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1. BEVEZETES

A poszttranszlacios modositasok, példaul a fehérjék foszfat- és
metilcsoporttal, lipidekkel illetve ubikvitinnel torténd konjugacidja, jelentésen
befolyasoljak a fehérjék biologiai mitkodését. Emiatt a modositasokat katalizald
enzimek gatlasa és aktivalasa, és az azok expresszidjat szabalyozo egyéb faktorok
szelektiv terdpias célpontok lehetnek szamos betegseg kezelése soran.
Munkankban a reproduktiv betegségek, az inzulinrezisztencia, a hipertiredzis és
a tumorképzddés folyamatiban korosan eltolodott poszttranszlacids modositasi
mintazatokat és az azok altal kivaltott patobiokémiai folyamatokat vizsgaltam
biokémiai, molekularis biologiai és proteomikai modszerekkel.

A fehérjék reverzibilis foszforilacidja kilénodsen fontos szerepet jatszik a
jelatviteli folyamatokban, és mar tobb, a foszforilaciot végzé kindzokat gatlo
gyogyszer keriilt az orvostudomany fegyvertaraba. Ezzel szemben a feherjék
defoszforilaciojat katalizald foszfatazokat célbavevd terapidk szama ma még
korlatozott, annak ellenére, hogy ezen enzimek sokfélesége és szamos szabalyozo
alegysége lehetdséget kindl a nagy specifitasti beavatkozasra. Ezért munkam
soran elsésorban a miozin foszfatiz (MP) holoenzim szerepét vizsgaltuk, illetve
annak egyik szabalyoz6 fehérjéjét, a smoothelin-szerti 1 fehérjét (SMTNLI)
helyeztiik érdeklddésiink kozéppontjaba. Az utdbbi évtizedekben sziiletett 0j
eredmények jelent6sen kiszélesitették a MP-zal kapcsolatos ismereteinket. Fény
derilt arra, hogy ez az enzim nemcsak a simaizomban expresszalddik, hanem a
szervezet megannyi szovetében is megtaldlhatd. Valtozatos szubcellularis
lokalizacidja lehetévé teszi, hogy az izomdsszehuzodason kiviil szdmos eddig
még kevésbe ismert sejtélettani folyamatban vegyen részt. Munkcsoportunk
vizsgalatai alapjan megallapithatd, hogy a MP és SMTNL1 fehérjék egymassal
egylittmiikddve szertedgazd biologiai folyamatban jatszanak meghatarozo
szerepet. Ertekezésemben ezeket a jelatviteli folyamatokat szeretném bemutatni
az alapvetd molekularis mechanizmusoktdl az orvosi szempontbol fontos

patofizioldgiai elvaltozasokig.



1.1 A fehérjék reverzibilis foszforilacioja

Az eukariota szervezetek sejtfolyamatainak alapvetd szabalyozasi
mechanizmusa a fehérjék foszforilacioja és defoszforilacidja. A fehérje
foszforilaciot a protein kinazok a nukleozid-trifoszfatok (leggyakrabban ATP)
terminalis foszfatcsoportjanak kovalens kapcsolasaval katalizaljak szerin (Ser),
treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr) oldallancokon. A foszforil&cio reverzibilitasat a
protein foszfatdzok (PP) biztositjdk a fehérjékben észterkétéssel kapcsolddd
foszfatcsoportok hidrolizisével. Protein foszfataz katalitikus alegységet kb.150
gén kodol, ezek kozul mintegy 40 Ser/Thr specifikus protein foszfataz. A protein
kinazok statisztikai analizise alapjan szinte kizar6lagos Ser/Thr illetve Tyr
specificitas allapithatd meg. A protein foszfataz katalitikus alegységek viszonylag
kis szamat a katalitikus alegyégekkel holoenzimet alkoto és hozzajuk kapcsolodo
szabalyozo alegységek kompenzéljak. A szabalyozd alegységek a holoenzim
szubsztrat-specificitasat, valamint Kkatalitikus aktivitasat hatarozzak meg, a
katalitikus alegységhez €és a szubsztrathoz is kétddve az enzimeket kiilonbozo

szubcellularis kompartmentekhez iranyitjék.

1.2. A miozin foszfataz szerkezete, szubsztratjai és élettani
szerepe
A miozin foszfataz (MP) holoenzim egy Ser/Thr-specifikus protein

foszfataz-1 (PP1) enzim, amely heterotrimer szerkezetli. a defoszforilaciot
katalizal6 PP1cé katalitikus alegységbdl, egy 130/133 kDa molekulatomegii
szabalyozo alegységbdl (MYPT1) ¢és egy ismeretlen funkciojd 20 kDa
molekulatdmegi alegységbdl épiil fel. Els6ként azonositott szubsztratja a 20 kDa
molekulatomegli miozin konnyl lanc (MLC20), amelynek foszforilaciojat
kdvetden a miozin II kotddik az aktinhoz, €s az aktomiozin komplex kontrakciojat
indukalja, mig a MP altal t6rténd defoszforilacid elernyedést eredményez. Az
MLC20 foszforilaltsagi szintjét a Ca*/kalmodulin-fiiggd miozin kénny(i lanc
kinaz (MLCK) és a MP aktivitasa kozotti egyensuly hatdrozza meg. A MP egyéb

citoszkeletalis szubsztratjait is azonositottak, igy az ERM (ezrin, radixin, moezin),
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Tau és MAP2 fehérjéket is. Az enzim azonban nemcsak a simaizomban
expresszalodik, hanem a szervezet szamos szovetében expresszalodik, valtozatos
szubcellularis lokalizaciot mutat és ezzel tarsulva széleskorli sejtélettani
folyamatokat katalizal. A klasszikus citoszkeletalis szubsztratok mellett szdmos
mas fehérjét is azonositottak, igy a sejtciklus és a proliferacio szabalyozasat
meghatarozé retinoblasztéma és a merlin fehérjéket is. A miozin foszfataz altal
defoszforilalt szubsztratok foszforilaciojaért az esetek tobbségében a RhoA-
aktivalt kinaz (ROK) a felelds.

1.3. A miozin foszfataz szabalyozasa
A miozin foszfataz szabalyozédsanak egyik lehetseges modja a MYPT1

szabalyoz6 alegységének Ser és/vagy Thr oldallancokon torténd foszforilacidja.
Szamos foszforilaciods helyet azonositottak eddig a MYPT1 szekvencigjan beldil,
de kiemelt jelentéségii holoenzim aktivasbeli valtozast a Thr696 és Thr853
oldallancok foszforilacios szintjének valtozésa adja. A Thr696 és Thr853
oldallancok foszforilacioja a RhoA aktivalt protein kinaz (ROK) altal a holoenzim
gatlasat eredményezi. A ROK mellet szdmos egyéb kindz gatolja a miozin
foszfatazt a MYPT1 Thr696 oldallancan keresztil, igy a ZIPK, ILK, MDPK, Raf-
1 vagy PAK enzimek. Aktivald foszforilacios szabalyozasra pelda a cdc2 kinéz
altal mitozis soran torténd foszforilacié a Thr435 és/vagy Ser432 oldallancokon,
mely megndéveli a miozin foszfatdz miozin iranti affinitasat. Azonban a MYPT1
foszforilacidja a Serd45, Serd72 és Ser910 oldallancokon a foszfatdz gatlasat, a
miozin emelkedett foszforilaciojat és a sejtek tapadasanak gyengulését
eredményezik.

A MP holoenzim szabalyozdsa kolcsonhato fehérjével Kkialakitott
interakcion keresztul is megvalosulhat. Az inhibitor-1 (I-1) és inhibitor-2 (1-2)
kisméretli héstabil fehérjék a PP1-et gatlo fehérjéket, melyek a szabad PP1
katalitikus alegységhez kotddve csokkentik annak aktivitasat. Ezzel szemben a
CPI-17 fehérje nemcsak a PP1c katalitikus alegységet, hanem magat a MP
holoenzimet is képes gatolni foszforilacio fiiggé modon. A CPI-17 csalad masik
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tagja, a kinaz altal aktivalt PP1 inhibitor (KEPI) valamint a 32 kDa dopamin és
CAMP Altal szabalyozott foszfoprotein (DARP-32) szintén gatlo hatéssal birnak.
A 14-3-3B egy a citoszkeletalis atrendezddést eldsegitd fehérje, ami a MYPT1-
hez kapcsolddva csokkenti annak miozinhoz valo kotddését és a MP komplex

''''''

foszforilacidjahoz vezetve.

1.4. A smoothelin fehérjék és az SMTNL1 szerkezete és
funkciogja

A miozin foszfataz egyik lehetséges szabalyozd kdlcsdnhato fehérjéje a
smoothelin-szer(i 1 fehérje (SMTNLL1), amely a simaizomra jellemz6 smoothelin
(SMNT) fehérjecsalad tagja. melynek tovabbi tagjai a smoothelin A (SMTN-A)
és smoothelin B (SMTN-B) fehérjék, valamint a smoothelin-szerti 2 fehérje
ismeretlen funkcidju fehérje. Az SMTN-A fehérje egy 59 kDa molekulatomegii
rovid izoforma, mely a viscerélis simaizmokban expesszalddik, mig a 100 kDa
nagysagu hosszu izoforma, az SMTN-B az erek simaizomzatara jellemz6. Az
SMTN fehérjecsalad tagjai nagyfoka szekvencia homoldgiat mutatnak foként a
C-terminalis vég tekintetében, melyen egy 2-es tipusu kalponin homoldg (CH)
domén taldlhatd. Az SMTN-A és -B fehérjékkel ellentétben az SMTNL1 nem
képes az aktin kotésére. Ennek oka feltehetden az aktin-k6td domén/ek hidnya,
melyb6l az SMTN-B fehérjén kett6, mig az SMTN-A fehérjén egy talalhato,
illetve utobbiak tartalmaznak még egy-egy tropomiozin-kété motivumot is. Az
SMTNLI1 szintén képes kotdédni a tropomiozinhoz, mely eldsegiti a vékony
filamentumokhoz valé asszociacidjat a CH-domén és a rendezetlen N-terminalis
vegen keresztil. Az SMTNL1 CH-doménjének N-terminalis vége a ligandum
nélkiili kalmodulinnal (CaM) valé koélcsonhatasat teszi lehetévé, mig a Ca?*-
kotott kalmodulinhoz elsésorban egy masik, az Gn. Ca?*-CaM-koté doménen
keresztiil kapcsolddik. Az SMTNL1 Ser301 oldallancat ciklikus nukleotid fiiggd
protein kindzok (PKA/PKG) foszforilaljak, ami meghatarozo jelent6séggel bir a

fehérje funkcioi soran.



A szervezet fiziologias és patologias valtozasainak hatdsara a vazizomzat
jelentds valtozasokon megy keresztiil. Az izomrostok izotipusa, az 1 tipusu lassu,
a 2A tipusu gyors oxidativ és a 2B tipusu gyors glikolitikusabb rostok aranya
valtozik, amely kihatassal van az izomzat kontraktilis sajatsagai mellett a
szervezet anyagcsere folyamataira is. A MP a sima- és vazizomzat
kulcsfontossagu szabalyozo eleme, melynek aktivitasat szabalyozé egyik fehérje
a smoothelin-szerti 1 fehérje (SMTNLI1). Az SMTNLI1 részt vesz az izomzat
kontraktilitdsdnak szabalyozasaban, valamint azok fizioldgias stressz hatasara
hogy a vazizom adaptécios valtozasaival a MYPT1 és SMTNL1 expresszioja is
valtozott, amely nemtdl fliggd eltérést is mutatott, a MYPT1 expresszidjanak €s a
miozin foszfataz aktivitdsanak megkétszerezddését mutattuk ki a sziiletést kovetd
6-12. napokon Az SMTNL1 hianya vagy Ser301 oldallancon torténd
foszforilacja magasabb miozin foszfatdz aktivitdas kovetkeztében kialakuld
relaxaltabb fenotipust eredmenyezett, mely a foszforilalatlan SMTNL1 miozin
foszfatazt gatld hatasara enged kdvetkeztetni. Bizonyitottuk a MYPTL és a
SMTNL1 feherje-fehérje kolcsonhatasat is, amely mechanizmus altal az
SMTNLL1 gatolja a MP holoenzim aktivitasat. A PKA/PKG altali SMTNL1
Ser301 oldallancon torténd foszforilaciojanak hatasara az SMTNLI
transzlokacidjat mutattuk ki a sejtmagba, ami ezéltal a myptl gén expresszidjat
szabalyozza. Az SMTNLL1 expresszidja nem korlatozodik a vazizomra, hanem
megtalalhaté még simaizomban és szteroid hormonokra érzékeny szévetekben is.
Terhesség sordn a MP szerepet jatszik az anya vérnyomasanak és méhizomzat
kontraktilitdsdnak szabalyozasaban. A MYPT1 magasabb expresszidjat és a MP
fokozott aktivitasat mutattuk ki a meéh és a vaszkularis simaizomban a terhesseg
soran egér és human mintakon. A MYPTL1 expresszioja nemcsak terhesség
hatasara, hanem a SMTNLL1 fehérje hidnyaban is emelkedett, illetve a terhesseg
és a SMTNL1 hianyanak egyittes hatasara a MYPTL1 huszszorosan emelkedett

expresszidjat tapasztaltuk.



2. CEKITUZES

A MP széleskorti fiziologas szerepére utal, hogy a miozin II mellett szdmos
egyéb szubsztratjat azonositottak, illetve, hogy a MP szabalyozé alegysége, a
MYPTI valtozatos sejten beliili lokalizaciot mutat kiilonbozd sejttipusokban.
Munkacsoportunk kimutatta és jellemezte a MP egyik Uj szabalyoz6 elemét, a
MYPT1 alegységgel kdlcsonhatd SMTNL1 fehérjét. Ezek alapjan szerettiik volna
feltarni a MP diverz sejtélettani funkcioit és bonyolult szabalyozasi lehetdségeit
fiziologids és patologias folyamatokban. Fobb célkitlizéseink a kovetkezok
voltak:

e A MP agyszovetbeli lokalizacioja, de ismeretlen neurondlis funkcidja miatt
célul tliztiik ki a neurotranszmitter kibocsatasban betdltott szerepének leirasat,
kilonos tekintettel az exocitdzist kivaltd SNARE komplex elemeivel vald

kdlcsonhatasara neuroblasztéma, szinaptoszéma és agykérgi modelleken.

A MP sejtmagban bet6ltott szerepének tanulmanyozasa a MYPT1 sejtmagon
bellli pontos lokalizacidjanak és kélcsonhatd partnereinek meghatarozasaval
human  hepatokarcinbma  sejtekben, valamint a  génexpresszid

szabalyozésaban betoltott szerepének feltarasa.

A protein foszfataz-1 enzimek, és ezen beliil a MP szerepének vizsgalata a bor
homeosztazisanak fenntartasaban és a sebzarddas hatasara indukal6do

molekularis mechanizmusokban szabalyozasaban.

Az SMTNL1 mint transzkripcios kofaktor terhességben betdltott szerepének

vizsgalata a vazizomzat adaptacios folyamataiban.

Az SMTNL1 KO Aallatok reproduktiv fenotipusanak hatterében allo

molekularis mechanizusok felderitése az endometriumban.

Az SMTNL1 KO allatok inzulinrezisztens fenotipusanak hatterében allo

molekularis mechanizmusok megismerese.

A SMTNL1 fehérje szerepének meghatarozdsa hipertire6zisos betegek

vazizomzataban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejtvonalak és sejtkultira modellek

Kisérleteinkhez a kovetkezd sejtvonalakat hasznaltuk: human keratinocita
(HaCaT), B50 neuroblasztéma, HeLa, HepG2 hepatocellularis karcinoma, C2C12
egér mioblaszt, tsA201, valamint normal human epidermalis keratinocita (NHEK)
sejtek.

C2C12 differenciacié: C2C12 egér mioblasztokat foetalis borju szérumot (FBS)
tartalmaz6 DMEM médiumban tenyésztettik (37 °C, 5% CO2).
Differenciaciéhoz 2% ldszérumot, fenolvords nélkuli DMEM-et és 1000 mg/L

glukozt alkalmaztunk 6 napig.

Hipertiredzis modell: A médiumhoz 10 nM 3,3',5-trijod-tironint (T3) adagoltunk

a differenciacio 1. vagy 4. napjatol, mig a kontroll 1 nM T3-at kapott. A sejtek
morfologiai valtozasait fénymikroszkdp alatt figyeltik.

Inzulinrezisztencia modell: Differenciaciot kovetéen a sejtek tovabbi 3 napos

kezelésével alakitottunk ki inzulinrezisztencidt magas (25 mM) glukoz
jelenlétében, normal cukortartalmud (5.5 mM) médium szolgalt kontrollként. A
kezeleseket SMTNL1-t expresszalo vagy Ures vektorral transzfektalt sejtekre
egyarant alkalmaztuk.

Tenyésztés eés sejtlizis Tenyesztés: A sejtvonalakat FBS-t és L-glutamint
tartalmaz6 DMEM-médiumban, 37 °C-on es 5% CO2 mellett tenyésztettik. Az
NHEK sejtek esetében EpiLife médiumot hasznaltunk ndvekedési faktorokkal.
Lizis: A sejtlizishez RIPA- vagy Tris-Triton puffereket alkalmaztunk proteaz- és
foszfataz-inhibitor hozzaadasaval. A fehérjekoncentraciét a Pierce BCA Protein
Assay Kit segitségéevel hataroztuk meg.

Sejttenyesztés és transzfekcio A humén Kkeratinocita (HaCaT), a B50
neuroblasztdma, human hepatocellularis carcinoma (hepG2) és a tsA201 sejteket
10% borju szérumot (FBS), illetve 2 mM L-glutamint tartalmazé Dulbecco altal
modositott Eagle médiumban (DMEM), mig a normal human epidermalis



keratinocita (NHEK) sejteket EpiLife médiumban tenyésztettik. A human emld
adenokarcinoma (MCF-7) sejteket 2 mM L-glutamin, és 10% FBS tartalmu MEM
oldatban tenyésztettlk.

Geéncsendesités A HaCaT és B50 és hepG2 sejtek MYPT1 expresszidjanak es
Lipofectamine 2000 transzfekcios reagenshez siRNS-t adtunk, melyeket
elézetesen OptiMEM-ben higitottunk. Ezt a mixet 4 ora elteltével adtuk a
sejtekhez és tovabbi 44 oran keresztiil novesztettik Oket. Human ex vivo
borszovetben az siRNS-t és a Lipofectamine 2000-t Genoskin médiumban az ex
Vivo human boérszovetbe injektaltuk.

MTT sejtéletképességi vizsgalat A HaCaT, hepG2 és B50 sejteket inhibitoros
kezelése vagy 24 csendesitése utan a szérummentes DMEM-et, és MTT oldatot
pipettaztunk rajuk, a formazan zarvanyokat dimetil-szulfoxidban feloldottuk. A

szinintenzitast az abszorbancia 540 nm torténé detektalasaval hataroztuk meg.

3.2. Egér torzsek
Koléniak fenntartasa

Sebgydgyulési kisérletekhez 6-7 hetes him Balb/c egereket hasznaltunk. Az
egérkoldniak fenntartasa 19-25 °C homérsékletti, 35-75% relativ paratartalmu
kdrnyezetben tértént ad libitum etetéssel. Az allatkisérletek a Debreceni Egyetem
Munkahelyi  Allatkisérleti  Bizottsag ~ (DEMAB)  (9/2008/DEMAB,
7/2010/DEMAB, 6/2011/DEMAB, 5/2015/DEMAB) vagy a Duke University
Animal Care and Use Committee engedeélyével torténtek és megfeleltek az
allatokon veégzett kiserletekre vonatkozd hazai, eurdpai uniés és USA etikai
szabalyoknak és a Debreceni Egyetem Etikai Kodexnek. A terhességi
vizsgalatokhoz lavarge mddszert alkalmaztunk, ivarzo néstények ¢€s felndtt himek
parositasaval.

Reproduktiv fitnessz A smtnl1-/- kolonidk szaporodasi paramétereit tébb mint
1651 egyedre kiterjedden vizsgaltuk. Elemeztiik az embrionalis letalitast, az alom
méretét, a vemhességig eltelt 1d6t €s a vemhességek kozotti intervallumot.
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Sebgyogyulasi modellek Balb/c egerek dorzalis bérfeliiletén teljes vastagsagh
sebet ejtettiink. A sebeket 7 napon keresztil napi kétszer a PP1 és ROK szelektiv
inhibitordval kezeltik. A sebekrél késiilt felvételeket Image] programmal
elemeztik.

Intraperitonedlis Glukoztolerancia teszt Smtnll WT és KO vemhes és nem
vemhes allatokat 12 6ras ¢heztetést kovetden 2 mg/testsuly kg intraperitonealis
injekcioval kezeltik majd a vércukorszintet 120 percen keresztul kovettiik
nyomon Ascensia Breeze Blood Glucose Monitoriny System készilékkel.
Duolink PLA fehérje-fehérje kdlcsonhatési vizsgalat

Comprehensive Laboratory Animal Monitoring System (CLAMS) Normal tapon
tartott egereket anyagcsere paramétereinek vizsgalatara CLAMS-be helyeztlink
és 48 Ora étetés/24 ora koplalas/24 ora taplalasi periédusokkal monitoroztuk 4
napon keresztill. Az oxigénfogyasztas, a termelt szén-dioxid térfogata és a
légzescsere arany, a ho, a felhalmozott tapanyag- és folyadékmennyiség és az

allatok mozgasa 20 percenkent kerilt mérésre.

3.3. Szovetmintak
Human mintak A MYPT1 fehérje expressziojat human ex vivo bérszoveti

biopsziakban és m. sternohyoideus izmokbol szarmazd mintakban vizsgaltuk. A
bOrbdl vett mintak érett stratum corneummal ¢€s kiilonbozo sejttipusokkal birtak,
ezeket a Genoskin (Toulouse, Franciaorszag) szolgéltatta. A hipertire0zisos
donorok izommintait etikai engedéllyel (DEOEC RKEB/IKEB 3517-2011) és
irdsos beleegyezéssel gytjtottiik. A mintak zome 60 év alatti n6i donoroktol
szarmazott Graves-kor, struma nodosa vagy struma nodosa colloides diagnozis
mellett.

Human szovetek lizise A biopszidk homogenizalasa médositott RIPA pufferben
tortént (25 mM Tris, pH 7,6, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 1 mM
EDTA, DTT és protedzgatlok jelenlétében). A mintédk centrifugélasa utan a

felliliszo6t biokémiai mérésekhez hasznaltuk.
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Agyszeletek preparélasa és kezelése C3H egerekbdl perparalt agykéregbdl
Microm HM 650 V vibratommal 200 um vastagsagu szeleteket metszettink,
melyeket mesterséges cerebrospinalis folyadékba helyeztilk. Az agyszeletekhez
inhibitorokkal inkubaltuk majd 8 mM KCI-ot adtunk hozza. Az inzerteket egy
orara enyhe talnyomasos karbogén gazt tartalmazé kamraba helyeztik.
Szinaptoszoma prepardlas C3H egereket CO,-dal eutanizaltunk és
agypreparatumot keszitettink. Az agykérget homogenizaltuk, a fellluszot
Percoll-gradiens  (23-15-10-3%) tetejére mértik, és ultracentrifugaval
centrifugaltuk 32500 g-vel 5 percig 4 °C-on. A 10/15%-o0s, illetve a 15/23%-0s
fazisok hataran 1évo frakciokat centrifugaltuk és a pelletet Krebs-pufferben
reszuszpendaltuk.

Exocitozis esszé A szinaptoszomak membranjanak FM 2-10 festékkel torténd
feltéltését 30 mM KCI hozzdadasaval stimulaltuk. A pelletet Krebs-pufferben
reszuszpendaltuk, az exocitozist 30 mM KCI-dal valtottuk ki, a fluoreszcencia
intenzitas valtozasait pedig Fluoroskan FL készllekkel kovettiik nyomon.

3.4. Feherje analizisek
Western blot analizis. A fehérjéket poliakrilamid gelelektroforezissel

molekulatbmeg szerint elvalasztottuk, majd nitrocellul6z membranra
transzferaltuk. A membran szabad kotéhelyeit 5% marhaszérum-albumin (BSA)
oldattal blokkoltuk, majd a membrant egy ¢éjszakan at inkubaltuk az elsédleges
antitestekkel 4 °C-on és 2 oOran keresztil a masodlagos antitestekkel. Az
immunjeleket SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kittel
detektaltuk.

In vitro protein kindz esszé. 5 uM Flag-SNAP-25, Flag-PRMT5 vagy GST-
MYPTL1 feherjét 120 percig 30 °C-os vizfiirdében inkubaltunk 20 ng/ul ROK
enzimmel, 1 mM v-[®2P]JATP-vel és 1 uM mikrocisztin-LR protein foszfataz
inhibitorral. A reakciot forro 5x SDS-PAGE mintapuffer hozzaadasaval allitottuk
le. Poliakrilamid  gélelektroforézist kovetéen a  beépiilt foszfatot
autoradiogréafiaval detektaltuk.
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Protein foszfataz aktivitasméreési vizsgalat Az inhibitorokkal kezelt vagy siRNS-
sel transzfektalt sejteket a kezelések lejarta utan lizaltuk, majd a feltiliszdkat 0,1%
B-merkaptoetanolt tartalmazé 20 mM-os Tris-HCI pufferben higitottuk 1 pM 32P-
jelolt pulykaziza MLC20 szubsztrat jelenléteben. A reakciot 10% (V/V)
triklorecetsav (TCA) és 6 mg/ml BSA hozzdadasaval Aallitottuk le, és a
felszabadult radioaktivan jel6lt foszfatot szcintillacios szamlaléval hataroztuk
meg.

In vitro protein arginin metiltranszferaz kisérlet A ROK Aaltal foszforilalt, anti-
Flag gyongyokhoz kikotott Flag-PRMT5"  fehérjék  felhasznalasaval
metiltranszferaz kisérleteket végeztiink. S-adenozil-L-metionint és hiszton
fehérjékbol allo keveréket adtunk a reakcioelegyhez. A metiltranszferaz reakcid
rPP1co, Flag-MYPT1 vagy ezek keverékének jelenlétében vagy hianyaban ment
végbe.

Pull-down kiserletek A MYPT1l-el koélcsonhaté sejtmagi  fehérjék
meghatarozasahoz Flag-MYPT1 fehérjet kotottink anti-Flag M2 affinitas gélhez
és HepG2 sejtmagi frakciot és szinaptoszoma lizatumot adtunk hozza. A Flag-
MYPT1-et a hozza kotédott fehérjékkel Flag-peptid segitségével eludltuk, majd
SDS-gélelektroforézist kovetéen MS kompatibilis eziist-festéssel tettlik lathatova
a fehérjesavokat és tomegspekrometrias analizissel azonositottuk.

A Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios esszé. A Hela sejteket PFA/TBS
oldatban fixaltuk, és permeabilizaltuk. A mintakat elsddleges antitestekkel
inkubaltuk, a negativ kontroll csoportban elsddleges antitestet nem alkalmaztunk.
A Duolink PLA probat az els6dleges antitestekhez ligaltunk, majd az igy kifejl6do
fluoeszcens jeleket Opera Phoenix™ HCS mikroszkop segitsegével vizualizaltuk.
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SzOveti array elemzése 25 klinikai esetbdl szarmazé human majtumor és normal
szOvetmintat, valamint 15 tumoros sejtlizatumot triplikdtumban tartalmazé
SomaPlex fehérje microarray slide-okat elemeztiink 3% anti-phospho-PRMT578,
-phospho-MYPT1™° és -histone H2A, anti-PRMT5, - MYPT112%¢ ¢és
H2AR3me2s antitestek segitségével. A szoveti array slide-okat ECL eljarassal
detektaltuk.

Immunhisztokémia A human bdrszoveti metszeteket, egér és human
vazizomszoveteket €jszakan at inkubaltuk az elsddleges antitestekkel, majd
mosast kovetden masodlagos antitestekkel. Az immunjeleket 3,3’-diamino-
benzidin kromogén szubsztrattal hivtuk el6. Human rektalis abdominalis és egér
vazizom mintékat izopentannal fagyasztott metszeteken vizsgaltuk. A glikogént
Perjodsavas Schiff-festéssel tettiik lathatova. Az egérsebeket Masson és Goldner
maodszere szerint festettik.

Immunfluoreszcencia A sejteket 4% paraformaldehid/PBS oldattal (HaCaT,
hepG2) vagy felszallo etanol sorral (B50) fixaltuk, majd Triton X-100/PBS
oldattal permeabilizaltuk, 1% l6szérum vagy BSA/PBS oldataval blokkoltuk. Az
elsddleges antitesteket 1:250, a madasodlagos antitesteket és a Texas Red-X
phalloidint pedig 1:2000 aranyban alkalmaztuk éjszakan at. A sejtmagokat DAPI-
val festettik meg, és ProLong Gold Antifade médiummal fixaltuk. Az
immunjeleket Leica konfokéalis mikroszkdppal vizualizaltuk.

Immunprecipitacié Protein A-Sepharose (PAS) gyantahoz antitesteket kotottlink
ki, majd az el6tisztitott BS0 lizatumot illetve az smtnl1-/- WT és KO egér vazizom
kivonatot hozzdadtuk a PAS-antitest komplexekhez, és 4 °C-on 90 percig
inkubdltuk O6ket. Miutan az antitestekhez bekotddtek a megfeleld fehérjek, a
feluliszét eltavolitottuk, a gyantat pedig atmostuk 1x immunprecipitacios
pufferrel, illetve PBS-sel. A gyantat 100 °C-on 5 percig féztik 1x SDS-PAGE
mintapufferrel, és a mintakbol Western blotot végeztiink.

Fehérjetermeltetés és tisztitds Emlds tsA201 sejtekbe polietilénimin segitségével
Flag-SNAP-25 vagy Flag-KEPI fehérjét kodolé plazmidot juttattunk be. A
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sejteket a transzfekcio kezdete utdn 24 oréval lizaltuk és a termeltetett fehérjet
Anti-Flag M2 affinitasi géllel tisztitottuk. A kikotott fehérjéket 300 pg/ml Flag-
peptid/TBS-sel eludltuk.

Fellleti plazmon rezonancia (SPR) A PRMT5 és a SNAP25 fehérjék MYPT1-el
valo kolcsonhatasat SPR alapulod kotddési kisérletekkel tanulmanyoztuk Biacore
3000 készilék segitségével. CM5 szenzor chip felszinére GST-MYPT11-1004
GST-MYPT1667-1004 &5 His-MYPT11633 fehérjéket kotottiink ki. PRMT5 vagy
SNAP25 fehérjéket injektaltunk a felszinre kiilonb6zé toménységben, a
szenzorgrammokat a BlAevaluation 3.1 szoftver segitségével elemezve

meghataroztuk az asszociécios allandokat (Ka).

3.5. Sejthioldgiai technikak

Kaszpaz-3 aktivitasmérési vizsgalat A HaCaT sejteket konfluens allapotig
novesztettlik, 24 oran at szérum-éheztettik, inhibitorokkal kezeltik, lizaltuk, és
centrifugalas utan a feliliszohoz hozzaadtuk az Ac-DEVD-AMC szubsztratot. A
felszabadult fluoreszcens AMC-t intenzitasat 460 nm hullamhosszon mértuk.
Karcolasi (scratch) vizsgalat Konfluens HaCaT sejtekere Tecan Freedom EVO
150 geppel egyforma szeles karcoltot ejtettiink. Karcolds utan a sejteket
inhibitorokkal kezeltiik, majd 24 oOrén at novesztettik. A MYPT1 csendesités
esetében a sejteket siRNS-sel transzfektaltuk, majd 24 6raval karcoltuk.

Electric cell-substrate impedance sensing (ECIS) A HaCaT sejteket 8W10E ECIS
8 elektrodas tenyésztdedényben ndvesztettilk. 5 mA aramerdsségli és 60 kHz
frekvenciaju elektromos impulzust alkalmazva az elektrodok feliiletén kiégettik
a sejteket. A sejtréteg integritasanak helyreallasat az impedancia platd maximalis
értéke jelentette.

JULI™ valds idejii (real-time) sejtvizsgald késziilék HaCaT sejteket karcolat
ejtését kovetden 10% FBS/DMEM-ben tenyésztettiink, majd inhibitorokat adtunk
hozza. A MYPT1-csendesitett és a non-target siRNS-sel transzfektalt sejteket
megkarcoltuk és annak bendvését JuLI™ Br készilékkel vizsgaltuk 24 6ran
keresztul.
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3.6. Bioinformatikai elemzések
Microarray analizis Smtnll WT és KO vemhes és nem vemhes allatok vazizom

¢s méhizom mintdin €s az siIMYPT1 hepG2 sejtekbdl RNS preparaltunk és
MessageAmp Premier Kkittel jel6ltik. Affymetrix Mouse Genome 430 vagy
Human Affymetrix Mouse Genome 430 microarray elemzések az UD Genomed
Medical Genomic és a Duke University Microarray Facilityben késziiltek.

Statisztikai analizis A statisztikai analizist GraphPad Prism 6 programmal
vegeztuk el. A normalizalt adatok statisztikai kiértékelését parametrikus
0sszehasonlitasban két csoport esetén t-teszt, 2-nél tobb csoport esetén egyutas
ANOVA vagy Altaldnos linearis modell alkalmazasaval végeztik.

Varianciaanalizis soran Tukey-tesztet alkalmaztunk.

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

4.1.A miozin foszfatdz szerepe a neurotranszmitter-kibocsatas
szabalyozasaban
Kutatasaink célja az MP idegszdvetben bet6ltott funkciojanak mélyebb

kilondsen magas expresszios szinteket mutatva példaul a latopalyaban, a
kdzépagyban és mas specifikus agyi magcsoportokban. Elézetesen bizonyitottuk,
hogy az MP, illetve annak regulator alegysege, a MYPTL, jelen van az agykereg
szinaptoszémak preszinaptikus frakciojaban, és kolcsonhatasba [ép tdbb
szinaptikus fehérjével, peldaul a szinaptofizinnel, a SNAP-25-tel és a Rho-
kinazzal (ROK).

A neurotranszmitterek  vezikuldkbol  torténd  felszabaduldsanak
szabalyozésdban kritikus szerepet jatszanak foszforilacios és defoszforilacios
folyamatok. A vezikulak az aktiv zénaban dokkolédnak, majd a Ca?* bedramlésa
exocitdzist valt ki, amely soran a vezikulumok tartalma a szinaptikus résbe kerdil.
Ennek a folyamatnak alapvetd szerepldje a SNARE-komplex (Soluble N-

ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor), amely harom
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fehérjébol all: a szinaptobrevinbdl, a SNAP-25-b6l (Synaptosomal-associated
protein 25) és a szintaxinbdl. A neurotranszmitterek exocitdzisa szigoruan
szabalyozott folyamat, amely a SNARE fehérjekomplex Osszeszerelddésén ¢€s
miikodésén alapul, és az exocitozis soran a vezikula- és plazmamembran
faziojaért felelds. Az egyik kulcsfehérje, a SNAP-25, foszforilacidja kiemelten
fontos a vezikulumok” primingjaban”, azaz exocitozisra kész allapotba
hozésaban.

A preszinaptikus terminalisokban az MP lokalizaciojat immunhisztokémiai
és elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal terkepeztik fel. Kimutattuk, hogy az
enzim specifikusan feldusul az aktiv zénak kornyezetében, ahol kozvetlen
kdzelsegben talalhaté a SNARE komplexszel és a kalciumcsatornakkal. Ez a
térbeli elrendezddés lehetové teszi az MP szamara, hogy gyorsan és hatékonyan
szabalyozza a neurotranszmitter-kibocsatas folyamatat. A SNARE komplex
foszforilacios allapota meghatarozo jelent6ségli a neurotranszmitter-tartalmu
vezikulak exocitdzisaban. Kutatasaink soran kimutattuk, hogy az MP specifikusan
defoszforilalja a SNAP-25 Ser187 oldallancat. Ez a defoszforilacié kozvetlen
hatassal van a SNARE komplex 0sszeszerelddésének kinetikajara és stabilitasara.
Fehérje kotodési vizsgalataink kimutattak, hogy a SNAP-25 foszforilalt formaja
eldsegiti a SNARE komplex kialakulasat, mig a defoszforilalt forma stabilizalja a
mar kialakult komplexet.

Vizsgélataink soran megerdsitettiik, hogy a MP szabalyozd alegysége, a
MYPTL, és a ROK lokalizalhato mind a preszinaptikus terminalisokban, mind a
postszinaptikus sejttestekben patkany agykergi szinaptoszomakban és cochlearis
magban. A preszinaptikus fehérjek foszforilaciojanak szabalyozésara
alkalmaztunk PP1 és ROK specifikus inhibitorokat, példaul a tautomicetint
(TMC) és az Y27632-t. A TMC gétolta a depolarizacio altal kivaltott exocitozist,
mig az Y27632 ellentétes hatast valtott ki. Ez arra utalt, hogy a ROK és MP

koordinéltan szabalyozzak a preszinaptikus folyamatokat.
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Az MP aktivitasanak jelent6ségét a neurotranszmitter-kibocsatasban tobb
kisérletes megkdzelitéssel is igazoltuk. Elektrofiziologiai mérésekkel kimutattuk,
hogy az MP gatlasa fokozza a spontan neurotranszmitter-kibocsatast, amit a
miniatiir posztszinaptikus aramok frekvencidjanak novekedése jelez. Ez a hatas
specifikus az MP-re, mivel mas protein foszfatdzok gatlasa nem eredményezett
hasonlé véltozdsokat. Az MP aktivalasa ezzel szemben csokkentette a
neurotranszmitter-kibocsatast, ami arra utal, hogy az enzim aktivitasa és a
szinaptikus vezikuldk fazidja kdzott forditott 6sszefuggés all fenn.

Tomegspektrometrias vizsgalatok és koimmunoprecipitacio segitségevel
kimutattuk, hogy a MYPT1 fehérje szorosan kdlcsonhatésba lep a SNAP-25-tel.
A SNAP-25 Thr138 oldallancanak foszforilacidjat a ROK katalizélja, mig a
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1. abra A MP neurotranszmitter kibocsatasban bet6ltott szerepe. Az MP defoszforilalja a szintaxin Ser14 és
a SNAP-25 Thri38 oldallancait, ami fokozza a szinaptikus vezikulak beflizodését. A szinapszin Ser9
oldalldncénak foszforilacids szintje befolydsolja a szinaptikus tartalék vezikulakhoz vald affinitasat,
szabalyozva azok transzportjat az aktiv zonaba. A Tau Thr245 foszforilacioja-defoszforilacidja szabalyozza a
mikrotubulusok osszeszerelddését és a vezikuldk mozgésat.

defoszforilaciot az MP végzi. A SNAP-25 foszforilacié mertékét TMC vagy KEPI
(egy specifikus MP-géatlo) hasznalataval vizsgaltuk. A KEPI alkalmazéasa emelte
a SNAP-25 Thrl138 foszforilacidés szintjét, mikozben csokkentette a
neurotranszmitter-kibocsatas mértékét. Ez kdzvetlendl bizonyitotta a SNAP-25
defoszforil&cio és az exocitozis funkcionalis 0sszefiiggését. Az MP idegrendszeri
szerepet igazoltuk egér agyszeleteken, ahol a KCI-indukalt depolarizacio a
SNAP-25 Thr138 defoszforilaciojat eredményezte. A szinaptikus vezikuldk
ciklusdnak szabalyozasdban az MP tovabbi szubsztratokat is defoszforilal.
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Azonositottuk, hogy a szinapszin | fehérje, amely a vezikuldk aktin
citoszkeletonhoz valo kapcsolodasdban jatszik szerepet, szinten az MP
szubsztratja. A szinapszin | defoszforilacioja befolyasolja a vezikuldk mobilitasat
és a readily releasable pool (RRP) méretét. Konfokalis mikroszkopias
vizsgalataink azt mutattak, hogy az MP gatlasa néveli a mobilis vezikulak aranyat
és az RRP méretét, ami magyarazatot ad a fokozott neurotranszmitter-
kibocsatasra.

Eredményeinkb6l egyértelmiien lathatd, hogy az MP segiti az
ingeriiletatvivé anyagok felszabadulédsat azaltal, hogy defoszforilalja a SNAP-25
Thr138 oldallancanak foszforilalt formajat. A folyamat soran a ROK és MP
egymassal antagonisztikus modon szabalyozzak a SNARE-komplex miikodését
és a vezikulumok exocitozisat. Ezek alapjan a ROK/MP komplex a
neurotranszmitter-kibocsatas  egyik  alapvetd6  molekularis  szabalyozo

mechanizmusanak tekinthet6 (1. abra)

4.2. A miozin foszfataz szerepe a génexpresszio
szabalyozasaban

A MP sejtmagi funkcidinak feltdrdsa jelentdsen atformaélta az
enzimkomplexrdl alkotott képilinket. Mig korabban elsdsorban citoplazmatikus
szabalyoz6 enzimként tartottuk szamon, mara egyértelmiivé valt, hogy az MP
kulcsfontossagu szerepet jatszik a génexpresszid epigenetikai és transzkripcids
szintll szabalyozdsaban is. Kutatocsoportunk egyik legjelentésebb eredménye a
protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMT5) és az MP kozotti funkciondlis
kapcsolat feltardsa volt. A MP sejtmagi funkcidjanak tovabbi vizsgalatakor az
interaktdm elemzeése soran kimutattuk, hogy kdlcsénhatasba l1ép a metiloszoma
komplex tagjaival, koztik a PRMT5, MEP50 és PICIn fehérjékkel. A PRMT5
kulcsfontossdgu enzim az arginin szimmetrikus dimetilaciojaban, amellyel a
génexpressziot gatolja. APRMTD5, protein arginin metiltranszferaz, szimmetrikus
dimetilaciot katalizal kiilonbozd célfehérjeken, koztiik a hiszton fehérjéken is.

Konfokalis mikroszkopiaval igazoltuk a PRMT5 és MEP50 fehérjék

18



kolokalizaciojat a MYPT1 alegyseggel HepG2  sejtekben, amit
Immunprecipitacidos technikakkal is megerdsitettink. Az SPR  kotddési
kotédik, és ez a kolcsonhatés kritikus a PRMTS aktivitasdnak szabalyozasdban.
Proteomikai vizsgalataink soran azonositottuk, hogy a PRMT5 Thr80 oldallanca
reverzibilis foszforilacion megy keresztll. Foszfospecifikus —antitestek

alkalmazasaval eés tomegspektrometriai elemzéssel igazoltuk, hogy ez a

2. abra A PPM1B/MP/PRMT5/hiszton jelatviteli pdlya szerepe a daganatképzodésben

foszforilacios hely az MP specifikus szubsztratja. In vitro foszfataz assay-k
segitségével kimutattuk, hogy az MP rendkivil hatékonyan defoszforilalja ezt az
oldallacot. Ezalta a MP gatld hatast fejt ki az enzimre, és csokkenti a hisztonok
szimmetrikus dimetilaciojat.

A PRMTS5 Thr80 foszforilacids allapota jelentdésen befolyasolja annak
metiltranszferaz aktivitasat. Metilacios assay-k és western blot analizisek azt
mutattak, hogy a foszforilalt forma fokozott enzimaktivitassal rendelkezik. Az MP
altali defoszforilacio csokkenti a PRMTS5 katalitikus hatékonysagat, ami
kozvetlen hatdssal van a hiszton fehérjék metilacios mintazatara.

Immunprecipitacids kisérleteink feltartak, hogy az MP gétlasa jelentésen noveli a
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H4R3me2s és H3R8me2s modositasok globalis szintjét, ami altalaban
transzkripcids represszioval tarsul.

Kilénésen érdekes, hogy az MP-PRMT5 szabalyozési tengely kiemelt
jelentdséggel bir a tumorszuppresszor gének expresszidjdnak szabalyozasdban. A
MP génexpressziora gyakorolt hatasainak pontosabb megértése érdekében
microarray analizist végeztink, amely soran 2429 gén expressziojanak valtozasat
azonositottuk MYPTL1 csendesitett HepG2 sejtekben. Az elemzés soran kiderlt,
hogy a megvaltozott gének kozel 40%-a kapcsolatban all a daganatképzddés
folyamataival. Szamtalan tumorszupresszor gén, példaul a retinoblasztoma vagy
a c-Myc gén expresszidja jelentdsen csokkent a MYPT1 gatldsa hatasara. A
PRMT5 foszforilacidjanak szintje daganatos szdvetekben, kiléndsen
hepatocellularis karcinomaban és emlérakban, jelentds ndvekedést mutatott, ami
egyutt jart a hiszton H4 és H2A feherjék fokozott dimetilacidjaval. Ez azt jelzi,
hogy az MP aktivitasanak csokkenése hozzajarul a PRMTS5 tulzott aktivitasahoz
és ezaltal a tumorszupresszor gének elnyoméaséhoz (2. abra).

A csendesitési kiserletek mellett a nuklearis MYPTL interaktom elemzése
megvilégitotta, hogy az sejtmagi MP szabalyozasaban a Mg?"'Mn?* fiiggé protein
foszfataz 1B (PPM1B) kulcsszerepet jatszik. A PPM1B kolcsonhatdsaa MYPT1-
tel, kiléndsen a Thre96 gatlo foszforilacids hely defoszforilacidjaval, kdzvetlendl
hozzajarul a teljes MP aktivitas fenntartasahoz. A PPM1B inhibitoros vagy
mutans formajanak alkalmazédsaval a PRMT5 foszforilacidja és aktivitasa
novekedett, ami a tumorszupresszor gének expresszidjanak tovabbi
csOkkenéséhez vezetett. A Hela sejtekben vegzett vizsgalatok azt mutattak, hogy
a PPM1B gatlasa szignifikansan ndvelheti a PRMT5 aktivitasat és a hiszton H4
szimmetrikus dimetilaciéjat, mikézben csokkenti a tumorszupresszor geének,
példaul a retinoblasztéma feheérje expresszidjat. Ezzel szemben a PPM1B tulzott
expresszidja csokkentette a PRMT5 aktivitasat, gatolta a hiszton metilacidjat, és
novelte a tumorszupresszor gének aktivitasat. Eredmenyeink alatamasztjak, hogy
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a PPM1B szabalyozza az MP aktivitasat, amely a PRMTS5 foszforilaciojanak
gatlason keresztll tumorszuppresszor szerepet tolt be.

Osszefoglalva, az MP kulcsszerepet jatszik a  génexpresszio
szabalyozasaban, kuléndsen egyes daganatok kialakuldsanak géatlasaban. A
PPM1B foszfatdiz mint a jelatviteli Gtvonal upstream szabalyozdja szorosan
osszefligg az MP miikodésével, megakadalyozva a PRMTS aktivitdsat és a
hisztonfehérjek szimmetrikus dimetilaciojat. Az MP es PPM1B kdzponti szerepet
jatszik a tumorszupresszor gének szabalyozadsaban, igy potencidlis terapias

célpontként szolgélhat jovdbeli rakellenes kezelésekben.

4.3. A protein foszfatazok szerepe a bérszovet
homeosztazisaban

A borszovet, mint szervezetiink legnagyobb szerve, folyamatos
megujulasra és adaptaciora képes barrier rendszert alkot. Ebben a dinamikus
rendszerben a protein foszfatazok, kiilondsen az MP, 6sszetett szabalyozo szerepet
toltenek be. Kutatasaink soran részletesen feltartuk azokat a molekularis
mechanizmusokat, amelyeken keresztiil az MP befolyasolja a bdrsejtek
legkiilsd rétege, olyan mechanikai és kémiai gatat képez, amely védi a szervezetet
a kulvilag kéaros hatasaitol. Az epidermisz rétegei folyamatos megujulasi
folyamatokon mennek keresztil, mikdzben biztositjdk a  borszovet
homeosztazisat. Kiilonb6z6 stresszhatasok, példaul UV-sugarzas vagy sebek,
megszakithatjak ezt az egyensulyt, szovetkarosodast és barrierfunkcio-karosodast
okozva. A fehérjek reverzibilis foszforilacidja elengedhetetlen az epidermisz
homeosztazisahoz. Mig a kindzok szerepét széles korben vizsgaltak, a protein
foszfatazok mitkodése még kevésbé ismert ezen folyamatokban. Az UV-sugarzas
intenziv szovetkdrositd hatasa jol ismert: borpirt, égést, oregedést és rakos
elvaltozasokat okozhat. Az UVA-sugarzas, amely az UV-sugarzas 95%-at teszi Ki

a Foldon, ROS-képzddést indukal a sejtekben, lipid-, fehérje- és DNS-karosodast
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eléidézve. Vizsgalataink a PP1 és PP2A enzimek szerepére Osszpontositottak
UVA-sugarzas okozta sejtvalaszokban.

Kisérleteink soran HaCaT keratinocitakat kezeltiink tautomycinnel (TM), a
PP1 szelektiv inhibitoraval, valamint PP1c-csendesitést végeztiink. Az UVA-
sugarzas (10 J/cmz2 ddzis) csokkentette a sejtek tulélését, és a foszfataz aktivitas
30%-0s csokkenéset eredményezte. A PPlc-csendesités vagy TM-kezelés
jelentésen fokozta a sejtek érzékenységét az UVA-val szemben, mikdzben a PP2A
aktivitds valtozatlan maradt. Az UVA okozta PP1 gatlasért a ROS hatésara
oxidalodo cisztein- és fémion-kdzpontok felelnek, amelyek kdzvetlendl
blokkoljak az enzim katalitikus miikddését. Ezenkiviil 19 olyan gén expressziojat
azonositottuk, amelyek PP1-t6l fiiggben valtoztak UVA-sugarzas utan, koztik a
keratin1/10 és S100A8 kalciumkotd fehérjék génjeit. TM-kezelést kovetden
Balb/c egérbdrben az epidermisz jelentds megvastagodasat €s pigmentacids
zavarait figyeltik meg, kiléndsen UVA-val kombinalva.

Bizonyitottuk, hogy a MP szerepet jatszik a sebgyogyulas folyamataban is.
Okadansavval (PP2A inhibitora) és tautomycinnel kezelt HaCaT sejtvonalakban
azt tapasztaltuk, hogy a PP1 és PP2A géatlasa jelentOsen lassitotta a sebzarddast,
amit karcolasos eszékkel mutattunk ki. A PP1 gatlasa egerek borsériilési
modelljében teljes sebgyogyulasi defektust okozott. Ezzel szemben a ROK
MYPT1 specifikus csendesitésével, amely az MP szabalyozé alegysege, tovabb
vizsgaltuk a PP1 részveételét a sebgydgyulasban. AMYPT1 csendesitése gatolta a
keratinocitdk sejt-sejt kapcsolatait és megvaltoztatta az ECIS altal mert
barrierfunkciét. Sebgyogyulasi modellekben kimutattuk, hogy a MYPT1
csendesitése fokozta a keratinizacié kulcsenzimenek, a transzglutaminaz-1-nek
(TG1) az expressziojat. Mikozben a normal bérben a MYPT1 foként a bazalis
rétegben expresszalodik, a TG1 a felsdbb rétegekben, példaul a stratum

spinosumban és granulosumban taladlhaté meg. MYPT1-csendesitett ex vivo
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emberi bormintdk azt mutattdk, hogy a TGl expresszid eltolédasa a késoi
differenciaciot erdsiti.

Vizsgalataink megerdsitik, hogy a PP1 és az MP kiemelked? jelentdséggel
birnak az epidermélis homeosztazis fenntartasaban. Az UV-sugarzas és
sebgydgyulas altal kivaltott foszfoprotein mddositasok iranyitasaval a PP1
MP gétlasa jelentds epidermadlis zavarokhoz vezethet, ezért terapids célpontként
szolgalhat a sebgyodgyulassal 0sszefiiggd betegségek, példaul kronikus fekelyek
vagy fibrozis kezelésében.

4.4. Aterhesseqg altal indukalt izotipusvaltozast a
vazizomzatban az SMTNL1 szabalyozza

Az SMTNLL1 terhesség soran kifejtett hatasat, terhes es nem-terhes, WT és
KO smtnll egerekbdl szdrmazd vazizom mintakon vizsgaltuk. Az SMTNLI
expresszidja jelentdsen megemelkedett terhesség és alterhesség hatdsara a nem-
terhes egyedekhez viszonyitva, és az SMTNL1 Ser**! oldallancénak foszforilacié
3,5-szeres emelkedést mutatott ternesség hatasara. Ragcsald és huméan vazizom
mintak izomrost-tipizalasa soran a 2b tipusu glikolitikusabb izomrostok esetében
szignifikans emelkedést, mig a 2a tipusu oxidativabb rostok esetében tendencialis
csokkenést tapasztaltunk SMTNL1 hianyos egerekben terhesség hatasara. A
szOvetmintak immunhisztokémias elemzése alapjan elmondhatjuk, hogy vad
tipusi nem-terhes egerek vazizmaban az SMTNL1 expresszioja a 2a tipusu
rostokra korlatozddik, mig terhesség hatdsara mas, a 2a tipustol eltérd rostokban
is expresszalédik SMTNL1, mint példaul a 2a-2b atalakulas alatt allé 2x tipusu
izomrostokban. Terhesség és al-terhesség hatasara 15-20%-al megemelkedett a 2b
tipusu glikolitikusabb izomrostok szdma, mig nem volt hatdsuk az 1-es tipusu
oxidativabb izotipus szaméra. A 2a tipusu izomrostok indikatorakent ismert
MHC2a expresszioja csokkent, mig az MHC2b expresszié 20%-0s emelkedést
mutatott human vazizom mintadkban, mely a terhesség hatasara bekovetkezo

oxidativbol glikolitikusabb tipusba torténd atalakulast mutatja. A 2b tipust rostok
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szamanak ndvekedése mellet 24%-al emelkedett az izomrostok glikogén tartalma.
Ezen adatok tlkrében arra kovetkeztethetiink, hogy a terhesség soran az
vazizomzat oxidativbol glikolitikusabb tipusba torténd fenotipusvaltasa jatszodik
le, és hogy az SMTNL1 szabalyozo szerepet jatszhat ebben a folyamatban.

Az smtnll gén csendesitésének hatasara szdmos anyagcsere Utvonal és
jelatviteli palyahoz csatolt gének valtozd expresszioja mutathato ki, koztik az
inzulinrezisztenciara utald geének is, amelyet proteomikai elemzéssel is
alatamasztottunk. Az smtnll KO Allatok anyagcseréjiket tekintve kevésbé
hatékonyak, gliikoz intoleranciat mutatnak. A CLAMS vizsgalatok alapjan az
SMTNL1 KO allatok a sotétciklusban csokkent aktivitast mutattak. Az
oxigénfogyasztas (VO,) terhes allatok esetén alacsonyabb volt a nem-terhesekhez
képest, mig a terhes allatok mind a WT és a KO allatok eseten kisebb csdkkenést

mutattak a VO, értékekben €heztetés esetén. A légzéscsere arany (VCO./VOy;

RER) a terhes és nem-terhes KO allatok esetén egyarant csokkent. A KO allatok

3. &bra. Az SMTNL1 hatdsanak molekularis mechanizmusa. A citoszolban az SMTNL1 a miozin
foszfatdz (PP1c-MYPT1) MYPTL szabalyozo alegységéhez kozédve gatolja a holoenzim aktivitasat.
PKA/PKG enzimek &ltali foszforilacié hatdsara a sejtmagba transzlokalddik. A terhesség sorén a
megemelkedett szteroidhormon, a progeszteron (S) szintjére valaszul az SMTNL1 és a progeszteron

a PR-B aktivitasanak gatlasara szolgal; terhesség alatt azonban ez a gatlas feloldddik, ami eldsegiti a
metabolikus és kontraktilis fehérjék expresszidjat szabalyoz6 vazizom-specifikus gének aktivalodasat. Ez
az 6sszehangolt szabalyozas alkalmazkodik az anya fiziologiai allapotahoz.
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jelentésen emelkedett tapanyag eltolodasi értéket mutattak a WT kontrolljaikhoz
képest, amely arra utal, hogy a zsirsavakrdl a szénhidratfelhasznélas felé az
anyagcseréjuk. Bar a terhes KO allatok anyagcsereGtvonaluk eltolasara
hatékonyabban képesek, anyagcseréjik a fokozott szenhidrat felhasznalas miatt

mégis serllt, amely a terhesség soran fokozottabba valik (3. abra).

4.5. Az SMTNLL1 szerepe a vazizom inzulinerzékenyitésében
A vazizom jelent6s szerepet tolt be a gllik0z homeosztazis szabalyozasaban,

mivel fiziologiai korilmények kozoétt a bevitt glikoz nagy részét ez a szévet
tarolja. Az inzulin az inzulinreceptor (IR) aktivalasaval egy komplex jelatviteli
kaszkadot indit el, amelynek végén a GLUT4 fehérje transzlokéacioja biztositja a
glukozfelvételt a sejtekbe. A folyamat lényege, hogy az IR az IRS1
foszforiléciéjén keresztul aktivélja a PI3K-Akt Utvonalat, amely a GLUT4
inzulin hatékonysaganak csokkenését jelenti, amelyben a legfontosabb
mechanizmus az IRS1 szabalyozésanak felborulasa. Az IRS fehérjék pozitiv

(tirozin) és negativ (szerin) poszttranszlaciés modositasanak egyenstlya dontéen
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4, abra. Az SMTNLI inzulinértzékenyitd hatasa inzulinrezisztens C2C12 miotubulusokban. Az
SMTNL1 csokkenti az 0j tipusi PKCe gén expressziojat (nPKC), ami kdzvetlenul csokkenti a Ser318
fosszforilaciot és az ERK1/2 aktivitasanak gatlasaval csokkenti az IRS1 Ser612 foszforilaciojat is. A
Ser612 foszforildcié szabdlyozza a PI3K kotédését,és aktivalja a PI3K-Akt-mTOR (tvonalat.
Emellett az SMTNLI feltehetéen a DUSP7 kettés specificitdasii protein foszfatdiz kézremiikodésével
gatolja a JNK aktivitast, ami az IRS1 Ser307 foszforilaciojanak csokkenéséhez vezet. Az SMTNL1
eldsegiti a gliikozfelvételt az Akt és AMPK utvonalak aktivdlasaval, valamint a GLUT4
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meghatarozza az inzulinérzékenységet. Bar szamos tényezé hozzajarulhat az
IRS1 szerin kiilonbozd helyeken torténd foszforilaciojahoz (ERK, JINK és mTOR
aktivitasa révén), ezek kozos kovetkezménye az inzulin hatékonysaganak
csOkkentése és az inzulinrezisztencia kialakulasa.

Leirtuk,I hogy az SMTNL1 kulcsszerepet jatszik az inzulin jelatviteli
utvonal szabalyozésaban. Kisérleteink differencialt C2C12 miotubulusokon és
SMTNL1 KO egereken azt mutattak, hogy a progeszteron jelenlétében az
SMTNL1 képes csokkenteni az IRS1 szerin oldallancainak foszforilaciojat,
kilondsen Ser307, Ser318 és Ser612 helyeken. Ez a hatds a PI3K és az Akt
utvonal aktivalasat eredményezi, javitva ezzel az inzulin altal stimulalt
glikozfelvételt az inzulinrezisztens modellekben.

Az SMTNL1 gatolta az inzulinrezisztencia kialakulasa soran aktiv kinazok,
példaul az ERK1/2 és JNK aktivitdsat. Ezen utvonalak inaktivalasa
megakadalyozta az IRS1 foszforilacidjat, amely az inzulin szignalizacids kaszkad
blokkoléasat jelenti. SMTNL1-overexpresszacié hatasara a GLUT4 fehérje
expresszidja ndvekedett, és a gliikkoz anyagcserét mérd vizsgalatok szerint a sejtek
energiafelhasznalédsa is javult, kilondsen progeszteronnal egyitt. A glikolizist
méré ECAR- és OCAR-adatok szintén alatamasztottak a fokozott ATP-termelést
és a glikolizis helyreallitasat az SMTNL1 altal modositott sejtekben. Emellett az
SMTNL1 KO egerek inzulinjelatvitelben mutatott eltérései azt sugalljak, hogy az
SMTNL1 kritikus szerepet jatszik az inzulinérzékeny allapot fenntartasaban. Az
SMTNL1 hianya inzulinérzéketlenséget, glukozintoleranciat és csokkent
metabolikus hatékonysagot eredményezett, amelyet terhesség esetén az SMTNL1

jelenléte részben kompenzalt (4. abra).

4.6. Az SMTNL1 a progeszteron receptor kettds
hatdsmechanizmusu kofaktora

Az izomkontrakcio szabalyozasa mellett az SMTNL1 részt vesz a terhesség
soran bekovetkezo fizioldgias adaptacids mechanizmusokban is, mely a néi nemi

hormonokon keresztil valosul meg. Az SMTNLL in vivo és in vitro is szelektiven
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kotodott a progeszteron receptorhoz (PR) progeszteron hormon hatésara. Az
SMTNLI ligandumfiiggé kotdodése a PR-hoz az SMTNL1 1-230 amonisavat
tartalmazd régidja és a PR 1-722 régioja kozott alakult ki. Bar a, de nem elégséges
A hormonk6td régid meglétét kiemelt jelentdségilinek talaltuk a fehérjek kozotti
kolcsonhatas kialakuldsaban, de az emlds kéthibrid vizsgalatok alapjan ez nem
volt elégséges a stabil interakcid kialakulasdhoz. Az SMTNL1 koncentracio fiiggd
maodon gatolta a PR transzkripcids aktivitasat, és ehhez a progeszteronon kivil az
SMTNL1 Ser301 foszforilaciojat kivalté 8BrcAMP agonista is sziikséges volt. Ez

a terhesség sordn a Ser301 oldallancon torténd foszforilaciot kévetd SMTNLI

crer

LY aV4

egy Uj izmadaptacios mechanizmusra vilagitanak ra, ami egy a terhessegre adott
normadl, az anya szamara evolicios eldnyt jelentd, a magzat fejlodését €s védelmét

biztosito valasz.

4.7. Az SMTNLL1 szerepe a reproduktiv funkciokban

Az SMTNL1-nek nemcsak a vazizom fenotipusra és az
inzulinérzékenységre van hatasa, hanem kulcsszerepet jatszik a reproduktiv
folyamatok szabalyozasaban. SMTNL1 KO egereknél csokkent reproduktiv
képességet figyeltek meg: kevesebb utddszdmot, magasabb embrionalis
mortalitast és a vemhesség beinduldsanak késleltetését rogzitették. A terhessegi
folyamatokat is vizsgaltuk human endometrialis sejtekben és endometrium-
specifikus kortilmények kdzott. Az Ishikawa sejtvonalak modellként szolgaltak az
endometrium vizsgalatdhoz, kiilonb6z0 inzulinrezisztens koriilmények kozott. Az
SMTNL1 overexpresszidjat kovetéen a sejtek MUC-1 markerének, az
endometrialis differenciacio fontos fehérjéjének kifejez6dése novekedett,
kalonosen progeszteronnal kezelt sejtekben. Terhességi cukorbetegséget
szimul&lo magas glikoz- és inzulinkdrnyezetben az SMTNL1 képes volt részben
helyredllitani a sejtek differencidlédasat, amit morfoldgiai Vvaltozasok és
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molekularis markerek is alatdmasztottak. Az SMTNL1 csokkentette az
endometridlis sejtek migracids képességét a MYPTL1 utvonal szabalyozésaval.
Ezaltal gatolta a kontraktilis fehérjék talzott aktivitasat, amely a hamsejtek
integritasanak megdOrzéséhez sziikséges. A progeszteron jelenlétében az SMTNL1
fokozta az inzulinérzékenységet az IRS1 Gtvonal kozvetitésével, ami fokozott
glukozfelvételt és glikogén-raktarozast eredményezett az endometriumban.
Osszefoglalva, az SMTNL1 kulcsszerepet tolt be az inzulinérzékenység és
az energetikai homeosztazis fenntartasaban, kulondsen terhességgel vagy
inzulinrezisztenciat okozé allapotokkal 0sszefliggésben. A vazizomban az
SMTNL1 javitja a PI3K-Akt-GLUT4 tengely miikodését, mig az
endometriumban a sejtek differencidlodasat és glikozfelvételét tdmogatja. Az
SMTNLL1 terdpias célpontkent valé azonositasa tovabbi kutatdsokat tesz
indokoltta, kilonos tekintettel a terhességi rendellenességek, inzulinrezisztencia

és reproduktiv problémak kezelésere.

4.8. Az SMTNL1 szerepe a pajzsmirigyhormon altal indukalt
fiziologias és pathologias folyamatokban izomban

Az SMTNLI egy transzkripcids kofaktor, amely jelentds szerepet jatszik a
vazizom kiilonb6zé  stresszfaktorokhoz valo adaptécidjdban. Vizsgalati
eredményeink alatdmasztottdk, hogy hipertiredzis esetén a vazizom
rostosszetételében atalakuldsok figyelhetdk meg a MyHC expresszio
transzkripcids szabalyozasa révén. A hipertiredzis hatdsara a MyHC | rostok Ila
tipusuva, azok l11x, majd Ilb tipustvéa alakulnak, és ez az adaptacio elsésorban
szignifikdns meértékben csokkent MyHC lla expresszidban nyilvanul meg.
Tovabba, az SMTNL1 expresszidja dramaian csokkent hipertiredzis soran, amely
Osszefliggésben van az oxidativ rostok csokkenését és a glikolitikus fenotipus
fokozodasat eredményezd valtozasokkal. A gének globalis expresszios profiljanak
Osszehasonlitadsabdl az mTOR, AMPK, PI3K/Akt és MAPK jelatviteli

utvonalakat érintd jelentds kiilonbségeket tartunk fel, kiilonosen a kindzok

foszforilacios aktivitasaban. A hipertiredzis inzulinérzékenységet befolyasolo
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hatdsai kozott az IRS1 Ser307 és Ser612 oldallancok foszforilacidjanak
fokozodasat figyeltiik meg, amely az inzulin jelatvitel szuppressziojahoz vezetett.
A SMTNL1 overexpresszioja azonban képes volt visszaforditani ezt a hatést
azaltal, hogy csokkentette az IRS1 negativ foszforilaciojat és fokozta az inzulin

medialt glukdzfelvételt.

GENOMI HATAS FEJLODES ES
DIFFERENCIACIO

Ser307

INZULIN
REZISZTENCIA

Ts

NEM GENOMI
HATAS

5. abra: A SMTNLL1 szerepe a hyperthyreosisos vazizom anyagcseréjének szabalyozasaban. A
SMTNLI a kévetkez6 mechanizmusokon keresztiil képes a hyperthyreosis dltal indukalt
anyagcserevaltozasok megelézésére a vazizomban: 1) ellensulyozza a szuprafiziologias T3 altal
kivaltott glikolitikus iranyu eltolodast; 2) inzulinérzékenyité hatdsat a JNK gatlasén keresztll
fejti ki; 3) gatolja a T3 nem genomi Utvonalanak eredményeképpen aktivalodé ERK1/2-t a PKCo
expressziojanak szabalyozasan keresztil; 4) a HK Il enzim szabalyozasan keresztil a glikoz
foszforilacid és a glikolizis szabalyozdsaban is részt vesz és 5) szelektiven géatolja a TRa
expressziojat, amely a T3 fo effektora.

A MP és annak regulacidja kozponti szerepet jatszik a sejtek migraciojaban
¢s izomfejlodésében. Vizsgalati eredményeink alapjan az SMTNLI1 jelentdsen
befolyasolja az MP aktivitasat, és a SMTNL1 overexpresszioja gatolja a sejtek
migracios képességét a C2C12 mioblasztokban, A hipertire6zisos modellekben
vizsgaltuk a PPlcd fehérje MYPT1 és MYPT2 izoformakkal alkotott
komplexeinek expresszios és funkciondlis valtozésait. Eredményeink arra
utalnak, hogy a T3 kezelés a MYPT2 expressziojat folyamatosan névelte. A
SMTNL1 azonban inkdbb a MYPT1 foszforilaciojat eredmenyezte, ami
hozz4jarult a migracio gatlasahoz. A MP lehetséges szubsztratja az Na*/K* ATPaz

(NKA), amely a sejtek ion-homeosztazisanak fenntartasaban donté szerepet
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jatszik. A szuprafiziologias T3 kezelés fokozta az NKA expressziojat és gatld
foszforilacidjat, és SMTNL1 overexpresszioval kombinalva cstkkentette az
enzimaktivitast. Eredményeink alapjan az SMTNL1 és T3 szelektiven
szabalyozzak a mioblasztok és miotubulusok MYPT izoformait, valamint az
ezekhez kapcsolodd MP-komplexeken Kkeresztiil befolyasoljak a kiilonb6zé
metabolikus és mechanikai tulajdonsagokat (5. abra).

Osszegezve elmondhatd, hogy az SMTNL1 egy potencialis célpont a
hipertiredzis és az ahhoz kapcsoldédé izompatofiziologiai allapotok kezelésében.
Allitasunk azon alapul, hogy inzulinérzékenyitast okoz IRS1 negativ
foszforilaciojanak csokkentésével, ellenstulyozni a T3 hatasat, amely az
intracellularis metabolikus egyensuly helyreallitasat eredmenyezi. Az SMTNL1
célzott terapias lehetGségként hasznalhatd, akar mimikalo peptidként, akar
génexpresszid szintjén szabalyozva, amely hozzasegithet a hipertiredzisos
izomproblémak, peldaul inzulinrezisztencia és szarkopénia mérséklésehez. Ez a
megkozelités U] perspektivat kindl az izombetegségek patogenezisének eés

kezelésének megértéseben.
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5.AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

1. A miozin foszfatdz eldsegiti a bor normal homeosztazisanak fenntartasat és az
epidermalis sebgydgyulast. Hatasat a proliferacid és migracio aktivalasaval és
a differenciacio gatlasaval, valamint a transglutaminaz 1 expresszidjanak
szabalyozésaval az Akt jelatviteli Gtvonalon keresztul fejti ki.

2. Azonositottuk a miozin foszfatdz és a Rho A aktivalt kindz 0j neuronélis
szubsztratjait, a syntaxin, synapsin és SNAP-25 fehérjéket, valamint az ezeket
regulélo foszforilacios helyeket. Leirtuk, hogy a miozin foszfataz a SNAP25
Thr138 defoszforilacidjaval eldsegiti a neurotranszmitter kibocsatast ugy, hogy
egyarant fokozza a SNARE komplex kialakulasat és annak stabilitasat.

3. Amiozin foszfataz és a Rho A aktivalt kinaz a protein arginine metiltranszferaz
5 (PRMT5) Thr80 oldallancanak médositasa revén modulalja a hiszton fehéjék
génexpresszio-gatld arginin - metilacidjat, ami a tumorszuppresszorok
gatldsadhoz vezet. lgazoltuk a miozin foszfataz tumorgatlo szerepét, mivel azt
talaltuk, hogy gatlo foszforilacids helyének megemelkedett foszforilacidja
korrelalt a PRMTS5 aktivitasanak novekedésével és a kialakult tumorok
gradusaval valmint statuszaval human hepatocellularis karcindma modellben.
Igazoltuk, hogy a MP/PRMT5/hiszton onkogén jelpalya upstream regulatora a
PPM1B magnézium-ion fiiggé protein foszfatdz, ami az MP MYPTI
szabalyozo alegységet defoszforilalva gatolja a tumorigenezist.

4. Kimutattuk, hogy az SMTNL egy kett6s hatdsmechanizmusu fehérje. Egyreszt
a citoszolban a miozin foszfataz MYPT1 alegységéhez kotddve gatolja az MP
holoenzim aktivitasat. Masrészt PKA/PKG foszforilacié hatasara disszocial a
MYPTI alegységrdl és a sejtmagba transzlokaldédva a progeszteron receptor

transzkricios  kofaktoraként ligand-fiiggé modon szabalyozza egyes
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sejtmagreceptorok, kontraktilis fehérjék eés anyagcsere emzimek valamint a
myptl gén expressziojat.

. Jellemeztik az SMTNL1 fehérje fiziologids hatasait és (j izomadaptacios
utvonalakat irtunk le. Az SMTNL1 a vazizomzat terhességhez val6 adaptéciojat
is szabalyozza, ami a vértobblet és a magzat sulyanak hordozasara teszi képessé
az anyat, azonban patoldgias esetekben inzulinrezisztencia kialakulasahoz is
vezethet.

. Leirtuk az SMTNL1 gencsendesitett KO egértérzs reproduktiv fenotipusat,
amelyet csokkent fertilitas és megnovekedett embrionalis haldlozas jellemez;
illetve felismertink egy inzulinrezisztens fenotipust, amelyet az
izomadaptaciés folyamatok eredményekeént létrejott glikolitikus izomtipus
valtas okoz.

. Azonositottuk az SMTNL1 altal szabalyozott inzulin jelatviteli palya elemeit,
és bizonyitottuk, hogy az SMTNL1-nek a Ser/Thr protein kinazok és
foszfatazok expressziojanak modositadsan keresztiil inzulinérzékenyité hatésa
van a vazizomban.

. Bizonyitottuk, hogy az SMTNL1 tovabbitja az aktiv pajzsmirigyhormon altal
indukalt valtozdsokat a vazizomzatban. Az SMTNLL1 overexpresszidja a MP
enzim gatlasan keresztll szignifikdnsan lassitja a sejtek migraciojat, mig
elésegiti. A MP pajzsmirigyhormon ¢és SMTNLI1 altali gatlasdnak
koszonhetden az NKA pumpafehérje blokkolasat okozzd gatld foszforilacio
jelentés mértékben n6, ami hozzajarulhat a hipertiredzis soran tapasztalhato

izomgyengeség kialakulasahoz.
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