvitel, valamint tobb Tyr és Ser/Thr kindz foszforilacids allapotanak vizsgéalatdhoz fehérje

foszforilacios array vizsgalatot végeztiink (18. abra).
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18. dbra. Transzfektalt és kezelt C2C12 sejtlizdatumok Proteome Profiler elemzése. A vizsgalt
fehérjék foszforilacios dllapotat a heatmap alapjan osztdalyoztuk, a kontrollt haszndlva
viszonyitasi alapként. Szinkod: piros jobban foszforilalt, zold: kevésbé foszforilalt. Az
elemzésekhez 200ug fehérjét hasznaltunk mind az A és mind a B membranokra, a folt

intenzitasokat ImageJ segitségével értekeltiik ki.

Az SMTNL1 overexpresszalt sejtekben transzkripcios faktorok tigy, mint a STATS5a és
b (Signal transducer and activator of transcription) koriilbeliil kétszeres foszforilacios szintet
mutattak, azonban a STAT?2 ¢s 6, valamint CREB (CAMP response element-binding protein)
¢s c-Jun foszforilaciojara nem volt hatassal. A sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszo p53
Ser* foszforilacidja emelkedett szintet mutatott az SMTNL1-et tiltermelé inzulinrezisztens
sejtekben. A nem receptor tirozin kinaz Pyk2 (prolin gazdag trozin kinaz 2) és a PDGF (paletet-
derived growth factor) receptor tirozin kinaz emelkedett foszforilaciot mutatott MPA kezelés
¢s SMTNL1 overexpresszio hatasara az inzulinrezisztens sejtekben. Tébb fontos Ser/Thr kinaz
is emelkedett foszforilaciét mutatott inzulinrezisztencia hatasara, és ezt tovabb fokozta a
SMNTLI taltermelddése. Az AMPKa2 Thr'’? (AMP activated protein kinase) és Akt1/2/3
Ser*” is emelkedett foszforilaciot mutatott ezekben a sejtekben. Az mTOR Ser?*8 mellett a c-
Jun-N-termindlis kindz (JNK1/2/3) Thr'®, valamint az ERK1/2 Thr?®2 is emelkedett
foszforilaciot mutatott. A p38 és a Chk2 és MSK1/2 foszforilacios szintje nem valtozott. Ezek
alapjan ugy tiinik, hogy az SMTNLL1 kritikus szabalyozasi pontokon képes hatast kifejteni az

inzulin jelatviteli palyan beliil.

4.2.2. Az SMTNL1 taltermelés csokkenti az IRS1 fehérjék Ser oldallincainak
foszforilaciéjat differencialt inzulinrezisztens C2C12 sejtekben

A proteome profiler elemzés eredményeire alapozva a SMTNL1 pontos molekularis
mechanizmusat szerettilk volna feltérképezni az inzulinrezisztencia modellben. Ezért a

preparalt mintdkbol Western-blot elemzések segitségével részletesebben megvizsgaltuk a

jelatviteli palya komponenseit (19. abra).
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19. dbra. Az IRS1 expresszidjanak, valamint az IRS1 foszforilacios helyeinek Wester-blot
elemzése. A differencidaltatas és az inzulinrezisztencia indukalisa utan a C2C12 sejteket
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lizaltuk, majd Western-blot segitségével vizsgaltuk az IRS1 foszforilaciojat IRSSY (A), IRS15318
(B), IRS1%%12 (C), IRS1SMYD) antitestekkel. Az IRSI expresszidjat is ellendriztiik (E). A
SMNTLI vs iires plazmiddal transzfektalt sejtek adatai: Kétutas ANOVA: Sidak féle post hoc
teszt: Atlag + SEM; n=3; *p<0,05). A kiilonbozé kezelésék hatdsdanak vizsgdlatdhoz: Kétutas
ANOVA: Tukey’s post hoc analizis: Atlag + SEM; n=3; p<0,05; a kiilénbozd betiik jelzik a

szignifikans eltérést a vizsgalt csoportok kozott ezeknél az abraknal.

Megvizsgaltuk az inzulinrezisztencia IRS1 expressziora kifejtett hatasat (19. abra (E)
panel). Az adatokbdl jol latszik, hogy inzulinrezisztens allapotban az IRS1 expresszidja
szignifikansan lecsokken, ami utalhat a magas inzulin szint miatt fellépd degradaciora is. Az
IRS1 Ser3Y” (19. abra (A) panel), Ser®!8, (19. abra (B) panel), és Ser®'? (19. abra (C) panel)
foszforilaciok megnovekedtek inzulinrezisztens allapotban, azonban az MPA kezelésnek
onmagaban nem volt hatasa. A SMTNLI1-et taltermel6 sejtekben a vizsgalt Ser oldallancok
csokkent foszforilaciot mutattak MPA kezeléssel kombinalva, azonban az IRS Ser'0l-es
foszforilacios szintje csokkent inzulinrezisztens sejtekben progeszteron nélkiil is (19. abra (D)
panel). A SMTNL1-nek feltehetéleg modulacios szerepe lehet, mivel a progeszteron receptor

318 &5 a Ser®'2-es

természetes ligandjaval a progeszteronnal kezelt sejtekben az IRS1 Ser®®’, Ser
oldalldncok foszforilacios szintjét csokkentette. Ezek alapjan ugy véljiik, hogy génexpresszios
valtozasokat indukalva a SMTNL1 az IRS1-et foszforilalo kindzok és defoszforilald
foszfatazok génexpresszidjat képes befolyasolni. Az IRSM%-es foszforilacié tigy tiinik, hogy

ligandum fiiggetlen modon szabalyozoik.

4.2.3. Az SMNTLI1 elosegiti a PI3K aktivitasat inzulinrezisztens C2C12 sejtekben

Annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk az inzulin jelatvitel egyik
kulcsszerepl6jérol, megvizsgaltuk a PI3K p85 alegység expresszidjat (20. abra (A) panel),
valamint megmértiik a sejtlizitumokbol immunprecipitacio segitségével kinyert PI3K

aktivitasat (20. abra (B) panel).
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Ures vektor FT-SMTNL1
20. dbra. A SMTNLLI hatdsa a PI3K aktivitisara és expresszidjara inzulinrezisztens C2C12
sejtekben. PI3K p85 alegység expresszioja differencialtatott és kezelt C2C12 sejtekben (A). A
PI3K aktivitast ELISA modszerrel mértiik meg (B). A SMNTLI vs tires plazmiddal transzfektalt
sejtek adatai: Kétutas ANOVA: Sidak féle post hoc teszt: Atlag + SEM; n=3; *p<0,05). A
kiilonbozo kezelésék hatasanak vizsgalatahoz: Kétutas ANOVA: Tukey’s post hoc analizis:
Atlag + SEM; n=3; p<0,05; a kiilonbozé betiik jelzik a szignifikans eltérést a vizsgalt csoportok

kozott ezeknél az abraknal.

A krénikus inzulin szint hatasara a p85 expresszidja szignifikansan visszaesett, de az
SMTNL1 taltermelés esetén, ez a hatas elmaradt az iires plazmiddal traszfektalt sejtekkel
Osszevetve. A PI3K aktivitast a felszabadult PIP3 termék alapjan mértiik szendvics ELISA
modszerrel. Az MPA kezelés, és a SMNTLI1 tultermelés nem befolyasolta az enzimaktivitast
inzulinrezisztens sejtekben, de maga az inzulin kezelés hatasara a PI3K aktivitas
megemelkedett. A kronikus inzulin hatasat az MPA, valamint az SMNTLI1 tultermelés képes
volt tovabb emelni inzulinrezisztnes sejtekben. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a SMNTL1

serkenti a PI3K aktivitast C2C12 sejtekben a PI3K expresszidjanak visszaesése mellett is.

4.2.4. Az inzulin jelatvitel palya szerepléinek szabalyozasa SMTNLI1 altal.

Az Akt/PKB foszforilacioja (21. abra (A) és (B) panel), valamint aktivacioja inzulin
rezisztens sejtekben megndvekedett, amelynek hatasara az inzulin jelatvitel tovabbi szerepldi
is aktivalodtak. Mind a Thri® ¢s a Ser*’3-as oldallanc is foszforilalodott az akut 30 perces
stimulacio hatasara, azonban az MPA hatasara nem tapasztaltunk valtozast. Az Aktl aktivitasa
tovabb fokozodott az inzulinrezisztens sejtekben. Az SMTNLI1 nem befolyasolta az Aktl

expressziot (nem prezentalt eredmények), de képes volt drasztikusan befolyasolni az Aktl
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foszforilaciojat a Ser*’

-as oldallancon. Az inzulinrezisztens allapot megfigyeléséhez két 0j
kezelést hajtottunk végre. Ezekben a mintdkban a sejtek fizioldgias inzulint és gliikdzt kaptak
hosszll tavon. Magas inzulint csupan az utolsd6 30 perces kezelés soran kaptak. A kapott
eredményekbdl latszik, hogy a fizioldgias koriilmények kozott tartott sejtek egy 30 perces
magas inzulinra joval magasabb Aktl foszforilacioval reagaltak. Ezzel ellentétben a kronikus
hosszu tavl inzulin kezelés utdn magas inzulinnal stimulalt sejtek mar nem képesek Akt
aktivaciora, amely az inzulinrezisztencia kialakulasara utal. A lecsokkent Aktl foszforilacio a
szamos inzulinrezisztencia marker egyike. Az fentebb emlitett eredmények mellett a SMTNL1
tultermelés MPA kezeléssel kombinalva magasabb Akt Thri%-as foszforilaciot eredményezett
a fiziologids kezelés utani akut 30 perces 100 nM-0s kezelés hatdsara. Az Aktl Ser‘’3-as
foszforilacigjat SMTNL1 taltermelése MPA kezeléssel kombindlva még inzulinrezisztens

allapotban is magasan tudta tartani.
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21. abra. A SMTNL1 overexpresszio és az inzulinrezisztencia hatdsa az inzulin jelatviteli
palyara. Az Aktl foszforildacio esetében (A-B panel) ugyanazt a kezelési eljarast hasznaltuk,
viszont ehhez két uj kezelést adtunk hozzda. A 72 ordas fiziologias koriilmények kézott torténd
kezelést kovetéen ezek a mintak 100 nM inzulint kaptak az utolsé 30 perces kezelés soran.
Ezekben a sejtekben az Aktl foszforilacioja meghaladta a kronikus inzulin kezelést kapott
sejtekben 1évé Aktl foszforilaciot. A kisérletek soran megvizsgaltuk tovabba az mTORS*48

foszforilacidjat (C), a GSK-3%° foszforilaciojat (D), és a GLUT4 expresszidjat (E). A gliikéz
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felvételi esszéhez 2-NBDG fluoreszcens vizsgdalatot hasznaltunk (F). A SMNTLI vs iires
plazmiddal transzfektalt sejtek adatai: Kétutas ANOVA: Sidak féle post hoc teszt: Atlag + SEM;
n=3; *p<0,05). A kiilonbozo kezelésék hatdasanak vizsgalatahoz: Kétutas ANOVA: Tukey’s
post hoc analizis: Atlag + SEM; n=3; p<0,05; a kiilonbozd betiik jelzik a szignifikins eltérést

a vizsgalt csoportok kozott.

A glikogén-szintaz-kinaz (GSK-3p) expresszidjat (nem bemutatott eredmény), valamint
a Ser®-es foszforilacidjat nem befolyasolta szignifikansan semmilyen kezelés (21. abra (D)
panel). A donwstream effektorok koziil az mTOR expresszidja (nem bemutatott adat), valamint

a Ser2448

-as foszforilacidja nem valtozott meg a kronikus inzulin, valamint MPA jelenlétében.
Abban az esetben viszont, ha a sejtek taltermelték a SMTNLI1-et, és MPA-val voltak kezelve
az mTOR aktivacigjat valtotta ki (21. abra (C) panel). Megvizsgaltuk tovabba az mTOR
downstream elemének, a p70S6 kinaz foszforilacidjat is, mely nem mutatott valtozast (nem
bemutatott adatok), valamint az expressziojaban is tapasztaltunk kisebb novekedést magas
inzulin hatdsara.

Végezetiill a GLUT4 expresszidjat is megvizsgaltuk, ami szignifikans emelkedést
mutatott SMTNL1-et taltermel6 és inzulinrezisztens sejtekben (21. abra (E) panel). Ezen feliil
a glikoz felvétel szignifikdnsan megndvekedett SMTNLI-et taltermeld sejtekben az iires
plazmiddal transzfektalt sejtekhez képest (21. abra (F) panel). Osszefoglalva, eredményeink
arra utalnak, hogy a SMTNL1 taltermel6dés segit megdrizni az inzulin jelatvitel integritasat az
inzulin jelatviteli palya downstream elemeinek foszforilacioja révén, valamint a SMTNL1

hatassal van tovabba a gliikozfelvételre is a GLUT4 expresszio szabalyozasa révén.

4.25. A SMTNLI1 a JNK, ERK1/2 és IRS1 foszforiliciéjat szabalyozza egy uj

tipusu PKC expresszidja révén

A kovetkezd kisérletek soran potencidlis upstream regulatorokat is gorcsd ala vettiink.
Mivel mind az ERK1/2 és JNK foszforilaciojat befolyasolta az inzulinrezisztencia és a
SMNTL1 taltermelés a proteome profiler elemzés alapjan (18. abra). Western-blot
segitségével megvizsgaltuk ezeknek a protein kindzoknak az expresszios szintjét, valamint a
foszforilacios allapotat. Az emlitett fehérjék expresszios szintje nem valtozott (22. abra (A) és

(C) panel).
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22. abra. A JNK, ERKI/2 foszforilaciojanak, valamint a PP2A és PKC expressziojanak

vizsgalata Western blot segitségével. A preparalt mintakbol megvizsgaltuk a SAPK/JNK(A),
valamint SAPK/INKY!8(B), az ERK1/2(C), ERK1/272%2¥204 (D) foszforilacidjat, a PP2A
expressziojat (E) és a nPKCe (F) expressziojat. A SMNTLI vs iires plazmiddal transzfektalt
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sejtek adatai: Kétutas ANOVA: Sidak féle post hoc teszt: Atlag + SEM; n=3; *p<0,05). A
kiilonbozo kezelésék hatasanak vizsgalatahoz: Kétutas ANOVA: Tukey’s post hoc analizis:
Atlag £ SEM; n=3; p<0,05; a kiilonbiz6 betiik jelzik a szignifikans eltérést a vizsgalt csoportok

kozott.

Az ERK1/2Thr202/Tyr204 ¢g INK Y8 foszforilacids szintek szignifikansan novekedtek
magas inzulin hatasara, amelyet az SMTNL1 taltermelése képes volt csokkenteni (22. abra (B)
és (D) panel). Az ERK és INK MAPK (mitogén-aktivalt protein kinaz) szabalyozasaért felelos
protein foszfataz 2A expresszidja nem valtozott ebben a kisérleti rendszerben (22. abra (E)
panel), azonban az uj tipusut PKCe expresszidja 50%-0s visszaesését mutatott az
overexpressziod hatasara az lires plazmiddal vald transzfekciohoz képest (22. abra (F) panel).
Megvizsgaltuk tovabba az atipikus PKC Zeta izoformajat is (PKC{ — nem prezentalt adatok),
de ennek expresszidjaban szignifikans eltérést nem tapasztaltunk. Ezek alapjan a SMTNLI az
ERK1/2 hatasat annak aktivitasat fokozod PKCe expresszidjanak gatlasa révén képes

befolyasolni.

42.6. A SMTNL1 serkenti a glikolizist és a mitokondrialis 1égzést inzulin

rezisztens sejtekben

Az energiatermeld ttvonalak vizsgalatahoz valds idejii méréseket végeztiink C2C12
sejteken. A mérések soran az extracellularis savasodast (Extracellular acidification rate - ECAR
- (23. abra (A) panel) panel, illetve az oxigén fogyasztas mértékét (Oxygen Consumption Rate
— OCR - (23. abra (B) panel) panel vizsgaltuk.

A mérések soran az ires plazmiddal transzfektalt sejteket hasonlitottunk Ossze a
SMTNLI1-gyel taltermeltetett sejtekkel, melyekben inzulinrezisztenciat alakitottunk ki,
valamint MPA-val kezeltik. A glikoz oxigént6l fiiggetlen tejsavva alakulasa protonokat
pumpal az extracellularis térbe, mely a médium savasodasat eredményezi (24. abra (A) panel).
Kiilonboz6 inhibitorok gy, mint oligomicin, 2-DG antimicin A-val egyiitt torténé egymas
utani injektalasaval mértiikk a glikolizis hatékonysagat, a glikolitikus kapacitast, és ezekbdl
tudtuk szarmaztatni a glikolitikus tartalékot, valamint a nem glikolizisbol szarmazo6 savasodas

mértékeét is.
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23. abra. A Seahorse XF 96 mérések sordn hasznalt inhibitorok, és a hatasuk dltal mérhetd
sejtanyagcsere paraméterek, a mérések sordn alkalmazott injektdldsi sorrend. A sejteket

Seahorse XF 96 plate-eken tenyésztettiik, a kisérletek sordan, mind a glikolitikus (ECAR — (A)),
mind az oxidativ (OCR — (B)) paramétereket nyomon kévettiik.
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24. dabra. C2C12 sejtek energetikai paraméterei SMTNLI tiltermeltetés utan in vitro
inzulinrezisztencia modellben. Az inhibitorok injektaldsa eldtt felvettiik az alapvonalakat
ECAR (A) és OCR (B). A Seahorse XF96 mérések soran nyomon kévettiik az anareob glikolizist
(C), a zsirsav oxidaciot (D), a maximalis glikolizist (E) tovabba az aerob glikolizist (F) is. A
technikai replikatumok n=23 plate-enként a 96 well-t 4 részre osztottuk (24-1), ezekbol 1 well
volt a vak mérés, ebben nem voltak sejtek. A mérések utan az értékeket fehérje mennyiségekhez
normalizaltuk. A SMNTLI vs tires plazmiddal transzfektalt sejtek adatai: Kétutas ANOVA:
Sidak féle post hoc teszt: Atlag + SEM; n=3; *p<0,05). A kiilonb6z4 kezelésék hatdsdnak
vizsgdlatdhoz: Kétutas ANOVA: Tukey’s post hoc analizis: Atlag + SEM; n=3; p<0,05; a

kiilonbozo betiik jelzik a szignifikans eltérést a vizsgalt csoportok kézott.
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Az alap ECAR jelent6sen megnovekedett MPA hatésara, de drasztikusan lecsokkent
kronikus inzulin hatasara. Ezt a csokkenést volt képes a SMTNLI taltermeltetés helyreallitani
MPA jelenlétében (24. abra (A) panel). Hasonl6 eredményeket kaptunk az anaerob glikolizis
szamitasa soran. Az SMTNL1 taltermelése az ECAR jelentds ndvekedését eredményezte MPA
kezeléssel egyiitt inzulinrezisztencia esetében az iires plazmiddal transzfektalt sejtekkel
Osszevetve (24. abra (C) panel). A maximalis glikolizist az MPA kezelés megemelte,
inzulinrezisztencia hatasara viszont csokkent, és a SMTNLI1 taltermelés nem befolyasolta a
maximalis glikolizist (24. abra (E) panel), valamint a glikolitikus tartalékot sem. (nem
bemutatott adatok).

A mitokondridlis 1égzést OCR-ként mértiik az etomoxir, oligomocin, FCCP, ¢és
antimicin egymas utani hozzaadasat kovetden (23. abra (B) panel), ezzel vizsgaltuk az alap
1égzési ardnyt, ATP termelést, protoncsorgast, maximalis 1égzést, és a nem mitokondrialis
1égzést. A kronikus inzulin kezelés csokkentette az OCR-t, az MPA hatasara ez a csokkenés
nem volt megfigyelhetd (24. abra (B) panel). Az alternativ tapanyagforras esetleges
valtozasahoz a zsirsavoxidacié mértékét az etomoxir és az oligomicin kezelések hatasara
tapasztalt OCR értékek kiilonbségeként szamoltuk. Az MPA névelte, az inzulinrezisztens
allapot csokkentette, és a SMNTLI1 taltermelés kis mértékben ndvelte a zsirsavoxidacios
potencialt (24. abra (D) panel). Az aerob glikolizis (24. abra (F) panel), OCR tartalék (nem
bemutatott adat), és a maximalis respiracié (nem bemutatott adat) nem valtozott SMTNL1
tultermelés hatasara. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a SMNTLI féleg a glikolitikus
utvonalon hat, ahol az alap ECAR-t képes ndvelni a kontroll sejtekhez viszonyitva. Ezek az
eredmények tovabb erdsitik a hipotézislinket, miszerint a SMTNLI1 inzulinérzékenyitd hatassal

bir.
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5.  Megbeszélés

5.1. A miozin foszfatdz szerepe az ingeriilet atvivo anyagok felszabaduldsdaban

Bar az exocitozist kivaltd legfébb sejtélettani mozzanat a Ca®* ionok bearamlasa az
idegsejtekbe, szamos kutatasi adat utal arra, hogy ebben a folyamatban fontos szabalyozo
szerepet jatszik a SNARE komplexet felépité fehérjék (szintaxin, szinapszin, SNAP-25)
foszforilacioja és defoszforilacioja is (Turner, Burgoyne and Morgan, 1999; Morgan et al.,
2005; Snyder, Kelly and Woodbury, 2006). A kiilonb6z6 foszforilaciok hatasardl azonban
eltéré vélemények sziilettek, a fizioldgiai hatasokra megvaltozott SNAP-25 foszforilaciorol
mar tobb adat is napvilagot latott (Tolar and Pallanck, 1998; Risinger and Bennett, 1999).

A MYPT1 ¢és a SNARE komplex elemei kozott kialakuld kolcsonhatasokat
munkacsoportunk el6zetes tomegspektrometriai és pull-down kisérletekkel sikeresen
bizonyitotta (Lontay et al., 2012). Ezekre az eredményekre alapozva vizsgalodtunk tovabb.
Arra voltunk kivancsiak, hogy a SNAP-25-6t foszforilalni tudja-e a ROK, és vajon a
defoszforilacioért a MP-e felelés az elézdleg kritikusnak leirt Thri®-as foszforilacios
oldallancon, valamint milyen élettani hatasa van a foszforilacionak és a defoszforilacionak.

Vizsgalataink soran sikeresen igazolni tudtuk a SNAP-25 Thr*® oldallanc ROK 4ltali
foszforilacigjat, melynek reverzibilitasaért a miozin foszfataz altal katalizalt defoszforilacios
folyamat felelos. A két enzim egymasnak ellent hatdé modon befolyasolja a SNAP-25-t, és
ezaltal a SNARE komplex miikddését. A foszforilacioval kapcsolatos eredményeink
0sszhangban vannak korédbbi, kortikalis szinaptoszomakon, és egér orias halldidegén végzett
tanulmannyal, melyben sikeriilt kimutatni a ROK és MP jelenlétét, valamint ezen enzimek
exocitozisban betoltott szerepét leirni (Lontay et al., 2012). A két enzimnek ellentétes hatasa
van: a PP1 gatlasa csokkenti, mig a ROK gatlasa noveli az exocitozis mértékét (Lontay et al.,
2012). A jelenlegi eredmények ennek a kutatasnak a folytatasaként is értelmezhetek.

Els6 1épésben a MYPTI1 és a SNAP-25 kdlcsonhatasat vizsgaltuk feliileti plazmon
rezonancias eljarassal (13. abra). Ezzel nem csak a kdlcsonhatas meglétét, hanem a SNAP-25
fehérje kolcsonhatasaért felelés MYPT1 régiot is sikeriilt meghatarozni. Ezen feliil a kotddés
erosségét is sikertilt kvantifikalni, a kisérletek soran mért disszociacios egyensulyi allando
értékek segitségével. Ezek alapjan a MYPTL szabalyozo alegység C-terminalis régidja koti
legerésebben a SNAP-25-6t.

A kolcsOnhatést tovabbd immunprecipitacioval is sikeriilt bizonyitani, mely alapjan az
is kideriilt, hogy a SNAP-25 nem képes kozvetleniil a PPlcd-hoz kotddni. Tovabba
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immunofluoreszencias eljarassal a SNAP-25 és a MYPT] jelenlétét is sikeriilt bizonyitani B50
sejtekben (Horvath et al., 2017).

138_35 mutansat

Iranyitott mutagenezis segitségével sikeriilt a SNAP-25 Thr!3® -> Ala
létrehozni. In vitro ROK protein kinaz reakciéban a vad tipusi SNAP-25-6t a ROK
foszforilalta, mig a mutans SNAP-25 esetében nem figyeltiink meg foszforilaciot. Ezeket a
SNAP-25 ellen termeltetett foszfospecifikus antitestekkel sikeriilt kimutatnunk Western-blot
segitségével (14. abra). Ez alapjan a SNAP-25 fehérjét, mint 01j szubsztratot sikeriilt leirnunk,
melyet tovabb erdsitenek a SNAP-25-tel végzett tomegspektrometrias, valamint in vitro
autoradiografias és in vitro ROK foszforilacios, majd MP defoszforilacios eljarasokkal kapott
eredmények. Ezek alapjan a ROK a SNAP-25 Thr*-as oldallancat foszforilalja, a MP pedig
képes hasitani a beépiilt foszfatot ezen az aminosav maradékon in vitro (Horvath et al., 2017).
B50 sejtekben csendesitve a MP MYPT1 alegységét a sejtek életképességének szignifikdns
csOkkenését figyeltilk meg, ezzel parhuzamosan a sejtekbdl készitett lizatumokban csokkent
PPl enzimaktivitist mértiink, valamint a SNAP-25 Thr'*® oldallancanak emelkedett
foszforilacigjat is megfigyeltiik. A géncsendesitést, valamint a SNAP-25 foszforilacids szintjét
Western-blot technikaval igazoltuk vissza (15. abra). Eredményeink arra utalnak, hogy az idegi
eredetli sejtekben a miozin foszfatdz egy igen fontos enzim, melynek hidnya drasztikus hatdssal
van a sejtek ¢letképességére. Jelenlegi kutatdsunk, 6sszhangban van kutatdcsoportunk eldzetes
eredményeivel, - melyek alapjan a miozin foszfatdz, az egyik domindns PP1 holoenzim
szinaptoszOmakban, valamint a MP az egyik kulcsszerepld az idegi fehérjék
defoszforilacigjaban (Lontay et al., 2004).

A SNAP-25 foszforilaciéi mogott 1évo élettani hatasok felderitésére tobb munkacsoport
is vallalkozott kordbbi kutatdsok soran. Gao ¢és munkatdrsai négy foszforildcios helyet
azonositottak, melyeket a PKA és a PKC is foszforilalnak: Ser?8, Thr?®, Thri®, és a Ser'®” (Gao
et al., 2012, 2016). Ezeket a munkakat megelézve a Thri® és a Ser'® oldallancokat
azonositottak, mint PKA és PKC célpontok (Shimazaki et al., 1996; Risinger and Bennett,
1999; Nagy et al., 2002, 2004; Gao et al., 2012, 2016). Az élettani szerepek feltérképezése
soran a kovetkezé eredmények sziilettek: a Ser'®’-et f6ként a PKC foszforilalja, mely a SNARE

crer

jatszik szerepet. (Shimazaki et al., 1996; Nagy et al., 2002; Gao et al., 2012, p. 201, 2016).

Kutatasi eredmények arra is utalnak, hogy a SNAP-25 Ser'®’

-es foszforilacioja eldsegiti a
szinaptobrevin t-SNARE-hez val6 kotodését, novelve a komplex stabilitasat. PC12 sejtekben a

PKC aktivacioja eldsegitette a K* indukalta noradrenalin szekréciot (Gao et al., 2016).
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Egy tovabbi munkidban a SNAP-25 PKC éltali foszforilacidja nem befolyasolta a
neurotranszmitter felszabadulasat. A SNAP-25 Ser'®’-es oldallancat nem tartalmazé
mutansaval végzett kisérletek soran a neurotranszmisszié mértéke nem valtozott, st a SNAP-
25 Ser'®” -> Glu'®" mutansaval csokkent neurotranszmissziot figyeltek meg CA3 piramidalis
sejtekben PMA kezelés hatasara (Finley, Scheller and Madison, 2003). Ezen eredmények
ellentmondasosak az el6z6leg leirt eredményekkel (Shimazaki et al., 1996; Genoud et al., 1999;
Nagy et al., 2002).

Az el6zoek alapjan elképzelhetd, hogy egymassal ,,versengd” utvonalak léteznek,
melyek aktivalhatjak a neurotranszmitter kibocsatast (Takahashi, Itakura and Kataoka, 2003).
Nagy ¢és munkatarsainak tovabbi eredményei arra utalnak, hogy a PKA szabalyozza a
kibocsathatd vezikula pool méretét, mig a PKC a vezikuldk ingeriilet atvive anyagokkal valo
feltoltodésében, és a vezikula ,toborzasban” jatszhat szerepet (Nagy et al., 2004). A Ser'®’-es
foszforilacids hely élettani szerepét az is tovabb erésiti, hogy a fesziiltség fliggs Ca?*
csatornakkal interakcioba 1ép6, és a Ser'®’-es oldallancon foszforilalt SNAP-25 gétolta ezen
ioncsatornak miikodését (Pozzi et al., 2008).

A SNAP-25 Thr'®-as foszforilacidjaval kapcsolatban a SNARE komplex
kialakulasanak gatlasat figyelték meg (Risinger and Bennett, 1999). A Thr'®-as aminosav a
fehérje azon részén talalhatd, mely a szintaxin-l-el vald interakcigjat befolyasolja. Ennek
megfelelden a PKA aktivacioja mind tisztitott SNAP-25, mind PC12 sejtek esetében (forszkolin
kezelés hatasara) a SNARE komplex kialakulasanak gatlasat eredményezte (Gao et al., 2016).
Bizonyos kutatasi eredmények ennek ellentmondva viszont arra utalnak, hogy forszkolin

kezelés és PKA aktivacio hatisara a Thris8

-as oldallanc foszforilacioja megemelkedett, viszont
az exocitozis mértékében nem figyeltek meg valtozast (Hepp, Cabaniols and Roche, 2002).
Tovabbi eredmények alapjan a PKA aktivicié indirekt modon segitette el§ a Ca?* 4ltali
exocitozist ugy, hogy egy exocitozisra kész vezikula poolt tartott fenn kromaffin sejtekben
(Nagy et al., 2004). Ezzel a jelenséggel kapcsolatban irtak le a vezikula priming folyamatat. A
Thri®® > Asp®®® muticio azonban nem befolyasolta az exocitozis mértékét szignifikans
mértékben (Nagy et al., 2004; Fu et al., 2005).

A sajat kisérleti eredményeink ravilagitottak arra, hogy a Thrt38

-as foszforilacio gatlo
hatasu. Szinaptoszomakat TMC-vel (PP1 gatlas) kezelve, majd immunprecipitaciot végezve a
szintaxin kevesebb SNAP-25-6t volt képes megkotni (16. abra). Ezek az eredmények Gao és
munkatarsainak eredményeivel vannak 6sszhangban, ahol a in vitro kisérletekben a SNAP-25
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foszforilacio hatasara kevesebb szintaxint volt képes kotni, a SNAP-25 Thr**-as foszforilacidja
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bizonyos esetben PC12 sejtekben gatolta a noradrenalin felszabadulasat (Gao et al., 2016).
Ezzel egyiitt a KCI indukalta depolarizicio is csdkkenti a Thr!®-as foszforilaciot kortikalis
szinaptoszomakban, melyet tovabb erdsitett a H1152 (ROK gatlas) kezelés. TMC hatasara
ennek forditottjat figyeltilk meg, azaz emelkedett foszforilaciot mértiink ezen az oldallancon
(16. abra). Az el6bb taglalt eredményeket még inkabb alatamasztjak a TMC és H1152-vel
kezelt B50 neuroblasztoma sejtekkel kapcsolatos adatok. A TMC kezelés hatasara a SNAP-25
Thr8-as oldallancanak emelkedett foszforilacioja volt megfigyelhetd, valamint TMC inhibitor
kezelés hatasara a géncsendesitéshez hasonloan csokkent a protein foszfataz aktivitas (Horvath
etal., 2017). A PP1c és MP-re specifikus inhibitor peptidjét (KEPI) szinaptoszomakba juttatva
pedig az exocitozis mértékének csokkenését sikeriilt elérni, mellyel egyiitt a SNAP-25 Thr!38-
as emelkedett foszforilacioja is detektalhato volt (Horvath et al., 2017).

. ALl e @
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25. dbra. A ROK és MP enzimek a SNAP-25 Thr'® foszforildcidjian keresztiil szabdlyozzik
az exocitozist idegsejtekben. A miozin foszfataz a SNAP-25 defoszforilacioja dltal hozzajarul a
SNARE komplex felépiiléséhez (SNAP-25 — szintaxin kélcsonhatas), és ez altal az ingeriilet
atvivé anyagok felszabaduldsihoz. A ROK a SNAP-25 fehérjét foszforilalva a Thri*®-as
oldallancon gatolja az exocitozist. A ROK gadtlé hatdasdt a MYPTI alegység foszforilacidjan

keresztiil is kifejti.
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Eredményeink tovabb erdsitik azt az elgondolast, miszerint a PP1 enzimek feleldsek
SNARE komplex foszforilacio altali szabalyozasaban (Baldwin, Rostas and Sim, 2003;
Mansuy and Shenolikar, 2006).

Korabbi kutatasi eredmények alapjan a SNAP-25 defoszforilaciojaban a PP1 az egyik
kulcs enzim. Kisebb mértékben a PP2A, mig a PP2B egyaltalan nem defoszforilalja in vitro
ezt a fehérjét (Gao et al., 2016). Defoszforilaciot tekintve a PP1 enzimek mind a négy el6zbleg
azonositott oldallancot képesek defoszforilalni (Gao et al., 2012), ami arra is utal, hogy a PP1
valoban az egyik legfobb protein foszfataz, mely a SNAP-25 defoszforilaciojaért felelos.

Egér agyszeleteket H1152-vel és TMC-vel kezelve, az el6z6leg részletezett adatokhoz
hasonlé eredményeket kaptunk. Immunofluoreszencias eljarassal, és konfokalis mikroszkdpia
segitségével a SNAP-25 Thr*8-as oldallancan emelkedett foszforilaciot mértiink (17. 4bra) a
MP gatlasanak kovetkeztében. Eredményeink 6sszhangban vannak tovabba azokkal az eldzetes
kisérleti adatokkal is, melyek alapjan kortikalis szinaptoszomakat H1152-vel (ROK gatlas)
kezelve a depolarizacié indukalt neurotranszmitter felszabadulds megemelkedett, mig a TMC
(PP1 gatlas) kezelés csokkentette ennek mértékét. (Lontay et al., 2012).

A ROK és MP szerepét elézéleg mar sikeresen leirtak, mint preszinaptikus fehérjék
foszforilacios szintjét befolyasold enzim parost. A SNARE komplex szinapszin I tagjat a Ser®,
a szintaxin 1-et a Ser'* oldallancon képesek modositani (Lontay et al., 2012). A szinapszin
modositasa a vezikulumok az exocitdzis helyére, azaz aktiv zonahoz torténd migralasat képes
szabalyozni. Az MP és ROK enzimparos képes tovabba a Tau fehérje foszforilacios allapotat
is befolyasolni, ennek hatasa a mikrotubulusok dinamikéjat modulalja, valamint a vezikulumok
szallitasdban jatszik szerepet (Kiss, Erdédi and Lontay, 2019b). Eredményeink alapjan a
ROK/MP enzimparos az ingeriilet atvivé anyagok felszabadulasanak folyamatat képesek finom
hangolni a SNARE komplex SNAP-25 tagjan keresztiil.

Osszefoglalva, a SNAP-25 kdlesdnhat a miozin foszfatazzal, annak MYPT1 alegységén
keresztiil. A ROK képes a SNAP-25 fehérjét annak Thri®-as oldallancan foszforilalni, amely
folyamat reverzibilitasaért a miozin foszfataz is felelés. A defoszforilacié kovetkeztében a
SNAP-25 és a szintaxin kozott erésebb kolcsonhatas alakul ki, melynek hatasara a SNARE
komplex kialakulasa kevésbé gatolt, ezzel ndvelve az exocitdzis mértékét. Az altalunk

feltételezett folyamatot a (25. abra) foglalja 6ssze.
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5.2. A SMNTL1 szerepe az inzulin jelatvitel szabalyozdsdaban

A tudomanyos munkamnak masodik részében a SMTNLI1 hatasat mutattam be
differencialtatott C2C12 sejtekben 1étrehozott indukalt inzulinrezisztencia modellen keresztiil.
Progeszteron jelenlétében a SMTNLI1 taltermelés csokkentette az IRS1  szeril-
aminosavmaradékain 1évo foszforilaciot, mely a PI3K/Akt jelatviteli utvonalat aktivalodasara
utal. A kutatasi eredményeink arra utalnak, hogy a SMNTLI1 génexpresszids szinten fejti ki
hatasat, mégpedig egy uj tipust (novel - NPKC) PKC expresszidjanak szabalyozasan keresztiil,
amely az IRS1 Ser*!8 oldallancat kdzvetleniil, mig annak Ser®!2-es oldallancat kozvetett médon
az ERK1/2 aktivitasan keresztiil szabalyozza.

A vazizomzatban lejatsz6dd inzulin jelatvitel kaszkddot és az inzulinrezisztencia
kialakuldsdban szerepet jatszo szabalyozd elemeket tomegspektrometrias eljarason alapuld
modszerekkel mar részletesen tanulmanyoztak (Mullen and Ohlendieck, 2010). Tobb
munkacsoport altal feltart eredmények is arra utalnak, hogy az inzulin jelatvitel tagjainak
foszforilacids szintje fontos tényezd az inzulinrezisztencia kialakuldsdban. A SMTNLI hatésat
elészor szélesebb korben vizsgaltuk Proteome Profiler vizsgalatokkal (18. abra). A SMTNL1
citoszkeletalis és transzkripcios hatasok elkiilonitése végett MPA nélkiil és annak jelenlétében
is elvégeztiik a vizsgalatokat. Az eredményeink arra utalnak, hogy az SMTNL1 féleg az mTOR
¢és Ser/Thr kinaz jelatviteli utvonalakon keresztiil fejti ki hatasat. A vizsgalataink 6sszhangban
vannak el6zetes eredményekkel, melyekben smtnll KO egerek proteomikai és mikroarray

elemzését végezték el (Lontay et al., 2015).
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Az inzulinrezisztencia indukalasa révén az IRS1 foszforilacioja a Ser , €s Ser
oldallancokon emelkedett szintet mutatott. A SMTNL1 taltermeltetése csokkentette ezt, de csak
progeszteron jelenlétében (19. abra). Inzulinrezisztens allapotban az IRS1 foszforilacioja a
tirozil-oldallancok helyett foként szeril-oldallancokon valosul meg. Ez az IRS1 és a PI3K
Petersen and Shulman, 2006). Az IRS1 Ser®®” ¢s Ser®'8-as foszforilacié az inzulin receptor és
az IRS1 kozotti kolcsonhatasban okoz zavarokat, mely csokkenti az inzulinra adott valaszt
(Copps and White, 2012). A Ser®%-es oldallancot foként a JNK foszforilalja (Lee et al., 2003;
Miissig, Fiedler, et al., 2005), és az eredményeink 6sszhangban vannak tobb in vivo diabéteszes
allatkisérlet soran feltart, és in vitro tanulmanyokban kapott eredménnyel is (Manning and
Davis, 2003), miszerint az inzulinrezisztens sejtekben a JNK kindz magas aktivitast mutatott.
A SMTNL1 tultermelése nem befolyasolta a JNK expressziojat, de a JNK aktivacioja
szignifikans mértékben visszaesett SMTNLI1 (22. abra). Sikeriilt feltirnunk tovabba az IRS1
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PKC({ foszforilal (Moeschel et al., 2004). Ennek ellenére a PKC ezen izoformajanak

-as foszforilaciojanak szabalyozasi mechanizmusat is, melyet az inzulin altal indukalt

expresszidjara nem volt hatassal a SMTNLI1 tultermelése. A PKC barmilyen izoformajanak
delécidja megakadalyozza az inzulinrezisztencia kialakulasat, a Ser®® ¢és Ser®'®-as
foszforilaciok visszaszoritasa altal (Boucher, Kleinridders and Kahn, 2014). A Ser®-as
foszforilaciot a SMTNLItultermeltetése a PKCe génexpresszios hatasa révén képes volt
visszaszoritani (22. abra).

Az IRS1 Ser®'? oldallancon torténd foszforilacid kozel esik a proximalis szabalyozo
tirozil oldallancokhoz. Ez egy negativ szabalyozast tesz lehetévé az ERK1/2 és mTOR
utvonalak révén. Az ERK1/2 aktivacié fontos szerepet jatszik az inzulin altal indukalt PI3K-
fliggd inzulinrezisztencia kialakulasaban (Gual et al., 2003). Ezt bizonyitja az is, hogy az
ERK1/2 specifikus gatlasa PD98059 inhibitorral visszaallitotta az inzulin érzékenységet
(Fujishiro et al., 2003). Kisérleteink soran az ERK1/2 foszforilacidja emelkedett volt kronikus
inzulin esetén, és a SMTNLI1 tultermeltetése vissza tudta ezt szoritani, kilondosen MPA
jelenlétében. Az IRS Ser®? oldallanc csékkent foszforildciot mutatott (19. abra), ami
feltehetéleg a SMTNLI altali csokkent ERK1/2 aktivitasnak koszonhetd. A kapott eredmények
alapjan ugy véljiik, hogy C2C12 miotubulusokban az ERK1/2 az inzulin deszenzitaciéban egy
kulcs szerepld, nem csupan az IRS1 Ser®'? foszforilacidja révén, de a GLUT4 szabalyozasa altal
is, mivel az ERK1/2 megemelkedett aktivitasa a GLUT4 expressziojanak negativ szabalyozasat
is eredményezi (Krook et al., 2000).

Eredményeink alapjan a JNK és ERKI1/2 expresszidja nem valtozott, de a
foszforilaciojuk, és ezaltal feltehetden az aktivitasuk csokkent az SMTNLI1 taltermeltetés
hatasara progeszteron jelenlétében (22. abra). Ez alapjan feltételeztiik, hogy a SMTNL1
upstream Ser/Thr protein kinazokat vagy foszfatazokat befolyasolhat génexpresszios szinten.
Ennek ellentmond azonban, hogy smtnll KO és WT egereken végzett microarray vizsgalatok
alapjan mas MAP kinaz expresszidja nem valtozott (Lontay et al., 2015). Mivel a MAPK
aktivitas valtozasat nem a MAPK génexpresszidjanak eltérd szabalyozasa okozta, ezért az azok
foszforilacigjat és aktivitdsat szabdlyozd protein kindzok és foszfatdzok expresszidjat is
elemeztiik. Az egyik, irodalmi adatok alapjan ismert szabalyozoé elem a protein foszfataz 2A
(PP2A), amely az ERK1/2 defoszforilaciojat katalizalva gatolja annak aktivitasat (Yu et al.,
2004), azonban eredményeink alapjan ennek a génnek az expresszidja sem valtozott. (22.
abra). Tovabbi szabalyozasi elem lehet az qj tipusu PKCg, mely az ERK1/2-t foszforilalva

annak aktivitasat fokozza, valamint cukorbeteg patkanyokban a PKCe fokozott expresszidjat
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figyelték meg vazizomzatban. A PKCe expresszidja visszaesett SMTNL1 taltermeltetés
hatasara inzulinrezisztens sejtekben. Tovabb tamogatja eredményeinket az a megfigyelés,
miszerint a hiperinzulinémia altal okozott inzulinrezisztencia kronikus PKCe aktivaciora
vezethet6 vissza, azonban a tobbi 4j tipusi PKC izoforma esetén ezt a jelenséget nem igazoltak
(keda et al., 2001). Ezek az adatok osszhangban vannak elézéleg kapott eredményekkel,
melyek soran a KO egerek microarray vizsgalatai soran a PKC izoformak expresszidjaban
valtozasokat irtak le (Lontay et al., 2015). A MAPK, JNK esetén feltételezésiink az, hogy annak
aktivitasat egy upstream enzim, a kett0s specificitast foszfataz 9 - dual specific phosphatase 9
(Major et al., 2021) szabalyozza, melyet SMTNLI fiiggé génként is leirtak egér vazizomzatban
(Lontay et al., 2015).

Vazizomzatban Az mTORC1/S6K1 felelés az IRS1 fehérje altal aktivalodo PISK/Akt
Gtvonal deaktivalasaért az IRS1 Ser'® oldallancon keresztiil (Kido et al., 2020). Erdekes
modon a Sert'%-es foszforilacid szignifikansan csokkent az inzulinrezisztencia modellben,
melyet a SMTNL1 tovabb tudott csokkenteni (19. abra). Ezzel 6sszhangban a smtnll vemhes
KO egerekben ez a foszforilacié emelt szintet mutatott, de a vemhes vad tipusu egerekben ez
nem volt megfigyelhetd. Semmilyen mas tanulmany nem irta le eddig a hosszi tava
hiperinzulinémia hatésait az IRS1 Ser'!%-es foszforilacié vonatkozasaban C2C12 sejtekben.
Az a meglatasunk, hogy a hosszu tavu inzulinrezisztens allapotd miotubulusokban lezajlo
folyamatok hatterében az IRS1 Ser''%-es gatlo feedback mechanizmusa érvényesiil. Az IRS1
is igazoltak SMTNL1 fehérjétdl figgetlen modon, valamint a szakirodalomban is talalhatoak
erre adatok (Pederson, Kramer and Rondinone, 2001).

A PI3K aktivitast a felszabadult PIP3 alapjan mértiik (20. abra), melynek mértéke az
inzulin stimulacio hatasara megnétt, bar ennek a szintje szignifikansabban alacsonyabb volt az
inzulinrezisztens sejtekben. A PI3K p85 alegységének expresszidja csokkent volt az
inzulinrezisztens sejtekben, de a SMTNL1 taltermeltetés képes szinten tartani a p85
expressziojat, valamint aktivitasat MPA jelenlétében (20. abra). A PI3K azonban tovabbi
dowstream effektorait is befolyasolja, igy érdekes mddon az Aktl expresszidja nem valtozott
semmilyen altalunk alkalmazott kezelés hatasara a differencialtatott C2C12 sejtekben (nem
bemutatott adatok), hasonl6 modon a human cukorbeteg vazizom mintakban (Czech and
Corvera, 1999). Az eredményeink alapjan a SMTNLI kiilonb6z6 mdodon befolyasolta az Akt
Ser*”® és Thr3® oldallancainak foszforilaciéjat (21. abra). Az inzulin 4ltal indukalt Thr3% és

Ser*”® oldallancon toérténd foszforilacié szignifikinsan csokkent inzulinrezisztens iires
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308

plazmiddal transzfektalt sejtekben. A SMTNL1 taltermeltetése megnovelte a Thre™® oldallanc

foszforilaciojat, és csak kismértékben ndvelte az Akt Ser*’® foszforilaciojat inzulinrezisztens
sejtekben a kontrollhoz viszonyitva. Az inzulin altal kivaltott hatas eléréséhez az Aktl egymas
utani foszforilacidjara van szilkség mind a Thr®%, mind a Ser

foszfatidilinozitol dependens kinaz-1 (PDK-1) és az mTORC?2 altal (Copps and White, 2012).
308

473 oldallancokon a

A kronikus inzulin stimulalas azonban megakadalyozza az Akt aktivaciot a Thro™° oldallanc

csokkent foszforilacidja révén a Ser*’

oldallanc foszforilaciojanak megvaltozasa nélkiil
(Kondapaka et al., 2004). Ezek alapjan az Akt Ser*’® foszforilacié nem teljesen tiikrozi az
upstream IRS1/PI3K utvonal aktivitasat.

Az Aktl foszforilalja, és inaktivalja a GSK-3p enzimet. Ennek eredményeként a
glikogén-szintaz aktivalodik, valamint megindul a glikogén raktarak kiépitése (K. H. Kim et
al., 2004). Erdekes médon a GSK-3p foszforilaciojat semmilyen kezelés nem befolyésolta (21.
abra). Hasonldo modon korabbi kisérletek ramutattak arra, hogy a GSK-3f foszforilacidja nem
véltozott véazizomban inzulin kezelés hatdsara db/db egerekben, még az Akt Ser”
oldallancanak kétszeres foszforilacios szint emelkedése ellenére sem (Shao et al., 2002). Ezen
feliil az Aktl downstream szubsztratjai koziil az Akt 160 kDa-0s szubsztratja sem valtozott az
inzulinrezisztencia altal okozott Akt enzimatikus valtozas ellenére sem (Karlsson et al., 2005).
A proteome profiler elemzésiink alapjan a klasszikus PI3K/Akt szubsztratok, mint az eNOS,
PRAS40, és WNK1, emelkedett foszforilaciot mutattak az Akt aktivacio hatasara. Ezeknek az
eredményeknek az 9sszegzéséiil elmondhat6, hogy a SMNTL1 képes szelektiven szabalyozni
¢s fenntartani az Akt aktivitast inzulinrezisztencias koriilmények kozott is, és feltehetéen ennek
koszonhetden jonnek létre az Akt heterogén downstream hatasai (Li, Brown and Goldstein,
2010; Gonzalez et al., 2011).

A PI3K/Akt az mTOR altal szabalyozott jelatviteli utvonalak révén olyan fizioldgias
jelenségeket, mint a sejtnovekedést, vagy a rendelkezésre allo tapanyagokra adott valaszt
szabalyozza. Az Akt foszforilalja az mTOR-t a Thr?#4/Ser?*#® oldallancokon (Sekuli¢ et al.,
2000), ezeket az oldallancokat foszforilalni képes tovabba a p70S6 kinaz is (Chiang and
Abraham, 2005). Az altalunk kapott adatok &sszhangban vannak ezekkel az eredményekkel.
Az Aktl Ser*"oldallanc foszforilaciojaban bekdvetkezett valtozds az mTOR aktivaciojan is
megfigyelhetd volt. Az inzulinrezisztens sejtekben az mTOR aktivacidja megndvekedett
SMTNLI hatasara (21. abra). Ezek az adatok ramutatnak arra, hogy a PI3K-Akt-mTOR
utvonalat a SMTNL1 képes befolyasolni, a p70S6K expresszidjanak és foszforilacidjanak

befolyasolasa nélkiil (nem bemutatott adatok). Egy masik inzulin/PI13Kaltal szabalyozott cél

89



fehérje a GLUT4, amely a plazmamembranba transzlokalédik megnovekedett gliikoz felvételt
eredményezve in vitro (Shepherd, Withers and Siddle, 1998; Czech and Corvera, 1999). A
SMTNL1 taltermeltetése inzulinrezisztens C2C12 sejtekben megemelte a GLUT4
expressziojat (21. abra). A megemelkedett GLUT4 expresszid vazizom sejtekben csokkenti a
vércukorszintet. Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban a vazizomban a GLUT4 expresszidja
szignifikansan alacsonyabb volt smtnl1-/- egerekben (Lontay et al., 2015).

A glikolitikus funkcidk és a mitokondridlis 1égzés esetében is megfigyeltiik a SMTNLI
inzulinérzékenyité hatasat. Az alap ECAR és anaerob glikolizis csokkent inzulinrezisztens
sejtekben. A SMTNL1 taltermeltetése MPA kezeléssel kombinalva képes volt az ECAR értékét
visszaallitani a maximalis glikolizis, valamint glikolitikus tartalék befolyasolasa nélkiil (23.
abra). A progeszteron megemelte a glikolitikus aktivitast, és az ATP termelést vazizom
sejtekben, de ez az érték még mindig a kontroll szint alatt maradt inzulinrezisztens sejtekben.
A SMTNL1 taltermelés MPA jelenlétében a glikolitikus aktivitas helyreallitasat, és az ATP
termelés emelkedését eredményezte. Ezekkel Gsszhangban az smtnll KO egerek csokkent
metabolikus aktivitast mutattak, valamint gliikk6z intoleranciat figyeltek meg. A ragcsalok
vemhes allapota képes Vvolt gliikoz toleranciat a WT egerek értékeinek szintjére emelni (Lontay
et al., 2015). Ezek az eredmények tovabb erésitik a SMTNL1 génexpressziot szabalyozo
szerepét az inzulin jelatvitelben. Inzulinrezisztens sejtekben a zsirsav felvétel emelkedettebb
volt a zsirsav oxidacidjahoz képest egészséges sejtekhez viszonyitva (Turcotte and Fisher,
2008), melyet a sejtes modelliinkben az OCAR értékek mérésével is megerdsitettiik. Erdekes
modon a SMTNLI beinditotta a zsirsav oxidaciot inzulinrezisztens sejtekben. Ezek az adatok
is Osszhangban vannak az smtnll KO vemhes egereken végzett kisérleti adatokkal, melyek

alapjan a vazizom glikolizis és zsirsav oxidacids rataja csokkent (Lontay et al., 2015).
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26. abra. A SMTNLI feltételezett hatismechanizmusa inzulinrezisztenciaban. A SMTNL1 a
JNK és az uj tipusu PKCeg enzimek expresszios gatlasdan Keresztiil csokkenti a JNK és ERK1/2
altali katalizalt \IRS1 Ser oldallancok gatlo foszforilaciojanak kialakulasat. A SMTNL1 a PI3K
aktivitas és expresszio megnovelésével inzulinérzékenyito szerepet tolt be az inzulinrezisztens

vdzizomsejtek jeldtvitelében.

Eredményeink nemcsak az inzulinrezisztencia 4altalanos mechanizmusara adhat
magyardzatot, hanem a parhuzamos progeszteron altali kezelések miatt a terhességi
cukorbetegség (GDM) folyamatanak feltardsdban is tdmogatd adatokat szolgaltathatnak. A
GDM-re jellemzé a stlyos inzulinrezisztencia, valamint a 2-es tipusu cukorbetegség
kialakulasanak fokozott kockazata. MPA, azaz szintetikus progeszteron vizsgalatainkban ko-
regulatorként szolgalt, de a GDM-re vonatkozodan is szolgalhat egy modellel, melyben a gliikoz,
az inzulin és a progeszteron szintje emelkedett. A GDM-ben szenvedé betegek esetén a
maximalis inzulin hatas utani IRS1 tirozil oldallancok foszforilacios szintje joval alacsonyabb
a nem terhes kontroll betegekhez képest, valamint a gliikoz transzport is csokkent ebben a
tiinetegytittesben (Friedman et al., 1999). A PI3K és az IR redisztribacidja is csokkent az
inzulin altal indukalt IRS1 Ser oldallancok foszforilacidinak kdvetkeztében. Emellett a PI3K
betegekben (Shao et aI., 2002). Az smtnll KO allatok egyik fenotipusos jellemzdje a kialakult
inzulinrezisztencia, amelyet sulyosbitott az allatok vemhes allapota (Lontay et al., 2015). Az

IRS1 szeril oldallancai koziil a Ser®®’, Ser®?, és a Ser®®-as oldallancokon a SMTNL1
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tultermeltetésének hatdsa a progeszterontdl fiiggott, €s korrelalt a PI3K aktivitassal. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a SMTNL1 génexpresszios hatasai révén képes megakadalyozni a
GDM kialakulasat. Az SMTNLI feltételezett hatasat a (26. abra) illusztralja.

92



Osszefoglalas

Vizsgalataink sordn a miozin foszfataz szerepét tanulméanyoztuk idegi folyamatokban,
valamint az SMTNL1 hatasat elemeztiik indukalt inzulinrezisztencia modellben C2C12 sejteket
hasznalva. A miozin foszfatazt elészor a simaizomzatban katalizalt reakciojan (MLC20
defoszforilacigja) keresztiil irtak le. A miozin konnyi lancot defoszforilalva a simaizomzat
kontraktilis allapotat szabalyozza. A miozin konnyilancon kiviil szamos citoszkeletalis
célpontjat is azonositottak ugy, mint az ERM vagy Tau fehérjék. Felépitését tekintve egy PP1
enzimcsaladba tartozo katalitikus alegységbdl (PP1c¢d), egy MYPTL szabalyozd/célra iranyitd
alegységbdl, valamint egy M20/21 alegységbdl all.

Els6 felfedezése oOta mar bizonyossagot nyert, hogy ez az enzim nem csak a
citoszkeletélis sejtalkotok defoszforilaciojan keresztiil tolti be €lettani szerepét. Egyrészt nem
kizarolag a simaizomzatban fordul el6, masrészt szamos szubsztratot irtak le, melyeket a MP
képes defoszforilalni, ezaltal rendkiviil sok sejtélettani folyamatra képes hatassal lenni. Szerepe
van a génexpresszid szabalyozasaban (PRMT5 fehérjén keresztiil), a sejtciklus
elérehaladasaban, vagy akar az ingeriilet atvivé anyagok felszabadulasaban a SNARE komplex
elemeinek defoszforilacidja révén. A MP aktivitasat sok tényezd képes megvaltoztatni, a
kisméretti inhibitor molekulaktol kezdve az endogén kolcsonhatd partnereken at a MYPT1
alegység foszforilacigjaig. A MP foszforilacios szabalyozasaban a ROK jatszik fontos szerepet,
mely a MYPTI alegység foszforilaciojan keresztiil képes gatlo hatast kialakitani. A ROK és a
MP enzimparos sok esetben egymasnak ellentétes modon hatnak ugyanazon a szubsztaron.

Sikeriilt felderiteni az ingeriilet atvivd anyagok felszabadulasaért feleldés SNARE
komplex egyik tagjanak, a SNAP-25 fehérjének a kolcsonhatasat a MP holoenzim MYPT1
szabalyozo alegységével feliileti plazmonrezonancias eljarassal. In vitro protein kinaz
reakcioval, és foszfoprotein elleni antitestekkel sikeriilt bizonyitani a ROK 4éltali foszforilaciot
a SNAP-25 Thr!®-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 hatdsara 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 hatasa kiemelkedden fontos. Egér agykérgi szinaptoszoma preparatumanak MP

és ROK inhibitorokkal valo kezelése soran a SNAP-25 Thr!®® oldallanc ellentétes hatasu
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foszforilacids szintjét sikeriilt leirnunk, amely tovabbi eredményliil szolgdl az enzimparos
szerepére. Ugyanezen eredményeket sikeriilt egér agyszeleteken is detektalnunk
immunfluoreszencias eljarasok segitségével. A SNAP-25 fehérje Thr'*® foszforilaciéjanak a
SNARE-komplex kialakulasara kifejtett hatasat immunprecipitacios kotédési vizsgalatokkal
igazoltuk. A kevésbé foszforilalt SNAP-25 nagyobb mértékben kototte a SNARE-komplex
be.

Az SMTNL1 fehérjével végzett kisérletek soran sikeriilt kidolgozni egy in vitro C2C12
mioblasztoma/miotubulus modellrendszert, melyben a kronikusan magas inzulinnal sikertilt
inzulinrezisztens allapotot 1étrehoznunk. Proteome Profiler elemzés segitségével atfogd képet
kaptunk a sejteken beliili folyamatok allapotar6l inzulinrezisztencia esetében, valamint
SMTNL1 taltermeltetés hatasara. Bizonyitottuk az SMTNLI1 inzulinérzékenyitd hatasat,
melyet foleg a progeszteronnal egyiitt fejtett ki. Az inzulinérzékenyitést az inzulin receptorhoz
kot6do 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 SMTNL1 fehérje a INK és ERK1/2 foszforilaciok indirekt mdédon torténd visszaszoritasaval,
még inkabb hozzajarul az IRS1 Ser-aminosavmaradékok foszforilacidinak csokkentéséhez. Ez
a JNK és ERK1/2 enzimek aktivacidjaért felelds 0j tipusit PKCe csokkent expresszidjaval
magyarazhaté a SMTNLLI taltermeltetés hatdsara. A PI3K aktivitast, és a GLUT4 expressziojat
a SMTNL1 magasan tartotta még inzulinrezisztens sejtekben is. A sejtek energetikai
paramétereinek mérése soran kideriilt, hogy a SMTNLI az indukalt inzulinrezisztencidban 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 inzulinrezisztenciaban és ahhoz kothetd  rendellenességek  lehetséges
gyogyszerhatdstani célpontja, amely fokozott expresszidjaval a vadzizom inzulinérzékenyitését

¢s az anyagcserefolyamatok fizioldgids irdnyba torténd elmozduldsat segitheti eld.
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Summary

Our research investigated the role of myosin phosphatase (MP) in neurotransmitter
release, and SMTNLL in insulin resistance model using C2C12 cells. The myosin phosphatase
holoenzyme was first described in the dephosphorylation of the myosin light chain (MLC20),
thus enabling the regulation of smooth muscle contractility. In addition to the myosin light
chain, several cytoskeletal targets have been identified such as ERM or Tau proteins. MP is
composed of a PP1¢d catalytic, a regulatory/targeting MYPT1, and an M20/21 subunit.

MP plays a role not only in the dephosphorylation of cytoskeletal elements. MP is
expressed not only in smooth muscle cells but also in several other tissues. Moreover, MP is
playing a key role in several important cellular processes, like cell cycle regulation,
neurotransmitter release, and gene expression regulation by dephosphorylating several key
interacting proteins. Many regulatory factors can modulate the activity MP ranging from small
inhibitory molecules to interacting proteins and even MYPTL1 phosphorylation via RhoA-
associated protein kinase (ROK) on the inhibitory regulatory side chains. Proteins that are
phosphorylated by ROK are usually dephosphorylated by MP, thus the enzyme pair counteract
each other’s effect.

The interaction between SNAP-25 with MP through the MYPT1 subunit was elucidated
using surface plasmon resonance (SPR) experiments. In vitro protein kinase assays and
phosphoprotein antibodies were used to demonstrate the phosphorylation of SNAP-25 by ROK
on the Thr'%® residue. Elevated phosphorylation of the SNAP-25 Thr'%® side chain was observed
in B50 neuroblastoma cells upon siRNA interference silencing of the MYPTL1 subunit, further
supporting our hypothesis that the ROK/MP enzyme couple is responsible for the
phosphorylation regulation of SNAP-25. Moreover, as the result of silencing, the enzyme
protein phosphatase activity, and the viability of B50 cells were decreased significantly
suggesting that PP1 enzymes are the dominant protein phosphatases regulating cellular
processes in neuronal cells. By treating mouse cortical synaptosomes with MP and ROK
inhibitors (TMC and H1152), we were able to detect the opposite effect on the SNAP-25 Thr'38
phosphorylation (TMC increased, H1152 decreased the phosphorylation) providing further
evidence for the role of this enzyme couple in neuronal processes. We obtained the same results,
by using immunofluorescence and confocal microscopy on mouse brain tissue samples. We

managed to describe the role of this phosphorylation site in the formation of the SNARE
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complex with immunoprecipitation experiments. The less phosphorylated SNAP-25 bound to
syntaxin to a greater extent, which indicates the positive role of MP in the process of exocytosis.

Experiments with the SMTNL1 protein have led to the development of an in vitro
hyperinsulinaemic/hyperglycaemic C2C12 myoblastoma/myotubule insulin resistance model.
Using proteome profiler kits, we got an overview of the intracellular processes during insulin
resistance, and with overexpression of SMTNL1. We demonstrated the insulin-sensitizing
effect of SMTNL1, mainly observed in the presence of progesterone. The insulin-sensitizing
effect was detected mainly with the IRS1 phospho-specific antibodies, and we observed a
decrease in the critical serine phosphorylation levels. SMTNL1 also shows additional beneficial
effects downstream of the insulin receptor, for example, the PI3K, the Akt, and mTOR signaling
pathways. Our data suggest that SMTNL1 further contributes to the decrease in the
phosphorylation of IRS1 Ser residues by indirectly reducing JNK and ERKZ1/2 activity
presumably via the novel PKCe isoform. SMTNL1 was able to keep the activity of PI3K and
the expression GLUT4 high even in insulin-resistant cells. Measuring the energetic parameters,
it was revealed that SMTNL1 overexpression combined with MPA treatment restored basal
glycolysis in insulin resistance. The same was also proved when mitochondrial activity was
measured. SMTNL1 overexpression and MPA treatment enhanced ATP synthesis even in
insulin-resistant conditions. All these findings suggest that SMTNL1 might be a potential drug
target in insulin resistance and related disorders. Overexpression of SMTNLL1 plays a role in
maintaining normal insulin sensitivity and keeping cellular metabolic pathways at physiological

levels.
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