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Bevezetés

A pajzsmirigy tulmiikodése: hipertireozis

A szervezet sziikségletét meghaladd mennyiségli szabad pajzsmirigyh ormon altal kivaltott
allapotot hipertiredzisnak nevezziik. Hirom leggyakoribb oka az autoimmun Graves-kor, a
toxikus gobds strima és a toxikus pajzsmirigy-adendéma. A hipertiredzis kovetkeztében fellépd
altalanos tiinetek k6z¢é tartozik a puha, meleg bér, héintolerancia, intenziv izzadas, az anyagcsere
fokozodasa és a megtartott étvagy melletti fogyas. Gyakori a palpitacio, a tahikardia, valamint az
inzulinrezisztencia kialakulasa. A betegek rendszerintidegesek, ingerlékenyek, tremoruk van. Az

esetek 50%-4ban proximalis izomgyengeség 1ép fel.

A hipertireézis hatiasa a vazizomra

A hipertiredzis a szervezet valamennyiszovetére és szervérehat, kiilonds tekintettel az ember
testtomegének koriilbeliil 40%-atkitevd vazizomzatra, amely amellett, hogy biztositja szamunkra
a testtartist, a mozgast, a 1égzést vagy a beszédet, olyan alapvetd jelent6ségli folyamatokban
jatszik meghatarozé szerepet, mint az energiatermelés vagy a gliik6z- és lipidhomeosztazis.
Kovetkezésképpen barmely, a vazizmot érintd valtozas jelentds hatast gyakorol a szervezet
egészének mitkddésére.

A vazizom felépitési egysége a tobbmagvl, harantcsikolt izomrost. Az emldsok
vazizomrostjainak 4 6 tipusat ismerjiik: az 1, 2a, 2x és 2b. A kisebb atmér6jii 1-es tipust rostok
miozin nehézlanc (MyHC) 1 fehérjét és 2a tipusu Ca2*-ATPazt (SERCA2a) expresszalnak, lassu
Osszehuzodasuak, nem faradékonyak, szarkoplazmés retikulumuk gyengén fejlett
Mitokondriumban gazdagok és kiterjedt kapillarishal6zattal rendelkeznek. A szarkoplazmaban
1évé nagy mennyiségli mioglobin adja jellegzetes vords sziniiket. Ezen feliil magas
trigliceridtartalom és a szarkoplazma alacsony glikogéntartalma jellemzi. Dontéen aerob
anyageserét folytatnak. Ezzel szemben glikolitikus kapacitasuk és foszfokreatin szintjiik
alacsony. A nagyobb atmérdjii 2-es tipusi rostok gyors Osszehuzddastak, szarkoplazmas
retikulumuk jol fejlett, SERCA1a-t expresszalnak, a rostokat kevésbé dus kapillarishaldzat veszi
koriilaz 1-es tipusu rostokhoz képest. Energiasziikségletiiket anaerob glikolizisb6l fedezik,amely
energetikailag kedvezétlen, de gyors modja az ATP eléallitasanak. Az ehhez sziikséges gliikoz
az extracellularis térb6l vagy a szarkoplazméaban raktarozott glikogénbdl szarmazik, a folyamat
végterméke laktat. A fehér szinti, MyHC 2b-t expresszalo 2b tipustirostok igen magas glikogén-

és foszfokreatin-tartalmuknak kdszonhetéen nagy erékifejtésre képesek, melyhez kevés szamu,
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kisméretli mitokondrium tarsul, ezért intenziv igénybevétel esetén hamar elfaradnak. Ezzel
szemben a rozsaszin, MyHC 2a-t expresszalo 2a tipust rostok oxidativ és glikolitikus kapacitisa
egyarant nagy, kdszonhetéen a magas mitokondrium-, foszfokreatin- és mioglobin tartalomnak,
ennélfogva kevésbé faradékonyak, azonban kisebb erdkifejtésre képesek a 2b tipust rostokhoz
képest. A 4 rosttipus koziil a legkés6bb felfedezett, MyHC 2x-t fehérjét expresszald 2x tipusi
rostok tulajdonsagaikat tekintve atmenetet képeznek a 2a és 2b tipust rostok kozott. Bar 1éteznek
olyan izmok, melyek szinte kizardlag egyféle rosttipusbol épiilnek fel, pl. a ragesalok m. soleus
izma (1-es tipus), a legtobb emls vazizomban az 1-es és 2-es tipusu rostok kombinacioja
figyelhetd meg, melyekben az expresszalt MyHC fehérjék mindsége €s mennyisége jellemz6 az
adottizomra.

Hipertiredzis soran a vérben keringd szuprafizioldgias mennyiségli pajzsmirigyhormon az
izom rostosszetételét nagymértékben atalakitja: a kiindulasi rosttipustol fiiggden az MyHC 1-bdl
2a,a2a-bol2x,a2x-bdlpedig2b lesz. A gyors tipust rostok szamanak novekedése kovetkezteben
a kontrakcio és a relaxacio sebessége, illetve ebbdl eredden az energiatermelés és felhasznalas
sebessége is megnd. A pajzsmirigyhormonok ezen feliil az izomsejtekben taldlhaté nagy
is serkentik. Mindezek fenntartasahoz tobb ATP, gyorsabb eléallitasara van sziikség, azonban a
laktatelvalasztas és a termogenezis emelkedése miattaz ATP termelés hatékonysaga csdkken, igy
a sejtek gliikozigénye megné. A megndvekedett gliikkdz irdnti igényt egyrészt a raktarozott
glikogén fokozott lebontasabol, masrészt az extracellularis gliikkoz felvételének serkentésébol
probalja fedezni a sejt. Ennek ellenére hipertire6zis soran a vazizom normal inzulin
koncentracidra adott csdkkent valaszadd képességét figyelték meg, amia vazizom inzulin medialt
glitkozfelvételének csokkenésében nyilvanul meg.

Bar szamos genetikai és fizioldgiai faktor kdzrejatszik az inzulinrezisztencia kialakulasaban
¢és sulyosbitasaban, human alanyok bevonasaval késziilt tanulmanyok az inzulin receptor
szubsztrat (IRS) megvaltozott aktivitasat jelolik meg, mint az inzulinrezisztencia hatterében 4llo
kozds mechanizmust. Az IRS1 a Tyr oldallincok mellett Ser/Thr oldallancokon is
foszforilalodhat, utobbiak poziciotol fliggd modon serkentik vagy gatoljak az IRS1 aktivitasat.
Az inzulin hatasara aktivalodo protein kinaz B (PKB)/AKt Ser foszforilacio példaul védelmet
nyujta tirozin foszfatazok ellen, pozitiv visszacsatolasi mechanizmussal aktiv allapotban tartva
az IRS1-t. Az inzulin azonban mas Ser/Thr kinazokat is aktival, pl. extracellularis szignal altal

regulalt kinaz (ERK), c-Jun N-terminalis kinaz (JNK), protein kinaz C (PKC) és mammalian
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target of rapamycin (mTOR), melyek meghatarozott Ser oldallancok foszforilalodasat indukaljak
¢és negativ visszacsatolasi mechanizmussal gatoljak az IRS1 miik6dését, ami az inzulinhatis
megsziinésével jar. Az IRS1 pozitiv Tyr/Ser foszforilacidja és negativ Ser foszforilacioja kozott
egyensuly fontos szerepet jatszik az IRS1 aktivitasanak szabalyozasaban, ezaltal pedig a normal
inzulinjelatvitelben. Ez az egyenstly kiilonb6z6 stresszhatasok (pl. betegségek) és molekulak (pl.
hormonok,aminosavak, citokinek, zsirsavak) hatasarafelborulhat, amianegativ Ser foszforilacio

tulsulyba keriilését és inzulinrezisztencia kialakulasat eredményezi.

A smoothelin-szerii fehérje 1 (SMTNL1), mint a vazizom plaszticitas f6 szabalyozo eleme
A vazizom inzulinrezisztencidjanak egyik potencialis szabalyozo6 eleme a vizsgalataink
kozéppontjaban 4116 SMTNLI1, amely nemt6l fiiggben képes szabalyozni a vazizom kiilonb6zo
stresszhatasokra (pl. edzés, vemhesség) bekdvetkezd adaptalodasat. Delécidja a vazizom
rostosszetételének atalakitasat indukalja: vemhes SMTNL1 génkititott (KO) ndstény egerek m.
plantaris izmanak western blot analizise feltarta, hogy az MyHC 2b fehérjék expresszioja
szignifikansan nd,az MyHC 2a fehérjék expresszidja ezzel parhuzamosan csékken, ami a 2b”2a
tipust rostok aranyanak eltolédasaval jar. A tanulmanyt jegyz6 kutatok vemhes és nem vemhes
SMTNLI1 KO egerek 1égzési hanyadosanak meghatarozasat is elvégezték és azt tapasztaltak,
hogy a nem vemhes SMTNLI1 KO egerek f6ként a szénhidratokat hasznositjak iizemanyagként a
zsirsavakkal és fehérjékkel szemben. Ezen feliil azt is megfigyelték, hogy a SMTNLI1 KO egerek
aktivitasa jelent6sebb kisebb a vad tipusa (WT) egerekéhez képest, ami a metabolikus
hatékonysag csdokkenésére utal. Az intraperitonedlis gliikoztolerancia teszt kimutatta, hogy a
SMTNLI1 KO egerek csokkent gliikdztoleranciaval rendelkeznek. A csokkent gliikoztolerancia
eredményeképpen kialakuld inzulinrezisztencia feltehetéen a SMTNLI1 kiiitése kovetkeztében

lecsokkend gliikdz transzporter 4 (GLUT4) és IRS1 expresszio kovetkezménye.

A SMTNLI1 fehérje és a miozin foszfataz (MP) enzim kapcsolata

A SMTNLI fehérje a MP enzim szabalyozasaban is részt vesz a vazizom fejléddése soran. A
MP egy heterotrimer fehérje, ami egy 37 kDa katalitikus alegységbdl (PP1c¢), egy 110-130 kDa
regulator alegységb6l (MYPT) és egy maig ismeretlen funkcioji 20 kDa alegységb6l (M20) épiil
fel. A MYPT regulator alegységnek harom izoformajat ismerjiik (MYPT1, MYPT2, MYPT3),
melyek feladata a Kkatalitikus alegység kiilonb6zd szubsztratokhoz valo iranyitasa, illetve a

holoenzim aktivitasanak szabalyozasa. A MP holoenzim aktivitasanak szabalyozasara tobbféle
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mechanizmus jott lére, melyek koziil a legalapvetdbb a MYPT alegység Ser/Thr kinazok altali
foszforilacidja, ami a holoenzim aktivalédasat vagy gatlasat vonja maga utan. A MYPT1/2
szabalyozasanak masik modja fehérje-fehérje kolesonhatasok kialakitasan keresztiil valosul meg.
Ezen interakcios partnerek egyike a SMTNLI1 fehérje, amely defoszforilaltallapotdbana MYPTI
alegységhez kozvetleniil kotédik a citoszolban. A Ser301-es oldallanc foszforilacioja
kovetkeztében a SMTNLI1 disszocial a MYPT1-16l és a sejtmagba transzlokalodik, igy a MP
enzim felszabadul a gatlas al6l. A MP enzim SMTNLI1 altali szabalyozasanak jelent6sége a
vazizom miikddésében egyeldre nem tisztazott. A MP enzim regulator alegységének foszforilacio
altali gatlasa vagy csendesitése, valamint katalitikus alegységének farmakologiai gatlasa a sejtek
jatszik és mert a vazizom progenitor sejtjeinek migracidja hipertiredzis soran kevésbé
tanulmanyozott, ezért kutatdsaimat ebben az irdnyban folytattam tovabb, a SMTNLI1 fehére
potencialis szabalyozo szerepét is vizsgalva ezen folyamatokban. A vazizom modellezésére a
normal feln6tt néstény C3H egerek combizmabdl 1étrehozott, immortalizalt C2C12 mioblaszt

sejtvonalat hasznaltam, ami egy széles korben hasznalt modellrendszer a vazizom

miogenezisnek nevezziik. A miogenezist kontrollalé faktorok koéziil kiemelkedd jelentdsége van
a pajzsmirigyhormonoknak és az ezek hatdismechanizmusaban résztvevo fehérjéknek, kiilonds
tekintettel a dejodinaz 2 (D102) enzimre és a pajzsmirigyhormon receptor (TR) a izoformajara.
A C2C12 mioblaszt sejtek proliferativ fazisa soran a TRa -a T3 jelenlététdl fiiggetleniil- gatolja
a differenciacio el6rehaladasat serkenté transzkripcios faktorok, mint példaul a mioblaszt
determinal6 fehérje 1 (MyoD1) és a miogenin expressziojat. A differencialédo mioblasztokban a
DIO2 expresszidja nd, ami az intracellularis T3 koncentracio novekedésével jar. A ndvekvo T3
szint kdvetkeztében a differenciaciot gatlo hatasu transzkripcios faktorok, igy példaul az AP-1,
represszalodnak, ezaltal fokozddik a MyoD1 és a miogenin expresszidja. A miocitdk
nélkiilozhetetlen a vazizomrostok kontraktilis €s anyagcsere-tulajdonsagait meghatarozo fehérjék
kifejezddéséhez, kiilonds tekintettel az MyHC és SERCA fehérjékre. Végiil, de nem utolsosorban

amiozin foszforilacids allapota és ezaltal az ezt meghatarozé fehérjék, mint a miozin kénnyiilanc
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kinaz (MLCK) és a MP is fontos szerepet jatszanak a miotubulusok kialakulasaban. A miozin
foszforilacidjanak megvaltozasa esetén a mioblasztok fuzidja ugyan megengedett, de kisebb

méretli miotubulusok alakulnak ki.



Célkitiizések

Mind a pajzsmirigy talmitkddése, mind a SMTNLI fehérje hianya jelentds hatast gyakorol a

vazizom felépitésére és mitkodésére, amely kihatassal van a teljes szervezet energiahaztartasara

is. A jelen értekezésben foglalt tanulmanyok az els6k, melyek megkisérlik feltarni a hipertiredzis

¢és az azt kisér6 inzulinrezisztencia, valaminta SMTNLI1 fehérje kapcsolatat és ezek hatasat a

vazizom plaszticitasara, kiilonos tekintettel a miogenezisben szerepet jatszo, a kontraktilis

sajatsagokat meghatarozo és az anyageserében résztvevo fehérjék expresszidjara és aktivitasara.

Ezek alapjan a kisérletes munka f6bb célkitlizései a kovetkezok voltak:

1) A SMTNLI fehérje szerepének vizsgalata a vazizom anyageseréjének szabalyozasiban

hipertiredzis sordn:

Az endogén SMTNLI1 fehérje és a kiilonbdzd tipust izomrostok markerfehérjéinek
expresszios vizsgalata human eutire6zisos és hipertire6zisos vazizom mintakban
A hipertiredzis altal érintett anyagcsere utvonalak és az ezen utvonalakban szerepet
jatszo gének és fehérjetermékeik vizsgalata human eu- és hipertire6zisos vazizom
mintakban

A T3 és a SMTNLI1 fehérje hatasanak vizsgalata az inzulin jelatvitelben szerepet
jatszo, valamint a glitkdz metabolizmusban résztvevé fehérjék expressziojara és
aktivitasara sejtes modellrendszerben

A T3 és a SMTNLI fehérje szerepének vizsgalata a C2C12 sejtek metabolikus

fenotipusanak alakitasaban

2) A SMTNLI fehérje szerepének vizsgalata a C2C12 sejtek homeosztézisnak és T3 -

fiiged miogenezisének szabalyozdsaban:

A T3 kezelés és a differenciacio szerepének vizsgalata a MP enzim regulator- és
katalitikus alegységeinek expresszidjara

A T3 és a SMTNLI1 fehérje szabalyozé hatasanak vizsgalata a MP enzim és
szubszratjainak  expresszidjara  és  aktivitisara  mioblasztokban és

miotubulusokban



Anyagok és modszerek
Sejttenyésztés
A p6-p9 passzazsszamtt C2C12 egér mioblaszt sejteket 1000 mg/L gliikdzt, 2 mM L-
glutamint, 10% (V/V) foetalis borju szérumot és fenolvorost tartalmazé DMEM-ben (tenyésztd
médium), 5% CO, szint mellett, 37 °C-on tenyésztettiik.

C2C12 sejtek tranziens transzfekcidja rekombinans SMTNLI1 fehérjével

A mioblaszt sejtek tranziens transzfekcidja soran a szérummentes DMEM-ben 1évé
Geneluice transzfekcids reagenshez 3:1 ardnyban hozzaadtuk a Flag jelolével ellatott
rekombinans SMTNLI1 fehérjét expresszalo plazmid DNS-t (NT-FT-SMTNL1), majd 15 percig
inkubaltuk. A 15 perces inkubacio lejarta utdn a transzfekcioés mixet cseppenként adagolva
hozzaadtuk a megfeleld térfogata sejtszuszpenziohoz és 10 percig inkubaltuk az elegyet. Ezt
kovetden a sejteket elore kollagénezett sejttenyésztd edénybe tettiik és egy éjszakan at inkubaltuk
37 °C-on. A transzfekcio sikerességét a Flag jelolo elleni antitesttel, western blot analizissel

ellendriztiik.

C2C12 sejtek differencialtatasa és kezelése

Koriilbeliil 90%-os konfluencianal a C2C12 sejteket 1000 mg/L gliikozt, 2 mM L-glutamint
és 2% (V/V) loszérumot tartalmazod, fenolvoros nélkiilli DMEM-ben (differencialtaté médium)
tenyésztettik 6 napon at. A differenciacio 1. napjanak vagy 4. napjanak kezdetétdl a
differencialtatd médiumot 10 nM-os végkoncentracidji 3,3',5-trijod-tironinnal (T3) is
kiegészitettiik. A kontroll minden esetben 1 nM T3-at tartalmazott. A differenciacié mértékének
szemikvantitativ mérése differenciacios markerek elleni antitestekkel, western blot analizissel
valosultmeg. A PKA agonista (8-bromoadenozin-3’-5’-ciklikus monofoszfat; 8Brc AMP) kezelés
NT-FT-SMTNL1 fehérjét expresszald, differencialtatott sejteken tortént, 10 pM-0s

végkoncentracidoban, 24 oraig.

C2C12 sejtek feltarasa
A sejteket radioimmunprecipiticios esszé (RIPA) pufferben [25 mM Tris-HCI (pH 7,6), 150
mM NacCl, 1% nétrium deoxikolat, 0,1% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 1% Triton-X 100, 1 mM
fenil-metil-szulfonil (PMSF), 10x protedzgatldo mix (PIC), 50x foszfatazgatlo mix (PPIC), 1 uM
mikrocisztin-LR (MC-LR)] lizaltuk, majd 30 masodpercig szonikaltuk és 10 percig 16 000 x g-
9



hataroztuk meg.

AlamarBlue életképességi esszé
Kisérleteinkben azNT-FT-SMTNL1 plazmiddal transzfektalt mioblaszt sejteket (20 000 sejt/
lyuk) kollagénezett 96 lyuk tenyésztélemezen miotubulusokka differencialtattuk. A 72 6ras 10

sejteket 4 6ran at 37 °C-on. A fluoreszcenciat 530/590 nm-en mértiik le.

Seahorse analizis

A mioblaszt sejteket NT-FT-SMTNL1 plazmiddal transzfektaltuk és kollagénezett XF96
sejttenyészt§ lemezen novesztettiik (10 000 sejt/ lyuk). A sejtek 72 6ras 10 nM-0s T3 kezelését
kovetéen 180 pul XF Assay médiumot mértiink a sejtekre, amit elézetesen 1000 mg/L glitk6zzal
egészitettiink ki. A sejteket 1 Orara oxigénezett, 37 °C-os inkubatorba tettiik, majd a hidratalt
szenzor cartridge-ot a kovetkez6 inhibitorokkal toltottiik fel az injektalas sorrendjében: 1) 50 uM
etomoxir; 2) 2 uM oligomycin; 3)4 uM FCCP; 4) 10 uM antimycin + 100 mM 2-deoxi-D-gliikoz.
Az alapvonal felvételéhez, valamint minden injektalas utan 5 mérési pontot vettiink fel. Ne gativ
kontrollként az XF96 sejttenyészté lemez négy sarkaban 1év sejtet nem tartalmazé lyukakat
hasznaltuk. Minden esetben 23 technikai parhuzamossal dolgoztunk. A mérés végeztével 1 N
NaOH-ban oldottuk fel a sejteket és BCA esszével teljes fehérjekoncentraciot mértiink.

Immunprecipitacié

A rekombinans SMTNL1 fehérje tisztitasara és kolcsonhatd partnereinek vizsgalatara
hasznalt Anti-Flag M2 Affinity Gel gyongyoket az aspecifikus kotédések minimalizalasa
érdekében 5% (m/V) BSA/ 1x TBS oldatban folyamatos kevertetés mellett blokkoltuk 4 °C-on,
egy ¢jszakan at. Az NT-FT-SMTNLL1 plazmiddal transzfektalt, 24 6ras T3 (10 nM) vagy 30
perces 8BrcAMP (10 uM) kezelt sejteket jéghideg lizispufferben [50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150
mM NaCl, 1 mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), 1% Triton-X 100, 1 mM PMSF, 10x PIC],
jégen tartuk fel. A sejtlizatumok el6tisztitasahoz a mintakat protein A sepharose-zal, folyamatos
kevertetés mellett inkubaltuk 4 °C-on, 1 6ran at. Az elStisztitott lizatumokbo1 200 pl-t adtunk az
elézetesen blokkolt gyongyokhoz, és folyamatos kevertetés mellett, 4 °C-on, 2 6ran keresztiil
inkubaltuk.
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A NKA és MYPT immunprecipitaciojadhoz elézetesen 30 percig, 1x TBS-ben duzzasztott
protein A sepharose-t hasznaltunk, melyhez hozzaadtuk a k6tépufferben [S0 mM Tris, pH 7,0]
1:60 aranyban higitott, az immunprecipitalni kivant fehérjét koto antitestet és 2 6ran keresztiil,
folyamatos kevertetés mellett 4 °C-on inkubaltuk. A gyongy-antitest komplexet 1x TBS-sel
mostuk, majd 5% (m/V) BSA/1x TBS oldatban blokkoltuk 4 °C-on, 2 6ran keresztiil. Ezt
kovetden a gyongyoket 1x TBS-sel mostuk ¢és az eldtisztitott C2C12 lizatummal 4 °C-on,
folyamatos kevertetés mellett egy éjszakan at inkubaltuk.

Mindkét immunprecipitacid esetén az elualas soran a gyongyokre forrd, 1x SDS mintapuffert
pipettaztunk és 100 °C-on, 5 percig féztiik. Végiil a mintakat western blot analizissel vizsgaltuk,

hogy igazoljuk a vizsgalt fehérjék kozotti interakcio meglétét vagy hianyat.

Immunfluoreszcencia

A NT-FT-SMTNL1 plazmiddal transzfektalt mioblaszt sejteket (20 000 sejt/ Ilyuk)
kollagénezett, fekete falu OptiPlate96 sejttenyésztd lemezen 5 napon keresztiil differencialtattuk.
A differenciacio 0., 3. és 5. napjan a sejteket 4% (m/V) paraformaldehid/1x PBS oldatban, 15
perc alatt fixaltuk. Permeabilizalas céljabol a sejtekhez 0,2% (V/V) Triton-X 100/1x PBS oldatot
adtunk és 4 percig inkubaltuk. A sejteket 1x PBS-sel mostuk, majd 1% (V/V) 16szérum/1x PBS
oldatban blokkoltuk 1 o6ran keresztiil, 4 °C-on. A rekombinans SMTNLI1 fehérje és a
differenciacios marker vizualizalasara anti-Flag (1:100) és anti-dezmin (1:100) antitesteket
hasznaltunk, melyeket 4 °C-on, egy éjszakan at inkubaltunk. Masnap a fluoroférral konjugalt
masodlagos antitesteket, illetve az F-aktin festésére szolgalo Texas-Red Phalloidint blokkolo
oldatban 200x higitottuk és 2 oOraig szobah6n inkubaltuk a sejtekkel. A fluoreszcens jeleket

automatizalt HCS késziilékkel 10x nagyitast szaraz objektivvel tettiik lathatova.

Morfologiai analizis

Az NT-FT-SMTNL1 plazmiddal transzfektalt mioblasztokat 5 napon keresztiil
differencialtattuk. A differenciacio 0., 3. és 5. napjan 10x nagyitasu szaraz objektiv segitségével
fénymikroszkopos képeket készitettiink a differencialodo sejtekrdl, hogy ezt kovetden Imagel
valtozasokat. Az analizis soran latoterenként 15-15 mioblaszt sejtet (0. nap) vagy miotubulust (3.

¢és 5. nap) valasztottunkki véletlenszertien, melyeketkorberajzoltunk és meghataroztuk az atlagos
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tertiletet és kertiletet, melyekbdl a miotubulusok méretére és mennyiségérek o vetkeztettiink. Ezen

feliil a latotérben talalhatd 6sszes miotubulust is megszamoltuk.

Karcolasi esszé

A mioblaszt sejtek mosasat és tripszinezését kovetden a sejteket szérummentes, 5 pul/ml Dil
festék tartalmii médiumban vettiik fel, majd 15 percen keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk. Ezt
kovetden a sejteket haromszor atmostuk az elémelegitett tenyészté médiummal, majd NT-FT-
SMTNLL1 plazmiddal transzfektaltuk és kollagénezett, fekete fali OptiPlate96 sejttenyészté
lemezen novesztettiik (20 000 sejt/ lyuk). 48 ora elteltével a sejteket szinkronizalas céljabol 5
oran keresztiill szérummentes médiumban éheztettiik. Ezt kovetden 10 ul-es pipettahegy
segitségével fliggbleges karcolatot ejtettiink minden lyukban. A karcolas utdn 1x PBS-sel
atmostuk a sejteket a felvalt sejtcsomok eltavolitasara és a sejteket 10 nM T3 -mal kiegészitett
médiumban tenyésztettiik tovabbi 24 6raig. A valtozasokat valos idoben, HCS késziilékkel, 10x
nagyitast szaraz objektivvel detektaltuk az elsé 1épésben hozzaadott, erésen lipofil karbocianin

festék (Dil) segitségével.

Carbachol és tautomycetin (TMC) kezelés

A 12 hetes NMRI egerek m. plantaris izmabdl szarmazo preparatumot Krebs oldatot [118
mM NaCl; 4,75 mM KClI; 1,2 mM MgSO,; 1,2 mM KH,PO,; 2,5 mM CaCl,; 25 mM NaHCO,;
11,5 mM gliikdz] tartalmazo, 37 °C-0s, 95% O,-nel és 5% CO,-dal ellatott szervfiirdSbe
helyeztiik. A PP1 inhibitorok izompreparatumra kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz 10 pM
carbacholoskezeléskovetett. A kezeléstkdvetéena mintakat modositott RIPA pufferben [ 25 mM
Tris (pH 7,6), 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol
(DTT), 1 mM PMSF, 10x PIC, 50x PPIC, 1 uM MC-LR] tartuk fel. A homogenizatumokat 16
000 x g-n, 4 °C-on, 10 percig centrifugaltuk, a feliilaszokat 0ij csovekbe mértiik at és BCA
esszével teljes fehérjekoncentraciot mértiink. VEégiil a mintakat western blot analizisnek vetettiik
ala. Minden, az értekezésben szerepl6 allatokon végzett kisérlet megfelel az allatkisérletekre
vonatkoz6 magyarorszagi és eurdpai unios etikai szabalyoknak, valamint a Debreceni Egyetem

etikai kddexének.
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SDS-gélelektroforézis és western blot analizis

A sejtek feltarasat vagy a szovetek homogenizalasat kovetéen a mintakat 4x SDS
mintapufferben 5 percig féztiik, majd mindegyikb6l 30 pg fehérjét tartalmazo térfogatot vittiink
fel 4-20%-os Criterion gélekre. A fehérjék méret szerinti elvalasztasat 200 V-on végeztiik el. Ezt
kovetéen a fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk at 100 V-on, 75 perc alatt. A
membranok aspecifikus kot6helyeinek elfedésére 5% (m/V) BSA / 1x TBST-ben inkubaltuk a
membranokat szobahdn, 1,5 6ran at. Az elsédleges antitesteket szintén 5% (m/V) BSA/1x TBST
oldatban higitottuk és a membranokkal egyiitt inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakan at. Masnap a
membranokat 1x TBST-vel mostuk és a blokkold oldatban higitott, torma-peroxidaz (HRP)-
konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk szobahén, 1,5 6ran at. Az immunoreakciokat

kemilumineszcencias (ECL) méddszerrel tettiik lathatova.

Human eutiredzisos és hipertireézisos vazizom biopsziak homogenizalasa

Az eu- ¢és hipertire6zisos nébetegek m. sternohyoideus izmabol vett biopsziak
homogenizalasat modositott RIPA pufferben [25 mM Tris (pH 7,6), 150 mM NacCl, 0,1% SDS,
1% Triton X-100, | mM EDTA, I mM DTT, 1 mM PMSF, 10x PIC, 50x PPIC, 1 uM MC-LR]
jégen, Potter-Elvehjem szovethomogenizald eszkoz —segitségével végeztik el. A
homogenizatumokat 16 000 x g-n, 4 °C-on, 10 percig centrifugaltuk, majd BCA esszével teljes
fehérjekoncentraciot mértlink. A human eredetii szovetmintakat tartalmazd kisérletek
megfelelnek a Debreceni Egyetem Regionalis és Kutatasetikai Bizottsiga (DEOEC RKEB/IKEB
3517-2011) valamint az Eurépai Uni6é Tanacsa altal eldirt etikai szabalyoknak. A donorok irasos

beleegyez6 nyilatkozatot irtak ala a jelen értekezésben foglalt tanulmanyban valo részvételre.

Teljes RNS izolalas human eu- és hipertire6zisos biopsziakbél microarray analizishez

Az eutiredzisos és hipertire6zisos vazizom biopszidkat guanidin-izotiocianat tartalmu
pufferben, TissueRuptor-ral homogenizaltuk, majd a mintakat proteinaz K-val kezeltiik 55 °C-
on, 10 percig. A sejttormeléket 10 000 x g-n, 3 percig tartd centrifugaldssal tavolitottuk el, majd
a feliiluszokat 96-100%-os etanollal alaposan szuszpendaltuk. A DNS maradvanyokat DNéz [
emésztéssel, RNeasy oszlopon tavolitottuk el 30 °C-on, 15 perc alatt, majd atmostuk az oszlopot.
Az RNS-t az elualast kdvetden RNaz mentes vizben vettiik fel és tisztasaganak, valamint

vazizom mintdk génexpresszids mintazatanak vizsgalatat Affymetrix Human Gene 1.0 ST
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microarray analizissel hajtottuk végre. A microarray analizis nyers adatai a Gene Expression

Omnibus (GEO) adatbazisban tekintheték meg (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/geo/GSE178996).

Proteome Profiler human foszfo-kinaz és foszfo-MAPK array

A humaén eu- és hipertiredzisos vazizom mintakat a proteaz és foszfataz inhibitorokkal
kiegészitett Lysis Buffer 6 pufferben homogenizaltuk és Array Buffer 1-ben megfeleld
inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakanat. Masnap a membranokat detektalascéljabol biotinilalt antitest
koktélban inkubaltuk, 2 6ran keresztiil. A foszfo-MAPK array soran a mintakat a detektalasra
szolgald antitest koktélban inkubaltuk 1 6rdig. Az ilyen mddon el6készitett minta-antitest
keveréket a membranokra mértiikk és 4 °C-on, egy ¢éjszakan at inkubaltuk. Mindkét array
lezarasaként a membranokat Streptavidin-HRP-ben 30 percig inkubaltuk. A fehérjesavokat a

kitben 1évé Chemi Reagent Mix segitségével, rontgenfilmen tettiik lathatova.

Statisztikai analizis

A foszforilalt fehérjéket a nem foszforilalt fehérjékre, a nem foszforilalt fehérjéket pediga
bels6 kontrollra normalizaltuk. Két csoport 6sszehasonlitasara parositatlan kétmintas t-probat, 4
vagy tobb csoport 6sszehasonlitasara egyutas ANOVA-t vagy kétutas ANOVA-t hasznaltunk,
kiegészitve a megfelelé post hoc teszttel. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak
értékeltiik, amennyiben p <0,05 volt.
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Eredmények és kovetkeztetések

A SMTNL1 fehérje szerepének vizsgalata a vazizom anvagcseréjének szabalyozasaban

hipertireézis soran

A humén vazizom rostosszetételének és a SMTNL1 fehérje expresszidjanak valtozaisa
hipertireézis esetén

Pajzsmirigymiitéten atesett eu- és hipertire6zisos nébetegektél szarmazé m. sternohyoideus
biopszidk western blot analizisének Gsszehasonlitisa soran az MyHC I és MyHC Ila fehérjék
expresszidjanak szamottevd csokkenését figyeltik meg. Mivel szignifikdns izomtdmeg-
csokkenést nem irtunk le, ezért feltételezhetd, hogy az MyHC I és Ila rostok csokkenése mellett
az MyHC IIx rostok szama n6tt, ami az oxidativ(abb) rostok csdkkenése miatt egy Gsszességében
glikolitikusabb fenotipust eredményez. Erdekes modon az endogén SMTNLI expresszioja
hatodara csokkent a hipertire6zisos mintakban az eutire6zisos mintakhoz viszonyitva, ami arra

enged kovetkeztetni, hogy a SMTNL1 szerepet jatszik a hipertire6zisos vazizom

human vazizomban

Az eu-¢és hipertiredzisos biopsziak globalis génexpresszids profiljanak 6sszehasonlitasaés az
adatok génontoldgiai analizise feltarta, hogy az mTOR, AMP-aktivalt protein kinaz (AMPK),
foszatidilinozitol-3-kinaz (PI3K)/Akt és a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK)
szignalizacidban résztvevl gének expresszidja valtozott a legjelentdsebb mértékben a
hipertiredzis hatasara. Ezek tdbbek kdzott olyan biologiai folyamatokban jatszanak szerepet mint
a sejtszerkezet és szervez6dés, a sejt- és szovetfejlodés, a lipid metabolizmus, az anyagcsere és
energiatermelés, valamint ezek zavarai.

A microarray analizis sordn azonositott jelatviteli itvonalak hipertiredzis altal indukalt
fehérjeszintli valtozasainak tanulmanyozasara szamos kinaz relativ foszforilacios szintjét is
megvizsgaltuk human vazizomban. A Proteome Profiler foszfo-kinaz és foszfo-MAPK array-k
segitségével nyert eredményekbdl kideriil, hogy egyebek mellett az Akt2 5474 és az mTORS2448
foszforilacioja és ezaltal az aktivitasa szignifikansan csékkent, migaz ERK1/27202/Y204,T185/ Y187
AMPK02T172 és a JNK,,"183/Y185T221/¥223 aktivitdsa szignifikdnsan ndtt a hipertiredzisban

szenvedd betegektdl szarmazo mintakban az eutire6zisos mintakhoz viszonyitva. A microarray
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¢és a Proteome Profiler array-k eredményeit 6sszegezve elmondhatd, hogy a hipertiredzisnak
jelentds befolyasa van a vazizom anyagcseréjére az ezen folyamatokban szerepet jatszo fehérjék

expresszidjanak vagy aktivitisanak modositasan keresztiil.

expresszigjara

A kifejlett vazizom modellezésére a mioblaszt sejteket miotubulusokka differencialtattuk. A
4. naptol kezd6dden egyik differenciacios marker expresszidja sem valtozik szignifikansan, ami
azt mutatja, hogy a 4. napra teljesen végbement a differenciacié. A normal differencidcio
beallitasat kovetden a szuprafiziologias T3 kezelés C2C12 differenciaciora kifejtett hatasat
tanulmanyoztuk. Ennek érdekében a mioblasztokat 6 napon keresztiil szuprafiziologias (10 nM)
T3 koncentracio mellett differencialtattuk. A szuprafiziologias T3 -malkezelt sejtekbena 4. naptol
kezdédoen nincs szignifikans valtozas a differenciaciés markerek expresszidjaban, tehat a 4.
napra kialakultak az érett miotubulusok, ahogy azt a normal differenciacio esetén is lattuk. A T3-
mal kezelt sejtekben a dezmin expresszidja 1 nappal korabban jelent meg a kontrollhoz képest. A
2. naptol kezdve mindkét marker magasabb szinten expresszalodik: a 4. napon a dezmin, a 6.
napon pedig az MyHC expresszidja szignifikansan, 57 és 46%-kal volt magasabb a kontrollhoz
képest. Ez arra utal, hogy a T3 el6segiti, gyorsitja a mioblasztok miotubulusokka torténd
differencialodasat.

A normal differenciacio soran a SMTNLI1 fehérje expresszidja fokozatosan nd, azonban ez
az emelkedés nem szignifikdns. A szuprafiziologias T3 kezelés hatasaira a SMTNL1
expressziojanak markans ndvekedése lathatod az 1. napon, ami ezt kovetéen fokozatosan csdkken
egészen a 6. napig, amikor expresszidja mar 4-szer kisebb a kontrollhoz képest. Erdekes modon
amar differencialodott sejteket 72 dran at 10 nM T3 -mal kezelve a SMTNLL expresszioja 33%-
os csokkenést mutat. Eredményeink tovabbi bizonyitékot jelenthetnek a human mintakon
latottakra, miszerint a hosszutava T3 expozicio a SMTNLI1 expresszidjanak csokkenését okozza.

A szuprafiziologias, 72 o6ras T3 kezelés és a transzfekcid6 C2C12 miotubulusok
¢letképességére kifejtett hatasat alamarBlue esszével vizsgaltuk. Tapasztalataink azt mutatjak,
hogy sema SMTNLI1 overexpresszidja, sem a szuprafiziologias T3 kezelés nem befolyasolja a

miotubulusok életképességét.
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A T3 kezelés és a SMTNL1 overexpresszié hatasa a pajzsmirigyhormon-receptorizoformak
expresszidjara a miotubulusokban

Sem a szuprafiziologias T3 koncentracio, sem a SMTNLI fehérje nem okozott szignifikans
eltérést a monokarboxilat transzporter 8 (MCT8) és a DIO2 expresszidjaban, ami azt mutatja,
hogy a SMTNLI1 fehérje sem a pajzsmirigyhormonok transzportjanak sem azok intracellularis
TRa expresszidja dramaian, 67 és 52%-kal csokkent a T3 kezelés, valamint a SMTNL1
overexpresszio hatasara, amitakombinaltkezelés mégtovabb fokozott. Ezen eredmények alapjan
gy tiinik, hogy a SMTNL1 nem antagonizalja a T3 TR a-ra gyakorolt hatasat. Erdekes modon a
T3 kezelés a TRP expressziojat szignifikdnsan megemelte, melyre a SMTNLI1 fehére
overexpresszidjanak onmagaban nem volthatdsa, azonban a T3 kezeléssel kombinalvaképes volt
a T3 altal indukalt emelkedést meggatolni.

A rekombinans SMTNLI1 fehérje immunprecipitacidja soran kimutattuk, hogy a SMTNLI és
a TR-ok kozott nincs kdzvetlen fehérje-fehérje kolcsonhatas. A SMTNL1-t overexpresszald
miotubulusokat 8BrcAMP-vel kezelve azt tapasztaltuk, hogy a TRa expresszioja a kombinalt
kezelés kovetkeztében 42%-kal csokkent a csak SMTNL1 -et overexpresszaldo miotubulusokhoz
képest. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a SMTNLI transzkripcids szinten szabalyozza a
TRa expresszidjat.

A MyoD1 maga is egy transzkripcios faktor, ami a 2-es tipusu izomrostokra jellemz6 gének
atirasanak szabalyozasaban vesz részt. A T3 kezelés onmagaban 55%-kal, a SMTNL1
overexpresszidjaval kombindlva pedig 49%-kal ndvelte a MyoDI expresszidjat a
miotubulusokban, mikdzbena SMTNLI1 fehérjének nem volt hatdsa. A MyoD1 szuprafizioldgias
T3 kezelésre bekovetkezd expresszios novekedése a jelen modellrendszerben azt sugallja, hogy
a C2C12 miotubulusok MyHC 6sszetétele is valtozik a 2-es tipusu rostok javara, amely hozzajarul
a hipertiredzis soran is tapasztalhato glikolitikusabb fenotipus kialakulasahoz. Mivel T3 kezelés
hatasara a MyoD1 expresszi6 szignifikans novekedését, ezzel parhuzamosan pedigaz SMTNLI
expresszio szignifikans csokkenését tapasztaltuk, ezért igy gondoljuk, hogy a T3 a MyoD1-en
keresztiil hathat a SMTNLI1 expresszidjara. A szuprafiziologias T3 kezelés hatasara bekovetkezd
TRo/TRP arany eltolodasa, valamint a SMTNL1 overexpresszié altali TRa leregulacio azt
sugallja, hogy a TR-ok koziil a B izoforma az, amelyik a MyoD1-en keresztiill a SMTNL1

expressziojat szabalyozza.
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A SMTNLI csokkenti az IRS1 gatlo Ser foszforilaciojat a T3 kezelt miotubulusokban

A hipertire6zis0s vazizom inzulinrezisztenciajanak hatterében allo molekularis mechanizmus
felderitésére az inzulin jelatvitel kritikus elemeinek expresszidjat és foszforilacidjat
tanulmanyoztuk, kiilonos tekintettel a SMTNL1 szabalyoz6 szerepére ezen folyamatokban. Bar
az IRS1 expresszidja egyik kezelés hatasara sem valtozott szamottevden, a fehérje 307 -es és 612-
es Ser foszforilacidja 1,6 és 1,8 szorosara nétt a T3 kezelésnek koszonhetden a nem kezelt
kontrollhoz viszonyitva. A SMTNLI1 overexpresszidja onmagaban és a T3 kezeléssel kombinalva
is nagymértéki csokkenést idézett eld az IRS1 Ser307 ¢s Ser612 foszforilaciojaban. Az inzulin
jelatvitel egy masik fontos eleme az aktivalt IRS1 fehérje foszfotirozin oldallancahoz k6t6d6
PI3K, melynek 85 kDa katalitikus alegységét kodold gén expresszidja szignifikansan csdkken a
hipertiredzisos human vazizom mintakban a microarray analizis értelmében, melyet a
szuprafiziologias T3-mal kezelt miotubulusokban, fehérjeszinten is sikeriilt igazolnunk.
Eredményeink bizonyitékul szolgalhatnak arra vonatkozoan, hogy a T3 tulkinalat zavart okoz az
inzulin jelatvitelben egyrészt az IRS1 307-es és 612-es Ser foszforilacidjanak novelése altal, ami
a fehérje inaktivalodasat vonja maga utan, masrészt a PI3K expresszidjanak csdokkentésén
keresztiil, ami a serkenté PKB/Akt altali foszforilacié csokkenését eredményezi. Ezek egyiittesen
a negativ Ser foszforilacio tilsulyba keriiléséhez jarulnak hozza, ami inzulinrezisztencia
kialakulasatindukalja. Az IRS1 gatlo Ser foszforilaciojanak mérséklése révéna SMTNLI1 fehérje

azonban képes lehet a vazizom inzulinra adott normal valaszado képességét visszaallitani.

Az IRS1 Ser foszforilaciojaért felelos kinizok SMTNL1 altali szabalyozasa a T3 kezelt
miotubulusokban

A human vazizom mintakon nyert Proteome Profiler eredmények részletezésénél lattuk, hogy
a hipertire6zis hatassal van az IRS1 negativ Ser foszforilacidjanak emelkedéséért potencialisan
felel6s kinaz enzimek (mTOR, ERK1/2, INK) aktivitasara, azok poszttrans zlaciés médositasan
keresztiil. Az eredmények validalasara és a SMTNL1 szabalyozo hatasanak tanulmanyozasara
C2C12 miotubulusokban vizsgaltuk a T3 kezelés és a SMTNLI fehérje hatasat ezen Ser/Thr
kinazok expressziojara és foszforilacidjara. A SMTNLI -et overexpresszald, szuprafiziologias
T3-mal kezelt miotubulusokban az mTOR, ERK1/2 és JNK defoszforilalt formajanak
expresszidja nem valtozott jelentdsen egyik kezelés hatasara sem. Ezzel szemben a
szuprafiziologias T3 kezeléstkovetdenaz ERK1/2 foszforilacioja 57%-kal, a INK foszforilacioja

pedig 18%-kal nétt, mikézben az mTOR foszforilaciojadban elhanyagolhatd valtozast
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tapasztaltunk. Figyelemremélto moédona SMTNLI1 overexpresszidja mar 6nmagaban is jelentds
mértékil csokkenést eredményezett mind az ERK1/2, mind a JNK foszforilacidjaban, valamint
képest volt a T3 altal indukalt emelkedést meggatolni a kombinalt kezelés soran. Ezen
eredmények 6sszhangban vannak az IRS1 Ser foszforilaciojanak valtozasaival. Ez alol az mTOR
kivétel, hiszen a kombinaltkezelésnek kdszonhetéen azmTOR Ser2448foszforilacidjajelentdsen
megemelkedett a T3-mal kezelt sejtekhez képest. Bar a Proteome Profiler array-n nem szerepel,
az IRS1 gatlo foszforilacidjanak serkentéséérta PKCdis felelds Iehet, ezérte fehérje expressziojat
is megvizsgaltuk a jelen modellrendszerben. A PKC3 expresszidja T3 hatasara valtozatlan
maradt, viszont 38 és 50%-kal csokkent a SMTNL1 overexpresszidjanak kovetkeztében a T3
hianyatol vagy jelenlététél fiiggden. A kapott adatok magyarazatot jelenthetnek a
szuprafiziologias T3 koncentracio altal eldidézett gatlo IRS1 Ser foszforilacié fokozddasara,
tovabba alatimasztjdk a SMTNLI1 fehérje inzulinérzékenyitd hatasat, ami képes az emlitett
kindzok expressziojanak vagy foszforilaciojanak, ezen keresztiil pedig azok aktivitdsanak

csOkkentésére.

A SMTNLI1 noveli a GLUT4 és csokkenti a hexokinaz Il (HK Il) expressziojit a
miotubulusokban

Bar a GLUT4 expresszioja a szuprafiziologids T3 kezelés hatdsdra ndtt a C2CI12
miotubulusokban, inzulin altal medialt transzlokacidja a sejtmembranba valdsziniileg kisebb az
IRS1 inaktivalodasa és a PI3K expressziojanak csokkenése miatt. Tovabba, a GLUT4
a hipertiredzisos human vazizom mintakban is erre utal. A SMTNLI1 overexpresszidja a GLUT4
expressziojat szignifikansan novelte, ami az eldzéekben targyalt IRS1 gatldo Ser foszforilacio
csokkentése melletta SMTNLI inzulinérzékenyitd hatasarél tanuskodik.

A C2C12 miotubulusokban a HK II expresszioja 43%-kal n6tt a T3 kezelés hatasara, ami a
glikolizis fokozodasara enged kovetkeztetni. A SMTNLI1 taltermeltetése a HK I expressziojat
25%-kal csokkentette mind Oonmagaban, mind a T3 kezeléssel kombindlva. A vazizom
gliikozmetabolizmusanak szabalyozasaban az AMPK enzimnek is kardinalis szerepe van. Mind
a hipertire6zisos human vazizombiopszidk, mind a szuprafiziologias T3 -mal kezelt miotubulusok
esetén az AMPK Thr172 foszforilacio szignifikans emelkedését tapasztaltuk. Az AMPK
foszforilacidjanak tartos megemelkedése a fehérje defoszforilaciojat végzo protein foszfataz 2A

katalitikus alegység o (PP2Aca) expresszidjanak csokkenésével magyarazhatd, ugyanis a human
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vazizom mintdk microarray analizise feltarta, hogy a PP2Aca-t kodold gén expresszidja
szignifikansan csokken a hipertiredzis soran, melyet a szuprafiziologias T3-mal kezelt
miotubulusokban fehérjeszinten is igazoltunk. Ezzel szembena SMTNLI1 overexpresszidja sem
adatok ¢és a sajat eredményeink alapjan valoszintsithetd, hogy a T3 tulkinalat hatasara az AMPK
aktivitasa n6, ami a HK II expresszidjanak novelésén keresztiil serkenti a glikolizist. A glikolizis

fokozodasanak a SMTNLI1 szab hatart a HK II expressziojanak mérséklése altal.

A SMTNL1 T3 antagonizalé hatiasa az extracellularis savasodasi ratara (ECAR) a
mioblasztokban

Modellrendszeriinkben a laktattermelés indikatorai, a savasodas alapértéke és az anaerob
glikolizis 1,4 szeresére nétt a szuprafiziologias T3 kezelés hatisara a kontrollhoz képest, amit a
glikolitikus rezerv szignifikans csokkenése kisért.Ezzel szemben az oxigénfogyasztas (OCR)
alapértéke és az aerob glikolizis mértéke nem valtozott szamottevéena 72 oras T3 kezelés
hatasara. Az ECAR mellett a magas koncentracioban jelenlévé T3 a zsirsav oxidacio-fiiggé OCR
értékét is fokozta, ami feltehetGen az AMPK emelkedett aktivitdsara vezethetd vissza. Ezzel
szemben a SMTNLI1 overexpresszidja nemcsak, hogy meggatolta a T3-indukalt anaerob
glikolizis és zsirsav oxidacio fokozodasat, de az aerob glikolizis mértékét is szignifikansan
csokkentette. A kapott adatok fényében elmondhatd, hogy a feleslegben 1év6é T3 az ECAR és a
zsirsav oxidacio-fiiggdé OCR fokozddasat indukalja, mikdzben a SMTNL1 a kiilonb6zo

anyagcserefolyamatok, foként a glikolizis szabalyozasan keresztiil antagonizalja a T3 hatasat.

A SMTNL1 szerepének vizsgalata a C2C12 sejtek homeosztazisinak és T3 -fiiggo

miogenezisének szabalyozasaban

A SMTNL1 a MYPT1 gatlasan keresztiil blokkolja a C2C12 mioblasztok migraciéjat

A SMTNLI overexpresszioja a mioblaszt sejtek migracios képességét jelentss mértékben
visszavetette. A jelenséget a SMTNL1 MP enzimet gatlo hatdsaval magyarazzuk, melynek
igazolasaranem csak a MP-t felépitd alegységek, hanem az enzim szubszratjanak (20 kDa miozin
nyert eredményeink értelmében a SMTNL1 overexpresszidja onmagaban és a T3 kezeléssel

kombinalva a MYPT1 expresszidjat szignifikansan csokkentette, mig a Thr696-os oldallanc
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foszforilaciojat szignifikansan ndvelte. A MYPT1 gatlo foszforilacidjanak novekedését mindkét
esetben az MLC20 Ser19-es oldallanc foszforilaciojanak szignifikans emelkedése kisérte. A MP
enzim Thr696 foszforilacio altali gatlasa anem izom miozin foszforilaciojanak lassabb turnoverét
eredményezheti, ezaltal stabilabb adhézios strukturak jonnek 1étre, amik akadalyozzak a sejtek

A SMTNLI fehérjével ellentétben a szuprafiziologias T3 kezelés a MYPT1 expressziojat
jelentésen nem befolyasolta, mikdzben gatld foszforilacidja és ezzel egyiitt a sejtek migracios
képessége enyhén csokkent csupan. Ugy gondoljuk, hogy bara rovidtavi, szuprafiziologias T3
kezelés és a SMTNL1 overexpresszid is a SMTNLI1 fehérje expresszidjanak novekedését
eredményezi, a kezelések MYPT1 expressziora kifejtett hatasaban tapasztalhato eltérés oka a
kétféle kezelés kiilonb6z6 érzékenységében keresendd. A MYPT1 expresszio stagnalasat azzal
magyarazzuk, hogy a szuprafiziologias T3 kezelés altal eldidézett endogén SMTNLI expresszid
novekedés nem elegendé a MYPT1 expresszidjanak befolyasolasahoz, mig a SMTNLI
overexpresszioja (fiziologias T3 koncentracié mellett) olyan mértékii ndvekményt eredményez,
ami mar képes hatékonyan gatolni a MP regulator alegységének expresszidjat, ezaltal pedig a
kismérték{i csokkenését idézte eld, ami dsszhangban van a MYPT1 gatld foszforilacidjanak

csOkkenésével. Eredményeink tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak arra vonatkozodan, hogy a

¢s a SMTNLI1-gyel kombinalva is nagymértékben emelte a MYPT2 expresszidjat, mig a

SMTNLI1 overexpresszidjanak 6nmagaban nem volt hatasa.

Osztondztek, hogy megvizsgaljuk a fehérje lehetséges szabalyozd szerepét a vazizom
miogenezisének kovetkezé 1épeséfokat jelentd differenciacio folyamatiban is. Fiziologias T3
koncentracié mellett a SMTNLI overexpresszidja a dezmin és MyHC differenciacios markerek
felregulalodasat okozza: a 2. naptdl kezdve mindkét marker magasabb szinten expresszalodik,
ami tendenciajaban a szuprafiziologias T3 kezelés dezmin és MyHC expressziora kifejtett

hatasdra emlékeztet. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a SMTNLI overexpresszidja a
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szuprafiziologias T3 kezelés hatasat mimikalja. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a SMTNL1
valtozasokon tilmenden a differenciacié soran bekdvetkezé morfologiai valtozasokat is nyomon
kovettiik. Megfigyeléseink szerint a SMTNL1 overexpresszidja kisebb méretii, de nagyobb
szamu miotubulus kialakulasat indukalja, ami tdmogatja a SMTNLI1 fehérje differenciaciot

elésegité hatasarol alkotott hipotézisiinket.

A MP regulator alegységeinek eltéré szabalyozdsa a T3 és a SMTNL1 hatasira a
miotubulusokban

hatasat is tanulmanyoztuk, kiilonds tekintettel a T3 hatdsmechanizmusanak kialakitasaban
szerepet jatszo regulator fehérjék (DIO2, TRa) expresszidjara. Modellrendszeriinkben a D102
expresszidja fizioldgias koriilmények kozott egészen a 4. napig ndvekvo tendenciat mutat (ami
egybeesik az érett miotubulusok kifejlédésével), majd ettdl kezdve mar nem valtozik
szignifikansan. A szuprafiziologias T3 kezelés a 3. napig fokozatosan emelte a DIO2
expressziojat, ami a 4. naptol kezdddden azonban latvanyos csdkkenésnek indult, egy negativ
visszacsatolasi mechanizmus bekapcsolasat feltételezve. A TRoa expresszidja mar a
mioblasztokban is detektalhato; szintje a fiziologias T3 koncentracié mellett n6tt a differenciacio
soran, mig szuprafiziologias T3 kezelés hatdsara a 4., 5. és 6. napon (tehat a kifejlett
miotubulusokban) szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz viszonyitva, ami §sszhangban
van az érett miotubulusok 72 6ras T3 kezelése soran kapott eredményekkel.

Fiziologias T3 koncentracié mellett a MYPT2 expressziojanak novekedését, miga MYPTI
expresszidjanak nem szignifikans visszaesését tapasztaltuk a 6 napos kisérleti periodus végére,
mikdzben a PP1cd expresszidja a teljes idGtartam alatt valtozatlan maradt. Az eredményekbdl
kitlinik, hogy mig a mioblasztokban a PP1cé inkabb a MYPT1 izoformaval alkot komplexet,
addigaz érett miotubulusokban els6sorban a MYPT2 az, amely a PP1c3-val kozosen vesz részt a
MP holoenzim felépitésében. Erdekes modon a szuprafiziologias T3 kezelés a differencialods
mioblasztokban a MYPT2 expresszidjat nvelte, miga PP1cd és a MYPT1 expresszidjara nem
volt hatassal, ahogy azt a proliferativ fazisban 1évé mioblasztok vizsgalatanal is tapasztaltuk.

A miotubulusok vizsgalatanal is hasonlé eredményre jutottunk: a MYPT1 expresszioja T3
kezelés hatasara nem valtozott, de a SMTNLI overexpresszidja és a kombinalt kezelés

szignifikans visszaesést okozott a fehérje relativ expressziojaban. Ezzel szemben a MYPT2
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expresszidja dramaian, 56 és 54%-kal emelkedett a T3 kezelés, valamint a kombinalt kezelés
hatasara, mikozben a SMTNLI1 overexpresszidja nem volt hatassal ra. A PP1cd expresszioja kis
mértékben ndtt a T3 kezelés és/vagy a SMTNL1 overexpresszidjanak kovetkeztében. A
mioblasztokon és a miotubulusokon nyert eredményeket 6sszegezve ugy tlinik, hogy a T3 és a
SMTNLI1 szelektiven szabalyozzak a kiilonb6zé MYPT izoformak kifejez6dését mind a
differencialatlan, mind a mar differencialodott sejtekben.

A MYPT1/2 Thr696-os oldallancanak gatlo foszforilacidja szignifikansan megemelkedett
mind a T3, mind a kombinalt kezelésnek kdszonhetden, mig a SMTNL1 overexpresszioja
6nmagaban marginalisan szignifikdns novekedést produkalt a miotubulusokban. A
mioblasztokban és a miotubulusokban tapasztalt T3 és/vagy SMTNLI altali MP enzimgatlas azt
mutatja, hogy a T3 és a SMTNLI1 differenciaciot eldsegitd hatdsanak megjelenésében a

differenciacios markerek felregulalasan feliil a MP enzim gatlasanak is szerepe lehet.

A T3 és a SMTNLI1 hatdsa egy alternativ MP szubsztrat, a NKA expressziéjira és
aktivitasara a miotubulusokban

A C2C12 mioblasztokban kimutattuk a NKA ¢és a MYPT Kkoprecipitaciojat, ami arrol
arulkodik, hogy a NKA képes a MP-hoz k6tédni annak szabalyozo alegységén keresztiil. A T3
kezelés 6nmagaban és a SMTNLI taltermeltetésével kombinadlva 41 és 32%-kal serkentette a
NKA expresszidjat, miga SMTNLI overexpresszidja nem befolyasolta azt. A NKA Ser23-as és
Serl6-o0s gatlé foszforilacios helyeinek vizsgalatakor mind a szuprafiziologias T3 kezelés, mind
a SMTNLI overexpresszid kovetkezményeként szignifikansan emelkedett foszforilaciot
mutattunk ki. Ez vélhetéen a MP enzim megnovekedett gatld foszforilacidjanak koszonhetd,
amely igy nem képes defoszforilalni a NKA-t. Ezt a megfigyelést egérbdl izolalt m. plantaris
izompreparatum PP1 szelektiv inhibitorral (TMC) vald kezelése is alatdmasztja, melyben
fokozott NKAal Ser23-as foszforilaciot detektaltunk. Ezen eredmények alapjan kijelenthetjiik,
hogy mind a T3 mind a SMTNLI a kiilonb6z6 MYPT izoformak, ezaltal pediga MP holoenzim
gatlasan keresztiil részt vesz a NKA foszforilacios allapotdnak szabalyozasaban. A pumpafehérje
hipofunkcidja esetén a membranpotencial pozitivabb, a sejtmembran depolarizaltabb, emiatt a
fesziiltségfiiggé Na* csatornak egy része inaktivalt allapotba kertil, ezért az akcids potencial
amplituddja kisebb, kevesebb Ca?* szabadul fel ami kisebb mértékii 6sszehtizodast, ezaltal pedig

izomgyengeséget eredményez, ami magyarazhatja a hipertire6zisos betegek izompanaszait.
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Osszefoglalas

Vizsgalataim soran a vazizom adaptalodasat szabalyozni képes transzkripcios kofaktor, a
SMTNLI1 fehérjének a hipertire6zisos vazizom anyagcseréjében betdltott, valamint a C2C12
sejtek miogenezisében és homeosztazisaban jatszott szabalyozo szerepét tanulmanyoztam.

Human eu- és hipertiredzisos vazizom biopsziak western blot analizise feltarta, hogy a
SMTNLI1 expresszidja dramaian csékken a hipertiredzis hatasara, az I és Ila tipusu rostok
markerfehérjéinek szamottevd csokkenése mellett. A differencidltatott C2C12 sejtekben a
TRa/TRP ardny csokkenését, a MyoD1 szignifikans novekedését, valamint megemelkedett IRS1
gatld Ser foszforilaciot és a PI3K expresszid visszaesését detektaltuk a szuprafiziologias T3
kezelés hatasara, mig a SMTNL1 overexpresszidjaa TRa expresszidjat, valamintaz IRS1 Ser
foszforilacidjat markansan csokkentette. A megnovekedett IRS1 Ser foszforilacio a
szuprafiziologias T3 kezelés kovetkeztében aktivalodott IRS1 kinazok, mintaz ERK1/2 és a INK
tevékenységének eredménye, melyet a hipertiredzisos human mintak Proteome Profiler elemzése
is alatamaszt. Az IRS1 kinazok hatasaita SMTNL1 overexpresszidja képes volt semlegesiteni a
miotubulusokban. A T3-mal kezelt sejtekben a PP2Aca expressziojanak csokkenése az AMPK
foszforilacié tartds megemelkedését vonta maga utan, ami a HK II expresszidjanak indukalasan
keresztiil fokozta a glikolizist. A mioblasztok Seahorse analizise ravilagitott, hogy T3 kezelésre
fokozodik a laktattermelés és a zsirsav oxidacio, melyeket a SMTNLI1 overexpresszidja
eredményesen gatol. Eredményeink alapjan a SMTNL1 fehérje inzulinérzékenyité és T3
antagonizald hatasa révén képes a hipertireozis és az azt kisérd inzulinrezisztencia mérséklésére,
melyet tobbek kozott az IRS1 kindzok aktivitasanak, valaminta HK Il enzim expresszi6janak
csokkentésén keresztiil ér el.

Bizonyitottuk, hogy a C2C12 mioblasztokban a MP felépitésében a PP1cd melletta MYPT1

izoforma vesz részt. A sejtek karcolasi esszéje soran azt tapasztaltuk, hogy a SMTNLI

differenciacios markerek expressziojanak novelésén keresztiil. Megallapitottuk, hogy a kifejlett

miotubulusokbanaPP1cdels6sorban a MYPT2 izoforméaval alkotkomplexet, melynek aktivitisa
T3 altal regulalt. A MP T3 és SMTNLI altali gatlasanak koszonhetéen az NKA foszforilacidja
jelentés mértékben nd, amia pumpafehérje blokkolasat okozza, ezzel hozzajarulvaa hipertire6zis

soran tapasztalhatd izomgyengeség kialakulasahoz.
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