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Bevezetés

A protein foszfatazok és a PP1 enzimcsalad

A fehérjék poszttranszlacios modositasai jelentés szerepet jatszanak a fehérjék aktivitasanak
szabalyozasaban, melyek koziil kiemelt jelentdségli a fehérjék foszforilacidja, amelyet protein
kinazok katalizalnak, a foszfatcsoportot a szubsztratok Ser/Thr avagy Tyr aminosavmaradékaihoz
kapcsoljak. A folyamat visszafordithatdsagardl a protein foszfatdézok gondoskodnak. A fehérje
foszforilacié szabalyozza a célfehérjék aktivitasat, kolcsonhatasait és stabilitdsat, valamint
kritikus szerepet tolt be szamos élettani folyamat preciz iranyitasaban. Az egyensuly meghomlasa
a kindzok és foszfatdzok aktivitasa kozott igy metabolikus és onkogén zavarok kialakulasat is
eredményezheti.

A protein foszfatdazok funkcionak széles skalaja a katalitikus és szabalyozd alegységeik
kombinacidjanak nagy szaméabdl adodik. A Ser/Thr specifikus protein foszfatdzok 90%-a
foszofoprotein foszfataz (PPP), mely tovabb osztalyozhaté PP1 és PP2A Kkatalitikus alegységgel
rendelkezd alcsoportokra. A PP1c protein foszfatazok jelentds szerepet vallalnak kulcsfontossagu
sejtélettani folyamatok lebonyolitasaban, Ggy mint: apoptozis, differenciacid, sejtciklus
szabalyozasa, glikéz homeosztazis.

A PP1 katalitikus alegységgel rendelkezé protein foszfatdzok jellemzéen heterodimer
szerkezetben fordulnak elé emlds sejtekben, mely formaban protein foszfataz 1 katalitikus
alegységhez (PPlc), szabalyozd alegység kotddik. Ezen szabalyozod alegység jeloli ki a

célfehérjét, de megvaldsulhat rajta keresztiil az enzim aktivitdsanak médositasa is.

A fémion-fiiggé protein foszfatazok (PPM) és a Mg?*/Mn?*-fiiggé protein foszfataz 1 B
(PPM1B)

A fémion fliggd protein foszfatazok (PPM, mas néven PP2C enzimek), Ser/Thr-specifikus protein
foszfatazok, melyek stabilitasukhoz kétértékii fémionokat (legféképpen Mg?* és Mn?*, de akar
Fe?* is) kotnek. A PPM szupercsalad tagjai nem rendelkeznek szabalyozd alegységgel, a
katalitikus aktivitasért és a célfehérje kotéseért egyarant a katalitikus doménjik felel. A PPM
enzimek részt vesznek a sejtciklus és sejtdifferenciacié finomhangolasaban, valamint az
immunvalasz koordinalasaban. Koros kifejez6désiik malignus transzforméaci6 iranyaba hajtja a
sejteket, mely valtozasok rogzitésre keriiltek mar tripla negativ emldrak, holyagrak és

majkarcindbma esetén is. A PPM1A és PPM1B tumorszuppresszor funkci¢janak alaposabb
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feltérképezése kiulondsen fontos a rossz prognodzist tumorok kialakuldsanak megeértésében és
kezelésében.

A PPMIB fehérjét eldszor 1992-ben irtdk le, huméan szervezetben eddig 6t izoforméja kerlilt
azonositasra kiilonb6z6 szovetekben (pl. vazizom, szivizom, gasztrointesztinalis traktus, here). A
PPM1B szabalyozasa megvaldsulhat példaul mikroRNS-ek (miR-181a-5p, miR-186) és
foszforilacios folyamatok (pl. PKA altal a Ser195 oldallancon) altal is. A PPM1B részt vesz a
TNF-o jelatviteli utvonalban, az AMPKa és a p53 fehérje defoszforilacidjaban, ezaltal
szabalyozza a sejtek stresszvalaszat és tulélését. A PPM1B enzim aktivitasat a sanguinarine
(SNG) alkaloid vegyiilet potensen gatolja.

A PPMIB csokkent kifejez6dése korrelal szamos human daganat agresszivitasaval: példaul
citoplazmatikus és nukledris is. HepG2 sejteken végzett vizsgalatok soran rogzitették a fehérjét
a sejtmagban, ahol a miozin foszfataz (MP) szabalyozé alegységével a miozin célzé alegységgel
(MYPTL) létesitett kdlcsdnhatast.

A miozin foszfataz (MP) szerkezete, funkcidja és szabalyozésa

A miozin foszfataz (MP) a PP1 szupercsalad tagja, szerkezetileg eltér a csalad tobbi tagjatol,
mivel esetében a PP1c katalitikus alegységhez MYPT1 szabéalyozé alegységen kiviil egy eddig
tisztazatlan funkcidjé 20 kDa molekulatomegii M20 alegység is kapcsolddik.

Az MP leirasa az simaizom kontrakcié dinamikajanak szabalyozasdhoz kotddik, ahol a 20 kDa
molekulatomegli miozin konnyti lanc (MLC20) defoszforilalasat végzi, am mivel a MYPT1
szabalyozd alegység révén szamos szubsztrattal képes kdlcsdnhatast kialakitani, az MP miikodése
nem korlatozddik az izomkontrakcio szabalyozasara.

Az MP aktivitasanak szabalyozasa megvalosulhat a MYPT1 alegység gatlo foszforilacidjaval a
Thr696-0s és Thr853-as aminosavmaradékon RhoA-aktivalt protein kindz (ROK) altal, illetve
fehérje-fehérje kdlcsonhatasok révén is. Az MP-t PP1c alegységén keresztil is lehetséges gatolni
tobbféle inhibitorral, mint példaul a protein kindz C altal aktivalt inhibitor (CPI-17) és az
okadansav.

Az MP szamos sejtélettani folyamatot szabalyoz, citoplazmatikus kdlcsénhat6 partnerei kozil
kiemelendéek az ezrin, radixin és moezin (ERM) fehérjék, és az adducin, melyek a sejtadhéziot
a és migraciot szabalyozzak, tovabba megemlitendbek a Tau és a MAP2, melyek mikrotubulus-

asszocialt fehérjék, és a citoszkeleton atrendezddését iranyitjak. Emellett a MP képes szabalyozni
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a sejtciklust, melyet a retinoblasztdma protein (pRb) defoszforilacidja révén ér el. Az MP tovabba
befolyasolja az erek simaizom ténusat az endothelialis nitrogénmonoxid szintaz (eNOS)
defoszforilacidjaval és aktivalasaval. Szintén szerepet jatszik a MP a neurotranszmitterek
kélcsdnhatas révén.

Az MP képes hatast gyakorolni a génexpresszidra, tobb tdmadasi ponton keresztil, a hiszton
deacetilaz 7 (HDACT7) és a protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMT5) fehérjével vald
kolcsonhatasa révén. A HDAC7 defoszforilacio altali aktivacioja esetén hiszton fehérjék
poszttranszlaciés modositasaval szabalyozza a génexpressziot. A PRMT5 a metiloszéma protein
50 (MEP50) fehérjével metiloszoma komplexet alkot, és hiszton fehérjék (H2A és H4)
szimmetrikus dimetilacidjat végzi, igy mddosul tumorszuppresszorok és protoonkogének
transzkripcidjanak egyenstlya oly médon, mely malignus transzforméaciot indukal. A PRMT5
aktivalé Thr80-as foszforilacidjanak eltavolitasa tumorprotektiv potencialt hordoz. Ezen funkcio
bet6ltéséhez elengedhetetlen a MYPT1 nukleéris lokalizacidban torténd defoszforilalasa melyre
a MYPT1 sejtmagi kdlcsdnhaté partnerei koziil egyediill a PPM1B igérkezik potenciélis jeldltnek.
Az MP aktivitasanak és kifejez0désének zavarait leirtak hepatocellularis carcinomabodl
immortalizalt HepG2 sejtek, illetve leuémias sejtvonalak esetén is. Az MP abnormalis aktivitasa
szerepet jatszhat daganatos megbetegedések progresszidjdban, mivel a sejtciklus
szabalyozasaban és génexpresszié finomhangolasaban betoltott szerepe kdzvetleniil befolyasolja
a sejtek proliferaciojat és talélését.

Az SMTNLL1 fehérje szerkezete és funkcidi

Az SMTNLL1 (smoothelin-szerii fehérje 1) elséként nyual ileum simaizombol keriilt izolalasra,
mint a cGMP-fiiggé protein kinaz (PKG) szubsztratja, azota pedig expressziojat leirtak viszceralis
és vaszkularis simaizmokban, Ila tipust vazizomrostokban, valamint szteroidhormon-érzékeny
szdvetekben, példaul az endometriumban és myometriumban is.

Az SMTNLL1 foszforilacio altali szabalyozasat protein kinaz A (PKA) vagy a PKG biztositja a
Ser301-es aminosavmaradékon, sejtmagba val6 transzlokaciét eredményez, ahol az SMTNL1 a
progeszteron receptor B (PR-B) ko-aktivatoraként szdmos gén expresszijat szabalyozza, példaul
a MYPT1 kifejezédését is.

SMTNL1 KO egereken végzett vizsgalatok alapjan az SMTNL1 szerepet jatszik a vazizom
plaszticitdsanak szabalyozasaban, mivel a génmddositott egyedek musculus plantaris-anak
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rostosszetétele megvaltozott, ITb rostok aranya csokkent, mig a Ila rostok aranya nétt. C2C12 in
vitro hyperthyreosis modellben az SMTNLI1 gatolta a IIb rostok felé torténd izotipus valtast. Az
SMTNLI1 KO egerekben szintén megfigyelheté volt a reproduktiv fitnesz csokkenése, mely
megmutatkozott magasabb embriondlis lethalitdsban, kisebb alomméretben, valamint hosszabb
id6intervallumokban két terhesség kozott. A vemhesség soran az SMTNLI1 szabalyozta az
MYPT1 expressziojat, kivaltva az érfalak és a méhizomzat adaptéciojat a terhességi periddus
alatt.

Tovabba a KO egerek gliikéztolerancia teszt soran a boélus szénhidrat adasara nem tudtak
vércukorszintjliiket rendezni, mely jelenséget csokkent GLUT-4 és IRS-1 expresszio kisért,
kivaltva az inzulin-jelatviteli kaszkad zavarat. C2C12 sejteken végzett in vitro inzulinrezisztens
modellben az SMTNL1 a PR-B receptor ko-aktivatoraként progeszteron-fiiggé modon
szabalyozta az inzulin jelatvitel f6 elemeinek, példaul az IRS-1 és a PI3K foszforilaciojat.
Emellett gatolta a JNK és nPKCe aktivitasat, amellyel inzulin érzékenyitd hatast valtott ki
inzulinrezisztens korilmények kozott.

A human néi reproduktiv traktus uterust érint6é pathologias elvaltozasai és daganatai

Az endometrium az uterus iiregét borité nyéalkahartya, mely igazodik a néi nemi ciklus
hormonhatasaihoz, terhesség soran pedig felelés az embrido beagyazodasaért és a terhesség
fenntartasaért. Az endometrium rendellenességei 0sszefliggenek szamos patoldgias allapot és
malignus transzformacio kialakulasaval. Ilyen funkcionalis eltérés pl.: az endometriézis, illetve a
policisztikus orvarium szindroma (PCOS), mely stlyos hormonalis egyenstlyzavart okoz és
inzulinrezisztencia kialakulasahoz is vezethet, emelve az endometrialis hiperplazia és carcinoma,
valamint meddéség kialakulasanak kockazatat.

Az uterus daganatai kizé tartoznak az endometridlis carcinomak és az uterus szarkdmak, tovabbéa
a méhnyakrak, mely el6forduldsi aranya miatt Kkitiintetett figyelmet érdemel. A huméan
papillomavirus (HPV) 16-0s és 18-as torzsei altali fertézEés nagyban hajlamosit a carcinoma
kialakulasara.

Az uterus pathologids elvaltozasai és daganatképzodése mogott alldo  molekuldris
mechanizmusokban kiemelt szerepet jatszanak a sejtcitoszkeleton szabalyozé elemei, kiiléndsen
a miozin foszfataz (MP). Az MP kifejez6dése hormonfiiggést mutat, mivel a PR-B ko-aktivatora,
az SMTNL1 csokkenti a MYPT1 expreszitjat. Az endometridlis epithelialis sejtek esetében az

MP szerepének tovabbi feltarasa hozzajarulhat a PCOS és az endometridzis pathogenezisének



mélyebb megértéséhez. Ezen tul a foszfataz-kinaz egyensuly zavara, példaul a ROK/MP tengely
mikodési hibai, kdzvetleniil 6sszefliggésbe hozhatok a tumorképzédéssel.

Tanulmanyok ramutattak, hogy a MYPT1 expresszid csokkenése és foszforilaciojanak
ndvekedése daganatok kialakulasdhoz vezethet, mikozben az MP 6nall6 tumorszuppresszor
szerepének feltérképezésére is iranyult mar tanulmany. Ezek az eredmények sirgetik az MP
tovabbi vizsgalatdt az uterus patologids elvaltozasainak és daganatos megbetegedéseinek

témakorében.



Célkitiizések

Sejttenyésztés. Az Ishikawa, Hela és tsA201 sejteket a gyartd utasitasai szerint javasolt
médiumban tartottuk fenn, és 5% CO2 szint mellett, 37 °C-on tenyésztettiik, hetente haromszor
passzaltuk. A médium 6sszetétele Ishikawa sejtek esetén a kovetkezd volt: fenolvorost tartalmazo
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ot (DMEM), mely 1000 mg/L glukoézt tartalmazott,
glutaminnal, és 1% nem esszencialis aminosavakkal (NEAA). HelLa és tsA201 sejtek esetén:
1000 mg/L glukoéz tartalmd, fenolvorost tartalmazé DMEM ker(ilt kiegészitésre, 2 mM L-
glutaminnal és 10% FBS-sel.

Ishikawa, Hela és tsA201 sejtek tranziens transzfekcidja FT-SMTNL1, PPM1B vagy
MYPT1 plazmiddal. Ishikawa, HelLa és tsA201 sejteket Geneluice transzfekcids reagenssel
transzfektaltuk, kontroll, tires vektor altal transzfektalt MOCK és FT-SMTNL1/FT-MYPT1/FT-
PPM1B csoport létrehozasaval. A felhasznalt lres vektor és SMTNL1 plazmid koncentracidja
egységesen 2,5 x 10 ug/ul volt. PPM1B transzfekcid esetén az iires plazmid és az FT-PPM1B
vektor koncentracidja 1,7 x 10 pg/ul volt, MYPT1 transzfekcidjakor pedig 1.09 x 10 pg/ul. A
kezelést 72 6raig tartottuk fennt. A transzfekcids sikerességet Western blot és immunfluoreszcens
festéssel ellendriztiik.

Ishikawa Sejtek in vitro terhesség (P4) és gesztacids diabétesz (GDB) modellje. Az Ishikawa
sejtek transzfekcidjat kovetden a sejteket 1x foszfattal pufferelt sdoldattal (PBS) mostuk, és a
médiumot a kezelési koriilményeknek megfeleléen fenolvords nélkiili médiumra cseréltiik,
melynek az dsszetétele az alabbiak szerint alakult. P4 modellben a médiumot 5% FBS-sel, 2 mM
L-glutaminnal, 1% NEAA-val, 1 uM medroxi-progeszteron acetattal (MPA), 10 nM 17-p-
Osztradiollal és 0,5 mM 8-Br-cAMP-pel egészitettiik ki. A P4 modell 6sszeallitdsanak végére a
glikdzkoncentracié 5,11 mM-osra higult. A gesztacionalis diabétesz modellben (tovabbiakban:
GDB), a P4 modellben tartott sejtek médiumahoz képest tovabbi 100 nM inzulin a médiumhoz,
mely eredetileg 4.5 g/l glukoézt tartalmazott. A GDB modell Osszeallitasanak végére a
glikdzkoncentracid 22,21 mM-osra higult. A P4 és GDB modell glikézkoncentrécio kilénbsége
17,1 mM. A sejteket 72 6raig kezeltik.

HeL a sejtek Sanguinarine kezelése és szubcellularis frakcionalasa. A Hela sejteket 90%-0s
konfluencia eléréséig komplett tenyészté médiumban ndvesztettiik, majd a médiumot 0,1% FBS-

t tartalmaz6 DMEM-re cseréltiik, 24 oras éheztetés céljabol. Ezt kdvetéen 1 uM Sanguinarine-
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nal (SNG) kezeltiik a sejteket. A sejteket vagy teljes sejt lizatum, vagy szubcellularis frakcionalas
soran dolgoztuk fel, mely estén magi és citoplazmatikus frakciot allitottunk eld. A fehérje
koncentraciot BCA esszével mértuk.

Ishikawa és HeL a sejtek életképesség vizsgalata. A sejteket 96 lyuku lemezen 20,000 sejt/lyuk
stirliséggel tenyésztettiik, és fentiekben ismertetett modon transzfekaltuk. 72 o6ras kezelés utan a
sejtek életképességét Alamar Blue esszé segitségével 530/590 nm-en mért fluoreszcencia jel
rogzitésével mértik le.

Ishikawa sejtek karcolasi esszéje. A sejteket Vybrant™ DiD Cell-Labeling Solution
segitségével fluoreszcens madon jel6ltik, majd kollagén bevonatl lemezekre helyeztik, és
kontroll/P4/GDB koriilmények kozott tenyésztettik FT-SMTNLL1 transzfekcio mellett vagy a
nélkil. 48 oras kezelés utan a sejtek konfluens kultirajat megkarcoltuk, és a migracioés potencialt
24 oran keresztiil, valos idobe kovettiik, magas szlirképességii berendezés: high content screening
(HCS) mikroszkdp 10x-es levegds objektive (NA: 1.15) segitségével, dranként készitve fotdkat
sejtek sebzarddasi folyamatarol. A szabad teriiletet aranyat a sejtek szdmara normalizaltuk.
HelLa és Ishikawa sejtek immunfluoreszcens festése. A sejteket 96 lyukd lemezen
tenyésztettlik, transzfekaltuk, és Ishikawa sejtek esetén kontroll/P4/GDB kezelési koriilmények
kozott tartottuk Oket 72 oran at. A sejteket 4%-0s paraformaldehid (PFA) /1x PBS oldatban
fixaltuk, 0,2%-o0s Triton-X 100 / 1x PBS oldattal permeabilizaltuk, majd elsédleges antitestekkel
inkubaltuk, O/N 4 °C-on. Az els6dleges antitestek higitasi arAnya egységesen 1:100-hoz volt. Az
Alexa488-as fluoroférral konjugalt masodlagos antitesttel valé inkubacié szobahén tortént, 1,5
oran keresztiil, 1:1000 higitasban. A sejtmagokat DAPI-val, az aktin citoszkeletont Texas Red
Phalloidinnal jel6ltik. A fluoreszcens jeleket a HCS mikroszképpal detektaltuk, a fluoreszcencia
intenzitast normalizaltuk a DAPI jel6lés altal nyert sejtszamra.

Ishikawa és Hel a sejtek feltarasa, teljes sejt lizatum formaban. A Hela és Ishikawa sejtek
transzfekcio és vagy kontroll/P4/GDB kezelés utan 1x PBS-sel mostuk, majd RIPA pufferben
tartuk fel, 16 000 x g-n, 4 °C-on centrifugalva. A fehérje koncentraciét BCA teszttel mértiik.
SDS-gélelektroforézis és Western blot analizis. A sejtek fehérjemintait 6xSDS minta pufferben
100 °C-on inkubaltuk, majd 30-40 g fehérjét 4-20%-os Criterion géleken végeztiink SDS-PAGE
gélelektroforézist. A transzferalds utan a membrant 5%-os (m/V) BSA/TBST oldatban
blokkoltuk, 1,5 6raig szobahén, majd az elsédleges antitestek inkubacidja O/N tortént 4 °C-on.

Maésnap a membranokat TBST-vel vald6 mosas utdn HRP-konjugalt mésodlagos antitestekkel



inkubaltuk, szobah6én 1,5 o6ran at, majd a kemilumineszcens jeleket WesternBright ECL
reagensekkel vizualizaltuk, ChemiDoc Touch Imaging System késziilék segitségével.

Ishikawa sejtek glikogén mennyiségének mérése. A transzfektalt, kontroll/P4/GDB
koérulmények kozott kezelt Ishikawa sejteket a kezelés végén az edény aljatol tripszinnel
elvalasztottuk, centrifugaltuk, majd 0.1M-os KH2PO4 oldatban lizaltuk. 25%-0s TCA, tdmény
H2SO04 és 6%-o0s fenol oldat hozzéadésa utan a glikogén mennyiséget 490 nm hulldmhosszon
mértiik le, a koncentraciot standard gorbe alapjan szdmoltuk. A kapott glikogén koncentracio
BCA teszttel mért fehérje koncentraciéra normalizaltuk.

Ishikawa sejtek gliikéz felvételi esszéje. 2-NBDG (2-N-7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl-
Amino-2-Deoxyglucose) felvételi esszéhez az transzfektalt és kontroll, P4, illetve GDB
koriulmények kozott kezelt Ishikawa sejteket 72 6raig tenyésztettiink. A kezelés végén a sejteket
1 ora hosszaig glik6z mentes tenyésztd médiumban inkubéltuk, majd 100 pM/lyuk
koncentraciéban adtunk a sejtekhez 2-NBDG-t, mellyel tovabbi 1 éras inkubaci6 tortént. A
sejteket ezutan mostuk 1xPBS oldattal, és 0,1M-0s KH2PO4 (pH 11,0) és lizis puffer segitségével
lizéltuk, melyet el6z6leg 1% Triton X-100-al egészitettiink ki. A fluoerszcencia mértékét 485/535
nm-es spektrumon mértik le Tecan Spark Multimode microplate reader segitségével. Az
eredményeket BCA esszével mért fehérjekoncentracidjara normalizéltuk.

Ishikawa sejtek RNS izolalasa és szemi-kvantitativ RT-PCR analizise. A transzfektalt, majd
72 6raig kontroll, P4 és GDB koriilmények kozott kezelt Ishikawa sejtek teljes RNS tartalmanak
kivonasahoz TRIzol reagenst és kloroformot, izopropanolt és 75%-0s ethanolt hasznaltunk. A
mintdak RNS koncentraciéjat NanoDrop Fluoropektropméter segitségével mértiik meg,
tisztasagukat 1,8-2 kozotti értéket képviseld 260/280 nm-en mért abszorbancia hanyados estén
fogadtuk el. A reverz transzkripciét mintanként 0.6ug RNS  mennyiségb6l
végeztilk, cDNS Synthesis Kit-tel, a cDNS-t pedig RT-PCR maddszerrel amplifikaltuk,
2x Xceed gPCR SyberGreen Master mix segitségével. A PCR reakcié sordn human Cyclophilin
A, GAPDH és MUC-1 primer parokat alkalmaztunk. PCR reakcid ciklusai a kfvetkez6k voltak:
95°C 3 perc, majd a PCR reakciot 50 ismétlodé cikluson keresztiil végeztiik 95°C 3 sec, 60°C 30
sec, végul 72°C 90 sec. A reakciot LightCycler 480 (Roche Applied Science) miiszer segitségével
hajtottuk végre, génenként és mintankeént triplikatumokat alkalmazva.

Human cevicalis karcindma lizatumok feldolgozasa. A kontroll és tumoros szoveti lizatumokat
a Protein Biotechnologies cégtdl vasaroltuk, ahol a gyartd a szoveti mintdkat RIPA pufferben

tarta fel, végkoncentraciokén 1 mg/ml értéket rendelve a mintdkhoz. A mintdkat SDS minta
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pufferben 5 percig, 100°C-on inkubaltuk. A minték fehérjetartalménak vizsgélatara Western Blot
analizist alkalmaztunk.

Immunoprecipitacio. A tsA201 sejteket transzektaltuk FT-PPM1B vagy FT-MYPT1
plazmidokkal, majd TBS/EDTA pufferben tartuk fel 6ket. A Protein A Sepharose (PAS) gyantat
blokkoltuk, antitesteket kotottiink hozza, majd a transzfektalt lizatumokat immunprecipitaltuk.
Az immunprecipitacio sikerességét Western Blot analizissel ellendriztiik.

A MYPT1 és PPM1B fehérjék pull-down kotddési vizsgalata. Glutathione-S-transzferézt
(GST) vagy GST-MYPT1-et expresszald E.coli lizatumokat Glutathion Sepharose 4B
gyongyokhoz rogzitettink. A gydngyokhoz kapcsolt GST vagy GST-MYPT1 komplexeket lres
vektor altal transzfektalt MOCK, vagy FT-PPM1B altal transzfektalt tsA201 lizatumokkal
inkubaltuk. A pull-down kotddési esszé sikerességét Western Blot analizissel ellendriztiik.
HelLa sejtek Duolink PLA fehérje-fehérje interakcids esszéje. A Hela sejteket 4%-0s
PFA/TBS oldatban fixaltuk, permeabilizaltuk, majd elsédleges antitestekkel az alabbi
kolcsonhatasi csoportokat hoztuk 1étre: negativ kontroll (elsédleges antitest inkubacioban nem
részesiilt) MYPT1-PPlcf, MYPTI1-pRb, MYPT1-PPM1B, MYPT1-PPMI1A. Az elsédleges
antitestek inkubacidja utan a ,,proximity ligation” proba hozzaadasa kovetkezett, majd ligaciora
és az amplifikacié fluoreszcens nukleotidok segitségével A fluoreszcens jeleket és Opera
Phoenix™ mikroszkdppal rogzitettlik, és sejtszamra normalizaltuk.

Miozin foszfataz aktivitasmérés. HeLa 90%-os konfluencia elérése utan 24 éraig éheztettlink
0,1% FBS-t tartalmazé médiumban. Az éheztetést kdvetden a sejteket 1 oraig kezeltiik 1 uM
SNG-al, vagy 50 nM okadansavval (OA), tovabba kombinalt kezelési csoportban ezek
keverékével. Az 1 dras inkubacio letelte utan a sejteket 50 mM Tris/HCI pH 7,4, 150 mM NacCl,
0.15 %(m/V) pufferben tartuk fel 1xPIC-el, 1 mM PMSF-el és 50 mM 2-merkaptoetanollal.
Szonikaltuk, centrifugaltuk, majd a mintak feliliszdit 1 percig 30°C-on eléinkubaltuk, tovabbi 1
percig kezeltiik 1 uM 32P-jelolt pulykaziza miozin (3?P-miozin) jelenlétében. A reakciét 10%
(VIV) trikldrecetsav (TCA) és 6 mg/ml BSA hozzadadaséval allitottuk le. A reakci6 soran
felszabadult radioaktivan jelolt foszfatot (%2Pi) scintillaciés szamlaléval (Perkin Elmer)
hataroztuk meg. A kapott foszfataz aktivitasi értékeket a mintdk MYPT1 mennyiségére
normalizéltuk.

In vitro RhoA Kindaz és PPM1 foszfataz esszé. GST-t vagy GST-MYPT1-et expresszal6 E. coli
lizitumokat Glutathion Sepharose 4B koté pufferben inkubéaltunk 120 percig, 4°C-on. A
gyongyoket ROK (20 ng/ul) enzimmel és ATP (1 mM)-vel inkubaltuk ROK esszé pufferben.
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Kontroll csoportként ROK nélkuli mintat alkalmaztunk. A foszforilacié megtdrténte utan a
gyongyoket PPM1B-t tartalmaz6 vagy anélkili inkubacio kovetkezett PPM1B esszé pufferben.
A PPM1B ionfiigg8ségének igazolasara Mn?*/Mn2*-t6l mentes reakciokdzeget is alkalmaztunk.
PPM1B gétlasat SNG hozzaadasaval kiviteleztik. A MYPT1 Thr696-os foszforilaciora kifejtett
hatast Western Blot analizissel ellendriztiik.

Statisztikai analizis. A Western blot képeket Image J szoftver segitségével analizaltuk. A
poszttranszlaciésan médositott fehérjék értékeit normalizaltuk médositatlan fehérje értékére. A
modositatlan fehérjék jelét a belsé kontroll jelének mértékére normalizaltuk. Ishikawa sejteken
futtatott kisérleteink, illetve az MP aktivitdsanak mérése esetén a kapott adatok kiértékelésénél a
kontroll csoport értékének atlagat vettlik 100%-nak. HelLa sejtek esetén értékeinket relativ
szamokként mutattuk be. A kapott értékekbdl GraphPad Prism 8 szoftver hasznalataval készilt
oszlopdiagramm. Két csoport kozotti killonbség kimutatasara parositatlan kétmintas t-probét
alkalmaztunk. Tobb csoport 0sszehasonlitasahoz egyutas, vagy kétutas ANOVA statisztikai
analizist hasznaltunk, kiegészitve Tukey post hoc teszttel. Az oszlopgrafikon minden oszlopa egy
kisérleti csoport atlagat reprezentalja, +/- SD értékkel, ahol ,,n” az egymastol fliggetlen kisérletek
szamat jelzi. A kiugré értékeket a GrapPad Prism 8 szoftver Grubbs’s tesztével tavolitottuk el.
Két csoport kdzotti killonbséget statisztikailag szignifikansnak tekintettiink, amennyiben p <0.05

*)-
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Eredmények és kovetkeztetések

A PPM1B fehérje szerepe az MP/PRMT5/H4 jelatviteli palya szabalyozdsaban

A PPM1B és MYPT1 fehérjék kdlcsonhatdsanak bizonyitasa

A MYPT1 és PPM1B fehérjék kélcsonhatasanak vizsgalatat immunprecipitacios, pull-down és
Duolink PLA Proximity ligation esszé alkalmazasaval igazoltuk, mely eredmények
aldtdmasztottdk a MYPTL és a PPM1B kozoétt fennalld fizikai kolcsonhatast. A PPM1B és
MYPT1 kozoétti enzim-szubsztrat kapcsolatot ROK kindz és PPM1B foszfataz esszé altal
validaltuk. Az in vitro foszfataz esszében a ROK altal foszforilalt GST-MYPT1-et hasznaltunk,
majd a PPM1B hatasat a MYPT1 Thr696 foszforilaci6jara mértiik, mely soran bebizonyosodott,
hogy a PPM1B szubsztratja a MYPT1 Thr696-os gatlé foszforilacids helye. A MYPT1 Thr696-
os foszforil4ci6 véltozasat a PPM1B gétloszere, SNG alkalmazéasa sorén is vizsgéltuk, mely
kezelés szignifikansan ndvelte a MYPT1 Thr696 foszforilacidjat. A fémionok kivonasaval
végzett kezelés igazolta a PPM1B aktivitdsanak fémion-fiiggdségét, mely soran a MYPTI

foszforilacidja szignifikansan nott.

A kovetkez6 1épésben a PPM1B és MYPT1 kozotti igazolt interakcid szabalyozo hatdsat
vizsgaltuk a miozin foszfataz (MP) aktivitasara, HelLa sejtekben. A PPM1B SNG altali gatlasa
jelent6s csokkenést okozott az MP enzimaktivitasaban, mig az okadansav (OA) alkalmazésa
szintén csokkentette az MP aktivitast. Az OA és SNG kombinacidja additiv hatast mutatott, amely
tovabb erdsitette, hogy a PPM1B gatlasa csokkenti az MP aktivitasat. Eredményeink megerdsitik,
hogy a PPM1B a MP MYPT1 szabalyozo alegységével létesit kapcsolatot. In vitro kindz esszénk
eredményeként igazolédott, hogy a PPM1B és MYPT1 koz6tti kdlcsonhatas fokusza a MYPT1
Thr696-o0s géatld foszforilacios helye. Korabbi irodalmi adatok mar leirtdk a PPM1B-t mint a
MYPT1 nukleéris kolcsonhatod partnerét HepG2 sejtekben. Bar az enzimek kozotti sejtmagi
fehérje-fehérje kdlcsonhatasok mar korabban igazoltak, a Duolink Proximity Ligation esszé altal
szerzett adatok alapjan a két enzim kozotti kdlcsdnhatas a sejtmagon kivil is fennallhat, és a
sejtek citoplazmatikus teriiletén szerepet jatszhat a jelatvitel szabalyozasaban
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A PPM1B géatlasa a MYPT1 gétl6 foszfoszilacidjanak emelkedését okozza Hel a sejtek
nuklearis frakciojaban

Elbzetes kisérleteink alapjan igazoltuk, hogy a PPM 1B gatlasa SNG alkalmazésaval, megnovelte
a MYPT1 géatlé foszforilacigjat in vitro kinaz esszében, és csokkentette a MP holoenzim
aktivitasat. A PPM1B gatlas hatasat HeLa sejtek kiilonboz6 frakcidiban, teljes sejt lizatumban,
citoplazmatikus és nuklearis frakcidban is vizsgaltuk, ahol az SNG kezelés nem valtoztatta meg
a PPM1B fehérje expresszidjat vagy lokalizacidjat, azonban a MYPT1 mennyisége 1,58-
idézte elé a sejtmagba. A MYPT1 Thr696 foszforilacidja szignifikansan nétt SNG kezelés
hatésara, mind a teljes sejt lizdtumban (2,048-szoros ndvekedés), mind a sejtmagi frakcidban
(2,137-szoros ndvekedés). Az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a PPM 1B gatlasa elGsegiti

novekedésén keresztiil.

A PPMI1B géatlasa a PRMTS5 aktivitasanak kozvetett szabalyozasan keresztil modulélja a

génexpresziot a H4 fehérje szimmetrikus dimetilaciéjanak mddositasaval

Korabbi irodalmi adatok szerint a sejtmagi MP gatolja a PRMTS5 aktivitasat a Thr80 aktivalé
foszforilacidjanak defoszforilalasa révén. Ezen ismeret birokdban vizsgaltuk, hogy a PPM1B
gatlas hogyan befolyasolja a PRMTS5 aktivitasat és a H4 fehérje szimmetrikus dimetilaciojat.
Eredményeink szerint az SNG kezelés nem vaéltoztatta meg a PRMT5 expresszidjat, de
szignifikdnsan novelte a PRMT5 Thr80 foszforilaciojat minden vizsgalt frakcioban, melynek
kovetkeztében a H4 szimmetrikus dimetilacidja a teljes sejt lizatumban 1,54-szeresére, mig a
sejtmagi frakcidban 3,25-szeresére nétt, mikozben a H4 fehérje expresszidja nem valtozott. A
fluoreszcens képek alapjan a PRMTS, és H4 lokalizacioja és kifejezodését az alkalmazott
kezelések nem valtoztattak, viszont a Western blottal igazolt ndvekedett PRMT5 Thr80-as

foszforilacié és H4 szimmetrikus dimetilacio a fluoreszcens képeken is nyomon kdvethetd volt.

Az SNG inhibitor alkalmazasa HeLa sejteken megerdsitette, hogy a PPMI1B aktivitasanak
csokkenése a MYPT1 Thr696-os foszforilacidjanak emelkedését eredményezte, ami 6sszefliggott
a PRMTS5 Thr80 foszforilacidjanak emelkedésével. A PRMTS aktivalasa magaval vonta a H4-es
fehérje szimmetrikus dimetilacidjanak novekedését, ami egyértelmiien hozzajarul az onkogenezis

szabalyozasahoz.
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Az FT-PPM1B overexpresszidja csokkenti a PMRT5 aktivitdsdt a MP aktivaciojan

keresztul HelLa sejtekben

A PPM1B izoformahoz kapcsol6dé specifikus hatasok kimutatasa érdekében Hel a sejteket FT-
PPM1B plazmiddal transzfektaltunk. Az overexpresszié validalasat Western blot és
immunfluoreszcens technikakkal végeztik, a transzfekcio életképességre kifejtett hatasat Alamar
Blue esszé segitségével kovettilk, amely 25,25%-0s csokkenést mutatott az lres vektorral
transzfektalt MOCK csoportban a kezeletlen kontrollhoz képest, mig az FT-PPM1B transzfekci6
nem okozott valtozast a sejtek életképességében. A PPM1B overexpresszié nem befolyasolta az
MYPT]1 kifejezédését, de az MP aktivitasat novelte és a PRMTS aktivitast csokkentette a MYPT1
Thr696-os foszforilacié novelésével, illetve a PRMT5 Thr80-as foszforilacié csokkentésével, ami
csokkent H4 szimmetrikus dimetilaciét eredményezett. Eredményeink szerint a PPM1B altal
szabalyozott MP aktivitas kozvetlen kapcsolatban all a PRMTS5 aktivitasaval, illetve a sejtmagban
kulcsszerepet jatszik az MP szabalyozasaban, és a PPM1B aktivitasanak csokkenése hozzajarul

a daganatképz6déshez.

Human cervicalis carcinoma szdveti lizatumok moédosult PPM1B-MYPT1-PRMT5-H4

tengelye korreldl in vitro eredményeinkkel

A human cervicalis carcinoma szévetekben végzett Western blot analizis alapjan a PPM1B és
MYPT1 expresszidja csokkent a daganatos mintdkat egészséges egyénekbdl szdrmazod
biopszidkhoz viszonyitva, mig a PRMT5 foszforilacioja emelkedett tumoros szoveti
lizdtumokban. A H4 szimmetrikus dimetilacidja is névekedett a daganatos szévetekben, a pRb
tumorszuppresszor expresszidja pedig csokkent a tumoros mintakban, ami megerdsiti, hogy a
PPM1B/MP/PRMT5/H4 tengely szerepe fontos a méhnyakrakban. Osszegzésiil, kutatasaink
megerdésitik, hogy a PPM1B az MP/PRMT5/H4 jelatviteli Gtvonal kritikus felsébb szabalyozo
eleme, és tumorszuppresszor funkciéval bir. A PPM1B és MP farmakologiai aktivalasa
potencialis rakterapias megkdzelitést kinalhat, kiilondsen a méhnyakrak kezelésében.

Az SMTNL1 fehérje szerepe Ishikawa endometridlis epithelilalis sejtek kontraktilis
tulajdonsagaira és inzulin jelatvitelére
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Az SMTNLL1 fehérje szerepe inzulinrezisztens Ishikawa endometriélis epithelilalis sejtek

kontraktilis tulajdonsagaira

Az SMTNLI fehérje fontos szerepet jatszik az endometrialis epithelialis sejtek kiilonbozo élettani
folyamatainak szteroidhormon-fiiggé szabalyozasaban. Az SMTNLI szerepének tovabbi
feltérképezéséhez kutatdsaink soran Ishikawa sejtvonalat alkalmaztunk. Ishikawa sejteket FT-
SMTNL1 plazmiddal transzfektaltunk, az overexpresszé sikerességét Western blot és
immunfluoreszcens technikaval validaltuk, a transzfekcid sejtekre életképességére Kkifejtett
hatasat Alamar Blue esszével vizsgaltuk, mely nem mutatott szignifikans eltérést az FT-SMTNL1

taltermelt csoportban a kontroll csoporthoz képest.

Tovabbi kisérleteinkben kiilonb6zé hormonalis kezeléseket alkalmaztunk, terhesség (P4) és P4-
el kombinalt inzulinrezisztens koriilményt gesztacionalis diabéteszt (GDB) modellezésére. A
GDB kezelés alkalmazasa az endogén SMTNLI1 kifejez6dését csokkentette Ishikawa sejtek
esetén, mely eredményt Western blot analizissel validaltunk. A kisérleteink soran alkalmazott
inzulinrezisztens allapot igazolasa céljabol az Akt-1 fehérje expresszidjat és foszforilaciojat
vizsgaltuk. Az akut inzulin kezelés novelte az Akt-1 Ser473-as foszforilacidjat a kontroll
csoportban, mig a GDB kornyezetben nem volt nyomon kovethetd az inzulin hatasara
bekovetkez6 foszforilacios valtozas. Ezen eredmények igazoltak az Ishikawa sejtek esetén

beallitott inzulinrezisztens allapot megvaldsulasat.

valtozasat HCS mikroszkoppal kovettilk. A P4 kezelés hatasara az Ishikawa sejtek morfolégiaja
véltozott a hormonkezelésben nem részesilt kontroll csoporthoz képest, szférikus alakbdl
columnéris formara, mely kilalaki valtozas a GDB modellben kezelt csoport esetén elmaradt. Az
FT-SMTNLI transzfekcid a differenciaciot jellemz6 morfoldgiai valtozasokat progeszteronnal
szinergista modon segitette el6, még a differenciacios blokkot szenvedett GDB kezelt csoportban
is. Az MUC-1 differenciaciés marker expresszidjat mind immunfluoreszcenciaval, mind RT-
PCR-rel analizissel vizsgaltuk. Eredményeink alapjan az FT-SMTNLI transzfekcio elésegitette
a MUC-1 expresszidjat, mind P4 mind GDB modellek kozétt. Az FT-SMTNL1 transzfekcid és

progeszteron szinergikus hatasa kiilondsen a P4 kezelési modellben mutatkozott meg.

SMTNL1 overexpresszidja csokkenti a MYPT1 expresszios szintjét és gatolja a MP
aktivitast
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A citoszkeletalis fehérjék és azokat szabalyozd felsébb jelatviteli elemek expressziojaban
bekovetkezd valtozasok hozzajarulnak a sejtek alakjanak és differencidlodasanak fiziologias
lezajlasdhoz. Az endometrialis epithelidlis sejtek citoszkeletalis valtozasaiért felelds kulcs
szabalyozé elem a miozin foszfataiz (MP), amelynek MYPT1 szabalyozé alegysége és az
SMTNL1 kolcsénhatasban all egymassal. Az SMTNL1 a PR-B ko-aktivatoraként expresszios
szinten csokkenti a MYPT1 mennyiségét. FT-SMTNL1 transzfektalt kontroll/P4/GDB modellek
kozott tenyésztett Ishikawa sejtek esetén az FT-SMTNL1 overexpresszid progeszteron-fiiggd
modon csokkentette a MYPT1 kifejez6dését mind P4, mind GDB kezelésekben. A MYPT1
kifejez6dése 35,34%-kal (P4) és 38,66%-kal (GDB) csokkent a nem-transzfektéalt kontroll

csoportokhoz képest az immunfluoreszcencia intenzitds analizis alapjan.

Western blot analizissel nyert eredményeink szerint az FT-SMTNLL1 transzfekcid 39,49%-kal
(P4) és 50,91%-kal (GDB) csokkentette a MYPT1 expresszi6jat a nem-transzfektalt kontroll
csoportokhoz képest. Az MP aktivitdsat a MYPT1 szabalyoz6 alegység Thr696-os gatlo
foszforilacidjanak vizsgalataval elemeztiik, melyet az FT-SMTNL1 transzfekcié ndvelt,
kiiléndsen a GDB kornyezetben, ahol a foszforilacié 113,66%-kal nétt a transzfektalt kontroll
parjahoz viszonyitva.

FT-SMTNL1 overexpresszié kdzvetetten szabalyozza az MLC20 foszforilaciojat a MP
gatlasan keresztil

Az FT-SMTNL1 transzfekci6 MYPTL1 szabalyozé alegységre kifejtett hatdsai utdn az MP
szubsztratjat, az MLC20-at és annak foszforilacidjanak vizsgalatat tiiztiik ki célul. Az FT-
SMTNLZ1 transzfekciGja nem befolyésolta az MLC20 expresszidjat, de ndvelte annak Ser19
foszforilacidjat. A Western blot és immunfluoreszcens adatok azt mutattak, hogy az MLC20
Ser19 foszforilacidja 37,78%-kal (P4) és 40,91%-kal (GDB) nétt az FT-SMTNL1 overexpresszio
hatésara, 6sszehasonlitva a transzfekcidban nem részesult kontroll csoportokkal. A P4 kezelés az
MLC20 foszforilaciojat csokkentette, mig a GDB kezelés ndvelte azt a hormonkezelésben nem
részesilt kontroll csoporthoz viszonyitva.

Az FT-SMTNL1 overexpresszidja gatolja az Ishikawa sejtek migracids képességét

GDB kezelés esetén, 59,68%-al P4 és 32,14%-al GDB esetén kontroll csoportokhoz viszonyitva.
A P4 hormonkezelés 6nélléan ndvelte a migréciot, de az SMTNL1 overexpresszi6 csokkentette
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azt. A GDB kezelés 6nalléan is csokkentette a migraciot, amit az FT-SMTNL1 transzfekcio
tovabb fokozott. Osszességében eredményeink alapjan az SMTNL1 transzfekcio
progeszteronfiigg-madon csokkentette a MYPT1 expressziojat, tovabba gatolta az MP aktivitast
a MYPT1 szabalyozé alegység Thr696-os gatld foszforilacidjanak emelésén keresztll, mely
korrelalt az MP szubsztratjanak, az MLC20 foszforilaciojanak ndvekedésével. Ezen valtozasok
magyarazzak sejtek migracios képességének csokkenését, mely megerdsiti az SMTNL1 szerepét
a migréaciot befolyasol6 mechanizmusok szabalyozéasaban, melyek kulcsszerepet jatszanak az

endometrialis diszfunkciok kialakulasaban.

Az SMTNL1 szabdalyozza az IRS-1 és Akt-1 Ser foszforilaciojat és aktivitasat Ishikawa
sejtekben

A fertilitasi zavarok gyakran tarsulnak inzulinrezisztenciaval. Korabbi kutatasok C2C12 sejteken
és smtnll knock out egerekben mutattak ki az SMTNL1 szerepét az inzulin jelatvitelében.
Kisérleteinkben célul tliztiik ki az IRS-1 és Akt-1 génexpresszidjanak és poszttranszlacios
valtozasainak vizsgalatat FT-SMTNL1 transzfekcié hatasara Ishikawa sejtekben P4 és GDB
modellek kozott. Kisérleteink sordn az IRS-1 fehérje expresszidja nem valtozott, de a Ser612
oldalléanc foszforil&cidja, amely az inzulinrezisztencia sejtes markere, 34,87%-kal emelkedett a
GDB kezelés hatasara. Az FT-SMTNLL1 transzfekci6 csékkentette ezen foszforilaciot P4 és GDB
kezelések hatasara egyarant. Az Akt-1 expresszidja nem valtozott, de az Akt-1 S473
oldallancénak foszforilacidja csokkent, jelezve inzulinrezisztens &llapotot P4 és GDB csoportban
a hormonkezelésben nem részesiilt csoporthoz képest. Az FT-SMTNLL1 transzfekcio ndvelte az
Akt-1P5473 foszforilaciojat mindkét kezelés hatasara. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az
FT-SMTNL1 overexpresszié enyhiti az inzulinrezisztencia molekuléris jeleit in vitro terhességi

cukorbetegségben.

Az FT-SMTNL1 transzfekcié kozvetetten szabalyozza a MAPK aktivitast Ishikawa
sejtekben

A tovabbiakban az inzulin jelatvitel felsébb szabalyozé elemeit, kiilondsen a MAPK kinazok

aktivitasat vizsgaltuk. Az ERKY: aktivitasat jelz6 T202/Y204 foszforilacié ndvekedése

megfigyelhetd volt a GDB kezelés hatasara, amit az FT-SMTNL1 transzfekcié csokkentett. Az

ERK' aktivitasat befolyasolja a nPKCe expresszidja, mely szintén csokkent az FT-SMTNL1

transzfekcio hatasara GDB kezelés hatasara. Az ERKY: aktivitasat gatlé PP2A és DUSP9
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enzimek kifejez6dése és aktivitasa emelkedett FT-SMTNL1 transzfekcid esetén, a PP2A GDB
modell esetén a DUSP9 mind P4 és GDB kezelés soran is. Az FT-SMTNL1 transzekcio
progeszteronfiigg6-modon, kozvetetten csokkentette az ERK!: aktivitast a nPKCe
expresszidjanak csokkentésével és a PP2A és DUSP9 foszfataz expresszid ndvelésével. Ezen
hatasok révén az FT-SMTNL1 transzfekcio kdzvetetetten gatolta az ERKY aktivitasat, ami
csokkent IRS-1PS812 foszforilaciot eredményezett, jelezve a MAPK (tvonal szerepét inzulin
jelatvitel szabalyozasaban. Az U0126 ERKYz inhibitor alkalmazésa tisztazta Ishikawa sejtek
esetén a glikozfelvétel és inzulin jelatvitel MAPK altali szabalyozottsagat. Az U0126 gatldszer
hatasara csokkent az ERKY: aktivitasa, amit csokkent IRS-1PS612 foszforilacio és emelkedett

glukozfelvétel kisért, mind kontroll, P4 és GDB modellben.

Az SMTNLL1 transzfekcio progeszteron-fiiggé médon elésegiti az Ishikawa sejtek glikogén

raktarozasat és glukozfelvételét

Az endometrium glikogénraktarozasa elengedhetetlen a homeosztazis fenntartasahoz, ezért az
FT-SMTNLL1 transzfekci6 hatasat vizsgaltuk Ishikawa sejtek glikogén raktarozasara és gliikéz
felvételére. Az FT-SMTNLL1 transzfekcié novelte a glikogén raktarozast, kiiléndsen P4 és GDB
kezelés esetén, amit szinkron kovetett hasonlé modellekben a glikozfelvétel fokozodasa. A
glikogénraktarozas csokkenése a P4 és GDB csoportokban a hormonkezelés és a hiperglikémia-
hiperinzulinémia hatasanak kovetkezménye volt. Az FT-SMTNL1 transzfekcié erds
inzulinérzékenyité hatast mutatott mindkét kezelés hatasaira. A GLUT4 transzporter
expresszidjaban nem tortént valtozas, igy a glikogénraktarozas és gliikozfelvétel valtozasa a

transzporter lokalizacidjanak valtozasanak tulajdonithato.

Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy az SMTNLI1 fehérje kiemelkedé fontossagl az
endometrialis sejtek inzulin jelatvitelében, differenciacidjadban valamint a migracio
szabalyozasaban. A kutatasunk megerdsiti, hogy az SMTNLI fehérje szerepe a néi reprodukcios
rendszer mikodésében és a metabolikus rendellenességek kezelésében kiemelkedd Iehet,

kiiléndsen terhességi cukorbetegségben és inzulinrezisztenciaban.

18



Osszefogalas

A PPM1B fehérje kozponti szerepet jatszik az MP nuklearis aktivitdsanak
szabalyozasdban, mely mikddés elengedhetetlen az MP/PMRTS5/H4 protoonkogén tengely
tumorprotektiv modon torténd kiegyenstlyozasaban. A PPMIB az egyetlen olyan protein
foszfataz, amely ezen tanulmany soran bizonyitott MYPT1 alegységgel kialakitott kdlcsonhatasa
révén képes a MYPT1 fehérjét a nukleuszban defoszforilalni Thr696-os oldallancan, igy
elésegitve az MP miikodését. Ez a folyamat csokkenti a PRMTS fehérje aktivacidjat, ezzel
redukalva a H4 fehérje szimmetrikus dimetilaciojat, mely poszttranszlaciés maodosulas
elburjdnzésa a proononkogén/tumorszuppresszor mérleg felboruldsahoz vezet, csokkentve
tumorszuppresszorok és novelve a protoonkogének expresszidjat. Kisérleti eredményeink
igazoltak a PPM1B és a MYPT1 kolcsonhatasat HeLa méhnyakrak eredetli sejtek citoplazmatikus
és sejtmai lokalizaciéban egyarant. Az SNG inhibitorral végzett vizsgalataink soran
megfigyeltiik, hogy a PPM1B gétlasa fokozta a PRMTS5 aktivald foszforilacidjat és a H4 hiszton
szimmetrikus dimetilacidjat, ezen valtozasok human cervix carcinomabdl szarmazd szoveti
lizatumok vizsgalatabdl is igazolodtak. Ezzel szemben a PPM1B transzfekcioja kivédte ezeket az
elvaltozasokat. A PPM1B szerepe kiilondsen hangstlyos human méhnyakrak szévetekben, ahol
expresszidja alacsonyabb a kontroll szdvetekhez képest, amely 6sszhangban all a korabbi
kutatasokkal, amelyek a PPM1B-t tumorellenes faktorként azonositottak. A kutatési

eredményeink alapjan a PPM1B igéretes terapias célpont lehet a daganatok kezelésében.

Az SMTNL1 fehérjét kordbban, mint szteroidhormon-fiiggé szovetekben fellelhets PR-
B ko-regulatoraként azonositottak, illetve ezen tanulmany soran tipizaltuk azon tulajdonsagat,
szabalyozasaban betdlt, in vitro terhes és gesztacios diabétesz modellben. Az FT-SMTNL1
transzfekcid progeszteronfiiggd modon szabalyozta a sejtek citoszkeletalis elemeit, mint a
MYPT1 és MLC20, amelyek molekularis alapot biztositottak a sejtek kontraktilitasanak és
migracidjanak modosulasara. Az FT-SMTNLI transzfekcid progeszteron fiiggé modon gatolta a
az IRS-1 foszforilacidjanak kozvetett moduldlaséval, melyhez igazodva nétt a sejtek
glikozfelvétele és glikogén tarolasa. Ezek az eredmények alapjan az SMTNL1 nemcsak az
endometridlis diszfunkciok, hanem az inzulinrezisztencia és daganatos betegségek terpias
célpontja is lehet.
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