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1. BEVEZETES

A poszttranszlacidos modositasok, példaul a fehérjék foszfat- és metilcsoporttal, lipidekkel,
illetve ubikvitinnel torténd konjugacidja, jelentdsen befolyasoljak a fehérjék biologiai miikodését.
Emiatt a modositasokat katalizalo enzimek gatlasa ¢és aktivaldsa, és az azok expresszidjat
szabalyozd egyéb faktorok szelektiv terapids célpontok lehetnek szamos betegség kezelése soran.
Munkénkban a reproduktiv betegségek, az inzulinrezisztencia, a hipertiredzis és a tumorképzddés
folyamatiban korosan eltolddott poszttranszldcids modositdsi mintdzatokat és az azok altal
kivaltott patobiokémiai folyamatokat vizsgalom biokémiai, molekularis bioldgiai és proteomikai
modszerekkel. Ismeretes, hogy a fehérjék reverzibils foszforilacidja kiilondsen fontos szerepet
jatszik a jelatviteli folyamatokban, és mar tobb, a foszforilaciot végzd kinazokat gatlo gyogyszer
keriilt az orvostudomany fegyvertaraba. Ezzel szemben a fehérjék defoszforilacigjat katalizalo
foszfatazokat célbavevd terapiak szdma ma még korlatozott, annak ellenére, hogy ezen enzimek
sokfélesége és szamos szabalyozd alegysége lehetdséget kinal a nagy specifitdsu beavatkozasra.
Ezért munkak soran elsésorban a miozin foszfataz (MP) holoenzim szerepét vizsgaltuk, illetve
érdeklodésiink kozéppontjaba. Az utobbi évtizedekben sziiletett 0j eredmények jelentdsen
kiszélesitettek a MP-zal kapcsolatos ismereteinket. Fény deriilt arra, hogy ez az enzim nemcsak a
simaizomban expresszalodik, hanem a szervezet megannyi szovetében is megtalalhato. Valtozatos
szubcellularis lokalizacioja lehetdvé teszi, hogy az izomdsszehtizodason kiviil szamos eddig még
kevésbé ismert sejtélettani folyamatban vegyen részt. Munkcsoportunk vizsgalatai alapjan
megallapithatd, hogy a MP és SMTNLI fehérjék egymassal egyiittmiikodve szertedgazo biologiai
folyamatban jatszanak meghatérozé szerepet. Ertekezésemben ezeket a jelatviteli folyamatokat
szeretném bemutatni az alapvetd molekularis mechanizmusoktdl az orvosi szempontbdl fontos

patofizioldgiai elvaltozasokig.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Poszttranszlacios modositasok funkcionalis diverzitisa
Az elmult néhany évtized kutatdsai alapjan vildgossa valt, hogy az emberi proteom

komplexitdsa tilmutat a human genomén. Mig a becslések szerint az emberi genom 20 000-25 000
fehérjét kodold gént tartalmaz, addig az emberi proteomban taldlhatd fehérjék szdma a
poszttranszlacios modositasok figyelembevételével ennek akar husszorosa is lehet [8]. A genomi
rekombinacio, az alternativ promotereken torténd transzkripcid, a transzkripceio eltérd terminacioja
¢s a transzkriptum alternativ szerkesztésén kiviil a komplexitast a genom szintjétdl a proteom
szintjéig a fehérjék poszttranszlacidos modositasai (PTM) még tovabb novelik [9]. A PTM-ek olyan
kémiai moddositasok, amelyek kulcsszerepet jatszanak a funkciondlis proteomikdban, mivel
szabalyozzadk az aktivitast, a lokalizacidt ¢és a kolcsonhatast méas biomolekulakkal, példaul
fehérjékkel, nukleinsavakkal, lipidekkel és kofaktorokkal.

Az emberi proteom dinamikus, szdmos ingerre reagdlva folyamatosan valtozik. Az
eukariota él61ények a poszttranszlacidos modositasokat nagyon gyakran alkalmazzak a sejtaktivitas
szabalyozasara. A PTM-ek kiilonb6zé aminosav-oldallancokon vagy a peptidkotéseken
kovetkeznek be, és leggyakrabban enzimatikus reakciok kozvetiti oket. Becslések szerint a
proteom 5%-a olyan enzimeket tartalmaz, amelyek tobb mint 200 féle poszttranszlaciés modositast
végeznek [10]. Sok fehérje képes Onmagat is modositani autokatalitikus domének, példaul
autokinaz €s autoprotolitikus domének segitségével [11].

A fehérje PTM-ek a mddositas jellegétdl fiiggden megfordithatok is lehetnek, igy példaul
a protein kindzok a fehérjéket specifikus aminosav-oldallancokon foszforilaljak, ami a katalitikus
aktivalas vagy inaktivalas gyakori fizioldgids mechanizmusa. Ezzel szemben a protein foszfatazok
hidrolizaljak a foszfatcsoportot, €és visszaforditjak a biologiai valtozast [12]. Ezzel ellentétben
példaul a peptidkotések proteolitikus hasitasa termodinamikailag kedvezd, irreverzibilis reakcio
[13]. Kovetkezésképpen a fehérjék poszttranszlacios modosulasainak elemzése kiillondsen fontos
a fiziologiai folyamatok és a koros elvaltozasok mint a szivbetegségek [14], a rdk [15], a
neurodegenerativ betegségek [16] €s a cukorbetegség [17] megértése szempontjabol. Bar a PTM-
ek jellemzése nagy kihivast jelent, elvitathatatlanul fontos betekintést nyujt az etiologiai

folyamatok hatterében all6 sejtfunkcidkba.



2.2. A fehérjék reverzibilis foszforilacioja

Az eukariota szervezetek legelterjedtebb szabalyozési mechanizmusa a fehérjék
foszforilacidja és defoszforilacidja. A foszforilaciot a protein kinazok katalizaljak, ugy hogy a
nukleozid-trifoszfatok (leggyakrabban ATP) termindlis foszfatcsoportjat kovalens kotéssel
hozzékapcsoljak a fehérjék szerin (Ser), treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr) oldallanhoz. A
foszforilacid6 megfordithatosdgat a protein foszfatazok (PP) biztositjdk a fehérjékben
észterkotéssel kapcsolodo foszfatcsoportok hidrolizisével. A fehérjékhez kotott foszfatcsoport
negativ toltése kiilonféle szerkezeti valtozasokat indukalhat, amelyek befolyasolhatjak a fehérje-
fehérje vagy a fehérje-ligandum kolcsonhatdsok erdsségét, a fehérje vizoldékonysagat és
membran-permeabilitasat, illetve a fehérje stabilitasat és biologiai aktivalasat. Egy adott célfehérje
foszforilaltsagat a kindzok ¢és a foszfatazok egyiittesen hatdrozzak meg ¢és ily modon kozdsen
szabalyozzak egyes jelatviteli utvonalak aktivalédasat vagy deaktivalddasat.

A protein kindzok szabalyozo szerepének elsé leirasa Edmond Fisher és Edward Krebs
nevéhez kothetd, akik 1955-ben felfedezték, hogy a glikogén lebontésa soran az inaktiv foszforilaz
b enzimet aktiv a formaba konvertald enzim nem mas, mint a foszforilaz kinaz. Késébb az 1960-
70-es években azonositottdk a cAMP és Ca®" masodlagos hirvivoket, amelyek hatisat a protein
kinazok aktivitdsanak valtozasaval hoztak osszefliggésbe. A glikogén szintézis és lebontas, a lipid-
¢és piruvat anyagcsere, valamint koleszterin bioszintézis szabalyozasaért egyértelmiien a fehérjék
foszforilacids valtozasait tették feleldssé [18]. Azonban egészen az 1970 évek végéig a folyamatok
reverzibilitasaért felelds protein foszfatazokat csak ,,haztartasi” segédenzimeknek tekintették. Az
attorés az 1980-as évek elején tortént, amikor a 35 kDa méretli protein foszfatdz katalitikus
alegységek tisztitasaval lehetévé valt a foszfatazok biokémiai és molekuldris szintii jellemzése.
Ezzel megkezdddott a foszfatdz-kutatds “aranykora”, amikor is szdmos human, gomba és ndvényi
foszfataz enzimet irtak le [12; 19; 20].

Az eukariota sejtekben fellehetd, kovalensen fehérjékhez kapcsolodd foszfatcsoportok
tobb mint 99%-a szerin (Ser) vagy treonin (Thr) aminosav oldallancon talalhato [21]. Ez a
mennyiségi tulsuly azonban nem jelenti azt, hogy a Tyr oldallanc foszforiladcidja nem jelentds,
ugyanis a Tyr kindzok alapvetd szerepet jatszanak a jelatvitel elinditasaban [22]. Mig az emberi
szervezetben talalhatd hozzavetdlegesen 450 protein kinaz katalitikus alegység egyetlen k6zos
Osre vezethetd vissza, a protein foszfatazok nagyon sokfélék, minden bizonnyal konvergens

evolucio révén alakultak ki. A humén protein foszfataz katalitikus alegységet kb.150 gén kodolja;
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ezek kozott mintegy 40 Ser/Thr specifikus protein foszfatdz talalhatd [23]. A protein foszfataz
katalitikus alegységek viszonylag kis szamat a katalitikus alegyégekkel holoenzimet alkoto
szabalyoz¢ alegységek kompenzéljak. Az foszfatdzok kombinatorikus természete nagyszamu
holoenzim kialakulasat eredményezi [24]. A szabalyozo alegységek a holoenzim szubsztrat-
specificitasat, valamint katalitikus aktivitdsat hatarozzdk meg, és a katalitikus alegységhez
kotdédvea holoenzimeket kiilonb6zd szubcellularis kompartmentekhez iranyitjak.

2.3. A protein foszfatazok osztalyozasa

A hdskorszakban, a 1980-as évek elején az eukaridta Ser/Thr protein foszfatdzokat a
tisztitott katalitikus alegységek enzimologiai sajatsagai alapjan két csoportba, 1-es és 2-es tipusba
osztottdk. Ezek szerint az I-tipusba tartoz6 PP1 foszfataz a foszforilaz kindz B alegységét
defoszforilalja, mig a 2-es tipust protein foszfatdizok (PP2A, PP2B, PP2C) elsdsorban az o
alegységet preferaljak [20]. Tovabbi osztalyozasat tett lehetévé a kis molekulatomegili hdstabil
inhibitorok iranti érzékenységiik: mig az inhibitor-1 (I-1) és inhibitor-2 (I-2) fehérjék, valamint a
heparin gatoljdk a PP1 enzimcsalad tagjait, addig ezek az anyagok a 2-es tipusi protein
foszfatazokra nem fejtenek ki jelentds gatlo hatast [25; 26]. Fémion igénylik szerint a 2-es tipusu
foszfatdzokat tovabbi harom alcsoportba soroltak: mig a PP2A aktivitdsdhoz nem igényel fémiont,
addig a PP2B — vagy mas néven a kalcineurin (CN) — Ca**/kalmodulin-fiiggé enzim, mig a PP2C
aktivitdsahoz Mg?'-ion sziikséges [20; 27]. A 2-es tipusu foszfatdzok az okadansavval szemben
mutatott érzékenységiik alapjan is elkiilonithetdk: ez a toxin a PP2A enzimcsalad tagjait
nanomoldris koncentracioban gatolja, mig szinte hatdstalan a PP2B enzimcsalad tagjainak
aktivitasara [28; 29]. Ez a kezdetleges osztalyozas még nem vehette figyelembe a katalitikus
meghatarozasa utan kideriilt, hogy a PP2A és a PP2B filogenetikailag sokkal kozelebb allnak a
PP1-hez, mint a PP2C enzimekhez [25] (1. dbra).

Tovabba a fentiekben leirt szempontrendszerek szerint nem besorolhaté tulajdonsagu
ujabb Ser/Thr specifikus protein foszfatdz enzimek felfedezése is sziikségessé tette az eredeti
osztalyozas feliilvizsgalatat [12]. Az els6 ilyen ,,4j tipust” protein foszfatdz a PPX volt, amely a
nevezéktanba PP4 néven kertilt be. A PPX 45%-ban hasonl6 a PP1-hez és 65%-ban a PP2A-hoz,
tehat filogenetikailag az utébbihoz all kozelebb [30]. A késObbiekben a PP5 [31], a PP6 [25] és a
PP7 [32] enzimcsaladokat is azonositottak és jellemezték [12]. A Ser/Thr specifikus protein
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foszfatazokat tehat filogenetikai szempontbdl két nagy csoportba sorolhatjuk, melyek két
kiilonbozo géncsalad tagjai [33].
Az ujabb Ser/Thr specifikus enzimek, illetve a Tyr-specifikus foszfatazok felfedezése utan

azt mondhatjuk, hogy a protein foszfatdzok 6 {6 csaladra bonthatok [18] (1. dbra).

PROTEIN FOSZFATAZOK

v N\

'Ed'l' hr-specifikus protein foszfatazok mpeclﬂkus protein foszfatazok

PP1 ECP1 NTransme:nbrFé?P PRL
P2 PP GGy MREalT ke
PP2B vagy

PP4 PPM1A

PP5 PPM1B

PP6 PPM1C)

PP7

1. abra. A protein foszfatizok csoportositdsa.
A foszfoprotein foszfatazok (PPP) csaladjanak tagjai aktiv centrumukban Fe**-Zn® ionokat
tartalmaznak, akarcsak a fémion-fligg6 foszfatazok (PPM) csaladtagjai. Az utobbiak azonban ezen
kiviil Mn** vagy Mg*" fémionokkal igényelnek az aktivitasukhoz. Az aszpartit foszfatizok aktiv
centrumdban egy DxDxT motivum taldlhaté [34]. A PPP csaladba soroljék a protein foszfatdz 1
(PP1), protein foszfatdz 2A (PP2A), kalcineurin (CN vagy PP2B), PP4, PP5, PP6 ¢és PP7
enzimeket, valamint a molekuléris biologiai moddszerekkel felismert ,,uj tipust” foszfatdzok
kiilonleges képviseldit [34] [35]. Ezek koziil kiemelkedden fontosak a PP1 és PP2A enzimek,
amelyek a sejtekben viszonylag nagy koncentracioban fordulnak el és szamos esszencidlis
biologiai folyamatot szabalyoznak. A Tyr-specifikus foszfatazok (PTP) csalddjanak tagjai aktiv
centrumukban Cys aminosavat tartalmaznak. A Tyr-specifikus foszfatazok kozé tartoznak a
protein tirozin foszfatazok (PTP), a Ser, Thr és Tyr oldallancokat is defoszforilalé ugynevezett

kettds specificitasu foszfatdzok (Dual Specificity Protein Phosphatase, DUSP), illetve a protein
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foszfatazokkal tavoli filogenetikai rokonsagban 4ll6 lipid foszfatazok (mint a PIP foszfatazok és
Phosphatase and Tensin homolog; PTEN) [36].

A PPM foszfatazokat ma PPM1 névvel jeldljiik, és izoformait nagybetiivel kiilonboztetjiik
meg (A, B, C, D stb.). Az emlésokben a PPM-foszfatdzoknak 20 izoformaja van, pl. PPMI1A,
PPMIB stb. A toxinok, (példaul OA, MC ¢és CLA) gatlasaval szembeni teljes rezisztencia és a
PPMI1A kristalyszerkezete megerdsitette, hogy ezek a foszfatdzok a PPP csaladtol eltérd, kiilon
fehérje szupercsaladot alkotnak [37]. A PPM-csalad tagjai konzervalt katalitikus régioval
rendelkeznek, amely a PPP enzimekhez hasonlo felépitésti [38]. A kiilonbdzd izoformak specifikus
régioi részt vehetnek a szubsztrat felismerésben ¢és/vagy a foszfatdzok funkcionalis
szabalyozasaban. Szamos kis molekulatomegli inhibitorukat jellemezték mar, de izoforma
szelektivitast mutatd inhibitort eddig nem taldltak. Ezek az inhibitorok az altaluk okozott karos
mellékhatasok miatt nem keriiltek terdpias haszndlatba. Legismertebb koziiliikk a Sanguinarine

(SNG), ami a PPM1A ¢s PPM1B potencialis gatloszere [39].

2.4. A protein foszfataz 1 holoenzimek szerkezete

2.4.1. A protein foszfataz 1 katalitikus alegysége
A protein foszfataz 1 (PP1) holoenzimek katalitikus alegységbdl (PP1c) és egy vagy tobb

szabalyozo alegységbdl allnak. A PP1c (35-38 kDa) az egyik legkonzervaltabb eukariota fehérje.
A PP1 a foszfohidrolazok olyan nagy szupercsalddjanak a tagja, amely mindharom nagy
filogenetikai csoportban (eubaktériumok, archedk és eukariotak) jelen van [40]. Az emldsdkben
harom PP1 katalitikus alegységet kddold gén van: PPlca, PPlcyés PP1cp/o [41]. A PPlcy
izoforménak két alternativ splicing-gal képz6d6 varidnsa ismeretes: a PP1cyi és a PP1cy2[19; 42;
43]. A PPlco—nak szintén két splice varidnsa van, a PP1cai és PP1can [44]. A variansok létezését
a human transzkripom szekvencia elemzése is alatimasztotta (Ensembl, ENSP0000176139). A
PPlcy: csak a tesztiszben és agyban expresszalodik, a tobbi izoforma minden szdvetekben
altalanosan el6fordul, de eltérd sejten beliili lokalizaciot mutat [45].

A PPlc szerkezetét a foszfat analég wolframattal [46], a mikrocisztin inhibitorral [47], a
glikogén-kotd alegység rovid peptidszakaszaval [48] ¢és a MYPT szabalyozo alegység N-
terminalis peptidjével [7] egyiitt kristalyositva Rtg diffrakcidval hataroztak meg. A fehérje N- és

C-terminalis szubdoménokra tagolhat6. Az N-szubdomén kompakt szerkezetti, Y-alaku katalitikus
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arka magaba foglalja az aktiv centrumot annak két esszencidlis fémionjaval egylitt. A katalitikus
arok harom aga, a C-terminalis, a hidrofob-, illetve a savas-arok koziil az utdbbi kettonek van
jelentdsége a szubsztratok kotésében. A PPlc izoformak aminosav szekvencidjanak hasonldsaga
kozel 90 %-os. A PP1 holoenzimek véltozatos szubsztratspecifitasa arra utal, hogy els6sorban a
szabalyozo alegységek azok, amelyek meghatarozzak a PP1 funkcidinak tag spektrumat (2. abra).

A PPIc katalitikus aktivitasat a hozza k6tddo inhibitor fehérjék mellett mikroorganizmusok
¢és rovarok altal termelt sejtpermeabilis toxinok is gatolhatjak. Ilyen példaul a mikrocisztin LR,
egy ciklikus hexapeptid, ami részben a két fémion altal kotott vizmolekulaval 1ép kapcsolatba,
valamint a hidroféb arokban kotddve lefedi a katalitikus centrumot is, és igy gatolja a
foszfoszubsztrat ktddését és hidrolizisét [49]. A mikrocisztin okozta gatlas irreverzibilis, ugyanis
a mikrocisztin kovalens kapcsolatot is létesit a katalitikus alegységgel, bar ez a kotés a gatlasnak
nem eléfeltétele. A poliéter okadansav (OA) a hidrofob arokhoz kotédik, és hidrogén-kotést alakit
ki a Tyr-272-vel, amely a katalitikus centrum része [50]. A PPP foszfatazokat gatlo toxinok kozott
emlithetk még a tautomicin (TM) [51], tautomicetin (TMC) [52], fostreicin, kalikulin A (CLA)
[53] és egyéb lipidoldékony inhibitor molekulak, igy a ciklosporin A (CsA) vagy FK506) [54],
amelyek szintén a sejtmembranon atdiffundéalva kiilonb6z6 specificitassal gatoljak az endogén
defoszforilacios folyamatokat [55]. Az OA csak nagy koncentracioban gatolja a CN-t, viszont
hatékony, de eltérd gatlo hatast fejt ki a PP2A-ra (IC50 ~ 0,2-0,3 nM) és a PP1-re (IC50~ 10- 100
nM) in vitro. A CN specifikus gatloszerei a CsA ¢és az FK506. A foszfatazgatlo toxinok bizonyos
koncentréci6 tartoméanyban sejtkulturdkban is alkalmasak lehetnek specifikus gatlas létrehozasara.
Igy pl. a sejtek 50 nM CLA vagy 1 uM TM kezelése a PP2A vagy a PP1 specifikus gatlasat okozza,
tehat ezzel a két foszfataz altal befolyasolt defoszforilacios folyamatok intracellularis szinten is

elkiilonithetdk [56].
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2. abra A PPI holoenzimek szerkezete. A PP 1 katalitikus doménjénel feliileti abrazoldsa (kozépen). A PP 1 aktiv
centruma két fémiont (piros gombok) tartalmaz, amely harom szubsztrarkoré arok Y alalit metszéspontjaban
helyezkedik el: a savas drok (A), a C-termindlis darok (C) és a hidrofob darok (H). Az v PPl-inhibitor fehérjék
(PIP) (iPIP) sargaval, a célra iranyito PIP fehérék (gPIP) kékkel, a szubsztratok pedig lilaval vannak abrdazolva.
A terdapias célok szempontjabol fontos kblesonhatdsi helyveket szines kérok abrazoljak. A hajlitott fekete nyilak a
szubsztrat defoszforildciojat jelzik. A PP1 felszini struktiraja PYMOL (www.pymol.com) segitségével késziilt. A
PIP-ek és a szubsztrdatok sematikusan helvezkednek el a PPl-en. PP1, protein-foszfatiz 1; PIP, PPl-¢l
interakcioban 1évé fehérje. Modositott Ferreira és mtsai [3]

2.4.2. A protein foszfataz 1 szabdlyozo alegységei

A PPlc taltermeltetése citotoxikus hatast ezért a szabad katalitikus alegység a sejtben
legfeljebb rovid ideig atmenetileg 1étezhet, sokkal inkabb kiilonb6z6 szabalyozo6 alegységekhez
kapcsolodva holoenzim formaban fordul el6. Eddig kdzel 200 szabalyozo alegységet irtak le, de a
human genom szekvencia elemzése alapjan még szamos tovabbi potencialis PP1-kotd fehérje
prediktalhato [40].

A protein kinazokkal 6sszehaonlitva a Ser/Thr protein foszfatdzok katalitikus doménjei
viszonylag alacsony specifitasuak, igy a protein kindzokkal ellentétben csak kismértékben képesek
arra, hogy konzenzus aminosavszekvencidk alapjan kossék meg a szubsztratokat. A PPlc

katakitikus alegység mukodését a szabalyozo elegységek célfehérjékkel valo kolcsonhatasa
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szabalyozza [24]. Ezek a szabalyozé alegységek az PPlc-vel kialakitott kdlcsonhatasuk révén
képesek a holoenzimet a sejt kiilonbozé régioiba lokalizalni és modositani annak
szubsztratspecificitasat [57]. Tovabba a PP1-specifikus gétlo fehérjék, mint példaul az Inhibitor-2
(I-2), kinase-enhanced protein phosphatase type 1 inhibitor (KEPI) [58] és a dopamine- and
cAMP-regulated neuronal phosphoprotein (DARPP-32), blokkoljak a PP1 aktiv centrumat [59;
60]. A legtobb PP1 szabalyozo fehérje és néhany PP1 szubsztrat egy elsdédleges PP1-kotd
motivumon, az RVXF motivumon keresztiil 1ép kolcsonhatasba a PPlc-vel, amely altalaban
megfelel a [K/R][K/R][V/I][x][F/W] konszenzus szekvencianak, ahol az x a Phe, Ile, Met, Tyr,
Asp vagy Pro kivételével barmely mas aminosavmaradék lehet [61; 62]. Bar az RVxF
kolcsonhatés sziikséges a szabalyozd fehérje kotddéséhez, kozvetleniil nem befolyasolja a PPlc
enzimatikus aktivitasat, mivel 20 A tivolsigra van az aktiv centrumtél. Ujabban tovabbi
szabalyoz6 alegység dokkolohelyeket is azonositottak, mint példaul a SILK és MyPhoNE
motivumok, amelyek szintén hozzajarulnak a PP1 aktivitdsanak és szubsztratspecificitdsanak
szabalyozasahoz [62].

A PP1 fiziologiai szubsztratjai a katalitikus alegységhez vald kotddésiik alapjan két
csoportba sorolhatok [24]. Egyes szubsztratok (pl. a tumorszuppresszor BRCA1) nagy affinitast
PP1-dokkoléhelyekkel rendelkeznek, és stabil heterodimer komplexeket alkotnak a foszfatazzal,
akar defoszforilalt allapotban is. Ezzel szemben mas szubsztratok (pl. glikogén-foszforilaz) csak
gyenge kolcsonhatast alakitanak ki a katalitikus alegységgel [63]. A szubsztratok hatékony in vivo
defoszforilaciéjahoz olyan PP1-kdlcsonhato fehérjékre (PIP) van sziikség, amelyek tovabbi
szubsztrat-dokkolohelyeket biztositanak, vagy novelik a helyi szubsztratkoncentraciot a foszfataz
adott kompartmenthez vald kotésével. Ezek alapjan a PP1 enzimek szubsztratspecificitdsa
egyértelmiien a foszfatazt dokkold motivumoktdl és az ezekhez kapcsolodo célzo alegységektol

fligg [64].
2.5. A miozin foszfataz

2.5.1. A miozin foszfataz szerkezete
A miozin foszfatdz (MP) holoenzim egy foszfo-Ser/Thr-specifikus foszfatdz, amely a

protein foszfataz-1 (PP1) enzimcsalad tagja. Heterotrimer szerkezetii: a defoszforilaciot katalizalo
PPlc B/6 katalitikus alegységbdl, egy 130/133 kDa molekulatomegii miozin foszfataz célra
iranyitd alegységbdl (myosin phosphatase targeting subunit, MYPT1) és egy jelenleg még
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ismeretlen funkcioja 20 kDa molekulatomegii alegységbdl épiil fel [65]. A miozin foszfatazt
eldszor Dario Alessi és munkatarsai izolaltak csirkezizabol, és igazoltak, hogy defoszforilalja a
késObb a miozin foszfatdzt sikeriilt tisztitani emlds szovetekbdl; sertés hugyholyagbdl [67] és
patkany aortabol is [68], tovabba kimutattak egy hosszabb (133 Da) és rovidebb (110-130 kDa)
MYPT]I izoforma létezését is. A miozin foszfataz nevezéktana a szakirodalomban nem egységes,
igy kiilonbozd roviditéseit ismerjiik, példaul MP, MLCP vagy PPIM. Emellett az enzimet
korabban M110-nek, myosin binding subunit-nak (MBS) és M130/M133-nak is nevezték [2]. Az
értekezésben a MP-t roviditést hasznalom, valamint a Human Genom Projekt nevezéktana szerint
a PP1cB/6 (PPP1CB) és a MYPT1 (PPP1R12A) roviditéseket alkalmazom a katalitikus alegység
¢és a 130-133 kDa 6 szabalyoz6 alegység elnevezésére. Megallapitast nyert, hogy a harom f6 PP1c
izoforma (a, B/9, y1) koziil az emlds sejtekben a MYPT1 kizarolag a PP1cf/6 izoformaval 1ép
kolcsonhatasba [69]. Azt is tudjuk, hogy a M20/21 alegység a MYPT1 C-terminalis régidjahoz
kotédik, €s nem befolyasolja a foszfataz aktivitasat [70]. A MYPTI regulétor alegység a MYPT
fehérjecsaladba tartozik, melynek tovabbi tagjai a MYPT2, a MYPT3, a 85 kDa molekulatomegii
miozin kotd alegység (MBSS5), illetve a TGFp altal gatolt membranasszocialt fehérje (TIMAP).
Ko6z06s jellemzdjiik, hogy N-terminalis régidojukban mindegyikiik tartalmazza a PP1c-koté RVxF
motivumot, majd ezt egy ankirin-ismétlddéskebdl allo régid koveti. A MYPTI1, MYPT2 és az
MBS85 C-terminalis végén egy leucin cipzart is hordoz, ami a dimerizacidban és a fehérje-fehérje
kolesonhatasok kialakitasadban jatszik szerepet [71].

Mivel a miozin foszfataz felépitésében a MYPT1 vesz részt, ezért ennek a fehérjének a
tartalmaz egy konszenzusos RVxF PP1c-k6té motivumot (K35VKF38), amely ugy tlinik, hogy
elengedhetetlen a MYPT1-PPlc kdlcsonhatas kialakitsaban [72]. Emellett tovabbi fehérje kotd
helyeket irtak le (ldsd 4. dbra); ezek az N-termindlis régioban a MYPT1!%!7" miozin foszfatiz N-
terminalis elemnek vagy MyPhoNE-nak nevezett motivum; az ankirin ismétl6do régio 1, 5, 6 és 7

eleme [7]; valamint a 301 és 511 aminosav maradékok kozotti savas régio(k) [73].
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A MYPTI regulétor alegység kotddése modositja a PP1cod szubsztrat-specificitasat és
aktivitasat. A MP holoenzim mintegy 10-15-sz6r nagyobb aktivitassal defoszforilalja a foszforilalt
miozint, mint a szabad katalitikus alegység (3. abra) [74].

PP1c3 MYPT1129°

C-terminalis

C-terminalis

Hidroféob

; N-terminalis
arok

C-terminalis (MYPT1 1

N-terminalis (MYPT1)

PP1c3-MYPT 11290
komplex

3. dbra. A PP1cS-MYPT'?*’ komplex elektrosztatikus felszin megjelenitése. Médositva [7]

2.5.2.A miozin foszfataz szubsztratjai és élettani szerepe
A miozin foszfatdz elsOként azonositott szubsztratja a 20 kDa molekulatomegii miozin

konnyti lanc (MLC20), amelynek foszforilaciojat kovetden a miozin 11 kotddik az aktinhoz, és igy
az aktomiozin komplex kontrakciojat indukdlja. Ezt ellenstlyozza a MP altal katalizalt
defoszforilaci6, ami elernyedéshez vezet [65]. Az MLC20 foszforilaltsdgi szintjét a
Ca?*/kalmodulin-fiiggé miozin konnyii lanc kinaz (MLCK) és a MP aktivitasai kozotti viszony
hatarozza meg (4. dbra). A MP tovabbi citoszkeletalis szubsztratjai az ERM (ezrin, radixin,
moezin), szerkezetileg rokon citoszkeletalis fehérjecsalad tagjai [75; 76], amelyek 6sszekotoként
miikddnek a transzmembran fehérjék és a citoszkeleton kdzott, és szamos sejtfunkciot téltenek be
a sejtadhézidban, a migracioban vagy a proliferacioban. Az inaktiv  ERM fehérjék zart
konformacioban a citoszolban talalhatdéak, de konzervalt treonin oldallancukon tOrténo

foszforilacigjuk (amit a Rho A-aktivalt kinaz (ROK) vagy PKC katalizal) indukélja a nyitott és

18



/ Izomkontrakcié\ 0 Citoszkeletéli;\ Sejtciklus Endothelialis
elemek szabalyozds barrier funkcio
M

Sejtproliferacio

fhssdolng

L . Adducin :
Miozin konnyii Moesin I;b
lanc Tau, Map2 P eNOS merlin
- AN / PLK1 ./

4. abra. Az MP szubsztratjai és élettani szerepiik. Polo-like kinase 1 (PLK1),; Retinoblasztoma fehérje
(pRb), endothelidlis nitrogén monoxid szintaz (eNOS)

aktiv konformaci6 kialakulasat, amely Ilehetévé teszi szamukra, hogy kotddjenek a
célmolekuldkhoz [77]. A mikrotubulusokhoz kapcsolodo fehérjék, a Tau és a MAP2 szintén
kolcsonhatasba 1épnek a ROK-zal és a MYPT1-gyel. Kimutattdk, hogy a MP defoszforilalja a
ROK-foszforilalt Tau fehérjét in vitro, ami azt sugallja, hogy az MP is szabalyozhatja a
mikrotubulus dinamikat [78] (5. dbra). Az is bizonyitast nyert, hogy a MP altal defoszforilalt
szubsztratok foszforilaciojaért az esetek tobbségében a ROK a felelés. A miozin és ERM
foszforilacid/defoszforilacio szamos simaizomhoz kotott folyamatot szabalyoz, igy a vaszkularis
tonust, a gasztrointesztindlis motilitast, horgdasztmat és a méhosszehuzodast is. Ezaltal szerepe
van a vaszkularis simaizom hiperkontraktilitisban, ami magas vérnyoméasban, koronarias gércsben
¢s kisagyi érgorcsben fejezddik ki [40; 79]. Az MP azonban nemcsak a simaizmokban, hanem a
szervezet szamos mas szovetében is expresszalddik, valtozatos szubcellularis lokalizaciot mutat
¢s ezzel tarsulva a sejtélettani folyamatok széles korét szabalyozza.

A MP egyik Gjonnan leirt szubsztratja az endothelidlis nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS).
Az eNOS ¢s a MYPT1 kolcsonhatasba 1€p az endotélsejtekben és ezaltal az eNOS a MP
szubsztratja. A MP az eNOS Thr497 oldallancat képes defoszforilalni. A MP gatlasa csokkentette
mind az endothélsejtek NO-termelését, mind a transzendothelidlis rezisztenciat (4. abra) [80].

A klasszikus citoszkeletalis szubsztratok mellett szamos mas szubsztratjat is azonositottak,
igy a sejtciklus €s a proliferaciod szabalyozasat meghatarozo retinoblasztoma fehérje (pRb), polo-
szerli kindz 1 (PLK1) és merlin fehérjéket is (4. abra). A MYPTI1 egyik figyelemreméltd
sejtciklus-fiiggd partnere a pRb tumorszuppresszor. Az alulfoszforilalt pRb ugy szabalyozza a
sejtciklust és a proliferaciot, hogy az E2F transzkripcids faktort megkoti, és az E2F-fiiggd gének
transzkripcidjat visszaszoritja. A ciklin-fliggé kinazok hiperfoszforilaljdk az pRb-t, ami eldsegiti

a sejtciklus progresszidjat. Ismeretes, hogy a PP1 és/vagy PP2A foszfatazok felelések a pRb
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defoszforilaciojaért és reaktivalasaért [81]. Leukémids sejtekben a MYPT1-et a foszforilalt pRb-
re hatd PP1-et célra iranyit6 alegységként azonositottak [82]. Egy masik tanulmanyban a MYPT]1
overexpresszidja a pRb foszforilaciojanak csokkenését eredményezte a Ser807/811 oldallancokon,
ami arra utal, hogy az MP mas szabalyozo helyen is modulalhatja a pRb aktivitasat [83].

Az MP a polo-szeri kindz 1 (PLK1) defoszforilalasdval a mitozis folyamatat is
szabalyozza. A PLK1 egy Ser/Thr kindz, amely szdmos mitotikus eseményt irdnyit, beleértve a
G2/M atmenetet, a centroszOmak érését, a mitotikus orso-Osszeszerelést, a kromatidak
MYPTI1 és a PLK1 a centromereken ¢és a kinetokorokon l1épnek egymassal kdlcsonhatasba [84].
Kimutattdk, hogy a MYPT1 alegység a PLK1 térbeli és iddbeli koordinacidjaval hozzéjarul a
mitotikus progresszi6 szabalyozasahoz [85].

Az NF2 tumorszuppresszor géntermék, a merlin is a MP szubsztratja. A merlinnek az
ERM-csalad fehérjéihez hasonld a szerkeszete, de szabdlyozasa azokkal ellentétes: a foszforilalt
merlin inaktiv, mig a defoszforilalt forma aktiv [86]. Tobb mechanizmuson keresztiil is gatolja a
sejtproliferaciot, anti-mitogén jelatvitelt indit el és gatolja az onkogén génexpressziot. Az MP a
a MP a merlin defoszforilacidjat €s aktivalodasat kozvetitd oxidativ stressz hatdsara aktivalodik,

¢s ezaltal modulalja a Hippo jelatviteli utvonalat a kardiomiocitdkban [88].

2.5.3. A miozin foszfatdz szabdlyozdsa
A miozin foszfatdz szabalyozéasanak egyik lehetséges modja a MYPT1 alegységének Ser

¢s/vagy Thr oldallancokon torténd foszforiladcidja. Szamos foszforilacios helyet azonositottak
eddig a MYPTI1 szekvencidjan beliil, de a foszfataz aktivas valtozast szemponjabdl a Thr696 és
Thr853 oldallancok foszforilacidja a legjelenetdsebb (5. dbra).

A Thr696 ¢és Thr853 oldallancok RhoA aktivalt protein kinaz éltal katalizalt foszforilacidja
a holoenzim gatlasat eredményezi [89]. A ROK mellett szamos mas kinaz gatolja a miozin
foszfatazt a MYPT1 Thr696 oldallancanak foszforilacidjaval, igy a leucin cipzar motivummal
kolesonhatd protein kindz (ZIPK), az integrinhez kotott kindz (ILK)[65], a miotonusos disztrofia
protein kinaz, a Raf-1 [90] és a p21-aktivalt protein kinaz enzimek [71]. A MYPT1 Thr696Ala és
Thr853Ala muténsait felhasznalva azt is megallapitottdk, hogy a Thr696 vagy Thr853
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5. abra. Az MP szerkezete és szabdlyozdsa. Az abra felsé része a MYPTI fobb szerkezeti régioit és a PPIc-
vel valamint az M20/21alegyszéggel valo kolcsonhatasat abrazolja. Az also rész az MP gatlasat mutatja a
MYPTI szabalyozo alegységének Thr696 és Thr853 oldallancokon torténd foszforilaciojaval -(jobbra).
Alul a foszforilalt CPI-17 okozta gatlas sémdja is lathato (balra). Az MP-aktivitas foszforildaciotol fiiggo
szabalyozasanak tovabbi részleteit lasd a szovegben.[2]

Thré95 Thr853

Inaktiv

foszforilacigja okozza a PPlc gatlasat [91]. A jelenleg elfogadott hipotézis szerint ezeknek a
helyeknek a foszforilacidja olyan szerkezeti elmozdulast idéz elé a MYPT1-ben, amely lehet6vé
teszi, hogy a MYPT1-ben talalhatdé gatld foszforilacios peptid kolcsonhatasba 1épjen a PPlc
szubsztratkotd arkaval és katalitikus centumaval (5. dbra). Ezeket a konformacios valtozasokat
elésegitheti a MYPT1 C-terminalis régioinak feltételezett, részben rendezetlen szerkezete.

A cdc2 kinaz foszforilalja a MYPT1 Thr435 és/vagy Ser432 oldallancat, ami megndveli a
MP miozin iranti affinitasat [2]. Ezzel szemben a MYPT1 Serd45, Ser472 és Ser910 oldallancokon
a foszfataz gatlasat, a miozin emelkedett foszforilaciojat és a sejtek tapadasanak gyengiilését
eredményezi. A mar ismertetett Thr696 ¢és Thr853 gatld foszforilacids helyek elétt talalhatd a
Ser695 ¢és a Ser852 oldallancok is foszforilalhatok a cAMP- és cGMP-fliggd protein kindzokkal
(PKA ¢s PKG). A PKA vagy PKG-fliggd Ser695 foszforilacié gatolja a Thr696 foszforilacidjat
ROK, vagy mas MYPT1 kinaz altal, megakadalyozva ezzel a MP gatlasat [92]. Fontos kérdés az

13

MP szabalyozasaval kapcsolatban annak reverzibilitasa. Igy pl. a gatlas “visszaforditdsaban”
MYPTI foszfatdzoknak van szerepe, ¢és szdmos kozlemény bizonyitotta, hogy az izolalt PPlc,
PP2A katalitikus alegység (PP2Ac), a PP2A holoenzimek és a PP2B is részt vehet a foszfo-Thr696

¢s -Thr853 defoszforilaciojaban [80; 93] (5. dbra).
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A MP holoenzim szabalyozasa kdlcsonhato fehérjékkel kialakitott kapcsolaton keresztiil is
megvaldsulhat. Az inhibitor-1 (I-1) és inhibitor-2 (I-2) kisméretii, PP1-et gatld hdstabil fehérjék,
amelyek a szabad PP1 katalitikus alegységhez kotddve csokkentik annak aktivitadsat, de a
holoenzimeket csak kisebb mértékben gatoljak. Ezzel szemben a 17 kDa (CPI-17) C-kinaz-fiiggd
foszfataz inhibitora (CPI-17) nagy hatékonysaggal gatolhatja mind a PP1c, mind az MP (PPlc-
MYPT1 komplex) aktivitasat, és bar nem tartalmaz kanonikus PP1c-k6td motivumot, a PP1c-vel
¢s a MYPT1-gyel is szoros interakciot hoz létre [94]. A CPI-17 csaldd masik tagja, a C kinaz altal
aktivalt PP1 inhibitor (KEPI), hasonl6 gatlo hatassal bir. A KEPI egyarant gatolja A PPlc-t és a
MP-t [56], valamint gatlo hatasat az MP-re THP-1 sejtekben is leirtak [93]. Egyéb CPI-17
csaladtagok: a foszfatdz holoenzim inhibitor-1 és -2 (PHI-1 és -2) és a gyomor-bél-és agy-
specifikus PP1 inhibitor (GBPI), amelyek PP1c-kdtd RVxF motivumot tartalmaznak, és gatld
foszforilacids szekvencidjuk nagymértékii hasonlésagot mutat a CPI-17-hez [27]. A 14-3-33
citoszkeletalis atrendezddést eldsegitd fehérje, a MYPTI-hez kapcsolédva csokkenti annak
konnyti lanc fokozott foszforilacidjahoz vezet. A telokin MYPT1 kolcsonhato fehérje aktivalja az
MP-t anélkiil, hogy megvaltoztatnd a MYPT1 Thr696 vagy Thr853 oldallancok foszforilaciojat
[95]. A telokin egy 17 kDa fehérje, amely a miozin konnytilanc-kindz C-terminalis doménjét
tartalmazza [96], és a fazisos simaizmokban nagymértékben expresszalodik [97]. A telokinnak
nincs kinédz aktivitasa, és a MP-t aktivald6 mechanizmusa még nem ismert. A tumorszuppresszor
prosztata apoptozisvalasz (Par-4) fehérjérdl szintén kidertilt, hogy fokozza a MP aktivitasat.
Errendszeri simaizomsejtekben a Par-4 kolokalizalodik az aktin filamentumokkal [98], és
kozvetleniil kotédik a MYPTI1-hez. A Par-4 fehérjével kialakitott kapcsolat gatolja a ZIPK
hozzaféréséta MYPT1 gatl6 foszforilacios helyeihez, igy aktiv allapotban tartja a MP holoenzimet
[99] (5. dbra).

A kozelmultban azonositottuk a MP egy uj gatlo fehérjét, a smoothelin-szerti 1 fehérjét
(SMTNLI), amely a simaizom 6sszehtizodasaban jatszik szerepet (6. dbra). Az SMTNLI az
izomfehérjék smoothelin csaladjanak tagja, és egy C-terminalis kalponin homoldgia (CH) domént
tartalmaz [100]. Az SMTNLI1 kozvetiti a sima- és vazizomzat nemtdl fiiggd, edzés altal kivaltott
adaptacioit [101] és gatolja a miozin foszfatdz aktivitast [102]. Az SMTNLI1 fehérje jellemzdit €s
a MYPTl1-re és MP-re kifejtett hatasat késobb részletezem (Id. a “Smoothelin-like 1 protein
(SMTNLT1)” fejezetet).
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Az MP szabalyozasaban mindezek mellett a MYPT1 alegység foszforilaciotdl eltérd
poszttranszlacios valtozasai is szerepet jatszhatnak. Igy példaul a MYPTI1 alegységet az
aszparaginil hidroxildz gatlé hypoxia-indukalt faktor hidroxildlja az ankirin ismétlédések
eredmények az sugalljak, hogy szabalyozhatja a HIF/hypoxia modulalt jelatviteli palyat [103].
Emellett a MYPT1 alegységet a hiszton lizil metiltranszferaz (SETD7) metilalja a Lys442
oldallancan, és a folyamat reverzibilitdsat a hiszton demetildz LSD1 biztositja. Daganatos
sejtekben a fokozott demetilacio miatt a MYPT1 stabailitdsa csokken, ami a MYPT1 ubiquitin-
proteaszomalis ttvonalon torténd lebomlasat eredményezi. Ennek kovetkeztében a retinolasztoma
fehérje foszforilacioja megnd, ami a sejtciklus beindulasat okozza [83]. A MYPT1 proteoszomalis
3 a MYPTI1 C-terminalis régidjat hasitja (Asp884), ezaltal fokozza a Thr696 és Thr853 gatlo
foszforilacigjat [105] (5. abra).

2.6. A smoothelin fehérjék és az SMTNLI

A miozin foszfataz egyik lehetséges szabalyozd fehérjéje a smoothelin-szerti 1 fehérje
(SMTNLI), a simaizomra jellemzd smoothelin (SMNT) fehérjecsalad tagja. Ebbe a csalddba
tartozik még a smoothelin A (SMTN-A) és smoothelin B (SMTN-B), valamint egy smoothelin-
szerll 2, ismeretlen funkcioja fehérje. Az SMTN-A egy 59 kDa molekulatomegi révid izoforma,
mely a viszceralis simaizmokban expesszalodik, mig a 100 kDa nagysagu hosszu izoforma, az
SMTN-B az erek simaizomzatéra jellemzd. Az SMTN fehérjecsalad tagjai nagyfoku szekvencia
homologiat mutatnak foként a C-terminalis végiikon, ahol egy 2-es tipusu kalponin homolog (CH)
domén (342-459 aminosavmaradék) talalhatdo. Az SMTN-A és -B fehérjékkel ellentétben az
SMTNLI nem képes az aktin megkotésére. Ennek oka feltehetden az aktin-koté domén/ek hianya,
melybdl az SMTN-B fehérjén kettd, mig az SMTN-A fehérjén egy taldlhato. Tovabba az utobbiak
tartalmaznak még egy-egy tropomiozin-k6té motivumot is. Az SMTNLI1 szintén képes kotddni a
rendezetlen N-terminalis végen keresztiil (6. dbra).

Az SMTNLI1 CH-doménjének N-terminalis végén talalhaté 1Q motivum (apo-CaM-kotd
domén, CBD2) a fehérje Ca?’-mentes kalmodulinnal (CaM) val6 kolcsonhatasat teszi lehetdvé,

mig a Ca®"-kotott kalmodulinhoz elsdsorban az tn. Ca?"-CaM-kété doménen keresztiil (CBD1)
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kapcsolddik. Az SMTNL1 N-terminalis szakasza er0sen rendezetlen, ami felveti a mas fehérjékkel
torténd kapcsolddas és szabalyozas lehetdségét.

Az SMTNLI fehérjét foszfoproteomikai elemzésekkel a PKG szubsztratjaként irtak le nyul

PR-B kotés @ TBD

N-terminalis U CH-domén D C-terminalis
A A A
s CBD1 CBD2
lokalizacios
szignal

6. dabra. A SMTNLI fehérje szerkezete. A SMTNLI fehérje C-termindlisan (342-459) CH doménnel
rendelkezik, mig N-termindlis vége (1-341) rendezetlen szerkezetii. A CH domén a kalmodulinhoz, illetve a
tropomiozinhoz valo kotédeshez sziikséges, azonban F-aktinhoz nem kapcsolodik. A feheérje intracellularis
lokalizaciojat a CH domén kézelében talalhato Ser301-es oldallanc foszforilacios allapota szabja meg, amely
a ciklikus nukleotid fiiggd kindzok célpontja a sima- és vazizomban. A foszforildacio feltehetéen olyan
konformaciovaltozast idez elo, amely a foszforilacios helytél N-termindlisan elhelyezkedo magi lokalizacios
szignalt expondlja. Az abra a biorender.com feliiletén késziilt. PR-B: progeszteron receptor-B; TBD:
tropomiozin kéto domeén; CBD: kalmodulin kéto domeének

ileumban (akkori elnevezése szerint CHASM; calponin homology-associated smooth muscle)
[100]. Jelenlegi ismereteink szerint az SMTNL1 Ser301 oldallanca az egyetlen hely, amit a PKA
¢s a PKG protein kinazok foszforilalnak [100], és kulcs szerepet jatszik a SMTNLI funkcidjaban.
Erdekes modon az SMTN csalad tobbi tagjabol hianyzik [100]. Az SMTNLI gatlé hatassal van az
simaizom MP aktivitasra és a rekombindns SMTNLI1 fehérje permeabilizalt, simaizomba torténd
bejuttatasa a kontraktilis erd jelentds valtozasat okozta. Mig a CH-domén elengedhetetlen volt a
maximalis relaxacidhoz, 6nmagaban nem okozott jelentds erdvaltozast. Mig a teljes hosszusagl
SMTNLI1 képes volt elnyomni az MP aktivitasat in vitro, az SMTNL1 CH-domént nélkiil6zd
variansa hatastalan volt, ami arra utal, hogy a CH-domén fontos szerepet jatszik az SMTNLI
simaizom-0sszehtzddasra gyakorolt hatdsainak kozvetitésében [106].

Az SMTNLI1 fehérje funkciondlis vizsgélataihoz posztdoktori éveim sordn a Duke
Egyetemen létrehoztuk az sminll -/-, KO egértorzseket (B6 és 129 alapon) ugy, hogy a fehérje 3-
8 exonjait (a 230-421 aminosavakat kodold szakaszt, mely tartalmazza a Ser301 foszforilacios
helyet és a CH domént) célzott géndelécidval eltavolitottuk. Az egerek embrionalis fejlodése, az
utodok meérete ¢és alapaktivitasa kezdetben normalisnak bizonyult [101], azonban tobb ezer

szaporulatot kovetéen harom jol jellemezhetd fenotipusbeli elvaltozast talaltunk.
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Az elsO fenotipus jellemzdje, hogy az smitnll KO éllatok WT alomtarsaikhoz képest
edzéshez adaptalodott fenotipust mutattak, ami mind a sima-, mind a vazizomban leirt hatasokban
megmutatkozott. Smitnll-/- egerekbdl szarmaz6 aortak fokozott vazorelaxaciot mutattak. Kontroll
egerekben az adrenerg agonistdk hatasara az SMTNL1 Ser301 oldallancon emelkedett
foszforilaciot detektaltunk [101], amelyet az agonistdkra adott kontraktilis valaszok jelentds
csokkenése kisért [101]. Vazizomban az SMTNLI1 2a tipust izomrostra specifikus expresszidjat
irtuk le. Az SMTNLI1 delécid hatdséra a 2a tipusu rostok €s az miozin nehézlanc 2a tipusanak
(MHC2A) expresszidja novekedett, addig a 2b tipusu rostok és az MHC2b expresszidja pedig
csokken mig mas, ismert edzés-indukalta fehérjék expresszidja nem valtozott [101]. Az SMTNLI
KO egerekkel végzett vizsgalatok azt sugalljak, hogy a fehérje fiziologiai szerepe a testmozgésra
adott adaptiv valaszok eldsegitése a sima- és vazizomban. A m. soleus izombol készitett metszetek
elektronmikroszkopos vizsgélata nem mutatott valtozast az izom ultraszerkezetében a SMTNLI1
kititésének hatasara. Azonban a SMTNL1 KO egerek 5 hetes alloképességi edzése és az azt kdvetd
terheléses vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a him KO egerek szignifikansan késobb faradnak
el, tobbet futnak és a munkavégzésiik is nagyobb a vad tipust (WT) tarsaikhoz képest, mig a
néstény KO egerek teljesitménye nem kiilonbozik jelentdsen a WT ndstényekétdl. A vazizom
indukalja: a mozgasszegény KO egerek m. plantaris-a alapallapotban tobb 2a ¢és kevesebb 2b
rostot tartalmaz a WT egerekhez képest, hasonldan az 5 hetes edzésen atesett WT egerekhez, de a
SMTNLI1 delécioja az 1 és 2x tipust rostokra nincs hatassal. A KO egereken végzett tovabbi
vizsgalatok feltartak, hogy az egerek testsulya, izomtomege, vérnyomasa, gliikdztoleranciaja,
szérumértékei nem valtoztak jelentdsen, minden érték a normal tartomanyba esett [101].

Kimutattuk, hogy az SMTNL1 a MYPT1 expresszidjat szabalyozza az egyedfejlédésben
¢és meghatdroz6 szabalyoz6 eleme a simaizom kontraktilitdsanak. Az izom adaptacios valtozésai
kozben mind az egyedfejlodés mind a terhesség soran, a MYPT1 és SMTNLI expresszioja is
véltozott. Igy példaul a MYPTI1 expresszidjanak és a miozin foszfatdz aktivitisanak
megkétszerezOdését mutattuk ki a sziiletést kovetd 6-12. napokon. Az SMTNLI hianya, illetve a
Ser301 oldallancon torténd foszforilacdjanak hatdsara kialakult magasabb miozin foszfataz
aktivitds kovetkeztében egy relaxaltabb izom fenotipus jelent meg, mely a foszforilalatlan
SMTNLI1 MP-t gatl6 hatdsaval allhat 6sszefiiggésben. Ezzel 6szhangban bizonyitottuk a MYPT1
¢s a SMTNLI kolcsonhatésat is, és igazoltuk azt, hogy az SMTNLI1 gétolja a MP holoenzim
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aktivitasat. A SMTNL1 Ser301 oldallanc PKA/PKG altali foszforilacidjanak hatasdra az SMTNLI1
szabalyozza [102]. Feltérképeztiik az SMTNLI expressziojat, és leirtuk, hogy az nem korlatozodik
a vazizomra, hanem megtaldlhaté még simaizomban és szteroidhormonokra érzékeny szovetekben
is, igy jelentds expresszids szintet mutat a petefészekben, herében, az emldéallomanyban, de a
mellékvesében is. Eredményeink szerint a terhesség sordn a MP szerepet jatszik az anya
vérnyomasanak ¢és a méhizomzat kontraktilitasanak szabalyozasaban. A MYPT1 magasabb
expressziojat és a MP fokozott aktivitasat mutattuk ki a méh és a vaszkuldris simaizomban a
terhesség soran egér ¢s human mintdkon. A MYPT1 expresszidja nemcsak terhesség hatasara,
hanem a SMTNL1 fehérje hidnyaban is emelkedett, illetve a terhesség és a SMTNLI1 hidnyanak
egyiittes hatasara a MYPT1 huszszorosan megnovekedett expresszidjat tapasztaltuk. A terhesség
koordindltan megvaltoztatta mind az érrendszeri, mind a méh simaizomzatdnak Osszehtizodasi
okozta adaptaciok hatterében allo6 pontos molekularis mechanizmusokat még nem sikertilt teljes
mértékben meghatarozni, de valdszinlileg a miozin foszforilacigjat szabéalyozo fehérjék
expressziojanak valtozasaihoz kapcsolodnak. Az SMTNLI elsddleges célgénje ezekben az
izmokban a MYPT1. Az SMTNLI delécioja 30-40-szeresére noveli a MYPT1 expresszidjat
ujsziildttekben, és a fejlddés soran mind az SMTNLI1, mind a MYPT1 expresszidja tobb mint 20-
szorosara nd. A terhesség szintén szabalyozza az SMTNLI1 és a MYPTI1 expresszidjat, és az
SMTNLI1 delécidja nagymértékben fokozta a MYPT1 expresszidjat a vaszkuléris simaizomban,
ami a fenilefrinre adott valaszként az eréfejlédés jelentds csokkenését eredményezi, valamint az
izmot acetilkolinra érzékenny¢ teszi. Eredményeink alapjan a szexualis fejlodés €s a terhesség az

Mivel a valtozasok szteroidhormon-fiiggd, izomspecifikus szabalyozasardl szolo
ismereteink tovabbra is hidnyosak voltak, ¢s a MP aktivitasdnak szabalyozasa ezen folyamatokban
még ismeretlenek maradtak, disszertaciomban 1j eredményként bemutatom a folyamatok
hatterében all6 molekularis mechanizmusok felderitésére iranyuld 1jabb kutatdsainkat.
Ugyancsak a disszertacido Eredmények fejezetében targyalom az smtnll KO allatok reproduktiv és

metabolikus fenotipusank felismerését és jellemzését.
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3. CELKITUZESEK

A MP a citoszkeletdlis folyamatokban és az izom Osszehtizoddsban betoltott szerepét
els6sorban a miozin II 20 kDa konnyl ldncénak defoszforildcidjan keresztiil fejti ki, és igy
szabalyozza a kontraktilitast, a sejtmozgasokat €s a migraciot izom és nem-izom sejtekben. A MP
sz¢éleskorti fiziologas szerepére utal, hogy a miozin II mellett szamos egyéb szubsztratjat
azonositottak, illetve, hogy a MP szabdlyozd alegysége, a MYPT1 valtozatos sejten beliili
lokalizaciot mutat kiilonboz6 sejttipusokban. Munkacsoportunk kimutatta és jellemezte a MP
egyik Uj szabalyozo elemét, a MYPT1 alegységgel kolcsonhato SMTNLI fehérjét. Ezek alapjan
szerettiik volna feltdrni a MP diverz sejtélettani funkcioit és bonyolult szabalyozasi lehetdségeit
fiziologias és patologids folyamatokban. Fébb célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

e A MP agyszovetbeli lokalizacidja, de ismeretlen neurondlis funkcidja miatt célul tlztiik ki a
neurotranszmitter kibocsatasban betoltott szerepének leirasat, kiilonds tekintettel az
exocitozist kivalto SNARE komplex elemeivel vald kolcsonhatdsara neuroblasztoma,
szinaptoszoma ¢és agykérgi modelleken.

e A MP sejtmagban betoltott szerepének tanulményozasa a MYPT1 sejtmagon beliili pontos
lokalizaciojanak ¢€s kolcsonhaté partnereinek meghatarozadsaval human hepatokarcindéma

sejtekben, valamint a génexpresszio szabalyozasaban betoltott szerepének feltarasa.

A protein foszfatdz-1 enzimek, és ezen belil a MP szerepének vizsgalata a bor
homeosztazisanak fenntartasaban ¢és a sebzarodas hatasara indukaldodd molekularis

mechanizmusokban szabalyozasaban.

A MYPTI alegység SMTNLI altali szabalyozasanak jellemzése véazizom szdvetben az

terhesség soran.

Az SMTNLI mint transzkripcids kofaktor terhességben betoltott szerepének vizsgalata a

vazizomzat adaptacios folyamataiban.

Az SMTNLI KO allatok reproduktiv fenotipusanak hatterében allo6 molekulédris mechanizusok

felderitése az endometriumban.

Az SMTNL1 KO Aéllatok inzulinrezisztens fenotipusanak hatterében all6 molekularis

mechanizmusok megismerése.

A SMTNLI fehérje szerepének meghatarozasa hyperthyreosisos betegek vazizomzataban.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Anyagok
A felhasznalt anyagok, antitestek €s vegyszerek a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtol

szarmaztak, az ettdl valo eltérést minden esetben kiilon jeldltem. A Mikrocisztin-LR el6allitasa €s

tisztitasa korabban leirt modon tortént [107].

4.2. Sejtvonalak

4.2.1. A kisérletben haszndlt sejtvonalak
Human keratinocita (HaCaT), a BS0 neuroblasztoma, HeLa, hepG2 hepatocellularis

carcinoma, C2C12 myoblast, tsA201 és normal human epidermalis keratinocita (NHEK) sejteket

hasznaltunk.

4.2.2. Sejtkultura modellek
C2C12 sejtek differenciaciacioja: A normal felnétt néstény C3H egerek combizmébol

létrehozott, immortalizalt C2C12 egér mioblaszt (ECACC 91031101; C2C12) sejteket 1000 mg/L
gliikozt, 2 mM L-glutamint (Lonza; Basel, Switzerland), 10% (V/V) foetalis borju szérumot (FBS)
tartalmazdo DMEM-ben, 5% CO; szint mellett, 37 °C-on tenyésztettik. A C2C12 sejtek
fenolvords nélkiili DMEM-et (differencialtatdé médium) alkalmaztunk 6 napon keresztiil.
A hipertireozis modellben a differenciacio 1. napjanak vagy 4. napjanak kezdetétdl a
differencialtatd médiumot 1 M HCLEtOH 1:4 ardnya oldatdban oldott, 10 nM-os
T3-at tartalmazott. A sejtek allapotat, valamint a differencidcid kovetkeztében végbemend
morfologiai valtozasokat fénymikroszkop alatt kovettiik nyomon.

Az inzulinrezisztencia modellben a 3 napos differencialtatas elteltével még 3 napig kezeltiik
a sejteket az inzulinrezisztencia kialakitasdhoz. Az indukalt inzulinrezisztenciahoz (HG — 25 mM
gliik6z) fenolvords mentes DMEM-et hasznaltunk 2% (V/V) l6szérummal, 2 mM L-glutaminnal,
valamint 100 nM inzulinnal kiegészitve. A nem inzulinrezisztencias sejteket normal cukortartalmu
(LG — 5,5 mM gliikoz) fenolvords mentes 2% (V/V) 16szérummal 2 mM L-glutaminnal, valamint
50 pM inzulinnal kiegészitett médiummal kezeltiik. Ezt a két kezelést egészitettiik ki 10 nM

medroxiprogeszteron-17-acetat (MPA) hozzdadasaval vagy anélkiil. Minden kezelési format az
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iires plazmiddal transzfektalt sejteken és a N-terminalis Flag-jelolovel ellatott SMTNL1 pcDNA-
3.1 expresszios plazmiddal (FT-SMTNLT1) transzfektalt sejteken is végrehajtottuk.

4.2.3. Sejttenyésztés és a sejtek lizalasa
A human keratinocita (HaCaT), a B50 neuroblasztoma, HelLa, hepG2 hepatocellularis

carcinoma, ¢s a tsA201 sejteket 10% (V/V) borju szérumot (FBS), illetve 2 mM L-glutamint
tartalmazd Dulbecco 4altal moédositott Eagle médiumban (DMEM) tenyésztettik 37 °C
hémérsékleten és 5%-o0s szén-dioxid szint mellett. A normal human epidermalis keratinocita
(NHEK) sejteket EpiLife médiumban tenyésztettiik, mely human keratinocita novekedési
faktorokat is tartalmazott (Gibco, Life Technologies).

A sejtlizishez RIPA puffert hasznaltunk, melynek dsszetétele: 25 mM Tris-HCI, pH 7,6,
150 mM NacCl, 0,25% (m/V) natrium-dezoxikolat, 1% (m/V) NP-40, 0,1% (m/V) natrium-dodecil-
szulfat (SDS). HaCaT sejtek lizalasadhoz Tris-Triton puffert hasznaltunk: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4,
100 mM NaCl, 1 mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), 1 mM etilén-glikol-tetraecetsav
(EGTA), 1% (V/V) Triton X-100, 10% (V/V) glicerin, 0,1% (m/V) SDS, 0,5% (m/V) natrium-
dezoxikolat. A pufferekhez hasznalat el6tt, frissen 1x protedz inhibitor mixet (Roche, Bazel, Svéjc)
¢s 1x protein foszfataz inhibitor koktélt (1 mM NaF, 1 mM NasP>0O7, 1 mM B-glicerofoszfat, 1
mM NazVOs) adtunk. A fehérje koncentraciokat Pierce BCA Protein Assay Kittel (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) hataroztuk meg.

4.3. Egér torzsek fenntartdsa és élettani vizsgdlata

4.3.1. Az egérkoloniak fenntartdsa
A sebgybgyulas tanulmanyozéasara 6-7 hetes him Balb/c egereket hasznaltunk fel. Az

egereket 35-75% relativ paratartalmu, 19-25 °C hémérsékletii kornyezetben tartottuk ad libitum
etetéssel. Az allatkisérletek a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsig (DEMAB)
(9/2008/DEMAB, 7/2010/DEMAB, 6/2011/DEMAB, 5/2015/DEMAB) vagy a Duke University
Animal Care and Use Committee engedélyével torténtek és megfeleltek az allatokon végzett
kisérletekre vonatkoz6 hazai, eurdpai unios €s USA etikai szabalyoknak és a Debreceni Egyetem
Etikai Kodexnek. A kongenikus 129 SvEv sminll-/- egértorzset a Charles River Laboratories
kozremukodeésével késziilt [101]. A vemhességi vizsgalatokhoz 6-8 hetes ivarérett ndstény
egereket a lavarge modszerrel [108] valasztotuk ki. Az ivarzé ndstényeket egy €¢jszakan at felnott

himekkel parositottuk. A hiivelydugd meglétét a vemhesség 0. napjanak tekintettiik. Az
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alvemhességi vizsgalatokhoz a Taconic cégtdl beszerzett vazektomizalt himekkel 1:2 aranyban

vegyitettiik a ndstényeket.

4.3.2. A reproduktiv fitnessz vizsgdlata
Az smtnll-/- koloniak szaporodasi adatait masfél év alatt gytijtottem 0ssze az sminll+/+ x

smtnll+/+ és sminll-/-x smtnll-/- egerek (n=1651) kozott 1étrehozott, életkorban illeszkedd
keresztezésekbdl. Az embrionalis letalitds, a vemhességig eltelt id6 és a vemhesség kozotti
intervallum, mint a reproduktiv fenotipus jellemz6i és a vemhesség gyakorisaga tekintetében
adatok gytjtésére sminll+/+ x smtnll+/+ és smtnll-/-x smitnll-/- kisérleti tenyészparokat
(egyenként n=40) hasznaltunk. A mar bizonyitottan termékeny himek és sziiz ndstények 6-8
hetesek voltak. Az alom mérete az egyes alomban megszamlalt utddok szama volt. Az embrionalis
letalitast ugy mértiik, hogy a vemhesség 7., 13., 17. napjan vagy a sziiletéskor a méh
felboncolasakor megkerestiik az elhalt embriokat, és az elhalt embriok atlagos szdmaként adjuk
meg. A himek aranya a him utédok szdzalékos ardnya volt az egyes alomban. A vemhességig eltelt
1d6 a tenyész par felallitasa és a megtermékenyitést jelzd hiivelyi dugé elsé megfigyelése kozotti
napok szama volt. A vemhességek kozotti idéintervallum az elsé vemhességben a hiivelyi dugd

els6 megfigyelése és a masodik vemhességben a dugd elsé megfigyelése kozotti napok szama volt.

4.3.3. Atfogé Laboratoriumi Allatfigyelé Rendszer (Comprehensive Laboratory
Animal Monitoring System (CLAMS)

Normal tapon tartott egereket anyagcsere paramétereinek vizsgalatara CLAMS-be
helyeztiink és 48 ora étetés/24 ora koplalas/24 6ra taplalasi periodusokkal monitoroztuk 4 napon
keresztiil. Az oxigénfogyasztas, a termelt szén-dioxid térfogata és a 1égzéscsere arany, a ho, a

felhalmozott tadpanyag- és folyadékmennyiség és az allatok mozgasa 20 percenként keriilt mérésre.

4.3.4. Sebgyogyulas tanulmanyozdsa egérboron
A sebzés elott az egerek hatarol eltavolitottuk a szort, majd izoflurannal altattuk Oket

(Abbott Animal Health, Abbott Park, IL, USA). A dorzalis borfeliilleten harom 4 mm atmérdji,
protein foszfataz-1 (PP1) inhibitor tautomycinnel (TM), illetve 10 uM végkoncentracioban H1152
ROK inhibitorral kezeltiik, a gatloszereket hidrofil anionos krémben alkalmaztuk, és napi kétszer
12 6ras idokozonként (n=6) kentiik a sebekre 7 napon keresztiil. A sebekrél minden nap Olympus

kameraval (Olympus, Toki6, Japan) felvételeket készitettiink méretarany mellett ugyanazon
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beallitasokkal, tertiletiiket pedig ImagelJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
programmal hataroztuk meg. A relativ sebfelszineket a 0. napi teriiletekhez viszonyitottuk

szazalékos értékekben (atlag £SEM). A sebeket hisztologiai és Western blot analizissel vizsgaltuk.

4.4 Szovetmintdak kinyerése és feldolgozdsa

4.4.1. Human mintak
A MYPTI fehérje expressziojat human ex vivo bdrszoveti biopszidkban is vizsgaltuk. A

sebészi uton eltavolitott felndtt donorokbol szarmazd biopszidk tartalmaztdk a bdrszdvetben
eléforduld Osszes sejttipust, €s érett stratum corneummal rendelkeztek. A mintdkat a Genoskin
(Toulouse, Franciaorszag) cégtdl rendeltiik.

A 73 eu- és hyperthyreosisos donor m. sternohyoideus izméabdl vett biopszidkon végzett
kisérleteket a Debreceni Egyetem Regionalis és Kutatasetikai Bizottsaga (DEOEC RKEB/IKEB
3517-2011) hagyta jova, és azok megegyeznek az Eurdpai Unio Tandcsa altal eloirt etikai
szabalyoknak. A donorok irasos beleegyezd nyilatkozatot irtak ala a jelen értekezésben foglalt
tanulmanyban val6 részvételre. A donorokat elsésorban nemiik és betegségiik alapjan valasztottuk
ki. Minden biopszia struma nodosaban (euthyreosisos), illetve Graves-korban vagy struma nodosa
colloides-ben (hyperthyreosisos) szenvedd nébetegtdl szarmazik. Torekedtiink ra, hogy minden
feltarasra keriild minta 60 év alatti pacienstdl szarmazzon. Az human véazizom biopszidkat érintd
eljarasokat az East Carolina University and Medical Center intézményi feliilvizsgalati bizottsdga
hagyta jovd. Human cervicalis carcinoma biopszidkat RIPA pufferben szolubilizalva rendeltiik

(Protein Biotechnologies (Ramona, CA, USA)).

4.4.2. Human szoveti mintak lizise
A mintdk homogenizalasat modositott RIPA pufferben [25 mM Tris (pH 7,6), 150 mM

NacCl, 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 1 mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), 1 mM ditiotreitol
(DTT), I mM PMSF, 10x PIC, 50x PPIC, 1 uM MC-LR] jégen, livegbdl késziilt Potter-Elvehjem
szovethomogenizald eszkdz segitségével végeztik el. A homogenizatumokat 10 percig

centrifugaltuk (16 000 x g-n, 4 °C-on), majd a feliiliszot hasznaltuk tovabbi vizsgalatokra.

4.4.3. Agyszeletek preparalasa, kezelése és szinaptoszoma prepardlas
C3H egerekbdl perparalt agykéregbdl Microm HM 650 V vibratémmal 200 pm vastagsagt

szeleteket metszettiink, melyeket mesterséges cerebrospindlis folyadékba helyeztik. Az
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agyszeletekhez inhibitorokkal inkubaltuk majd 8 mM KCl-ot adtunk hozza. Az inzerteket egy
orara enyhe tilnyomasos karbogén gézt tartalmazd kamraba helyeztiik. C3H egereket CO»-dal
eutanizaltunk ¢és agypreparatumot készitettiink. Az agykérget homogenizaltuk, a feliiluszot
Percoll-gradiens (23-15-10-3%) tetejére mértiik, és ultracentrifugaval centrifugaltuk 32500 g-vel
5 percig 4 °C-on. A 10/15%-o0s, illetve a 15/23%-os fazisok hataran 1évd frakciokat centrifugaltuk

¢s a pelletet Krebs-pufferben reszuszpendaltuk.

4.4. Biokeéemiai meérések

4.4.1. Protein foszfataz aktivitasmérés
Protein foszfatdz aktivitdsméréssel vizsgaltuk az inhibitorok és a csendesités hatasat a

sejtek protein foszfatdz aktivitdsara. A lizatumok feliiltszoit 0,1% B-merkaptoetanolt tartalmazo
20 mM koncentréciéju Tris-HC1 (pH 7,4) pufferben a higitottuk, és 1 uM 3?P-jeldlt pulykaziza
miozin 20 kDa kénny{i 1ancdnak (*?P-MLC20) vagy 1 uM 32P-jeldlt pulykaziiza teljes miozin (**P-
miozin) szubsztrattal 30 °C-on inkubaltuk. Az elébbi teljes PP1 enzimaktivitast, mig a masodik
csak a miozin foszfataz aktivitasméréséhez hasznaltuk. A reakcididd 20-60 masodperc volt, a
reakciot, amelyet 200 pl 10% (V/V) triklorecetsav (TCA) és 200 pl 6 mg/ml BSA hozzéadasaval
allitottuk le. A reakcio6 soran felszabadult radioaktivan jeldlt foszfatot (*2P;) folyadék szcintillacios
szamlaloval (Perkin Elmer) hataroztuk meg. A foszfatdz aktivitast a mintadk fehérjetartalmahoz

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

4.4.2. In vitro protein kindz esszé
5 uM Flag-SNAP-25[110], Flag-PRMTS5 [111] vagy GST-MYPTI [112] fehérjét 120

percig 30 °C-os vizfiirddben inkubaltunk 20 ng/ul ROK enzimmel, 1 mM vy-[*?P]ATP-vel és 1 uM
mikrocisztin-LR protein foszfatdz inhibitorral. A reakcidt forrd6 5x SDS-PAGE mintapuffer
hozz4adasaval allitottuk le. Poliakrilamid gélelektroforézist kovetden a beépiilt foszfatot

autoradiografiaval detektaltuk.

4.4.3. Proteome Profiler human foszfo-kinaz és foszfo-MAPK array
A human foszfo-kinaz (ARYO003B) és foszfo-MAPK (ARYO002B) array kiteket (R&D

Systems; Minneapolis, MN, USA) a gyart6 utasitasait kovetkve alkalmaztuk human vazizom ¢€s
kezelt C2C12 sejlizatumokon. A mintdkat az Array Buffer 1-ben higitottuk és a membranokkal
egylitt inkubéaltuk 4 °C-on, majd a membranokat detektalas céljabdl biotinilalt antitest koktélban
inkubaltuk. Végiil a membranokat higitott Streptavidin-HRP-ben inkubdaltuk szobahdn, majd a
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savokat kemilumineszcenciasan, a kitben 1évé Chemi Reagent Mix segitségével, rontgenfilmen

tettiik lathatova.

4.4.4. Protein foszforildacios és defoszforilacios vizsgdlat
Anti-Flag gyongyokhoz rogzitett Flag-SNAP-25 vagy Flag-PRMT5™ és -PRMTST80A

fehérjéket foszforiladltunk nem-radioaktiv modon 0,5 mM ATP, 5SmM MgCl, és ROK (0.4 U/ml)
jelenlétében. A kindz reakciot kovetden a foszforilalt PRMTS fehérjék defoszforilalasara Flag-
MYPT1 vagy rPP1co oldatot, illetve ezek kombinacidjaval létrehozott holoenzimet (PPlc és
MYPTT1) alkalmaztunk.

A PPMIB defoszforilavios vizsgalatdhoz GST, illetve a GST-MYPT1 ROK-kal térténd
foszforilacigjat kovetéen a gyongyoket 1xTBS-el mostuk, majd PPMI1B-t tartalmazd vagy
anélkiili inkubacié kovetkezett PPM1B essz¢é pufferben (20 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 5
mM MgCl, 5 mM MnClz, | mM DTT, 1 mg/ml BSA, 0.1% Tween ¢és proteaz gatlok) 45 percig,
30°C-on. Az inkubaciot kovetéen a mintakat 1xTBS-el mostuk, és a gyongyoket SDS minta

pufferrel inkubaltuk100°C-on, 5 percig.

4.4.5. Kaszpaz esszé
A kaszpaz-3 aktivitasmérése soran az enzim az Ac-DEVD-AMC szubsztrat (Calbiochem,

San Diego, CA, USA) hasitasaval fluoreszcens AMC-t szabadit fel, melynek intenzitasat
fluoriméterrel mérjiik. A kezelést vagy csendesitést kovetden a sejteket lizis pufferrel (10 mM
HEPES, pH 7,25, 2 mM EDTA, 0,1% (V/V) CHAPS, 1 mM PMSF, 5 mM DTT, 1x proteaz
inhibitor mix) felvettiik, centrifugaltuk, majd a feliiliszokat 200 pl 2x reakcié pufferrel (200 mM
HEPES, pH 7,25, 20% (m/V) szacharo6z, 0,1% (V/V) CHAPS, 5 mM DTT) mértiik 37 °C-os
vizflirdében 60 percig torténd inkubalast kovetéen. Az AMC fluoreszcencidjat 360 nm gerjesztési,
¢s 460 nm emisszios hullaimhosszon mértiik Fluoroskan FL késziilékkel (Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA).

4.4.6. In vitro protein arginin metiltranszferaz kisérlet
A ROK altal foszforilalt, anti-Flag gyongyokhoz kikotott Flag-PRMTS™ fehérjék

felhasznalasaval metiltranszferaz kisérleteket végeztiink. S-adenozil-L-metionint €s hiszton
fehérjékbdl allo keveréket adtunk a reakcidelegyhez. A metiltranszferaz reakcié rPP1cd, Flag-

MYPTI1 vagy ezek keverékének jelenlétében vagy hianyadban ment végbe.
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4.5. Fehérje vizsgalo modszerek

4.5.1. Western blot analizis
A sejtlizatumokat és szdveti homogenizatumokat 5x SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

(SDS-PAGE) mintapufferrel (50% (V/V) glicerin, 10% (m/V) SDS, 100 mM DTT, 0,01% (m/V)
bromfenolkék, 0,31 M Tris, pH 6,8) inkubaltuk 100 °C hémérsékleten, 5 percig, majd SDS PAGE-
t kdvetden nitrocelluléz membranra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) transzferaltuk. A membrant
5%-0s (m/V) marhaszérum-albumin (BSA) oldatban inkubaltuk Tris pufferben (TBS: 125 mM
NacCl, 2,7 mM KCl, 25 mM Tris-HCI, pH 7,4). Az elsédleges antitestekkel 0,5% (m/V) BSA/0,1%
Tween-20-at tartalmaz6 TBS (TBST) oldatban higitottuk. A membranokat mosas utan a megfeleld
masodlagos antitestekkel inkubaltuk, majd a mosés utan a detektalashoz SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate Kitet (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk és a
jeleket FluorChem FC2 Imager (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA) vagy ChemiDoc Touch
Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziilékkel vizualizaltunk.

4.5.2. Fehérje kolcsonhatdasok kimutatasa immunprecipitdcioval
A Protein A Sepharoset (PAS) el6zetesen duzzasztottunk (GE Healthcare, Chicago, IL,

USA; #17-0780-01), melyhez hozzaadtuk a kétépufferben [50 mM Tris, pH 7,0] 1:60 ardnyban
higitott, az immunprecipitalni kivant fehérjét kotd antitestet és 2 oran keresztiil, folyamatos
kevertetés mellett 4 °C-on inkubaltuk. Miutan az antitestekhez bekotodtek a megfeleld fehérjék, a
feliiluszot eltavolitottuk, a gyantat pedig atmostuk 1x immunprecipitacios pufferrel, illetve PBS-
sel. A gyantat 100 °C-on 5 percig foztiik 1x SDS-PAGE mintapufferrel, és a mintdkbol Western
blotot végeztiink. Az immunoprecipitacidt Anti-Flag M2 Affinity Gel gyongyokkel is végeztiink
hasonlé modon. Itt az elucio vagy 1x SDS mintapufferrel valo 5 perces fézéssel tortént vagy a

tisztitott Flag peptiddel torténd kompeticioval szoritottuk le a Flag-jel6lt rekombindns fehérjét.

4.5.3. Fehérje kolcsonhatdasok kimutatasa pull-down kisérlettel
A MYPTI-gyel kolcsonhato sejtmagi fehérjék meghatdrozasdhoz Flag-MYPT1 fehérjét

kotottiink anti-Flag M2 affinitas gélhez és HepG2 sejtmagi frakciot és szinaptoszoma lizatumot
adtunk hozza. A Flag-MYPT1-et a hozza kotddott fehérjékkel Flag-peptid segitségével elualtuk,
majd SDS-gélelektroforézist kovetéen MS kompatibilis eziist-festéssel tettiikk lathatova a
fehérjesavokat €s a fehérjéket tomegspekrometrias analizissel azonositottuk.

GST-t (Glutathione-S-transzferazt) vagy GST-MYPT1-et expresszald E.coli lizatumokat
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Glutathion Sepharose 4B gyongyokkel (P1743-1VL, Merck) koté pufferben (50 mM Tris, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (V/V) Triton X-100, pH: 7,4) kiegészitve 1x PIC-el) inkubaltunk,
majd 1x-esTBS-sel mostuk, majd iires vektor altal transzfektalt MOCK, vagy FT-PPMIB altal
transzfektalt tsA201 lizdtumokkal inkubaltuk, 120 percig, 4°C-on. A gydngyoket mostuk 1xTBS
oldattal, majd 2x-es SDS minta pufferrel 5 percig, 100 °C inkubaltuk.

4.5.4. Feliileti plagzmon rezonancia (SPR) vizsgdlatok
A PRMTS5 és a SNAP25 fehérjék MYPT1-gyel vald kdlcsonhatasat SPR alapuld kotodési

kisérletekkel tanulmanyoztuk Biacore 3000 késziilékkel. CMS5S szenzor chip felszinére GST-
MYPT1!-194 " GST-MYPT1%67-104 ¢ His-MYPT1!63® fehérjéket kotottink ki. PRMTS vagy
SNAP25 fehérjéket injektaltunk a felszinre kiilonb6z6 koncentracioban, a szenzorgrammokat a

BIAevaluation 3.1 szoftver segitségével elemezve meghataroztuk az asszociacios allandokat (K.).

4.5.5. Immunfluoreszcencias vizsgalatok
A sejteket 4% paraformaldehid/PBS oldattal (HaCaT, hepG2, HeLa) vagy felszallo etanol

sorral (B50) fixaltuk, majd Triton X-100/PBS oldattal permeabilizaltuk, és 1% 16szérum vagy
BSA/PBS oldataval blokkoltuk. Az elsddleges antitesteket 1:250, a masodlagos antitesteket és a
Texas Red-X phalloidint pedig 1:2000 higitasban alkalmaztuk éjszakan at. A sejtmagokat DAPI-
val festettik meg, és ProLong Gold Antifade médiummal fixaltuk. Az immunjeleket Leica
konfokalis mikroszkdppal vagy Opera Phoenix High Content Analysis miiszerrel (PerkinElmer,

Waltham, MA, USA) vizualizaltuk, és a beépitett Harmony szoftverrel (4.8 verzid) elemeztiik.

4.5.6. Trikrom festés és immunhisztokémia
A kivagott sebeket 10%-os formalinnal fixaltuk, paraffinba é4gyaztuk, majd 4 pm

vastagsagu szeleteket metszettiink ki beldlik. A metszeteket rogzitettikk, xilénnel
deparaffinizaltuk, és etanollal dehidrataltuk, majd Masson-Goldner-féle trikrom festéssel
megfestettiik Oket. A metszeteket pikrinsavval pacoltuk, majd a sejtmagokat timsos hematoxilinnal
festettiik. A metszeteket mostuk, majd narancs G ¢és savanyufukszin-Ponceau oldattal (0,05 g
savanyufukszin, 0,05 g Ponceau S, 2 ml tdmény ecetsav, 100 ml desztillalt viz) festettiik, ezutan 2
percig 5 g/dl foszforvolframsav oldattal, végiil 10 percig anilinkék oldattal (0,5 g anilinkék, 2 ml
tomény ecetsav, 100 ml desztillalt viz) inkubaltuk. Human bdrszoveti mintakban a metszeteket 4
°C-on inkubdltuk az elsddleges antitestekkel, majd mosast kovetéen két oran at a torma

peroxidazzal konjugélt masodik antitestekkel. Az immunjeleket 3,3’-diamino-benzidin kromogén
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szubsztrattal hivtuk el6. A metszeteket xilénnel megtisztitottuk, bedgyaztuk és targylemezre

ragasztottuk, végiil Leica S40 mikroszkoppal vizualizaltuk.

4.5.7. Duolink PLA fehérje-fehérje kolcsonhatdsi vizsgalat
A Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios esszét (DUO92007, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA) a gyart6 utasitasai alapjan végeztiik el, HeLa sejtkultiran. A HeLa sejteketCell Carrier Ultra
iiveg alju lemezre szélesztettiik (PerkinElmer, Waltham, MA, USA, 4%(v/v) PFA/TBS oldatban
fixaltuk, majd 0,2% Triton-X-100/TBS oldatban permeabilizaltuk. A mintdkat elsddleges
antitestekkel inkubaltuk, pozitiv kontrollként az MP holoenzimet reprezental6 modon MYPT]1 és
PPcIp ellen termeltetett elsddleges antitesteket, illetve a MYPT1 ismert szubsztratjat, a pRb
fehérjét alkalmaztuk. A negativ kontroll csoportban els6dleges antitestet nem alkalmaztunk. A
Duolink PLA probat az elsddleges antitestekhez ligaltunk, majd az igy kifejlodé fluoeszcens
jeleket Opera Phoenix™ HCS mikroszkop segitségével vizualizaltuk. A sejtek teriiletének
meghatarozasara a citoplazmat Alexa 688-as Falloidin-nal (Invitrogen™, Waltham,
Massachusetts, USA, Katalogusszam: A22284), a sejtmagot DAPI-val festettiik. A sikeres fehérje-
fehérje kolesonhatést jelzd fluoreszcens jelek mértékét a mikroszkdp beépitett szoftvere analizalta
(Harmony software, version 4,8). A fluoreszcens szignal értékét a sejtszamra normalizaltuk. A
negativ kontroll csoport értékének atlagat 100%-nak vettiik, minden més csoport eredményét erre

a szamra normalizaltuk, eredményeinket oszlopdiagrammon abrazoltuk.

4.5.8. Szoveti array elemzése
25 klinikai esetbdl szdrmaz6é huméan majtumor és normal szdvetmintat, valamint 15

tumoros sejtlizdtumot triplikdtumban tartalmazd SomaPlex fehérje microarray slide-okat
elemeztiink 3% anti-foszfo-PRMTS5™®, -foszfo-MYPT1™° és -hiszton H2A, anti-PRMTS, -
MYPT1!%% ¢s H2AR3me2s antitestek segitségével. A szdveti array lemezeket ECL eljarassal
detektaltuk.

4.6. Nukleinsav alapu technikak

4.6.1. Myoblast sejtek tranziens transzfekcidja
A mioblaszt sejtek transzfekciojat GenelJuice transzfekcios reagenssel végeztiik a pM11-

NT-FT-SMTNLI: M11 vektorba klonozott, N terminalisan Flag jel616t tartalmazé rekombinans
SMTNLI1 fehérjét (NM 024230.2; GeneCopoeia Inc.; Rockville, MD, USA) kodold plazmiddal
€s pcDNA3.1. (V790-20; Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) iires vektorokkal. A
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sejteket eldére kollagénezett sejttenyésztd lemezen tenyésztettik egy ¢€jszakédn at 37 °C-on.
Kontrollként minden esetben az iires plazmiddal transzfektalt (MOCK) sejteket hasznaltuk. A

transzfekcio sikerességét a Flag jel6ld elleni antitesttel, Western blot analizissel ellendriztiik.

4.6.2. Géncsendesités siRNS segitségével keratinocita sejtekben és ex vivo humdn
borszovetben
A HaCaT, B50 ¢és hepG2 sejtek MYPT1 expresszidjanak és a HaCat sejtek PPlc

reagenshez (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) siRNS-t adtunk, melyeket el6zetesen
OptiMEM-ben (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), higitottunk. A kontroll sejtekhez non-
target siRNS/Lipofectamine mixet adtunk. Az siRNS végkoncentraciéja 40 nM volt mind a
kontroll (NT siRNS), mind az siMYPT1-transzfektalt sejtek esetében. A sejteket 4 6ran keresztiil
szérummentes, majd 44 6ran at 10% (V/V) FBS-t tartalmaz6 DMEM-ben tenyésztettiik.

A MYPTI fehérje expressziojat humén ex vivo borszoveti biopsziakban is gatoltuk. Human ex vivo
boérszovetben az siRNS-t és a Lipofectamine 2000-t Genoskin médiumban az ex vivo human
boérszovetbe injektaltuk, majd 2 napra inkubatorba helyeztik (37 °C, 5% CO.). Ezutan a
borszovetekbdl homogenizalo pufferben (10 mM HEPES, pH 7.9, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl,
1 mM EDTA, 10% (V/V) glicerin, 1% NP-40) készitettiink kivonatot. A fehérje koncentraciokat

ezuttal is BCA esszével hataroztuk meg.

4.6.3. RNS izoldlas és szemi-kvantitativ RT-PCR

A human vazizom biopszidkbdl a gyartd eldirasai alapjan teljes RNS-t izolaltunk az

RNeasy Fibrous Tissue kit (Qiagen; Hilden, Germany) segitségével. A mintak homogenizalasahoz
TissueRuptor-t (Qiagen; Hilden, Germany) hasznaltunk, majd a mintakat proteinaz K-val kezeltiik
55 °C-on, 10 percig. Az RNS koncentraciot NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hataroztuk meg.
Ischikawa sejtek RT-PCR elemzéséhez a reverz transzkripciot cDNS-szintézis készlettel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) végeztiik. A cDNS-t PCR-amplifik4dcidohoz 2x
Xceed qPCR SyberGreen Master mix (Institute of Applied Biotechnologies, Praga - Strasnice,
Cseh Koztarsasag) hasznaltuk. A PCR-t LightCycler 480 (Roche Applied Science, Penzberg,
Németorszag) géppel végeztiik. Az egyes mintdk Cp-értékeit a belsd haztartasi gének, koztiik a
GAPDH ¢s a Cyclophilin A éatlagara normalizéltuk.
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4.6.4. Microarray analizis
Az euthyreosisos és hyperthyreosisos vazizom mintak, az UV kezelt HaCat sejtek, Smtnl1

WT és KO vemhes és nem vemhes allatok vazizom és méhizom mintak, valamint a SIMYPT kezelt
HepG2 sejtek génexpresszids mintdinak vizsgalatat Affymetrix Human Gene 1.0 ST microarray
analizissel hajtottuk végre. Affymetrix Mouse Genome 430 vagy Human Affymetrix Mouse
Genome 430 microarray elemzések az GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd. és a Duke
University Microarray Facilityben késziiltek. A microarray analizis nyers adatai a Gene
Expression Omnibus (GEO) adatbazisban tekinthetdk meg
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/GSE178996).

4.6.5. Iranyitott mutagenezis
A vad tipusu human teljes hosszisaga PRMTS, SNAP25 ¢s PPM1B-t kodolo pReceiver-

M11 expresszids vektort a GeneCopoeia Inc., (USA) cégtdl vasaroltuk. A PRMTST80A, a
SNAP25T187A és SNAP25T138A pontmutécioit, illetve a PPM1B inaktiv foszfatdz mutansat a
QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit segitségével végeztilk a gyartd utasitasai
szerint. A mutagenezishez haszndlt primerparokat a kozleménye tartalmazzak [110; 111]. A
mutacidkat tartalmazo plazmidok szekvencidjat DNS-szekvenalassal ellendriztiik, amelyet az UD-

GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd. végzett. (Debrecen, Magyarorszag) végezte.

4.6.6. Rekombindns fehérjék termeltetése és tisztitdsa
Emlds tsA201 sejtekbe polietilénimin (PEI) segitségével Flag-SNAP-25, Flag-MYPT1

vagy Flag-KEPI fehérjét kodold plazmidot juttattunk be. A sejteket a transzfekcio kezdete utan 24
oraval lizéltuk €s a termeltetett fehérjét Anti-Flag M2 affinitasi géllel tisztitottuk. A kikotott
fehérjéket 300 pg/ml Flag-peptid/TBS-sel eluéltuk.

4.6.7. Emlos két hibrid vizsgdlatok
Az eml6és két hibrid vizsgalatokat HepG2 sejteken végeztiik. A sejteket Fugene 6

reagenssel (Roche) transzfektaltuk 1500 ng 5xGal4-luciferaz riporter plazmiddal, 500 ng VP16
vagy 500 ng nukledris receptor-VP16 fizios plazmiddal (PR-A, PR-B (vagy PR-B delécios/mutans
konstrukciok), ERa, ERB, AR és GR), 500 ng pM-Gal4DBD vagy pM-Gal4DBD-SMTNLI
plazmidokkal (vagy pM-SMTNL1 delécids plazmidok), és 200 ng citomegalovirus B-galaktozidaz
(B-gal) és 300 ng pBSIIKS plazmidokkal. A 24 o6ras transzfekciot kdvetden a sejteket vivoanyaggal
(etanol) vagy a megfeleld receptor ligandumaval kezeltiik az alabbiak szerint: 10nM R5020 a PR-
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A ¢és B esetében, 100 nM 17B-6sztradiol az ERa és B esetében, 100 nM Dexametazon a GR
esetében, 100nM R1881 az AR esetében, vagy 100 nM RU486 és ZK98299 a progeszteron
receptor esetében. A 8-Br-cAMP PR-B transzkripcios aktivitasra gyakorolt hatdsanak elemzéséhez
a HeLa sejteket 10 ng SV40-PR-B-vel, 1500 ng MMT V-luciferaz riporter plazmiddal, 200 ng -
gal és 1290 ng pBSIIKS plazmiddal transzfektaltuk, majd hordoz6 vagy 10 nM R5020-mal 8-Br-
cAMP (10 nM-1 mM) jelenlétében inkubaltuk, majd ezt kovetéen a luciferaz és P-gal
vizsgalatokhoz lizaltuk. Az SMTNL1 PR-B transzkripcios aktivitasra gyakorolt hatdsanak
elemzéséhez riporter probakat végeztiink HeLa sejtekben. A sejteket tranziens moddon
transzfektaltuk 10 ng SV40-PR-B-vel, a pcDNS 3.1-SMTNL1 névekvo koncentracidjaval (75, 150
¢s 300 ng), valamint 1500 ng MMTV-luciferaz riporter plazmiddal és kiilonb6zé mennyiségii
pBSIIKS plazmiddal egyiitt, majd inkubaltuk hordozoval vagy 10 nM R5020-mal 100 uM 8-Br-
cAMP- dal vagy anélkiil. Az adatokat normalizalt értékként mutatom be, amely az abszolut
luciferaz-aktivitast jelenti, korrigalva a transzfekcids hatékonysaggal a [-gal-aktivitassal vald

normalizalassal.

4.7. Sejtbiologiai kisérletek

4.7.1. Sejtéletképességi vizsgalat MTT festékkel

A kiilonbozé kezeléseknek a sejtek életképességére gyakorolt hatasat metil-tiazol-
tetrazolium (MTT) esszével tanulmanyoztuk. A sejteket konfluens allapotig ndvesztettiik, majd 24
oran 4t szérummentes DMEM-ben tartottuk. Ezt kovetden a sejteket kezeltiik, a médiumot
(4,5-dimetil-tiazol-2-i1)-2,5-difenil-tetraz6lium-bromid) adtunk hozzad. A kék szini formazan
zarvanyok megjelenését kovetden a médiumot eltavolitottuk, €s a formazan kristalyokat 100-100
ul dimetil-szulfoxidban (DMSO) feloldottuk. A szinintenzitdst LabSystems Multiskan MS
spektrofotométerrel hatdroztuk meg az abszorbancia 540 nm hulldmhosszon torténd

detektalasaval.

4.7.2. Sejtéletképességi vizsgalat SRB festékkel

crer

kovetden a sejtekhez triklorecetsavat (TCA) adtunk 10% (V/V) végkoncentracidban, 4 °C-on 1
oran 4t inkubaltuk, majd mosast és szaritast kovetden a mintakhoz 0,4% (m/V) SRB-t tartalmaz6

1%-o0s ecetsav oldatot pipettaztunk.
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4.7.3. Karcolasi (scratch) vizsgdlat
A sejtek migracios képességét karcolasi vizsgalattal tanulmanyoztuk. Tecan Freedom EVO

150 késziilékkel (Tecan Group Ltd., Médnnedorf, Svéjc) karcoltot ejtettiink, majd 24 o6ran at
novesztettiik a sejteket, kezeltiik, majd Leica DM IL LED mikroszképpal (Leica Camera AG,
Wetzlar, Németorszadg) fotokat készitettlink a karcolatokrol. A kezelések soran a negativ
kontrollhoz 0%, a pozitiv kontroll sorozathoz 10% FBS/DMEM-et adtunk. A C2C12 sejtek
HCS késziilékkel. A végso karcolatok méretét Imagel szoftverrel (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) vagy az Opera beépitett szoftverével hataroztuk meg. A szabad teriiletek

nagysagat minden esetben a kontrollhoz viszonyitottuk, azt 100%-nak véve.

4.7.4. Valos idejii sejtvizsgalat JuLI™ késziilékkel
Konfluens sejtkultirat megkarcoltunk, kezeltiink és 24 6ran at 0% FBS/DMEM-ben

inkubaltuk, majd a sejteket JuLI™ Br késziilékkel (NanoEnTek, Szdul, Dél-Korea) vizsgaltuk,
mely 24 oran keresztiil oranként készitett felvételt a sebzarddas allapotarol. A karcolatok méretét

Imagel-vel (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) hataroztuk meg.

4.7.5. Elektromos cellaszubsztrat impedancia érzékelés (ECIS)
Az ¢l0, adeherens sejtek kozotti ellenallds mérésére szolgald electric cell-substrate

impedance sensing (ECIS) (Applied Biophysics) késziilék a sejtrétegen sebet égetett (5 mA
aramerdsségli és 60 kHz frekvenciaju elektromos impulzus), majd a teriilet bendvését és a sejt-sejt
kapcsolatok helyreallasat az impedancia folyamatos monitorozasaval kdveti nyomon. A sejtréteg
integritasdnak helyreédllasat az impedancia platdé maximalis értéke jelentette. Az impedancia
mérésével a sejtek barrier funkcidjat is tanulmédnyoztuk az impedancia valds idejli (real-time)

nyomon kovetésével 6 oran keresztiil.

4.7.6. Exocitozis esszé
A szinaptoszomak membranjanak FM 2-10 festékkel torténd feltoltését 30 mM KCl

hozz4adasaval stimuldltuk. A pelletet Krebs-pufferben reszuszpendaltuk, az exocitozist 30 mM
KCl-dal valtottuk ki, a fluoreszcencia intenzitas valtozasait pedig Fluoroskan FL késziilékkel

kovettiilk nyomon.
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4.7.7. Sejtanyagcsere vizsgalat SeaHorse késziilékkel
Kisérleteinkben a laktat termelés €s a mitokondriélis oxidativ foszforilacid vizsgalatat az

extracellularis savasodasi rata (ECAR) illetve az oxigénfogyasztasi rata (OCR) mérésén keresztiil,

SeaHorse analizissel végeztiik el. (7. dbra).

FCCP y Antimycin + 2-DG

A
==
Oligomycin FCCP
Oligomycin

Glikolitikus rezerv

ECAR (mpH/perc)
OCR (pMol/perc)

Max. glikolitikus kapacitas

WMax. glikolitikus kapacitas]

IdAA (nare)

1dA (nare)

7. abra: Az extracelluldris savasodadsi rata (ECAR) és az oxigénfogyasztas (OCR) mérése. Kiserleteinkben a
laktat termelést és a mitokondrialis oxidativ foszforilaciot az extracellularis savasodasi rata (ECAR) illetve az
oxigénfogyasztasi rata (OCR) mérésével, SeaHorse késziiléek hataroztuk meg. Méréseink soran a kovetkezo
inhibitorokat hasznaltunk. (1) Az etomoxir egy kismolekulaju inhibitor, mely irreverzibilisen gatolja a
zsirsavak p-oxidaciojat. (2) Az oligomycin a mETC V komplex protoncsatorndjanak gatlasan keresztiil fejti ki
hatasat. (3) Az FCCP egy szétkapcsolo dgens, mely atjarhatova teszi a mitokondrium belsé membranjat a
protonokra, ami az oxidativ foszforilacié fokozoddasaval jar. (4) Az antimycin A a mETC Ill-as komplexét
gatolja, mig a 2-deoxi-D-gliikoz egy olyan gliikoz analog, melynek jelenléte az ATP szintézis kompetitiv
gatlasahoz vezet.

A kisérlet kivitelezése soran a mioblaszt sejteket XF96 sejttenyésztd lemezen (Agilent
Technologies; Santa Clara, CA, USA) novesztettiik, majd 1000 mg/L gliikozt tartalmaz6 XF Assay
médium (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, USA) jelenlétében inkubaltuk. Az 1. tablazatban
részletezett inhibitorokat szenzor kazettara toltottiik fel (50 uM etomoxir; 2 uM oligomycin; 4 uM
FCCP; 10 uM antimycin + 100 mM 2-deoxi-D-gliik6z). Ezt kdvetden a szenzor cartridge-ot
oxigénezett inkubatorba tettiik 1 6rara 37 °C-ra, majd az injektalast, inkubaciot €s mérést kovetden
1 N NaOH-ban oldottuk fel a sejteket és BCA esszé kittel fehérjekoncentraciot mértiink. Az adatok

kiértékeléséhez hasznalt miiveleteket a /. tdblazat foglalja 6ssze.
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anaercb glikolizis = alap — antimycin+2-DG aerob glikolizis = etomoxir — oligomycin
maximalis glikolizis = oligomycin — antimycin+2-DG maximalis 1égzés = FCCP — antimycin+2-DG
glikolitikus rezerv = oligomycin — alap FAO= alap — etomoxir

glikolitikus rezerv = maximalis |égzés — FAO — aerob
glikolizis

1. tablazat: A SeaHorse analizis kiértékelése sordan alkalmazott eljardasok

4.7.8. Gliikoz felvétel vizsgalata
2-NBDG (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il) Amino)-2-Deoxigliik6z) felvételi

mérésekhez C2C12 sejteket tenyésztettiik és kezeltiik. A sejteket 100 nM inzulinnal kezeltiik 30
percig, majd gliikoz 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-es emisszios beallitassal mértiik egy Tecan Spark Multimode mikroplate olvasoval (Tecan
Treading AG, Mannedorf, Germany). A fluoreszcens adatokat pmol-ban kaptuk, mely 1 mg

fehérjére vonatkoztattunk.

4.7.9. Intraperitonedlis gliikoztolerancia teszt
Sminll WT és KO vemhes és nem vemhes allatokat 12 oras éheztetést kovetben 2

mg/testsuly kg intraperitonealis injekcidval kezeltiikk majd a vércukorszintet 120 percen keresztiil

kovettiik nyomon Ascensia Breeze Blood Glucose Monitoring System késziilékkel.

4.7.10. Kolonizacios vizsgdlat
A HelLa sejteket transzfektaltuk, az tires vektorral kezelt mock szolgalt kontrollként. A

sejteket 12 napig tenyésztettilk, majd a kulturdkat 1X PBS-szel mostuk, és 30 percig RT-n
szaritottuk. A sejteket 0,27 m/m% Coomassie Brilliant Blue R250 festékkel (B0149) festettiik,
vizualizaltuk és a telepeket Imagel szoftverrel szamoltuk. A kolonidk szamat a kiindulasi sejtek
szamdhoz normalizaltuk. A MOCK transzfektalt csoportok atlagos koloniaszamat 100%-nak

vettiik, az 0sszes tobbi csoportot aranyként fejeztiik ki.

4.8. Bioinformatikai analizis

4.8.1. Proteomikai elemzés
A proteomikai elemzéshez a WT és SMTNL null egerek Plantaris-mintait a vemhesség 0.

¢s 14. napjan homogenizaltuk. A mintdkat parhuzamosan tobbdimenzids proteomikai elemzésnek
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vetettiik ald mikro-anioncserélo elvalasztas, 1D SDS PAGE és LC-MALDI TOF-TOF MS/MS
elemzés segitségével. A fehérjeket eziistfestéssel tettiik lathatova, majd kivagtuk MALDI-TOF
TOF tomegspektrometrids azonositds céljabol. Az egyes fehérjék valtozasat denzitometria és
iTRAQ kombinaciojaval hataroztuk meg [113]. A MYPTI interakcidban 1évo fehérjék
azonositasahoz a peptid keverékeket kozvetleniil "triple play" LC-MS/MS-sel elemeztiik 3D-
ioncsapdas tomegspektrométerrel (LCQ-Fleet, Thermo Fisher Scientific). Az MS/MS-adatokbol a
Mascot Distiller szoftver (v2.2.1.0) altal generalt csticslistakat a Mascot rendszer segitségével az

NCBI adatbazis human alcsoportjaban azonositottuk.

4.8.2. Statisztikai analizis
Az immunoblottok és fehérje array-k eredményeinek denzitometralasat Imagel szoftverrel

végeztiik. Az oszlopdiagrammok elkészitéséhez, valamint a statisztikai analizisekhez GraphPad
Prism 8 szoftvert hasznaltunk. A foszforilalt fehérjéket a nem foszforilalt fehérjékre, a nem
foszforilalt fehérjéket pedig a belsé kontrollra normalizaltuk. A normalizalt adatok statisztikai
kiértékelését parametrikus 6sszehasonlitdsban két csoport esetén t-teszt, 2-nél tobb csoport esetén
egyutas ANOVA vagy altalanos linearis modell alkalmazasaval végeztiik. Varianciaanalizis soran
Tukey-tesztet alkalmaztunk. Két csoport 6sszehasonlitdsara parositatlan kétmintas ¢-probat, 4 vagy
tobb csoport O0sszehasonlitasara egy- vagy kétutas ANOVA-t hasznaltunk, kiegészitve a post hoc
teszttel. Az adatok atlag +/- SEM értékét mutatjak, ahol ,,n” az egymastol fiiggetlen kisérletek
szamat jelzi. A kiugrd értékeket Thompson-Tau teszttel és Grubbs’s teszttel szlirtiik ki. A
kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak értékeltiik, amennyiben p <0.05 (*). Az egérkolonia
elemzése esetén a normalizalt adatokat t-tesztekkel (két csoport esetén) vagy altaldnos linearis
modellekkel (GLM,>2 csoport esetén) elemeztiik. Ha béarmely kovarians vagy tényezd
szignifikans volt a GLM-ekben, a Tukey-féle eljarast alkalmaztuk a csoportatlagok paronkénti
kiilonbségeinek tesztelésére. A teszteket az R statisztikai kornyezet (R Development Core Team

2008) vagy az SPSS 17.0 for Windows segitségével végeztiik.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

5.1. A miozin foszfataz szerepe a neurotranszmitter-kibocsatas

szabdlyozdsban
A miozin foszfatdz fizioldgiai szerepének vizsgalata eddig nagyrészt a simaizom

kontrakciora iranyult, amely folyamatban a miozin II 20 kDa konnytilancanak defoszforilaciojaval
annak foszforilacids szintjét szabalyozza. Azonban a MP a simaizom mellett szdmos mas
szovettipusban is eléforul, igy tobbek kozott az idegszovetben. Emiatt feltételeztiik, hogy élettani
szerepe tulmutat klasszikus citoszkeletalis szubsztratjainak szabalyozasan. A MP és a MYPT1
valamennyi agyrégidoban kimutathatd, de magasabb expresszios szintje egyes magcsoportokban az
idegsejtekre specifikus fiziologiai funkciokat sejtet. Magas expresszios szintet a mutatott a
MYPTI a latopalyaban (tractus opticus) €s a boltozatban (fornix), a paraventrikularis magok
parvocelluldris részében €s a periventrikularis magokban, a kdzépagyban, a harmadik agyidegmag
kozpontjdban (nucleus oculimotorius), a vordsmagban (nucleus ruber), az emlémagokban
(nucleus mammillaris), valamint a kocsanykozti magokban (nucleus interpeduncularis) [114].
Mukacsoportunk a MP-t mar elézetesen kimutatta az agykéregbdl izolalt szinaptoszoémak
preszinaptikus frakcigjaban, és igazolta kolcsonhatasat a szinaptofizin fehérjével, a ROK-kal és a
PP1cd izoformaval [114]. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a MP szerepet jatszhat a szinapszisok
vezikuldris transzportjdban és a neurotranszmitterek kibocsatasaban.

A neurotranszmitter-kibocsatast elsédlegesen a bearamlo kalciumion valtja ki, de a folyamat
végbemenetelét a neurondlis fehérjék foszforilacidja €s defoszforilacidja is szabalyozza. Az
ingeriiletatvitel elsd Iépéseként a vezikulumok aktiv transzport révén feltoltédnek
neurotranszmitterekkel. Ezutan a vezikulumok az aktiv zona kozelébe vandorolnak, ahol
megtorténik a dokkolodas, amely soran a vezikulumok a preszinaptikus membranhoz

horgonyzodnak. Ezutan tovabbi molekularis atrendezddés zajlik le, mely a vezikulumok

crer

crer

komplex jatszik kulcsszerepet (8. abra).
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SNARE
fehérjekomplex

SNAP25

8. abra. A SNARE komplex szerkezete. Modositva [6] alapjan

A komplexet harom fehérje alkotja: a vezikulumok membranjdhoz kihorgonyzott
szinaptobrevin, illetve a sejtmembranhoz kapcsoldédé SNAP-25 és szintaxin (8. abra). A SNARE
komplexben részt vevd fehérjék mindegyike hordozza a 60-70 aminosav hosszusagu, evolicidsan
konzervalt SNARE motivumot, melyeken keresztiil 6sszekapcsolddnak [116]. A harom fehérje
komplex képzddése N-terminalisuktol kiindulva a C-terminalisuk irdnyaba halad, és az ekdzben
fellépé mechanikai er6hatasok a két membranfeliiletet egymas irdnyaba nyomjak és fuzionaltatjak.
A folyamat eredményeként porus képzddik, melyen keresztiil a neurotranszmitterek a szinaptikus
résbe jutnak. A folyamat exergonikus, a fehérjék 0sszeépiilése spontdn modon torténik; energia
csak a SNARE komplex felbontdsahoz sziikséges [117].

A SNAP-25 két legfontosabb foszforilacios helye a Thr138 és a Ser187, melyeket a protein
kinaz A (PKA) és C (PKC) is foszforilalhatja [118]. A Thr138-nak a priming folyamataban lehet
szerepe, mivel PKA altali foszforilacioja egyiitt jar az exocitozisra kész (,,primed”) allapotban 1€vo
vezikula pool-ok méretének novekedésével. A SNAP-25 Thr138 oldallancon torténd
foszforilacidja befolyasolja a SNAP-25 ¢és a szintaxin kozotti kolcsonhatas erdsségét és a SNARE-
komplex 0sszeépiilést, tovabba a sejtek noradrenalin szekréciojat is. A Serl187 aminosavmaradék
foszforilacidja a SNARE-komplex 6sszekapcsolddasat, a vezikulumok plazmamebranhoz torténd
vandorlasat, vagy éppen a fesziiltség kapuzott kalcium-csatorndk SNAP-25 altali gatlasat is
szabalyozhatja. Mig a foszforilaciot katalizalo protein kindzok ismertek, a reverzibilitast biztositd

preotin foszfatazokrol hidnyosak ismereteink. Eldzetes eredményeink alapjan a MP az
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idegrendszerben is expresszalddik, és szdmos idegi fehérjével mutat kolcsonhatést, ennek ellenére
az enzim idegrendszerben betoltott szerepe kevéssé ismert [119].

Munkénk soran igazoltuk a MYPT1 ¢és a ROK jelenlétét a patkany agykérgi
szinaptoszomékban ¢és a ventralis cochlearis magban elektron-, illetve konfokalis mikroszkopia
segitségével. A MYPTI1 mind a preszinaptikus termindlisokban, mind a posztszinaptikus
sejttestekben megjelent, mig a ROK a preszinaptikus terminalisokban dominalt [120]. A PPI
specifikus inhibitora, a tautomicetin (TMC) koncentracié-fiiggd modon gatolta a szinaptoszomak
depolarizacio altal kivaltott exocitdzisat és csokkentette a neurotranszmitter felszabadulast (9.

abra).

wx —] 10 uM Y27632
* E 5uM TMC

= 2 ™ ™™C
« L J1uMTM™
* 0.5uM TM
3 25 2 A5 4 05 0
Relativ egység

9. dbra. PP1 és ROK inhibitorok hatisa a KCl-indukdlt, Ca**-fiiggé exocitozisra az agykérgi
szinaptoszomdkban. 10 uM Y27632 és 5 uM TMC énmagdaban vagy egyiittes alkalmazasuk hatdsa a Ca’*-
fiiggd exocitozisra a kortikalis szinaptoszomakbol Az exocitozis sebességét az FM 2-10 fluoreszcencia relativ
valtozdsakent fejeztiik ki.. n = 3-5. **p < 0,01, *p < 0,05.

A MYPT ¢és a ROK a glutamaterg oriasszinapszisban az akusztikus rostok végterminalisai
¢s a “bushy-sejtek” sejttestjei kozott helyezkednek el (10. abra). A MP-gatlo TMC ¢és a ROK-gétlo
Y27632 és H1161 inhibitorok ellentétes iranyt hatast fejtettek ki mind a szinaptoszomakban, mind
a cochlearis magban, ami a két enzim Osszehangolt, ugyanazon célfehérjére hatd szabalyozd
szerepére utalt (/0. abra). A patkany halléidegeken elektrofizioldgids méréseket végeztiink a DE
Elettani Intézetével kollaboracioban excitatorikus posztszinaptikus aramokat (EPSC) mérve a MP
¢s ROK specifikus inhibitorainak jelenlétében, amibdl azok pre- és posztszinaptikus lolizacidjara

kovetkeztettiink, amit az elektromikroszkopiés felvételek is alatdmasztottak [5].
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10. abra A MP és ROK lokalizacioja és szerepe az akusztikus ideg- bushy sejt szinapszisokban. (4) A MYPT1I és
ROK (piros)-specifikus immunreakciok jelenlétének és eloszlasanak konfokdlis vizsgalata a halloidegvégzddeés
bokorsejt szinapszisban. *: egy kapillaris keresztmetszete. Szinaptofizin (z6ld) jel6li a preszinaptikus végzodest. A
MYPTI és szinaptofizin, illetve ROK és szinaptofizin kolokalizacioja a jobb szélen lathato. A kolokalizaciot mutato
pixeleket az ImageJ szoftver "Co-localization highlighter"” plug-injének segitségével azonositottuk. A méretarany:
10 um. (B) A PP1 inhibitor (TMC) és a ROK inhibitor (Y27632), illetve az inhibitorok kombinalt alkalmazdsdanak
hatdsa a halloideg-bokorsejt sejt kozott kialakult szinapszisban kivaltott excitatorikus posztszinaptikus dramokra
(EPSC) (50 Hz). n = 3-5. *p < 0,05.

A molekularis mechanizmus feltérképezésére MYPT1 pull down vizsgalatot kovetd
tomegspektrometrias elemzéssel 18 MYPT1 alegységgel kdlcsonhatd szinaptoszomalis fehérjét
azonositottunk, amelyek koziil a szinapszin-1, a SNAP-25, a szintaxin-1, a kalcineurin-A alegység
és a Ca**-kalmodulin fiiggé kinaz II kdlcsdnhatasat a MYPT1-gyel koimmunoprecipitacios és
pull-down kisérletekkel is megerdsitettiik [120].

A SNAP-25 fehérje és a MYPTI szabdlyozd alegység kozotti fehérje-fehérje
kolcsonhatéasat feliileti plazmonrezonancias médszerrel is bizonyitottuk. A SNAP-25 fehérje a
kiilonbozd hosszusagi MYPT1 mutansokkal keresztkotott feliiletére vald fecskendezését kovetden

mért szenzorgrammok alapjan viszonylag erds kolcsonhatast észleltiink a teljes hosszusagt

MYPTI1-gyel (Ka=2,16 +0,86x107), (/1. A. abra fels6 panel), azonban a SNAP25 a MYPT1 N- és
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C-terminalis régidihoz is egyarant kotodott. A disszociacios allandok alapjan azonban egyértelmii

preferenciat mutatott a C-terminalis régio felé (Kq=4,25 + 3,13x1077) (11. 4 dbra alsé panel).
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11. abra. A MP kélcsonhat a SNAP-25 fehérjévelt, ezdltal eldsegiti a neurotranszmitter kibocsdtdst. (4)
Feliileti plazmonrezonancids vizsgalatok céljabol a teljes hossziisagii GST-MYPTI''" (4 fent) és a C-
terminalis GST-MYPTI1%7"% (4 lent) fehérjéket GST elleni ellenanyaggal immobilizaltuk a szenzochipre.
(B) A MP inhibitor Flag-KEPI fehérje, hatdsa a neurotranszmitter-kibocsatasra. Flag-peptidet (fekete
oszlop) és Flag-KEPI fehérjét (sziirke oszlop) juttattunk be a szinaptoszomdkba fehérje transzdukcioval, és
Exocitozis esszével vizsgaltuk hatdasatukt a neurotranszmitter-kibocsatdsra. A szinaptoszomaba bejuttatott,
membrankotott FM 2-10 festék fluoreszcencia intenzitdsa az exocitozis mértékével egyenes aranyban
csokken. (C). A TMC és HI152 hatdisa szinaptoszoma prepardatumokban a SNAP-25 és a szintaxin
kélcsonhatasara. A szinaptoszomakat — inhibitorokkal — kezeltiik, lizaltuk, majd elvégeztiik az
immunprecipitdiciokat szintaxin elleni antitesttel. A kihuzott fehérjék mennyiségét SNAP-25 elleni
antitestekkel detektdaltuk. ANOVA: p<0,0001. (n=3-5). Atlagok + SEM (n=5), ANOVA Dunett’s post hoc
elemzés, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Emellett a TMC novelte, mig az Y27632 csokkentette a MYPT1 Thr696, a miozin-II
konnyti lanc Serl9, a szinapszin-I Ser9 és a szintaxin-1 Serl4 foszforilacios szintjét intakt
szinaptoszomakban, amelyet szemi-kvantitativ. Western blot analizissel igazoltunk. Az
eredmények arra utalnak, hogy a PPIM és a ROK szabdlyozza a preszinaptikus fehérjék
foszforilacids allapotat, €s ezaltal a neurotranszmissziot [120]. A MP szelektiv gatlasa Flag-KEPI
fehérjével egyértelmilien a neurotranszmisszié mértékének csokkenéséhez vezetett, amelyet a

membranhoz kotott fluoreszeens festék csokkent valtozasaval igazoltunk (/1. dbra B panel).
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Tovabba rekombinans fehérjéket haszndlva in vitro foszforilacids/defoszforilacios
vizsgalatokkal és tomegspektrometrids elemzéssel igazoltuk, hogy a ROK foszforilalja, mig az MP
defoszforilalja a SNAP-25 fehérjét annak Thr138 oldallancan. A MYPTI1 csendesitése a B50
neuroblasztoma sejtekben novelte a SNAP-25 foszforilacidjat a Thr138 aminosavmaradékon. A
PP1 tautomicetinnel (TMC) torténd gatlasa novelte, mig a ROK H1152-vel torténd gatlasa
csokkentette a SNAP-25 Thr138-foszforilacidjat a B50 sejtekben, agykérgi szinaptoszoémakban €s
agyszeletekben is [110]. Fehérje transzdukcidval a MP-t szelektiven gatldo KEPI fehérjét juttatva a
kortikalis szinaptoszoméaba a SNAP-25 foszforilacio novekedését és az exocitozis mértékének
csokkenését tapasztaltuk, ami arra utal, hogy a MP a SNAP-25 defoszforilacidja révén eldsegiti a
neurotranszmitter-kibocsatast. A Flag-KEPI transzdukcié hatdsara a SNAP-25 Thr138
foszforilacié megemelkedett a kontrollhoz képest.

A foszforilacio mértéke és a SNARE komplex elemeinek kdlcsonhatdsa kozotti
Osszefliggést is tanulmanyoztuk kortikalis szinaptoszémaban (//.dbra C panel). Ezek alapjan a
ROK kinaz gatlasa fokozta, mig a MP foszfataz gatlasa csokkentette a SNAP-25 ¢és a szintaxin
kozotti kolesonhatast. Eredményeink alapjan a MP a SNAP-25 fehérje Thr138 oldalldncéanak

defoszforilacioja altal eldsegiti az ingeriiletatvivd anyagok idegsejtekbdl torténd felszabadulasat.
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12. abra A MP neurotranszmitter kibocsatdasban betoltott szerepe. Az MP defoszforildlja a szintaxin Serl4
és a SNAP-25 Thri38 oldallancait, ami fokozza a szinaptikus vezikulak befiizodését. A szinapszin Ser9
oldallancanak foszforilacios szintje befolyasolja a szinaptikus tartalék vezikulakhoz valo affinitdasat,
szabalyozva azok transzportjat az aktiv zonaba. A Tau Thr245 foszforildacioja-defoszforilacioja szabalyozza a
mikrotubulusok osszeszerelodését és a vezikulak mozgasat.
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Vizsgalatainkat egér agyszeleteken is elvégeztiik, €és azt tapasztaltuk, hogy a KCI indukalt
depolarizacio a SNAP-25 Thr138 foszforilacids szint csokkenését eredményezte, amelyet a MP
inhibitor szignifikdnsan ndvelt. A fenti eredmények alapjan a ROK/MP enzimpér a szinaptikus
vezikulumok szallitasaban, fuzidjdban ¢és a neurotranszmitter kibocsatds folyamataban
antagonisztikusan szabalyozza a SNAP25 foszforilacigjat annak Thr138 oldallancan leresztiili
katalizis soran (12. abra).

5.2. A miozin foszfataz szerepe a génexpresszio szabalyozasban

A MP alegységei a citoszkeletonon kiviili sejtfrakciokban, igy a HepG2 sejtek
sejtmagjaban és mikroszomalis frakcidjaban [111], valamint neurondlis sejtek sejtmagjaban is
immunreaktivitast adtak [114]. Az egyik nem-citoszkeletalis MP szubsztrat a hiszton-deacetilaz
7 (HDAC7), amely a génexpresszid szabdlyozasadban résztvevd transzkripcidos komplex tagja,
amely tobbek kozott a T-limfocitak differencidlodésaban szerepet jatszo Nur77 represszoraként
mitkddik [121]. A HDAC7 enzimet a protein kindz D is foszforildlja, ami ezt kdvetden
transzlokalddik a citoplazmaba, ahol a 14-3-3 fehérjékkel tarsul. A HDAC?7 a citoplazmaban a MP
holoenzimhez kotddik, amely defoszforildlja a HDAC7 foszfo-Ser oldallancat és eldsegiti a
visszatérését a sejtmagba [2].

Az MP masik génexpresszid szabalyozo hatdsa az Nkx2.5 transzkripcios faktor
szubcellularis transzlokalizacidjan keresztiil érvényesiill. Az Nkx2.5 a kardiomiogén
differencialodas egyik legkorabbi markere, ami sziikséges a szivizomsejtek differencidlodasahoz.
A MP és a Nkx2.5 kozoti kolecsonhatdsat kisérletesen igazoltak. A Wnt3a-jelatviteli palya aktivalja
a ROK-t, amely foszforildlja a MYPT1-et a Thr853 gatlé foszforilacids helyen, ami a MP
transzlokacidjat okozza a sejtmagba, ahol komplexet képezhet az Nkx2.5-tel. Egy
kromoszomarégio-karbantartd 1 (Crm1) -fliggd Gtvonalon keresztiil a MP az Nkx2.5 sejtmagbol
citoplazmaba torténd kijutdsat indukalja, és igy a Nkx2.5 transzkripcios aktivitasanak gatlasat
eredményezi [122].

Bér a fent emlitett MP szubsztratok szerepet jatszanak a génexpresszid szabalyozasaban,
modon hat. A MP kdézvetlen sejtmagi szerepének ¢€s szabalyozasanak feltérképezése érdekében
azonositottuk a nukledris MYPT1 interaktomot pull down vizsgélatot kovetd tomegspektrometrids
analizissel, és szamos fehérjét, koztiik az RNS helikazt, fémion fliggd protein foszfataz 1B-t

(PPM1B) ¢és a replikacios protein A-t azonositottunk human hepatocelluléris karcinéma sejtekbol.
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Erdekes modon kimutattuk a MYPT1 kolesonhatasat a metiloszoma komplex valamennyi tagjaval,
igy a protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMTS5), MEP50 és PCln fehérjékkel is [111].
A PRMTS az arginin guanidin csoportjanak metilacios modositdsat végzé Protein Arginin
Metiltranszferaz (PRMT) enzimcsalad tagja. Ezek koziil a PRMT], -3, -4, -5, -6 és -8 enzimeknek
aktivitasat mar leirtdk, azonban a PRMT?2, -7, -9 enzimek aktivitdsa még nem bizonyitott. A

PRMTS az egyetlen szimmetrikus metiltranszferaz aktivitassal rendelkez6 enzim (/3. abra).
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N—CH NH o NH
) | NH | i 3
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13. abra. A PRMT) szimmetrikus dimetilaciot katalizal. A protein arginin metiltranszferaz enzimcsalad
(PRMT) tagjai -a PRMTY kivételével- az arginin kiilonbozo N-atomjait monometilaljak (MMA 6, @) vagy
aszimmetrikusan dimetilaljak (ADMA). SDMA: szimmetrikus arginin dimeildcio. MEP50: methylosome
protein 50 vagy mds néven WD repeat-containing protein 77.

A PRMT5-nek szamos citoszolikus ¢€s sejtmagi kolcsonhatdé partnere van, melyek a
génexpresszidban, RNS szallitasban, valamint a sejten beliili jelatviteli folyamatokban jatszanak
szerepet. A metiloszoma komplex tobbek kozott az Sm fehérjék metilacidja révén snRNP-k
(small nuclear ribonucleic proteins) biogenezisében jatszik szerepet, de a sejtmagban szamos,
transzkripcids elongaciot szabalyozo, valamint a kromatin szerkezetét befolyasold, atrendezo
faktorokkal kdlcsonhatva transzkripcids koaktivatorként miikddik. Az enzim fObb szubsztratjai a
kromatint folépité hisztonfehérjék. A PRMTS a hiszton H2A ¢és H4 harmadik argininjét
szimmetrikusan dimetilalja, ami jelentds génexpresszid gatlast eredményez. A PRMTS aktivitasat
befolyasolja a miikddéshez sziikséges partnerek kotddése, igy a metiloszoma tagjai: a
methylosome protein 50 vagy mas néven WD repeat-containing protein 77(MEP50) és a PLCln
fehérjék. Ez utobbiak enzimatikus aktivitassal nem rendelkeznek, de az enzimkomplex aktivitasa
a PRMTS egyéni aktivitdsdhoz képest nagyobb [123; 124]. A PRMTS5 enzim tobb szeril-, treonil-
, €s tirozil oldallancon foszforildlodhat, igy lehetdség van a mikodésének foszforilacio altali

szabalyozasara [125]. A PRMTS foszforilaciojat végzd protein kindz enzimekrdl, és a
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defoszforilaciot végzo protein foszfataz enzimekrdl azonban nem allt rendelkezésre informacio
[123].

Konfokalis mikroszkopidval HepG2 sejtekben kimutattuk a MYPT1 sejtmagi ¢és
citoplazmatikus kolokalizaciojat a metiloszoma komplex MEP50 és PRMTS tagjaival, A
kolcsonhatast a Pearson-féle kolokalizacios koefficiens meghatarozasaval szamszersitettiink
Tomegspektroszkopids kisérletekben a MEPS50 ¢és PICIn fehérjék 2-2, mig a PRMTS 8
peptidtalalattal lett azonositva a Flag-MYPT1 interaktomban. Mivel a PRMTS5 felelés a
metiloszoma komplex katalitikus aktivitasaért, a tovabbiakban a MYPT1 PRMTS5 enzimmel valo
kolcsonhatasara koncentraltunk. Immunpreciptacios kisérletekkel igazoltuk a két fehérje kozotti
kapcsolatot, majd SPR kotddési kisérlettel bizonyitottuk, hogy kozvetleniil is kotddnek
egymashoz. A PRMTS5 egyarant asszocialodott a teljes hosszasaga GST-MYPT1!1%% (K,=(1,62
+ 0,29 x 107) M) és az N-terminalis His-MYPT1!"63? fehérjékhez (K,=(8,82 + 0,31 x 10%) M),
azonban nem kotédott a C-terminalis GST-MYPT1%719  fragmentumhoz, ami alapjin
feltételezhetéen a MYPT1 N-terminalis szakasza biztositja a PRMTS5 fehérje kotodését.

A MP feltételezett defoszforilacios helyének azonositasahoz olyan protein kinazokkal
végeztiink in vitro kinaz esszét, amelyek altal foszforilalt aminosavmaradékokat és kornyékiiket a
MP felismerheti. igy rekombinans Flag-PRMTS fehérjét radioaktiv ATP (y->?P-ATP) szubsztrat
jelenlétében PKA és PKC, illetve ROK enzimek jelenlétében foszforilaltunk, de csak az utdébbi
esetén tapasztaltunk szignifikans foszforilaciot. A foszforildlt PRMTS tomegspektrometrids
analizisével a PRMTS fehérje Thr80 oldallancat azonositottuk, mint specifikus ROK foszforilacios
helyet (14. abra). Ezutan a Thr80 oldallanc ROK-altali foszforilacidjat in vitro kindz esszét
kovetden anti-foszfo-PRMTS™ antitest segitségével Western blot analizissel is igazoltuk. Ezt
tovabb erdsitette az, hogy a PRMTS Thr80 oldallanc foszforilacidja szelektiv ROK inhibitor
(H1152) jelenlétében kozel 50%-kal csokkent.
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14. abra. A PRMTS5 Thr80 oldalldncat modositia a ROK/MP enzimpdr. A ROK foszforilalja a PRMTS
Thr80 oldallancat. (A) A PRMTS foszfopeptidek ioncsapdas iitkézésindukalt disszocidcios (CID)
spektrumai. CID m/z: 656,338 (3+) SDLLLSGRDWNpTLIVGK peptidet azonositott, amely a vad tipusu
fehérje [69-85 aminosavak] peptidjének felel meg. A modositasi helyként a Thr80-at azonositottuk (lasd az
vl1 fragmentumiont (foszforilalt)). A peptidfragmentumok jeldlése a Biemann-féle nomenklatura szerint
tortént [5]. (B) A ROK-inhibitor (10 uM HI1152) hatisa a PRMTS5 ROK altali foszforilaciojara. A negativ
kontroll mintakat ROK hianyaban (Veh), a pozitiv kontroll mintdikat pedig ROK jelenlétében (Ctrl)
készitettiik. A Thr80 relativ foszforilaciés szintjét anti-pPRMTS™" antitesttel, Western blot segitségével
hataroztuk meg.A PRMTS5 blotok belsé kontrollként szolgaltak. (C) 25 nM FT-MYPTI és 5 nM rPP1covagy
ezek kombinaciojanak hatasa a PRMTS5 Thr80 foszforilacios szintjéere Western blot analizis szerint. Az
adatokat a ROK-foszforilalt PRMTS5-tel hasonlitottuk dssze. Az értékek atlagok + SEM; *p<0,05, **p<0,01,
**p<0,001, ****p<0,0001, #p<0,05, egyiranyu ANOVA, majd Tukey-féle tobbszoros dsszehasonlito teszt,
n=3.

Tovabba Flag-MYPT1 ¢és rekombindns PP1co enzimek egylittes alkalmazasa esetén ~63%-kal
csokkent a foszforilalt Flag-PRMT5™8 foszforilacios szintje, mig a PP1¢8 dnmagéaban csak ~36%-

kal csokkentette a Thr80 foszforilaciét. A PRMTS Thr80 oldallancanak PP1cd altali fokozott
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defoszforilacioja MYPT1 jelenlétében a MYPT1 célrairanyito €s aktivalo szerepére utal a MP altal
katalizalt defoszforilacid soran (/4. dbra).

A Thr80 foszforilaci6 PRMTS fehérjére gyakorolt hatdsdt az enzim metiltranszferaz
aktivitdsanak mérésével vizsgaltuk in vitro kisérletekben. A hiszton H4 ¢s H2A fehérjék Arg3
oldalldncénak szimmetrikus dimetilacidja csokkent (a H4R3met2 46%-kal és a H2AR3met2 64%-
kal) a miozin foszfataz jelenlétében, mig a PRMTS fehérjéhez ko6tédé MEPS0 mennyisége nem
valtozott. A PRMTS aktivitdsdhoz sziikséges MEP50 kotddését tehat nem befolydsolja a PRMTS
ROK éltali foszforilacioja.

A PRMTS foszforilaciojanak a metiloszoma komplexre kifejtett esetleges hatasait a 4
PRMTS és 4 MEPS0 egységbdl allo oktamer komplexben kivantuk vizsgalni. Azonban a komplex
kristalyositasa és szerkezetvizsgalata méretébdl adodéan nem volt megoldhatd. Emiatt kiterjedt
molekuladinamikai szimuladcidkat végeztiink a Pécsi Tudomanyegyetem Biofizikai Intézetének
munkatarsai (Hetényi Csaba ¢és Borzsei Rita) segitségével. A nem-foszforilalt illetve a Thr80
oldallancon foszforilalt human PRMTS és a MEP50 k6zo6tti dimer modelljéhez illesztettiik a teljes
hosszusagu hiszton H4 fehérje modelljét. A teljes hosszusagu hiszton H4-et in situ épitettiik be a
human PRMTS5-MEP50 dimerbe, kisérleti H4-fragmentumok felhasznalasaval, valamint
szerkezet- és energiaclemzéseket végeztek a komplexalt és az egyedi fehérje partnerekre is. Az
eredmények alapjan a foszforilalt PRMTS5 metiltranszferaz aktivitasa nagyobb a foszforilalatlan

PRMTS enzimhez képest (15. abra) [126].

Hiszton-PRMTS5 Hiszton-PRMTS5 pThr80:
R45 kotodése a DNS-hez R45 kotédése a PRMTS
enzimhez

15. abra. A PRMTS kizarolag a hiszton 4 szabad formadjat metildlja.

Ezzel 6sszhangban azt talaltuk, hogy HepG2 sejtekben MYPT1 csendesités hatasara a
PRMTS5 Thr80 foszforilacidja mintegy 46%-kal megemelkedett, és 40%-kal, illetve 45%-kal
novekedett a H2AR3 ¢és H4R3 oldallancok szimmetrikus dimetilacioja, mig a hiszton fehérjék

mennyisége nem valtozott. A fenti eredményeket kvantitativ modszerrel is megerdsitettiik.
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MYPTI1 csendesitett HepG2 sejtmagi frakciokban a specifikus PRMTS aktivitas 65%-kal
emelkedett a non-target kontroll sejtek magfrakciojahoz képest. Tovabba, hasonld tendenciat
tapasztaltunk MCF7 emldkarcindma sejtek magi frakcidiban is az siMYPT1 kezelés hatdsara.
Ezen eredmények arra utaltak, hogy a Thr80 oldallanc a PRMTS mikddését szabalyozo
foszforilacids hely, és hogy foszforilacio hatasara emelkedik, mig defoszforilacio hatasara csokken
az enzim metiltranszferdz aktivitésa.

A miozin foszfatdz hiszton fehérjék dimetildcidjanak szabalyozasahoz kapcsolodo
funkcidjanak pontosabb meghatdrozasara microarray analizist végeztiink az Affymetrix Human
Gene 1.0 ST Array alkalmazésaval (Tdblazat SI). A non-target kontroll és siMYPT1 HepG2
sejtekbdl szarmazo mintadk Osszehasonlitdsa sordn 2429 gén mutatott megvaltozott expresszios
mintdzatot a két csoport kozott. A bioinformatikai analizis eredményét kiillonb6zd szabalyozasi
utvonalakkal 6sszevetve valtozast mutatott példaul az RXR-funkcié (PPAR a, vy, IL1R, JUN) az
LPS/IL-1 utvonal altali gatlasa, a C-vitamin antioxiddns hatasa (STATS, MAPK3 and 9), a
sejtciklus szabalyozasa (Not7, PPP2C, CDK2, E2F3, Rb protein) vagy az IL-4 és IL-8 jelatviteli
utvonal génjeinek expressziodja (Fiiggeléek Tablizat S1). A MYPTI csendesitésének
eredményeként azt talaltuk, hogy az 6sszes érintett gén 39.5%-a kapcsolddik valamilyen daganatos
megbetegedéshez, mint pl. limfohaematopoetikus-, maj- vagy emlérak és vesesejtes karcindma
képzddése. Fertdzd betegségekhez és fejlddesi zavarokhoz kapcsolddd géneket 10,9% -ban és
6,99% -ban azonositottunk. Emellett szdmos tumorszuppresszor ¢€s transzkripcids faktor
expresszioja jelentds mértékben csokkent a MYPT1 csendesités hatasara, mint pl. a
retinoblasztoma és c-Myc fehérje esetében.

A microarray-elemzés adatai arra mutattak rd, hogy MP csokkent expresszids szintje
daganatképzddéssel Osszefiiggésbe hozhaté gének expresszidjanak valtozasat eredményezte.
Emiatt forditott fazist szoveti array analizist végeztiink husz hepatocellularis karcindméaban
szenvedd beteg mintajan és 15 egyéb daganatos sejtvonal lizatuman az egészséges kontrolljaihoz
képest (16. dbra). A PRMTS fehérjeexpresszidja a vizsgalt daganatos szovetek ~75%-aban
novekedést mutatott az egészséges kontrollokhoz képest. A THP-1 monocitikus leukémia €s a Raji
Burkitt lyphomoma sejtek mutattdk a legnagyobb ndvekedést [111]. A PRMTS relativ
foszforilacigja a Thr80-on a daganatos szovetek mindegyikében jelentésen megemelkedett,
kiilonosen a leukémias, tiid6-, vastagbél- és emldrakos karcindmakban, valamint a HCC

szovetekben. A MYPT]1 relativ expresszidja valtozatos expresszids mintazatot mutatott, azonban
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a MP holoenzim aktivitasat meghataroz6 MYPT1 Thr850 gatlohelyen torténd foszforilaciojanak
emelkedését tapasztaltuk szinte minden esetben, igy példaul akar 10-12-szeres emelkedést is
detektaltunk az emld- €s tiidokarcindmakban (/6. dabra).

Koréabbi vizsgalatok [127] eredményeit aldtdmasztva a daganatos szovetlizdtumokban a

hiszton fehérjék emelkedett expressziojat és szimmetrikus dimetilaciojat igazoltuk. Igy a vizsgalt
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16. abra. Human hepatocelluldris karcinoma (HCC) biopszidk fehérje expresszios profilja. Forditott
fazisu fehérje microarray analizist végeztiink a PRMT)S (felso), MYPTI1 (kozépsd) és hiszton H2A (also)
fehérjék poszttranszlacios modositasanak tanulmanyozasara normal és daganatos human biopsziakban.
A human HCC-mintdikat (n=20) a klinikailag igazolt tumor stadium (vilagissziirke oszlopok) vagy
gradus, fokozat (vilagossziirke oszlopok) besorolasa alapjan csoportositottuk. Az értékek az adott fehérje
foszforilaciojanak vagy szimmetrikus dimetildciojanak dtlagat jelentik a megfelelo nem daganatos
mintakhoz képest expressziojukra normalizalva. Az adatok datlagok £ SEM; *p<0,05, **p<0,01, Student
t-probaval.

raktipusok 88%-a a génexpresszid gatlasat eredményezd Arg3 szimmetrikus dimetilacios jel
emelkedését mutatta, ami a tumorszupresszorok, igy a pRb génjexpresszid gatlasat eredményezte.
Méréseink arra utalnak, hogy az MP csokkent aktivitasa kapcsolatban all a PRMTS megnovekedett
aktivitdsaval €és a hiszton fehérjék szimmetrikus dimetilaciojaval, kiilondsen a holyag- ¢és
vastagbélrakban, az MCF7 emldérakban, a THP1 monocitas leukémidban, a vese
adenokarcindméban és a hepatocellularis karcindmaban. Elemzéseink alapjan a PRMTS
foszforilacigja és aktivalasa, valamint a H4 hiszton arginin-metilacidja korrelal a hepatocellularis

karcinoma szdvetek gradusaval és statuszaval (n=20) (/6. dbra). A fentiek bizonyitottdk, hogy a

56



tumorszupresszor Utvonalak szabalyozasaban, a MP a PRMTS5 onkoprotein negativ szabalyozoja.
Tehat a MP kettés funkcioval rendelkezik a daganatképzodésben, mivel nemcsak a sejtmigraciot
¢s metasztazis kialakuldsat szabdlyozd citoszkeletdlis elem, hanem a génexpresszid
kulcsfontossagu  szabalyozdjaként is mikodik, és tumorszuppresszor tulajdonsagokkal
rendelkezik.

Mivel nuklearis lokalizaciot csak a MP és a PRMTS mutat, de ezen enzimek effektora a

ROK nem, felmeriilt a kérdés, hogy mi lehet a MP/PRMT5/hiszton jelatviteli utvonal upstream
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17. abra: A PPM1B és MYPTI kézotti fehérje-fehérje kolcsonhatds igazolasa (A) GST-hez vagy GST-
MYPTI-hez kétott Glutathione-Sepharose 4B gydngyéket inkubdltunk FT-PPMIB transzfektalt vagy nem
transzfekciolt tsA201 sejtlizatumokkal. A kolcsénhatast Western blot analizissel detektaltuk anti-GST és anti-
Flag antitestek alkalmazasaval. A PPIcf szolgalt pozitiv kontrollként. (B) A MYPTI és PPMIB kozotti
kolcsonhatasok kvantitativ elemzése Duolink PLA fehérje-feherje interakcios esszé segitségével. A
retinoblasztoma fehérjére (pRb), illetve a PPlcf-ra specifikus antitestekkel jelolt csoportokat pozitiv
kontrollként hasznaltuk. Az MYPTI kolcsonhatasat PPMIA antitesttel is vizsgaltuk. Az oszlopdiagram
mutatja a Duolink PLA esszé soran megjelenitett fluorescens jelek szamat mutatja, sejtszamra normalizalva.
A negativ kontroll csoport értékét 100%-nak tekintettiik. A csoport dtlaga + SD (n=3-9). A csoportokat
egyutas ANOVA segitségével hasonlitottuk dssze, ahol (*) p<0,05, (***) p<0,001 és (¥****) p <0,0001.(C)
Az F-aktint Alexa688 Falloidinnal (piros), a sejtmagokat pedig DAPI-val (kék) festettiik meg. A fehérje-
fehérje kdlcsonhatasokat sarga fluoreszcens jel mutatja. Méretarany: 10 um.

szabalyozdja. Kordbbi eredményeink alapjan a MYPT1 nuklearis interaktomjaban a hiszton és a
metiloszoma-komplex tagjain kiviil tobb mas fehérjét is leirtunk [111]. A MYPT1 kolcsonhato
fehérjék kozott egyetlen katalitikus  aktivitdssal rendelkezd fehérjét azonositottunk

tdmegspektrometrids elemzéssel, ez pedig a Mg*’Mn*" -fiiggé fehérje-foszfatiz 1 B izoforma
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(PPM 1B vagy mas néven a PP2Cp izoforma) volt [111]. Ezért célul tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk
a PPM1B szerepét a PRMTS altal szabalyozott onkogén jelatvitel szabalyozéasaban.

Modellként a mar korabban MP/PRMTS jelatviteli palya szabalyozé hatdsara egyértelmiien
korrelalé human cervikalis karcinoma sejtvonalat (HeLa), majd human cervikalis biopszidkat
hasznaltunk. Elséként immunoprecipitacioval [112], pull down kotédési vizsgalattal (17. A.), és
Duo Link fehérje-fehérje kolcsonhatasi vizsgalattal (17. B és C.) igazoltuk, hogy a PPM1B
kolcsonhatasba 1ép a MP MYPT1 szabalyoz6 alegységgel. Szintén igazoltuk, hogy a MYPTI
szelektiven a PPMI1B izoformaval 1ép interakcidba (/7. dbra), és nem a hozzd 76%-0s
szekvenciahomologiat mutato PPM1A izoforméval [38].

Emellett bizonyitottuk, hogy a MP MYPT]1 alegysége a PPM1B szubsztratja. MP MYPTI1
szabalyozd alegységének gatlo foszfo-Thr696 aminosavmaradékat defoszforilalta a PPMI1B in
vitro, és ez a hatas egyértelmlien fémion fiiggést mutatott (/8.4. dbra)[112]. A PPMIB
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18. abra: A PPM1B aktivilja az MP-t a MYPTI Thr696 gatlo foszfit csoport eltivolitasaval. (A) GST
Sepharose-hoz kapcsolt GST vagy GST-MYPTI- ROK enzimmel foszforilaltunk, majd PPMIB-vel
inkubaltuk Mg?* és Mn?" ionok jelenlétében, vagy a nélkiil, vagy Mg** és Mn*" ionok és 1 uM Sanguinarine
Jjelenlétében. A GST-MYPTI foszforilacidjanak valtozasat Western blot analizissel vizsgaltuk MYPTI1P7%%
ellen termeltetett antitest alkalmazasaval. Két csoportot parositatlan kétmintas t-probaval, t6bb csoportot
egy utas ANOVA-val hasonlitottunk ossze, ahol p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) és p < 0,001 (***).n=3—11,
atlag = SD. (B) A HeLa sejteket 1 uM SNG-vel vagy 50 nM OA-val, avagy ezek kombindciojaval kezeltiik,
kontrollként kezeletlen mintat alkalmaztunk. A miozin-foszfatiz aktivitasat 1 uM **P-miozin szubsztrattal
mértiik. Az értékeket normalizaltuk az MYPT1 fehérje mennyiségéhez, és a kontroll csoport %-os aranyaban
abrazoltuk. = SD; n=3. A csoportokat egyutas ANOVA-val, Tukey post-hoc teszttel kévetve hasonlitottuk
ossze, ahol p < 0,05 (*) és p < 0,01 (**). A sejtlizatumok MYPTI és PPlc MP holoenzim tartalmanak
vizsgdlata céljabol Western blot analizis késziilt MYPTI és , PP1cp elleni antitestek felhasznalasaval, belsd
kontrollkeént lamin A/C szolgalt. SNG:sanguinarine, OA:okadadnsav.
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szanguinarinnal (SNG) torténd gatlasa kivédte a MYPT1 defoszforilaciojat. A Hela lizatumok
miozin foszfataz aktivitisanak mérése teljes *?P-miozinnal is alatamasztotta ezeket az
eredményeket (/8. B abra). A MP enzimaktivitisa a PPM1B SNG altali gatlasa kovetkeztében
23%-0s (p=0,02) csokkenést mutatott a kezeletlen kontroll 100%-nak vett értékéhez képest. Az
OA (okadénsav), amely szelektiv protein-foszfataz 1 és 2A inhibitor, 50 nM-os koncentracidoban
alkalmazva 29%-os aktivitascsokkenést (p=0,04) eredményezett az MP aktivitasban. Az OA és
SNG inhibitorok kombinalt alkalmazasa additiv hatast mutatott, és 40%-os csokkenést
eredményezett (p=0,007) a kezeletlen kontrollhoz képest. Mivel az OA 50 nM-os koncentracidoban
csak a PP2A-t gatolja, a PP1-et nem [128], és még 1 uM OA alkalmazasa sem befolyasolta a PP1
aktivitasat a sejtekben [129], ezért eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a MP holoenzim
aktivitasat nem a PPlc katalitikus alegység kozvetlen gatlasa modositotta, hanem a MYPT1
szabalyoz¢ alegység poszttranszlacidos modositasan keresztiil, kozvetetett szabalyozo elemek, mint
pl.: a PP2A vagy PPM1B géatlasa csokkentették.

A PPMI1B szerepének tovabbi validalasa érdekében HeLa sejteket transzfektaltunk (/9. abra)
a Flag-PPM1B vad tipusu (FT-PPM1B) és a foszfataz-inaktiv R179G mutans formajaval (R179G
PPMIB) [130]. Egyik overexpresszios koriilmény sem befolyasolta a MYPT1 és PRMTS
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19. abra. Az aktiv PPM1B és az inaktiv R179G mutdns hatisa a MYPTI expressziojara, a MP aktivitdsdra,
valamint a HeLa sejtek kolonizdcios képességére. Az iires vektor (mock), a vad tipusu Flag-PPMIB (WT
PPMIB) és a Flag-R179G inaktiv PPM1B mutans (R179G PPM1B) transzfektalt Hela sejtek fehérjéit anti-
MYPTIP™% (4), és anti-PRMTS5"™" (B) antitestek segitségével Western blot elemzéssel vizsgaltuk. Az értékek
atlag +/- SD, n=3. A csoportokat parositatlan t-probaval hasonlitottuk 6ssze két csoport osszehasonlitisa
eseten, vagy egyutas ANOVA-val tébb csoport dsszehasonlitasa esetén, amelyet Tukey post-hoc teszt kivetett,
ahol p < 0,05 (*) és p < 0,01 (**).(C) A kontroll, FT-PPM 1B és R179G mutdns PPM 1B overexpresszalo HeLa
+/- 8D, és n=3. A csoportokat egyiranyii ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze, majd Tukey t6bbszoros dsszehasonlito
teszttel, ahol p<0,05 (*) és p<0,01 (**).
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expressziojat. A MYPTI foszforilacioja a Thr696 oldallancon csokkent a FT-PPM 1B jelenlétében,
a R179G PPMIB-t overexpresszaldé mintakban mért értékekhez képest (/194. dbra). Az MP
szubsztratjanak, a PRMT5-nek az aktivitasat is befolyasolta az aktiv PPM1B jelenléte. A PRMTS
relativ foszforilacioja a Thr80 oldallancon csokkent az FT-PPM1B overexpressziojanak hatasara,
mig az R179G PPM1B mutéans overexpresszidja nem volt szignifikans hatassal (/9B. abra).

Ezek az eredmények a PPM1B in vivo szerepére utalnak a MYPT1 Thr696 gatlo foszforilacios
helyének szabalyozasaban és a PRMTS aktivitasara gyakorolt kozvetett hatdsaban. A WT PPM1B
¢s annak foszfataz-inaktiv R179G mutansanak overexpresszioja hatdsai kozotti kiilonbség tovabbi
igazolasara 12 napos kolonizacios vizsgalatot végeztink. A WT-PPM1B-t overexpresszald
csoport kolonizacids aktivitdsa 27%-kal csokkent a mock kontrollhoz képest, a mutans R179G
PPMIB overexpresszidja pedig gyakorlatilag hatastalan volt, ami az aktiv PPM1B gatl6 szerepét
bizonitja a HeLa sejtek koloniaképzddésében (19C. abra).

A PPMI1B SNG-vel torténd gatldsa az MP gatlasat és a PRMTS fokozott aktivitasat
eredményezte, ami a H4 hiszton szimmetrikus dimetilaciojanak ndvekedéséhez, ¢€s a
tumorszuppresszor retinoblasztoma fehérje szintjének csokkenéséhez vezetett HelLa sejtekben. A
PPMIB overexpresszioja ezekkel ellentétes hatdst fejtett ki [112]. Végiil a human méhnyakrak
biopszidk az egészséges kontroll mintakhoz képest a PPM1B fehérje teljes eliminaciojat mutattak.
A daganatos biopszidkban megemelkedett a gatldé MYPTIPT® ¢és a szabalyozd6 PRMTSPTSO
aminosavmaradékok foszforilacigja, valamint a H4 szimmetrikus dimetilacidja, amit a
retinoblasztoma fehérje szignifikansan csokkent expresszidja kisért. Ezért a PPM1B/MP tengely
tumorszupresszor szerepét a PRMTS gatlasan keresztiil értelmezziik, ami a H4 arginin-
dimetilacioja révén szabalyozva a génexpressziot [112].

Bér a legtobb korabbi eredmény azt sugallta, hogy az MP a ROK jelatvitel downstream
effektora, egyre tobb eredmény utal a ROK-fiiggetlen hatdsara a daganatképzés kialakulasanak
igazoltuk tobb munkacsoporttal 6sszhangban, akik a MYPT1 mutaciéit, valamint megvaltozott
foszforilaciojat és expressziojat dokumentalték kiilonbozé raktipusokban [131]. Erdekes médon a
MYPT1 csokkent expresszidja nem mindig kisérte a tumor kialakulasat, de a MYPT gatlo
foszforilacidja igen. Ez a jelenség-legaldbbis részben- az MP PPM 1B-vel torténd szabalyozasaval
magyarazhato. Erdekes modon azokban a daganattipusokban, ahol a PPM1B downregulaciojat

mutattuk ki, mint példaul a hoélyag-, a gyomor- és a hepatocelluldris karcindma, csak a MYPT]1
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gatlo foszforilacioja mutatott korrelaciot, a MYPT1 fehérjeexpresszidja nem [111], ami
magyarazza az MP tumorszupresszor aktivitasat anélkiil, hogy a fehérjeexpresszidjdban barmilyen
valtozas tortént volna. Béar ez a hipotézis még tovabbi kisérleteket igényel, a miRNS altali
szabalyozas lehetdsége sem zarhato ki.

Osszességében eredményeink szerint a PPMI1B-t a MP 1j foszfatdzaként és az
MP/PRMT5/hiszton jelatviteli Gtvonal upstream szabdlyozdjaként azonositottuk. Betekintést
nyujtottunk abba a molekularis mechanizmusba, amellyel a PPM1B a miozin foszfatdz aktivalasan

keresztiil szabalyozza a daganatos sejtek kialakulasat. A jelatviteli Gtvonalak szabalyozdsanak

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

részletes megértése Uj célzott terapia fejlesztésére ad lehetdséget azaltal, hogy a PPM1B enzim j

tumorszuppresszorként irtuk le. (20. abra)

5.3. A protein foszfatazok szerepe a borszovet homeosztazisanak
fenntartasaban és a patofiziologiai folyamatok molekularis

Az eml6ésok felhamja, a bor kiilsé rétege 1étfontossagu hatarfeliiletet képez a test és a
kiilvildg kozott, amely a szervezet els6 védvonala a korokozok, az UV-fény €s a vegyi anyagok,
valamint a mechanikai sériilések ellen. A human bdr harom jol elkiilonithet6 rétegbdl all, ezek
kiviilrdl befelé¢ haladva az epidermisz, a dermisz és a hipodermisz. A rétegek koziil az epidermisz

a biologiailag leginkdbb aktiv, mivel a bazalis réteg (stratum basale) sejtjei dllanddan osztodva
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folyamatosan megujitjak azt. Az epitélidlis sejtek a tight junction strukturak altal szorosan
Osszekapcsolodva taladlhatoak az epidermiszben, mikdzben a borfelszin kozelében 1évo sejtek
fokozatosan elszarusodnak és elhalnak [131]. Az epidermisz barrier funkciojat elsdsorban ez a
termindlisan differencidlodott, sejtmagjukat vesztett keratinocitdkbol allo elszarusodott réteg
(stratum corneum) biztositja [132]. A bazélis réteg felett a stratum spinosum helyezkedik el,
melyet a dezmoszémak kiterjedt haldzata jellemez. A kovetkezo réteg a stratum granulosum, ahol
a sejtek fehérjéket és lipideket magukba zard granulumokat termelnek, melyeket a terminalis
differenciaci6 késobbi szakaszaban kiliritenek az intercellularis térbe. A stratum granulosum
feletti szoveti régidban a sejthalal folyamata felgyorsul, az intracellularis struktarak elpusztulnak,
¢s kialakul a teljesen differencidlodott korneocitakbol allo stratum corneum [133]. Mindegyik
kompartment folyamatosan dnmegtjulason vagy orokos ndvekedési cikluson megy keresztiil a
posztnatalis homeosztatikus és regenerativ folyamatok sordn. A bazalis réteg sejtjei foként dssejtek
vagy proliferativ progenitorok. Miutan levalnak az alapmembranrol (bazalis membran; BM),
kifel¢ vandorolnak, €s egy szorosan szervezett differencialodasi folyamaton mennek keresztiil.

A bort gyakran érik kiilonb6z0 kiils6 stresszhatasok, igy UV sugérzas vagy sebképzddés,
amelyek szdveti sériilést és barrier karosodast eredményeznek. Ezen patomechanizmusok mogott
az egyik legfontosabb szabalyozasi folyamat a fehérjék reverzibilis foszforilacidja. A protein
Ser/Thr kindzok szerepét mar leirtdk ezekben a folyamatban, [134], de a reverzibilitasért felelOs
protein foszfatdzok kozremiikddésérdl sokkal kevesebbet tudunk. Ennek felderitésére az UV
sugarzas altal kivaltott patomechanizmusokat és a sebgyodgyulas folyamatat vizsgaltam.

A sz¢€lsOségesen magas ultraviola (UV) sugarzas karos hatassal van a bérre, mivel borpirt,
€gést, pigmentaciot, hiperplaziat, immunszupressziot, béréregedést és rakot okoz [135]. Az UV
spektrumot harom tartoményra osztjak: UVC (200-290 nm), UVB (290-320 nm) ¢s UVA (320-
400 nm). A napfénybdl a Fold légkorében 1€v6 6zon, oxigén €s vizgdz kisziiri az UVC és UVB
sugarakat, emiatt az UVA teszi ki a Foldet érd ultraibolya sugéarzas 95%-at. Az UVA hosszabb
hullamhossza miatt a bérszdvet mélyebb rétegeibe hatol, egészen a dermisig, amig az UVB az
epidermis rétegében nyelddik el. Az UVA sugérzas reaktiv oxigén gyokoket (ROS) kelt a
sejtekben, amik a lipidek, fehérjék és nukleinsavak sériilést okozzak [135].

Vizsgalatainkban a PP1 és PP2A enzimcsalddok szerepét tanulmanyoztuk az UV
sugarzasra adott sejtvalaszokban. A human epidermist modellezd HaCaT keratinocitdkon ¢és

Balb/c egérbéron a PP1 szelektiv gatloszerének, a tautomycin (TM) jelenlétében mértiik a sejtek
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21. abra. Az UV-sugarzas hatdisa a HaCaT sejtek életképességére és a protein foszfatazok aktivitdisdra. (a)
A sejteket kiilonbozé UVA (1-20 J/em?) és UVB (0,0025-2 J/cm?®) dozisokkal sugdroztuk be. MTT-méréseket
vegeztiink a HaCaT-sejtek sejtéletképességének értékelésére az UVA-sugdrzas elott (kontroll) és utan. (b). A
HaCaT sejteket a jelzett dozisi UVA- vagy UVB-sugdrzasnak tettiik ki, majd ’P-MLC20 szubsztrattal
vizsgaltuk a PPl és PP2A foszfatazok egyiittes specifikus aktivitast. A nem besugarzott sejtek
foszfatazaktivitasat 100%-nak vettiik. n=5 A csoportokat egyiranyni ANOVA-val hasonlitottuk ossze, majd
Tukey tobbszoros osszehasonlito teszttel, ahol p<0,05 (*) és p<0,01 (**).

tulélését, valamint a lizatumban 1évo legfontosabb foszfataz enzimek a PP1 és PP2A aktivitasat
(21. abra).

A 10 J/em? UVA-dézis a HaCaT-sejtek halalat idézte eld, és a foszfataz aktivitas 30 %-os
csokkenését eredményezte, mig az ettdl alacsonyabb dozis tartomanyban az UV A besugarzasnak
nem volt hatdsa. Az UVB sugarzas befolyasolta a foszfataz aktivitast a vizsgalt dozis
tartomanyban. Ezek alapjan hatdroztuk meg a minimalis effektiv dézist (10 J/cm?) és igy a
tovabbiakban dsszesen 531 J/cm? dozist alkalmaztuk (21. dbra).

HaCaT sejtekben a PP1c-csendesités csokkentette a foszfataz aktivitast és gatolta a sejtek
életképességét a kontroll és az UVA besugéarzasnak kitett sejtekben (22.4. dbra). Erdekes médon
az UVA sugarzas a Ser/Thr PPP enzimcsalad masik alcsalddjara, a PP2A enzimekre nem volt
hatéassal, de jelentdsen gatolta a PP1 enzimek aktivitdsat a PP1 csalad szelektiv inhibitora (I-2)
jelenlétében végzett mérések szerint (22. B. dbra). Az UVA PPI1 enzimre kifejtett hatasdnak
hatterében a katalitikus kozpontban 1évo ciszteinil oldallancok és a fémion(ok) oxidécidja allhat,
ami az UVA sugarzas soran termelddott reaktiv oxigén gyokok keletkezésének tulajdonithato
[136].

A PPlc-csendesités és az UVA-sugarzas megvaltoztatta a HaCaT sejtek génexpresszids

profiljat. 19 olyan gént talaltunk, amelynek génexpresszidja PP1-enzimtdl fiiggd moédon valtozott
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22. abra. A PPI csendesités és az UVA-sugdrzds hatasa a HaCaT sejtek életképességére és protein
foszfataz aktivitasdara. (4) A HaCaT sejteket “non-target” (kontroll) vagy PPI-specifikus siRNS-sel
(siPP1) transzfektaltuk, vagy 10 J/cm® UVA-sugdrzasnak (UVA) vagy kombindlt kezelésnek tettiik ki.
A lizatumok foszfataz aktivitasat vizsgaltuk. (B) Az 1 uM TM-mel kezelt HaCaT sejtek foszfataz
aktivitasat 10 J/em2 UVA besugarzassal vagy anélkiil vizsgaltuk. A teljes (PP1+PP2A) és a PP2A
aktivitasokat 2 uM inhibitor-2 (I-2) hianydaban (fekete savok) és jelenlétében (fehér savok) mértiik. A
csoportokat egyiranyu ANOVA-val hasonlitottuk dssze, majd Tukey tobbszords osszehasonlito teszttel,
ahol p<0,05 (*), p<0,01 (**) és p<0,01 (***).

UVA sugarzas hatasara keratinocitdkban, igy a microarray-analizis a keratin1/10-et, az S100A8
kalciumkoto fehérjét, és a hiszton 1b-t kddold gének megvaltozott expresszios szintjét mutatta ki
[137]. Az emlitett gének expresszidjanak valtozasait NHEK normal human keratinocita és TM-
kezelt egér bérmintakon is igazoltunk. A PP1-specifikus gatlo TM-kezelt Balb/c egerekben a
keratinl/10 és az S100A8 fehérjék szintjének novekedését, valamint a hiszton Hlb fehérjék
szintjének csokkenését mutattuk ki microarray és fehérje expressziés modszerekkel az UVA-
sugarzast kovetden. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az UV A hatésat legalabb részben a PP1
aktivitas csokkenése okozta génexpresszios modosulasok medialjak.

Meglepd modon a PP1 gatldszer 6nmagéban jelentds vastagodast okozott az epidermiszben
¢s UVA kezeléssel kombinalva ez tovabb fokozddott, a teljes borvastagsag szignifikans valtozasa
nélkil (23. dbra). Emellett jelentds hegesedést, fokozott pigmentaciot és pruritogén hatdst

tapasztaltunk.
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23. abra A PP1-gatlas és az UVA-sugdrzds hatdsa az egér hati bor vastagsdagara. (4) Nem-besugarzott
és UVA-besugarzott egerek hati borén kontroll és TM-kezelt feliiletet jeloltiink meg, majd H&E festés
utan fénymikroszkoppal dokumentaltuk Méretsav=20 um. (B) A képeket Image J program segitségével
elemeztiik és abrdazoltuk. és (B). Atlagok+SEM pdrositott t-préba *p<0,05, **p<0,01. n=9n=9) egér).

A protein foszfatazok bér homeosztazisdnak szabalyozasaban nemcsak az UV sugarzas
kiilsé kornyezeti tényezokre adott valaszokban is. A sebgyogyulds folyamata négy elkiilonitett
fazison 4t torténik: véralvadds, gyulladas, proliferacios fazis ¢és szoveti ujrarendezodés
(remodelling). Ezek a szakaszok egymas utan, de idében atfedé modon, szabalyozottan zajlanak
le [138]. A seb kialakuldsa utan azonnal megindul a vérzéscsillapitas, a proinflammatorikus
citokinek ¢és novekedési faktorok felszabaduldsa, majd a mikroorganizmusok neutrofil
granulocitdk altali fagocitozisa [139]. A re-epitelizacié folyamata soran az epitélsejtek
proliferalnak és a seb felszinére vandorolnak, hogy helyreallitsdk az epidermisz barrier funkciojat.
Az ¢érési fazis soran az extracellularis matrix ujjaépiil, szerkezeti felépitése pedig felveszi a
normalis strukturat. A sebgyogyulas egyik fontos torténése a re-epitelizacid, mely a seb kornyékén

--------------

proliferacié €s a migracid eseményei térben elkiiloniilnek egymastol: a sebszél kozvetlen
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kozelében 1évo sejtek migralnak, mig az attdl tdvolabb 1évo keratinocitak proliferalnak [140]. A

re-epitelizacio szabalyozasaban szamos novekedési faktor vesz részt.
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24. abra: A PP1 gatlasa megakaddlyozza az egérboron ejtett sebek gyogyuldasdt. Relativ sebteriilet mérete az
egyes kezelések és a sebzés ota eltelt napok fiiggvényeben. n=6, kiértékelés kétutas ANOVA-val és post-hoc
Dunnett-teszttel. *p<0,05; ***p<0,001. (bal fent) A sebekrdl késziilt fenykepek reprezentativ mintak. Egérborbdl
kimetszett sebmintak trikrom festése a re-epitelizdacio tanulmanyozdsara a sebzés utani 6. napon Masson-Goldner
eljarassal. (jobb oldali panelek) A sejtmagok sotétbarnak, a citoplazma és az izmok téglavirdsen festodnek, mig a
kotoszovet és a nyalkahartya kék. Méretskala hossza: 300 um.

Korabbi munkank szerint a protein foszfatdzok és kindzok is jelentds szerepet jatszanak a
folyamatban [141]. A foszfatdzok szerepének pontos kivizsgalasa érdekében HaCaT sejteket
okadansavval és kalikulin-A-val kezeltiink ¢és karcolési eszével vizsgaltuk a sejt migraciot. Azt
tapasztaltuk, hogy a PP1 és a PP2A egyilittes gatlasa lassitotta a migraciot. A PP1 és a ROK
sebzarodéasban jatszott szerepét egerek hatborén ejtett sebek TM és H1152 inhibitorokkal torténd
kezelésével tanulmanyoztuk. A TM, a PPl inhibitora a sebgyogyulas teljes elmaradasat
eredményezte ¢€s a trikrom festés szerint a re-epitelizacid folyamatanak teljes leallasat
eredményezte (24. dbra).

Mivel a PP1 enzimcsalddon beliil a MP specifikus hatdsat kivantuk vizsgélni, ezért
nemcsak a PP1 gatloszereit alkalmaztuk, de a MYPT1 szabalyozé alegység csendesitését is
tapasztaltuk, hogy a TM, valamint a MYPT1 csendesitése szignifikansan lassitotta, mig a ROK

inhibitora, a H1152 gyorsitotta a sebzarodast [1]. A MYPTI1 csendesitése és a keratinocitak barrier
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25. dabra: A MYPTI1 csendesités hatisa human keratinocitik kozotti sejt-sejtkapcsolatokra. (A)
Differencidlatlan és kalciummal differencialtatott (+Ca’") HaCaT sejteket non-target (NT), illetve siMYPTI
plazmidokkal transzfektaltunk, és ECIS kesziilekkel mértiik az impedanciat. A statisztikai elemzést kétutas
ANOVA-val és post hoc Tukey-teszttel végeztiik. *p<0,05; **p<0,01, ns: nem szignifikans. (B) HaCaT sejtek
immunfluoreszcencids festése (B) anti-zonula 1 (ZO1) antitesttel (z6ld), illetve fluoreszcensen jel6lt Texas Red-
X phalloidinnel az F-aktin (piros) kimutatasdra. A sejtamgokat (kék) DAPI-val festettiik meg. A sejteket siRNS-
sel transzfektaltuk. a méretskala: 10 um.

sSiMYPT1

funkcidjara is hatassal volt (25.A. dbra), azaltal, hogy gatolta a sejt-sejt adhéziot, amit az ECIS
modszerrel mérhetd impedancia novekedése igazolt. A MP alegység csendesitése gyengitette a
keratinocitak kozotti sejt-sejt kapcsolatot. Lathato, hogy a két sejt kozotti membranszakasz
egymastol szakaszosan elvélt, a zonula 1 (ZO-1) membranmarker festddése szakaszossa és
heterogénné valt (25. abra B panel z6ld).

Bar a MP csendesitése jelentds fiziologiai hatast valtott ki, de a hattérben alléo molekularis

mechanizmus még jellemzésre vart. Mivel a fentiekben részletezett modon mar meghatéroztuk a

--------

------

csendesités hatasara. Megéllapitottuk, hogy az STI00AS, low density lipoprotein receptor, vanilloid
receptor-1, transzglutaminaz-1, tovabba a keratin-1 és a keratin-10 fehérjék koziil egyediil a
transzglutaminaz-1 (TG1) expressziods szintje mutatott szignifikans eltérést a siMYPT mintakban.
Mig a keratin-1 és -10 a korai terminalis differenciaciéo markerei, addig a TG1 a granulosum és a
stratum corneum érett Keratinocitdiban expresszalodik, €s a késdi termindlis differencidcio
indikatorai [142]. A TG1 enzim egyes fehérjék (pl. involukrin, lorikrin) kdzotti y-glutamil-g-lizin
izopeptid kotések kialakitdsa altal eldsegiti az ugynevezett elszarusod6 sejtboriték,

plazmamembran alatt taldlhato fehérjeréteg — létrejottét a differencidlodod keratinocitakban.

67



Elszarusodott reteg

-

Epidermisz

Tal o '
proliferacio @ @ I @I @

. . >, ..

1 Bazalis membran

crer

......

(modositott abra: [1].)

Vizsgélataink egyediségét az adja, hogy a normal és HaCat immortalizalt keratinocitak és
egér boron végzett kisérletek mellett sebészeti titon eltavolitott ex vivo human boron is elvégeztiik
a MYPT1 csendesitési kisérletet. Mind HaCaT sejtekben, mind ex vivo borszovetben a MYPT1-
csendesités fokozta a transzgultaminaz-1 (TG1) expresszidt. A normal bérben a MYPT1 inkabb
az epidermisz mélyebb rétegeiben talalhaté meg, mig a TG1 elsdsorban a stratum granulosumban
€s stratum spinosumban. Sebzés hatdsara a bazalis rétegben még erdsebb MYPTI1 festddést

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

crer

--------

------

elszarusodasahoz. MYPT-csendesitett ex vivo huméan bdrszovetek lizatumait humén foszfo-
MAPK array-vel vizsgaltunk, és igy a MYPTI1-td]l fliggd foszforilacios allapotvaltozasokrol
kaphattunk képet. Vizsgalati eredményiink az Akt jelatviteli utvonal és a hsp27 fehérje upstream
regulatorainak jelentds valtozasat mutatta. A hsp27 kiilonféle sejtfolyamatokat szabalyoz. A
felsobb, granuldris rétegekben foszforilaltabb forméaban fordul eld [143], és ismert, hogy
rétegzett epidermisz kialakuldsahoz [144] . Ezek alapjan lehetséges, hogy az epidermisz fels6bb
rétegében a downregulaldédd6 MP-zal parhuzamosan aktivalodd Hsp27 segiti el6 a differenciaciot

(26. abra).
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Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PP1 enzimcsaldd, azon beliil is a MP kiemelt
jelentéségli az epidermis homeosztazisanak fenntartdsaban nemcsak az UV sugarzas elleni
az enzim potencidlis célpontnak tekinthetd a sebgyogyulds zavaraival Osszefliggésben 1évo

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

5.4. Az SMTNLI kettos hatasmechanizmusa: citoszkeletdlis regulator és
transzkripcios kofaktor

5.4.1. A vazizom felépitése és plaszticitisa
A szervezet fizioldgids (példaul a terhesség vagy edzés) és patoldgids valtozasainak

hatdsdra a sima- és vazizomzat jelentds atalakuldson megy keresztiil. Minden allapotot a
strukturalis, kontraktilis és receptorfehérjék egyedi készletének kifejezddése jellemez, amelyek a
génexpresszid kiillonb6z0 mintazataival korreldlnak. A vazizom alapvetd szerkezeti egysége a
tobbmagvu, harantcsikolt izomrost. Az emldsok vazizomrostjainak 4 0 tipusat a 27. dbra
szemlélteti. Az 1 tipust lasst, a 2a tipusu gyors oxidativ és a 2b tipusu gyors glikolitikusabb rostok
ardnya valtozik, ami kihatdssal van az izomzat kontraktilis sajatsdgai mellett a szervezet
anyagcsere folyamataira is. A 2x tipusu rostok atmeneti rosttipust jeleznek. Ragcsalok esetében a
kiilonb6zd tipusu izomrostokat arab szammal, mig a human eredetli izomrost tipusokat romai
szammal szokas jelolni, disszertdciom megirasakor én is ezt a jelolést kdvettem.

A kisebb atmérdji 1-es tipust rostok miozin nehézlanc 1 fehérjét (MyHC 1) és 2a tipust
Ca?"-ATPazt (SERCA2a) expresszalnak, lassi Osszehizodastak, nem faradékonyak,
szarkoplazmas retikulumuk gyengén fejlett. Mitokondriumban gazdagok ¢és kiterjedt
kapillarishalozattal rendelkeznek. A szarkoplazmdban 1év0 nagy mennyiségli mioglobin adja
jellegzetes vords sziniliket. Ezen felil magas trigliceridtartalom és a szarkoplazma alacsony
glikogéntartalma jellemzi (27. abra). Dontden aerob anyagcserét folytatnak, melynek tizemanyaga
a glikolizisbdl szarmazd piruvatbol a piruvat dehidrogenaz (PDH) enzim aktivitdsa nyoman
eléallitott, vagy a szabad zsirsavak B-oxidaciojabol keletkez6 acetil-CoA, amely a mitokondridlis

oxidativ foszforilacioban hasznosul. A folyamat soran 36-38 mol ATP/mol gliikoz keletkezik,
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27. abra: A vazizmot felépitd kiilonbozd tipusiu rostok osszehasonlitdsa.

amely biztositja a kontrakcio teljes ATP igényének hosszitava fedezését. Ezzel szemben
glikolitikus kapacitasuk és foszfokreatin szintjiik alacsony [145; 146] (27. abra).

A nagyobb atmérdjii 2-es tipusi rostok gyors Osszehuzodasuak, szarkoplazmas
retikulumuk jol fejlett, SERCA1a-t expresszalnak és a rostokat kevésbé dus kapillarishalozat veszi
koril az 1-es tipust rostokhoz képest. Energiasziikségletiiket anaerob glikolizisbdl fedezik, amely
energetikailag kedvezétlen, de gyors modja az ATP eldallitasanak (2-3 mol ATP/mol gliikéz). Az
ehhez sziikséges gliikkdz az extracellularis térbdl vagy a szarkoplazmaban raktarozott glikogénbdl
szarmazik, a folyamat végterméke a laktat. A fehér szinli, miozin nehézlanc 2b-t (MyHC 2b)
expresszalod 2b tipust rostok igen magas glikogén- és foszfokreatintartalmuknak kdszonhetden
nagy erokifejtésre képesek, de ehhez kevés és kisméretli mitokondrium tarsul, ezért intenziv
igénybevétel esetén hamar kifaradnak (27. dbra). Ezzel szemben a ro6zsaszin, miozin nehézlanc
2a-t (MyHC 2a) expresszal6 2a tipusu rostok oxidativ és glikolitikus kapacitasa egyarant nagy (a
magas mitokondrium-, foszfokreatin- és mioglobin tartalomnak kdszonhetden), ennélfogva
kevésbé faradékonyak, de kisebb erdkifejtésre képesek a 2b tipusu rostokhoz képest (27. dbra). A
humén vazizmokban az MyHC 2b nem detektalhat6, annak ellenére, hogy a fehérjét kodolo gén

(Myh4) megtalalhat6 a genomban. A 4 rosttipus koziil a legkésébb fedezték fel a miozin nehézlanc
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2x (MyHC 2x) fehérjét expresszalé 2x tipusu rostokat, amelyek tulajdonséagaikat tekintve
atmenetet képeznek a 2a és 2b tipust rostok kozott (7. abra). Erdemes megjegyezni, hogy a patkany
¢és egér 2x tipust rostokkal ellentétben a human IIx tipust rostok rendelkeznek a legalacsonyabb
oxidativ kapacitassal [145; 147]. Bar léteznek olyan izmok, melyek szinte kizardlag egyféle
rosttipusbol épiilnek fel, pl. a ragesalok m. soleus izma (1-es tipus), a legtobb emlds vazizomban
az 1-es €és 2-es tipusu rostok valtozartos kombinacioja figyelheté meg, és az expresszalt MyHC
fehérjék mindsége és mennyisége jellemzé az adott izomra. Az érett vazizomrost MyHC
Osszetétele és ezaltal a fenotipusa dinamikusan valtozik, amit a beidegzésiik és a szervezet
mukodésében betoltott funkcidjuk mellett szdmos hormondlis faktor -kiilonosképpen a
pajzsmirigyhormonok- befolyasolhat. Az 1-es tipusti rostokra jellemzd lassi fenotipus
kialakitasaért és fenntartasaért nagyrészt a beidegz6 motorneuronoktol szinte folyamatosan érkezo
alacsony frekvenciaju stimulusok felelések, mig a 2-es tipust rostok gyors fenotipusara jellemzé
tulajdonsagok megjelenését a beidegzés kevésbé befolyasolja [148; 149]. A pajzsmirigyhormonok
a beidegzéssel ellentétes hatast fejtenek ki, ugyanis a gyors fenotipusra jellemz6 kontraktilis
fehérjék expresszidjanak transzkripcios szintii szabalyozasa révén a 2-es tipusu rostok kialakuldsat
indukaljak. Hormonhatéasra az izotipus ardny az l-es tipusu rostoktdl a 2-es tipusu rostok felé
tolodik el (27. abra). A vazizom izotipusa az izomzat testtomeghez viszonyitott magas aranya
miatt meghatarozza nemcsak a kontraktilis sajatsagokat, de a teljes szervezet anyagcseréjét is

Az el6z0 fejezetekben ismertetett modon a MP egyik potencialis reguldtora az SMTNLI.
Azt, hogy a MP aktivitasat az SMTNLI1 gatlolja, mar korabban kimutattuk teljes miozin és az
izolalt miozin konnyti lanc szubsztratokkal is in vitro [27, 28]. Tovabba, leirtuk azt is, hogy az
SMTNLI a vazizomban specifikusan expresszalodik a 2a tipusu adaptiv rostokban, és hogy a gén
delécidja eldsegiti e rostok szdmanak megnovekedését . Eredményeink arra utaltak, hogy az
SMTNLI1 mind a vazizom, mind az érrendszeri plaszticitds kdzvetitésében szerepet jatszik [28].
Az SMTNLI1 KO egerekkel végzett vizsgalatok soran szdmos nemhez kapcsolodo kiilonbséget
figyeltink meg [28]. Igy példaul a mozgasszegény és edzett néstény SMTNL1 KO egerek
érrendszeri simaizomzata jelentdsebb valtozasokat mutatott adrenerg agonistak hatdsara, mint him
alomtarsaiké. Az edzés az SMTNL1 expresszidjanak nagyobb mértékii csokkenését eredményezte
a nostényekben, mint a himekben. A him SMTNLI1 KO egerek harantcsikolt izmai nagyobb
hajlamot mutattak az oxidativ fenotipusra valo atallasra. Ezek az eredmények egyiittesen azt

sugalltak, hogy az SMTNLI szerepet jatszik a nemi hormonok hatasanak kozvetitésében mind az
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érrendszeri, mind a vazizomzat plaszticitdsaban. Disszertaciomban az ezzel kapcsolatos ujabb

vizsgalataink eredményeit ismertetem.

5.4.2. Az SMTNLI a progeszteron receptor koregulatora szteroidhormon fiiggo
szovetekben
A kérdés, miszerint milyen molekularis mechanizmussal szabalyozza az SMTNLI1 az izom

adaptacios folyamatait a néi nemi hormonok hatisara, még megvalaszolatlan maradt. Ennek
felderitésére sejtkultiraban, SMTNL1 KO allatmodellen és human vazizom mintdkon végeztiink
vizsgalatokat. Korabbi munkank alapjan mar ismert volt, hogy az SMTNL1 fehérjét a PKA ¢és
PKB foszforilalja az N-terminalishoz kozeli calponin homoloég domén kozelében talalhatd Ser301-
es oldallancon, és B-adrenerg stimulaciot kdvetden az SMTNLI citoplazmabdlbdl a sejtmagba
ifanyil6 transzlokalizaciojat mutat [100; 101]. Az SMTNLI overexpresszalé HeLa sejtekben a
defoszforilalt SMTNLI1 fehérje a citoszolban halmozodik fel, de a PKA aktivalasat (§BrcAMP)
kovetden az foszforilacioja megnd €s a sejtmagba transzlokalodik. A foszforilacio feltehetden
elhelyezkedd, a fehérje defoszforilalt allapotdban nem hozzaférhetd sejtmagi lokalizécios szignalt
exponalja. A foszforilacios hely szerin aminosavénak alaninnd mutalasa blokkolta a SMTNLI1

Emlds kéthibrid rendszerben és koimmunprecipitacios kisérletekkel dsszesen 3 kiilonb6zo
sejtvonalban (HepG2, 293T, T47D) igazoltuk, hogy foszforilaciojat és a sejtmagba vald
receptorhoz (PR) kotddik (28.abra A panel). Ezzel bizonyitottuk, hogy az SMTNLI a sejtmagban
transzkripcids koregukatorként funkciondlva géatolja a PR 4ltal szabalyozott gének kifejezddését
[150].

Az SMTNLI ligandumfiiggd kotédése a PR-hoz az SMTNLI1 1-230 amonisavat tartalmazo
régioja és a PR 1-722 régidja kozott alakult ki. A két fehérje kozotti fiziologiai kapcsolatot globalis

génexpresszids ¢s transzkripcids riporter vizsgalatokkal is igazoltuk vad tipusu és smitnll-/-
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28. abra. Az SMTNLI koti és szabdlyozza a progeszteron receptort. (A) HepG2 sejteket transzfektdltunk és
emlos kethibrid vizsgalatot végeztiink osztrogen receptor (ER a és [ izoforma), progeszteron receptor A és
B (PR-A és B), androgen receptor (AR) illetve glikokortikoid receptorokkal (GR). A sejteket 24 ora elteltével
a receptorok megfeleld szintetikus liganumaival kezeltiik (E2: Osztrogén, R5020: medroxyprogeszteron,
R1881: tesztoszteron, Dex: dexametozon) majd ezt kovetéen luciferdz és p-gal vizsgalatokhoz gyiijtottiik be
oket. pM: tires plazmmid; pM-SMTNLI: human SMTNLI gént tartalmazo plazmid; veh.: vivéanyag (B) Az
SMTNLI koncentracio fiiggéset és a cAMP hatdsat vizsgaltuk a PR-B transzkripcios aktivitisara. Hela
sejteket HeLa sejteket PR-B expresszios vektorral transzfektaltuk SMTNLI expresszios vektor nélkiil (0 ng)
vagy novekvo koncentracioval (75, 150 és 300 ng) az MMTV-luciferaz riporter plazmiddal egyiitt. A
transzfekciot kovetden a sejteket 24 oran at inkubaltuk hordozoval vagy 10 nM R5020-mal 8Br-cAMP (10
nM-1mM) jelenlétében, majd a sejteket luciferaz és p-gal aktivitasat mertiik. n= 3 = SEM

vemhes ¢és nem vemhes egereken, valamint kontroll és RNS-interferencidval csendesitett
progeszteron €rzékeny sejtvonalakon. A hormonkotd régido meglétét kiemelt jelentéséglinek
talaltuk a fehérjék kozotti kolesonhatds kialakulasaban (PR 632-687 régié [151]) de az emlds
kéthibrid vizsgalatok alapjan ez nem volt elégséges a stabil interakcid kialakulasdhoz. Az
SMTNLI koncentraciofiiggd modon gatolta a PR transzkripcids aktivitasat, és ehhez a
progeszteronon kiviil az SMTNL1 Ser301 foszforilacigjat kivalto 8BrcAMP agonista kezelésre is
szlikség volt (28. B. abra). Ez a terhesség soran a Ser301 oldalldncon torténd foszforilaciot kovetd
SMTNLI1 sejtmagi transzlokacidjdhoz és az az SMTNLI kofaktorkénti miikddéséhez volt
sziikséges. Microarray vizsgalatok alapjan az SMTNLI1 kontraktilits elemek, sejmagi receptorok,
anyagcsere enzimek és maga a  myptl génexpresszidjat  is  modulalta

(https://discovery.genome.duke.edu/express/resources/2419). Kisérleteink alapjan bizonyitotta

valt, hogy az endometridlis simaizom kontrakcioval kapcsolatos és progesztinérzékeny gének
(oxitocin receptor, connexin 43 ¢és ciklooxigenaz-2) és a prolaktinok génexpresszioja csokkent

vemhes SMTNLI KO egerekben. Ez6 azt sugallja, hogy az SMTNLI a PR-B jelatvitel
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bifunkcionalis tarsszabalyozoja, és igy egy olyan molekularis mechanizmust biztosit, amelynek
révén a PR-B célzottan megvaltoztatja a génexpresszios mintazatokat az simaizom sejteken beliil,

hogy koordinaltan eldsegitse a simaizom funkcio6 valtozasat a terhesség alatt.

5.4. 3. Az SMTNLI1 a terhesség sordn izotipusvaltozast indukadl a vazizomzatban
Az SMTNLI terhesség soran kifejtett hatdsat, vemhes és nem-vemhes, WT és SMTNLI1

KO egerekbdl szdrmazd soleus és plantaris vazizom mintdkon vizsgaltuk. Az SMTNLI
expresszidja jelentésen megemelkedett vemhesség ¢és alvemhesség hatdsara a nem-vemhes
egyedekhez viszonyitva, és az SMTNLI1 Ser301 oldallancanak foszforilacioja 3,5-szeres
emelkedést mutatott vemhesség hatasara [152]. Ragcsald és human vazizom mintdk izomrost-
tipizalasa soran a 2b tipusu glikolitikusabb izomrostok szamaban szignifikans emelkedést, mig a

2a tipusu oxidativabb rostok esetében tendencialis csokkenést tapasztaltunk terhesség SMTNLI

hianyos egerekben (2. tabldzat).

Nem-vemhes Alvemhes Vembhes
GENOTIPUS sminll ++ sminll -~ sminll +/+ sminll -/~  sminll +/+ sminll -/~
2a rosttipus % 34.77£1.9 3222425 2484422 % 26.00£2.57 2520+£1.8%* 2445421 **
2b rosttipus % 4558+27 4922427 5844+1.9 60.96£3.3* 61.12£24* 65.32+3.0 **
SMTNLI1 pozitiv rostok %  36.06£1.6 N/A 39.77+£1.9 N/A 4287197 N/A

Relativ glikogén tartalom 1.00+0.0 1.18+0.2 1.25+0.03 1.32+0.17 1.26£0.047 1.39£0.2%

2.tablazat. A7 SMTNLI elécidja és a vemhesség glikolitikus fenotipusra valo rosttipusvaltdst indukalt eger
vazizomban. Nem-vemhes, dlvemhes és vemhes smtnll~+/+ és smtnll-/- dllatok plantaris izmdanak kvantitativ
rostszamlaldsa. Kozépértékek £SEM (n=14-15/csoport), t-proba, p<0,"", p<0,05%* és ** p<0,001.

A szdvetmintdk immunhisztokémids elemzése alapjan elmondhatjuk, hogy vad tipust
nem-vemhes egerek vazizmaban az SMTNL1 expresszioja a 2a tipusu rostokra korlatozdodik, mig
vemheség hatasara mas, a 2a tipustol eltérd rostokban is megjelenik az SMTNLI1, mint példaul a
2a-2b atalakulds soran az 2x tipusu izomrostokban. Vemhesség ¢és alvemhesség hatasara 15-20%-
kal megemelkedett a 2b tipusu glikolitikusabb izomrostok szama, mig nem valtozott az 1-es tipusu
oxidativabb izotipus. A 2a tipust izomrostok indikatoraként ismert MHC2a expresszidja csokkent,
mig az MHC2b expresszido 20%-0s emelkedést mutatott humén vazizom mintdkban, ami a
vemhesség hatasara bekovetkezd oxidativbol glikolitikusabb tipusba torténd atalakulast mutatja

(29. abra).
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29. abra. A terhesség a human vazizomban glikolitikus fenotipusra valo rosttipusvaltdast indukalt (4) A

plantaris  izom rosttipizalasanak szamsuertisitett adatai (B) A plantaris izom vizsgadlata
immunfluoreszcencids konfokdlis mikroszkopia segitségével. Az SMTNLI (zéld) a kontroll vazizomban a
2a tipusu rostokban (piros) expresszalodik. Az SMTNLI expresszioja a 2a rosttipustol eltérd tipusu
rostokban is kimutathato (nyilak). A bal also inzertek masodlagos antitest kontrollokat mutatnak.

A 2b tipust rostok szaméanak emelkedése ndveli az izomerdt, ezaltal képessé teszi az anyaallatot a
fejlddé magzat sulya jelentette teher hordasara a vemhesség késoi szakaszaban. A véazizom fizikai
erejének, teherbirasanak novelése kiemelten fontos az anyadllat szdmara. A 2b tipusu rostok
szamanak novekedése mellett azonban 21%-kal emelkedett az izomrostok glikogén tartalma a
vemhes SMTNLI1 KO éallatokban (2. tablazat). Ezen adatok tiikrében arra kovetkeztethetiink, hogy
a terhesség sordn az vazizomzat oxidativbol glikolitikusabb tipusba torténd fenotipusvaltasa
jatszodik le, és hogy az SMTNLI1 szabalyozo szerepet jatszhat ebben a folyamatban

Microaaray analizissel és tomegspektrometrias analizissel (7dbldzat S2) azt talaltuk, hogy
az smtnll gén csendesitésének hatdsara szamos anyagcsere utvonalhoz, illetve szteroidhormon
altal indukalt jelatviteli palydhoz kapcsolhatot gén expresszioja valtozott meg, koztik az
inzulinrezisztenciara utalo gének is (https://discovery.genome.duke.edu/express/resources/2419).
Az mRNS  szintl  valtozdsokat  proteomikai  elemzéssel is  alatdmasztottunk

(http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.127394) (Fiiggelék 2. tablazat). Az SMTNL1 KO allatok

anyagcser¢jiiket tekintve kevésbé hatékonyak, gliikkdzintoleranciat mutatnak. A Comprehensive
Lab Animal Monitoring System (CLAMS) vizsgalatok alapjan az SMTNL1 KO allatok a
sotétciklusban csokkent aktivitast mutattak. Vemhes és nem-vemhes SMTNL1 KO egerek 1égzési
hanyadosdnak meghatarozésat is elvégeztiik, melynek értékébdl kovetkeztetni lehetett a szervezet
altal felhasznalt makrotapanyagok egymashoz viszonyitott aranyara. Megfigyeléseink alapjan a

SMTNLI KO egerek anyagcsere aktivitasa jelentdsebb kisebb, kifejezetten a vemhes allatokban
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(33.2%-0s csokkenés) a WT egerekéhez képest (vemhesség hatdsdra ott minddssze 6.2%-0s

csokkenés), ami a metabolikus hatékonysag csokkenésére utal.

A c
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30. abra. A vemhesség és az SMTNLI delécio hatasa az allatok anyagcseréjére (A)Nem-vemhes (NP) és (B)
vemhes (PRE) egerek energiafelhasznalasa az elfogyasztott oxigén mennyiségenek (ml/kg/h) mérésevel tortént az
ido mulasaval. (C) Vércukorszint-valtozasok (atlag = 1 S.E.) smtnll+/~+ és -/-, vemhes vagy nem-vemhes egereknél

az intraperitonedlis gliikozinjekciot kévetd idében. n = 6-13 egyed/csoport, az eredményeket dtlag + SEM-ben
fejeztiik ki.

Az oxigénfogyasztas (VO2) vemhes allatok esetén alacsonyabb volt a nem-vemhesekhez
képest (30.4 abra), mig a vemhes allatok mind a WT ¢és a KO 4allatok esetén kisebb csokkenést
mutattak a VO, értékekben €heztetés soran (30.B. abra). A 1égzéscsere arany (VCO2/VO2; RER)
a vemhes ¢és nem-vemhes KO allatok esetén egyarant csokkent. A KO allatok jelentdsen
emelkedett tapanyag eltolddasi értéket mutattak a WT kontrolljaikhoz képest, ami arra utal, hogy
a zsirsavakrol a szénhidratfelhasznalas felé tolodott el az anyagcseréjiik. Bar a vemhes KO 4llatok
anyagcsereutvonaluk  eltoldsara  hatékonyabban  képesek, anyagcseréjiik a  fokozott
szénhidratfelhasznalas miatt mégis sériilt, és a vemhesség soran fokozottabba valt.

Az intraperitonealis gliikoztolerancia teszt azt mutatta, hogy a SMTNL1 KO egerek
csOkkent gliikoztoleranciaval rendelkeznek (30. C dbra). A csokkent gliikoztolerancia
eredményeképpen kialakuld inzulinrezisztencia feltehetéen a SMTNLI kilitése kovetkeztében
lecsokkend GLUT4 és IRS1 expresszio kdvetkezménye [152]. Elmondhato tehat, hogy a terhesség
¢s a SMTNLI1 delécioja a vazizomzatban glikolitikusabb fenotipust eredményez. Mar maga a
terhesség is képes volt a vazizomzat fenotipusat oxidativbol a glikolitikusabb iranyba tolni. Ezt a
folyamatot a SMTNL1 és a progeszteron kozotti kolcsonhatdsa is szabalyozza, amely
megvaltoztatta a kontraktilis, és metabolikus fehérjék expresszidjat. Az sminll”- KO egerek
esetében alacsonyabb metabolikus hatékonysagot, és csokkent gliikkdz toleranciat figyeltiink meg.

A vemhessség esetén forditott hatast figyeltiink meg a SMTNLI1 delécidja soran, ebben az esetben
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nott a metabolikus aktivitas és a gliikoz tolerancia. Ezen eredmények alapjan ugy tlnik, hogy a
SMTNLI-nek szerepe van a szteroid hormonok altal kozvetitett rosttipus valtasban a terhesség
soran [152].

Eredményeinket 6sszegezve elmondhatd, hogy leirtuk a sima- és vazizom terhesség soran
hormonalis hatasra torténd izotipus valtozasat. A terhesség soran a glikolitikus fenotipusra valo
atallas, a vazizom csokkent oxidativ rosttartalma molekuldris alapot szolgéltat a terhes ndk
fokozott sulygyarapodasanak és inzulinrezisztencidjanak magyardzatara. Ez a terhességre adott
normalis valasz evolucios eldnyt jelent az anya szamara, ami altal lehetévé valik a vércukorszint
novelése a megfeleld magzati fejlodés érdekében, valamint a zsir hatékonyabb elraktarozasa a
szoptatas kaloriaigényének kielégitésére. Eredményeink arra is utalnak, hogy a glikolitikus
fenotipusra valo atallas az anya fizikai erejének novelése révén is eldnyt jelent, ui. a 2b tipusu

izomrostok az er6- és ellenallas-fokozéassal hozhatok kapcsolatban (mint példaul a sulyemelés

l
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31. dbra. Az SMTNLI1 hatdasanak molekuldris mechanizmusa. A citoszolban az SMTNLI a miozin
foszfataz (PPlc-MYPTI) MYPTI szabdlyozo alegységéhez kozddve gatolja a holoenzim aktivitasat.
PKA/PKG enzimek dltali foszforilacio hatasdra a sejtmagba transzlokalodik. A terhesség soran a
megemelkedett szteroidhormon, a progeszteron (S) szintjére valaszul az SMTNLI és a progeszteron
a PR-B aktivitasanak gatlasara szolgadl, terhesség alatt azonban ez a gatlas feloldodik, ami elGsegiti a
metabolikus és kontraktilis fehérjék expressziojat szabalyozo vazizom-specifikus gének aktivalodasat. Ez
az osszehangolt szabalyozas alkalmazkodik az anya fiziologiai allapotdhoz.
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esetében). Az anya fizikai erejének novekedése lehetdvé teszi a terhesség utolsd szakaszéban a
magzat megnovekedett stlyanak viselését (31. dbra).

A terhességek ~4%-aban azonban a terhesség okozta inzulinrezisztencia terhességi
cukorbetegséggé alakulhat. Ha tehat a terhesség evolucios eldnyként eldsegiti a glikoli tikusabb
fenotipusra valo 4tallast, akkor ez egyes noket még fogékonyabba teheti a terhességi
cukorbetegség kialakuldsara, kiilondsen a magas energiatartalmi nyugati étrend hatasara. gy
mivel az SMTNL1 hidnyaban inzulinrezisztens allapot alakult ki, feltételeztiik, hogy normalis
vagy akdr emelkedett szintje inzulinérzékenyitést valt ki Az ezzel kapcsolatos tovabbi

vizsgalataink eredményét a kovetkezd fejezetben mutatom be.
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5.5. Az SMTNLI inzulinérzékenyitd hatasa

5.5.1. Az inzulin jelatviteli palya és az inzulinrezisztencia
A vazizomzat fiziologias koriilmények kozott a bevitt gliikkdz felvételének {6 felhasznaldja
[153]. Mig a m4j a véraramban 1év0 posztprandialis gliikoznak koriilbeliil egyharmadat veszi fel,

inzulin gliikoz

plazmamembrin

transzlokacio és

glitkoz transzport
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32. dbra. A vazizom inzulin medialt gliikozfelvétele. A vazizom inzulin altal medialt gliikoz felvetele
soran az inzulin kotodik a szarkolemmaban talalhato inzuliin receptor (IR) extracellularis o
alegységéhez, melynek hatasara a f alegység meghatarozott Tyr oldallancokon autofoszforilalodik,
majd foszforilalja a hozza kapcsolodo inzulin receptor szubsztrat fehérjet (IRS1). A Tyr
oldallancokon foszforilalt IRS1 fehérje dokkolo helyet biztosit a PI3K szamdra. Az aktivalodott PI3K
enzim membranban megjelend produktumai a protein kinaz B/Akt enzim membranhoz valo kotédését
és aktivalodasat idezik elo, amely az intracellularis vezikulakban tdarolt GLUT4 transzporter
fehérjék szarkolemmaba valo transzlokaciojat indukalja. Az abra a biorender.com feliiletén késziilt.

a maradékot a periférids szovetek, elsdsorban a vazizom veszi fel inzulinfliggé mechanizmuson
keresztiil. Az inzulin ko6tddése az inzulinreceptorhoz (IR) olyan jelatviteli kaszkadot indit el, amely
plazmamembranba, hogy megkonnyitse a gliikoz sejtbe torténd szallitasat (32. abra).

Az IR aktivalodasa az inzulin kotddését kdvetden az inzulin receptor 1 szubsztrat (IRS1)
fehérje foszforilaciojat eredményezi, amely viszont dokkolja és aktivalja a foszfatidil-inozitol-3-

kinazt (PI3K). A PI3K katalitikus doménje konformaciés valtozasokon megy keresztiil, ami az
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enzim aktivalédasat eredményezi. Ezt koveti a PI3K altal katalizalt PIP2 foszforilacidja PIP3 -4,
amely a PDKI1 aktivacidjahoz vezet. Ez az inzulinjel tovabbitasat eredményezi egy Ser/Thr
specifikus protein kindz, az Akt/protein kindz B felé¢ [154], amely foszforilacid hatésara
aktivalodik. Az Akt kindz doménjében talalhaté Thr308 oldallancon torténd foszforilacio aktivalja
az enzimet mig a Serd73 oldallanc foszforilacidja meghatarozza a szubsztrat-szelektivitast €s
tovabb fokozza az aktivitds. Ez utobbi szabalyozasaért a PIP3K mellett az mTORC?2 is felelds
[155]. Az Akt foszforilalja a 160 kDa molekulatomegli Akt szubsztrat fehérjét (AS160-at). A
foszforilalt AS160 a 14-3-3 fehérjével kolcsonhatést kialakitva gatolja a Rab fehérj¢ék GTPaz
aktivitasat, amely kovetkeztében a Rab fehérjék GTP-kotott allapotban maradnak. Ez a Glut4

crer

crer

stimulalt glitkdztranszportot a vazizomba [156] (32. dbra).

Az inzulinrezisztencia (InR) a szovetek normal inzulin koncentraciora adott csokkent
valaszado képességét jelenti. Bar szamos genetikai és fiziologiai faktor kozrejatszik az InR
kialakulaséban és sulyosbitasdban, dnkéntes emberek bevondsaval késziilt tanulmanyok az IRS
fehérjék megvaltozott aktivitasat jelolik meg, mint az InR hatterében allé k6zos mechanizmust
[157]. Az IRS a Tyr oldallancok mellett Ser/Thr oldallancokon is foszforilalodhat, melyek
poziciojuktol fiiggd modon serkentik vagy gatoljak az IRS inzulinjel kézvetito hatasat (33. abra).
Az inzulin hatéséra aktivalodé PKB/Akt altali Ser foszforilacié példaul védelmet nytjt a tirozin
foszfatazok ellen, pozitiv visszacsatolasi mechanizmussal aktiv allapotban tartva az IRS1-t [158].
Az inzulin azonban attételesen mas Ser/Thr kinazokat is aktival (ERK, JNK, PKC, mTOR),
melyek meghatarozott oldallancok foszforildlodasat indukaljak és negativ visszacsatolasi
mechanizmussal gatoljak az IRS miikddését, ami az inzulinhatas megsziinésével jar. Az mTOR ¢és
a JNK altali Ser307-es foszforilacio példaul gatolja az IR és az IRS1 kozotti kolecsonhatast, mig a
PI3K kotésért felelés Tyr oldallancok kozelében talalhaté Ser612-es oldallanc ERK altali

foszforilacidja a PI3K kotddését akadalyozza, mig a zsirsavak altal indukalt inzulinrezisztencidban
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az atipikus PKC enzimcsaladd tagjai a Ser1101 oldallanc foszforilacidjaval az SHP2 tirozin

foszfataz dokkolodésat szabalyozzak [159; 160; 161] (33. dbra).

Kényes egyensuly 1étezik tehat a pozitiv IRS1 tirozin/szerin foszforilacié és a negativ IRS1
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33. dbra. Az IRS1 Ser-aminosavmaradékokon torténd foszforilacidja szabdlyozza az IRS1
Sfunkcioit. Az IRS1 Ser oldallancokon térténd foszforilacioja kettos szerepet jatszik az inzulinhatas
fokozasaban (inzulinérzékenyités) vagy megsziintetésében (inzulinrezisztencia). A PKB/Akt
inzulinra adott valaszként torténo aktivalasa kivaltja az inzulin jelatvitelt és elosegiti az IRS1 Tyr-
maradékokon torténd foszforilaciojat (Id. 32. abra), pozitiv visszacsatolasi hurkot hozva létre az
inzulinhatas szamara. Az inzulin aktivalja a JNK-t, az ERK-t, a PKC-t és az mTOR-t is, amelyek az
IRS1 foszforilaciojat specifikus helyeken indukaljak és gatoljak a funkcioit. Ez része az inzulin altal
indukalt negativ visszacsatoldasu szabalyozasi mechanizmusnak, amely megsziinteti az inzulin
hatasat.

szerin foszforilacid kozott, amely szabalyozhatja az IRS1 miikddését. A szabad zsirsavak,
citokinek, angiotenzin II, endotelin-1, aminosavak, sejtstressz €s a hiperinsulinaemia fokozhatjak
a negativ IRS1 Ser-foszforilaciét, ami inzulinrezisztencidhoz vezethet, amely a Ser/Thr kindzok
(JNK, PKC, mTOR, So6K, IKK, ERK) aktivalodasat és altaluk IRS1 foszforilalciojat
eredményezik, ami gatolja az IRS1 funkcidit. Az IRS pozitiv Tyr/Ser foszforilacioja és negativ
Ser foszforilacidja kozotti egyensuly fontos szerepet jatszik az IRS aktivitasanak szabalyozasaban,
ezaltal pedig a normal inzulinjelatvitelben. Ez az egyensuly kiilonb6z6 stresszhatasok (pl.
betegség) €s molekulak (pl. hormonok, aminosavak, citokinek, zsirsavak) hatasara felborulhat, ami
a negativ Ser foszforilacido tulsulyba keriilését és InR kialakulasat eredményezi [162]. Az

inzulinrezisztencia-szindroma a 20 évesnél idOsebb felndttek mintegy 24%-at érinti, és szamos
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rendellenességben nyilvanul meg, beleértve a gliikkdztolerancia karosodasat, a 2-es tipusu

cukorbetegséget, az elhizast és a reprodukcids zavarokat [159] (33. dbra).

5.5.2. Az SMTNLI szerepe a vazizom inzulinérzékenyitésében
Eldzetes eredményeink ravilagitottak az SMTNL1 anyagcsere szabalyozasaban betoltott

mehanizmus, az altala befolyésolt jelatviteli palya azonban még nem volt ismert. Mivel a
microarray analizis €s a proteomikai vizsgalatok is arra vilagitottak ra, hogy az inzulin jelatviteli
palya érintett lehet (1d. el6z0 fejezet), ezért munkank soran az SMTNLI1 inzulinjelatviteli palyara
kifejett hatasat vizsgaltuk, differencidlt C2C12 sejtekben és SMTNL1 KO egérmodellben.
Vizsgalatainkhoz hiperglikémids/hiperinzulinémids differencialtatott C2C12 miotubulusokat
hasznaltunk az SMTNL1 természetes ligandumanak, a progeszteronnak jelenlétében €s anélkiil, és

igy modelleztiik az inzulinrezisztens ¢€s terhességi cukorbeteg allapotot a vazizomban.
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34. dabra. Az SMTNLI progeszteron-fiiggd hatdsa inzulinrezisztens vazizomsejtekben. FT-SMTNLI-
transzfektalt és merdoxyprogeszteronnal (MPA) kezelt C2C12 sejtlizatumok Proteome Profiler elemzését
veégeztiik. A vizsgalt feherjék foszforilacios dllapotat a heatmap alapjan osztalyoztuk, a kezeletlen kontrollt
hasznalva viszonyitasi alapként. Szinkod: piros jobban foszforilalt, zold: kevésbé foszforilalt. Az elemzésekhez
200ug fehérjét hasznaltunk, a folt intenzitasokat ImageJ segitségével értékeltiik ki. MPA: medroxyprogeszteron

FT: Flag-jelolt SMTNLI.

Eredményeink alapjan az SMTNLI1 overexpresszidja progeszteron jelenlétében csokkenti
az IRS1 gatlo Ser-foszforilaciojat, ami a PI3K/Akt jelatviteli utvonalat indukdlja a C2CI12
hiperinzulinémias/hiperglikémiés inzulinrezisztens miotubulusokban (34. dbra). Adataink arra

utalnak, hogy az SMTNLI egy uj tipusi PKC expresszidjanak szabalyozasaval fejti ki hatésat,
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amely kozvetlentil a Ser318 oldallancon, kozvetve pedig az ERK1/2 jelatviteli utvonal altal a
Ser612-en keresztiil jarul hozza az IRS1 foszforilacigjdhoz. Az SMTNLI1 altal megvaltoztatott
jelatviteli utvonalakat Proteom Profiler analizissel vizsgaltuk a C2C12-es miotubulus mintakban.
Az SMTNLI1-hez kapcsolodo utvonalakként els6sorban az mTOR és a Ser/Thr-kindz jelatviteli
palyakat azonositottuk (34. dbra). Ezek az eredmények 6sszhangban vannak az Smnll KO egerek
vazizom mintéin végzett proteomikai €s microarray-elemzéseinkkel [152].

foszforilacigja a Ser307, Ser318 és Ser612 helyeken az inzulinrezisztens modellben jelentésen

megemelkedett (35. abra), és az SMTNLI1 overexpresszioja csokkentette a foszforilaciot ezeken
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35. dabra. Az IRS1 expressziojanak és foszforilaciojanak Western blot elemzése C2CI12 inzulinrezisztens
miotubulusokban. A differencialast és az inzulinrezisztencia indukciojat kovetéen a sejteket az IRS1 S307 (bal
fent), S318 (jobb fent) és S612 (bal lent)) foszforilacios helyei elleni antitesttel; valamint a fehérje
alapexpressziojat IRS1 abtitesttel (jobb lent) viszgaltuk szemi-kvantitativ Western blot modszerrel. A
foszforilacios szinteket a nem-foszforilalt fehérjehez viszonyitottuk, amelyet viszont a p-tubulinhoz, mint belso
terheléses kontrollhoz normalizaltunk. Az SMTNLI kodolo vs. az iires vektorral transzfektalt sejtek hatdsait
hasonlitottuk ossze (kétutas ANOVA és Sidak's post hoc teszt, atlag + SEM; n=3; * p < 0,05). A kiilonb6zo
kezelések hatdsdt is osszehasonlitottuk (Kétiranyii ANOVA és Tukey-féle post hoc teszt, Atlag + SEM; n=3; p <
0,05; Kiilonbozd betiik jelzik az dsszehasonlitott csoportok kézotti szignifikans kiilonbségeket).
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az aminosavmaradékokon, de csak progeszteron jelenlétében (35. dbra). Az IRS1 Ser307 és
Ser318 foszforilacioja megbontja az IR/IRS1 komplexet, ¢s lehetévé teszi az inzulinnal szembeni
deszenzitizaciot [161; 163]. A Ser307 az IRS1-en a JNK foszforilacio f6 helye. Eredményeink
Osszhangban vannak mas in vivo diabéteszes allatokon végzett és in vitro sejtkulturés
vizsgalatokkal, amelyek azt mutattdk, hogy a JNK aktivitasa az InR sejtekben megemelkedett
[164]. Az SMTNLI1 overexpresszidja nem valtoztatta meg a JNK kindzok expressziojat, de
aktivitasuk jelentdsen csokkent SMTNLI overexpresszi6 hatdsara az inzulinrezisztens modellben.
Az IRS1 Ser318 foszforilacigjat is jellemeztiik, amely az inzulin altal indukalt PKCC és € célpontja
[160]. Bar az eldbbi PKC izoformanak az aktivitasa és expresszidja nem volt SMTNL1-fliggd, az
SMTNLI overexpresszioja mérsékelte a PKCe szintjét, ami az IRS1 Ser318 foszforilaciojanak
egyideji csokkenésével jart. Az IRS1 Ser612 maradékanak foszforilacidjaban tulnyomorészt az
ERK1/2 és az mTOR tutvonalak vesznek részt. Modelliinkben az ERK 1/2 foszforilalodott kronikus
inzulinkezelést kdvetden, ¢s az SMTNL1 overexpresszidja gatolta az ERK1/2 foszforilacigjat és
ezaltal aktivitasat, kiilondsen progeszteron jelenlétében (36. abra). Emellett az IRS1 Ser612
foszforilacigja csokkent, ami valdsziniileg az ERK1/2 aktivitds SMTNL1-fiiggd csokkenésének
eredménye. Tovabba feltételezziik, hogy az ERK1/2 nem csak a Ser612 foszforilacidjan, hanem a
GLUT4 szabalyozasan keresztiil is inzulindeszenzitalo hatést fejt ki a C2C12 miotubulusokban,
inzulin-indukalt gliikéz transzporthoz vezet [165].

Az ERK1/2 fehérje mennyisége nem valtozott, de foszforilacidja és feltehetden aktivitdsa
csokkent az SMTNLI1 overexpressziojanak hatasara progeszteronnal torténd egyiittes kezelésre,
ami arra utal, hogy az SMTNL1 a génexpresszio szintjén szabdlyozza az upstream Ser/Thr
kindzokat és/vagy foszfatazokat (36. dabra jobb panel). A vemhes SMTNLI KO egerek
microarray-analizise soran egyik MAP kinaz kindz sem valtozott a WT-hez képest [152]. Ezért
megvizsgaltuk az ERK1/2 lehetséges szabalyoz6 elemeit. Mig a PP2A génexpresszidja nem
valtozott ebben a vizsgélatban [166], addig a masik lehetséges szabalyozd enzim, az uj tipust
PKCe expresszidja jelentésen csokkent az SMTL1 overexpresszid hatasara, eldsegitve a
miotubulusok inzulinérzékenységét. Ez 6sszhangban van a korabbi eredményeinkkel, amelyek a
PKC izoformak véaltozasat mutattak ki SMTNL1 KO allatokban microarray analizis segitségével
[152].
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36. abra. Az SMTNLI overexpresszio hatdsa az Akt és ERK1/2 expresszidjdra és foszforilaciojara
Western blot analizissel. Az Aktl foszforilaciohoz (bal panel) az dltaldnos inzulinrezisztencia
modellhez minden transzfekciohoz két tovabbi mintdt vittiink be. A fiziologias koriilmenyek kozott
végzett 72 ords differencidlast kévetéen a kezelés utolsé 30 percében 100 nM inzulint adtunk a
sejtekhez az inzulinrezisztencia kialakuldasanak ellenorzésére. A foszforilalt fehérjéket normalizaltuk a
nem-foszforilalt fehérjék szintjéhez, amelyet viszont a f-aktinhoz, mint belsé terheléses kontrollhoz
normalizaltunk. Az ERKI1/2 expressziot és foszforilacios (job panel) semi-kvantitativ Western blot
analizissel vizsgaltuk. Az SMTNLI vs. az iires vektorral transzfektalt sejtek ertékeit (kétutas ANOVA
és Sidak's post hoc teszt, atlag £ SEM; n=3; * p < 0,05), valamint a kiilonb6zé kezelések hatasat is
osszehasonlitottuk (kétutas ANOVA és Tukey's post hoc teszt atlag + SEM; n=3,; p < 0,05, az eltéré
betiik a csoportok kézotti szignifikans kiilonbségeket jelzik).

crer

inzulinrezisztens koriilmények kozott. A p85 expresszidja csokkent az inzulinrezisztencia esetén,
de ezt és a PI3K aktivitasit az SMTNL1 overexpresszidja helyredllitotta [161]. A PI3K
megvaltozasa befolyasolja downstream effektoranak, az Akt-nak az aktivitasat is. Erdekes modon
az Akt fehérjeszintje nem valtozott semmilyen kezelés hatdsara a differencidlt C2C12 sejtekben.
Eredményeink alapjan azonban az SMTNLI1 differenciéltan szabalyozta az Akt foszforilacigjat:
az SMTNLI1 overexpresszidja megemelte a Thr473 foszforilaciojat, igy aktivitasat az inzulin-
indukalt kontroll sejtekben, de az inzulinrezisztens sejtekben a Ser473 foszforilaciot csak kis
mértékben indukalta a kontrollhoz képest (36. dbra jobbl panel).

Az inzulin/PI3K jelatvitel downstream célpontja a Glut4 (32. dbra), ami a
plazmamembranba transzlokaldédva fokozott gliikdztranszporthoz vezet [167]. Az SMTNLI

overexpresszidja C2C12 miotubulusokban fokozott GLUT4 expresszioval jart az inzulinrezisztens
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37. abra A C2C12 inzulinrezisztens sejtek energetikai paramétereinek valtozasa SMTNLI vagy iires
vektor transzfekciojat kovetéen. A C2Cl2 sejteket sejtanyagcsere paramétereit Seahorse XF 96
mitiszerrel mértiik. Mind a glikolitikus (ECAR - Extracellularis savasodasi rata), mind az oxidativ (OCR
- Oxigénfogyasztasi rata) valtozokat elemeztiik. A mérések soran az inhibitorok beadasa elott a sejtek
ECAR (bal panel) és OCR alapszintjet mértiik. A mitokondrialis aktivitastol fiiggetlen anaerob glikolizis
paramétereket ugy szamoltuk ki, hogy az alapértékekbdl kivontuk az Antimycin A + 2-DG értékeket
(kozépsé panel). A zsirsav-oxiddciot mérését az etomoxir beadasa utan mért OCR-értékeket kivondsaval
veégeztiik (job panel). Az SMTNLI vs. az iires vektor-transzfektalt sejtek értékeit hasonlitottuk Ossze
(kétutas ANOVA és Sidak's post hoc teszt, datlag + SEM; n=3; * p < 0,05), valamint a kiilonbozo kezelések
hatasat (kétutas ANOVA és Tukey's post hoc teszt, dtlag £ SEM; n=23; p < 0,05, kiilonbozo betiik jelzik
a csoportok kozotti szignifikans kiilonbséget. A merések utan az értékeket a fehérjetartalomra
normalizaltuk. InR: inzulin rezisztens modell; MPA: medroxiprogeszteron

modellben [152]. A glikolitikus funkcio és a mitokondridlis 1égzés kvatitativ mérése szintén
alatamasztotta az SMTNL1 inzulinérzékenyitd hatasat az inzulinrezisztens C2C12 sejtekben. Az
oxigén fogyasztasi rata (OCAR) és az extracellularis savasodasi rata (ECAR) valds ideji
metabolikus mérései kimutattdk, hogy az SMTNLI1 javitotta a glikolizist és eldsegitette az
alternativ energiaforrasok felhasznalasat (37. dbra). Az inzulinrezisztencids modellben csokkent
az alap ECAR ¢s az anaerob glikolizis. Az SMTNLI overexpresszidja progeszteron jelenlétében
azonban enyhitette az ECAR ¢és a glikolizis csokkenését anélkiil, hogy befolyasolta volna a
maximalis glikolizist vagy a glikolitikus tartalékkapacitast. A progeszteron novelte a glikolitikus
aktivitast és az ATP-termelddést a vazizomsejtekben, de az inzulinrezisztencias sejtekben az
értekek még mindig a kontrollszint alatt maradtak; csak az SMTNL1 overexpresszidja
progeszteron jelenlétében tudta visszaallitani a glikolitikus aktivitast és az ATP-termelddést. Az
OCAR szintekben a kontroll és az SMTNL1-overexpresszalo sejtek kdzott nem talaltunk jelentds
eltérést [4]. Ezekkel az eredményekkel Gsszhangban allnak azzal, hogy az smtnl/l KO egerek

metabolikusan kevésbé hatékonyak voltak és gliikkoz intoleranciat mutattak; és azt, hogy a
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terhesség a gliikkdztoleranciat a WT allatok szintjére emelte [152], ami megerdsiti az SMTNLI

inzulin jelatviteli Gtvonal génexpresszidjara gyakorolt szabalyozo6 hatasat.
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38. abra. Az SMTNLI inzulinértzékenyito hatdasa inzulinrezisztens C2C12 miotubulusokban. Az SMTNL1
csokkenti az uj tipusu PKCe gén expressziojat (nPKC), ami kozvetleniil csokkenti a Ser318 fosszforildciot
és az ERK1/2 aktivitasanak gatlasaval csokkenti az IRS1 Ser612 foszforilaciojat is. A Ser612 foszforilacio
szabalyozza a PI3K kétodését,és aktivalja a PI3K-Akt-mTOR utvonalat. Emellett az SMTNLI feltehetéen
a DUSP?7 kettos specificitasu protein foszfataz kozremitkodésével gatolja a JNK aktivitast, ami az IRSI
Ser307 foszforilaciojanak csékkenéséhez vezet. Az SMTNLI eldsegiti a glitkozfelvételt az Akt és AMPK
utvonalak aktivalasaval, valamint a GLUT4 expressziojanak indukdldasaval eldsegiti a gliikozfelvételt. [4].

Ezek az adatok egyiittesen arra utalnak, hogy az SMTNLI t6bb mechanizmuson keresztiil
indukalja a C2C12 miotubusok inzulinérzékenységét (38. abra). 1) Az SMTNLI1 negativan
szabalyozza az inzulinfliggd Ser/Thr-kindzok upstream szabalyozoinak expresszidjat, amelyeket a
hosszan tartd inzulin- és gliikkdz-expozicio aktival. A PKCe expresszidjanak csokkentésével az
SMTNLI1 gatolja az ERK1/2 aktivitdsat, ami az IRS1 Ser612 foszforilaciojanak késobbi
csokkenésével a PI3K-Akt-mTOR utvonal aktivalasat eredményezi. 2) Az SMTNLI1 a heterolog
IRS1 kindzokra is hat azéltal, hogy az inzulinrezisztencia kialakuldsa soran az IRS1 Ser307
foszforilacigjanak szabalyozésaval gatolja az inzulin hatdsat, ami viszont az IR/IRS1
kolcsonhatdsokat befolyasolja. 3) Az SMTNLI1 eldsegiti a gliikozfelvételt az Akt Gtvonalak
aktivalasaval és a GLUT4 expresszidjanak indukaldsaval inzulinérzékenyitést okoz (38. dabra).
Tehat az SMTNL1 az inzulin szignalizaci6 fontos szabdlyozdjaként szolgél és potencialis terapids

célpont lehet az inzulinrezisztencia javitasara vazizomban [4].
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5.5.3. Az SMTNLI szerepe a reproduktiv tulajdonsagok kialakitasaban
Az SMTNLI KO allatokon végzett kisérletek fényében, az edzéshez adaptalodott és

inzulinrezisztens fenotipus mellett csokkent reproduktiv képességet is leirtunk. Megfigyeltiik,
hogy az embrionalis letalitas szignifikdnsan nagyobb, az utédszam jelentésen kevesebb volt, a
vemhesség nehezebben alakul ki, vagyis a vemhesség kialakulasahoz jelentdsen hosszabb idére
volt sziikség. Emellett az 0jsziilott him utédok szdma meghaladta a ndstények szamat, ami
Osszességében egy gyengébb reprodukcids fenotipusra, valamint a populacid reproduktiv
fitneszének csokkenésére utal [150]. Tovabbi kiséreteink célja a hattérben all6 molekularis
mechanizmusok vizsgalata volt az endometriumban.

Az endometridlis sejtek biztositjadk a blasztocisztak elsé érintkezési helyét [21]. A
blasztocita ¢és az endometrialis epithelsejtek kozotti parbeszéd, és az utdobbi megfeleld
differencialodasa dontd fontossagi. A méhnyalkahartya szekrécios sejtjei morfoldgiai
valtozasokon mennek keresztiil a ndi ciklus lutealis fazisdban. A sejtfelszini molekuldk, mint
példaul a Mucin-1 (MUC-1) kifejezddése a sikeres differencialodast és a fogékony endometriumot
jelzik [168]. Az egyrétegli oszlopos epitheliumban ¢és a szekrécios sejtekben fellépd
rendellenességek nem megfeleld trophoblast-endometrium kommunikaciét okoznak, ami
implantaciés elégtelenséghez vezet. Az inzulinrezisztencia és az ebbdl eredd metabolikus
szindroma sulyos anyagcsere eltolodast, differencialodasi rendellenességeket ¢és a
méhnyalkahartya integritasanak koros elvaltozasait okozhatja [169]. Ezek a hibdk kiilonb6z6
medddségi rendellenességekhez, példaul policisztas petefészek szindromahoz vezethetnek, ami az
embrio bedgyazodasat megakadalyozo elvaltozasok oka lehet, amelyek végsd soron medddséget
is okozhatnak [170]. A medddség a reproduktiv koru néi lakossadg 5—10%-aban fordul el6 [171].
fokoz¢ kiilsé tényezOk ndvelik az endometriozis €s az endometrialis hiperplazia kockazatat, ami
az endometrium daganatos elvaltozasdhoz vezet, bar a folyamat pontos molekularis mechanizmusa
még nem ismert [171]. Mivel az SMTNL1 KO allatok egyértelmtien fertilitasi zavarokkal
kiizdottek, tovabbi célunk az volt, hogy feltarjuk az SMTNLI szerepét az endometridlis epithelialis
sejtek mikodésében, kiilonos tekintettel a terhesség és a terhességi cukorbetegség koriilményeire.
Modellrendszerként Ishikawa sejteket, egy huméan endometrialis adenokarcindma sejtvonalat
hasznéltunk. Ez a sejtvonal funkcidjaban és szerkezetében kiilonbozik az endometriumban alatta

elhelyezkedd endometridlis sztromalis sejtektdl. Ezek a sejtek luminalis epitheliumot alkotnak,
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amely a méhiireg felszinén, amely a csoves mirigyeket alkotja, és mélyen eléri az endometrialis
stromat [172]. Munkank soran az SMTNLI1 fehérjét overexpresszaltattuk Ishikawa sejtekben ¢€s
harom kiilonb6z6 kornyezetben vizsgaltuk a taltermelés hatasait: kontroll, progeszteron-kezelt
(P4, a terhességet modellezve), és terhességi cukorbetegség (gesztacios diabétesz; GDB, magas
glikoz ¢és inzulin) koriilmények kozott. A sejtek differencialodésat, migracios képességét,
valamint kiilonboz6 jelatviteli itvonalak aktivitasat mértiik.

Eredményeink azt mutattdk, hogy az SMTNL1 overexpresszidja jelentdsen fokozta az

Ishikawa sejtek differencialodasat, kiilonosen progeszteron jelenlétében (39. dbra).

kontroll
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39. abra. Az SMTNLI overexpresszio fokozza az Ishikawa sejtek differenciacialodasdat. Kontroll, P4
(terhességi modell) és GDP (terhességi cukorbeteg) sejteket iires plazmiddal (MOCK) és FT-SMTNLI
expresszios vektorral (FT-SMTNLI) transzfektatun. A differencidciot a sejtek aktin citoszkeltonjanak
Texas-Red falloidinnel (sdarga) torténd festésével kovettiik. A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik.
Meéretsav: 100 um. (bal oldali panel). A sejteket MUC-1 differenciacios markerrel is jellemeztiik A MUC-
1 fehérje fluoreszcencia ertékeit HCS vizsgalattal mértiik, és a MOCK kontroll értékeihet viszonyitottuk
%-os értekben. n=7-8 +/- SD. Két csoportot parositatlan t-teszttel, a harom csoportot kétutas ANOVA
teszttel elemeztiik p< 0.05 (*), p<0.01 (**) és p<0.0001 (***). P4: terhességi csoport (progeszteron),
GDB: inzulin rezisztens és P4 (terhességi cukorbeteg csoportok.

Ezt a MUC-1 endometridlis epithelialis differenciacios marker expresszidjanak
novekedésével igazoltuk. A terhességi cukorbetegséget modellez6 kornyezet csokkentette a MUC-
1 expressziot, de az SMTNLI overexpresszaldsa részben ellenstlyozta ezt a hatast. A kontroll és
a MOCK transzfektalt Ishikawa sejtek sokszdgiiek, pleomorf tulajdonsaguak, szabalytalan alakt
magokkal ¢és kisméretli, magas mag/citoplazmatikus arannyal jellemezhetdek, de ezek
progeszteron hozzaadésara differencidlodtak: alacsonyabb sejtszammal ¢€s kis vakudlumokkal és
pleomorf magokkal rendelkez6 sejtekké valtak (39. dbra). A progeszteron-hiperglikémiés allapot
megakadalyozta az Ishikawa-sejtek morfologiai atalakuldsat, és a kobos szerkezet fennmaradt, ami

a differencialodas elmaradasat mutatta. Ezt az SMTNLI overexpresszioja kompenzalni volt képes.
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Kimutattuk, hogy az SMTNLI1 overexpresszioja csokkentette a MP MYPT1 szabalyozo
alegységének expresszidjat és fokozta annak gatld foszforilaciojat, ami a miozin kénnyl lanc

(MLC20) foszforilacidjanak ndvekedéséhez vezetett (40. abra).
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40. abra. Az SMTNLI overexpresszidja néveli a MYPTI és a miozin konnyii lanc (MLC20) foszforilacidjat
és csokkenti az endometridlis epitélsejtek migrdcios képességét . Ischikawa sejtek kontroll, progeszteronnal
kezelt (P4) és tehességi cukorbeteg (GDB) csoportjait iires plazmiddal vagy FT-SMTNLI expresszalo
plazmiddal transzfektaltunk és a sejtek lizatumait Western blot analizissel elemeztiik a MYPTI, MYPT1 7™,
MLC20 és MLC20175” elleni antitestekkel. DiD fluoreszcens festékkel jelolt, iires vektorral (MOCK) vagy FT-
SMTNLI-gyel transzfektalt és a kezeletlen kontroll, progeszteron kezelt (P4) vagy terhességi cukorbetegség
(GDB) kornyezetben tartott Ishikawa sejteket scratch esszével vizsgaltuk (jobb panel). Két csoportot t-probaval,
negy vagy tobb csoportot pedig kétutas ANOVA-val hasonlitottunk ossze, ahol: p<0,05 (*), p<0,01 (**) és
p<0,0001 (***), n=5

Ezek a foszforilaciobeli valtozasok egyiittesen jelentdsen csokkentették az Ishikawa sejtek
migracios képességét mindharom vizsgalt kornyezetben [173]. A nyalkahartya endometriélis
szoveteiben [174] végzett vizsgélatok alapjan ugy tiinik, hogy a MP-nak fontos szerepe van az
endometrialis hamsejtekben, és a MYPTI a {6 szabalyozé alegység az Ishikawa sejtekben jelen
1évé MP-ben [173]. Ezenkiviil az SMTNLI1 csokkentheti az MP aktivitast mind a simaizomban
[102], mind az endometridlis hamsejtekben a MYPTI expresszidjanak gatlasaval is.
Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy az MP elésegiti az Ishikawa-sejtek migraciojat,
amit az SMTNL1 csokkenteni képes inzulinrezisztens allapotban. Ez a megallapitas azért fontos,
mert a szteroidhormonok egyensulyanak felbomlasa kérosan modositja a ham integritasat és az

endometriumsejtek migracios képességét, €s tjabb bizonyitékot szolgéltat a szteroidhormonok

hatasa és a metabolikus rendellenességek kozott (40. abra).
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Szamos eredmény utal az izolalt endometrialis sejtkultirdkban az inzulin ligandumok ¢és
differencidlodasara. Az endometrium hiperglikémids/hiperinzulinemids metabolikus valtozasai a
reproduktiv diszfunkciohoz és a szoveti atrofidhoz kapcsolodnak [175]. Megfigyeltiik, hogy az
SMTNLI overexpresszidja pozitiv hatassal volt az inzulin jelatvitelre is. Csokkentette az IRS1
gatlo Ser612 oldallancokon torténd foszforilaciojat és novelte az Aktl Serd73 foszforilacidjat
terhességi ¢és GDB modellben, ami a vazizomban leirt hatdshoz hasonloan az inzulin érzékenység
novekedésére utal.

Emellett az SMTNLI overexpresszidja ndvelte a gliikkoz felvételét (41. abra) és a glikogén
raktarozast az Ishikawa sejtekben, kiilonosen a terhességi cukorbetegséget modellezd
koriilmények kozott. Az SMTNLI1 progeszteronfiiggd modon eldsegitette a gliikoz felvételét, és
novelte a glikogéntartalmat az Ishikawa sejtekben, kompenzalva az inzulinrezisztenciat. Tovabba
kimutattuk, hogy az SMTNLI1 hatassal volt az ERK1/2 MAPK jelatvitelre is, csokkentve annak
foszforilacigjat ¢és aktivaciojat a PP2A ¢és DUSP9 foszfatazok fokozott expresszidjanak

koszonhetden [173] (41. abra).

2-NDBG felvétel 41. dbra. Az SMTNLI fokozza a gliikéz felvételt. Az Ishikawa-sejtek

. 2-NDBG gliikozfelvételét kontroll, progeszteron (P4) és terhességi

07 S cukorbetegség (GDB) koriilmények kozott vizsgaltuk SMTNLI
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négy vagy tobb csoportot pedig kétutas ANOVA-val hasonlitottunk
ossze, ahol: p<0,05 (*), p<0,01 (**) és p<0,0001 (***), n=5
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Osszefoglalva, tanulmanyunk betekintést nyajt az endometrialis epithelialis sejtek
miikodését szabalyoz6 molekularis mechanizmusokba terhesség ¢és terhességi cukorbetegség
soran. Eredményeink kiemelik az SMTNLI1 kulcsszerepét a sejt differencialodas, migracio és
metabolikus valaszok koordindldsaban. Ezek a megallapitasok potencialis jelentdséggel birnak az
endometrialis diszfunkcioval 0Osszefiiggd kiilonb6zé reproduktiv rendellenességek, igy az
endometriézis €s az endometrialis tumorok korai szakaszainak megértésében €s kezelésében. Az
ezen a teriileten folytatott tovabbi kutatdsok 10j terapids stratégiakhoz vezethetnek a metabolikus
rendellenességekkel vagy egyéb, az endometrium normal miitkodését befolyasold allapotokkal

kiizd6 ndk reproduktiv eredményeinek javitasara.

91



5.6. Az SMTNLI szerepe a pajzsmirigyhormon dltal indukalt fiziologias és
patologias folyamatokban izomban

5.6.1. ASMTNLI fehérje szerepe a hyperthyreosisos vazizom anyagcseréjének
szabalyozasaban
A vizsgélataink kozéppontjaban 4ll6 transzkripcios kofaktor, a SMTNLI1 fehérje

figyelemreméltd abban a tekintetben, hogy képes szabalyozni a vazizom kiilonb6z6
stresszhatdsokra bekovetkezd adaptalodasat. A 5.4.1. fejezetben targyalt mdédon a vazizom
adaptacioja fiziologids és patologias folyamatok hatdséra is bekovetkezik. Patkanyokon végzett
kisérletekben kimutattak, hogy a pajzsmirigy megvaltozott hormontermelése is képes a vazizom
rostosszetételét jelentds mértékben atalakitani az MyHC expresszidjanak transzkripcios szintii
szabalyozasa révén. Hyperthyreosis soran a kiindulési rosttipustol fliggéen az MyHC 1-bdl 2a, a
2a-bol 2x, a 2x-bdl pedig 2b lesz [176]. Ennek molekularis mechanizmusa ismert, de szabalyoz6
elemei még nem keriiltek azonositasra.

Az a munkahipotézisiink, miszerint az SMTNL1 fehérje szabalyozza a pajzsmirigyhormon
altal kivaltott izotipus valtozast a kovetkezd tényeken alapult: i, az SMTNL1 KO egerek
vazizomzataban az 2a tipusu rostokban expresszalod6 SMTNLI delécija a vazizom
rostosszetételének 2x vagy b irdnyu atalakuldsat indukalta [101]; ii, a vemhes ndstény egerek m.
plantaris izmaban a SMTNLI1 delécidja a 2a/2b tipusu rostok aranyanak csokkenését eredményezi,
ami egy Osszességében egy glikolitikusabb fenotipus kialakuldsat vonja maga utan [152].
Vizsgalataink modellrendszereként pajzsmirigymiitéten atesett euthyreosisos és hyperthyreosisos
ndébetegektdl szarmazd m. sternohyoideus biopszidkat, valamint fiziologids és szuprafiziologias
aktiv pajzsmirigyhormon kezelést kapott differencidltott C2C12 miotubulusokat hasznaltunk.
Western blottal a MyHC Ila fehérje expressziojanak szamottevd csokkenését figyeltilk meg a
hyperthyreosisos human vézizomban (42. abra). Mivel szignifikdns izomtomeg-csékkenést nem
irtunk le, ezért feltételezhetd, hogy az MyHC I és Ila rostok csokkenése mellett az MyHC IIx
rostok szdma nétt, ami az oxidativ(abb) rostok csokkenése miatt egy 6sszességében glikolitikusabb
fenotipust eredményezett. Bar az MyHC 1 fehérje expresszioja is csokken, ez a valtozas
statisztikailag nem szignifikans, ami human adatok hidnyaban a patkany m. sternohyoideus
rostosszetételével magyarazhato: fiziologias kortiilmények kozott az 1-es tipusu rostok aranya

mindossze 9%, mig a 2a tipust rostoké 24,2%, a 2x tipusu rostoké pedig 20,8%.
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A legmagasabb aranyban a 2b tipusu rostok vannak jelen (44,2%), azonban ez az izoforma a
ragcsalokkal ellentétben a humén vazizmokban nem detektalhato [147], igy ezt nem vizsgaltuk.

Erdekes modon a SMTNLI1 expresszidja dramaian csokkent a hyperthyreosis soran, ami arra enged

kovetkeztetni, hogy a SMTNLI szerepet jatszhat a hyperthyreosisos vdzizom patofiziologidjaban
(42. abra).
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42. abra. MyHC Ila, MyHC I és SMTNLI1 expresszio a hyperthyreosisos humdn vdzizomban. A vazizom
biopsziak m. sternohyoideus-bol szarmaztak (baloldali képen zolddel jelélve) és a fehérjeket Western blot
analizissel vizsgaltuk. Az MyHC Ila, MyHC I és a SMTNLI elleni specifikus antitestekkel kapott savok denzitasat
elosztottuk a belsé kontrollként hasznalt f-aktin denzitisdaval, majd a hyperthyreosisos értékeket az euthyreosisos
értekekre normadlizaltuk. Az n=3 kisérletbol szarmazo relativ fehérje expressziot oszlopdiagramon dabrazoltuk (dtlag
+ SEM). A csoportokat kétmintas parositatlan t-probaval hasonlitottuk éssze, ahol p<0,05 (*). A baloldali kép
forrasa: https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/sternohyoid-muscle
Az euthyreosisos ¢és hyperthyreosisos human biopsziak globalis génexpresszids profiljanak
Osszehasonlitasa és az adatok génontoldgiai analizise feltarta, hogy az mTOR, AMPK, PI3K/Akt
¢s a MAPK szignalizdcidban résztvevo gének expresszidja valtozott a legjelentdsebb mértékben a
hyperthyreosis hatasara. Ezek a jelatviteli titvonalak tobbek k6zott olyan bioldgiai folyamatokban
jatszanak szerepet, mint a sejtszerkezet és szervezddés, a sejt- és szovetfejlodés, a lipid
metabolizmus, az anyagcsere és energiatermelés, valamint ezek zavarai. A microarray analizis
soran azonositott jelatviteli utvonalak hyperthyreosis altal indukalt fehérjeszintli valtozasainak
tanulmanyozasara szdmos kindz relativ foszforilacids szintjét is megvizsgaltuk a
hyperthyreosisban szenvedé donorok vazizmaban (43. abra). A Proteome Profiler eredményekbdl
kideriil, hogy a Ser/Thr kinazok csoportjan beliil egyebek mellett az mTORS**8 és az Akt25474
foszforilacidja és ezaltal az aktivitdsa szignifikinsan csokken mig az ERK1/2T202/Y204
AMPK02T!? és a JNKgpan BYYI8ST2IN223 fog7forilacidja és aktivitisa szignifikansan nd a

hyperthyreosis soran (43. dbra).
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43. abra. Humdn euthyreosisos és hyperthyreosisos vdzizom biopszidk foszforilaciés mintazatinak
vigsgdlata.. A mintak homogenizalasat kévetden szamos fehérje relativ foszforilacios szintjének egyidejii,
gyors és erzékeny meghatarozasat végeztiik el a human foszfo-kindz (bal panel) és foszfo-MAPK array
segitsegevel (jobb panel) Az n=3 kisérletbdl szarmazo eredményeket atlag + SEM formaban abrazoltuk.
A csoportokat kétmintds parositatlan t-probaval hasonlitottuk dssze, a részletes grafikon a fiiggelékben
talalhato (1S. abra), ahol p <0,05 (¥), p <0,01 (*¥%), p <0,001 (**%)

A microarray ¢és a Proteome Profiler array-k eredményeibdl kitlinik (7dbldzat S3), hogy a
hyperthyreosisnak jelentds befolydsa van a vazizom fejlddésére és anyagcseréjére az ezen
folyamatokban szerepet jatszo fehérjék expresszidjanak vagy aktivitasanak modositasan keresztiil,
¢s a hyperthyreosis kulcsfontossagu szignalizacios Utvonalakat szabalyoz a human vazizomban,
ami az irodalom alapjan varhato, mivel a T3 az anyagcsere reguldtora (43. é&bra). A
differencidltatott C2C12 sejtekben a TRa/TRP arany csokkenését és a MyoD1 szignifikans
novekedését detektaltuk a szuprafizioldgias T3 kezelés hatdsara, mig a SMTNL1 overexpresszioja
a TRa expressziojat markdnsan csokkentette [3].

Tovéabba a mioblasztok SeaHorse analizise ravilagitott arra, hogy a SMTNLI1 a glikolizis
gatlasan keresztiil antagonizélja a T3 hatdsadt a miotubulusokban (44. abra). A T3 kezelésre
fokozodik a laktattermelés, és a SMTNLI overexpresszidja nemcsak, hogy meggatolta a T3-
indukalt anaerob glikolizis fok6zddasat, de a mitokondridlis oxidativ foszforilacio és a zsirsav
oxidacio mértékét is szignifikdnsan csokkentette. A kapott adatok fényében elmondhatd, hogy a
feleslegben 1év6 T3 a laktattermelés és a zsirsav oxidacid fokozodasat indukalja, mikdzben a
SMTNLI1 a kiilonb6z6é anyagcserefolyamatok, foként a glikolizis szabalyozasédn keresztiil

antagonizalja a T3 hatasat. Eredményeink alapjan a SMTNLI fehérje inzulinérzékenyitd és T3
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44. abra. A pajzsmirigyhormon hatds és az SMTNLI overexpresszio hatisa azC2C12 mioblasztok
anyagcseréjére. Az extracellularis savasodasi rata (ECAR) és az oxigénfogyasztasi rata (OCR) mérése
SeaHorse-elemzéssel tortént. Az iires vektorral vagy FT-SMTNLI-transzfektalt mioblasztok 72 oras T3-
kezelése utan gliikozzal kiegészitett Seahorse XF vizsgalati kozeget adtunk a sejtekhez. A mioblasztokat
etomoxirral (50 uM), oligomycinnel (2 uM), FCCP-vel (4 uM) és antimycinnel (10 uM) + 2-deoxi-D-
gliikozzal (100 mM) kezeltiik. A protonkoncentracio-novekedés (A-B) és az oxigénkoncentracio-csokkenés
(C-D) sebesseget mértiik. Az abra az alap ECAR (A), alap OCAR (B) értékeket, a maximadlis glikolizist
(C) és a zsirsav oxiddcio mertékét (D) mutatjia. Az értékek 4 csoportot jelentenek 23 technikai
ismétléssel/csoport, n=3, datlag +/- SEM. Az adatokat a fehérjetartalomra normalizaltuk. A csoportokat
egyutas ANOVA és Tukey-féle post hoc teszt segitségevel hasonlitottuk dssze, p <0,05 (*), p <0,01 (**).

antagonizalo hatasa révén képes a hyperthyreosis és az azt kisérd inzulinrezisztencia mérséklésére,
melyet tobbek kozott az IRS kinazok aktivitdsanak, valamint a hexokinaz enzim expresszidjanak
csokkentésén keresztiil ér el (44. dbra).

A hyperthyreosis egy felfokozott anyagcserével jarod allapot, melyben a sejtek
megnovekedett gliilkozigényét az intracellularis glikogénraktarak fokozott lebontasabol és/vagy az
extracellularis gliikoz felvételének serkentésébdl probalja fedezni a sejt, azonban tiinetként irtak
le a csokkent periférialis inzulinérzékenységet és gliikdz intoleranciat is hyperhyreosis soran [177;
178]. Ennek oka a vazizom inzulin-medialt gliikkozfelvételét szabalyozo jelatviteli utvonal, ezen
beliil az IRS fehérjék megvaltozott aktivitasdban keresendd [157]. Eredményeink bizonyitékul
szolgalhatnak arra vonatkozoan, hogy a szuprafizioldogids T3 szint zavart okoz az inzulin
jelatvitelben egyrészt az IRS1 307-es és 612-es Ser foszforilacidjanak ndvelése altal [3], ami a
expressziodjanak csokkentésén keresztiil, ami a serkenté PI3K altali foszforilacid csokkenését
eredményezi. Ezek egylittesen a negativ Ser foszforilacid tlstlyba keriiléséhez jarulnak hozza,
ami inzulinrezisztencia kialakulasat indukalja. Az IRS1 gatlo Ser foszforilacidjanak mérséklése
révén a SMTNL1 fehérje azonban képes lehet a gliikoz transzport inzulinra adott normal valaszado

képességét visszaallitani.
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GENOMI HATAS FEJLODES ES
DIFFERENCIACIO

NEM GENOMI Lo I INZULIN
HATAS REZISZTENCIA

45. abra: A SMTNLI szerepe a hyperthyreosisos vazizom anyagcseréjének szabdlyozdasaban. A SMTNLI a
kovetkezé mechanizmusokon keresztiil képes a hyperthyreosis dltal indukalt anyagcserevaltozasok megelozésére
a vazizomban: 1) ellensulyozza a szuprafiziologias T3 dltal kivaltott glikolitikus iranyu eltoloddst; 2)
inzulinérzékenyité hatasat a JNK gatlasan keresztiil fejti ki; 3) gatolja a T3 nem genomi utvonalanak

eredmeényeképpen aktivalodo ERK1/2-t a PKCO expressziojanak szabdlyozdsan keresztiil; 4) a HK Il enzim

szabalyozasan keresztiil a gliikoz foszforilacio és a glikolizis szabalyozasaban is részt vesz és 5) szelektiven

gatolja a TRo expressziojat, amely a T3 fo effektora.Modositva: [3]
Munkahipotézisiink szerint a megnovekedett IRS1 Ser foszforilacié a szuprafiziologias T3

kezelés kovetkeztében aktivalodott IRS1 kindzok, mint a ERK1/2 és a JNK hatasanak eredménye,
melyet a hyperthyreosisos human mintak Proteome Profiler elemzése is alatamaszt (S.3. abra). A
SMTNLI1 taltermeltetése kovetkeztében csokkend IRS1 és ERKI1/2 foszforilacio a PKCo
expressziojanak visszaesésével magyarazhatd, amely egyrészt a Ser307 oldallancot foszforilalja
az IRS1-en [179], mésrészt az ERK1/2 aktivalasaért is felelds [180]. A T3 altal feltehetden nem-
genomi utvonalon aktivalt ERK1/2 az IRS1 Ser612 oldallanc foszforilacidjanak fokozodéasaért
felelés. A kapott adatok magyarazatot jelenthetnek a szuprafiziologias T3 koncentracio altal
eldidézett gatlo IRS1 Ser foszforilacid fokozodasara, tovabba alatdmasztjak a SMTNLI fehérje
inzulinérzékenyitd hatasat. A T3-mal kezelt sejtekben a PP2Ac expressziojanak csokkenése az
AMPK foszforilacio tartdos megemelkedését vonta maga utan, ami a GLUT4 ¢és hexokinaz IT (HK
IT) expresszidjanak indukalasan keresztiil fokozta a glikolizist (45. abra) [3].

Eredményeinket 0Osszefoglalva a SMTNLI 4ltali szabalyozas igéretes lehet a
hyperthyreosis ¢és az azt kiséré inzulinrezisztencia gyogyitdsdban (45. éabra), mivel képes
szelektiven képes gatolni a TRa expressziojat. Emellett inzulinérzékenytd hatast fejt ki egy

inzulintdl fiiggetlen, heteroldg tvonalon, a JNK aktivitdsanak gatlasan keresztiil, és gatolja a T3
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nem-genomi hatasait. Mindemellett szabalyozza a gliik6z foszforilaciot €s a glikolizist, és ezen
keresztiil ellenstilyozza a T3 altal indukalt glikolitikus fenotipus kialakuldsat. Mindezen
tulajdonsdgai miatt a SMTNL1 overexpresszidja vagy -alternativ megoldasként- egy
membranpermedbilis SMTNL1 mimikald peptid inzulinérzékenyitd hatasa révén képes lehet a

hyperthyreosis soran fellépd kezdddo inzulinrezisztencia ellensulyozasara a vazizomban.

5.6.2. A SMTNLI és a T3 szelektiven szabdlyozzak a MYPTI és MYPT?2
izoformakat a miotubulusokban

Korabbi tanulményokbdl kitlinik, hogy a MP enzim aktivitasa nemcsak a kiilonb6zo sejtek
migracidés képességét [1; 128; 181], de a vazizom modellezésére hasznalt C2C12 sejtek
fejlodésében is fontos szerepet jatszik, ezért a SMTNLI1 fehérje és a MP kozotti kapcsolatot,
valamint ezen fehérjék potencialis szabalyozo szerepét is vizsgaltuk az emlitett folyamatokban és
a mar differencialddott sejtek homeosztazisanak fenntartdsaban a hyperthyreosis modellezésére

szolgald kisérleti rendszerben. Emiatt utdnajartunk, hogy a SMTNLI tultermeltetése és a

Megallapitottuk, hogy a SMTNL1 overexpresszidja jelentds mértékben visszavetette a sejtek
migracios képességét a T3 jelenlétében (46. abra).

A jelenséget a SMTNL1 MP enzimet gatlo hatdsdval magyaraztuk. Felvetésiink
igazolasara nemcsak a MP-t felépitd alegységek, hanem az enzim szubszratjanak (MLC20)
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46. dabra. T3-kezelt és SMTNLI overexpresszalo mioblasztok karcoldsos vizsgdlata. A mioblasztokat iires
vektorral vagy FT-SMTNLI-tel transzfektaltuk. 48 ords tenyésztés és 5 ords széruméheztetést kovetden
megkarcoltuk, majd tovabbi 24 oran dt tiszta oldoszer (EtOH) vagy etanolban oldott 10 nM T3 jelenlétében
novesztettiik. A karcolasos teriiletekrol 10x-es objektivvel készitettiink fényképeket a jelzett idopontokban.
Meéretsavok: 500 um. (bal panel) A jobb oldali daigramm a 24 ora elteltével lefedett karcolasos teriileteket
mutatja. n=3, atlag +/- SEM. Az adatokat az iires vektor-transzfektalt kontrollhoz normalizaltuk. A csoportok
atlagai kozotti kiilonbségeket kétiranyu ANOVA (B) vagy egyiranyu ANOVA (C), majd Tukey post hoc teszt
kovette, p <0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,0001 (***%*),
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expressziojat ¢és foszforilacigjat is megvizsgaltuk. A C2C12 mioblasztokon végzett kisérleti
eredményeink értelmében a SMTNL1 overexpresszidja onmagaban €s a T3 kezeléssel kombinalva
a MYPT1 expresszidjat szignifikdnsan csokkentette, mig a Thr696-os oldallanc foszforilaciojat
szignifikdnsan novelte. A MYPT1 gatlo foszforilacigjanak novekedését mindkét esetben az
MLC20 Ser19 oldallanc foszforilaciojanak szignifikans emelkedése kisérte (47. dabra)).
Eredményeinket aladtdmasztja az a megfigyelés, hogy a SMTNL1 KO egerekben a MYPTI

expressziojanak novekedése mellett csokkent MLC20 Ser19 foszforilaciot detektaltak az allatok
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47. abra. Az SMTNLI overexpresszidja szabdlyozza a miozin foszfatdaz foszforilacidjat a mioblasztokban és
miotubulusokban. A C2C12 mioblasztokat (A-C) és miotubulusokat (D-F) iires vektorral vagy FT-SMTNLI
plazmiddal transzfektaltuk, és 10 nM T3-mal kezeltiik 24 oran dat. A teljes sejt lizatumokat anti-MYPTI (A, D), anti-
MYPTI-"" (B, E), anti-MYPT2 (E), és anti-PP1c5(C) antitestekkel Western blot segitségével elemeztiik. n=3, dtlag
+/- SEM. Az adatokat az iires vektorral tranmszfektalt kontrollra normalizaltuk. A csoportok atlagai kozotti

kiilonbségeket egyutas ANOVA és Tukey-féle post hoc teszt segitsegével hataroztuk meg, p <0,05 (*), p <0,01 (*%*),
p <0,001 (*¥*%*)

simaizmaban [102]. A MP enzim MYPT1 alegységének Thr696 foszforilacio altali gatldsa a nem-
izom miozin foszforilacidjdnak lassabb turnoverét eredményezheti, ezaltal stabilabb adhézids

struktarak jonnek létre, amik akadalyozzék a sejtek citoszkeletonjanak atrendezodését és a sejtek

crer
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A SMTNLI1 tranziens overexpresszidja soran a fehérje expresszioja kezdetben nagyon
magas, majd a differenciacié progresszidjaval parhuzamosan csokken. Fiziologias T3
koncentracido mellett a SMTNL1 overexpresszidja a korai és késoi differenciacios markerek
upregulalodasat okozza, ami alapjan ugy tlinik, hogy a SMTNLI1 segiti a C2C12 mioblasztok
differenciacio soran bekdvetkezd morfoldgiai valtozasokat is nyomonkovettiik. Megfigyeléseink
szerint a SMTNLI overexpresszioja kisebb méretli, de nagyobb szdmt miotubulus kialakulésat
indukalja, ami tamogatja a SMTNLI fehérje differenciaciot elésegité hatdsardl alkotott
hipotézisiinket.

Az eredményekbdl kitlinik, hogy mig a mioblasztokban a PP1cd inkdbb a MYPTI
izoformaval alkot komplexet, addig az érett miotubulusokban els6sorban a MYPT2 az, amely a
PP1c8-val kozdsen vesz részt a MP holoenzim felépitésében (47. dbra). Erdekes modon a
szuprafiziologias T3 kezelés a differencialodé mioblasztokban a MYPT2 expresszidjat novelte,
mig a PP1cd és a MYPTI expresszidjara nem volt hatassal, ahogy azt a proliferativ fazisban 1évo
mioblasztok vizsgalatanal is tapasztaltuk (47. 4 és C). A miotubulusok vizsgalatanal is hasonl6
eredményre jutottunk: a MYPT1 expresszioja T3 kezelés hatasara nem valtozott, de a SMTNLI1
overexpresszioja €s a kombinalt kezelés szignifikdns visszaesést okozott a fehérje relativ
expressziojaban (47.D. abra). Ezzel szemben a MYPT2 expresszidja dramaian, emelkedett a T3
kezelés, valamint a kombinalt kezelés hatdsara, mikzben a SMTNL1 overexpresszidja nem volt
hatéassal rd (47.E. dbra). A PP1cd expresszioja kis mértékben csokkent a T3 kezelés és/vagy a
SMTNLI1 overexpresszidjanak kovetkeztében (47. C abra). Ezen eredmények Osszecsengenek
azzal, hogy a SMTNLI kititése a MYPT2 expresszios szintjét nem befolyédsolja a vazizomban
[102]. A mioblasztokon és a miotubulusokon nyert eredményeket 6sszegezve ugy tlinik, hogy a
T3 és a SMTNLI szelektiven szabalyozzak a kiillonb6z6 MYPT izoformak kifejezédését mind a
differencialatlan, mind a méar differencialodott sejtekben (49. dbra). Az SMTNLI taltermelés altal
indukalt MYPT1 és MLC20 fokozott foszforilacigja arra utal, hogy az SMTNLI1 létfontossagu
szerepet jatszik az MP aktivitds szabalyozdsaban az izomképzddés kezdeti szakaszaban. A
kulcsfontossagu szabalyozo fehérjék foszforilacios allapotdnak modulalasaval az SMTNLI segit

crer

Osszetett folyamatat [183].
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A C2C12 sejtek differencidlédasaval a nem-izom miozinrdl a vazizom tipusu miozin felé
torténd eltolodas figyelhetdé meg, és a 6. napon a nem-izom miozin alig volt kimutathaté a
miotubusokban, mig az vazizom-miozin koncentracioja megnétt [32]. AMYPT1-PP1cd simaizom
tipusu holoenzim alacsony affinitast mutat a foszforilalt vazizom-miozinhoz, emellett az vazizom-
miozin foszforilacidja csokkent, de nem sziint meg a differencialodas 6. napjan [32], ami arra utal,
hogy a miotubulusokban, illetve érett vazizomban is jelen 1év6 MP nincs hatdssal az izom
kontraktilitasanak szabalyozasdval a nem-izom szovetektdl eltéréen, emiatt a MP alternativ
szubsztratjai léteznek az vazizomban [183].

Az MP egyik lehetséges szubsztrat jeloltje a vazizomban a Na'/K'-ATPaz (NKA). Az
NKA egy transzmembran pumpa, amely nélkiilozhetetlen a sejtek ion- és vizhomeosztazisahoz, a
membranpotencialok fenntartasahoz és a kiilonbozé anyagok Na™ -hoz kapcsolt transzportjahoz.
A vazizomban talalhat6é az egyik legnagyobb és legdinamikusabb NKA-raktar a szervezetben
[184]. Ezért az NKA szabalyozasa akar szubsztratjainak koncentracioja, akar az FXYD fehérjékkel
valo fehérje-fehérje kolcsonhatasok, akar kovalens modositas - elsdsorban foszforilacio - révén
dont6 fontossagu [36]. A NKA szamos szabalyozo foszforilacios helye koziik kiemelendd két
foszforilacids hely: a Ser23-as és Serl6-es oldallancok, amelyek az NKA gatlasaért felelosek
[185]. Az NKA-t mar azonositottuk a MYPT1 interaktomban egér szinaptoszéma kivonatbol
végzett pull-down assay-vel, majd tomegspektrometrias elemzéssel [114]. A C2C12 sejt
lizdtumbodl végzett koimmunoprecipitacid szintén kimutatta az NKA ¢és a MYPT kozotti
kolcsonhatast.

Kisérleteink alapjan a NKA expressziojat a szuprafizioldgias T3 kezelés novelte, mig a
SMTNLI1 overexpresszidja kismértékben csokkentette (48. 4. dbra). Eredményeink 6sszhangban
vannak Riis és mtsai munkajaval, melyben azt talaltdk, hogy az NKA expresszidja 89%-ban
megemelkedett a hyperthyreosisban szenvedd betegek mintdiban az euthyreosisos donorok
mintaival osszevetve [186]. A NKA Ser23 és Serl6 foszforilacids helyeinek vizsgalatakor mind a
szuprafiziologids T3 kezelés, mind a SMTNLI overexpresszio kovetkezményeként szignifikdnsan
emelkedett foszforildciot mutattunk ki (48. C és D dbra). Ez vélhetben a MP holoenzim
megnovekedett gatlo foszforilacigjanak koszonhetd, amely igy nem képes a NKA-t
defoszforilalni. Ezt a megfigyelést egerek m. plantaris izméabol készitett preparatum PP1 szelektiv
inhibitorral (TMC) torténd kezelése is alatamasztja, melyben fokozott NKAal Ser23-as

foszforilaciot detektaltunk, az NKA aktivalashoz karbakolt, kolinerg agonistat, alkalmazva (48. A.
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abra). Ezen eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy mind a T3, mind a SMTNLI1 a kiilonb6z6
MYPT izoformékat tartalmazé MP holoenzim gatladsan keresztiil részt vesz a NKA foszforilacios

allapotanak és ezaltal aktivitdsanak szabalyozasaban (48. dbra) [183]
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48. abra: A SMTNLI overexpresszio és a szuprafiziologidas T3 kezelés hatdsa a NKA expresszidjdra és
Sfoszforilacidjara a miotubulusokban. Egerek m. plantaris izmabol készitett preparatumot 10 uM TMC-vel
kezeltiink 30 percig, amit egy 10 percig tarto 10 uM-os carbacholos kezelés kovetett. A mintakat
homogenizaltuk, ésa NKA-P5 elleni specifikus antitesttelelemeztiik (A). A mioblasztokat iires plazmiddal
(MOCK) vagy rekombinans SMTNLI fehérjét expresszalo plazmiddal (NT-FT-SMTNLI1) transzfektaltuk,
majd differencialtattuk. A miotubulusokat 10 nM T3-mal kezeltiik, majd Western blot analizist végeztiink a
NKA (B), NKA-PS'° (C) és NKA-P5? (D) elleni specifikus antitestekkel. A kapott eredmények n=3 kisérletbél
szarmaznak, melyek atlag + SEM értékét abrazoltuk. Minden esetben a nem kezelt és/vagy tires plazmiddal
transzfektalt kontrollra normalizaltunk. A csoportok kozotti kiilonbségeket Tukey-féle post hoc teszttel
kombinalt egyutas ANOVA-val elemeztiik, ahol p <0,05 (*), p <0,01 (**), p<0,001 (***) és p <0,0001

Fontos megjegyezni, hogy a NKA hipo- vagy hiperfunkcidja egyarant hétranyos
kovetkezményekkel jar az izomfunkcidra nézve: a NKA hiperfunkcioja hiperpolarizal6d hatast,
ami a membréanpotencialt még negativabba teszi, melyben nehezebb elérni a fesziiltségfiiggd Na*
csatorndk nyitasdhoz és a Ca®" felszabaduldsahoz sziikséges kiiszobot, eziltal az izom

ingerlékenysége csokken, ami izomgyengeség kialakuldsdhoz vezet. A pumpafehérje
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Na'/K'-ATPéaz

49. abra: A MP enzim kiilonbozo modon szabdlyozodik az eltérd differencidcios dllapotit izom sejtekben. A nem
differencialt mioblasztokban a MP felépitésében a PPIlcd mellett a MYPTI izoforma vesz részt, melynek

crer

fehérje szabdlyozza. Ezzel szemben a miotubulusokban a PPlcd elsosorban a MYPT2 izoformaval alkot
komplexet, melynek aktivitasa T3 altal szabalyozott, és amely lehetséges szabalyozo eleme a NKA-nak, a fehérje
foszforilacios allapotanak befolyasolasan keresztiil. Ezen eredmények hozzajarulhatnak a hyperthyreosis soran
fellépo izomgyengeség jobb megértéséhez, amely a betegek életmindségének javitasat szolgalja.

hipofunkcioja esetén a membranpotenciadl pozitivabb, a sejtmembran deporalizaltabb, emiatt a
fesziiltségfiiggd Na' csatornak egy része inaktivalt allapotba keriil, ezért az akcids potenciél
amplitiddja kisebb, kevesebb Ca*" szabadul fel, ami kisebb mértékii 6sszehtizodast, ezaltal pedig
izomgyengeséget eredményez [187]. Ezen okndl fogva a rendszer finomhangoldsa kritikus
jelentdséggel bir.

Eredményeink alapjan MYPT2 szelektiv  feliilszabalyozdsa a  hyperthyroid
izomszovetekben egy adaptiv valaszra utal, amelynek célja az izom-06sszehuzodasi és elernyedési
ciklusok finomhangoldsa a megemelkedett metabolikus igényekre valaszul. A hyperthyreosis
izomgyengeséggel és faradtsaggal jar egylitt, ami részben a MP-ok megvaltozott szabalyozasanak
tulajdonithatdé (49. abra). A MYPT2 és a PPlcod fokozott expresszidja egy kompenzacios
mechanizmust képviselhet, amely ellensulyozza a magas T3 szintek altal kivaltott fokozott
izomkontraktilitdst és energiafelhasznalast. Az MP-ok aktivitdsanak modulalasaval a
pajzsmirigyhormon segit fenntartani az izom-0sszehuzodés és elernyedés kényes egyensulyat,
biztositva az optimalis izomfunkcidt a valtozo é€lettani koriilmények koézott. Ezen eredmények
integracidja finomhangolt kdlesonhatast tar fel a SMTNL1 ¢és a pajzsmirigyhormon kdzott a MP
szabdlyozasaban. Mig a SMTNLI gatl6 hatast fejt ki a MYPTIl-re a korai mioblaszt
differencialodas soran, addig a T3 szelektiven feliilszabalyozza a MYPT2-t a hyperthyroid
izomszovetekben. Ez a differencialis szabalyozas kiemeli a MP szabdlyozas Osszetettségét és a

szabalyoz6 fehérjék és hormonalis jelek sokoldalu szerepét az izomfunkcié modulalasaban (49.
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abra). Az SMTNLI és a T3 kdlcsonhatasdnak megértése a MP szabalyozas kontextusaban értékes
betekintést nyujthat a megvaltozott izomdifferencidcioval ¢€s pajzsmirigy-diszfunkcidval

Osszefiiggd izombetegségek patogenezisébe [183].

6. KITEKINTES

A disszertaiciomban Osszefoglalt eredmények ravilagitanak a MP, a simaizomzat
kontraktilitasat szabalyozd enzim sokrétii és rendhagyd funkciodira. Kimutattuk, hogy az MP
szabalyozd MYPT1 alegysége valamennyi eddig vizsgalt sejttipusban expresszalodik és valtozatos
szubcellularis lokalizaciot mutat az eukaridta sejtekben. A citoplazma és a citoszkeleton mellett a
MYPT]I és a PPlc egyarant megtalalhato a sejtek nukleéris, mitokondrialis és plazmamembran
frakcidiban, és a MYPTl-interaktomokban azonositott fehérjék tobbsége nem relevans a
citoszkeletélis szabalyozas szempontjabol, ami arra utal, hogy az MP sokkal t6bb mint a miozin
konnytilanc defoszforilacidjanak kizardlagos szabalyozdja. Tovabba a MYPT1 funkcidja is tobb
mint a szubsztratspecifitds meghatarozasa a MP holoenzimen beliil: ugyanis allvanyfehérjeként
szolgalhat, vagy nukleocitoplazmatikus transzfermechanizmust biztosit a fehérjék szamara - még
a PP1c-vel val6 kdlcsonhatasa nélkiil is.

A miozin foszfatazt évtizedek o6ta a RhoA/ROK jelatvitel downstream célpontjanak
tekintik, de terdpids potencidljat ezidaig figyelmen kiviil hagytdk. Szamos adat bizonyitja a MP
ROK-t6l fiiggetlen hatasat és szabdlyozasat, ami kiterjeszti a MP jelatvitel hataskorét és
fontossagat. Az MP kiilonbozd jelatviteli utvonalakban betoltott szerepére vonatkozd
megallapitdsaink alapjan az MP moduldldsa a miozin foszfataz holoenzimre specifikus
aktivator(ok) tervezésével lehetdséget biztosithat a tumorigenezis gétldsdra vagy az
inzulinérzékenység fokozasara, mikdzben a kulcsfontossagli downstream molekuldk, mint a pRb,
PRMTS vagy PLK defoszforilaciojanak fokozéasa szintén 1) terapias megkozelitést jelenthet. A
genetikai és farmakoldgiai eszk6zok kombinacioja lehetdvé teszi ezen Gsszefliggések feltarasat, és
hozzéajarulhat a defoszforilacios folyamatok altal szabdlyozott molekularis események teljesebb
megértéséhez.

Az SMTNLI1 a MP szabalyozéasaval és attol fiiggetlen utvonalakon keresztiil szintén
szerepet jatszhat az inzulinrezisztencia megel6zésében azaltal, hogy az IRS Ser foszforilaciojanak
csokkentésével hozzajarul a progeszteronfiiggd inzulinérzékenységhez. Ezért a SMTNLI1 fehérjét
mimikald membranpermeabilis peptid redlis terapias eszkoz lehet az endometrialis hamsejtek

progeszteronfiiggd gatlasara hiperglikémia ¢€s inzulinérzékeny endometrium esetén a terhességi
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cukorbetegségben vagy mas anyagcsere-rendellenességekben. Eredményeink  klinikai
kovetkezményei jelentdsek, mivel az SMTNL1 modulélasa €s a pajzsmirigyhormon-szintek vagy
azok downstream célpontjainak moduladlasa 1Uj terapids stratégiakat kinalhat az izommal

kapcsolatos betegségek kezelésében. Példdul az SMTNLI1 expresszios szintjének modositasa az

crer
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esetében, ahol a karosodott izomregeneracid hozzajarul a progressziv izomgyengeséghez ¢és
sorvadashoz. Hasonloképpen, a pajzsmirigyhormon jelatvitel moduldlasa vagy a downstream
effektorok, mint példaul a MYPT2 célzasa, enyhitheti az izomtiineteket a hyperthyreosisban
szenvedd betegeknél. A hyperthyroid izomszovetekben az MP aktivitds egyensulyanak
helyredllitdsara iranyuld farmakologiai beavatkozasok javithatjadk az izomerdt, az alloképességet

¢s az érintett egyének altalanos életmindségét.
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7. AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A miozin foszfataz elésegiti a bér normal homeosztazisanak fenntartasat és az epidermalis
sebgyodgyulast. Hatdsat a proliferacid €s migraci6 aktivalasaval és a differenciacid gatlasaval
valamint a transglutamindz 1 expressziojanak szabalyozéasaval az Akt jelatviteli Gtvonalon
keresztiil fejti ki.
Azonositottuk a miozin foszfatdz és a Rho A aktivalt kinaz j neurondlis szubsztratjait, a
syntaxin, synapsin és SNAP-25 fehérjéket valamint az ezeket regulalo foszforilacios helyeket.
Leirtuk, hogy a miozin foszfatdiz a SNAP25 Thr138 defoszforilaciojaval eldsegiti a
neurotranszmitter kibocsatast ugy, hogy egyarant fokozza a SNARE komplex kialakulasat és
annak stabilitasat.
A miozin foszfatdz és a Rho A aktivalt kinaz a protein arginine metiltranszferaz 5 (PRMTYS)
Thr80 oldallancanak mddositasa révén modulalja a hiszton fehéjék génexpresszio-gatld arginin
metilacidjat, ami a tumorszuppresszorok gatlasdhoz vezet. Igazoltuk a miozin foszfataz
tumorgatld szerepét, mivel azt talaltuk, hogy gatldé foszforilacids helyének megemelkedett
foszforilacidja korrelalt a PRMTS aktivitdsanak novekedésével €és a kialakult tumorok
gradusaval valamint statuszaval human hepatocelluléris karcindma modellben. Igazoltuk, hogy
a MP/PRMT5/hiszton onkogén jelpalya upstream regulatora a PPM 1B magnézium-ion fiiggo
protein foszfataz, ami az MP MYPT1 szabdlyoz6 alegységét defoszforildlva gatolja a
tumorigenezist.
Kimutattuk hogy az SMTNL egy kettds hatasmechanizmusu fehérje. Egyrészt a citoszolban a
miozin foszfatdz MYPT1 alegységéhez kotddve gatolja az MP holoenzim aktivitdsat. Masrészt
PKA/PKG foszforilaci6 hatdsara disszocidl a MYPT1 alegységrol és a sejtmagba
transzlokalodva a progeszteron receptor transzkripcids kofaktoraként ligandum-fiiggé modon
szabalyozza egyes sejtmagreceptorok, kontraktilis fehérjék és anyagcsere emzimek valamint a
myptl gén expresszidjat.
Jellemeztiik az SMTNL1 fehérje fiziologias hatasait és 1) izomadaptacids utvonalakat irtunk le.
Az SMTNLI1 a vazizomzat terhességhez val6 adaptacigjat is szabalyozza, ami a vértobblet és a
magzat sulyanak hordozésara teszi képess€ az anyat, azonban patologias esetekben

inzulinrezisztencia kialakulasahoz is vezethet.
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6. Leirtuk az SMTNLI géncsendesitett KO egértdrzs reproduktiv fenotipusat, amelyet csokkent
fertilitdas €s megndvekedett embrionalis haldlozas jellemez; illetve felismertiink egy
inzulinrezisztens fenotipust, amelyet az izomadaptacids folyamatok eredményeként létrejott
glikolitikus izomtipus valtas okoz.

7. Azonositottuk az SMTNLI altal szabalyozott inzulin jelatviteli palya elemeit, és bizonyitottuk
hogy az SMTNLI1-nek a Ser/Thr protein kinazok ¢és foszfatdzok expresszidjanak modositasan
keresztiil inzulinérzékenyitd hatdsa van a vazizomban.

8. Bizonyitottuk, hogy az SMTNLI1 tovabbitja az aktiv pajzsmirigyhormon altal indukalt
valtozasokat a vazizomzatban. Az SMTNL1 overexpresszidja a MP enzim gatlasan keresztiil
T3 kezeléssel egyetemben- eldsegiti. A MP pajzsmirigyhormon és SMTNL1 altali gatlasanak
koszonhetden az NKA pumpafehérje blokkoldsat okozzo gatld foszforilacio jelentds mértékben

nd, ami hozzajarulhat a hyperthyreosis soran tapasztalhat6 izomgyengeség kialakuldsahoz.
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10. FUGGELEK

Tablazat S1. Az siMYPT1 HepG2 sejtekben legalabb 1,5-szeres génexpresszios valtozast

mutato gének.

Gén jele Gén neve Szabalyozas | Valtozas
PPPIRI2A protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) | down 2.0050275
subunit 12A
EPHA2 EPH receptor A2 up 1.5645913
SLC2A1 solute carrier family 2 (facilitated glucose up 1.6917205
transporter), member 1
TGFBR3 transforming growth factor, beta receptor III | up 1.5754458
TMCO1 transmembrane and coiled-coil domains 1 down 1.9577281
KLF6 Kruppel-like factor 6 up 1.6079206
ANKRDI1 ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) up 2.1838295
HEPACAMHEPNI | hepatocyte cell adhesion molecule | down 1.6288424
HEPACAM opposite strand 1
OASI1 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa | up 1.6448771
SLC2A1 solute carrier family 2 (facilitated glucose up 1.6917205
transporter), member 1
TGFBR3 transforming growth factor, beta receptor III | up 1.5754458
TMCOL transmembrane and coiled-coil domains 1 down 1.9577281
KLF6 Kruppel-like factor 6 up 1.6079206
ANKRDI1 ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) up 2.1838295
HEPACAM|HEPNI | hepatocyte cell adhesion molecule | down 1.6288424
HEPACAM opposite strand 1
OASI 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa | up 1.6448771
DUSP6 dual specificity phosphatase 6 up 1.5159508
LPARG6 lysophosphatidic acid receptor 6 up 1.5162095
IRF9 interferon regulatory factor 9 up 1.6238389
IF127 interferon, alpha-inducible protein 27 up 1.6448994
KIAA1199 azonositatlan fehérje up 2.1050441
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SNORD68|RPL13 small nucleolar RNA, C/D box 68 | up 1.7279054
ribosomal protein L13

MIR21 microRNA 21 up 1.9698615

KRT23 keratin 23 (histone deacetylase inducible) up 1.5333802

SLC16A6 solute carrier family 16, member 6 up 2.1183825
(monocarboxylic acid transporter 7)

DTNA dystrobrevin, alpha up 1.6605202

ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 up 1.5522647

GDFI15 growth differentiation factor 15 up 1.6862459

MFSD2B major facilitator superfamily domain down 1.519762
containing 2B

SNX17 sorting nexin 17 down 1.6879824

FETUB fetuin B down 1.7819421

KNG1 kininogen 1 down 1.505488

FILIP1L filamin A interacting protein 1-like up 1.5426576

SLC7A1l solute carrier family 7, (cationic amino acid | up 1.6259567
transporter, y+ system) member 11

ITGA2 integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of | up 1.794632
VLA-2 receptor)

EGRI1 early growth response 1 up 1.6131204

SPRY4 sprouty homolog 4 (Drosophila) up 1.6954104

GMDS GDP-mannose 4,6-dehydratase up 1.5297856

IER3 immediate early response 3 up 2.0160716

SERPINEI1 serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, up 1.6623654
plasminogen activator inhibitor type 1),
member 1

C8ort4 chromosome 8 open reading frame 4 up 1.5722965
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Tablazat S2. Az SMTNL1 WT és KO vemhes és nem vemhes egerek vazizom mintainak MALDI
TOF-TOF szekvenciaadatai. A tablazatban csak a tobbszoros peptidazonositast (>5) ado fehérjék

adatai szerepelnek.

ENZYME accession | WTP KO KOP function
malate dehydrogenase (cytosolic)| qi|387129 5 6 3,5 Asp/malate shuttle
aspartate aminotransferase gi|871422 1 3 2,5 pspartate/malate shuttle
Creatinine kinase gi|38259206| 3 1 2,7 ATP salvage
heat shock protein 1, beta gi|40556608| 4,3 6,6 7,2 chaperone
myomesin 1 isoform 2 1145279194 5,5 6,6 6,1 contractile
myosin Al catalytic light chain fas] qi|91114 3,1 4,5 8,9 contractile
Filamin C gi|94378467 2,3 52 3,2 contractile
myomesin 2 gi|66789%6| 3,1 6,6 5,8 contractile
novel protein similar to dynein |gi|58864904] 1,5 3,4 2,6 contractile
alpha actin 1 gi|4501881 1 3,1 2,5 contractile
myosin A2 catalytic light chain fas] qi|91115 6 5,5 8,2 contractile
Tropomyosin 1 alpha i|10908138% 2 3,3 2,9 contractile
tropomyosin 2, beta gi|11875203 2,1 3,1 2,8 contractile
Troponin T fast twitch gi| 2340050 1 3 1 contractile
troponin I, skeletal, fast 2 gi|ee78391| 2,5 9,2 8,1 contractile
fast skeletal muscle troponin C | gi|6678371 1 3,3 4,1 contractile
calmodulin 2 gi| 4502549 1 2,2 2,9 contractile
myosin heavy chain 2B fast gi|67189167 3,2 4,2 51 contractile
calsequestrin 1 pij112181167 3,1 3 2,9 contractile
My osin-binding protein C, fast-typdgi|81910387 1,5 9,3 11,3 contractile
TER ATPase gi| 94408011 1,4 3 3,9 [endoplasmic reticulum
5-oxoprolinase gi|23346557] 1 1,9 1 gluthione synthesis
glycogen phosphorylase gi|6755256| 8,1 | 10,6 6,9 glycogen degradation
amylo-1,6-glucosidase gi|82890909| 9,2 1,4 11,2 | glycogen degradation
jlucose 6 phosphate dehydrogenas{ gi|51114 4 1,1 3,5 glycolysis
aldolase gi| 7548322 2 1 5 glycolysis
GAPDH gi|94396587 4 2,3 4,2 glycolysis
Phosphoglucomutase gi|33416468| 1 5,5 4,6 glycolysis
glyoxylase gi|21362640, 3 3,2 3,1 glycolysis
6-phosphofructokinase gi|13638207| 4,9 2,1 8,9 glycolysis
hexokinase 2 gi|7305143| 3,6 8,8 8,1 glycolysis
Transferrin gi|17046471 2 3,1 2,5 iron transport
isocitrate dehydrogenase gi|18250284 1 1 2,3 Krebs cycle
oxoglutarate dehydrogenase |gi|56206141| 2,2 51 4,9 Krebs cycle
mitochondrial ATP synthase beta |gi|89574015] 6,9 4,1 4,3 xidative phosphorylatior
ubiquitin-activating enzyme E1 | gi|6678483| 2,5 3,3 3 protein degradation
elongation factor 1 alpha 2 gi|e6e81273] 1,25 | 9,6 9,2 protein synthesis
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