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Valaszok Dr. Homolya Laszl6 kérdéseire

Ezaton szeretném kifejezni halamat Dr. Homolya Laszlonak az MTA doktora értekezésemrol
készitett alapos, konstruktiv és minden részletre kiterjedo birdlataért. Koszondm a tdmogato
visszajelzéseket és az ¢épitd jellegh kritikai észrevételeket; ezek jelentés mértékben
hozzajarulnak az értekezésben bemutatott eredményeinek precizebb kontextusba

helyezéséhez.

1. Mivel az SMTNLI1 fehérje hasonlo sulyt kap az értekezésben, mint a miozin foszfataz,
véleményem szerint az elobbit is érdemes lett volna belefogalmazni a cimbe. Ugyan a két
fehérje kolcsonhat egymassal, de a dolgozatban az SMTNL 1-nek tobb, a miozin foszfataztol

fiiggetlen szabalyozo mechanizmusadt is megismerhettiik.
K0sz6ndm a megjegyzést.

2. Bar lehet, hogy a kivetkezd észrevételem izlés kérdése (és ,,az izlésrol nem lehet
vitatkozni”); szamomra egy kicsit szokatlan formdtumot valasztott a jelolt az értekezéshez.
Mindegyik eredmény alfejezet egy terjedelmes és részletes bevezetéssel indul, ami
rendkiviil konnyen kovethetové, olvasmanyossa teszi az disszertdciot, viszont sokszor a
konkrét eredményekbdl csak izelitot kap az olvaso. Sok izgalmas és érdekes eredmény csak
a szovegben keriil emlitésre (gyakorlatilag ,,data not shown”) vagy a disszertdcio alapjat
képezd sajit kozleményeket behivatkozva szerepel. Igy az olvasénak (birdlonak) marad az
a megoldas, hogy fellapozza a disszertacioban mellékelt publikaciot, és kikeresi az adott
eredmény dabrat. Sajndlatos modon az is elofordul, hogy az osszegzésben felsorolt legfobb
eredmények egyike-mdsika sem szerepel az értekezésben bemutatott dbrdan, csak a
szovegben. Ezek koziil a legszembetiindobb példa, hogy a célkitiizések kozott és az uj
eredmények felsorolasaban is szerepelt az SMTNLI fehérje a miozin-foszfatiz a MYPTI
alegységen keresztiili szabalyozdasa, valamint az SMTNL1 MYPTI-rol valo levdlasa és
magi transzlokdcioja a PKA/PKG foszforilacio hatdsdara. Ha ennek a szerkesztési modnak
terjedelmi korldtai voltak, véleményem szerint érdemesebb lett volna rovidebbre fogni az
eredmény fejezetben lévo bevezetoket, esetleg a modszertani részt tomorebbre venni — csak

meghivatkozva a publikalt metodikakat. Hasonloképpen szokatlan volt szamomra a

wFiiggelék” fejezet, ami gyakorlatilag a cikkekben mostandban szokdsos ,,Supplementary
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Material” funkcidjat latta el.

A disszertacio szerkezetére nincs részletesen kifejtett kovetelmény. Munkdamhoz az elmult
a Fiiggelékek, mind a részletezett abrak szamanal. A disszertacioban taglalt cikkek szdma
minimum 10, én 13-at foglaltam dssze. Elnézést kérek a Célkitlizésben megjelenitett, de végiil
nem targyalt pont miatt. Ez a disszertacio terjedelme miatt végiil a Bevezetésbe keriilt, és nem
keriilt kihtizasra a Célkitlizésekbdl. A modszerek egy része a felhasznalt cikkekben elészor
keriilt bevezetésre, emiatt tortént a leirasuk.

3. Az érdemi kérdéseim elott szintén szoba kell hozni, hogy sajndlatos modon az értekezés a
szokdsosnal sokkal tobb eliitést tartalmazott, ami nemcsak esztétikailag volt kifogdasolhato,
de olykor értelemzavaro is volt.

Ezekért elnézést kérek. Azota javitasra kertiltek.

A disszertacioval kapcsolatos szakmai jellegii kérdéseim:

4. A hepatocellularis karcinomak vizsgalatakor a Grade 2 és Stage I 11 esetekben nem ldtni
miozin foszfatas gatlast, viszont fokozodik a PRMTS5 aktivitas, ami nem jar a H2AR3
hiszton szimmetrikus dimetilaciojaval (16. abra). Milyen mechanizmussal magyarazhato
ez a jelenség?

A hepatocellularis carcinoma gradusa a daganatsejtek szovettani differencialtsagat mutatja,
ahol a 2-es fokozat kozepesen érett, mig a 3-as fokozat éretlenebb, gyorsabban osztodo és
agresszivabb sejteket jelent. A betegség stadiuma vagy statusza ezzel szemben a kiterjedést
jelzi: a 2-es stadium altaldban egy nagyobb vagy tobb kisebb gocot jelent erek érintettsége
nélkill, mig a 3-as stddiumban a daganat mar betdr a nagy erekbe, vagy raterjed a kdrnyezo
szdvetekre. Osszességében a gradus a daganatsejtek biologiai jellegét, mig a stddium a tumor
fizikai méretét és a szervezetben valo elterjedtségének sulyossagat hatdrozza meg.

A miozin foszfatdz (MP) gatlasdnak mechanizmusa a 3-as gradusban a RhoA/Rho A aktivalt
kinaz (ROCK) utvonal feler6sodésének kovetkezménye lehet. Leirtak mar, hogy a RhoA ¢és a
ROCK fokozott tulmiikddése jellemz6 3-as gradusu hepatocellularis karcindmaban [1, 2]. Ez a
folyamat a 2-es gradusban még kevésbé domindns, igy ott elméletileg a MP aktivabb
maradhatott. A masik magyardzat a MP specifikus CPI-17 inhibitor fehérjéjének gradusfiiggd
expresszioja, amely a daganatos transzformacio soran a emelkedett expresszids szintet mutatott
[3]. Ha a CPI-17 aktivalodik (foszforilalodik), rendkiviil erésen gatolja a MP [4]. Ez a gatlas

kulcsfontossagu a daganatsejtek mozgékonysagahoz és attétképzd képességéhez, ami a 3-as
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gradusu, rosszul differencialt sejtekre jellemzd. Szintén magyardzatul szolgalhat a MP-t
defoszforilalo PPM1B enzim expresszios szintjének jelentds csokkenése, ami vizsgalataink
szerint szintén a gradustol és statusztol fligg [5].

érdemes

Emellett megemlitent,

PPMI1B/MP/PRMT5/hiszton  jelatviteli

hogy 17 kiilonbozé daganatsejten vizsgalva a

palyat szamos eltérést tapasztaltunk. Bizonyos
daganatsejtekben a PRMTS aktivacidja nem annak Thr80 foszforilaciojan keresztiil torténik. 1,
Az egyik daganatcsoportban csak a hiszton szimmetrikus dimetilacids valtozasat tapasztaltuk.
Ennek magyarazata abban lehet, hogy a JAK2V617F konstitutivan aktivalt, mutans onkogén
tirozin-kindz mieloproliferativ neoplazmaban szenvedd betegben hiperfoszforildlta a PRMTS
enzimet a Try340 oldallancon. Ez megakadalyozta a metiloszoma komplex 1étrejottét, a MEP50
fehérje dokkolodasat, amely az enzim aktivitdsdnak jelentds valtozasat és a szimmetrikus
dimetilacio csokkenését okozta [6]. Ez a jelenség mehet végbe bizonyos leukémias sejtvonalak
esetén. 2, Szamos esetben talaltunk korrelacidt az altalunk leirt PPM1B/MP/PRMTS jelatviteli
Gtvonallal (pl. tiidédaganat, petefészekdaganat). 3, Erdekes modon a gyomordaganatban vagy
hagyholyag-karcinomédban egyediill a PPMIB csokkent expresszidjaval korrelalt a
daganatképzddés. A PPM1B génexpresszio szintli gatlasa vagy az elébb emlitett daganatokban
leirt- PPMI1B-t célz6- miR-186 emelkedett szintjével [7], vagy akar a TRIPM2S5 jelatviteli
palyajaval magyarazhat6. Ez utdbbi egy E3 ubiquitin ligdz, amely kotédik a PPM1B-hez, és
ubiquitinalja azt, amely a PPMI1B fehérje proteoszomalis degradacidhoz vezet gyomorrdk
sejtekben. Mivel a PPM1B normal esetben gatolna a sejtciklust (a CDK2 defoszforilalasaval), a

PPM1B csokkent expresszidja miatt a CDK2 aktiv marad. Ez felgyorsitja a sejtosztdédast (G1-S
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fazisdtmenet), ami a daganat névekedését eredményezi [8]. Szintén magyarazhatja a PPM1B

csokkent expressziojat egy masik proteoltikus degradacidos utvonal, amelyben a TGFf-

STAT3/Smad3 hatdsara indukalt PLEK2 (pleckstrin-2) is a PPM1B-hez koétédve ubiquitin-

fiiggd degradaciot okoz [9].

5. A 38. abran bemutatott mechanizmus szerint a SMTNLI stimulalja a PI3 kindzt. Milyen
kisérleti adat tamasztja ezt ala? Lehet-e tudni, hogy ez kozvetlen vagy kozvetett hatds?
Vajon a MYPT-nek és a miozin foszfatiznak van-e valamilyen szerepe ebben a
szabalyozasban?

Az SMTNLI1 kisérleti eredményeink alapjan fokozza a PI3 kinaz aktivitadsat és az ahhoz
kapcsolddo jelatviteli palyat. Az SMTNLI1 kulcsszerepet jatszik az inzulinérzékenység
fenntartasaban azaltal, hogy eldsegiti az inzulinreceptor-szubsztrat 1 (IRS-1) és a PI3K kozotti
kapcsolatot.  Ko-immunprecipitaciés  kisérletekkel — kimutattuk, hogy az SMTNLI
overexpresszioja inzulinrezisztens C2C12 sejtekben fokozza a PI3K p85 alegységének
kotddését az IRS-1-hez [10]. Szintén az SMTNLI overexpresszioja szignifikansan csokkentette
az IRS-1 molekula gatlo szeril-foszforilacioit (nevezetesen a Ser612 és Ser307 oldallancokon).
Ezen helyek foszforilacigja altalaban megakadalyozza a PI3K kotddését; az SMTNLI tehat a
gatlds feloldasaval stimuldlja az utvonalat. Az SMTNLI a PI3K downstream elemeire is
hatassal volt: n6tt az Akt (Protein Kinaz B) foszforilacidja és aktivitdsa is [10]. Emellett az
SMTNLI-hidanyos (KO) egerekben ¢és miotubulusokban csokkent PI3K-aktivitdst és
inzulinrezisztenciat figyeltiink meg [2].

Vizsgalataink alapjan a hatas kozvetett. Az SMTNL1 nem kozvetleniil a PI3K enzimhez
kotédve aktivalja azt, hanem egy Osszetett jelatviteli haloézaton keresztiil: az SMTNLI
csokkenti a PKCe (protein kinaz C epszilon) génexpressziojat €s aktivitasat. A PKCe
aktivitasanak csokkenése miatt mérséklédik az ERK1/2 és a JNK kinazok aktivitdsa. Mivel
ezek a kinazok felelések az IRS-1 gatld szerin-foszforilaciojaért, gatlasuk révén az IRS-1
kolcsonhatasba tud majd Iépni a PI3K-zal, fokozva az inzulin jelatvitelt. A MP inzulin
jelatvitelre kifejtett hatasa jelen pillanatban foly6 vizsgalataink targya. Az IRS1 két olyan Ser
foszforilacids hellyel rendelkezik, amelyeket a ROCK enzim foszforilal és az elézdekben
targyalt oldallancokkal ellentétben inzulinérzékenyitd hatastiak (IRS-1 Ser 616 és 635)[11]. A

MP feltételezésiink szerint ezeket az oldallancokat defoszforilalja.
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6. A 35. abra D panelén azt latszik, hogy az inzulin kezelés hatdasdara csokken az IRS1

expresszio; a tobbi panelen pedig az IRS1 kiilonbozd foszforilalt formadit lathatjuk. A
foszforilacios kaszkdadok vonatkozdsaban mindig felmeriil a kérdés, hogy egy adott
rendszerben a foszfo-protein abszolut mennyisége a meghatdarozo a dowstream események
tekintetében vagy a relativ foszforilaltsagi dallapota. A legtobb ilyen jellegii kozleményben
ez utobbi, szazalékos foszforilaltsagot bemutato dbrakkal taldlkozunk. Mi a jelolt
véleménye errdol? Hogyan értelmezhetok az IRSI-re vonatkozo eredmények ebben a

tekintetben? Nem vagyok biztos benne, de vajon hasonlo kérdés felmeriil-e a 46. dabran

bemutatott MYPT izoformdkkal, illetve a 47. dbrdan bemutatott a Na*/KT-ATPdzzal

kapcsolatban. Vagy ezekben az esetekben a foszfo-protein mennyisége szerepel egy relativ

skalan — az iires vektor/kezeletlen mintara normalizalva?

Kisérleteink soran nem volt médunkban DICE multiplex kvantitativ Western blot analizist
végezni (a technoldgia az intézetlinkben nem allt rendelkezésre), igy kvantitativ Western blot
analizist végeztiink. Itt a vizsgalt fehérje expressziojat legalabb egy/néhol kettd belsod
kontrollra/haztartasi géntermékre normalizaljuk. A foszforilacié esetén a foszforilalt sav
denzitas értékét (csak akkor, ha nem mutat szaturdciot), az adott fehérje denzitasaval osztjuk.
Természetesen mindezek eldtt levondsra keriil a membran hattér értéke. A relativ valtozast a
kontroll, kezeletlen minta hanyadosahoz viszonyitjuk. Amikor lehetdségilink van, “stripping és
probing” technikat alkalmazunk: el0szor a foszfo-jelet detektaljuk, majd a kérdéses fehérje
ellen termeltetett antitesttel inkubaljuk és hivjuk el6 a membrant. A foszforilalt format mindig
ugyanannak a fehérjének az Osszmennyiségéhez viszonyitjuk. Ez azért sziikséges, mert a
kezelések hatdsara nemcsak a foszforilaci6 mértéke valtozhat meg, hanem magéanak a
fehérjének a szintézise vagy lebomlésa is.

A 35. abran az inzulinrezisztencia egy érdekes, mar mas munkacsoport altal leirt jelensége
latszodik: az IRS1 fehérje expresszidja csokkent az inzulinrezisztencia modellben
proteoszémélis degradéci(') altal [12]. fgy az inzulinrezisztencia nemcsak a Ser oldallancok
fiiggetlen, az utobbit attdl fiiggé modon. Itt is az IRSl-re normalizaltuk az IRSI1
foszforilacigjat, és a relativ értékeket mutattuk. A 47. &brédn is igy végeztilk a normalizalast.
Ezen kisérletsorozatban a MYPTI1 expressziojanak csokkenése, ¢s a MYPTI1 gatld

foszforilacidjanak novekedése egyiittesen eredményezi a MP holoenzim gatlasat.
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7. 42. dabra jobb oldali panelén lathatjuk, hogy hipertireozisos biopsziakban jelentosen

csokken az SMTLI1 expresszioja. Milyen mechanizmus dllhat ennek hdtterében?
Az SMTNLI1, mint transzkripciés kofaktor, elsGsorban a progeszteron receptorokat
szabalyozza [36]. T3 jelenlétében nem ¢észleltiink fehérje-fehérje kolcsonhatast a
pajzsmirigyhormon receptorok (TRa/P) és az SMTNL1 kozott [13]; igy kizartuk annak
lehetdségét, hogy az SMTNLI1 a TR receptorok koregulacios komplexének tagja lenne. Human
euthyreoid és hyperthyreoid mintdkon végzett adatok azt mutattdk, hogy az emelkedett aktiv
pajzsmirigyhormon (T3) szint drasztikusan csokkentette az SMTNLI1 expresszidjat. Ezenkiviil
az SMTNLI1 expresszidja forditottan aranyos volt a T3-mal a C2C12 differencialdédas soran, de
a T3 csak a differencidlt miocitakban okozott szignifikins SMTNL1 expresszio csokkenést, ami
a differencidlt vazizommal Osszefiiggd mechanizmusra utal. A PKA aktivdlasa a TRa
expresszidjanak jelentds csokkenését eredményezte, kiilonsen az SMTNL1-et overexpresszalo
sejtekben, ami arra utal, hogy a SMTNLI1 PKA éltali foszforilacidja sejtmagi transzlokaciot
indukalt, és az SMTNLI ezaltal modosithatta a TRa expressziojat [14]. Az egyik lehetséges
magyarazat az SMTNLI1 hipertiredzisban 1év0 expresszios szint csdkkenésére, hogy a T3
szamos olyan protein kinazra képes nem-genomi aktivalo hatassal lenni, amelyek foszforilaljak
¢s aktivaljak a transzkripcios faktorokat, ami igy végiil transzkripcids szabalyozast eredményez
[15]. Emellett az SMTNLI1 promoterét megvizsgalva a GR, AP-1, RXR, MyoD ¢és ER
transzkripciés faktorok kotShelyeit azonositottdk, de a TR-ét nem [16]. Igy a masik
feltételezés, hogy TR indirekt modon szabalyozza az SMTNLI1 génexpressziojat. Irodalmi
adatok alapjan a TR az AP-1 komplexhez koétddve hormonfiiggd modon szabalyozza a
génexpressziot, anélkiil, hogy a DNS-hez kotodne. Ezt tamogatja megfigyelésiink, miszerint a
TRa expressziojanak csokkentését a SMTNLI taltermelése és a T3 kezelés is kivaltja, ami arra
utal, hogy a TR} az SMTNLI1 lehetséges transzkripcios szabalyozdja. A masik lehetdség, hogy
a MyoD kolcsonhatasba Iéphet az SMTNL1 expressziojat befolydsold TR-kal egy kiterjedt
,,szabalyozo6 racs” (regulatory lattice) formajaban, ahol kiilonbozd utvonalak kommunikalnak és

befolyasoljak egymast [17].
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8. A jelolt meggyozoen bemutatta, hogy az SMTLI overexpresszidja inzulinérzékenyito és

trijod tironinnal antagonizalé hatdssal bir, ami révén képes lehet a terhességi vagy a
hipertireozis kovetkezményeként kialakulo inzulinrezisztencia mérséklésére. Milyen
terdapias alkalmazas képzelheto el az SMTNLI vonatkozasban?

Munkacsoportunk a Richter Reprodukciés Halozaton beliil egy olyan Smoothelin-mimikélo
peptidet tervezett, amely a lehetd legrovidebb, még transzkripcids aktivitasra hatasos peptid. A
peptid nem kotddik a MP MYPT1 alegységéhez, igy nem moddositja a sejtek kontraktilis
funkcioéit. FEldzetes kisérleteink alapjan a peptid igéretes terdpias jelolt lehet az
inzulinrezisztenciaval Osszefliggd rendellenességek kezelésére. A PR-B aktivitas szelektiv
modulalasaval a peptid fokozza az inzulinérzékenységet. Ez a stratégia igéretes a
szovetspecifikus inzulinérzékenység fokozasara és esetlegesen a hipertiredzis esetén fellépd

szarkopénia kezelésére is.
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