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Bevezetés

Az endometrium funkciondlis elvaltozasai magasan hajlamositanak fertilitasi zavarok
kialakulasara, illetve felvetik az eltérés alapjan kialakuld daganatos betegségek megjelenését
is (1). Az uterus malignus elvaltozasai magas incidenciaval és malignitassal jelentkeznek
fertilis és posztmenopauzalis korban 1€vé ndk esetén egyarant. A ndi reprodukcios traktusbol
ered6 daganatok kialakuldsanak megértéséhez elengedhetetlen az endometidlis sejtek
fliggvényében, mivel a sejtek ezen folyamatok soran jelentés morfologiai és funkcionalis
atalakulason mennek keresztiil, melyben bekdvetkezd hibas szabalyozas alapot szolgaltat
szoveti €s szervi szintli elvaltozasok megjelenésére (2). Tovabba az elégtelen szteroidhormon
valasz, avagy a hormonalis eltolodas infertilitasi rizikot hordoz magaban. Ezen hormonalis,
funkciondlis és daganatos eltérések gyakorta mutatnak Osszefliggést inzulinrezisztencia
fennallasaval, mely kapcsoltsag molekularis hattere még nem tisztazott (3).

A smoothelin-szerli fehérje 1-et (SMTNLI) izombdl és szteroidhormonokra érzékeny
szovetekbdl izolaltdk, illetve ismeretes a fehérje kiilonbozd sejttipusok esetén betoltott
kontraktilis funkciot szabalyozo szerepe, melyet a miozin foszfataz (MP) holoenzim gatlasan
keresztiil valosit meg (4). Emellett a SMTNLI a protein kinaz A altal a Ser301 helyen térténd
foszforilacid utdn a sejtmagba transzlokalodik, és a progeszteron receptor-B transzkripcids ko-
aktivatoraként mikodik, ezaltal képes szamos gén expresszidjat modositani (5). A SMTNLI1-
null egerek csokkent reprodukcids képességet mutatnak és prediszponaltak a 2-es tipusu
cukorbetegség kialakulasara (6). Ugyanakkor a SMTNL1 endometrialis hamsejtekben betoltott
szerepét eddig még nem irtdk le, viszont mivel eldzetes irodalmi adatok a MP holoenzim
szabalyoz6é miozin célz6 alegység 1 (MYPT1) expressziojanak csokkentésén keresztiil
Osszefiiggésbe hoztdk az SMTNLI1-et a méh simaizom téonusanak szabalyozasaban vemhes
egerek esetén, kinadlkozik a fehérje szerepének mélyebb tanulmanyozasa az endometrialis
szovetek és sejtek fizioldgias és pathologias folyamatiban (6).

A MYPT] fehérje az MP enzim szabalyoz6 alegysége, mely egy Ser/Thr-specifikus 1-
es tipusu protein-foszfataz és protein foszfataz 1c (PP1c) katalitikus alegységgel rendelkezik
(7). Az MP, mint a sejtek kontraktilis funkcidinak egyik f6 modulatora mar jol ismert, azonban
szdmos egyéb MP-fliggd élettani folyamat is azonositasra keriilt az elmult években, melyek az
MP tumorszuppresszor szerepére utalnak (8). Az MP-t lokalizaciojat mar tobb sejtvonal

sejtmagi frakcidjaban is igazoltak, illetve hepatocellularis karcindma (HCC) esetén a MYPT1



csOkkent expresszidjat és az MP csokkent aktivitdsat irtdk le (9).Az MP génexpresszid
szabalyozasaban betoltott szerepét feltartadk, mint a MP/PRMT5/hiszton jelatviteli utvonal
egyik elemét sejtekben (9). A protein arginin-metiltranszferaz 5 (PRMTS), mint a metiloszoma
komplex része, képes a hiszton 2A ¢és 4 fehérjék szimmetrikus arginin dimetilacidval
modositani, amely poszttranszldcios modositas felboritja olyan tumorszuppresszorok és
protoonkogének expresszids tengelyét, mint pl. a retinoblasztoéma vagy a p53 tumorszupresszor
(p53) fehérje (9). Az MP egyik lehetséges felsd szabalyozd eleme a Mg?*-fiiggd 1B protein-
foszfataz (PPMIB), amelyet MYPT-kotd fehérjeként tomegspektrometrids elemzéssel
azonositottak annak intranukledris interaktomjabol (10,11). Mivel az endometrialis, de a
cervicalis carcinomdk estén is szamos esetben deprimdlt protein foszfatdz expressziot
rogzitettek, mely korreldlt a tumorok tumor/nyirokcsomo-é€rintettség/metasztazis (TNM)
stadiumaval ¢és klinikai progresszidjaval (12), siirgeté olyan tanulmény kivitelezése, mely
olyan jelatviteli utvonalat tanulmanyoz uterus karcinoma esetén, mely fokuszéban

meghibasodott protein foszfataz jelatviteli utvonal all.
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Irodalmi attekintés

A fehérjék poszttranszlacios modositasai és szerepiik fiziologias és

pathologias folyamatokban

A fehérjék poszttranszlacios modositasai

Az eukaridta sejtekben a fehérjék transzlaciojat és foldingjat kovetéen
poszttranszlacidos modositdsok nytjtanak lehetdséget az eldallitott fehérje tovabbi aktivitdsanak
szabalyozéasara, a sejten bellli kompartmentekbe valé juttatasara, avagy a fehérje
eliminacidjara. A fehérjék transzlacié utani moddositasai kozil a leggyakoribbak a
palmitoilacié, prenilacio, foszforilacio, proteolizis, ADP-ribozilacio, karboxilalas,

ubikvitinalas, acetilacio, protedlizis, metil&cio és hidroxilacio
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1. dbra: A fehérjék poszttranszlacios modositisai: A fehérjék transzldacidjuk utan szamos modositason eshetnek at
poszttranszlacios modositas réven.. Az abra a biorender.com feliiletén késziilt.
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(13,14) (1. abra). A poszttranszlaciés modositasok jelentdségét hivatott jelezni, hogy ezen
szabalyozott folyamatok meghib&sodasa nem csak az adott fehérje és igy a sejt diszfunkcidjat
idézheti el6, hanem alapja lehet az egész szovet, avagy szerv patholdgias funkciovesztésének,
sulyosabb esetben akar daganatos sejtburjanzast okozhat jelatviteli folyamatok felboritasaval
(15,16). A poszttranszalaciés modositasok lehetnek reverzibilisek, illetve irreverzibilisek,
modositds megvaltoztatja a kérdéses fehérje térszerkezetét, azéltal atalakul a fehérje és

kérdéses kolcsdnhato partnere kozott kialakitéséd fehérje-fehérje kdlcsonhatas (17,18).

A protein foszforilacio jelentosége

Habar a poszttranszlaciés maédositasok skaldja széles (18), a protein foszforilacio
fontossaga vitathatatlan (2. dbra). Ezen reverzibilis modsitas leirdsa egészen 1943-ra teheto,
amikor is Cori és Green glikogén metabolizmust feltérképez6 vizsgalatai nyoman azonositottak
(19) a glikogén lebontasat szabalyozo protein foszfatdz 1 enzimet (PP1, avagy foszforilaz
foszfatdz), mely foszfatdz miikodése soran foszfat csoportot tavolitott el szubsztratjarol, a
glikogén foszforilazrol, azaz defoszforildlta azt, ezen mddositds eredményeképpen pedig
csokkent a glikogen lebontasanak rataja. Ezen defoszforilacid reverzibilis voltat biztositd
protein kinaz felfedezése 1955-re tehetd, illetve Edmond H. Fischer és Edwin G. Krebs
nevéhez fiizodik, akik a glikogén foszforilaz szabalyozasanak vizsgalata soran kimutattak az

enzimet aktivald protein kinaz létezéseét (20).

modosult aktivitds, @ H 20
fehérje-feheérje
interakciok, féléletidd, g s o7
membranpermeabilitas DefOSZforﬂaCIO
' ____—— Protein foszfatazok

jelatviteli dtvonalak szabalyozasa,
protoonkogén szignalizacié regulacidja

*—— Protein kinazok

' Foszforilacio
fiziolégiai és patholégias folyamatok i i e e e
szabdlyozasa ADP ATP

2. abra: A fehérjék foszforilicio mechanizmusa és lehetséges kovetkezménye. A fehérje foszforilaciot végzo kinazok a
modositashoz sziikséges foszfat csoportot ATP termindlis foszfatiabol nyerik. A folyamat reverzibilizasarol a protein
foszfatazok gondoskodnak. A modositott fehérje aktivitisa megvaltozhat, ezaltal jelatviteli utvonal indulhat meg a sejten
beliil. A szabalyozdsi mechanizmus felboruldsa pathologias kévetkezményekel jarhat. Az dbra a biorender.com feliiletén

késziilt. ATP: adenozin trifoszfat, ADP: adenozin-difoszfat
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A foszforilacié létrejottéhez a protein kindzok leggyakrabban az ATP termindlis
foszfatcsoportjat hasznaljdk fel foszfatdonorként (2. abra) (21), melyet a feheérjék
hidroxilcsoportot tartalmazd Ser, Thr avagy Tyr oldallancaihoz kovalensen kapcsolnak. A
protein foszfatazok ezen foszfatcsoport hidrolizisével allitjak vissza a defoszforilalt allapotot
(22). Ezen modositas eredményeképp a szubsztrat fehérje aktivitdsa mddosulhat, ezen felil
megvaltozhat a fehérje-fehérje kolcsonhatasok szama és eréssége, illetve modosulhat a fehérje
féléletideje és membranpermeabilitasa is (16).

Amennyiben a foszforilacion-defoszforilacion ates6 fehérje egy jelatviteli utvonal
tagja, a poszttranszlacios modositas a szignalizacios kaszkad lefolyasat is befolyasolhatja, igy
esély nyilik szdmos élettani folyamat preciz szabalyozésara, mint pl.: az izomdsszehuzddas,
vagy az inzulin jelatviteli kaszkad. Amennyiben a fiziol6giés szabalyozési mérleg felborul akéar
a foszfatdzok, akar a kinazok javara, az a jelatviteli folyamat zavara révén protoonkogén
jelatvitelt is megindithat (2. dbra) . A fehérjék foszforilalt/defoszforilalt allapotat
altalanossagban a sejtben jelen 1évo protein kindzok ¢€s protein foszfatdzok kifejezodésének
ardnya, illetve aktivitasa szabja meg (22). A fizioldgiés protein kinaz és foszfatdz egyensuly
eltolodasa barmely iranyba metabolikus és onkogén rendellenességek kialakuldsanak ad
lehetéséget (23).

A protein foszfatazok szerepe és csoportositasa

A protein foszfatdzokat els6ként specifikussdguk alapjan csoportositottadk, mely
felosztas soran beszélhetlink Ser/Thr-specifikus és Tyr-specifikus protein foszfatazokrol,
illetve kettds specificitasu protein foszfatdzokrél, melyek mindhdrom aminosavmaradékral
képesek eltavolitani a foszfatcsoportokat (24). 1988-ig a Ser/Thr-specifikus protein
foszfatazokat négy nagy enzimcsaladba soroltak aszerint, hogy a foszforilaz kinaz fehérje
melyik alegységén képesek modositast végezni, illetve, hogy gatolhatéak-e kis molekulasulyd
hostabil inhibitor fehérjékkel (I-1 és 1-2). Ezen megfontoldsok alapjan a protein foszfatdzok
négy enzimcsaladja az alabbiak szerint alakult: protein foszfataz-1 (PP1), a protein foszfataz-
2A (PP2A), PP2B és PP2C (22). A foszforilaz kinaz a alegységének modifikaciojaért a 2-es
tipusu protein foszfatazok felelnek (PP2A, B és C), mig a PPl csalad a B alegység
defoszforilacidjat katalizalja. A kis molekulasulyd 1-1 és 1-2 inhibitor fehérjékkel val6
megfontolas alapjan, amennyiben a gatlas megvaldsul ezen fehérjék altal, akkor a kérdéses
foszfataz a protein PP1 szupercsalad tagja, mivel a protein foszfataz 2 (PP2) szupercsalad

aktivitasat ezen gatlofehérjék nem mddositjak (22).
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A 2000-es években az protein foszfatdz enzimek aminosav szekvencijanak vizsgalata
eredmeényeként egy Uj osztalyozasi rend honosodott meg, mely a katalitikus alegységek négy
csoportjat hozta létre. Ezen felosztas alapjan megkulonboztetiink Tyr-specifikus protein
foszfatazokat (PTP), melyek katalitikus alegységiik aktiv centrumaban Cys oldallancot
tartalmaznak, Ser/Thr specifikus foszfoprotein foszfatazokat (PPP), amelyek stabilitasuk
érdekében Zn?*-és Fe?" ionokkal alkotnak komplexet, fémion-fiiggd foszfatazokat (PPM),
amelyek stabilitasukat Zn?* és Fe?* ionon kivil még Mg?* és Mg?* ionnal is biztosithatjak,
illetve aszpartat-fiiggé protein foszfatazokat, melyek Kkatalitikus alegységiikben DxDxT
motivumot tartalmaznak (3. dbra).

A Tyr specifikus protein foszfatazok osztalyozéasa a kovetkez6képpen alakult: protein
tyrozin foszfatdzok (PTP), a dudl specifikus foszfatdzok (DUSP), melyek mind Tyr, Thr és Ser
oldallancok defoszforilaciojara is kepesek, illetve vegezetul a csoport tagjai a lipid foszfataz
(PTEN) enzimek.

A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok koziil kiemelkedd jelentséggel birnak a PP1
szupercsaladhoz tartoz6 enzimek, mivel eukariota sejtekben nagy szdmban fordulnak eld,
illetve esszencialis jelatviteli folyamatok széles skalajat szabalyozzak (25). A szupercsalad
tagjainak katalitikus alegysége a 31-35 kDa molekulatomegli PP1c, aminek szerepe van a
meidzis, apoptézis, fehérje szintézis, neurotranszmitter kibocsatas, citoszkeletalis

ujrarendez6dés folyamatainak lebonyolitasaban (26).

A protein-foszfataz-1 (PP1) enzimcsalad

A PP1c katalitikus alegységnek human szervezetben tobb izoforméaja létezik, melyet
mai ismeretink szerint harom gén: a PPP1CA, PPP1CB és PPP1CC kodol (27,28). A harom
gén termékeinek alternativ splicingja szamos mas izoforma kialakulasat eredményezi, amelyek
aminosav szekvenciaja kb. 90%-os szekvencia hasonlosidgot mutat, katalitikus centrumuk
pedig erdsen konzervalt (26,29). A PP1c¢ katalitikus helyét javarészt savas aminosavmaradékok
veszik koriil (30,31), mely jelenség magyarazatot szolgaltat arra a tényre, hogy a PP1c miért
preferdlja a foszforilaz kindz B-alegységét, a savasabb tulajdonsagli a-alegységgel szemben
(32).

A szabad PPlc egyedi jellemzdje, hogy szubsztratjainak defoszforilalasa soran nem
meghatarozott konszenzus szekvenciat ismer fel, hanem a hatékony szubsztratkotés feltétele az
aktiv helyétdl tavol elhelyezkedd felszini dokkold6 motivumoktol fiigg. A szabad PPlc

katalitikus alegység rendkiviil széles szubsztrat-specifitast mutat (30).
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A PPlc szubsztratjai két nagy csoportra oszthatok a katalitikus alegység irdnti affinités
alapjan. Egyes szubsztratok (példaul a tumorszuppresszor BRCA1) magas affinitasal ktddnek
a PP1c-hez, vele stabil heterodimer komplexeket alkotnak (33). Ezzel szemben a szubsztratok
masik csoportja (példaul a glikogén-foszforilaz) csak gyenge kolcsonhatasokat alakitanak ki
PPlc-vel, és stabil komplexek kialakitdsira nem képesek (34). Ezen szubsztratok
defoszforilaciéjahoz olyan PP1lc-hez kapcsolodo, szabalyozo alegységre van sziikség, amely
tovabbi szubsztrat-dokkold helyeket biztosit.

Ezen szabad PP1c-hez gyenge affinitassal kot6do szubsztratok miatt jellemz6é a PP1c
tartalmu protein foszfatdzok felépitésére a holoenzim szerkezet, mely egy katalitikus PP1c és
egy szabalyozd alegységb6l all, melyek meghatdrozzdk az enzimkomplex miikodését,
biztositjak a katalitikus alegység szubsztrat-specificitasat, illetve az enzim szubcelluléris
kompartmentbe val6 iranyitasat (35). A PPlc katalitikus alegység sejteken belll betoltott
széleskorli szerepét a hozza kotddni képes szabalyozd alegységek nagy szdma biztositja,
melyekbdl jelenleg kb. 200 kertilt leirasra (36).

A szabalyozo6 alegységek a PP1c k6té motivum (R/K)-(V/1)-X-(F/W), (avagy roviden
RVXF szekvencia, ahol az x prolint kivéve barmely lehetséges aminosavat jel6l) segitségével
kapcsolodnak a katalitikus PP1c alegyseg hidroféb &rkdhoz (36,37). Ezen szabalyozo
alegységek szintén a PP1 szubsztratjai lehetnek (35). Az ismert szubsztrat szabalyozo
alegységek kozel fele onmagéaban is rendelkezik enzimatikus funkcioval, melyek PP1 altali
defoszofilaciot kovetden valnak aktivva, mint példaul a BRCAI, a fokalis adhézios kinaz
(FAK), és a kaszpaz-2 (38-41).

A szabalyozd alegység specifikus szerkezete a PPl-et képes olyan
sejtkompartmentekhez irdnyitani, mint a plazmamembran (pl. integrin allB), mitokondriumok
(pl. nem hagyomanyos prefoldin RPBS5 kdlcsonhatas-fehérje: URI), endoplazmatikus
retikulum (pl. génaktivalassal szabalyozott DNS-kéarosodasi 34 fehérje: GADD34), az aktin-
citoszkeleton (pl. spinofilin), kromatin (pl. Repo-man) és nukleoluszok (pl. MIF4G domén 1-
el rendelkez6 nukleolaris fehérje 1: NOM1) (42).

Egyes szabalyozo alegységek iranyitd képessége nem korlatozodik egy szubsztratra,
ilyen tipust szabalyozo alegységek koziil ismeretes pl.: a GADD34, a miozin-foszfatdz célzo
alegység 1 (MYPT1), a foszfoprotein-foszfatdz 1 nuklearis célfehérjéje (PNUTS). A GADD34
a PPlc katalitikus aktivitdsat az eukariota iniciacios faktor 2 alfa alegysége (elF2a), a
transzformaldé novekedési faktor béta receptor 1 (TGF-B-R1), és az I-xB kinaz (IKK)
defoszforilacidjahoz rendeli (43). APNUTS a PP1c-t a y-aminovajsav receptorhoz, az limfocita

citoszkeletalis fehérje 1-hez (LCP1) és a telomer ismétlddés kotod faktor 2 (TRF2) fehérjékhez
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iranyitja (44). A MYPT1 szabdlyozé alegység interakcios repertorarja igen széles, melyek
koziil megemlitenddek pl.: a retinoblastoma-fehérje (pRb), a miozin, €s a moezin, amelyek igy

PP1c altali defoszoforilacioval befolyasolhatova valnak (45).

A fémion-fiiggo protein foszfataz (PPM) enzimcsalad

A fémion-figgd protein foszfataz (PPM, mas néven PP2C) csalad tagjai Ser/Thr
specifikus protein foszfatazok, melyek aktivitdsukhoz és stabilitasukhoz kétértékii fém
ionokkal alkotnak komplexet. A PPM szupercsalad tagjai a PPP enzimektdl eltéré6 moédon nem
tartalmaznak szabélyozé alegységet, katalitikus alegységiikben talalhatéak azon domének,
melyek meghatarozzak a szubsztratspecificitast, és szabalyozzak aktivitasukat (46). A PPM
enzimcsaladbol human szervezetben eddig 20-at azonositottak, melyek kozul a legjobban
tanulmanyozottak a PPM1A, PPM1B és PPM1D izoformak. Katalitikus alegységik azon
doménje, mely a Mg /Mn?* ion kelatkstéséért felelds jelentésen konzervalt, és biztositja az
enzim aktivitdsat (47). El6zetes irodalmi adatok kimutattdk, hogy vas (II)-ionok is
stabilizalhatjak a PPM foszfatazok szerkezetét, am a kadmiumion gatlo hatast gyakorol a PPM
protein  foszfatdzokra (47). A katalitikus centrumban elhelyezked6  fémkotd
aminosavmaradékok a stabilitas biztositasan til szerepet jatszanak a PPM foszfatazok
aktivitasanak szabalyozasaban is (48). A PPM enzimcsalad tagjai részt vesznek a sejtciklus, a
sejtdifferenciaci6  szabalyozasaban, tovabba szerepet jatszanak  immunvalaszok
koordinalasaban is (49). A PPM-foszfataz gének mutacidja, tlzott kifejez6dése vagy hianya
abnormalis sejtvalaszokat eredményez, amelyek kiilonféle malignus daganatok kialakulasahoz
vezethetnek (50).

A PPMI1A ¢és PPMI1B N-termindlis régioi 76%-os azonossdgot mutatnak, illetve
késObbi kutatasi munkank soran mindkét izoforma emlitésre keriil, ezért a kovetkezd

fejezetben ismertetni kivanom a két protein foszfatazt.
A Mg*'Mn**-fiiggé protein foszfatiz 1 A (PPM1A) szerkezete, szerepe és jelentésége

A PPMI1A kristalyszerkezetét Barford és munkatarsai 1996-ban jellemezték elészor
(51), és ez az egyik legjobban karakterizdlt PPM foszfataz, mely megtalalhaté human
szervezetben. Kifejezddési szintje a Human Protein Atlasz adatai alapjan kiilonlegesen magas
a herében és a csontveldében (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000100614-PPM1A). A
PPM1A két doménbdl, egy N-terminalis katalitikus doménbdl és egy 90 aminosav hosszusagu

C-terminalis részbdl all. A katalitikus domén kdzpontja egy B-szendvics, amely két manganiont
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tartalmaz, €s a-hélixek veszik koriil, stabilizalva a szerkezetét. A PPM1A aktivitdsa Mn?* vagy
Mg*" ionoktol fligg, bar tovabbi kutatdsok alapjan akar vas-(II)-ionok is biztosithatjak a
katalitikus aktivitast, mig a kadmiumionok gétolhatjak a PPM1A miikodését (48). A PPM1A
kristalyszerkezetének elemzése alapjan a fehérje rendelkezik még egy P-szallal, amely a
katalitikus kdzpont felé néz, illetve hasonld pozicidba hajlik az N-terminusa is (48). APPMI1A
szekvenciajaban masodik Gly N-mirisztoil modositasa hatdrozza meg az enzim membranhoz
valo kotddését €s a szubsztrat felismerést is (48).

A PPMI1A szamos szisztémas funkcid szabalyozasdban vesz részt, Ggy, mint az
angiogenezis, a gyulladds és az immunvalasz, kiilonb6zd jelatviteli utvonalakon keresztiil.
Ezen folyamatokban betoltott szabalyozo szerepe annak kdszonhetd, hogy szdmos jelatviteli
utvonal, mint példaul a p38 mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK), a c-Jun N-terminalis kindz
(JNK), és a TGF-p jelatviteli utvonal szerepldjeként tartjak szamon (52).

Eldézetes irodalmi adatok alapjan a PPM1A fontos szerepet jatszhat a huméan malignus
daganatok kialakuldsaban. Mivel a PPM1A képes defoszforildlni a TGF-B utvonal alsobb
elemeit, nevezetesen a SMA és MAD homolog fehérje csalad 2/3 tagjat (SMAD2/3), ezaltal
képes gatolni a TGF-B jelatviteli utvonalat (53). Tovabba recidivara hajlamos betegek
holyagrak biopszidiban csokkent a PPMI1A kifejezddése (54). Ezen csokkent PPMIA
expresszid egylitt jart holyagrak szovettani tipusanak alacsony differencialtsaggal,
izominvazivitdsaval és rosszabb prognodzissal. Ezen Osszefliggések azt sugalljak, hogy a
PPM1A aktivitdsa ¢és fiziologias kifejez0dése gatolhatja a daganatképzdodést (55).
Osztrogénreceptor-negativ emlérakban szintén csdkkent PPM1A expresszidt regisztraltak,
Osszehasonlitva 0sztrogénreceptor-pozitiv tipussal (50). Tovabba lejegyzett irodalmi adat,
miszerint a PPM1A elvesztése eldsegiti a tripla negativ emldrak kialakuldsat, ami arra utal,
hogy a PPM1A alapvetd tumorszuppressziv funkcioval bir a rossz prognoézisii emldrakok

kialakulasa soran. A PPM1A kiiitése fokozta az HepG2 sejtek proliferaciojat (56).
A Mg*/Mn?**-fiiggé protein foszfataz 1 B (PPM1B) szerkezete, szerepe és jelentGsége

A PPM1B-t, (mas néven PP2CP) el6szor 1992-ben azonositottdk (57). A human
PPM1B a kettes kromoszoman talalhat6 gén altal kddolt, jelenleg 6t izoforméaja ismert, melyek
szamos szovetben expresszalodnak, mint pl.: PP2CB1 és PP2CPB2 vaz-és szivizomban, mig a
PP2CP3, PP2CpB4 és PP2CB5-0s izoformat gasztrointesztinalis traktusban és a herében irtak le
(58).
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A PPM1B fehérje N-terminalisan talalhato a katalitikus domén, mely 310 aminosavbol
all, melyben benne foglaltatik az enzim aktivitasaért felelés, Arg33-tol Asp247-ig terjedd
katalitikus centrum. Az enzim C-terminalisa felelés a szubsztrat felismeréséért és kotéséért (4.
abra) (59).

35R Regulatorikus D247

domén

N-terminais | ‘ Katla"t'.kus PPM1B Szubsztrat '] C-terminalis

4. abra: A PPM1B szerkezete. Az abran feltiintetett szerkezeti elemek: N-termindlis, katalitikus domén, szabalyozo domén,

szubsztrat koté domén. Az abra a biorender.com feliiletén késziilt.

A PPM1B protein foszfataz szabalyozasa kevéssé ismert. Expresszidjanak
csokkentésében szerepet jatszik a miR-181a-5p, illetve a miR-186 mikroRNS-ek, melyek a
csokkentik az mRNS stabilitasat (60). A PPM1B transzkripcidjanak szabalyozasaban részt
vesz a Forkhead Box O3 (FOXO3) foszforilalt allapotban (61). A TNF-a jelatviteli titvonal
aktivalodasa esetén a protein kindz A (PKA) képes a PPM1B-t foszforilalni a Ser195
oldallancon, ezzel kijel6li a fehérjét ubiquitinacio altali degradaciora (62).

A PPM1B kolcsonhato partnerei kozott leirtak a ,,RAS protein aktivator-szerti fehérje
2”-t (RAS protein activator like 2), amely a PPM1B-vel komplexet képezve csokkenti az AMP-
aktivalt protein kinaz (AMPKa) foszforilacidjat (63). Azonositottdk a PPM1B szerepét tovabba
még a p53-as fehérje defoszforilalasaban is, melyhez a PPM1B a glioma amplifikalt szekvencia
41 (GAS41)-es fehérjével alkotott komplexe szilkseges (64). Az ubiquitin-specifikus proteaz
12 és 46 (USP12 és USP46) biztositia a PPM1B stabilitasat az altal, hogy PPM1B-rél
eltavolitja az ubikvitin oldallancot, igy a PPM1B dont6 szerepet tolt be tumor sejtek kemokin
termelésének szabalyozéasaban (65). Végezetll hepatocellularis karcinomaban a tripartit
motivumot tartalmazé fehérje 59 (TRIM59) PPM1B-vel kialakitott kdlcsdnhatasa a PPM1B
degradécidjat okozta (66). A PPM1B lokaliz&cidja nem korlatozddik a sejtek citoplazméjéra,
hanem megtaldlhatdé a nuklearis kompartmentben is. Jelenlétét leirtdk HepG2 sejtek
sejtmagjaban, mint a MYPT1 fehérje sejtmagi kdlcsonhato partnerét (9).
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A miozin foszfataz (MP) szerkezete, szabalyozasa és jelentosége

A miozin foszfataz szerkezete

A MP a PP1 szupercsaldd tagjaként 36 kDa molekulatomegii katalitikus PPlc
alegységet tartalmaz, mely rendhagyé modon nem a PP1-re jellemz6 dimer szerkezetet vesz
fel, hanem holotrimer komplexet alkot a MYPT1 szabalyozo alegységgel, illetve egy 20 kDa
molekulatomegii, eddig ismeretlen funkcidju alegységgel (M20) (5. abra) (8,67).

PP1c

SKVKF

jﬁnkirin ismétlédések
N-termindlis CW MYPT1

PP1cd cipér

C-terminalis

5. dbra: A miozin foszfataz szerkezete. A MP holoenzim PP1co katalitikus, MYPTI szabalyozo és M20 ismeretlen funkcioju
aleységbdl épiil fel. A MYPTI abran feltiintetett régioi: N-termindlis, KVKF szekvencia (PPlc-koté motivum); ankyrin
ismétlédési régio,; Leuucin cipzar, C termindlis. Az dbra a biorender.com feliiletén késziilt.

MYPTI1: miozin célzo alegység 1, M20: 20 kDa molekulasulyu alegység, PP1cd: PPIc katalitikus alegység

A MYPTI szabalyoz6 alegység a MYPT fehérjecsalad tagja. A csalad tovabbi jelentds
tagjai kozott megemlitendd még a MYPT1 fehérjén kivil a MYPT2, a 85 kDa
molekulatomegli miozin-kotd alegység (MSB8Y), illve a TGFp altal gatolt membranasszocialt
fehérje (TIMAP) is, mely fehérjék mind kiilonbozé génrdl irodnak at (68). A MYPT

fehérjecsalad kozos jellemzoéjeként emlitendd, hogy a PPlc katalitikus alegységgel valo

= sz

helyezkednek el.
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A human MYPT1-et a 12. kromoszdéma révid karjan talalhaté 12g15-21-es gén kodolja
(69), a fehérje pedig globalisan expresszalodik a szervezet legtobb szovetében, kiemelkedd
mértékben a simaizomban (70).

A MYPT1 fehérje 1030 aminosavbol all, N-termindlis régioja megegyezik a MYPT
fehérjecsalad egyéb tagjainak jellemzd szekvencidival: rajta PPlc kotésért felelés RVxF
motivum talalhaté, mely ezen fehérje esetén moddosult KVKF aminosavakra, illetve
felfedezhetd6 még ezen régioban hét ankirin-ismétlédo szekvencia is, melyek szintén a PPlc
katalitikus alegyseggel valo kolcsonhatas stabilizalasaban vesznek részt (5. abra). Tovabb
erOsiti a Kkatalitikus és szabalyozd alegység kozotti kapcsolatot a MYPTL fehérje N-
szekvencia (71). A MYPTL1 izoforméi kozotti kilonbsegek létrejottére az alternativ splicing
teremt lehetGséget, ami a fehérje izoformai kozott a C-terminalis régidban eredményez
kilénbségeket, mely varidbilis modon tartalmazhat leucin cipzart, ezzel 1030 aminosavra
novelve a fehérje hosszat (72). A MYPT1 fehérje a human szervezetben a PP1cd azaz PP1cf
izoformajaval létesit holoenzim kapcsolatot. A PP1cd katalitikus alegység MYPT1 szabalyozo
alegységgel vald kotédése az enzim defoszforilacios aktivitasat 10-15-szordsere noveli. Az
eddig ismeretlen funkciéju M20 alegység a MYPT1 szabalyoz6 alegység C-terminalisahoz

kapcsolddik, viszont jelenléte nem befolyasolja a miozin foszfataz enzim aktivitasat (8).
A miozin foszfataz szabalyozasa

Az MP holoenzim aktivitasanak szabalyozasa megvaldsulhat mind a katalitikus
alegység gatlasaval, mind a szabalyozo alegység poszttranszlaciés moédositasan, mind
kolcsonhato fehérjéin keresztil (6. abra). Mivel a MP enzim PP1c katalitikus alegyseget
tartalmaz, ezért mikodése gatolhatd azon toxinokkal, amelyekrdl ismeretes, hogy
altalanossagban képesek gatolni a protein foszfatazokat. Az ilyen tipust vegyiletek kdzé
tartozik az okadansav (OA), mely mind a PP1, mind a PP2A tipusu katalitikus alegység potens
inhibitora, bar még PP2A-ra nézve az 1Cso0,0a=1,2 nM, addig a PP1-re ez az erték 315 nM, tehat
a PP2A nagyobb érzékenységgel reagal a toxinra a PP1-el szemben (73). Szelektiv PP1
inhibitor toxinok kozil fontos megemliteni a tautomycint, a tautomycetint és a kalikulin -t,
melyek alkalmazasa a PP1 gatladsa mellett nem befolyasolja a PP2A enzim aktivitasat (10) (6.
abra).

E18 szervezetek altal termelt szelektiv PP1 inhibitorok szintén képesek gatolni az MP
aktivitasat a PP1c-n keresztil. Ezen inhibitorok hataskore elkuldnul az alapjan, hogy hatasuk
fuggetlen-e PKA ltali foszforilaciotol (22).
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N-terminalis C-terminalis

6. dbra: A miozin foszfatdz szabdlyozdsa. Az MP holoenzim gatlisa megvalosulhat a PPIc katalitikus alegység gatlasan, illetve a
MYPTI szabalyozo alegység poszttranszlacios modositasai, és fehérje-fehérje interakcioi altal. Az abra a biovender.com feliiletén
késziilt. I-1: inhibitor-1, 1-2: inhibitor-2, DARPP-32: cAMP-regulalt foszfoprotein, NIPP-1: PPI sejtmagi inhibitor, CPI-17:17
kDa molekulatomegii protein kinaz C altal aktivalt inhibitor, PHI-1 és PHI-2: PP1 holoenzim inhibitor-1 és -2, KEPI: kinaz altal
aktivalt PP1 inhibitor, PAKI: p2l-aktivalt protein kindz, ZIPK: leucin cipzdr motivummal kélcsonhato protein kindz, ILK:
integrinhez kapcsolt kinaz, SMTNL1: smoothelin-szerii fehérje 1, ROK:Rho A aktivalt kindz,. Raf-1: proto-onkogén szerin/treonin-

protein kindaz
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A PKA éltal a PP1 gatlasara képes a kis molekulasulyt inhibitor-1 hostabil fehérje, mig
a inhibitor-2-es fehérje (1-2) PP1 gatl6 aktivitdsa PKA flggetlen (I-1, 1-2) (22). A szervezeten
beliil el6fordulnak az I-1 és 1-2 fehérjével homoldg tovabbi inhibitorok: 1-1-el homoldg a
cAMP-regulalt foszfoprotein (DARPP-32), mig I-2-vel azonos miik6désti a PP1 sejtmagi
inhibitor (NIPP-1) fehérje (25). Ezen homolog fehérjék miikodésiikkel sejtszinten modulaljak
a PP1 katalitikus alegység aktivitasat (25).

A Kkatalitikus alegység szelektiv gatlasan tal leirtak olyan fehérjéket, melyek a MP
aktivitasat képesek gatolni, nemcsak a PP1c alegység monomer forméban torténd gatlasaval,
hanem akkor is, ha az enzim mar felvette komplex PP1c3-MYPT1 holoenzim szerkezetét. A
fehérjecsalad jellemzdje, hogy tagjai egységesen tartalmaznak egy PP1 holoenzim inhibitor
domént (PHIN domén), illetve aktivitdsuk PKC altali foszforilacié révén szabalyozott. Ezen
csalad tagjai a 17 kDa molekulatomegii protein kinaz C altal aktivalt inhibitor (CPI-17),
tovabba a PP1 holoenzim inhibitor-1 és -2 (PHI-1 és a PHI-2), és kinaz altal aktivalt PP1
inhibitor (KEPI) is (74).

A MYPTI alegység szabalyozasara lehet6ség nyilik mind fehérje-fehérje kdlcsonhatas,
mind foszforilacio revén. A MYPTL1 feherje Thr696-os, illetve Thr853-as oldallancan talalhatd
gatl6 hatasu foszforilacios helyeinek foszforilacioja a MP holoenzim gatlasat eredményezik.
Ezen aminosavmaradékokat szdmos protein kindz foszforildlhatja, melyek kozil a
legfontosabb a Rho A aktivalt kinaz (ROK). Emellett szelektiven a Thr696-o0s oldallanc gatlo
foszforilaciojat katalizalja a proto-onkogén szerin/treonin-protein kinaz (Raf-1) a p21-aktivalt
protein kindz (PAK1), a leucin cipzar motivummal kdlcsonhatd protein kindz (ZIPK), és az
integrinhez kapcsolt kindz (ILK) is (75). A MYPTL1 fehérje-fehérje kolcsonhatéas révén valo
gatlasara lehet6ség nyilik a smoothelin-szer(i fehérje 1 (SMTNLI1) altal (4).

A miozin foszfataz élettani jelentosége

A mizoin foszfatdz-t az 1990-es évek elején Alessi és munkatarsai csirkezizabol
izolaltak (76), eml6s szervezetbdl Shirazi és munkatarsai azonositottak 1994-ben (67,77). Az
csirkezlzabol kinyert izotipushoz nagyfoku affinitast mutatott a simaizom miozin irant, melyet
a 150 kDa molekulastlyu szabalyozo alegység eltavolitasa esetén teljesen elveszitett (67,77).
A teljes enzim a mikrocisztin kezelt simaizom relaxaciojat valtozza ki (67,77).

A MP az elvélasztas soran, mint a miozin konnyii lanc kindz (MLCK) antagonista

partnere jelent meg, amely a 20 kDa molakulatomegii miozin koénnyG lanc (MLC20)
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defoszforilacidjat katalizdlta. Ezen aktivitasa révén az MP szerepe bizonyosodott az
izomkontrakcid folyamatanak szabalyozasaban (76).

A simaizom kontrakcié kulcsfontossagu részvevdje a simaizom tipusu miozin I1-eS
fehérje, mely foszforilacidjanak dinamikus valtozasa az izomdsszeh(izodas alapja. Tovabba
ezen poszttranszlaciés modositas a kontrakcid finomhangolasan tal szerepet jatszik a

sejtosztodas folyamataban, a sejtmozgésban-és migracidban is.

Fesziiltségfiiggd
Ca? csatorna
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Ca”*-szenzitizacio Ca*-deszenzitizacio
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7. abra: Az akto-miozin ciklus szabdlyozdsa az MLCK/MP dltali MLC foszforiliacié fiiggvénye. A simaizomkontrakeé Ca’*-fiiggd
lezajlasdhoz sziikséges az intracellularis Ca’* koncentracié névekedése, a Ca-kalmodulin kindz aktivalédasa, és a MLC
foszforilacidja. A relaxdciot az IC Ca2* koncentracio csokkentével szinkron az MP katalizdlja, az MLC defoszforildalasdan keresztiil.
A Ca2+-fiiggetlen mechanizmust a PKA és PKG adltali MYPTI aktivalo foszforilacio (S695) és ROK-fiiggé MYPTI gatlo
Joszforilacio (T696) szabalyozza. Az dbra a biorender.com feliiletén késziilt

MP: miozin foszfataz CaM: kalcium-kalmodulin kinaz, MLCK: miozin kénnyii lanc kinaz, ROK: RhoA aktivalt kinaz, PKA: protein
kinaz A, PKG: protein kinaz G
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A miozin ll-es fehérje felépitését tekintve egy par 200 kDa molekulatomegi
nehézlancbol (MHC) és két par konnyii lancbol (egy 17 kDa molekulasalya MLC17, és egy 20
kDa molekulasalyd MLC20) all. A miozin Il-es foszforilacio altali szabalyozasara az MLC20
foszforilaciés helyei adnak lehet6séget. Az MLC20 foszforilalasa utan a miozin II
reverzibilisen kotédik az aktin filamentumokhoz, ezaltal elinditva az izomkontrakciéhoz
sziikséges kereszthid ciklust (7. abra) (78,79). Az MLC20 foszforilaciojat a Ca?*-kalmodulin-
fliggé miozin koénnyl lanc kinaz (MLCK) végzi, a folyamat reverzibilitdsat a MP biztositja
relaxaciot okozva (78,80).

Az MLC20 foszforilacidjara tobb aminosavoldallancon is sor kertlhet. MLCK altal
preferalt foszorilacios hely a Serl9 aminosavmaradék, mely inicialja az aktin vekony
filamentummal val6 kdlcsonhatast, kontrakciot eléidézve, melyek relaxaciot beindité MP altali
defoszforilacié kovet (7. abra). Az MLC20 Thrl8 oldallancan is foszforilalédhat, mely
modositas feltehetéen gatolja a Ser defoszforilaciojat és a relaxaciot (81,82).
Asimaizomkontrakciot elédidézé MLCK aktivitis a sejt intracellularis Ca?*-szintjének
fuggvénye, igy olyan jelatviteli tvonalakhoz kapcsolt, melyek a sejtek ICcaz+-szintjét novelik.
A sejtvalasz lecsengése utan visszaallé normal intracellularis Ca®* koncentracié pedig az MP
akivalddasanak kedvez, beinditva a relaxaciét (78).

A simaizom kontrakcié szabalyozasara lehetdség nyilik egy intracellularis Ca?*
koncentraciotol fiiggetlen tvonalon is, mely f6 mediatora a ROK (7. &bra) (83). Ezen
mechanizmus, melyet a szakirodalom kalcium-szenzitizacidé néven is szdmontart a ROK a
MYPTL1 szabalyozé alegységet annak Thr696-os gatlé foszforilacios helyén foszforilalja,
kivaltva ezzel az MP gétlasat, és a simaizom kontrakciét. A folyamat visszafordithatosagaért a
PKA és cGMP-fiiggé protein kinaz (PKG)-fiiggé mechanizmusok felelések, mely protein
kinazok a MYPTL1 Ser695-0s foszforilcios helyét célozzdk, a kalcium-deszenzitizacid
folyamata soran. A MYPT1 Ser695-6s foszforilacioja esetén gatolt a Thr696-0s
aminosavoldallanc késébbi foszforilacidja, ezaltal az MP felszabadul a gatlas alol (84), és
simaizom relaxacié kovetkezik be egy Ca?*-fiiggetlen Gtvonalon (85).

Habar a MP izomkontrakcioban betoltott szerepének feltérképezésere szamos
tanulmany irdnyult, tovabbi kutatdsok kimutattak, hogy az enzim miikodése nem korlatozodik
kizarélag az akto-miozin ciklikus szabalyozasara. A MYPT1 alegység révén a MP képes
szdmos mas szubsztrattal kapcsolatot kialakitani, ezaltal muiikodése széles skalan képes
szabalyozo funkciot ellatni, tilmutatva azon az eredeti elképzelésen, miszerint az MP egyetlen

funkcioja a vaz-és simaizom kontrakciéjanak finomhangolésa (8).
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Az MP kolcsonhaté partnereit valtozatos szubcellularis kompartmentben azonositottak,
tobbet kozilik a sejt citoplazméajdban, de akér a sejtmagban is detektéltak (8. 4bra) (86). A
valtozatos fehérje-fehérje interakcios repertoar lehetdséget biztosit a MP szamara, hogy ne csak
a cellularis homeosztazis szabalyozasaban vegyen részt, hanem egész szervezetre kiterjedd
szisztémas hatast is gyakoroljon (75).

A MP kulcsfontossagu sejtfunkciok szabalyozasa defoszforilacio révén valdsul meg,
melyben a defoszoforilaciét a MP biztositja, a szubsztratok foszforilacioért pedig tébbnyire a
ROK a felelds. Jellemzéen a ROK a szubsztratjait C-terminus kozelében elhelyezett Thr
foszforilacid révén aktivalja, mely foszfat csoport hidroliziséért és igy a folyamat
megfordithatosagaért a MP a felel6s (45). Az MP citoplazmatikus kdlcsonhato partnerei kozil
példaul ismeretesek az ezrin, radixin és moezin (0sszefoglalva: ERM) fehérjék, melyek
citoszkeletalis-és membranfehérjék kozott teremtenek kapcsolatot, igy biztositjak a sejtadhézid
kialakitasat, tovabba a migracio folyamataban is fontos szerepet téltenek be (45,75).

Tovéabbi citoplazmatikus lokalizaciot mutaté MP kodlcsonhato fehérje az adducin, mely
epithélsejtek alakjanak kialakitdsaban tolt be szerepet az aktin citoszkeletélis fehérje és a
spektrin kozott alakitva ki kapcsolatot (75). Tovabba ismeretes még a tubulin asszocialt
alegység (Tau) és a mikrotubulus asszocialt protein 2 (MAP2) fehérjék, mint MP kdlcsonhatd
partnerek, melyek a citoszkeleton remodellingjében azaltal vesznek részt, hogy a
mikrotubulusok dinamikus instabilitdsat modulaljak (8. abra) (87).

A MP szisztémas hatasainak leirasa soran fény derdlt arra, hogy a MP az erek bazélis
tonusat is befolyasolja az endothelialis nitrogén monoxid szintdz (eNOS) defoszforilaciojaval.
A defoszforilalt eNOS aktivitdsa nd, igy emelkedik az 4ltala L-argininbdl képzett citrullin
mennyisége, ami simaizom relaxécidt okoz, és lokalis vazodilataciot valt ki (8. abra) (88). A
MP a neurotranszmitter kibocsatasra is hatast gyakorol, mivel szabalyozza a szinaptikus
vezikuldk dokkolasat. A folyamatban részvevd fehérjék koziil a 25 kDa molekulatomegi
szinaptoszéma-asszocialt proteint (SNAP-25), a szintaxint és szinapszint azonositottak, mint a
MYPT1 szabalyoz6 alegység kolcsdnhatd partnereket, melyek foszforilaltsdga befolyasolja a
neurotranszmitterek szinaptikus résbe torténd iritését (8. abra) (86).

Az MP a pRb-vel létesitett kdlcsonhatasan keresztiil képes a sejtciklust is befolyasolni
(8. abra) (89). A tumorszuppresszor pRb-t a MP a Thr826-os oldallancan képes defoszforilalni,
ezaltal aktivalni a fehérje mukodését, eldidézve a Gl ellendrzépont stabilitasat, illetve

indukalva a sejtek GO-ba valo atlépését (89).
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A mizoin foszfataz szerepe és jelentosége

Miozin Ezrin, radixin, Szinapszin
konnyii lanc moezin SNAP-25
Szintaxin

Tau, MAP2

PP1c

8. dbra: A miozin foszfatdiz eddig ismert funckcioi. Az MP szabdlyozzza a sejtek kontraktilis funkciojat az aktomiozin komplexen
keresztiil, szerepet vallal a citoszekeletdlis remodellingben az ezrin, moezin, radixin fehérjével kialakitott kapcsolata révén, illetve a
mikrotubulus reorganizdciot is modulalja a Tau és MAP?2 fehérjékkel létesitett kélcsonhatdasan keresztiil. A neurotranszmitter kibocsatds
szabalyozasat szintaxin, szinapszin és SNAP-25 kapcsolata révén szabadlyozza, az erek bazdlis tonusahoz az eNOS defoszforulacicja
réveén jarul hozzd. A génexpressziot az MP a pRb, HDAC?7 és Merlin fehérjékkel valo kélcsonhatdsa révén képes befolyasolni, tovabba
intranukledris pozicioban szabadlyozza a PRMTS aktivitasat is. Az abra a biorender.com feliiletén késziilt.

Tau: tubulin asszocialt alegység, MAP-2: mikrotubulus asszocialt protein 2, E2F: transzkripcios faktor; SNAP-25: szinaptoszoma-
asszocialt proteint HDAC7: hiszton deacetilaz 7, MYPT1: miozin célzo alegység 1; pRb: retinoblasztoma protein;, PRMTS5: protein

arginin metiltranszferaz 5; eNOS: endothelidlis nitrogén monoxid szintdz



Frissebb irodalmi adatok alapjan fény derilt az MP génexpresszid szabalyozasaban
betdltott szerepére is. A MP a génexpressziot egyrészt a hiszton deacetilaz 7 (HDAC7) fehérje
modositasan keresztil is modulalhatja: a HDAC7 a MP Altali defoszforilacio hataséara képes a
sejtmagba jutva szabalyozni kiilonb6z6é gének kifejezddését (8. abra) (90). Tovabbi tamogatd
adat az MP génkifejezddés szabalyozasaban betoltott funkcidjara azon ismeretek, melyeket a
MP intranuklearis interakcios partner listaja szolgaltat. A MYPT1 egyik nukleéris kdlcsonhato
fehérjéje a protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMT5), mely a metiloszoma komplex részeként
a hiszton fehérjék szimmetrikus dimetilacidjat modositja (9). Az emelkedett szimmetrikus
dimetilacio hatdsdra a génexpresszi6 mértéke modosul, és megborul a kiilonb6zd
protoongokének és tumorszupperesszor gének expresszios mintazata, mely egyensdly a
protoonkogének kifejez6désének novekedése iranyaba tolodik talzott PRMTS aktivalodas
esetén, malignus transzforméacié felé tolja a sejteket (9,91). Tobb huméan malignus
karcinomaban leirtdk a MYPTL1 fehérje expresszidjanak csokkenését, melyet a PRMT5
aktivacidjanak, illetve a hiszton 4 és hiszton 2A (H4 és H2A) fehérjék szimmetrikus

dimetilacidjanak ndvekedése kovetett (8. abra) (9).
A miozin foszfataz szerepe daganatos elvaltozasokban

Az onkogenezis egy 0sszetett folyamat, amelynek hatterében allhatnak mind genetikai,
mind epigenetikai mutacidk, melyek koros felhalmozdddsa maga utan vonja a protonkogének
¢s tumorszuppresszorok génexpresszids egyensulydnak felboruldsat, igy indukalva korlatlan
sejtproliferaciot, €s megnyult sejt-talélést (92). Habar szadmtalan tanulmany irdnyult a
tumorgenezis hatterében allé molekularis valtozasok tisztdzasara, jelenlegi ismereteink alapjan
hianypotlasra szorul olyan mechanizmusok tovabbi feltérképezése ¢és molekularis
kulcsszerepldk jellemzése, melyek meghibdsodasa jelatviteli utvonalak felboruldsat okozzak
daganatokban. Eldzetes irodalmi adatokra tamaszkodva kijelenthetd, hogy a tumorok
kialakulasaban, fejlodésében és tulélésében az MP aktivitasdnak elnyomdsa kulcsfontossagu
tényez6, mely felismerések a MP-t tumorok meghibasodott jelatviteli itvonalanak kézpontjaba
allitjak (9) .

Elézetes irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a MYPT1 fehérje gyakran alacsony
szinten fejezddik ki humén rosszindulatu daganatokban (9), habar a jelenség molekularis
magyardzata jelenleg tisztazas alatt all. Gyomorrakbol szarmazd szdveti biopszidkon, és
sejtkultiraban egyarant igazolédott a MYPT1 csokkent expresszidja, tovabbd a fehérje
megvaltozott kifejezddési szintje Osszefiiggést mutatott a gyomorrdkos szovetek klinikai

stadiumaival, és a sejtek teljes talélésével (93). A MYPTI1 transzfekcidja gyomorrakbol
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szarmazd SNU-58 sejtek esetén gatolta a sejtosztodast, a sejtciklus elérehaladasat, valamint a
megemelked6 Cyclin D1 és c-myc expresszioban talaltak, tovabba, jelentdsen fokozddott az
E-kadherin kifejezédése is, ami mellett csokkent az invazidval 6sszefiiggd gének, a 2-es szoveti
metalloproteindz-inhibitor (TIMP-2) és 2-es matrix metalloproteindz (MMP-2) expresszidja
SNU-58 gyomorrak sejtekben (93).

Az MP szerepet jatszik a sejtosztodas szabalyozasaban is, a korabban mar ismertetett
tumorszuppresszor, a pRb-vel kialakitott kapcsolatan keresztiil (75,94). Korabbi vizsgalatok
kimutattak, hogy az MP gatlasa csokkentette leukémids sejtek kemoterapias szerek altal
kivaltott sejthalalat, mig az MP aktivalasa érzékenyité hatast gyakorolt (95). A jelenség
hatterében megfigyeltek, hogy kemoterapids szerek kombinalt alkalmazasa csokkentette a
MYPT1™%% foszforilacidjanak szintjét, igy ndvelte az MP enzimaktivitasan at kdzvetetten a
eredményezte (95). Tovabba THP-1 leukémas sejteken végzett kalikulin-A altali kezelés
novelte a MYPT1 mindkét gatldo hatast, Thr696 és Thr853 foszoforilaciés helyének
foszforilacigjat, ami a MP gatlasdhoz vezetett, kozvetve ndvelve a pRb foszforilaciojat, ez altal
csOkkentette a leukémias sejtek kemoterapiads szerre valo érzékenységét (89).

Gasztrointesztinalis sztromalis tumorokon (GIST) végzett kutatasok is alatdmasztottak
a MPYT1 tumorszuppresszor karakterét. GIST daganatokban kérosan magasan expresszalodo
mikroRNS-675 mellett a MYPT1 expresszidja csokkent, amely tovabb ndvelte a tumortipus
agresszivitasat a RhoA/NF2/YAP1 jelatviteli ttvonal altal (96).

A tovabbiakban az MP sejtciklust szabalyozo és tumorszuppressziv funkcidjat irtak le,
mivel az MP kapcsolatot alakit ki a merlin fehérjével is (8. &bra) (97). A MP a merlint
defoszforilalja és ezaltal aktivalja, ami igy gatolja a talzott sejtproliferaciot, ezaltal is tumoros
atalakulas ellen védve a sejteket (97). Ezen szubsztrat-enzim kapcsolat RT4 holyagrak-eredetii
sejtek vizsgalataval is bizonyosodott (94). A merlin fehérje fehérje aktivacidja a Ser518-as
oldallancanak defoszforilacidjaval torténik, melyet CPI-17-es MP inhibitor gatolt, fokozva a
merlin foszforilaciojan keresztiil a Ras protoonkogén aktivaciojat. Kimutattdk, hogy a CPI-17
szintje szdmos human tumoros sejtvonalban megemelkedett, szuppresszalva a MP, és ezen
keresztiil a merlin fehérje aktivitasat (94). Tovabba emelkedett ezrin, radixin és moezin (ERM)
fehérjék foszforilacioja is, melyet az MP gatlasaval kialakult emelkedett merlin fehérje
foszoforilacio okozott (94,98).

NCI-H446 kissejtes tiidoraksejteken ROK inhibitor alkalmazédsa hatdsara a sejtek
novekedése, proliferacidja, adhézidja, migracidja €és invazioja csokkent, mig apoptdzisuk
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jelentésen novekedett, és ezt a jelenséget a MYPT1 Thr696 foszforilacidjanak csdkkenése
kisérte(99). Tovabbi tanulméanyok szintén igazoltdk a MYPT1 Thr696 foszforilacidjanak
csOkkenésének szerepét a vastagbélrak-eredetii sejtek novekedésének gatlasaban (100).
Korabbi tanulmanyok a MYPT1 alegységet mar leirtdk a HepG2 sejtek sejtmagi
frakciojaban, ahol igazolddott kolesonhatas a MYPT1 és a PRMTS enzim kzott (9). APRMTS
génexpressziora kifejtett hatasat, és ezen effektus MP altali befolyasoltsagat mar kordbban
ismertettem. Hepatocellularis karcindmaban leirtdk a MP/PRMTS5/H4 protoonkogén tengely
aktivitasat, melyet a MP-t gatlo hatdst MYPT1 Thr853, és a PRMTS5 enzimet aktivaldo Thr80
oldalldncok foszforilacioja mellett a H2A/4 szimmetrikus dimetilacidjanak megndvekedett
szintje igazolt (9). A PRMTS5 Thr80 oldallancon torténd foszforilacigjat igy ROK és az MP
egylittesen, antagonisztikusan szabalyozza (9). Mivel a MP ¢és a PRMTS sejtmagon beliili
lokalizacioja ismeretes, &m a ROK-t a magi frakcion beliill még nem irtak le, felmeriilt a kérdés,
hogy mi lehet az MP/PRMT5/hiszton jelatviteli utvonal felsé sejtmagi szabalyozdja?
Kutatdcsoportunk korabbi eredményei alapjan mar azonositasra keriilt a MYPT1
fehérje sejtmagi interaktomja, mely kdlcsonhatd partner listdbol csak egy protein foszfataz
aktivitassal rendelkezé potencialis jelolt mutatkozott, mely a MP aktivalasaira a MYPT1
szabalyoz6 alegység gatld hatdsu Thr foszforilacidinak eltdvolitasa révén képes lehet. Ezen

enzim a Mg?"/Mn**-dependens foszfataz 1 B (PPM1B) volt (10).
Az smoothelin-szeri fehérje 1 (SMTNL1)

Az SMTNLI1 fehérje szerkezete

A smoothelin-szerti fehérje 1 (SMTNLI1), melyet izolalasakor kalponin homologia
asszocialt sima izom fehérje (CHASM) néven irtak le, elséként nyul ileum simaizom rétegébdl
nyerték ki és azonositottdk, mint a PKG szubsztratjat (5). A fehérjét az izomfeherjék
smoothelin (SMTN) csaladjaba soroltdk, amely csaldd tovabbi két fehérjét tartalmaz: a
smoothelin A (SMTN-A), illetve a smoothelin B (SMTN-B) fehérjéket. Ezeket azonos gén
kodolja (101-103), mig az SMTNLL1 egy kulon gén terméke (104). Az SMTN fehérjecsalad
tagjai expresszalddnak viszceralis és vaszkularis simaizomban egyarant (105),(106,107), lla
tipust vazizomrostokban (108), tovabba leirtdk az SMTNLL1 fehérjét olyan szteroidhormon
reszponziv szévetekben is, mint az endometriumban mind a myometriumban (6).

Az SMTNLI fehérje szerkezeti homologiat mutat az SMTN csalad masik kettd tagjaval
az SMTN-A-val, illetve az SMTN-B-vel, mely homoldgia alapjan a fehérjék C-terminélisuk
kdzelében kettes tipust kalponin homoldgia (CH) domént tartalmaznak (9. abra) (109),
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melyalkalmassa teszi az azt hordoz6 simaizom fehérjét aktin filamentum kotésére (78). Habar
az SMTNL1 CH domént tartalmaz, mégsem képes az aktin kotésére (5), viszont a CH domén
révén tropomiozinhoz kapcsolodik, illetve a CH domén N-terminalisa kozelében talalhat6 apo-
CaM kotéhely (CBD2 domén), mely tartalmaz egy 1Q motivum-ot (IQXXXRGxxxXR
szekvencia) amely segitségével az SMTNL1 kalmodulinnal létesit kapcsolatot. Kalmodulin
kotésére az SMTNL1 egy masik doménje révén, a Ca?*-CaM-koté domén (CBD1) révén is
képes (110). A két kiilonb6z6é kalmodulink6td hely kozotti kiilonbséget az biztositja, hogy még
az 1Q motivumban talalhaté CBD2-es a kalmodulin Ca?* fiiggetlen kotddését preferalja, addig
a CBD1-es a Ca?*-kotott kalmodulinnal valo kdlcsdnhatasaért felelés (104).

Ser301

/
N-terminalis [:[ SMTNL1 II. C-terminalis
PR-B kotés CBD1 CBD2
magi
lokalizacios
szignal

9. dbra: A SMTNLI szerkezete. Az abran feltiintetett régiok: N-termindlis, PR-B receptor kété régio, magi lokalizdcios
szignal, Ser301-es foszoforilacios hely, CBD1 domén, CH domén, CB2 domén, C termindlis. Az dbra a biorender.com
feliiletén késziilt. CH: kalponin homoldgiadomént, CBD1: Ca’*-fiiggd kalmodulin-kété domén, CBD2: Ca’*-fiiggetlen

kalmodulin koté domén PR-B: progeszteron receptor-B.

Jelenlegi ismereteink szerint az SMTNL1 fehérje csak a Ser301 oldallancan torténd
foszforilacid altal szabalyozdodik (5). A foszforilacids hely kozelében, az N-terminalis felé
talalhatd a magi lokalizacios szekvencia, ami a foszforilaciot kovetd konformaciovaltozas
hatasara valik felfedetté, igy az SMTNL1 fehérje a sejtmagba transzlokalodik, ahol a
progeszteron receptor-B (PR-B) ko-aktivatoraként szamos gen expressziojat befolyasolja (5).
A PR-B kotéséért felelés szekvenciak az SMTNLI1 fehérje N-terminalisanak kdzelében

talalhatoak. A fehérje C-terminalisa rendezetlen szerkezetii (104).
Az SMTNLI1 fehérje szerepe az vazizom adaptacioban

SMTNLL1 karakterizalasa okan tovabbi kutatdsok indultak szerepének felderitésére a
sima-és vazizom kontraktilitasaban, mely tanulmanyok eredményei alapjan az SMTNL1 a

vazizomzat plaszticitisanak egyik f6 szabalyozo elemének igérkezett (5). Az SMTNLL1 fehérje
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szerepét a vazizom adaptaciéra KO egér modellen vizsgaltak, ahol génmaodositott allatok
vazizomzatanak rostosszetétele valtozott vad tipusy tarsaikhoz képest. Az allatok musculus
plantaris-b6l izolalt izomrostok Ilb tipust izomrostjainak szama csodkkent, mivel az
izomrostok a lla izotipus felé tolodtak el KO egyedek esetén. Mind a lla, mind a llb
izomrosttipusra anaerob glikolitikus anyagcsere jellemzd, viszont a Ila lassabb kontrakcios
idejli, magasabb oxidativ kapacitasu, am alacsonyabb erdkifejtésre képes a b izotipushoz
képest, ami a legnagyobb erdkifejtésre képes, am legfaradékonyabb rosttipus.

Tovabbiakban egyarant médosult SMTNL1 gén kiutése hatasara az allatok reproduktiv
fenotipusa és metabolizmusa is vad tipusu egyedekéhez viszonyitva. A metabolizmus valtozasa
kifejezetten stressz hatara (edzés, vemhesség) jelentkezett, a populdcié génmddositott
példanyaiban. SMTNL1 KO him egerek a fizikai terhelést kevesebb faradassal birtak, mint vad
tipusu tarsaik, néstény populacidéban pedig a génmddositas nem befolyasolta az alloképességet
(108).

A szerkezeti leirdsban mér ismertetett Ser301 foszoforilacios hely PKA vagy PKG éltali
foszforilacidjanak hatdsara az SMTNL1 a sejtmagba transzlokalodik, ahol a progeszteron
receptor B (PR-B) ko-aktivatoraként szamos gén kifejez0dését szabalyozza, tobbek k6zott a
MYPT1 expresszidjat is (6). A MYPT1 fehérje génexpresszidjanak szabalyozasanak
eredményeképp az SMTNL1 hatast gyakorol az erek simaizménak, illetve az méh
reszponziv szdvetekben ezen progeszteron-fiiggé hatasa érvényesiil dominansan (111).

Korabbi kozlemények leirtak tovabba, hogy az SMTNL1 fehérje a sejtek
citoplazmatikus régidjaban kapcsolatot alakit ki a MP holoenzim szabalyoz6 alegységével, a
MYPT1-el, melyet fehérje-fehérje interakcio révén képes gatolni, ezzel is szerepet betdltve a
sejtek kontraktilis funkcidinak lebonyolitdsédban (4). Az SMTNL1 a MYPT1-el feltehetden a
CH doménje segitségével 1ép fehérje-fehérje interakcidba, mivel azon mutans SMTNL1
fehérje, aminek CH doménjat eltavolitottdk a tovabbiakban nem gatolta az MP aktivitasat
(112).

In vitro ragcsalo vazizom kiserletekben, hyperthyroid kdérnyezetben korabban mar
korébban lejegyzett 1lb rosttipus iranya fenotipus valtas bektévetkezését az SMTNL1 fehérje
sikeresen gatolta (113). Az SMTNL1 gén csendesitése egyutt jart relaxaltabb izomténus
megjelenésével, melyet a MP enzim aktivitasanak ndvekedése kisért (108). Mindezen el6zetes
irodalmi adatok magyarazzdk az SMTNL1 fehérje vaz-és simaizomrost adaptacioban és

kontraktilitdsban betdltott modulalé szerepét.

31



Az SMTNLI1 szerepe a reproduktiv fitneszben és a gliikoz homeosztazisban

Az SMTNL1 KO egerek csokkent reproduktiv fitnesszel birtak, mely megmutatkozott
megemelkedett embriondlis lethalitasban, csékkent alommeéretben, illetve két terhesség kdzotti
megnyult id6intervallumban (6). Egérvizsgalatok SMTNLI1 fehérje kifejez6désének
emelkedését rogzitették vemhes, és pszeudo-vemhes egyedekben (6). Egérmodellen
vemhesség hatdsara megemelkedd MYPT1 epxresszido dramaian kifejezetté valt SMTNL1
delécio esetén, mind vaszkularis simaizomban, mind uterus myometriumaban vizsgalva, ezzel
molekularis magyarazatot szolgéltatva a terhesseg hatdsara ezen szervekben fellép6
izomrelaxacid, és csokkent vérnyomas hatterére (114).

Mindezen felll a génmdodositott allatok glikdztolerancia tesztje kimutatta, hogy az
SMTNLL1 delécio csokkentette az allatok glikoztolerancidjat, mely soran éhezés utan kapott
bolus szénhidratra hiperglicaemias vércukorszintet produkaltak vad tipusi tarsaikhoz képest
(6). Az inzulin jelatviteli kaszkad elemeit vizsgalva a KO egerekben lecsdkkent az inzulin
receptor szubsztrat 1 (IRS-1), illetve a gliikkoz transzporter 4 (GLUT4) kifejez6dése (114).
C2C12 sejtmodellen vizsgalva fény deriilt az SMTNL1 fehérje inzulin jelatviteli kaszkadot
szabalyoz6 funkcidjara, miszerint az SMTNLI1 fehérje tobb szignalizacidoban kulcsszerepet
betoltdé fehérje poszttranlacidos modositasat szabalyozta indirekt modon, in vitro inzulin
rezisztenciat modellezd koriilmények kozott.

Az inzulin altal indukélt kaszkdd a sejtek homeosztazisdban nélkiilozhetetlen
fontossagii uUtvonal, mely lehetévé teszi inzulin-fliggd szovetek szamdra a glikkéz
extracellularis térbol valo felvételét. A jelatvitelt az inzulin receptorahoz, az inzulin
receptorhoz (IR) valé kotddése inditja be (115). Az IR tyrozin kinazokra jellemzé mddon,
ligésum kotddésének hatdsira dimerizalodik, és Tyr oldallancain autofoszforiladlodik, ami
lehetdvé teszi a jel attételét a kaszkad kovetkezd elemére az IRS-1-re, amely kdzponti adapter
fehérjékként mikodik a folyamatban. Az aktivalt IRS-1 a kaszkad kovetkezé elemét, a
foszfatidil-inozitol-3-kinazt (PI3K) aktivalja, mely miikodése soran foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfatbol (PIP2) foszfatidil-inozitol-3,4,5-triszfoszfatot (PIP3) allit el6. A PIP3
masodlagos hirvivoként funkciondl a folyamatban, intracellularis koncentraciojanak
novekedése toborozza és aktivalja a protein kindz B-t (Akt-1), amely tovabbi célfehérjéket
foszforilal, mely folyamat eredményeként GLUT4 tartalma vezikulak dokkolasa kovetkezik
be a sejtmembranba. gy a sejtek képessé valnak gliikoz felvételére az extracellularis térbél,

illetve szabalyozodik a vércukorszint is (116).
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Az inzulinrezisztenica hatasara az IRS-1 fehérjén ttlsulyra kertil a Ser foszforilacio (10.
abra), amely gatolja a jelatvitel tovabbitasat a kaszkad kovetkezd elemére, a PI3K-ra, mivel az
IRS-1 megemelkedd Ser foszforilacidja a kaszkad elemeinek disszociacigjat idézi eld. Ezen
ismeretek alapjan az IRS-1 Ser foszforilacidja tipikus sejtszintli markere az inzulin
rezisztencianak. Az in vitro inzulinrezisztens C2C12 modellen az SMTNL1 fehérje indirekt
modon csokkentette a kornyezeti koriilmények hatdsara megemelkedett IRS-1 Ser307, Ser318
¢s Ser612 oldallancok foszforilacidjat. Az indirekt gatlas jellege progeszteron-fiiggd modon
jelentkezett, mely soran az SMTNLI gatolta az 0j tipusu protein kindz C ¢ (nPKCe), és INK
(117) és a kettds specificitasi kindz 7 (DUSP7) kifejez6dését egyarant (113). A
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10. dbra: A SMTNLI1 fehérje eddig ismert funkcioi. Az SMTNLI fehérje kézvetetten szabalyozza az inzulin jelatvitelt. A PR-B
receptor ko-aktivatorakén csokkenti a nPKCe és a JNK expressziojat, melynek kovetkeztében né az ERK 7 aktivitdsa és az IRS-1
a glikolitikus anyagcsereut hatékonysagat. Az SMTNLI fehérje-fehérje intarakcio révén gatolja a MP-t, annak MYPTI szabalyozo
alegységeén keresztiil, tovabba génexpresszios szinten is csokkenti a MYPTI kifejezédését, ezalta szabalyozva a méh tonusat és a
vérnyomast terhesség soran. Az abra a biorender.com feliiletén késziilt. Akt-1: Protein kinaz B, ERK %:: Extracellularis jel dltal
szabalyozott kindz, GLUT4: Gliikoz transzporter 4-es tipus, IR: inzulin receptor, IRS-1: Inzulin receptor-szubsztrat 1 JNK: c-Jun
N-terminalis kinaz, MYPTI: miozin foszfatiz célzo alegység 1 PI3K: Foszfatidilinozitol-3-kindz. PPIc: Protein foszfataz 1
katalitikus alegység, HK: hexokinaz, nPKCe: uj tipusu protein kinaz C ¢ SMTNLI: Smoothelin-szerii fehérje 1
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poszttranszlacios fehérjemaodositasok progeszteron-fliggésére az SMTNL1 PR-B ko-aktivéator
tulajdonsaga adott magyarazatot (111). Tovabba az SMTNLI1 a hexokindz (HK) expresszidjara
kifejtett thyroid hormon-fiiggetlen gatld hatdsan keresztiil csokkentette a hiperthyreozisban

fellépd emelkedd metabolikus ratat in vitro kisérletekben (113).

A human noéi reproduktiv traktus uterust érinté pathologias

elvaltozasai és daganatai

Az uterus szovettani szerkezete

Az uterus falanak szerkezete szovettanilag harom kiilonb6z0 rétegre kiiloniil el, melyek
mind stuktarajukban, mind funkciojukban eltérnek egymastol. A méh legkiilsd, kismedence
iregével ¢érintkez0 rétege a perimetrium, mely infraperitonealis helyzetet foglal el. A
peritoneum meshothel sejtrétege alatt a szovetet laza rostos kotdszovet épiti fel, feladata az
uterus mechanikai védelmének ellatasa (118). A perimetrium alatt helyezkedik el a méh
simaizomrétege, a myometrium, mely a benne futd simaizmok rostiranyultsaga alapan harom
réteget alkot, egy kiilsé hosszanti, kozéps6 korkoros, és belsd hosszanti réteget. A kdzépso
izomréteg a legvastagabb, melyben fellelhetd az uterus szovetére jellemzd, arteria uterinabdl
kidgaz6 stiri érhéalozat, igy szamos szakirodalom stratum vasculare-ként is referdl ra. A
myometrium a méh kontraktilitdsat biztositja, mely funkci6 kiemelkedden jelentds szereppel
bir sziilés soran (119).

Az uterus legbelsd rétege az endometrium, mely a méh liregét szegélyezd bels6d
nyalkahartya (120). Az endometrium mind strukturalisan, mind funkcionalisan valtozik a n6i
nemi ciklussal vald 6sszefiiggésben, valamint terhesség sordn integritasanak adaptalodéasa a
bedgyazddas és a terhesség kiviselésének alapfeltétele, mélyrehatobb tanulmanyozéséara
szdmos kutatés iranyult (121). Az endometrium tovabbi sejtes rétegekre tagolhato, melyek mas
lamina basalison nyugszik a stratum basale sejtjeinek rétege, melyek progenitor sejtekbdl all.
Ezen sejtek osztodas révén képesek regeneralni a menstruacios ciklus soran levalo stratum
functionale sejtek rétegét. A stratum functionale egyszerli csdves mirigyeket tartalmaz,
melyeket luemnét egy sejt rétegben szegélyezik a felszinrdl beterjedd epithelidlis sejtek (122).
A réteg tovabba szamos spiralis artériat tartalmaz, melyek hossza €s strukturaltsaga szinkron
valtozik a néi nemi ciklusban termeldddé szteroid hormonok (progeszteron és Osztrogén)

hatasara (123). Ezen hormonok nem csak a spirdlis artéridkra fejtenek ki domindns hatast,

------
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sziikséges &m nem elégséges feltétele embrio bedgyazddasanak (124).

Az endometrium legapikalisabb sejtrétege az endometrialis epithelium, melyet
egyrétegli hengerham alkot, mely sejteken szteroid hormon dependens modon csillok jelennek
meg. Az epithelidlis sejtek rétege az elsd érintkezési front a bedgyazddd embri6 trophoblast
sejtrétege €s az anyai méh kozott, ezért ezen sejtek funkciondlis integritasa kritikus a fiziologias
fertilitasi funkciok betoltéséhez, melyhez elengedhetetlen a ndéi nemi ciklus sordn felszabadulo

szteroid hormonok altal vezényelt valtozasok sorrendbeli lezajlasa (125).
A néi nemi ciklus

A n6i nemi ciklus menstruécids ciklus kb. 28 napbdl all, melyen beliil hdrom, egymassal
szoros Osszefliggésben 1évo fazist kiilonboztethetiink meg: a follikularis-fazist, az ovulaciot és
a luthealis-fazist (126). A ciklus szamol4sa mindig a mensturacié elsé napjatol indul, amit a
potencialisan legalacsonyabb szintli progeszteron-¢€s dsztrogénszint jellemez, igy téve lehetdvé
a menstruacids vérzés bekovetkeztét. A lecsokkent progeszteron-¢és Osztrogénszint tovabba
felszabaditja a negativ feedback gatlasa alol az adenohyphophysis gonadotrop sejtjeit, melyek
elsdként follikulus stimuldldé hormont (FSH) iiritenek a keringésbe, beinditva a follikularis
fazist. Az agyalapi mirigy FSH hormondanak hat4sara az ovariumban ciklusonként kb. 10-15
primer tiisz6 valasztodik ki, €s indul fejlodésnek, viszont altalaban csak egy dominans tiiszo
(Graaf-tlisz6) végzi be a meiozis I-et. A fejlédo tiiszOket kezdetben egy réteg follikularis
laphamsejt boritja, melyek FSH hatdsara granulosa sejtekké differencidlodnak, melyek mar
kobos megjelenésiiek, és 0Osztrogén termelésére képesek. Az ovariumbdl felszabaduld
kovetkeztében regeneralodni kezd a stratum functionale. Az endometrium {itemesen
megvastagszik, mirigyei megnagyobbodnak, de még nem szekretilnak. A megemelkedd
Osztrogénszint tovabba gatolja az agyalapi mirigy FSH felszabaditasat negativ feedback altal,
ami igy indukdlja az luteinizal6 hormon (LH) elvalasztast, mely dinamikusan novekedve
kivéltja az LH-csucsot (127).

Az LH cstics kovetkezményeként a ciklus kb. 14. napjan bekovetkezik az ovulacio. Az
LH csucs kivaltja a dominans tiisz6 megrepedését, és a petesejt kiszabadul az ovariumbol,
ovulacio pillanataban a petesejt osztddasa a masodik meiotikus szakaszban van, és a
sejtosztodas sikeres megtermékenyités nélkiil sosem fejezddik be. A kiszakadt Graaf-tiiszd
elészor bevérzik a kornyezd sztromadlis szovetbdl, majd vérzés szerviilése révén corpus

luteumma (séargatestté) alakul. A corpus Iuteum LH hatasara progeszteront termel (2). A
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progeszteron egyrészt negativ feedback mechanizmus révén gétolja az agyalapi mirigy LH
termelését, masrészt az endometirum lutedlis fazisat inditja be, mely sordn a stratum
functionale mirigyei szekrécids aktivitasat mutatnak, a sejtek differenciacion mennek
keresztiil, bennilk nagy mennyiségii glikogén raktarozodik, melyet az egyszerii csoves
mirigyek lumenébe iiritenek. Ezen funkcionalis és morfologiai valtozdsok az esetleges
megtermékenyités esetén bekovetkezd bedgyazodds, és az embrido taplalasa miatt
nélkiilozhetetlenek (128).

Amennyiben megtermékenyités nem kovetkezik be, a corpus luteum altal termelt
progeszteron legatolja az LH termelését, LH hidnyaban pedig a sargatest sorvadni kezd, és
visszafejlodik corpus albicans-sza. A rohamosan csokkend progeszteron- €s Osztrogénszint
miatt a spiralis artériak kontrakcioja, majd dilatacidja kovetkezik be, ami szoveti ischémiahoz
¢s vérzéshez vezet, ami beinditja a menstruaciot, és ujrainditja a nemi ciklust az LH és FSH

szintjének megnovekedésével (129).
Az endometrium funkcionalis eltérései

Az endometrium funkciondlis eltérései szdmos patholdgias allapothoz vezethetnek,
amelyek befolyasoljak mind a menstruacids ciklust, mind az altalanos reproduktiv fitnesszt.

Az endometrium funkciondlis integritasanak felboruldsa egylitt jarhat amenorrhoea
bekovetkeztével, mely a menstruacio hidnya, amely kialakuldsa lehet primer vagy szekunder
eredeti (130). Primer amenorrhoea akkor beszéliink, ha a menstruacié 16 éves korig nem
kovetkezik be (131), a szekunder amenorrhoeardl fertilis életkor soran, korabban normalis
ciklus esetén bekdvetkez0 menstruacié elmaradasa esetén beszEliink, ami legalabb 3 honapos
intervallumig fennall. Okai kozott emlithetd fiziologias tényezdk (mint pl.: terhesség,
szoptatas, menopauza), €s pathologias eltérések is (132). Pathologids okok kozott felsoroléso
a: policisztds ovarium szindroma (PCOS), hypothalamicus diszfunkcio, illetve kiemelt
jelentdségli, és nagy terdpias kihivast jelentd vonatkozas a pajzsmirigyhormon termelésének
rendellenességei talajan kialakuldé menstruacios zavar, és az agyalapi mirigy prolaktin termeld
adenomaja (133).

A dysmenorrhoea a fijdalmas menstruaciot jelenti, amelynek eredete szintén lehet
primer vagy szekunder (134). A primer dysmenorrhoea oka funkcionalis eredetii, am koros
strukturalis eltérések nem kisérik. Hatterében a méh fokozott prosztaglésin termelése
(kiilonosen PGF2a) allhat (135). A szekunder dysmenorrhoea esetén a menstrudcié soran

jelentkezd tulott fajdalmat koros strukturalis elvaltozasok okozzék, mely alapulhat fennalld
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myometrium szdveti rétegébe (136) (137).

Az endometriosis az endometrium vagy az ahhoz hasonld szovetek ektopikus jelenléte
az uterus tliregén kiviil (138). Ezek a szovetek hormonalisan aktivak, ¢s kdvetik a menstruacios
ciklus soran bekovetkezd funkciondlis valtozasokat. A betegség kialakuldsara tobb tedria is
létezi, melyek szerint az endometriosist okozhatja retrograd menstruacié (139), metaplasia,
mely sordn a coeloma-epithelium alakul at endometrialis szovetté, ekkor az ektopias
méhnyalkahartyat az ovarium felszinén lokalizaljak (140) (141). Az endometriosis tiinetei
kozott emlitendd a dysmenorrhoea, a dyspareunia (fajdalmas kozdosiilés), ciklussal
Osszefliggést nem mutatd kronikus kismedencei fajdalom, és az infertilitds, mely esetén az
endometrialis szovetek gyulladasa és hegesedése akadalyozhatja a petesejt szabad mozgasat
(142)

A policisztas ovarium szindroma (PCOS), bar eredete az ovarium diszfunkcionalitédsa,
mégis sokrétlien érinti az endometrium mikodését, mely hormondlis egyensulyzavarba
torkollik (143). A legfontosabb kovetkezmények kozott emlitenddé az anovulacid, mely
kovetkezményében nincs sargatestképzodés, ¢és igy progeszteronhiany 1ép fel, mely
kovetkeztében az endometrium nem keriil szekrécids fazisba, ami tartés Osztrogénhatas ala
helyezi az méhnyalkahartyat (144). Az emelkedett Osztrogénszint folyamatos proliferaciot
eredményez az endometriumban, ami endometridlis hiperplazidhoz és akar endometrialis
karcindma kialakuldsahoz is vezethet (145). Mivel az endometrium belépése a szekrécios
fazisba progeszteron hidnydban gatolt, ezért felkésziilése az esetleges megtermékenyitésre
hibat szenved, ami talaja lehet medddség kialakuldsdnak (146). A PCOS-t gyakorta kiséri
tovabba az endometrium gyulladasos allapota, mely eltolja a beteg citokinprofiljat, illetve
alapjaul szolgal inzulinrezisztencia kialakuldsdhoz, amely tovabb gerjeszti, és tartdosan
fenntartja a gyulladést. Az inzulinrezisztencia, amely gyakori tarsbetegsége a PCOS-nek, nem
csak szisztémas hatast gyakorol, de kifejezett az a ndi reproduktiv rendszerre kifejtett effektusa
is (3). A hyperinzulinizmus az ovarium ésrogéntermelést stimuldlja, illetve a magas
vércukorszinten keresztiil hozzajarul a PCOS esetén endometriumban fenndllo atrofias
szovettani kép kifejlodéséhez, tovabba az endometrium gyulladdsat és metabolikus
diszfunkciojat is fenntarthatja. A PCOS klinikai tiinetei kdzott emlitendéek a rendellenes

méhvérzés, az infertilitas és az endometrialis carcinogenesis fokozott rizikoja (147).
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Az uterus daganatos elvaltozasai

A ndi reproduktiv traktus daganatos elvaltozasai koziil az uterust érintd rosszindulata
tumorok kiemelt jelentdséggel birnak, mivel a méhbdl kiinduld carcinomdk prevalenciaja és
incidenciaja vilagszerte vezetd helyet ér el a ndket érintd rakos megbetegedések kozott. Ezen
daganatok szoOvettani tipusai €s klinikai viselkedésiik sokrétiiek és eltérdek, ami kiilonbzo
diagnosztikai, illetve kezelési megkdzelitést indokol (1).

Az uterus daganatai két f6 csoportba sorolhatdak: endometrialis karcinomakra és uterus
szarkomakra (1. tablazat). Ezen felill, am feltétleniil megemlitendd alcsoport a méh nyaki
szakaszabol kiinduld cervix karcindéma, mely populacioban mért eléfordulasi ardnya miatt
jelentds figyelmet kap, mint a ndk kérében kialakuld egyik leggyakoribb daganattipus.

Az endometrialis karcinomak a méh belsé nyalkahartyabol, azaz az endometriumbol
kiindul6é daganattipusok (12), melyek a méh daganatai koziil az egyik leggyakoribb tipust
képviselik. Jellemzden posztmenopauzalis korba 1épd ndknél jelennek meg, kialakulasuknak
kedvez a valtozo korral bekovetkezd hormonalis diszbalansz, kiilondsen az 6sztrogén tulsulya,
mely jelentds szerepet jatszik a betegség kifejlodésében.

Az endometrialis karcindmak hisztologiai eredetiik alapjan tobb altipusba sorolhatdak
(12), amelyek kiilonb6zd klinikai viselkedést mutatnak. A mirigyes megjelenést mutatd
endometrialis adenokarcindmak az endometrialis karcindmak tobb mint 80%-at teszik ki, korai
stddiumban valo felismerése esetén jO progndzisu betegség, kialakuldsa gyakran

Osztrogénfliggd. Az endometrialis karcindmak tovabbi szdvettani altipusa a papilléris szerozus

Ltablazat: A méh daganatainak csoportositisa. A méh daganatai feloszthatok endometridlis, szarkomatozus és
cervicalis szdvettani eredet szerint, mely fécsoportokon beliil tobb alcsoportot lehet elkiiloniteni. A tabldzat a
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karcindma, mely ritkdbb megjelenésii, am agresszivabb lefolyasu, és atipikus kezdeti tiineti
miatt gyakran elérehaladott stddiumban keriil diagnosztizalasra (148). Elmondhat6 tovabba
ezen altipusu malignus elvaltozasrol miszerint kialakulasa nem hormonfliggd, és gyors
hajlamot mutat metasztazis képzésére.

A vilagos sejtes karcinoma szintén ritka tipusl, endometrium primer szovetbdl
szarmazd, magas malignitast daganat, amely kedvezdtlen prognozist mutat. A Miiller-tipust
carcinosarcomak kevert szoveti eredetliek, mind epithelidlis, mind mesenchimalis
komponensekkel rendelkeznek. Ezek a daganatok rendkiviill agresszivek, ¢és rossz
prognosztikus faktoruak (149).

A méh nyélkahartydjanak epitheliuman tal foglalkoznunk kell az endometrium
kotészovetes sejtjeibdl szdrmazd daganatokkal, a sztromalis karcinomakkal is. Az
endometrialis sztromalis karcinomak igen ritka tipusu daganatok, ndvekedésiik lassabb, és a
prognoézisuk is kedvezdbb lehet, ha a daganat koran felismerésre kertiil.

A méh izomszovetébdl kiindulé daganatos elvaltozasokat, mint uterus szarkdémaként
definidljak. Eredd szovetiik lehet a méh simaizomrétege (mint pl.: leiomyosarcoma) vagy
kotészovetes allomanya (mint pl.: sztromalis szarkomak) (150). Eléfordulasi aranyuk ritkabb,
mint az endometridlis karcindmakeé, de gyakran agresszivebb lefolyasuak. Az uterus szarkomak
nagyobb hajlamot mutatnak az attétképzésre €s gyors ndvekedésre. A leiomyosarcomak a méh
simaizomszovetébdl erednek, és rendkiviil gyorsan, akar extrém méretiivé fejlddhetnek, am jo
tulajdonsaguk, hogy méretiik ellenére sebészi kimetszéssel jol kezelhetd daganatok (151).

A cervix karcindbma, kozismertebb névén a méhnyakrak, a méhnyak hamsejtjeibol
kiindul6 rosszindulati daganat (152). A human papillomavirus (HPV) 18 és 16-o0s torzsei altali
fertdzés a méhnyakrak kialakuldsanak egyik legfontosabb kockazati tényez6i. Az elvaltozas
megjelenési formai kozott megkiilonboztetiink laphdmsejtes karcindmat és adenocarcinomat
(153).

A laphdmsejtes karcindma a leggyakrabban eléforduldé méhnyakrak tipus, amely a
méhnyak kiilso rétegébdl (ectocervix) indul ki. A HPV fert6zés kovetkezményeként alakul ki,
¢s jellemzdéen hossza ideig tiinetmentes maradhat, évente javasolt méhnyakrak sziiréssel
azonban az elvaltozas korai stddiumaban felismerhetd. A cervix adenokarcinoma ritkabb tipus,
amely a méhnyak belsd rétegében (endocervix) lokalizalt hamsejtekbdl alakul ki. Ezen
elvaltozas is Osszefliggésbe hozhaté a HPV fertdzéssel, de a betegség mas tipusu klinikai
lefolyast mutat, mint a laphamsejtes tarsa (153). A cervix karcindma prognozisa jelentdsen
javult a rendszeres HPV sziirés és a vakcinacid bevezetésével, amely lehetdvé tette a betegség

korai stddiumban vald felismerését és
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Lehetséges molekularis mechanizmusok az uterus pathologias elvaltozasai

¢és daganati kialakulasanak hatterében

Az endometrium funkciondlis eltérései szorosan 0sszefiiggenek a sejtek citokeletalis
elemeinek szabalyozasaval, melyek befolyéasoljak a sejtadhéziot, a sej-sejt kommunikaciot és
a migraciot is. Mivel szdmos endometriumot érintd funkcionalis zavar torkollik magas
incidenciaval és fertilitasi zavarokkal jard korképekbe, mint pl.: PCOS és endometriosis.
Indokolt az endometrium irdnyaban olyan kutatomunkdk szervezése, melyek pontosabban
feltarjadk a sejtek citoszkeletalis elemeinek szabalyozasat befolyasold mechanizmusokat,
fokuszba allitva azok szteroid hormon-fiiggdségét és meghibasodasat. A MP, mind az akto-
miozin ciklus f6 szabalyozoja potencialis jeloltnek igérkezik egy feltaro vizsgalat alanyaként.
Tovabba a MYPT1 SMTNLL1 Altali gatlasa (4), illetve el6zetes tanulmanyok eredményei,
melyek leirtdk az SMTNL1-t a progeszteron receptor ko-aktivatoraként, mely képessége révén
negativan szabalyozta a MYPT1 génkifejez6dését a méh simaizom rétegeiben (114) szintén U]
perspektivat és igényt nyitnak az MP endometridlis sejtek tekintetében valdo bdvebb
feltérképezésére.

A tumorgenezis folyamataban a foszfatdzok és kindzok altal szabalyozott fehérje
foszforilacid egyensulyanak szerepére mar szamos kutatas iranyult. Egyik jelentds, alaposan
tanulményozott jelatviteli utvonal, mely hozzajarul szdmos sejttipus onkogeneziséhez a
ROK/MP tengely. A RhoA aktivalt jelatviteli itvonal ROK-inhibitorok altal torténd gatlasa
hatraltatja a vaszkularis endotheliais novekedési faktor (VEGF) altal indukalt angiogenezist,
illetve endotélsejtek kapillarishalozatokka valo szervezddését (154). Mas tanulmany ramutatott
a citoszkeletalis stresszrostok és fokalis adhéziok kialakuldsat kiséré MYPT1 foszforilacio
novekedésére és az MP enzimaktivitdsdnak csokkenésére, mint kisérdjelenségre (155,156).

Bar az eldzetes irodalmi adatok az MP-t ugy jellemezték, mint a ROK altal szabalyozott
elemet, egyre tobb eredmény utal arra, hogy az MP 6nallé6 tumorszuppresszor entitasként is
megallja a helyét. Az elézéekben mar bdvebben targyaltam a MYPT1 expresszidjanak
csokkenését ¢és gatlo foszforilaciojanak emelkedését, melyek Osszefliggést mutattak mutaciok
megjelenésével és daganatok kialakulasaval. Viszont az uterus pathologias elvaltozasainak és
daganatinak kialakulasa okén ujra kiemelendd, hogy a MYPTI1 tul-foszforilacidja és
expressziojanak csokkenése valtozatos eredetli human daganatok esetében is leirasra kertilt
(157).

Az MP tumorszuppressziv funkciojan tal megemlitend6 a PP1c szerepe is a daganatok

kialakulasanak hatterében. Korabbi tanulmanyok beszamoltak a PPP1R14B fehérjekodolo
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génrdl, melynek terméke képes géatolni a PPlc-t. A PPP1R14B expresszios profiljat tobb
uterinalis daganatbol elemezve a PPP1R14B expresszidja emelkedett tumoros szdvetekben,
kontroll parjukhoz viszonyitva. A PP1c inhibitor expresszidja szoros 0sszefliggést mutatott a
daganat progresszidjaval, a deprimalt talélési ardnnyal, €s a lecsokkent progressziomentes
intervallummal (12).

Mindezen eldzetes irodalmi adatok tamogatjdk a MYPT1 és a MP szerepének

alaposabb feltarasat az uterus pathologias elvaltozasai €s daganati kialakulasdnak hatterében.
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Célkituzeések

A méh szoveteinek fiziologids homeosztazisanak felboruldsa szdmos pathologids

allapot kialakulasara prediszponadl, illetve alapja lehet daganatos betegségek kifejlodésének is.

.....

szabalyozott proliferacidja szempontjabol az SMNTL1 fehérje kulcsszerepet tolt be, mint

szteroidhormon receptor ko-aktivator, tovabba szdmottevéen befolyéasolja az inzulin jelatviteli

kaszkad sikerességét is. Mindezen tul az SMTNLI1 fehérje kiemelt szabalyozo szereppel bir

fehérje-fehérje kolcsonhatas révén a MYPTI1 fehérjére, melynek aktivitdsa a cercivalis

carcinomak kialakulasa soran a csokkent kifejezodést mutat6 PPM1B altal szabalyozott, igy

kisérletes munkank célkitlizései az alabbiak voltak:

1)

2)

A PPMIB fehérie szerepének igazolasa és mélyebb feltarasa a MP/PRMTS5/H4

protoonkogén tegelyen:

PPMIB ¢és MYPTI1 fehérje fizikai és fiziologiai kdlcsonhatdsnak igazolasa, illetve
enzimaktivitast vizsgald in vitro foszfataz kombinalt kindz esszék segitségével, Hela ¢€s
tsA201 sejtek felhasznalasaval

A PPMIB gatlas hatasanak vizsgalata a MP/PRMTS5/H4 protoonkogén tengelyre HelLa
sejtek magi és citoplazmatikus frakcidiban

A PPMIB fehérje transzfekcié hatasanak vizsgalata a MP/PRMTS5/H4 protoonkogén
jelatviteli palya elemeire HeLa sejteken.

A PPMIB fehérje kapcsolata a MP/PRMTS5/H4 protoonkogén tengellyel emberi cervicalis

karcindmabol szarmazé tumoros és kontroll szoveti biopsziak lizatumainak vizsgélataval

Az SMTNLI1 transzfekcio hatasanak vizsgéalata human endometrialis adenocarcinomébdl

------

------

crer

Ishikawa sejtek inzulin jelatviteli Gtvonalanak vizsgélata in vitro terhes és gesztacids

diabétesz modellben

Ishikawa sejtek glikogénraktarozasara €s gliikkoz felvételének vizsgalata in vitro terhes és

gesztacios diabétesz modellben
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Vegyszerek

Anyagok és modszerek

A Kisérletek soran hasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtdl

rom

vasaroltuk. Eltéro ese

Antitestek

tben a forgalmazo cég nevét zarojelben jeleztiik.

A Western blot soran felhasznalalt antitestek listajat az 2. tablazatban Osszesitettiik.

o I N

2.tablazat: A Western Blot analizis sordn felhasznadlt antitestek listdja

Antitestek

MYPT1 BD Transduction Laboratories (New York, USA) 612165 Egér,Monoklonalis antitest
:’;ll?:E;l‘%-MYPTI Merck-Millipore (Darmstadt, Germany) ABS45 Nyul,Monoklonalis antitest 1:500
fT"l‘l’:g;‘;’)'MYP T1 Merck-Millipore (Darmstadt, Germany) 36-003 Nyil,Monoklonalis antitest 1:500
PRMTS Merck-Millipore (Darmstadt, Germany) 07-405 Nyul,Monoklonalis antitest 1:1000
Phospho-PRMTS5 (Thr80) | Abmart Inc Sipos et al. Nyul,Monoklonalis antitest 1:500
GAPDH Sigma—Aldrich (Missouri, USA) sc-47724 Egér,Monoklonélis antitest 1:5000
PPM1B Abnova HO(;;)(()) 15 ; 95- Egér,Monoklonalis antitest 1:350
Flag Sigma—Aldrich (Missouri, USA) F742 Nyul,Monoklonélis antitest 1:1000
H4 Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) L64C1 Egér,Monoklonélis antitest 1:1000
Dimethyl-H4 Merck-Millipore (Darmstadt, Germany) 07-947 Nyul,Monoklonalis antitest 1:500
p-aktin Santa Cruz Biotechnology sc-47778 HRP-konjugalt 1:20000
Lamin A/C Santa Cruz Biotechnology s¢-7293 Nyul,Monoklonalis antitest 1:1000
o-tubulin Santa Cruz Biotechnology sc-53646 Egér,Monoklonélis antitest 1:1000
PP1p Santa Cruz Biotechnology sc-365678 Egér,Monoklonélis antitest 1:1000
pRb Santa Cruz Biotechnology sc-102 Egér,Monoklonélis antitest 1:1000
IRS-1 Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 2390 Nyul, Monoklonalis antitest 1:1000
Phospho-IRS-1 (Ser612) Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 3193 Nyul, Monoklonalis antitest 1:1000
Akt-1 Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 2938 Nyul, Monoklonalis antitest 1:1000
Phospho-Akt-1 (Ser473) Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 3787 Nyul, Monoklonalis antitest 1:1000
Flag Sigma—Aldrich (Missouri, USA) F3165 Nyul, Monoklonalis antitest 1:1000
GAPDH Sigma—Aldrich (Missouri, USA) sc-47724 Egér Monoklonalis antitest 1:5000
JNK Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 92528 Nyul, Monoklonalis antitest 1:1000
Phospho-JNK(Thr138) Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 81E11 Nyul, Monoklonalis antitest 1:500
ERK1/2 Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 46958 Nyul, Monoklonalis antitest 1:1000
Phospho-ERK1/2 . . . 1 .

(Thr202) Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 98168S Nyul, Monoklonalis antitest 1:500
MYPT-1 BD Transduction Laboratories (New York, USA) 612165 Egér Monoklonalis antitest 1:500
f,[l,ll(::g;l ;))-MYPT-I Merck-Millipore (Darmstadt, Germany) ABS45 Nytl, Monoklonalis antitest 1:500
MLC20 Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 36728 Nyul, Monoklonalis antitest 1:500
Phospho-MLC20 (Ser18) | Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 3674S Nyul, Monoklonalis antitest 1:500
PP2A BD Transduction Laboratories (New York, USA) 610555 Egér, Monoklonalis antitest 1:1000
nPKCg Antibody Sigma—Aldrich (Missouri, USA) sc-214 Egér Monoklonalis antitest 1:1000
DUSP9 Cell Signalling Technology (Massachusetts, USA) 59277 Nyul, Monoklonalis antitest 1:500
anti-mouse IgG Cell Signaling Technology #7076 1:5000
anti-rabbit IgG Sigma-Aldrich A0545 1:5000
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Sejttenyésztés Ishikawa sejtek esetén

Az endometrialis adenocarcinomabol immortalizalt Ishikawa sejtvonalat (ECACC,
#99040201) korabbi irodalmi forrasokban gyakran alkalmaztak endometrialis epithelium
modellezésére (158-160). Az Ishikawa sejtek tenyészté médiuma az alabbi komponensekbdl
allt: fenolvorost tartalmazé Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ot (DMEM), mely 1000
mg/L glikozt tartalmazott, kiegészitettlink 5% foetalis borju szérummal (FBS), tovabba 2 mM
koncentracidju L-glutaminnal (Lonza), és 1% nem-esszencialis aminosavakkal (NEAA). A
sejteket T75-0s flaskaban tenyésztettiik, 5% COz szint mellett, 37°C-ra temperalt inkubatorban.
A sejteket hetente haromszor, 90%-0s konfluencia elérése esetén passzaltuk. A sejtvonal
mycoplasma fertézésre teszteltiik, mely vizsgélat hitelességét a gyartdo validalta ¢és

dokumentalta.
Sejttenyésztés HeLa sejtek esetén

A human cervix carcinomabol izolalt HeLa sejtvonal (ECACC, #93021013) a vilagon

els6ként immortalizalt human sejtvonal, mely izolalasa ota széles korben alkalmazott in vitro

cre

crc

glutaminnal (Lonza). A sejteket T75-0s flaskdban tenyésztettiik, 5%-os CO2 szint mellett,
37°C-ra temperalt inkubatorban. A sejteket hetente haromszor, 90%-os konfluencia elérése

esetén passzaltuk. A sejtvonalak mycoplasma fertdzésre tesztjét a gyartd végezte és validalta.
Sejttenyésztés tsA201 sejtek esetén

Az SV40 altal transzformalt huméan embrionalis vesesejteket (tsA201) (amelyeket az
ECACC-t6] vasaroltunk, katalégusszam: 85120602) a gyartd utasitasainak megfeleléen
DMEM volt, melyet 10% FBS-sel és 2 mM L-glutaminnak egészitettiink ki, és a tovabbiakban
komplett tenyésztd médiumként utalok ra. A sejteket 37°C-on, parasitott, 5% CO--t tartalmazo
térben inkubaltuk. A sejtvonalakat mycoplasma fert6zésre teszteltiik. A sejtek hitelességét a
gyartd validalta és dokumentalta. A sejteket T75-0s flaskaban tenyésztettiik, hetente haromszor,

90%-o0s konfluencia elérése esetén passzaltuk.
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Ishikawa sejtek tranziens transzfekcioja rekombinans SMTNL1 fehérjével

Az endometrialis epithelidlis sejtkultra tranziens transzfekciojat Geneluice
transzfekcios reagenssel végeztiik el, adharens sejtpopulacion, a gyartd utasitasai szerint, az
aldbbi modositasokkal. Az Ishikawa sejteket 6-lyuka lemezre szélesztettik 4 x 10°
sejtszamban, a transzfekciot akkor végeztiik, mikor a sejtek konfluencidja elérte a 70%-ot. A
transzfekcid elvégzéséhez harom csoportot hoztunk 1étre, kezeletlen kontroll csoportot, iires
plazmiddal kezelt, transzfekcids kontrollként hasznalt MOCK csoportot, illetve a Flag-jelolt
rekombinans SMTNLI1 fehérjét overexpresszalo FT-SMTNL1 csoportot. Kisérletiink soran a
teljes hosszusagu, Flag-jelolt rekombindns SMTNLI1 fehérjét kodolo vektort (pM13-NT-FT-
SMTNLI: M13 vektorba inzertdlt, N terminalisan Flag jelol6t tartalmazé rekombinéns
SMTNLI szekvencia) illetve a pEZ-M13 iires vektort (GeneCopoeia Rockville, USA) 2,5
ng/pl koncentracioban alkalmaztuk a 6-lyukt lemez egy-egy lyukaban, 1500 pl végtérfogatra
szdmolva, melyet fenolvordst nem tartalmazod komplett tenyészté médium felvéve adtuk a
sejtekhez. A sejtek 72 6ran keresztiil inkubaltuk, médiumcsere ezen id6 alatt nem torént. A
transzfekcid sikerességét a Flag jelold elleni antitesttel, Western blot analizissel, illetve

immunfluoreszcens festéssel (Id. alabb) ellendriztiik.

HeLa és tsA201 sejtek tranziens transzfekcioja rekombinans PPMI1B és

MYPT]1 fehérjével

A PPMIB transzfekcioja HelLa €s tsA201 sejtkulturak esetében human pRec-M11-FT-
PPMI1B vektorral tortént (M11 vektorba inzertalt, N terminalisin Flag jelolot tartalmazo
rekombinans PPM1B szekvencia, mellyel tortént transzfekciora a tovabbiakban FT-PPM1B-
ként referalunk) (GeneCopoeia Rockville, USA). A vektort 1,7 ng/ml koncentraciéban, 1500
ul végtérfogatban alkalmaztuk, Gene Juice transzfekcios reagenst felhasznalva, a gyarto
utasitasai szerint, az alabbi eltérésekkel. A HeLa és tsA201 sejtkultarakat 6-lyuku lemezre
sz¢lesztettiik, 40000 sejt/lyuk szamban. A szélesztés mdsnapjara a sejtkultara kb. 70%
konfluenciat ért el, ezen az adharens sejtkultiran tortént a transzfekcio, kontrollként kezeletlen
csoportot, tovabba iires pEZ-M13 (lires vektor, GeneCopoeia Rockville, USA) altal kezelt,
transzfekcios MOCK kontroll csoportot is létrehozunk az FT-PPM1B csoport mellett. A
MOCK csoport ¢és az FT-PPM1B csoport vektor koncentracidja megegyezett, azaz 1,7 ng/ul
koncentracioban alkalmaztuk 1500 pl végtérfogatra szdmolva, esetenként 4 pl Gene Juice
transzfekcios reagenssel kiegészitve. A végtérfogat elérése szérumot tartalmazo komplett

tenyésztdé médium alkalmazédsaval tortént. A HelLa és tsA201 sejtek MYPTI fehérje
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transzfekcidja szintén kezeletlen kontroll, és MOCK kontroll csoport létrehozasa mellett
tortént 1,09 x 10~ pug/ul koncentracioju human pRec-M11-FT-MYPT1 (M11 vektorba inzertalt,
N terminalisan Flag jeloldt tartalmazo rekombinans MYPT1 szekvencia, mellyel tortént
transzfekciora a tovabbiakban FT-MYPT1-ként referalunk) plazmid felhasznalasaval, 1500 pl

végtérfogatban alkalmazva. A sejteket transzfekcid utdn még tovabbi 72 6raig tenyésztettiik.
Ishikawa sejtek in vitro terhesség (P4) és gesztacios diabétesz (GDB) modellje

Az Ishikawa sejtek transzfekcidjat kovetd napon a sejtek mostuk 1x foszfattal pufterelt
sooldattal (PBS: pH 7,2; 2,7 mmol/L KCI, 1,5 mmol/L KH2PO4, 136,9 mmol/L NaCl, 8,9
mmol/L NaxHPO4 x 7 H20), és médiumukat cseréltiik az alabbiak szerint. Az in vitro terhesség
nem tartalmaz6 DMEM kiegészitésre keriilt 5% FBS-sel, tovabba 2 mM koncentracioju L-
glutaminnal és 1% NEAA-val, amit tovabb potoltunk 1 pM medroxi-progeszteron-acetattal
(MPA), 10 nM 17-B-6sztradiollal (OD), illetve 0,5 mM 8-Br-cAMP-vel, annak érdekében,
hogy a terhesség soran természetesen eldfordulé hormonokat reprezentaljuk. A P4 modell
Osszeallitasanak végére a glilkdzkoncentracio 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 gliikozt tartalmazott. A GDB modell
Osszedllitdsanak végére a gliikozkoncentracié 22,21 mM-osra higult. A P4 ¢s GDB modell
gliikdzkoncentracio kiilonbsége 17,1 mM. A sejteket feltarasig, 6sszesen 72 oraig tenyésztettiik

az adott modell médiumaban.
HeLa sejtek Sanguinarine kezelése és szubcellularis frakcionalasa

A Sanguinerine (tovabbiakban: SNG) PPM1 gatloszer kezelést megeldzéen a HelLa sejtek
DMEM 90% konfluencia eléréséig komplett tenyészté médiumukban (1000 mg/L gliikkéz
tenyésztettiik, majd a sejtek médiumat 1xPBS-sel valé mosas utan cseréltik szérummentes,
fenolvorost tartalmaz6 DMEM médiumra, melyet 0,1% FBS-sel pétoltunk ki. A sejteket 24
oraig éheztettiik a sejtkultdra sejtciklusanak szinkronizacidja érdekében, majd 1 uM SNG-t
tartalmazd komplett tenyészté médiummal vald kezelés kovetkezett 1 6ran keresztiil, annak
érdekében, hogy a PPM1B protein foszfataz gatlas ala keriljon. Amennyiben szubcellularis
frakcionalas nem tortént, a sejteket a Ishikawa és HelLa sejtek feltrasa szekcioban taglalt
moddon processzaltuk. A szubcellularis frakcionalast a kovetkezoként végeztiik. A kezelés

leteltével a kulturdt sajat médiumukban kapartuk fel, majd centrifugaltuk 800 x g
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fordulatszdmon 3 percig, az életképes sejtek pelletben valdo Osszegylijtése érdekében. A
centrifugalds végeztével a feliilluszot eltavolitottuk, a pelletet pedig az “A puffer”-ben
szolubilizaltuk, amely a kovetkezket tartalmazta: 10 mM 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-
etanszulfonsav (HEPES, pH 7,9), 10 mM kalium-klorid (KCI), 0,1 mM etiléndiamin-
tetraccetsav (EDTA), 0,1 mM etilén-glikol-bisz(B-aminoetil-éter)-N,N,N',N'-tetraecetsav
(EGTA), 1 mM néatrium-fluorid (NaF), 1 mM tetranatrium-pirofoszfat (NasP.0-), 1 mM pB-
glicerofoszfat és 1 mM néatrium-ortovanadat (NasVOas), melyet alkalmzas el6tt frissen
egészitettlink ki 1 mM ditiotreitol-lal (DTT) és 50x-es higitastu foszfataz inhibitor koktéllal
(FIC, P0044, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10x-es higitasu proteaz inhibitor koktéllal
(PIC, 05892791001, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), valamint 1 pM mikrocisztin-LR-
rel (McaR). Szolubilizélast kovetden a sejteket Hamilton tii segitségével homogenizaltuk, majd
centrifugalas kovetkezett 16000 x g fordulatszdmon, 1 percig, 4 °C-on. A centrifugélast
kovetden a feliiliszot elmentettiik, mint citoplazmatikus frakciot, és a pellettel dolgoztunk
tovabb. A pelletet “B puffer”’-ben szuszpendaltuk, melynek Gssszetétele a kovetkezo volt: 20
mM HEPES (pH 7,9), 420 mM nétrium-klorid (NaCl), 0,5 mM EDTA és 0,5 mM EGTA,
amelyet keveréket hasznalat el6tt frissen felpotolrunk 10x PIC-el, 50x-es FIC-cel és 1 mM
McaR-rel. A szuszpenziét jegen inkubaltuk B pufferben 25 percig, majd centrifugaltuk 12000
x g fordulatszamon, 10 percig, 4 °C-on. A centrifugéalas utan kapott feltliszét elmentettiik,
Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) segitségevel mertiik meg. Stésard sorként borju szérum

albumin (BSA) higitasi sort alkalmaztunk.
Ishikawa és Hela sejtek ¢letképesség vizsgalata

Az Ishikawa illetve HelLa sejteket 96-lyuk( lemezre szélesztettiik 20000 sejt/lyuk
sejtszamban, és a fentebb leirt modon transzfektaltuk, Iétrehozva kontroll, res vektor altal
kezelt MOCK, illetve FT-SMTNLL1 vagy FT-PPM1B csoportokat. A kezelés 72 6ra hosszaig
tartottuk fent, ennek leteltével 20 UM végkoncentracioban adtunk a kulturakhoz AlamarBlue
(Invitrogen™) reagenst. Az AlamarBlue reagens egy resazurin tartalmu, sejtekre nem toxikus
hatasu redox indikator, mely sejtszintli metabolizacioja soran fluoreszcencia intenzitast bocsajt
ki mikozben redukalédik. Ezen tulajdonsaga révén alkalmas sejtek életképességének
vizsgalatara. A reagens hozzaadasat kovetden a sejteket tartalmazo 96-lyuku lemezt 37°C-on
90 percig inkubaltuk, mely soran az Alamar Blue reagens hatdsara kifejlddd szinreakci6 elérte
maximumat. A fluoreszcencia intenzitasat 530/590 nm hullamhosszusagon regisztraltuk, Spark
multimode reader segitségével (Tecan Group Ltd, Switzerlés). A sejtek életképességének
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meghatarozasahoz csak Alamar Blue reagenst tartalmazé vakhoz viszonyitottuk A kezeletlen
kontroll csoport értékének &tlagdt 100%-nak véve eredményeinket oszlopdiagrammon
reprezentaltuk.

Ishikawa sejtek karcolasi esszéje

A kezeletlen kontroll, Ures plazmiddal transzfektalt MOCK, avagy FT-SMNTL1
szekvenciat tartalmazé plazmiddal transzfektalt Ishikawa sejteket Vybrant™ DiD Cell-
Labeling Solution (Invitrogen™, Waltham, Massachusetts, USA, Kataldogusszam: VV22887)
segitségével fluoreszcens modon jeloltik, majd kollagén bevonatd OptiPlate-96 Black
lemezekre (PerkinElmer; Waltham, MA, USA) szélesztettiik 20000 db sejt/lyuk stiriiségben,
és 48 dran at tenyésztettiik kontroll, P4 vagy GDB modellek kdzott. A kezelés 48. drajaban
minden lyukat Tecan Freedom EVO 150 (Tecan Group Ltd, Svajc) robot segitségevel
karcoltunk meg, majd tovabbi 24 oran at tenyésztettiik a sejteket, a migracios potencialt pedig
ezalatt az 1d6 alatt rogzitettiik valds idoben az nagy ateresztoképességii sziiroberendezés: Opera
Phoenix™ High Content Screening (tovabbiakban: HCS) (PerkinElmer; Waltham, MA, USA)
mikroszkop 10x-es levegds objektive (NA: 1.15) segitségével, oranként keészitve fotokat sejtek
sebzarodasi folyamatarol. A szabadon maradt teriilet méretét, illetve a sejtek szamat a
mikroszkop beépitett Harmony (4.8-as verzid) szoftvere analizalta. A hromonkezelésben nem
részesult kontroll, a MOCK csoport sebzarodasanak atlagat 100%-nak veve reprezentaltuk a

tovabbi kezelési korilmények eredményei oszlopdiagrammon.
HeLa és Ishikawa sejtek immunfluoreszcens festése

Az Ishikawa és HeLa sejteket OptiPlate-96 Black Plate (PerkinElmer; Waltham, MA,
USA), 96-lyukt lemezre szélesztettiik 20000 sejt/lyuk sejtszamban, és a fentiekben leirt médon
transzfektaltuk oket, illetve Ishikawa sejtek esetén a transzfekcids csoportokat kontroll, P4 és
GDB modellek kozott egyedileg 1étesitettiik. A kezelést 72 oran keresztiil tartottuk fent,
melynek végén a sejteket 1x PBS-sel mostuk, majd 4%-os paraformaldehid (PFA) / 1x PBS
oldatban fixaltuk szobahdn, 15 percig. Az inkubécios idd letelte utdn a mintdkat 1x PBS-sel
mostuk, majd 0,2%-os Triton-X 100 / 1x PBS detergens oldatot adtunk hozza. Az inkubaci6 10
percig, szobahdn tortént, a sejtek membranjanak permeabilizalasa céljabol. Ezt kovetden 1x
PBS-sel valo mosas kovetkezett, majd 1% BSA (borju szérum albumin) / 1x PBS oldatban
blokkoltuk a lyukakat 1 6ran keresztiil, szobahdn. A blokkoléas utdn az elsddleges antitesteket
1:100 koncentracioban alkalmaztuk, 1% BSA / 1x PBS oldatban oldva. A felhasznalt els6dleges
antitestek a kovetkezéek voltak: anti-MUC-1, anti-MYPT]1, anti-MYPT1PT%% anti-MLC, anti-
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MLCPS!8, anti-PRMTS5, anti-PRMT5P™, anti-H4 és anti-DM-H4. Az elsddleges antitestekkel
az inkubécio 4 °C-on, egy ¢éjszakan at tartott. A sejteket haromszor mostuk 1x PBS-sel, majd
Alexa 488 (z6ld) fluoroforral konjugalt masodlagos antitesteket, illetve Texas-Red Phalloidint
alkalmaztunk F-aktin jel6lése céljabol, melyeket 1:1000 higitasban adtunk a lyukakhoz 1%
BSA / 1x PBS oldatban oldva. Az inkubacid 1,5 6raig szobahdn tortént. A sejtek magjat 4', 6-
diamidino-2-fenilindollal (DAPI) (kék) jeloltiik. A fluoreszcens jelek vizualizacidja az Opera
Phoenix™ HCS mikroszkop segitségével tortént. Lyukanként Osszesen 14-16 mezd kertilt
leképzésre, atlagosan 3 x 10* db sejtet detektalva. Az Alexa488-as fluorofor intenzitdsanak
fluoreszcencia intenzitds analiziséhez kezelési csoportonként 3 fiiggetlen lyuk, illetve egy lyuk
legalabb 9 egyedi mezejébdl mért szummalt intenzitas szolgalt. A kapott intenzitas értékét
autofluoreszcenciara szlrtilk, a masodlagos antitest kontroll intenzitdsat minden lyuk
Osszintenzitasabol kivontuk. Az igy nyert adatokat a DAPI-val jelolt sejtek szdmara
normalizaltuk. A kontroll MOCK csoport értékét 100%-nak vettiik, és az 6sszes tobbi csoportot

ennek aranyként fejeztiik ki, eredményeinket oszlopdiagrammon abréazoltuk.
Ishikawa és HeL a sejtek feltarasa, teljes sejtlizatum formaban

A transzfektalt és/vagy Ishikawa sejtek esetén kontroll/P4/GDB modellben kezelt
sejteket a fentebb részletezett kezeles letelte utdn 1x PBS-sel mostuk, majd jéghideg, az alabbi
maodon Kiegeszitett radioimmunprecipitaciés esszé pufferben (RIPA) [25 mM Tris-HCI (pH
7,6), 150 mM NaCl, 1% natrium-deoxikolat, 0,1% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 1% Triton-
X 100, ImM PMSF (fenil-metil-szulfonil fluorid), 10x PIC, 50x FIC (Foszfataz Inhibitor
Koktél), 1 uM MC-LR (microcystin-LR)] kapartuk fel. A sejtek lizatuméat Branson 250
szonikatorral (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) homogenizaltuk haromszor 10
maésodpercig, 10% output beallitason, majd a sejtszuszpenzidkat 15 percig 16000 x g-n, 4 °C-
on centrifugéltuk. A pellet elvetése utan a felliliszébdl fehérje koncentraciot mértiink BCA
esszé (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével. Stésard sorként borju

szérum albumin (BSA) higitéasi sort alkalmaztunk.
SDS-gélelektroforézis és Western blot analizis

A sejtek feltarasat kovetden a lizatumokat merkaptoetanollal 30:1000-hez aranyban
kiegészitett 6xSDS mintapufferben (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA) 10 percig,
100°C-on felfdztiik, majd mintanként 30-40 pg fehérjét vittiink fel 4-20%-os, elére gyartott
Criterion gradiens-gélekre (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA). A fehérjék
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gélelektroforézisét PowerPac HC tapegységgel (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA)
200 V-on kiviteleztiik, kb. 40 percig. A fehérjék nitrocellul6z membranra valé transzferalasa
Criterion blotter késziilék (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA) segitségével tortént,
100 V-on, 75 perc alatt. A membranok blokkolasara 5% (m/V) BSA/ 1x Tris puffer (TBS: 136
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 25 mM Tris-HCI, pH 7,4) oldatot alkalmaztunk, mely 0,1% (V/V)
Tween 20-at tartalmazott (TBST). A blokkolési id6 1,5 6ran at tartott, szobahdn. Az elsédleges
antitesteket 5% BSA/TBST oldatban higitottuk a 3. tdbldzatban jelzett aranyok szerint, a
membranok ezutan 4 °C-on, egy ¢éjszakan at inkubalodtak. Masnap a membranokat haromszor
10 percig 1x TBST-vel mostuk és 5% BSA/TSBST-ben, 1:5000 aranyban higitott HRP-
konjugalt méasodlagos antitestekkel inkubaltuk szobahén, 1,5 6rdn at. A kemilumineszcens
jeleket WesternBright ECL reagensek (Advansta Inc.; San Jose, CA, USA) 1:1 aranyu
keverékével hivtuk eld, a vizualizacibhoz ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad

Laboratories; Hercules, CA, USA) késziiléket alkalmaztunk.
Ishikawa sejtek glikogén mennyiségének mérése

A transzfektalt Ishikawa sejteket 6-lyuka lemezre szélesztettiik, majd a fentiekben leirt
modon kontroll, P4, illetve GDB modellekben kezeltiik 72 6ran keresztiil. A kezelés letelte utan
a sejteket 5 percig 200 pl/lyuk tripszin segitségével elvalasztottuk a tenyésztd lemez
felszinétdl, majd a tripszin hatdsat hatszoros térfogati komplett tenyésztd médium
hozzdadasaval allitottuk le. A sejtek szuszpenzidjat 2000 x g fordulatszadmon, 4°C-on 4 percig
centrifugaltuk. A sejtek pelletét mintanként 150ul 0,1M-os KH2PO4 oldatban szolubilizaltuk,
majd szonikator segitségével lizaltuk (10% output, Branson Sonifier 250. Fisher Scientific). A
lizdtumhoz mintanként 30 pl 25%-os triklérecetsav (TCA) oldatot adtunk, majd 16000 x g
fordulatszamon centrifugaltuk, 5 percig 4°C-on. A feliiliszokkal tovabb dolgozva azokat
kipotoltuk mintanként 300ul tomény H2SOas oldattal és 30 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk. A lizdtumokat mintanként 60 pul 6%-os fenol oldattal egészitettiik ki, és tovabbi 5
perc inkubacio kovetkezett 90°C-on, mely inkubécid végére kifejlédott a szinreakcio. Az
abszorbanciat 490 nm hulldmhosszon mértiik le, a koncentracidt stésard gorbe alapjan
g/100 ml, 0,025 g/100 ml, 0,1 g/100 ml és reagens vak. A glikogén koncentracié g/100 ml-ben
nyert eredményeit normalizaltuk a BCA teszttel mért fehérje koncentracidhoz, amelyet minden
mintabol egyedileg mértiink, a fehérjekoncentraciot g/100 ml egységben fejeztikk ki. A
normalizalt eredmények glikogén/fehérje (g/g) egységgel rendelkeztek. A MOCK kontroll
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csoport értekét 100%-nak vettiik, és az 0Osszes tObbi csoportot aranyként fejeztiik ki

oszlopdiagramon.
Ishikawa sejtek gliikoz felvételi esszéje

A 2-NBDG (2-N-7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl-Amino-2-Deoxyglucose) felvételi
esszéhez az lires vagy FT-SMTNL1-et tartalmazé vektorral transzfektalt Ishikawa sejteket 24-
lyukt lemezre szélesztettiik, majd a fentebb leirt mdédon 72 6raig kezeltiik dket kontroll, P4,
illetve GDB modellek kozott. A kezelés végén a sejteket mostuk 1x-es PBS oldattal, majd 1
ora hosszaig gliikozmentes tenyészté médiumban val6 inkubacié kovetkezett 5% CO:2 szint
mellett, 37°C-ra temperalt inkubatorban. Ezt kvetéen 100 pM/lyuk koncentracioban adtunk a
sejtekhez 2-NBDG-t, mellyel tovabbi 1 o6ras inkubdacio tortént. A sejteket ezutan mostuk 1xPBS
oldattal, és 0,1M-os KH2POu4 (pH 11,0) ¢és lizis puffer segitségével lizaltuk, melyet elézdleg
1% Triton X-100-zal egészitettiink ki. A fluoerszcencia mértékét 485 nm hulldmhosszisagn
excitaciés €s 535 nm hullamhosszusagu emisszios spektrumon mértiik le Tecan Spark
Multimode microplate reader (Tecan Treading AG, Mannedorf, Germany) segitségével. Az igy
alkalmazéasaval mértiink meg, borji szérum albumin (BSA) higitasi sort felhasznalva a

fehérjekoncentracio stésardizalasdhoz.
Ishikawa sejtek RNS izolalasa és szemi-kvantitativ RT-PCR analizise

A 6-lyuka lemezre szélesztett, fentiekben leirt médon transzfektalt, majd 72 oraig
kontroll, P4 és GDB modellek kozott kezelt Ishikawa sejtek teljes RNS tartalmanak
kivonasahoz 1 ml of TRIzol reagenst (Life Technologies, Carlsbad, CA) adtunk minden
lyukhoz. A lizdtumokat mintdnként 200 pl klorofolmmal egészitettiik ki, majd centrifugéltuk
18928 x g fordulatszamon, 4°C-on, 15 percig. A viztiszta RNS féazissal dolgoztunk tovabb, ,
ehhez adtunk hozza a tovabbiakban 500 pl izopropanolt, majd centrifugalas kovetkezett 18928
x g-n, 4°C-on, 10 percig. A pelletet 75% etanolban szuszpendaltuk, majd centrifugaltuk 18928
x g-n, 4°C-on, 5 percig. A pelletet 10ul nukledzmentes vizben szuszpendaltuk fel, a mintdk
Massachusetts, USA) segitségével mértik meg, tisztasdgukat 260/280 nm-en mért
abszorbancia hanyadosaval ellendriztiik, és elfogadtuk, amennyiben a hanyados 1,8-2 kozdtti
értéket adott.

A reverz transzkripcidt mintanként 0,6 pg RNS mennyiségbdl végeztiik, 37°C-on, 120
percig cDNS Synthesis Kit-tel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), az
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igy eldallitott cDNS-t pedig RT-PCR moédszerrel amplifikaltuk, 2x Xceed qPCR SyberGreen
Master mix (Institute of Applied Biotechnologies, Praga — Strasnice, Csehorszag) segitségével.

A PCR reakcido soran felhasznalt primer parok szekvencidjat a 3. tdbldazatban
Osszesitettiik.

A PCR reakci6 ciklusai: 95°C 3 percig denaturacid céljabol, majd a PCR reakciot 50
ismétlodo cikluson keresztiil végeztiik 95°C 3 mp, 60°C 30 mp, végiil 72°C 90 mp. A reakciot
LightCycler 480 (Roche Applied Science) miszer segitségével hajtottuk végre, gépenként és
mintanként is triplikdtumokat alkalmazva. Az egyes mintdk mRNS szintjére kapott Cp értékét
a haztartasi gének (GAPDH ¢és Cyclophilin A) mértani kézepére normalizaltuk. A csoportok
statisztikai analizise sordn a hormonkezelésben nem részesiilt kontroll MOCK csoport
értékeinek atlagat vettiilk 100%-nak, ehhez képest reprezentaltuk a tovabbi kezelési csoportok

eredményeit, oszlop diagrammként, GraphPad Prism 8 szoftver segitségével.

3. tablazat: A RT-PCR sordn hasznalt primerek

PCR primerek

Human GAPDH Forward AGCCTCAAGATCAGCAATG 0,4 uM 52,6°C
Human GAPDH Reverse ATGGACTGTGGTCATGAGTCCTT 0,4 uM 57,9°C
Human Cyclophillin A Forward GTCTCCTTTGAGCTGTTTGCAGAC 0,4 uM 58,2°C
Human Cyclophillin A Reverse CTTGCCACCAGTGCCATTATG 0,4 uM 56,7°C
Human MUC-1 Forward TGCCGCCGAAAGAACTACG 0,4 pM 54,3°C
Human MUC-1 Reverse TGGGGTACTCGCTCATAGGAT 0,4 uM 56,2°C

Human cevicalis karcinoma lizatumok feldolgozasa

A kontroll és tumoros szdveti lizatumokat a Protein Biotechnologies (Ramona, CA,
USA) cégtdl vasaroltuk, ahol a gyartd a szoveti mintdkat RIPA pufferben tarta fel,
végkoncentraciokén 1 mg/ml értéket rendelve a mintdkhoz. 16000 x g fordulatszamon, 4°C, 10
percig torténé centrifugalast kovetden a mintak feliiliszojat és SDS minta pufferben (Bio-Rad
Laboratories; Hercules, CA, USA) 5 percig, 100°C-on inkubaltuk. A mintak fehérjetartalmanak

vizsgalatara Western Blot analizist alkalmaztunk.
Immunprecipitacio

A tsA201 sejtkulturat transzektaltunk FT-PPM1B vagy FT-MYPT1 szekvenciat
tartalmaz6 plazmidokkal a fent leirt mdédon. A kulturdkat TBS-etiléndiamin-tetraecetsav
(TBS/EDTA) puffer segitségevel tartuk fel. Az immunprecipitacio a kovetkez6képpen tortént.
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Protein A Sepharose (PAS) gyanta (GE Healthcare, #17-0780-01) aspecifikus kot6helyeit egy
éjszakan at blokkoltuk 5% (w/V) BSA/TBS oldattal, 4°C-on. Ezt kovetéen a PAS-hoz
antitesteket (anti-PPM1B, anti-MYPTL1 vagy anti-mouse) kotottiink koté puffer (50 mM Tris,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (V/V) Triton X-100, pH: 7,0, kiegészitve 1x PIC-el)
segitségével, 3 6ran keresztil, gyenge forgatas kdzben, 4 °C-on. Az antitestek PAS-hoz kotését
kovetden a transzfektalt, PAS altal eldtisztitott tsA201 lizatumokat (1 mg/ml) az antitesttel
keresztkotott PAS gyantahoz adtuk és 2 6raig inkubaltuk, majd 3x 1XTBS-vel mostuk. A PAS-
anti-MYPT1-FT-MYPT1 konjugatumokat PAS tisztitott FT-PPM1B transzfektalt tsA201
lizatummal inkubaltuk, mig a PAS-anti-PPM1B-FT-PPM1B konjugatumokra FT-MYPT1
transzfektalt, PAS-tisztitott tsA201 lizatum kerult, 3 6ranyi inkubacios idére. A gyongyoket 1x
TBS-sel mostuk, és 1x-es SDS mintapufferrel 100°C-on 5 percig inkubaltuk. Az

immunprecipitacié sikerességét Western Blot analizissel ellendriztiik.

A MYPT1 és PPM1B fehérjék pull-down kotodésivizsgalata

Glutation S-transzferazt (GST) vagy GST-MYPT1-et expresszalo E.coli lizatumokat
Glutathion Sepharose 4B gyongyokkel (P1743-1VL, Merck, Darmstadt, Germany) kot6
pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (V/V) Triton X-100, pH: 7,4,
kiegészitve 1x PIC-el) inkubaltunk 120 percig 4°C-on, annak érdekében, hogy a GST és GST-
MYPT1 a gyongyokhoz kotédjon. A gyodngyokhoz kirdgzitett GST vagy GST-MYPT1
komplexeket 1x-es TBS-sel mostuk, majd MOCK, vagy FT-PPM1B altal transzfektalt tsA201
lizatumokkal inkubaltuk, 120 percig 4°C-on. A gydngyoket haromszor mostuk 1xXTBS oldattal,
majd 2x-es SDS mintapufferrel 5 percig, 100°C-on inkubaltuk.

Hela sejtek Duolink ,,Proximity Ligation Assay” fehérje-fehérje interakcios
esszéje

A Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios esszét (DUO92007, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a gyart6 utasitasai alapjan végeztik el, HeLa sejtkultiran az alabbimédositasokkal. A
HelLa sejteket 96-lyukd lemezre szélesztettik, (Cell Carrier Ultra Uveg alju lemezek,
PerkinElmer, Waltham, MA, USA). A szélesztés masnapjan, 80%-os konfluencia elérésekor a
sejteket 4%(v/v) PFA/TBS oldatban fixaltuk, majd 0,2% Triton-X-100/TBS oldatban
permeabilizaltuk. A mintakat elsddleges antitestekkel inkubaltuk a kovetkezéek szerint: a
PPM1B-MYPT1 interakciot vizsgalo csoportba MYPT1-re és PPM1B-re specifikus elsddleges
antitest kertlt. Pozitiv kontrollként az MP holoenzimet reprezental6 médon MYPTT1 és PPc1f3

ellen termeltetett elsddleges antitesteket hasznaltuk fel. Pozitiv kontrollként a MYPT1 ismert
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szubsztrarjat, a pRb fehérjét alkalmaztuk, mely csoportban a sejtek anti-pRb és anti-MYPT1
antitesttel lettek inkubdlva. A negativ kontroll csoportban elsddleges antitestet nem
alkalmaztunk.

Ezt kdvetden Duolink PLA probat ligaltunk az elsddleges antitestekhez, melyek kozott
amplifikacids puffer hozzaadasaval fluoreszcens oligonukleotidok szintézisét kiviteleztik (11.
abra). Az oligonukleotidok szintézise csak abban az esetben volt lehetséges az amplifikacios
puffer hozzdadasaval, ha az elsddleges antitesttel keresztkotott PLA probaval jelolt fehérjek
megfeleld fizikai kozelségben helyezkedtek el egymashoz képest. Az igy kifejlodo
fluoreszcens jeleket Opera Phoenix™ HCS mikroszkop segitségével vizualizaltuk, 40x-es
vizes objektivvel 554 nm hulldmhosszUséagu excitacios és 576 nm hullamhosszisagu emisszids
hullamhosszon. A sejtek teriiletének meghatarozéasara a citoplazmat Alexa 688-as Falloidin-
nal (Invitrogen™, Waltham, Massachusetts, USA, Kataldgusszam: A22284), a sejtmagot

Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios vizsgalat

Kolcsonhato partnerek jeldlése PLA préba hozzaadasa, mely az
kiilonboz6 allatban elsddleges antitest Fc régidjara
termeltetett elsddleges érzékeny

antitestekkel

WA £

24 2N

11. abra: Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios vizsgalat sematikus dabrdaja. A kélcsonhatdsban részt vevd
partnerfehérjék jelolése kiilonbozd allatban termeltetett elsédleges antitesttel torténik, amit a ,, proximity ligation” préba
igy az keresendd fehérjek megfeleld fizikai kézelségben helyezkednek el egymastol, lehetéség nyilik a ligaciora és az
amplifikaciora. Az amplifikacio fluoreszcensen jelolt nukleotidok felhasznalasaval torténik, a kifejlodé jel két fehérje

fizikai kélcsonhatasat jelzi. Az abra a biorender.com feliiletén késziilt.
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DAPI-val festettiik. A sikeres fehérje-fehérje interakciot jelzé fluoreszcens jelek szamat 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 vettilk, minden mas csoport eredményeét erre a szdmra normalizaltuk, eredményeinket

oszlopdiagrammon abrazoltuk.
Miozin foszfataz aktivitasméreés

HeLa sejteket 6-lyuktl lemezre szélesztettiink, majd 90%-os konfluencia elérése utan
24 oraig ¢heztettiink 0,1% FBS-t tartalmazé médiumban. Az éheztetést kdvetden a sejteket 1
oraig kezeltik 1 uM SNG-al, vagy 50 nM okadansavval (OA), tovabba kombinalt kezelési
csoportban ezek keverékével, mely gatloszereket a HeLa sejtek szérumot tartalmazdé tenyésztd
médiumaban oldottuk. Az 1 6ras inkubacio letelte utan a sejteket S0 mM Tris/HC1 pH 7,4, 150
mM NaCl, 0,15 % (m/V) pufferben tartuk fel, mely kiegészitésre keriilt 1x PIC-el, 1 mM
PMSF-el és 50 mM 2-merkaptoetanollal. Ezt kdvetden ultrahangos szonikalas kovetkezett,
majd centrifugalas 16000 x g, 20 perc beallitason. A mintak feliiluszoit 1 percig 30°C-on
eléinkubaltuk, majd tovabbi 1 percig kezeltiik 1 pM 32P-jeldlt pulykaziza miozin (*’P-miozin)
jelenlétében. A 3*P-miozin preparatumot munkacsoportunk elézetes protokoll alapjan izolélta
(161), a y-[**P]-ATP-t pedig az Izotdp Intézet Kft.-t8] szereztiik be. 20-60 masodperc inkubacid
utan a reakciot 10% (V/V) TCA és 6 mg/ml BSA hozzaadasaval allitottuk le. Centrifugalést
(5600 x g, 3,5 perc) kovetden a kicsapodott fehérjét dsszegytijtottiik és a reakcid soran
felszabadult radioaktivan jelolt foszfatot (**Pi) scintillacidés szamlaloval (Perkin Elmer)
hataroztuk meg.

A kapott foszfatdz aktivitasi értékeket a mintdk MYPT1 mennyiségére normalizaltuk,
mely mennyiséget GST-MYPT1 rekombinans fehérjével késziilt stésard gorbe alapjan
hataroztunk meg. A MP aktivitas értékeit a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva %-os

aranyként fejeztiik ki, eredményeinket oszlopdiagrammon abrazoltuk.

In vitro RhoA kinaz esszé (ROK) és PPM1 foszfataz esszé

A GST-t vagy GST-MYPT1-et expresszalo E. coli lizatumokat Glutathion Sepharose
4B gyongyokkel koté pufferben inkubaltunk 120 percig, 4°C. A gyongyoket 1x-es TBS-sel
mostuk, majd ROK (20 ng/ul) enzimmel és ATP (1 mM)-vel inkubaltuk45 percig, 30°C-on, 1
uM of microcystin-LR-rel és 1x PIC oldattal kiegészitett ROK esszé pufferben [20 mM MOPS
pH 7,2 25 mM GlicP, 0,5 mM etilén-glikol-bisz(B-aminoetil-éter)-N,N,N’,N'-tetraccetsav
(EGTA), és 0,5 mM ditiotreitol (DTT)]. Kontroll csoportként ROK nélkuli mintat
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alkalmaztunk. A foszforilacidé megtorténte utan a gydngyoket 1x TBS-el mostuk, majd
PPM1B-t tartalmazo vagy anélkili inkubacid kovetkezett PPM1B esszé pufferben (20 mM Tris
pH 7,4, 150 mM NaCl, 5 mM MgClz, 5 mM MnClz, 1 mM DTT, 1 mg/ml BSA, 0,1% Tween
ésPIC) 45 percig, 30°C-on. Az inkubaciot kovetéen a mintakat 1xTBS-el mostuk, és a

gyongyoket SDS mintapufferrel inkubaltuk 100°C-on, 5 percig.
Statisztikai analizis

A Western blot keépek intenzitasanak kvantifikdlasa Image J szoftver segitségével
készllt. A poszttranszlaciosan maodositott fehérjék altal adott kemilumineszcens jel
intenzitasanak értékeit a médositatlan fehérje expresszids értékére normalizéltuk, igy fejezve
ki a poszttranszlaciés médositas relativ értékét a teljes fehérjemennyiséghez viszonyitva. A
modositatlan fehérjék jelét a bels6 kontroll (GAPDH, p-aktin) jelének mértékére
normalizaltuk. Az Ishikawa sejteken futtatott kisérleteink, illetve az MP aktivitasanak meérése
esetén a kapott adatok kiértékelésénél a kontroll csoport értékének atlagat vettiik 100%-nak,
melyhez képest kifejeztiik az 0sszes tobbi csoport eredményét %-os aranyban. A HelLa sejtek
esetén értékeinket a total fehérje belsé kontrollra, illetve a modositott fehérje total fehérjére
normalt eredményeinek atlagat relativ szamokként mutattuk be. A kapott értékekb6l GraphPad
Prism 8 szoftver hasznélataval készilt oszlopdiagramm, a statisztikai analizisek szintén
GraphPad Prism 8 szoftver altal szamitodtak.

Két csoport kdzotti kilonbség szignifikanciajanak kimutatasara parositatlan kétmintas
t-probat alkalmaztunk. Tobb csoport dsszehasonlitdsdhoz azonos kornyezeti tényezdk esetén
egyutas, valtozo kornyezeti tényezok esetén kétutas ANOVA statisztikai analizist hasznaltunk,
kiegészitve Tukey post hoc teszttel. Az oszlopgrafikon minden oszlopa egy kisérleti csoport
atlagat reprezentélja, +/- SD értékkel, ahol ,,n” az egymastol fliggetlen kisérletek szamat jelzi.
A kiugroé értékeket a GrapPad Prism 8 szoftver Grubbs’s tesztével tavolitottuk el. Két csoport

kozotti kulonbséget statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiink, amennyiben p <0,05 (*).
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Eredmények

A PPMI1B fehérje szerepe az MP/PRMTS5/H4 jelatviteli palya

szabalyozasaban

A PPMI1B és MYPT1 fehérjék kolcsonhatasanak bizonyitasa

Habar eclbzetes kOzlemények mér leirtdk a MP jelenlétét a sejtmagban, valamint
részletezték a fehérje génexpresszié szabalyozdsdban betoltott szerepét, melyet a PRMT5
defoszforilacidjan keresztil valdsit meg (9,75) a MP sejtmagi szabalyoz6 elemeir6l még nincs
elérhetd adat. Az egyik lehetséges jelolt a MYPT1 nukleéris interaktdomjaban azonositott
Mg*/Mn?*-fiiggd protein-foszfatdiz 1B (PPM1B), de ennek pontos funkcidja és az
MP/PRMT5/hiszton protoonkogén tengellyel val6 kapcsolata eddig nem feltéart.

A PPM1B-t a témegspektrometrias elemzés soran azonositottak a GST-MYPT1 ,,pull
down” frakcidjaban, mint a MYPT1 kolcsonhatd partnerét (10), és ez volt az azonositott
partnerek kozll az egyetlen potencialis MP-t szabalyoz0, foszfataz aktivitasd enzim. Célunk
az volt, hogy tovabbi bizonyitékokat nyerjiink ezen megel6z6 adatokra a PPM1B és a MYPT1
alegység kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatast illetéen, és igazoljuk a PPMI1B szabalyozo
szerepét az MP/PRMT5/H4 jelatviteli palyaban.

Kisérletiink elsd 1épéseként igazolni kivantuk a MYPT1 szabdlyozo alegység és a
PPM1B kozotti kdlcsonhatast, mely kapcsolat feltdrasara immunprecipitacios vizsgalatokat
(12A. abra), ,,pull down” esszét (12B. &bra) illetve Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios
esszet (13A. és B. abra) végeztink.

A ko-immunprecipitaciés vizsgalat soran FT-PPM1B és FT-MYPT1 transzfektalt
tsA201 sejtek lizatumaval inkubaltunk az MYPT1 és PPM1B ellen termeltetett antitesteket,
melyeket elézetesen PAS gyongyre rogzitettink (12A. abra). A Kko-immunprecipitacié
eredményeként elmondhato, hogy a MYPT1 és a PPM1B sikeresen keresztkotott egymassal,
mind az FT-MYPT1, mind az FT-PPM1B lizatum altal inkubalt gyongyokkel vizsgalt, PPM1B
antitest altal validalt csoportban. Az anti-MYPTL1 antitesttel keresztkotdtt PAS gyongyok
sikeresen kikototték mind a MYPT1, mind a PPM1B fehérjét. A PPM1B antitesttel
keresztkotott PAS gyongyok nem mutattak szamottevd MYPT1 kotést, amely jelenség
hatterében az allhat, hogy a PPM 1B ko6tédési régioja a MYPT1-en atfedésben talalhato az anti-
MYPT1 antitest epitopjaval.
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Mivel a Mg*/Mn?*-fiiggd protein-foszfatdiz 1A (PPM1A) szekvencidja az
enzimcsaladon belll nagyfokd homoldgiat mutat a PPM1B-vel, illetve a MYPTL1 sejtmagi
interaktomjaban azonositott PPM1B-hez kothetd peptidek koziil hdrom a PPM1A enzim
szekvencidjaban is megtalalhaté volt, ezért kiegészitésként és eredményeink tisztazasa
érdekében a PPM1A jelenlétét is teszteltiik az immunprecipitacio soran (12A. abra). APPM1A
antitesttel validalt mintdk eredményei alapjan, bar a fehérje jelen volt mind az FT-MYPT1
mind az FT-PPM1B transzfektalt teljes sejtlizatumokban, a PPM1A nem mutatott fehérje-
fehérje kolcsonhatast a MYPTL1 fehérjével.
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WB MYPT1 PPM1B
PPM1B MYPT1 19G 75 kD2 g
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12.dbra: A PPM1B és MYPTI kozotti fehérje-fehérje ineterakcio igazoldsa (A) Immunprecipitdcios vizsgalat soran tsA201
sejtlizatumokkal olyan Protein-A Sepharose gyongydket inkubaltunk, melyekhez elézéleg MYPT1-re és PPM1B-re specifikus
antitesteket kotottiink. Az igy kapott precipitatumokat Western blot elemzéssel vizsgaltuk a megadott antitestek segitségeével.
(B) A Flag-PPM1B kolcsonhatasa GST-MYPTI-tel. GST vagy GST-MYPTI-hez kétott Glutathione-Sepharose 4B gyongyoket
inkubaltunk FT-PPMIB transzfektaltcvagy nem transzfekciolt tsA201 sejtlizatumokkal. A kolcsonhatast Western blot
analizissel detektaltuk anti-GST és anti-Flag antitestek alkalmazasaval. A PP1cf jelenléte pozitiv kontrollként szolgalt.
Kisérletiink kovetkezd 1épéseként a PPMIB ¢és a MYPT1 kozotti kolesonhatas
megerésitése érdekében ,,pull down” vizsgalatokat is végeztiink GST-MYPTL1 hasznalataval,
melyhez negativ kontrollként GST-t alkalmaztunk (12B. &bra). Az esszé kivitelezésehez FT-
PPM1B transzfektalt, és nem transzfektalt tsA201 lizatumokat hasznaltunk, mely lizatumokkal
inkubaltuk a GST-és GST-MYPTL1 gyongyoket. A Glutation-Sepharose gyongyokrél elualtuk
a GST- és GST-MYPT1l-hez kotédo fehérjéket, majd SDS-PAGE (poliakrilamid
gélelektroforézis) segitségével elvalasztottuk Oket, végiil Western blot analizissel vizsgaltuk
azokat, PPM1B és GST ellen termeltetett elsddleges antitestekkel, illetve pozitiv kontrollként
rekombinans PP1 katalitikus alegység (PP1c) ellen termeltetett antitesttel. A GST nem, viszont

a GST-MYPT1 kolcsonhatast mutatott a PPM1B-vel mind a kezeletlen, mind az FT-PPM1B
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transzfekcion atesett sejtlizatumban, mely csoport esetén a kapcsolatot mutato jel intenzitasa
nétt. Az MP katalitikus alegysége, a PPlc és a MYPT1 kozotti kolesonhatas stabilan
igazolodott, egyenl6 intenzitast mutatva mind a transzfekcion atesett, mind a transzfekcion at
nem esett csoportban (12B. abra).

A PPM1B és MYPT1 fehérjék kolcsdnhatadsanak tovabbi igazolasaképpen Duolink
PLA fehérje-fehérje interakcios esszét (13. &bra) végeztink HelLa humén cervicalis
carcinomabdl immortalizalt sejtekben. Az interakcids esszeé pozitiv kontrolljaként olyan
csoportot alkalmaztunk, mely anti-MYPTL1 és anti-PP1¢cp antitestekkel jeloltiink, ahol az anti-
PP1cP az MP katalitikus alegységére specifikus, igy a kolcsonhatast jelzé fluoreszcens jel a
holoenzim jelenlétét mutatta (13A. abra). Tovabbi, mar korabban igazolt MYPT1 kdlcsonhato

partner a MP egyik szubsztratja, a pRb, szintén pozitiv kontrollként szolgalt vizsgalatunkban.

kontroll MYPT1-PP1cp MYPT1-pRb MYPT1-PPM1B MYPT1-PPM1A
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13. abra: A PPM1B és MYPT1 kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatds igazolasa Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios esszé
segitségével (A) A MYPTI és PPMIB kozétti kélcsonhatasok kvantitativ elemzése Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios
esszé kivitelezésével. A retinoblasztoma fehérjére (pRb), illetve a PP1cf-ra specifikus antitestekkel jelolt csoportokat pozitiv
kontrollként hasznaltuk. Az MYPTI kélcsonhatasat PPM1A antitesttel is vizsgaltuk. Az F-aktint Alexa688 Falloidinnal (piros),
a sejtmagokat pedig DAPI-val (kék) festettiik meg. A fehérje-fehérje kélcsénhatisokat sarga fluoreszcens jel mutatja.
Meéretarany: 10 um. (D) Az oszlopdiagram a Duolink PLA fehérje-fehérje interakcios esszé soran megjelenitett fluorescens
jelek szamat mutatja, sejtszamra normalizalva. A negativ kontroll csoport értékét 100%-nak tekintettiik, és minden mas
csoportot ehhez viszonyitva abrdzoltuk oszlopdiagrammon, ahol egy oszlop az adott csoport atlagat + SD-t reprezentalja (n=3-

9). A csoportokat egyutas ANOVA segitségével hasonlitottuk ossze, ahol (*) p<0,05, (***) p<0,001 és (****) p < 0,0001.
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Negativ kontrollként olyan csoportot alkalmaztunk, mely antitest jel6lésen at nem esett, igy az
esetlegesen megjelend aspecifikus jelek kisziirésére szolgalt. A PPMIB és a MYPTI
kolcsonhatdsanak vizsgalatdhoz a mintdkat anti-MYPT1 és anti-PPM1B antitestekkel
inkubaltuk. A sejtszdmra normalizalt, negativ kontroll csoportban mért egyedi fluoreszcens
jelek szamat 100%-nak tekintettiik, ehhez hasonlitottuk a PP1cP és a MYPTI, a pRb és a
MYPTL1, valamint a PPM1B és a MYPT1 kdzotti kdlcsonhatas értékeit (13B. abra).

Az elemzés igazolta az MP holoenzim alegységei kozotti kdlcsonds €s erds interakciot
a negativ kontroll csoporthoz képest (p<0,0001). Tovabba eredményeink HelLa sejtekben
kimutattdk a pRb és MYPT1 (p=0,0004), valamint a PPM1B és MYPT1 (p=0,0006) kdzotti
kolcsonhatésok szignifikans sz&mét az essze soran alkalmazott negativ kontrollhoz képest
(13B. &bra). Az MYPT1 és PPM1B, valamint az MYPT1 és PPM1A kozotti kdlcsdnhatas
kilénbségenek tisztdzasara egy olyan kolcsonhatd csoportot is létrehoztunk, amelyet anti-
MYPTL1 és anti-PPM1A antitestekkel jelltink meg. Ezen csoport nem mutatott szignifikans
eltérést a negativ kontroll csoporthoz fluoreszcens jeléhez képest (p=0,7012). Tovabba a
PPM1A ¢és MYPTI kozotti kolcsonhatasat jelz6 fluoreszcens jel értéke szignifikdnsan
alacsonyabb volt (p=0,0363) a PPM1B eés MYPT1 kozott mert kdlcsonhatashoz képest (13B.
abra). Mindezek az adatok igazoljak az MYPT1 és szelektiven a PPM1B kdzotti kdlcsonhatast,
és jelzik azok lokalizécidjat és kdlcsdnhatasat nemcsak a sejtmagban, hanem a citoplazmaban
IS.
A PPM1B szubsztratja a miozin foszfataz MYPT1 alegysége

Megel6z6  kisérleteinkben igazoltuk a MYPT1 ¢és PPMIB fehérje-fehérje
kolcsonhatasat, a kovetkezo 1épésként pedig a PPM 1B MYPT1-re kifejtett szabalyozo szerepét
kivantuk bizonyitani. Ezen szabalyoz6 szerep mélyebb feltérképezéséhez a GST-MYPT1-et
ROK-kal foszforilaltunk, majd a foszforilalt GST-MYPTL1 fehérjét szubsztratként alkalmaztuk
in vitro foszfataz esszéhez, amelyben rekombinans PPM1B enzimet vizsgéltunk (14. bra). Az
esszé végeztével a sejtek lizatumat Western blot analizissel vizsgaltuk a MYPT1 Thr696-0s
foszforilacid ellendrzésére, mivel ezen foszforilacidos hely poszttranszlacios modositasa a
MYPT1 aktivitasat szabalyozé helye, illetve szubsztratja mind a ROK, mind pedig
potencialisan a PPM1B enzimnek. A ROK ¢és PPMI1B aktivitasanak ellenérzése céljabol
negativ kontroll csoportként GST, és GST-MYPT1 fehérjéket hasznaltunk, amelyek sem ROK
sem PPM1B altali kezelésen nem estek at.

A MYPT1 Thr696 oldallancanak foszforilacidjanak Western blot analizise alapjan a
ROK sikeresen foszforilalta a gatldé Thr696 aminosavmaradekot, melynek modositatlan
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14. abra: A PPM1B aktivdlja az MP-t a MYPTI Thr696 gatlo foszforilaciojanak defoszforilaldsaval. (A) Tisztitott GST
vagy GST-MYPTI-t Glutation-Szepharoz 4B gyongyokhdz kapcsoltunk. A gyongydkhoz kotott GST-MYPTI-et ROK
segitsegével foszforilaltukk, majd PPM1B-vel inkubaltuk Mg?" és Mn?" ionok jelenlétében, vagy a nélkiil, vagy Mg** és Mn?*
ionok + 1 uM Sanguinarine jelenlétében. A GST-MYPT1 foszforilacidjanak valtozasat Western blot analizissel vizsgaltuk
MYPTIPT% ellen termeltetett antitest alkalmazasdaval. Két csoportot parositatlan kétmintds t-prébaval, tobb csoportot egy
utas ANOVA-val hasonlitottunk éssze, ahol p <0,05 (*), p <0,01 (**) és p <0,001 (***). Egy oszlop értéke értékek n=3—11,
atlag + SD. SNG: sanguinarine, OA: okadansav, ROK: RhoA-aktivalt protein kinaz.

fehérjéhez viszonyitott relativ foszforilacidja 8,61-szeresére nétt (p=0,0004) a negativ kontroll
GST-MYPT1 csoporthoz képest. A tisztitott rekombinans, enzimatikusan aktiv PPM1B
hozzdadasa szignifikansan, 4,8-szorosan, azaz 1,99-r6l1 0,404-re csokkentette (p=0,0031) a
MYPT1PT% relativ foszforilacidjat. Ezen relativ foszforilacioban mutatkozd szignifikans
csokkenés a PPM1B foszfatazzal kezelt csoportban a ROK kezelt pozitiv kontroll csoporthoz
képest jelzés értékiien mutatja, hogy a MYPT1 Thr696 foszforilacids helyét valoban a PPM1B
defoszforilélja, igy a MYPT1 a PPM1B szubsztzratja.

A PPMIB aktivitdsanak €10 sejteken valo géatlasdhoz a PPM enzimcsalad specifikus
gatloszerét, a SNG hasznéltuk. Az SNG egy olyan novényi benzo(c)fenantridin alkaloida,
amelyet erds és specifikus PPM1 enzim gatloként azonositottak, illetve azért is esett ezen SNG
vegyllet alkalmazésara a valasztasunk, mivel jelenleg nem all rendelkezésre kereskedelmi
forgalomban PPM1B-specifikus inhibitor, illetve az SNG-t széles kdrben hasznaltak a PPM1B
gatlasara (162,163). E célra olyan kisérleti koriilményt hoztunk létre, ahol a hozzaadott PPM1B

enzimen kiviil tovabbi 1 uM SNG is a kozegbe keriilt. Ezen eldzetes megfontolasok utan a
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PPM1B, ROK és SNG kombinalt kezelési korilmény hatasara a MYPT1 Thr696 gatld
helyének foszforilacidja 2,76-szorosara nétt (p=0,0062) azon csoport relativ foszforilacios
értékéhez képest, ahol mintat ROK- és PPM1B altal egyuttesen kezeltlik. VVégezetill a PPM1B
Mn?/Mg*" ion-fliggdségét is vizsgalni kivantunk, ezért olyan kisérleti koriilményt
alkalmaztunk, ahol az ionok kivonasra keriiltek a kozegbdl kelator segitségével. A Mn?"/Mg>*
ionok elvonédsdval MYPT1 Thr696 foszforilacioja 2,738-szorosara nétt (p=0,006) a ROK és
PPM1B altal egydttesen kezelt csoport ertékéhez képest, ami bizonyitja a folyamat fémion-
fliggdségét, és igy a PPM 1B éltal kifejtett hatast.

A PPM1B MYPT1 szabalyozasaban bet6ltott tovabbi szerepének feltérképezése
érdekében in vitro enzimaktivitast méré vizsgalatot kivantunk kivitelezni Hela sejtek
kultarajan, melynek célja a MP enzim aktivitasdnak mérése volt, kiilonbozd gatloszerek
hozzéadasa esetén, kezeletlen kontroll korilményhez viszonyitva (15. abra). Kiseérleti
korilményeink soran PP1 és 2 gatld OA-t (73), és ismételten a PPM1B inhibitorat, az SNG-t
és alkalmaztuk (163). Az MP aktivitast HeLa sejtlizatumokban mértiik csirkeztzabdl izolalt,
radioaktiv izotoppal jel6lt *P-miozint hasznalva az enzim szubsztratjaként (161) (15. abra).

Az irodalmi adatok alapjan a MYPT1 alegység PPlc Kkatalitikus alegyseggel vald
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15. abra: A PPM1B gatldsa csékkenti az MP aktivitdsdt. 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 32P-miozin
szubsztrattal szemben értékeltiik. A mintakban felszabadulo 32 Pi-t mértékét normalizaltuk az MYPTI fehérje mennyiségéhez,
amelyet GST-MYPTI rekombindns fehérjén alapulo kalibrdaciés gorbe segitségével szamitottunk ki, és az értékeket a kontroll
csoport %-os aranydban dbrazoltuk oszlopdiagrammon, ahol egy oszlop értéke a csoport dtlagat mutatja, £ SD; n=3. A
csoportokat egyutas ANOVA-val, Tukey post-hoc teszttel kdvetve hasonlitottuk dssze, ahol p <0,05 (*) és p <0,01 (**). A
sejtlizatumok MYPTI és PP1c MP holoenzim tartalmanak vizsgdlata céljabol Western blot analizis késziilt MYPTI1, PPIcf

elleni antitestek felhasznaldasaval, belsd kontrollként lamin A/C szolgalt. SNG: sanguinarine, OA: okadansav.
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kolcsonhatasa révén szignifikdnsan noveli a PPlc katalitikus alegység enzimaktivitasat
foszforilalt miozinnal szemben (7). Tovabba elfogadott, hogy a simaizom teljes miozin (vagy
nehéz meromiozin) hatékonyan csak az MP holoenzim &ltal defoszforilalddik
sejtlizatumokban, illetve szévetkivonatokban. Ezért a 32P-miozint szubsztratként alkalmazo
vizsgalatok kizardlag az MP enzim aktivitasat tikrozik (161).

A MP enzimaktivitasa a PPM1B SNG altali gatlasa kovetkeztében 23%-o0s (p=0,02)
csokkenést mutatott a kezeletlen kontroll 100%-nak vett értékéhez képest (15. &bra). Ezen
valtozas jelezte a PPM1B gétoltsaganak szerepét az MP aktivitasanak fuggvényében. Az OA
(okadansav), amely szelektiv protein-foszfatdz 1 és 2A inhibitor, 50 nM-o0s koncentraciéban
alkalmazva 29%-0s aktivitdscsokkenést (p=0,04) eredmeényezett az MP aktivitasban Hela
sejtekben kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva. Az OA és SNG inhibitorok kombinalt
alkalmazésa additiv hatdst mutatott, es 40%-o0s csokkenést eredményezett (p=0,007) a
kezeletlen kontrollhoz képest. Mivel az OA 50 nM-os koncentracidban csak a PP2A-t géatolja,
aPP1-etnem (70), és még 1 uM OA alkalmazasa sem befolyésolta a PP1 aktivitasat a sejtekben
(164), ezért eredmenyeink alapjan elmondhatd, hogy a MP holoenzim aktivitdsat nem a PP1c
katalitikus alegység kozvetlen gatlasa mddositotta, hanem a MYPT1 szabalyoz6 alegyseg
poszttranszlacids modositasan keresztiil, kozvetetett szabalyozd elemek, mint pl.: a PP2A vagy
PPM1B gatoltsaga csokkentették az MP teljes enzimaktivitasat.

Ezen MP aktivitast mér6 kisérlet elézményeként figyelembe kellett vegylk azon
eldzetes irodalmi adatokat, melyek az SNG életképességre kifejtett hatasat lejegyezték. Yu és
munkatarsai 2020-ban Kimutattdk (165), hogy 4 pM SNG-kezelés 24 oran keresztil
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16. abra: Az SNG kezelés csokkenti a HeLa sejtek életképességét. HeLa sejtek 1 uM SNG-vel kezeltiink (sziirke oszlopok)
avagy nem kezeltiink (fekete oszlop) 1 oran at, PPM1B inhibicio céljabodl. A kezelés végeztével a sejtek életképességét
Alamar Blue esszé segitségével mertiik. Az életképességet a kezeletlen csoport esetén 100%-nak tekintettiik, ennek
aranydban dbrazoltuk a kezelt csoport eredményét oszlopdiagrammon, ahol egy oszlop az adott csoport datlagértéke +

SD (n=4). A statisztikai elemzést parositatlan, kétmintas t-teszttel végeztiik, ahol p <0,05 (*). SNG: sanguinarine
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munkatarsai 2010-ben (162) 1 uM SNG-kezelés hatasara megnovekedett kaszpaz 3/7 aktivitast
mutattak ki mar 6 6ra elteltével is. Ezen eldzetes irodalmi adatok ismeretében sziikségesnek
itéltiikk meg a MP aktivitasat mér6 kisérletiink elézményeképpen, hogy megvizsgaljuk az SNG
HelLa sejtek életképességére kifejtett hatasat. A 16. abran bemutatott eredmeényeink alapjan a
60 percen keresztil alkalmazott 1 uM SNG-kezelés 11,42%-kal csdkkentette a HeLa sejtek
életképességét kejezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva (p=0,0105) Alamar Blue

életképességi teszt alapjan.

A PPM1B gatlasa a MYPT1 gatlo foszfoszilaciojanak emelkedését okozza

HelLa sejtek nuklearis frakcigjaban

Elbzetes kisérleteink eredményként bizonyitottuk, hogy a PPM1B SNG altali gatlasa
eldidézi a MYPT1 gatlo foszforilacios helyének megnovekedett foszforilaciojat in vitro kinaz
esszé esetén (14. abra), illetve ezen mddositason keresztiil az MP holoenzim aktivitasanak
csokkenését Hela sejteken végzett enzimaktivitas mérés esetén (15. abra).

A PPM1B gatlas MP-re gyakorolt in vitro szabalyozd hatasanak tovabbi, in vivo
hatasanak feltérképezése érdekében HelL a sejteket kezeltlink 1 uM SNG-vel 1 6rén keresztil.
Mivel a MYPT1 és PPM1B kozétti kolcsonhatast a citoszolikus és sejtmagi frakcidban is
azonositottuk, és eldzetes eredmények alapjan a PPM1B-t mint a MP feltehetden egyetlen
sejtmagi szabalyozo6 enzimeként azonositottak (9), ezért a PPM1B gatlas hatasat az SNG kezelt
és kezeletlen HelLa sejtek tobb szubcellularis frakciojaban, agy, mint teljes sejtlizatumban,
citoplazmatikus és nukleéris frakcioban is vizsgalni kivantuk (17. abra).

Els6 lépésként szerettiik volna kizadrni az SNG kezelés hatdsit a PPM1B fehérje
expressziojara és lokalizacidjdnak megvaltozasara a kezelés idétartama alatt, ennek érdekében,
HeLa sejtek SNG kezelt, avagy kezeletlen, teljes sejtlizatumait, nuklearis és citoplazmatikus
frakcidit Western blot, illetve immunfluoreszcens technikaval vizsgéltuk (17. &bra).
Eredményeink alapjan az SNG kezeles szignifikdnsan nem véltoztatta sem a PPM1B fehérje
lokalizaciojat immunfluoreszcens technikaval vizsgalva, sem pedig expressziojat Western blot
analizissel elemezve (17. abra). A kiilonb6zé szubcellularis frakciok tisztasagat minden
esetben tubulinnal és lamin A/C-vel igazoltuk, melyek kizarélag sejtplazméaban és sejtmagban
talalhaté marker fehérjek.
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17. abra: Az SNG kezelés nem maodositjia a PPM1B expresszidjdt és lokalizaciojat HeLa sejtekben. (A) Kezeletlen vagy

ey

PAGE segitségével elvalasztottunk el, majd Western blot analizissel vizsgaltunk anti-PPM1B antitest segitségével. Az
oszlopok a PPMIB expressziojat mutatjak, ahol egy oszlop értéke atlag + SD (n=3-6). (B) Kontroll kezeletlen és SNG-vel
kezelt HeLa sejtek immunfluoreszcens festése PPMIB-re specifikus elsédleges antitesttel, melyet Alexa 488 (zold)
fluoroforral keresztkotott masodlagos antitesttel jeloltiink. A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). Méretarany: 10 um.

A PPMI1B fehérje vizsgélata utan figyelminket a MYPT1 expresszidjara,
lokalizaciojara és foszforilacidjara forditottuk (18. abra). Eredményeink alapjan az SNG nem
befolyasolta a MYPT1 expresszidjat, azonban 1,58-szorosara novelte a sejtmagi MYPT1
mennyiségét (p=0,0233) az alkalmazott 1 Oras kezelés végére, ami jelzi, hogy a MYPT1 a
PPM1B gétlasa kdvetkeztében a sejtmagba transzlokalodott (18A. abra). Ezt az eredményt
immunfluoreszcens festéssel is igazoltuk (18B. abra), ahol a MYPTL1 nagyobb intenzitassal
festodott a HeLa sejtek DAPI-val jel6lt tertiletein.

Megvizsgaltuk tovabba a MYPT1 Thr696 aminosavmaradékanak foszforilaciojat is
(18C. abra), amely SNG-kezelés hatasara a teljes lizdtumban 2,048-szorosara emelkedett
(p=0,0119) kezeletlen kontroll parjahoz képest. A sejtmagi foszforilacio szignifikansan, 2,137-
szeresére nott a MYPT1PT®% esetében SNG-kezelés hatasara (p=0,0201) (18C. &bra), és a
MYPT1PT®% fluoreszcens festése (zold) szintén figyelemreméltd novekedést mutatott

kifejezetten a sejtmagi tertleteken (18D. abra) immunfluoreszcenciés vizsgalattal kovetve.
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Ezeket a megfigyeléseket dsszefoglalva kijelenthetjiik, hogy a MYPTL1 citoplazmabol
a sejtmagba torténd transzlokaciojat, melyet a Thr696 maradék megndvekedett foszforilacios
szintje kisért, a PPM1B gétlasa idézte el (18. abra).
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fehérjemintakat SDS-PAGE segitségével elvalasztottunk el, majd Western blot analizissel vizsgaltunk MYPTI (A) és
MYPTP™% (C) ellen termeltetett elsédleges antitestek segitségével. Az oszlopok a MYPTI expresszidjat (A), illetve a
MYPTIPT yelativ foszforilacidjat (C) mutatjak, ahol egy oszlop értéke dtlag + SD (n=3-13). Két csoportot kétmintds,
parositatlan t-teszttel, t6bb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk éssze, ahol: p <0,05 (*). (B) és (D): Kontroll
kezeletlen és SNG-vel kezelt HeLa sejtek immunfluoreszcens festése MYPTI-re (B) és MYPTPT%_re (D) specifikus elsédleges
antitestekkel, melyeket Alexa 488 (z6ld) fluoroforral jelolt masodlagos antitesttel keresztkotottiink. A sejtmagokat DAPI-val
festettiik (kék). Méretarany: 10 um. SNG: sanguinarine.
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A PPM1B gatlasa a PRMTS aktivitasanak szabalyozasan keresztiil kozvetve
modulalja a génexpresziot a H4 fehérje szimmetrikus dimetilaciojanak

modositasa révén
Eldzetes irodalmi adatokbdl jol ismert tény, miszerint a MP szabalyozo hatast fejt ki a
PRMTS5 fehérjére azaltal, hogy a PRMT5 Thr80-as aktivald hatast aminosavoldallancanak
defoszforilalasa révén gatolja a PRMTS mikodését (9). Ezen eldzetes eredményre
tamaszkodva célul tlztik ki megvizsgalni a PPM1B inhibitor, az SNG kezelés hatdsat a
PRMTS5 aktivitasara és expressziojara (19. abra), illetve a PRMT5 szubsztratjanak, a H4
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19. abra: Az SNG kezelés nem vdltoztatia sem a PRMTYS expresszio szintjét sem sejten beliili lokalizdcidjat, de noveli annak
aktivitasat a Thr80-as foszforildcio emelésén keresztiil HeLa sejtekben. Kezeletlen vagy SNG-kezelt HeLa sejtek teljes
el, majd Western blot analizissel vizsgaltunk PRMT5 (A) és PRMT5P™0 (C) ellen termeltetett elsédleges antitestek
segitségével. A diagrammok a PRMTS expresszidjat (A), illetve a PRMT5P™ relativ foszforildcidjat (C) mutatjak, ahol egy
oszlop értéke atlag £ SD (n=3-12). Két csoportot kétmintas, parositatlan t-teszttel, t6bb csoportot kétutas ANOVA-val
hasonlitottunk dssze, ahol: p <0,05 (*). (B) és (D): Kontroll kezeletlen és SNG-vel kezelt HeLa sejtek immunfluoreszcens
festése PRMT5-re (B) és PRMT5P™0-re (D) specifikus elsédleges antitestekkel, melyeket Alexa 488 (z61d) jelolt masodlagos
antiesttel keresztkotottiink. A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). Méretarany: 10 um. SNG: sanguinarine
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fehérjének az expresszidjara, illetve szimmetrikus dimetilaciojara (20. abra). Kisérleteinkben
HeLa sejtek szubcellularis frakcidit Western blot analizissel (19A.,C. és 20A.,C. abra) és
immunfluoreszcens festéssel (19B.,D. és 20B.,D. &bra) vizsgaltuk.

Eredmeényeink alapjan a PRMT5 expressziojat egyik vizsgalt sejtfrakcioban sem
befolyasolta az 1 oOra hosszlsagl SNG kezelés (19A. abra), azonban a Thr80-as
aminosavoldallanc foszforilacidjanak relativ mértéke szignifikansan megnovekedett az 6sszes
vizsgalt sejtkompartmentumban az SNG kezelés hatasara (19C. abra). igy a SNG kezelés
hatdsara a teljes sejtlizdtumban, a citoplazmaban, valamint a nuklearis frakciéban a PRMT5
Thr80-as foszforilacidjanak relativ. mértéke 1,96-szorosara (p=0,0493), 1,5-szeresére
(p=0,0437) és 2,36-szorosara (p=0,0208) nétt az SNG kezelésen at nem esett negativ kontroll
mintahoz képest (19C. abra).

Megvizsgaltuk tovabba a H4 expresszidjat is (20A. és B. abra), valamint annak
szimmetrikus dimetilaciojat (20C. és D. &bra) Western blot analizissel. Korabbi
eredményeinkkel dsszhangban, az SNG kezelés hatasara a H4 szimmetrikus dimetilacidjanak
relativ meértéke teljes sejtlizatumban a 1,54-szeresére (p=0,0339), mig a sejtek magi
frakcidjaban vizsgalva 3,25-szeresére nétt (p=0,0035) (20C. abra) anélkil, hogy a H4 fehérje
expresszids szintjében valtozas tortént volna a kezelés hatasara (20A. abra).

Fluoreszcens mikroszkopiaval készitett képeink alapjan a PRMT5, PRMT5PT®0, H4
illetve DM-H4 fehérjék nem mutattak lokalizacios valtozast, Western blot analizissel pedig

expresszios szintii valtozast sem. (19. és 20. abra).
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20. abra: Az SNG kezelés nem valtoztatia sem a H4 fehérje kifejezodeési szintjét sem sejten beliili lokalizdcidjat, de noveli

annak szimmetrikus dimetildciojat, kozvetett modon, a PRMTS5 aktivdldsa dltal, HeLa sejtekben. Kezeletlen vagy SNG-

segitségével elvdlasztottunk el, majd Western blot analizissel vizsgaltunk H4 (A) és DM-H4 (C) ellen termeltetett
elsddleges antitestek segitségével. A diagrammok a H4 expressziojat (A), illetve annak relativ szimmetrikus dimetildciojat
(C) mutatjak, ahol egy oszlop értéke atlag + SD (n=3-12). Két csoportot kétmintds, parositatlan t-teszttel, tobb csoportot
kétutas ANOVA-val hasonlitottunk éssze, ahol: p <0.05 (*) és p <0.01 (**). (B) és (D): Kontroll kezeletlen és SNG-vel
kezelt HelLa sejtek immunfluoreszcens festése H4-re (B) és DM-H4-re (D) specifikus elsédleges antitestekkel, melyeket
Alexa 488 (zold) fluoroforral jelolt masodlagos antitesttel keresztkotottiink. A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék).

Meéretarany: 10 um, SNG: sanguinarine

Az FT-PPMI1B overexpresszioja csokkenti a PMRTS aktivitasat a MP
aktivaciojan keresztiil HeLa sejtekben

Mivel a SNG az Mg?*/Mn?*-fiiggd foszfatazok dsszes tagjat gatolja (21), és jelenleg
kereskedelmi forgalomban nem elérhetd olyan inhibitor, ami specifikus PPM1B gatlést

biztositana, ezért kisérletlink kdvetkezd 1épéseként célul tiiztiik ki, hogy kimutassuk a PPM1B
izoformahoz kapcsolédé specifikus hatasokat HelLa sejteken. Ennek az izoformanak célzott,
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specifikus csendesitése, vagy kiutése nehézségekbe tkozott, illetve biologiailag is
kérdésesnek bizonyult, mivel mar korabban lejegyzett irodalmi adat, miszerint szdmos
daganatos szdvetben a PPM1B expresszidjanak szintje mar eleve csokkent, vagy szinte teljesen
megszint a kontrollhoz képest, és az eddigi kisérleteinkhez alkalmazott Hela sejtvonal
cervicalis adenocarinomabdl szarmazott (166).

Ezen elézetes ismereteink alapjan végiill a PPMI1B specifikus hatdsait az enzim
overexpresszidjaval igazoltuk, amihez a Flag-jel6lt rekombinans fehérjével transzfektalunk
HelLa sejteket, izolaltan eldidézve a PPMIB izoforma taltermel6dést (21. abra). Az FT-
PPM1B transzfekcid hatékonysagat Western blot analizissel validaltuk, mind Flag-jelélt, mind
pedig endogén PPMIB kifejezddésének mértékét vizsgalva a transzfekcid soran létrehozott

kezeletlen kontroll, MOCK kontroll, illetve FT-PPM1B transzfektélt csoportokban. Tovabba
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21. abra: Az FT-PPM1B transzfekcio validilasa HeLa sejtkultiuraban. Nem kezelt (kontroll), iires vektorral transzfektalt
(MOCK) vagy Flag jelolt PPMIB szekvenciat tartalmazo plazmiddal (FT-PPM1B) transzfektalt Hela sejtkulturabol
szarmazo fehérjéket Western blot analizist vizsgaltunk anti-Flag (A) és anti-PPMI1B (B) antitestekkel. Az egyedi fehérjék
egyes mintdkan mért expressziojanak normalizalasara GAPDH belsé kontrollt alkalmaztunk, eredményeinket
oszlopdiagramokon dabrazoltuk, ahol egy oszlop az adott csoport atlagertékét +/- SD formatumban mutatia (n=3-6). A
csoportokat egy utas ANOVA-val hasonlitottuk dssze, ahol p <0,05 (*) és p <0,01 (**). (C) A HeLa sejtek életképessége a
FT-PPM1B transzfekcio esetén, Alamar Blue esszé segitségével mérve. A kezeletlen kontroll csoport életképességét 100%-
nak véve egy oszlop az adott csoport atlaga +/- SD értékeket mutat (n=4). A csoportokat egy utas ANOVA-val hasonlitottuk
ossze, ahol p <0,05 (*). (D) Immunfluoreszcens festés kontroll-, iires vektorral transzfektalt (MOCK), valamint FT-PPM1B-
vel transzfektalt HeLa sejtekben, Flag-specifikus elsédleges antitest haszndlataval, melyet Alexa488-as fluoroférral jelolt
madsodlagos antitesttel keresztkotottiink (zold). A sejtmagokat DAPI-vel festették meg (kék). Méretarany: 20 um.
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kovettik a FT-PPM1B expressziojanak novekedését immunfluoreszcens festéssel ugy, hogy
az anti-Flag elsédleges antitestet Alexa 488-as fluorofdrral jel6lt m&sodlagos antitesttel jeldlve
vizsgaltuk a fluoreszcens jel intenzitasanak valtoz&sat. A transzfekcié hatdsat a sejtek
¢letképességére Alamar Blue esszé segitségével is ellendriztiik. (21. abra). A Flag-jelolt
fehérjeexpresszios szintje 2,57-szeres (p=0,0113) és 2,93-szoros (p=0,0066) emelkedést
mutatott FT-PPM1B transzfektalt csoportotban kontroll kezeletlen, illetve MOCK csoporthoz
viszonyitva (21A. abra). Az endogén PPM1B fehérje szintje 2,81-szeresére (p=0,0141) és
2,56-szorosara (p=0,0179) emelkedett a transzfekcio hatasara a kezeletlen kontroll, illetve
MOCK kontroll csoportokhoz képest (21B. abra). A transzfekcié hatasat a sejtek
életképességére Alamar Blue esszé altal vizsgalva kimutatta, hogy a transzfekcios protokoll a
kezeletlen kontrollhoz képest szignifikans, 25,25%-0s (p=0,021) életképesség-csokkenést
valtott ki a MOCK kontroll csoportban, azonban szignifikans életképességvaltozast nem
tapasztaltunk a kezeletlen kontroll csoportot az FT-PPM1B transzfekcion atesett sejtekhez
viszonyitva (21C. abra).

A PPMI1B taltermeltetése nem befolyasolta az MYPT1 (22A. és 25A. abra)
expresszidjat sem a MOCK csoporthoz, sem a kezeletlen kontroll csoporthoz képest, ami arra
utal, hogy a PPM1B nem fejt ki hatast ezek gének expresszios folyamataira. Tovabb vizsgalva
viszont a MP aktivitasat, eredményeink szerint az FT-PPM1B transzfekcidja hatdsara a
MYPT1 Thr696 oldallancanak relativ foszforilacios mértéke 0,7-szeresére csokkent
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22. abra: Az FT-PPM1B transzfekcio hatisa az; MP expressziojara és aktivitasaira HeLa sejteken. Nem transzfektalt
(kontroll), iires (MOCK) és Flag-PPMIB szekvenciat tartalmazo(FT-PPM1B) vektorral transzfektalt HeLa sejtek fehérjéit
Western blot analizissel vizsgdaltunk anti-MYPTI (A), anti-MYPTIPT%6 (B) elsédleges antitestek felhasznaldsaval. A kapott
eredmeényeket oszlopdiagrammon abrazoltuk, ahol egy oszlop az adott csoport atlagat +/- SD mutatja, n=3-6. Két csoportot

parositatlan kétmintas t-teszttel, t6bb csoportot egyutas ANOVA-val hasonlitottunk dssze, ahol p <0,05 (*).
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(p=0,0425) az ures vektorral transzfektalt kontrollhoz képest, viszont a transzfekcids protokoll
nem befolyasolta a MYPTL1 foszforilacidjat, 6sszehasonlitva MOCK-ot a kontroll csoporttal
(22B. &bra). Eredményink fluoreszcens festés soran is nyomon kovethetéek voltak (25A. és B.
abra).

Az MP szubsztratjanak, a PRMT5 fehérjének aktivitasat a Thr80-as foszforilacio
valtozasaval vizsgaltuk (23B. abra). A PRMT5PT8-as foszforilacid szignifikans médon, 0,61-
szeres (p=0,0158) cstkkenést mutatott a PPM1B transzfekcio hatasara a kezeletlen kontrollhoz
képest, illetve 0,68-szoros csokkenést (p=0,0354) a MOCK kontrollhoz viszonyitva. APRMT5
expresszidjat egyetlen kezelési korlilmény sem valtoztatta (23A. abra). Western blottal nyert
eredmeényeinket az immunfluoreszcens festés adatai is tdmogattak (25B. és D. &bra). Ezen
eredmeények azt jelzik, hogy a MYPT1 aktivitasa kdzvetlenill korrelal a PRMT5 aktivitasaval,

mely Osszefiiggés legfelso elemének, a MYPT1 aktivitasanak a PPM 1B expresszio novekedése

a fliggvénye.
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23. dbra: Az FT-PPM1B transzfekcio hatisa a PRMTS expressziojara és aktivitasara HeLa sejteken. Nem transzfektalt
(kontroll), iires vektorral (MOCK) és Flag-PPM1B szekveciat tartalmazo (FT-PPM1B) vektorral transzfektalt HeLa sejtek
fehérjéit Western blot analizissel vizsgaltunk anti-PRMTS (A), anti-PRMT5P™ (B) elsédleges antitestek felhaszndldsaval. A
kapott eredményeket oszlopdiagrammon dbrazoltuk, ahol egy oszlop az adott csoport dtlagat +/- SD mutatja, n=3-6. Két

csoportot parositatlan kétmintas t-teszttel, t6bb csoportot egyutas ANOVA-val hasonlitottunk éssze, ahol p <0,05 (*).
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Ezekkel az eredményekkel Osszhangban megvizsgaltuk a PRMTS {6 sejtmagi
szubsztratjat, a H4 fehérjét, kovetve annak kifejezddését, illetve szimmetrikus dimetilacidjat
PPM1B tultermeltetés hatasara. Bar a H4 fehérje expresszios szintje nem valtozott egyetlen
vizsgalt kiserleti korilményben sem (24A abra), szimmetrikus dimetilacidjanak relativ szintje
0,64-szeresére csokkent (p=0,0413) a kezeletlen kontrollhoz és 0,74-szeresére (p=0,0312) az
MOCK kontroll csoporthoz képest (24B. abra).
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24. abra: Az FT-PPM1B transzfekcio hatdasa az H4 expresszidjara és szimmetrikus dimetildcidjara HeLa sejteken. Nem
transzfektalt (kontroll), iires vektorral (MOCK) és Flag-PPM1B szekvenciat tartalmazo (FT-PPM1B) vektorral transzfektalt
HelLa sejtek fehérjéit Western blot analizissel vizsgaltunk anti-H4 (A) és anti-DM-H4 (B) elsddleges antitestek
felhasznadlasaval. A kapott eredményeket oszlopdiagrammon dabrazoltuk, ahol egy oszlop az adott csoport atlagat +/- SD
mutatja, n=3-6. Két csoportot parositatlan kétmintas t-teszttel, tobb csoportot egyutas ANOVA-val hasonlitottunk ossze, ahol
p <0,05 (*).

Kisérleteink kiegészitéseképpen immunfluoreszcens festést alkalmaztunk, mely soran

MYPT1, PRMTS5 és H4 expresszidjat és poszttranszlacios médositasait kovettiik. A fehérjékre
¢s poszttranszlacios modositasokra specifikus elsddleges antitesttel keresztkotott Alexa488-as
fluorofarral jel6lt masodlagos antitest intenzitasa és lokalizacioja altal megfigyelt eredmények

osszhangban alltak a Western blot analizisb6l szarmaz6 adatokkal (25A-F. 4bra).
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25. abra: Az FT-PPM 1B transzfekcio hatisa az MP/PRMT5/H4 tumorigén tengelyre. Inmunfluoreszcens festést végeztiink
kontroll kezeletlen és FT-PPMIB transzfekcion dtesett HeLa sejteken, az alabbi specifikus antitestek felhaszndlasaval: anti-
MYPTI (A), anti-MYPTI?6% (B), anti-PRMTS5 (C), anti-PRMT5P™ (D), anti-H4 (E) és anti-DM-H4 (F), mely elsédleges

antitesteket Alexa488-as fluoroforral jelolt masodlagos antitesttel kereszkotottiink (zold). A sejtmagokat DAPI-vel festettiik
(kék). Méretardany: 10 um.
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Human cervicalis karcinoma szoveti lizaitumok moédosult PPM1B-MYPT1-
PRMTS5-H4 tengelye korrelal in vitro eredményeinkkel
Mivel eddigi  kisérletink  &ltal nyert eredményeink  bizonyitottak a

PPM1B/MP/PRMTS5/H4 tengely szoros egyiittmiikodését méhnyakrak-eredetii Hela

sejtekben, célunk volt ezen protoonkogén jelatviteli utvonal vizsgalata emberbdl szarmazo
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26. abra: A PPM1B/MP/PRMTS5/H4 onkogén jelatviteli utvonal elemeinek expresszidja és aktivitasa human méhnyakrak
mintikban. Normal (N) és daganatos (T) human cervicalis carcinomabdl szarmazo szoveti lizatumokat Western blot
analizissel vizsgaltunk anti-PPM1B (A), anti-MYPTI (B), anti-MYPT177% (C), anti-PRMT5 (D), anti-PRMT5™ (E), anti-
H4 (F), anti-DM-H4 (G) és anti-pRb (H) elsddleges antitestek felhasznalasdaval. Eredményeinket oszlopdiagrammon
abrazoltuk, ahol egy oszlop a csoport atlagat +/- SD formatumban jeleniti meg (n=3-8). A csoportokat parositatlan

kétmintas t-teszttel hasonlitottiik ossze, ahol p <0,05 (*) és p <0,01 (*%*).
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cervicalis karcindbma tumoros mintakon, és eltavolitdsukkor kimetszett ép, nem daganatos
szoveteken is, melyeket kontrollként alkalmaztunk.

Az emberi biopszidkbdl szarmazo6 fehérjemintakat Western blot analizisnek vetettiik
ala, mely soran 18 par daganatos szovet kerult ép parjaval 6sszehasonlitasra. Eredményeink
alapjan a PPM1B és az MYPT1 fehérjék expresszidja szignifikansan csokkent a daganatos
mintdkban, a PPM1B 0,44-szeresére (p=0,0452) a MYPTL1 pedig 0,26-szoroséra (p=0,0244) a
kontroll egészséges szOvetekhez képest (26A. és B. abra). Tovabb vizsgalva a MYPT1
aktivitasat a Thr696 gatlo foszforilacios hely relativ foszforilaciojat merve, annak
statisztikailag szignifikans, 2,52-szeres (p=0,0012) emelkedését tapasztaltuk a daganatos
mintédkban (27C. &bra). A PRMTS5 Thr80-0s aktivald foszforilacidjanak relativ mértéke 2,325-
szeresére nott (p=0,0498), mig a PRMTS relativ expresszidja csokkent a normal mintdkban
mért 2,76-0s atlagrél 0,97-re (p=0,022) a daganatos mintakban (26D. és E. abra). A H4 fehérje
expressziGja nem mutatott valtozast (p=0,34), am annak relativ szimmetrikus dimetilacidja
1,327-szeresére nétt (p=0,0499) a daganatos mintakban a kontrollokhoz képest (26F. és G.
abra). Kisérleteinket a tovabbiakban kiegészitettik egy, mar korabban Kkarakterizalt
tumorszuppresszor vizsgalataval, a pRb fehérjével. A pRb tumorszuppresszorrol ismert, hogy
a MP/PRMT5/H4 tumorgén atvonal modositja, és ezt a megfigyelést cervicalis tumormintakon
mi is igazoltuk. Az eredményeink szerint a pRb expresszidja 0,38-szoroséra csokkent
(p=0,0435) a kontroll lizd&tumokhoz viszonyitva a daganatos mintakban (26H. abra).

Az SMTNL1 fehérje szerepe inzulinrezisztens Ishikawa

endometrialis epithelilalis sejtek kontraktilis tulajdonsagaira

Az FT-SMTNLI1 overexpresszio elosegiti az endometrialis epithelialis sejtek

rrrrrr

Eldzetes irodalmi adatokbol ismert, hogy az SMTNLI1 fehérje kulcsfontossagu
szabalyozd szerepet jatszik a szteroidhormonokra érzékeny szovetekben, mint példaul a
méhben, azonban a részletes hatasmechanizmus mindezidaig nem tisztazott. Annak érdekében,
hogy feltérképezzik az SMTNLI1 fehérje hatdsdt az endometrialis epithelidlis sejtek
differencialodasra és ¢életképességére, Ishikawa, endometridlis epithelialis adenokarcindémabol
immortalizalt hamsejteket transzfektaltunk tires vektorral (MOCK kontroll) vagy FT-SMTNL1
szekvenciat tartalmazd plazmiddal, negativ kontrollként kezeletlen csoport szolgalt. A

kisérleteink soran alkalmazott Ishikawa sejtvonal az endometrium kolumnaris epitheliumat
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hivatott modellezni, amely funkcidjdban és szerkezetében kiillonbozik az alatta elhelyezkedd
endometridlis stromalis sejtektdl. Az overexpresszid igazolasat immunfluoreszcenciaval (27A.
és D. abra) és Western blot analizissel (28B. abra) végeztiik, anti-Flag (27A. és B. abra) és
anti-SMTNL1 (27D. abra) antitestek alkalmazasaval. A transzfekcid hatasat a sejtek

¢letképességére Alamar Blue esszével mértiil (27F. dbra).
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27. abra: Az FI-SMTNLI transzfekcio hatdsa az Ishikawa endometridlis epithelidlis sejtekre. Kezeletlen kontroll, iires (MOCK) és
FT-SMTNLI szekvenciat tartalmazo vektorral transzfektalt (FT-SMTNLI) Ishikawa sejteket immunfluoreszcens festéssel A, C, D, E)
Western blot analizissel (B), és Alamar Blue életképesség technikaval vizsgaltuk (F). Az immunfluoreszcens festés Flag-tag (A) és
SMTNLI (D) ellen termelt elsédleges antitestekkel tortént, melyek detektalasara Alexa 488 fluoroforral (zold) jelélt masodlagos
antitestet hasznaltunk, a sejtmagokat DAPI-val (kék) jeloltiik. Méretarany.: 20 um. Az Alexa 488 fluoreszcencia intenzitisat HCS
mikroszkop segitségével dsszegeztiik, DAPI altal meghatarozott sejtszamra normalizaltuk, majd egyes csoportok értékét a kezeletlen
kontroll csoport atlagaban, oszlopdiagrammon abrazoltuk (C, E), ahol egy oszlop n=3, atlag +/- SD. Két csoport értékének
osszehasonlitasara parositatlan, kétmintds t-probat, tobb csoport dsszehasonlitasara egyutas ANOVA-t alkalmaztunk, ahol:
p<0,05(*); p<0,01 (**). Ishikawa sejtlizatumainak Western blot analizise Flag-tag ellen termeltetett elsédleges antitest segitségével
(B). Az egyedi savok denzitasat GAPDH belsd kontroll denzitasahoz viszonyitottuk. Egyes csoportok értékeit a kezeletlen kontroll
csoport aranyaként oszlopdiagrammon abrazoltuk, ahol egy oszlop n=35, atlag +/- SD értéket képvisel. Két csoport kozotti
szignifikancia meghatdrozasdahoz parositatlan, kétmintas t-probat, t6bb csoport dsszehasonlitdasara egyutas ANOVA-t alkalmaztunk,
ahol p<0,05 (*) és p<0,001 (**%*). Az FT-SMTNL-1 transzfekcio Ishikawa sejtek életképességére kifejtett hatasat Alamar Blue teszttel
analizaltuk (F). A kezeletlen kontroll csoport életképessége 100%-nak lett tekintve, és az dsszes tobbi csoportot ennek aranydaban,
oszlopdiagrammon dbrazoltuk, ahol egy oszlop értéke n=3, atlag +/- SD értéket képvisel. A csoportok dsszehasonlitasa egyutas

ANOVA statisztikai teszttel tortént.
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Immunfluoreszcencia festés esetén elsddleges antitesttel Flag-jelolt, illetve endogén
SMTNLI1 fehérje keriilt jelolésre, melyet keresztkotottiink Alexa 488-as, z6ld szini
fluorofdrral jelolt masodlagos antitesttel detektalas céljabol. A Flag-jelold ellen termeltetett
antitesttel vizsgalva az exogén, Flag jel6lt rekombinans SMTNL1 citoplazmatikus lokalizaciot
mutatkozott, az anti-SMTNLI1 antitesttel valo festés esetén pedig, az endogén fehérjét
vizsgalva ugyanazt a periférias, homogén elrendezést bizonyitotta (27A. és D. abra). A Flag-
jelolo elleni elsddleges antitesttel tortént immuntluoreszcens festés esetén a jelintenzitas 171%-
os (p=0,012) ndovekedést mutatott az FI-SMTNL1 overexpresszalt csoportban a MOCK
kontrollhoz képest, és 165%-o0s (p=0,0141) novekedést a kezeletlen kontroll csoporthoz képest
(27C. &bra), ami az overexpresszio sikerességét igazolta. Az anti-SMTNLI antitest
jelintenzitasanak elemzése is ezt igazolta, a fluoreszcencia intenzitasa 128,67%-kal (p=0,0025)
¢s 150%-kal (p=0,0055) novekedett az FT-SMTNLI1 transzfektalt csoportban a kontrollhoz és
a MOCK csoporthoz képest (27F. abra). Az overexpresszio Flag-jelold elleni els6dleges
antitestet felhasznalasaval tortént Western blot analizise alapjan a FT-SMTNLI csoportban
177%-kal nétt a Flag-fuzios fehérje expresszidja a kezetlen kontrollhoz (p=0,0002), mig
191,5%-kal (p<0,0001) a MOCK kontrollhoz képest. (27B. abra). Az FT-SMTNLI1
transzfekci6 Alamar Blue esszével vizsgilva az Ishikawa sejtek életképességét nem
befolyasolta (27F. abra).

Mivel tovabbi kisérleteink soran szteranvazas hormonok (medroxi-progeszteron-acetat

¢s B-17-hidroxi-osztadiol) alkalmazisaval tobb kezelési koriilményt is [terhesség (P4), és
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28. abra: A GDB modell csokkenti az SMTNLI expressziojat Ishikawa sejtekben. Kezeletlen kontroll/P4/GDB modellek
kozétt kezelt Ishikawa sejtlizatumainak Western blot analizise SMTNLI fehérje ellen termeltetett elsédleges antitest
segitségével. Belsé kontrollként GAPDH-t alkalmaztunk. Egyes csoportok értékeit a kezeletlen kontroll csoport ardnyaként
oszlopdiagrammon abrazoltuk, ahol az oszlopok n=5, atlag +/- SD-t értéket reprezentilnak. Két csoport kozotti
szignifikancia meghatdrozdasahoz parositatlan, kétmintds t-probat, tobb csoport dsszehasonlitisara egyutas ANOVA-t

alkalmaztunk, ahol p<0,05 (*). P4: in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens P4, gesztdcios diabétesz modell.
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gesztacionalis diabétesz (GDB) modell] 1étesitettiink. GDB modell esetén a hormonok mellett
a sejtek médiumanak gliik6z koncentraciojat megemeltiik (4,5 g/l), illetve inzulinnal (100 nM)
potoltuk.. Ezen kezelési modellek szteroid hormon szupplemtacié miatt potencidlisan
befolyasolhatjdk az SMTNL1 expressziojat, ezért célul tliztik ki eldzetes kisérletként
megvizsgalni az endogén SMTNLI1 expressziojat hormonnal nem kezelt kontroll, P4 és GDB
modellek kozott. Eredményeink szerint az endogén SMTNLI fehérje kifejezodési szintje GDB
modellben 56,75%-0s (p=0,034) és 48%-0s (p=0.0290) csokkenést mutatott a kontroll és a P4
modellekhez képest, Western blot technikaval vizsgalva (28. abra).

Az FT-SMTNLI transzfekcio Ishikawa sejtek differencidlodasara gyakorolt hatdsat
kontroll, in vitro terhes (P4), és gesztacionalis diabetesz (GDB) modell esetén HCS
mikroszkopiaval és RT-PCR méréssel terveztiik értekelni. Mielott kisérleteinket végrehajtottuk
volna, ellendrizni kivantuk az in vitro GDB modell hatasat Ishikawa sejtek inzulin
jelatvitelének kulcselemére (29. dbra), igazolva a sejtekben létrehozott inzulinrezisztenciat. A
kisérletiink sordn alkalmazott GDB modell 1étrehozdsara korabbi publikaciokban kozolt
protokollra tadmaszkodtunk (167), mely kezelési korilményt progeszteron hormon
hozzaadésaval bdvitettiink ki. A kezelés validalasat Ishikawa sejteken Western blot technikaval
tettlik meg, mely soran az inzulin jelatvitel kulcselemének, az Akt fehérjének expresszids

szintjét, illetve relativ foszforilaciojat vizsgaltuk (29. abra).
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29. abra: Inzulinrezisztens modell igazoldsa Ishikawa sejtkultiran. Kontroll/P4/GDB modellben kezelt Ishikawa sejtek kezelési
idészak lezarultaval 30 perces akut inzulin kezelésben részesiiltek, kontrollként zl'nzulin kezelésen at nem esett csoportokat
alkalmaztunk. A sejtek fehérjelizatumait Western Blot technika segitségével analizaltuk, Akt-1 (A), illetve Akt-1°5*73 (B) ellen
termeltetett elsédleges antitestek haszndlatdval. Az Akt-1 fehérje expresszidjat GAPDH belsé kontrollra, az Akt-1"5?7? denzitdsat
foszforilalatlan totdl fehérje értékére normalizaltuk. Az akut inzulin kezelésben nem részeriilt, kezeletlen kontroll csoport értékét
100%-nak tekintettiik, az egyes csoportok értékeit ennek aranyaban oszlopdiagrammon abrazoltuk, ahol minden oszlop értéke
n=3-6, atlag +/- SD. Két csoport értékét parositatlan, kétmintas t-prébaval, t6bb csoport értékét kétutas ANOVA-val hasonitottuk

assze, ahol p<0,05 (*). P4. in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens P4, gesztdcios diabétesz modell.
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Kisérletiink soran Ishikawa sejteket kontroll/P4/GDB modellek kozott tenyésztettiink,
majd akut inzulin hozzaadasaval mértiik az Akt Ser473-as foszforilaciojanak valtozasat, az akut
inzulin altal nem kezelt csoporthoz képest. Az Ishikawa sejteken alkalmazott P4 és GDB
modell az Akt fehérje expresszios szintjét nem valtoztatta hormon altal nem kezelt kontroll
csoporthoz képest, illetve az akut inzulin hozzdaddsa sem moddositotta a fehérje
kifejez8désének mértékét (29A. dbra). Az Akt*S*7? foszforilacidja viszont ndvekedést mutatott
a kontroll csoportban az akut inzulin kezelés hatasara (29B. abra). Ezen foszforilacios
emelkedés nem volt nyomon kovethetd GDB kezelt csoport akut inzulinnal ellatott, és attol
megvont tagjaiban, amely bizonyitja az epithelildis sejtek inzulinrezisztens allapotat (29B.
abra).

Miutan sikeresen igazoltuk in vitro inzulinrezisztens modelliink hatasat Ishikawa sejtek

inzulin jelatvitelére, a tovabbiakban célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk ezen GDB ¢és P4

------

e ey

morfologiai valtozasainak vizsgalatahoz az aktin citoszkeletont Texas Red Falloidinnel (sarga)
¢s a mucin-1 (MUC-1) differenciacios markert elsddleges antitest jelolés utan Alexa 488
fluoroforral (z61d) vizualizaltuk (30. abra és 31A. &bra). A MUC-1 mRNS expressziojat RT-
PCR technikaval vizsgaltuk a fent jellemzett kontroll/P4/GDB modellekben FT-SMTNL1

transzfekcio hatasara vagy a nélkiil (31B. abra).

kontroll

F-aktin

MOCK

FT-SMTNL1

immunfluoreszcens festéssel, kontroll/P4/GDB modellek kozétt. Az immunfluoreszcens festés soran az aktin citoszkeletont
Texas-Red Falloidin festékkel (sarga), a sejtmagokat pedig DAPI-val (kék) jeloltiik. Méretarany: 100 um. P4: in vitro terhes

modell, GDB: inzulinrezisztens P4, gesztdacios diabétesz modell.
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A P4 és GDB kezelések az Ishikawa sejtek citoszkeletonjanak valtozasat indukaltak. A
differencialatlan kontroll csoportban tapasztalt kuboid morfologiaju sejtek elnyujtott, oszlopos
morfologiajuva alakultak 4t P4 és GDB modellben, benniik vakuolumok szaporodtak fel (30.
abra). Az FT-SMTNLI taltermelése tovabb fokozta ezeket a valtozasokat, progeszterontol
fliggetlen modon, hormonnal nem kezelt, kontroll csoportban (30. abra). Az FTI-SMTNLI1
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31. dabra: Az FI-SMTNLI transzfekcio progeszteron-dependens modon noveli a MUC-1 differencidciés marker
kifejezédését Ishikawa sejtek differencidcidja sovin. Ures (MOCK), avagy FT-SMTNLI tartalmi vektorral
(B), kontroll/P4/GDB modellek kozétt. Az immunfluoreszcens festés soran a sejtmagokat DAPI-val (kék) jeloltiik, a
MUC-1 differenciacios markert elsédleges antitestet Alexa 488-as fluoroforral jeldlt masodlagos antitesttel
vizualizaltuk (zéld) (A). Méretarany: 100 um. A MUC-1 differencidcios marker mRNS expressziojat valos idejii PCR
technikaval kévettiik mely soran egyes csoportok Cp értékeket GAPDH és Cyclophilin A haztartasi gének Cp értékeinek
mértani kozepére normalizaltuk (B), Az fluoreszcens jel intenzitasat HCS mikroszkop szoftverével elemeztiik, és a, DAPI
altal meghatarozott sejtszamra normalizaltuk (C). Az értékeket a kezeletlen MOCK kontroll csoport aranyaban,
oszlopdiagrammon dbrazoltuk, ahol egy oszlop értéke n=3-8 +/- SD (C-D). Két csoportot parositatlan kétmintas t-
probaval, t6bb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk dssze, ahol: p<0,05 (*), p<0,01 (**) és p<0,001 (***) (C,

D). P4: in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens P4, gesztdcios diabétesz modell.
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transzfekcio és a progeszteron szinergikus hatasa kimutathat6 volt a P4 és GDB modellekben,
mely két kezelés egyiittes alkalmazasa a sejtek jelentés morfoldgiai atalakulasat vonta maga
utan.

A MUC-1 differenciaciés marker kifejezédésének szintjét mind immunhisztokémiai
technikdval festett sejtkultira vizualizacidjaval, mind az Alexa 488 fluorofdr intenzitdsanak
mérésével, mind RT-PCR technikaval igazoltuk (31. abra). A MUC-1 els6dleges antitesttel
jelolt mintak fluoreszcencia intenzitdsanak mérése alapjan mind az FT-SMTNLI transzfekcio,
mind a progeszteron eldsegitette a MUC-1 expresszidjat (314. és C. dbra).
Immunfluoreszcenciaval vizsgalva az FI-SMTNLI1 taltermelése P4 modell kozott fokozta
legnagyobb mértékben a MUC-1 kifejez0dését. Ezen kezelési modellhez képest a fluorofor
intenzitasanak szignifikans csokkenése mutatkozott 143,33%-kal (p<0,0001) a kontroll FT-
SMTNLI1 tultermelt csoportban, valamint 149%-kal (p<0,0001) a GDB modellben FT-
SMTNLI tultermelt csoportban. Az MUC-1 intenzitdsa szignifikdnsan emelkedett a P4 MOCK
csoportban 47,33%-kal (p=0,0315 a MOCK kontrollhoz képest. Az FT-SMTNLI transzfekcio
mind P4, mind GDB modell kozott eldsegitette a MUC-1 kifejezédését, 90,67%-kal
(p=0,0031) novelve a differencidcios marker szintjét P4 MOCK, és 33%-kal (p=0,0391) a GDB
MOCK csoportokhoz képest. A GDB modell hatisara 91,33%-kal (p=0,0029) csokkentet a
MUC-1 intenzitdsa a P4 MOCK mintakhoz képest (31C. abra), mutatva, a GDB modell

Az immunfluoreszcencia intenzitasanak kiértékelést kovetden a MUC-1 mRNS
expressziojat is elemeztiik kontroll, P4 és GDB modellben, FT-SMTNLI1 transzfekci6 hatasara
vagy a nélkiil (31B. dbra), mely eredményeink az immunfluoreszcencids méréssel korrelaciot
mutattak. A MUC-1 mRNS szintje a legkiemelked6bb mértéket a P4 FT-SMTNLI taltermelt
csoportban érte el RT-PCR technikaval mérve (31B. dbra), ami azt sugallja, hogy az SMTNLI
pozitiv hatast gyakorolt az endometrium epithelidlis sejtjeinek differencidlodasara P4 kezelés
estén. Az FT-SMTNLI ttltermelése 554,67%-kal ndvelte a MUC-1 mRNS expresszids szintjét
a P4 FT-SMTNLI1 transzfektalt csoportban, viszonyitva a P4 MOCK kontroll csoporthoz. Az
FT-SMTNL1 170%-kal novelte a MUC-1 mRNS expresszidjat a GDB transzfektalt
csoportban, Osszehasonlitva a GDB MOCK kontrollal. A MUC-1 kifejezddése 90,67%-kal
novekedett (p=0,0551) P4 MOCK sejtekben a kontroll MOCK csoport MUC-1
expressziojahoz képest, ami azt jelzi, hogy az Ishikawa sejtek sikeres differenciacion mentek
keresztiil P4 modell hatasara. A GDB modell sordn a MUC-1 mRNS expresszio 104,16%-kal
csokkent (p=0,0307) a P4 MOCK csoporttal Osszehasonlitva, ami azt mutatja, hogy a
hiperinzulinémids-hiperglikémias kornyezet gatolta a differenciacido folyamatat. Az FT-
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SMTNLI1 taltermelt csoportok oOsszehasonlitdsa soran a P4 modellben mutatkozott a
legmagasabbnak MUC-1 mRNS expresszio, ami 611,958%-kal csokkent (p=0,0001) a
kontrollhoz képest, és 488,83%-kal (p=0,0064) a GDB mintakban az FT-SMTNLI1 taltermelés
hatasara (31B. dbra).

Az FT-SMTNLI1 overexpresszioja csokkenti a MYPT1 expreszios szintjét és
gatolja a MP aktivitast

A citoszkeletalis fehérjék, és azokat moddositdé enzimek kifejez6dési szintjében
bekovetkezd valtozasok hozzajarulnak a sejtek alakjanak ¢és differencialodasanak
megvaltozasahoz. Az endometrialis epithelidlis sejtek citoszkeletalis valtozasaiért felelds kulcs
szabalyoz6 elem a MP, melynek MYPT1 szabéalyozo alegysége az SMTNLI1 kdlcsonhatd
partnere (6,111). Az SMTNLL1 expresszids szinten is gatoljaa MYPT1 mennyiségét, mivel az
SMTNL1 Ser301-es oldallancan valo foszforilacidja esetén képes a sejtmagba transzlokalodni,
ahol progeszteron receptor B ko-aktivatoraként milkodve szamos gén kifejez6dését
szabalyozza (6,111). Ezen el6zetes irodalmi adatokra, illetve elézetes eredményeink alapjan,
hogy elemezzik a SMTNLI hatasat a MP-ra, fokuszalva annak aktivitasara, illetve
génexpresszios valtozéasaira egyarant (32. és 33. dbra).

Ishikawa sejteket hormonok altal nem kezelt kontroll, P4, GDB modellben
tenyésztettiink. A sejteket vagy lires plazmiddal (MOCK kontroll), vagy pedig FT-SMTNL1
szekvenciat tartalmazo plazmiddal transzfektaltuk. A MYPT1 alegység kifejezodése mellett
vizsgéaltuk a MP aktivititasat is a MYPT Thr696gatlé foszforildcios helyének relativ
foszforilacigjanak vizsgalataval Western blot technikaval (32B. és 33B. dbra). Ezen adatokat
immunfluoreszcens festéssel (32A4. és 33A4. dbra) illetve a fluoreszcencia intenzitdsanak
analizisével altal is tamogattuk (32C. és 33C. dbra).

HCS mikroszkoppal mért fluoreszcens intenzitds analizise altal nyert eredményeink
alapjan az FT-SMTNL1 overexpresszio csokkentette a MYPT1 expressziot mind a P4, mind a
GDB modellekben. A MYPT1-t jelzd fluorofdr intenzitds csokkenést mutatott FT-SMTNLI1
transzfekcid esetén 35,34%-kal (p=0,0079), illetve 38,66%-kal (p=0,0445) a P4 és a GDB
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32. abra: Az FT-SMTNLI transzfekcio progeszteron-fiiggd modon gatolia a MYPTI expressziojat endometridalis
epithelialis sejtekben. Ishikawa sejteket transzfektaltunk iires (MOCK) vagy FT-SMTNL1 szekvencidat tartalmazo vektorral,
kontroll/P4/GDB modell alkalmazasaval. MYPTI (A) ellen termeltetett elsodleges antitesteket Alexa 488 fluoroforral (zold)
jelolt masodlagos antitesttel kereszt kotve immunfluoreszcens technikaval vizualizaltuk a MYPTI kifejezodését. A
sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik. A képeket Opera Phoenix™ HCS segitségével készitettiik. Méretarany: 20 um. (A) Az
Alexa 488 fluorofor jelintenzitasat HCS mikroszkop szoftverével dsszegeztiik, majd a DAPI-val festett sejtmagok szamara
normaltuk (C). Sejtek fehérjemintdit Western blot analizissel elemeztiik anti-MYPTI (B) antitesttel. A total fehérje denzitdsat
GAPDH belsé kontrollra normdltuk. B, C adatait a MOCK transzfektalt kontroll csoport datlaganak ardnyaban,
oszlopdiagrammon dbrazoltuk, ahol egy oszlop értéke n=3-8, atlag + SD. Két csoportot parositatlan, két mintas t-teszttel,
tobb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk éssze, ahol: p <0,05 (*), p <0,01 (**). P4: in vitro terhes modell, GDB:

inzulinrezisztens P4, gesztacios diabétesz modell.

MOCK kontrollokhoz képest (32C. dbra). Az FT-SMTNLI1 transzfektalt csoportok
Osszehasonlitasakor a P4 és GDB kezelésekben 96,33%-o0s (p=0,0132) és 85%-o0s (p=0,0301)
csokkenés mutatkozott a MYPTI-et jelzé fluorofor intenzitasaban, Osszehasonlitva a
hormonkezelésben nem részesiilt kontroll csoport FT-SMTNLI transzfektalt csoporthoz képest
(32C. dbra).

A MYPTI expresszi6 valtozasait Western blot analizissel is nyomon kovettiik kontroll,
P4 és GDB modellekben, FT-SMTNLI transzfekcio mellett vagy a nélkiil, és az eredmények
egybecsengtek a HCS analizis sordn mért tendencidkkal (32B. dbra). Az FT-SMTNLI
overexpresszidja a MYPT] kifejezddését a P4 és GDB csoportokban 39,49%-kal (p=0,0187)
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és 50,91%-kal (p=0,0175) csokkentette a P4 ¢s GDB MOCK kontroll csoportokhoz képest
(32B. dabra). Ezek az eredmények 0sszhangban vannak az SMTNL1 fehérje korabban mar leirt
hatasaval, miszerint a sima- és vazizomban a PR-B ko-aktivatoraként a MYPT1 expresszidjat
génkifejezddési szinten csokkenti (6).

A MYPTI1 aktivitdsanak vizsgalatakor annak géatlo foszforilacidjanak, név szerint
Thr696 oldallancénak relativ foszforilaciojat kvantifikaltuk Western blot (33B. dbra) és
immunfluoreszcens technikaval (334. és C. dbra), kontroll, P4 és GDB modellekben, FT-

SMTNLI overexpresszid esetén, avagy anélkiil.
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33. abra: Az FT-SMTNLI1 transzfekcio gadtolja az MP aktivitasdt Ishikawa sejtekben. Ishikawa sejteket transzfektaltunk
iires (MOCK) vagy FT-SMTNLI szekvencidt tartalmazé vektorral, kontroll/P4/GDB modell alkalmazdasdaval. MYPTIPT6%
(A) ellen termeltetett elsodleges antitesteket Alexa 488 fluoroforral (zold) jelolt masodlagos antitesttel kereszt kétve
immunfluoreszcens technikdaval vizualizaltuk a MYPTI poszttranszlacios valtozasait. A sejtmagokat DAPI-val (kék)
festettiik. A képeket Opera Phoenix™ HCS segitségével készitettiik. Méretarany: 20 um. (A) Az Alexa 488 jelintenzitasat
HCS mikroszkop szoftverével dsszegeztiik, majd a DAPI-val festett sejtmagok szamdra normaltuk (C). Sejtek fehérjemintait
Western blot analizissel elemeztiik anti-MYPTIP™0% (B) antitesttel. A foszforildacé mértékét a teljes fehérje denzitdsdra
normaltuk. B, C adatait a MOCK transzfektalt kontroll csoport atlaganak aranyaban, oszlopdiagrammon abrazoltuk, ahol
egy oszlop értéke n=3-8, dtlag + SD. Két csoportot parositatlan, két mintas t-teszttel, tobb csoportot kétutas ANOVA-val
hasonlitottunk ssze, ahol: p <0,05 (*), p <0,01 (**) és p <0,001 (***). P4: in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens
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Western blot analizis altal nyert eredményeink alapjan az FT-SMTNLI1 transzfekcio
jelentésen ndvelte a MYPTIPT®® g4tlo foszforilacidjat a GDB csoportban 113,66%-kal
(p=0,0002) a GDB MOCK kontroll csoporthoz képest. A MYPT1PT6% foszforilacidja 31,8%-
kal (p=0,0406) csokkent a P4 MOCK kezelés hatdsara a kontroll MOCK csoporthoz képest,
ami a MP aktivacigjat jelzi P4 modellben. Ezen aktivitas P4 kezelés és az FT-SMTNLI
transzfekcid egylittes hatasara gatlodott, 50,3%-kal (p=0,0286) novelve a Thr696-os
foszforilaciot a P4 FT-SMTNLI1 kezelt csoportban (33B. dabra). A GDB modell a Thr696
foszforilacié relativ szintjében 30,94%-os (p=0,0304) novekedést valtott ki P4 MOCK
csoporthoz képest, ezzel ezen kezelés esetén a MYPT1 gatlasat okozva, amely gatlast az FT-
SMTNLI overexpresszio ez esetben is tovabb ndvelte 113,66%-kal (p=0,0002) GDB MOCK
kontrollhoz képest. Az FT-SMTNLI transzfekcio a legjelentésebb MYPT1 gatlast a GDB
modellben valtotta ki, amelyhez képest 124,675%-os (p<0,0001) Thr696oldallancon torténd
foszforilacids csokkenés mutatkozott kontroll FT-SMTNLI transzfektalt csoportban, illetve
94,3%-0s (p=0,036) csokkenés P4 kezelt FT-SMTNL1 overexpresszalt csoportban (33B.
dbra).

A Western blot analizis adatait az immunfluoreszcens festés altal nyert eredmények
tamogattidk, ahol a sejtmagokat DAPI-val (kék), a MYPTI, illetve a MYPTI1PT%¢
foszforilaciot az ezekre specifikus elsddleges antitesteket felismerd Alexa 488 fluoroforral
kapcsolt masodlagos antitest (z6ld) jelolt (33A4. dbra). A fluorofor intenzitas analizise soran
kinyert adataink alapjdan a MYPT1 gatld foszforilacigjat az FT-SMTNLI1 kezelés 70%-kal
(p=0,0473) novelte a P4, illetve 159,67%-kal (p=0,0026) a GDB modellekben iires vektor
kezelt P4 MOCK és GDB MOCK csoportokhoz képest. A P4 kezelés alkalmazasa 45%-kal
(p=0,0098) csokkentette a MYPT1PT6% foszforilacidjat a kontroll MOCK csoporthoz képest,
mig a GDB modell 75,66%-0s (p=0,0059) névekedést eredményezett a P4 MOCK csoporthoz
képest (33C. dbra).

Eredményeink igazoltdk a SMTNLI1 gatlé hatdsat a MYPT1 expresszidjara és a MP
aktivitasara Ishikawa sejtekben, amelyet a progeszteron hormon én a terhességi cukorbeteg
kezelés tovabb fokozott. A MYPT1 citoplazmatikus és nuklearis lokalizacidja nem valtozott a

P4 ¢s GDB modellekben az alkalmazott kezelés hatasara (32A. dbra).
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FT-SMTNL1 overexpresszi0 kozvetetten szabalyozza az MLC20

foszforilaciojat a MP gatlasan keresztiil Ishikawa sejtekben

Az FT-SMTNLI1 transzfekcidja progeszteron-fiiggd modon csokkentette a MYPT1
kifejez6dését mind P4, mind GDB modellek kozott (32. dabra), tovabba befolyasolta az MP
aktivitasat a MYPT1 alegység gatldé Thr696-os foszforilaciojanak emelésén keresztiil P4 és
GDB modellben egyarant (33. dbra). Ezen eredményekre tdmaszkodva indokoltnak tartottuk
megvizsgalni az FT-SMTNLI1 transzfekcid hatasat az MP szubsztratjara, a 20 kDa miozin
konnyti lancra (MLC20), Western blot és immunfluoreszcens technikak segitségével (34. és
35. dbra). Az immunfluoreszcens festést HCS mikroszkopiaval vizualizaltuk (34A4. és 35A.

dbra).
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34. dbra: Az FT-SMTNLI transzfekcié nem befolydsolja az MLC lokalizdcidjit és kifejezédését. Ures (MOCK) vagy FT-
SMTNLI szekvenciat tartalmazo vektorral transzfektalt Ishikawa sejteket kontroll, P4 és GDB modellek kozott
tenyesztettiink. Immunfluoreszcens festést végeztiink anti-MLC (A) elsédleges antitest felhasznalasaval, amelyeket Alexa 488
fluoroforral (zéld) jelolt masodlagos antitest segitségével detektaltunk. A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik. A képeket
Opera Phoenix™ HCS mikroszkopiaval vizualizaltuk. Méretarany: 20 um. Az immunfluoreszcens képek Alexa 488
Jelintenzitasat a HCS mikroszkop beépitett intelligens szoftverével dsszesitettiik, az adatokat a DAPI-val festett sejtmagok
szamdara normalizaltuk (C). A sejtek fehérjelizatumait Western blot analizissel elemeztiik anti-MLC (B) antitesttel, GAPDH
belsé kontroll alkalmazasaval. B és C adatait a MOCK transzfektdalt kontroll csoport adtlaganak ardnydaban,
oszlopdiagrammon dbrazoltuk, ahol egy oszlop értéke n = 3-8, dtlag = SD értéket képviselt. Két csoportot parositatlan, két
mintds t-teszttel, t0bb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk 6ssze. P4: in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens

P4, gesztacios diabétesz modell.

87



Western blot ¢és Alexa 488-as fluorofor intenzitdsdnak analizisével vizsgalva sem az
alkalmazott hormonkezelések, sem az SMTNLI transzfekci6 nem befolyéasolta az MLC20
expressziojat Ishikawa sejtekben (34. dbra). Az immunfluoreszcens festés eredményei alapjan
az MLC jelent6és mennyisége a citoplazmaban lokalizalodott az Ishikawa sejtekben, és sem
lokalizaciojat, sem expressziojat nem valtoztatta meg egyetlen alkalmazott kisérleti koriilmény
sem (34A. dbra).

Western blot analizissel mérve az FT-SMTNLI overexpresszi6 hatdsara az MLC20PS"
foszforilacigja 37,78%-kal (p=0,0342) novekedett a P4 ¢és 40,91%-kal (p=0,0315) a GDB
modellben, egyedileg 6sszehasonlitva a P4 MOCK és GDB MOCK kontrollokkal (35B. dbra).
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35. abra: Az FT-SMTNLI transzfekcio hatisa a 20 kDa miozin kénnyii lanc foszforilaciojara. Ishikawa sejteket
transzfektaltunk iires (MOCK) vagy FT-SMTNLI-et tartalmazo vektorral, kontroll, P4 és GDB modellek kozott.

Immunfluoreszcens festést végeztiink anti-MLCPS' (A) elsbdleges antitest felhaszndldsaval, amelyeket Alexa 488 fluorofdrral
(z6ld) jelolt masodlagos antitesttel detektaltunk. A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik. A képeket Opera Phoenix™ HCS
mikroszkdpidval vizualizaltuk. Méretardny: 20 um. Az MLC PV elsédleges antitest felhaszndlasaval —késziilt
immunfluoreszcens képek Alexa 488 jelintenzitasat a HCS mikroszkop beépitett intelligens szoftverével dsszesitettiik, az
adatokat a DAPI-val festett sejtmagok szamara normalizaltuk (C) A sejtek fehérjelizatumait Western blot analizissel elemeztiik
anti-MLCPS? (B) antitestekkel, a foszforilacé mértékét a modositatlan fehérje denzitasara normaltuk. B és C adatait a MOCK
transzfektalt kontroll csoport atlaganak ardnyaban, oszlopdiagrammon dbrazoltuk, ahol egy oszlop értéke n = 3-8, atlag +
SD. Két csoportot parositatlan, két mintds t-teszttel, t6bb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk éssze, ahol: p <0,05

(*) és p <0,01 (**). P4: in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens P4, gesztdcios diabétesz modell.
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A progeszteron szupplementacio P4 csoportban 27%-kal (p=0,0305) csokkentette az
MLC20°5" foszforilacidjat a hormonnal nem kezelt MOCK csoporthoz képest. A P4 MOCK
csoportot a GDB MOCK csoporttal 0sszehasonlitva 47,89%-0s (p=0,0187) ndvekedés
mutatkozott az MLC20PS!?® foszforilaciojaban GDB modell csoportban. Az FT-SMTNLI
transzfektalt csoportokat dsszehasonlitva, az MLC foszforilacidja a legnagyobb mértékben a
GDB modellben emelkedett, amelyhez képest csokkenés volt kimutathaté mind a P4, mind a
kontroll modellek kozott FT-SMTNL1 overexpresszald csoporthoz képest 51,02%-kal
(p=0,0300), illetve 48,1%-kal (p=0,0406) (35B. dbra).

HCS mikroszkopidval vizsgalva az MLC Ser19-es foszforilaciojanak relativ mértékét
az SMTNLI transzfekcio hatdsara mind a P4, mind a GDB modellekben megnovekedett az
MLC Serl9 oldallanc foszforilacios szintje, 31%-kal (p=0,0014) P4 csoportban, és 9%-kal
(p=0,0327) a GDB modellben a MOCK kontrollhoz képest (35C. dabra).

Az MLC foszforilaci6 valtozésai P4 és GDB modellekben FT-SMTNLI1 hatédséara
feltételezhetoen az MP gatlasanak kovetkeztében alakultak ki (32. és 33. dbra). Az FT-
SMTNLI transzfekcid hatasara lecsokkent MYPT1 expresszio mellett €szlelt megnovekedett
Thr696 gatlé foszforilacio az MLC20 Ser19 foszforilacidjanak novekedésével jart egyiitt P4 és
GDB modellekben (35. dabra).

Az FT-SMTNLI1 overexpresszioja gatolja az Ishikawa sejtek migracios
képességét

Elézetes eredményeink alapjan 0Osszefoglalhatd, hogy az SMTNL1 fehérje
progeszteron-fliggd modon szabalyozza az MYPT1 fehérjeexpressziojat és a MP aktivitasat
egyarant endometridlis epithelidlis sejtekben. Ezen szabdlyozas az MLC20 Ser19 oldallanc
foszforilacigjanak megvaltozasat eredményezi. Mivel mind az MP mind az MLC20
kulcsfontossagt szerepet toltenek be a sejtek kontraktilis funkcidiban, amelyek tobbek kozott
a migraciot is befolyasoljak, célul tiiztiik ki, hogy meghatarozzuk az SMTNLI transzfekcio
karcolasi esszé segitségével.

A sejtek altal lefedett feliilet valtozasat valds id6ben, 24 6ran keresztiil kovettik HCS
mikroszkopiaval (36B. dbra). A bezarddott teriilet aranyat a hormonnal nem kezelt MOCK
kontroll csoportban 100%-nak vettiik, eredményeinket ezen csoporthoz viszonyitott

értékekként abrazoltuk (36A4. dbra). A hormonnal nem kezelt FT-SMTNLI1 transzfektalt
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36. abra: Az FI-SMTNLI transzfekcio akaddlyozza az endometridlis epithelidlis sejtek migrdcios képességeét. Karcoldsi
esszét vegeztiink DiD fluoreszcens festékkel jelolt Ishikawa sejteken, amelyeket elézetesen iires (MOCK) vagy FT-SMTNLI1
szekvenciat tartalmazo vektorral transzfektaltunk, majd 72 oriag hormonnal nem kezelt kontroll, P4 vagy GDB modellben
tenyésztettiink. A kezelés 48. ordjaban sejteket karcoltuk, és tovabbi 24 oran keresztiil rogzitettiik a sebzarodas mértékét. Az
egyedi csoportok dltal bezart teriilet aranyadt, a hormonkezelét nem kapott kontroll MOCK csoport aranydban fejeztiik ki
oszlopdiagrammon, ahol minden oszlop n=4-9, atlag + SD értéket képvisel. Két csoportot parositatlan, két mintds t-teszttel,
tobb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk Ossze, ahol: p<0,05 (*), p<0,01 (**) és p<0,001 (***) (A). A karcolasi
esszé kezdeti és végpontjan ragzitett képek. Méretarany: 500 um (B). P4. in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens P4,

gesztdcios diabétesz modell.

csoport migracidja 28,67%-kal (p=0,0227) csékkent a MOCK kontroll csoporthoz képest. Az
SMTNLI1 overexpresszidra adott migracios képesség-csokkenés legkifejezettebbnek a P4 és
GDB modellekben mutatkozott, melyekben 59,68%-o0s (p=0,0003) ¢és 32,14%-0s (p=0,0153)
csokkenést tapasztaltunk P4 MOCK ¢s GDB MOCK kontroll csoportokhoz viszonyitva. A P4
hormonkezelés hatasara 25,8%-kal (p=0,0355) ndtt az Ishikawa sejtek migracidja
Osszehasonlitva a nem kezelt MOCK kontroll kisérleti csoporthoz képest, mely jelenség
Osszecseng az endometrialis hdmsejtek természetes migracidjanak indukcidjaval terhesség
alatt. Tovabba, a hormonkezelést nem kapott, FT-SMTNL1 transzfektalt csoporthoz képest a
migracios képesség 45,33%-kal (p=0,0349) csokkent GDB SMTNLI transzfektalt csoport
esetén. Azonban a GDB hormonkezelés énmaga SMTNLI transzfekcioé nélkiil 41,85%-kal
(p=0.0067) csokkentette az Ishikawa sejtek migraciojat a hormonkezelésben nem részeriilt

MOCK kontrollhoz képest, és 67,66%-kal (p<0,0001) a P4 MOCK csoporthoz képest, jelezve

crer

Az SMTNLI1 szabalyozza az IRS-1 és Akt-1 Ser foszforilaciojat és aktivitasat

Ishikawa sejtekben

A fertilitdsi zavarok jelenlétét gyakorta kiséri tarsbetegségként inzulinrezisztencia.
Emellett elézetes irodalmi adatok kimutattdk, hogy a 2-es tipust cukorbetegség ¢és a

metabolikus szindromara utald patologids elvaltozasokat mutattak ki az smnll /- null
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egerekben (6). Tovabbi eldzetes irodalmi adat alapjan, ragcsald vazizom modellen vizsgalva
az SMTNLI kulcsszerepet toltott be az inzulin jelatvitel szabalyozasaban (167).

Az SMTNLI1 endometridlis epihelidlis sejtekben valo inzulin jelatvitelre gyakorolt
hatasanak tisztazasa érdekében célul tiiztiik ki megfigyelni az IRS-1 és az Akt-1 génexpresszios

¢s poszttranszlacios valtozasait P4 és GDB modellek kozott, SMTNL1 overexpresszio hatasara

(37. abra).
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37. abra: Az FT-SMTNLI transzfekcio befolydsolja az inzulinreceptor szubsztrat 1 (IRS-1) és az Akt-1 foszforildaciojat
Ishikawa sejtekben. Ures (MOCK) vagy FT-SMTNLI-et tartalmazé vektorral transzfektalt Ishikawa sejteket kontroll, P4
vagy GDB modellben tenyésztettiik. A sejtek fehérjelizatumait Western blot analizis segitségével vizsgaltuk, anti-IRS-1 (A),
anti-IRS-1756"2 (B), anti-Akt-1 (C) és anti-Akt-1°5*7 (D) elsédleges antitesteket alkalmazva. A totdl fehérje denzitdsat
GAPDH belsé kontrollra, a foszforilaco mértékét a modositatlan fehérje denzitasara normaltuk. Az adatokat a MOCK
transzfektalt kontroll csoport atlaganak aranydban, oszlopdiagrammon dbrdzoltuk, ahol egy oszlop értéke n=3-8, dtlag +/-
SD. Két csoportot parositatlan, két mintas t-teszttel, tobb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk dssze, ahol: p<0,05

(*) és p<0,01 (**). P4: in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens P4, gesztdcios diabétesz modell.

Az IRS-1 fehérje expresszidjat kisérletiink soran alkalmazott egyetlen koriilmény sem
befolyasolta jelentdsen (37A4. dbra); azonban az IRS-1P5¢12 foszforilacidja, amelynek
emelkedése az inzulinrezisztencia sejtszintli markere, 34,87%-kal (p=0,0203) emelkedett a

GDB modellben, a MOCK csoportban a hormonkezelésben nem részesiilt MOCK kontrollhoz
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képest. Az FT-SMTNLI1 transzfekci6 mind a P4, mind a GDB modellel kombinalva
csokkentette az IRS-1P5'? foszforilaciojat a MOCK kontroll parjaikhoz képest, 23,62%-kal
(p=0,0228) P4, és 31,375%-kal (p=0,0305) GDB modell esetén (37B. abra). Az Akt-1 fehérje
expresszioja valtozatlan maradt mindegyik altalunk vizsgalt kisérleti koriilményben (37C.
dabra). A P4 és GDB modellek az Akt-1P5473 foszforilacidjat 21,33%-kal (p=0,0034) és 17,66%-
kal (p=0,089) csokkentették hormon altal nem kezelt MOCK kontroll csoporthoz képest, ami
az inzulinrezisztens modell sikeres 1étrehozasat jelezte (37D. dabra). FT-SMTNLI transzfekcio
esetén az Akt-1P5473 foszforilacidja 57,33%-kal (p=0,0110) ndtt P4, és 53%-kal (p=0,0209)
novekedett GDB csoportban az azonos hormonkezelésben részesiilt MOCK transzfektalt
csoportokhoz képest (37D. dbra).

Osszességében ezek az adatok alapjan elmondhatd, hogy a terhesség és a
hiperinzulinémia-hiperglikémia modellezése terhességi cukorbetegségben inzulinrezisztenciat
indukalt, és az FT-SMTNLI1 overexpresszio ezen modellek hatasara kifejlddd poszttranszlacios

valtozasokat enyhitette.

Az SMTNLI1 kozvetetten szabalyozza a MAPK aktivitast az Ishikawa sejtek
in vitro GDB modelljében

Mivel az FT-SMTNL1overexpresszido P4 ¢s GDB modellekben befolyasolta az IRS-1
¢s Akt-1 fehérjék inzulinrezisztenciat jelzd poszttranszlacidos modositdsait, ezért kisérletiink
kovetkezd céljaul tliztiik ki az inzulin jelatvitel felsdbb szabalyozo6 elemeinek vizsgalatat. Az
inzulin jelatvitel effektor fehérjéinek szabalyozasa egy 0sszetett jelatviteli kaszkadon keresztiil
valosul meg, melyben a MAPK kinazok kiemelt szerepet toltenek be. A MAPK-ok aktivitasa
jelentdsen valtozik inzulinrezisztencia soran, az IRS-1P%%12 szabalyozasdban pedig az
extracelluldaris jel altal szabalyozott kinaz 2 (ERK '2) kiemelt jelentdségli. Az ERK'% aktivitasa
annak Thr202 és Tyr204 oldallancanak foszforilaltsagi szintjének fiiggvénye, melynek f6
FT-SMTNL1-transzfektalt Ishikawa sejtekben kontroll, P4 és GDB modellek k6zott, tovabba
értékeltiik az FT-SMTNLI transzfekci6 hatasat nPKCe kifejezddésére is.

Az ERKY expresszidjaban nem kdvetkezett be valtozas egyetlen alkalmazott kisérleti
koriilményben sem (384. dbra). Azonban az ERK’)2 Thr202/Tyr204 relativ foszforilacioja
184,33%-kal (p=0,0337) és 158,67%-kal (p=0,0369) nétt a MOCK GDB csoportban a kontroll
MOCK ¢és P4 MOCK csoportokhoz képest. Az emelkedett ERKY2 foszforilacio 153%-kal
(p=0,0451) csokkent az FT-SMTNLI transzfektalt GDB csoportban a MOCK GDB csoporthoz
képest (38B. dbra).
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Az 1) tipust PKCe hozzajarul az ERK 2 MAPK aktivitasanak befolyasoldasdhoz az
ERK'% foszforilacigjanak novelése altal. Az ERK aktivitdsaval 6sszhangban, a GDB modell
46,125%-kal (p=0,059) novelte az nPKCe kifejezddését a nem hormonkezelt MOCK
kontrollhoz képest, illetve az nPKCe expresszié 67,125%-kal (p=0,0190) csokkent az FT-
SMTNLI transzfekcio hatasara a GDB modellben (38C. dbra).
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38. abra: Az FI-SMTNLI tultermelése befolydsolja az ERK1/2 aktivitasdat a PP2A és a DUSP9 expressziojanak szabdlyozasdval
Ishikawa sejtekben. Ures (MOCK) vagy FT-SMTNLI-et tartalmazé vektorral transzfektdlt Ishikawa sejteket kontroll, P4 vagy
GDB modellben kezeltiink. A sejtek fehérjelizatumait Western blot analizissel vizsgdltuk anti-ERK % (A), anti-ERKY; PT202/7204 (B),
anti-nPKCe (C), anti-PP2A (D) és anti-DUSP9 (E) elsddleges antitesteket alkalmazva. A teljesl fehérje denzitasat GAPDH belsé
kontrollra, a foszforilaco mértékét a teljes fehérje denzitisara normaltuk. Az adatokat a MOCK transzfektalt kontroll csoport
atlaganak aranyaban, oszlopdiagrammon abrazoltuk, ahol egy oszlop értéke n=3-7, atlag +/- SD. Két csoportot parositatlan, két
mintads t-teszttel, tobb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk dssze, ahol p<0,05 (*). P4: in vitro terhes modell, GDB:

inzulinrezisztens P4, gesztdcios diabétesz modell.

Emellett az ERK'% szabalyozdsadban szerepet jatszo regulator a protein foszfataz 2A
(PP2A) ¢és a kettds specifitasu foszfatdz 9 (DUSP9) enzimek, amelyek az ERK1/2 aktivalo

foszforilacios hely defoszforilaciojaval csokkentik az enzim aktivitasat (168,169).
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A PP2A egy Ser/Thr specifikus protein foszfatdz, amely az ERK'2 defoszforilalasat
végzi a Thr202/Tyr204-os oldallancon. A PP2A kifejezddése 68,67%-kal (p=0,0420) nétt a P4
modell hatdsara, a hormonkezelésben nem részesiilt MOCK kontroll csoporthoz viszonyitva.
Ezenkiviil a PP2A expresszidja 131,33%-kal (p=0,0180) nétt az FT-SMTNL1 overexpresszio
hatdsara a GDB modellben a GDB MOCK csoporthoz képest (38D. dbra). Az FT-SMTNLI1
tultermeltetett csoportok 0Osszehasonlitasakor a hormonkezelésben nem részesiilt kontroll
csoportban 118,75%-kal (p=0,0228) csokkent a PP2A expresszidja a GDB FT-SMTNLI
transzfektalt csoporthoz képest.

Az ERK' masik potencidlis szabalyozoja, a DUSP9, mely foszfataz aktivitasaval
befolyasolja az ERK)2 miikodését. A DUSP9 expresszidja FI-SMTNLI1 taltermelés esetén
346,66%-kal (p=0,0104) n6tt a GDB, ¢s 208,17%-kal (p=0,0231) a P4 modell hatasara (38E.
dbra). Az FT-SMTNLI taltermelt csoportok dsszehasonlitadsakor a DUSP9 expresszidja 279%-
kal (p=0,0443) nétt a kontroll és a GDB mintak dsszehasonlitasa esetén. Adataink azt sugalljak,
hogy az SMTNLI1 képes csokkenteni az ERK'2 MAPK aktivitdsat kozvetetten az nPKCe
expressziojanak csokkentésével és a PP2A és DUSP9 expresszidjdnak novelésével inzuli
rezisztens endometrialis epithelidlis sejtekben.

Annak érdekében, hogy tisztazhassuk, hogy az altalunk tapasztalt IRS-1 Ser612-es
foszforilacigjaban beallt valtozasok valoban a MAPK utvonal altal szabalyozottak, ezért az
ERKY2 szelektiv inhibitorat, az U0126-ot hasznaltuk. Eredményeink alapjan, az ERK'2
expresszidjanak valtozasa nélkiil (394. dbra), az ERK!PT202Y204 foszforilacidja minden
alkalmazott koriilmény hatasara csokkent az U0126 kezelés esetén (39B. dbra). Az ERK),
gatlasaval parhuzamosan az IRS-1P5012 foszforilacidja is csokkent (39D. dbra), mikozben
expresszioja nem valtozott (39C. dbra). Az Ishikawa sejtek gliikoz felvétele az NBDG esszé
alapjan nétt (39E. dbra) U0126 inhibitor hatasara, ami egyértelmilen bizonyitja az ERK'

gatlasanak inzulinérzékenyitd szerepét.
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39. abra: Az ERK: szelektiv gatldsa javitja az inzulin jelatvitelt és a gliikozfelvételt az inzulinrezisztens Ishikawa sejtekben
Az Ishikawa sejteket 72 oran keresztiil kontroll/P4/GDB modellben tenyésztettiik, 2 uM U0126 kezelés mellett vagy anélkiil.
A sejtek fehérjel izatumait Western blot analizissel vizsgaltuk anti-ERKY (A), anti-ERKY; PT2027204 (B)  anti-IRS-1 (C) és
anti-IRS-1P52(D) elsédleges antitestek felhasznaldsdval. A teljes fehérje denzitasat GAPDH belsé kontrollra, a foszforildcé
meértékeét a teljes fehérje denzitasara normaltuk. (E) Az Ishikawa sejteket 72 oran keresztiil kontroll/P4/GDB kérnyezetben
tenyesztették, 2 uM U0126 kezelés mellett vagy anélkiil, és a sejtek 2-NBDG felvételét rogzitettiik. Az adatokat a MOCK
transzfektalt kontroll csoport atlaganak aranydban, oszlopdiagrammon abrazoltuk, ahol egy oszlop értéke n=3-6, atlag +/-
SD. Két csoportot parositatlan, két mintas t-teszttel, t6bb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk dssze, ahol p<0,05(*),
p<0,01 (*¥*) és p<0,001 (***). P4: in vitro terhes modell, GDB: inzulinrezisztens P4, gesztdcios diabétesz modell.
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Az FT-SMTNLI1 transzfekcio progeszteron-fiiggé modon elosegiti az

Ishikawa sejtek glikogénraktarozasat és gliikkozfelvételét

Mivel a méh endometriumanak glikogénraktarozasa egyensulya elengedhetetlen a
fiziologids homeosztazis fenntartasdhoz, €s eldzetes eredményeink alapjan az SMTNLI1
differencidcid soran bekdvetkez6 alapvetd funkcionalis valtozasok kifejléddését, kisérletiink
kovetkezd 1épéseként célul thztik ki az SMTNLI1 hatdsanak vizsgalatat Ishikawa sejtek
glikogénraktarozasara és gliikoz felvételére kontroll, P4 ¢s GDB modell k6zott (40. dbra).

Glikogén mennyiség 2.NBDG felvétel
*k
* *
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40. dabra: Az FI-SMTNLI1 transzfekcio eldsegiti az Ishikawa sejtek gliikozfelvételét és glikogénraktarozasat. (A) A
kontroll/P4/GDB modellben kezelt, iires (MOCK), avagy FT-SMTNLI szekvenciat tartalmazé vektorral transzfektalt

nak véve a tovabbi csoportok érékét ennek ardanyaként abrazoltuk oszlopdiagramokon, ahol egy oszlop értéke n=3-9 atlag
+/- SD. Két csoportot parositatlan, két mintds t-teszttel, tobb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk dssze, ahol p<0,05
(%), p<0,01 (**), p<0,001 (***) és p<0,0001 (****). (B) Az Ishikawa sejtek 2-NBDG gliikozfelvételét kontroll, progeszteron
(P4) és terhességi cukorbetegség (GDB) koriilményekben, FT-SMTNLI transzfekcio mellett vagy anélkiili csoportokban
értékeltiik. A 2-NBDG fluoreszcencia értékét normalizaldst kévetden a kontroll MOCK csoport aranyaként fejeztiik ki
oszlopdiagrammon, ahol egy oszlop értéke n=3-at képviselnek, atlag +/- SD. Két csoportot parositatlan, két mintas t-teszttel,
tobb csoportot kétutas ANOVA-val hasonlitottunk ossze: p<0,05 (*) és p<0,01 (**). P4: in vitro terhes modell, GDB:

inzulinrezisztens P4, gesztacios diabétesz modell.

Az FT-SMTNLI transzfekcida sejtek glikogéntartalmat 52,5%-kal (p=0,0002) novelte
a P4 ¢és 44,55%-kal (p=0,0024) GDB modellben, a megfelel6 MOCK kontrollokhoz
viszonyitva. A glikogénraktarozas hormonnal nem kezelt kontroll csoporthoz képest csdkkent
32,5%-kal (p=0,0091) a P4 és 61,25%-kal (p<0,0001) a GDB modellt kdvetden Ishikawa
sejtekben. A GDB kezelés 28,75%-kal (p=0,01) csokkentette a sejtek glikogéntartalmat a P4
MOCK csoporthoz képest. Osszehasonlitva az FT-SMTNLI transzfekcion atesett
csoportokban 36,67%-o0s (p=0,0226) csokkenés mutatkozott a sejtek glikogéntartalméaban a
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GDB csoportban a P4 kezelt csoporthoz képest. A glikogéntartalom csokkenése a P4 modellben
megfelel a terhesség soran varésés ndkben lejegyzett fiziolodgids inzulinrezisztencia
jelenségének. Azonban a glikogénraktarozas fokozott csokkenése a GDB csoportban a
hiperglikémias-hiperinzulinémias kornyezet hatasanak tulajdonithatd. A glikogéntartalom
csokkenése mind a P4, mind a GDB modellben mérséklodott az FT-SMTNL1 transzfekcio
hatasara. Ezek alapjan elmondhatd, hogy az SMTNLI1 erds inzulinérzékenyitd hatast mutatott
mind a P4, mind a GDB modellek k6zott kezelt Ishikawa sejtek esetén (40A. dbra).

Az SMTNLI1 endometrialis epithelialis sejtek gliikoz homeosztazisara gyakorolt
hatadsainak tovabbi feltérképezésének érdekében a 2-NBDG gliikoz felvételi esszét
kiviteleztiink. 1 6ran keresztiili 2-NBDG gliikdzzal valo inkubaciét kovetden, az Ishikawa
sejtek altal felvett glilkdz mennyiségét a 2-NBDG fluoreszcencia intenzitas kvantifikaldsa
alapjan mértiik. Az FT-SMTNLI transzfekci6 jelentdsen novelte a gliikkozfelvételt az Ishikawa
sejtekben (40B. dbra), 59,13%-kal (p=0,0459) a P4, és 92,47%-kal (p=0,0037) a GDB kezelt
csoportokban, a MOCK kontrollhoz képest. A felvett gliikoz mennyisége 41,33%-kal
(p=0,0376) ¢és 76,67%-kal (p=0,0125) csokkent a P4 MOCK ¢és GDB MOCK transzfektalt
csoportokban a hormonkezelést nem kapott kontroll MOCK csoporthoz képest. A GDB kezelt
csoport 2-NBDG gliikozfelvétele csokkent a P4 MOCK csoporthoz képest 33,34%-kal
(p=0,0127). A P4 és GDB modellre valaszul bekdvetkezd csokkent gliikozfelvétel javulo
tendenciat mutatott mindkét hormon szupplementalt csoportban FT-SMTNLI transzfekcio
esetén, mely jelenség Osszefliggést mutat a szintén ezen csoportokban tapasztalt megnovekedd
glikogénraktarozas eredményeivel (40. dbra).

Osszességében eredményeink azt jelzik, hogy az SMTNLI elésegitette a
glikogénraktarozast és tdmogatta az endometrialis epithelilas sejtek differencialodas soran
bekovetkezd alapvetd funkciondlis valtozasokat, mikdzben érzékenyitette a sejteket az inzulin
hatasara, ndvelve azok gliikozfelvételét.

Annak érdekében, hogy kizarhassuk, hogy a glikogénraktdrozasban és gliikkoz
felvételben tapasztalt valtozdsok oka nem az alkalmazott kisérleti koriilmények hatisara
bekovetkezd GLUT4 transzporter expressziojaban beallt modosulas kovetkezménye,
megvizsgaltuk a GLUT4 expresszidjat kontroll, P4 ¢s GDB modellek esetén, FT-SMTNL1
transzfekcid mellett, vagy a nélkiil (41. dbra). A GLUT4 transzporter expressziojat egyik
alkalmazott kezelés sem valtoztatta jelentés modon (41. dbra), igy a glikogénraktarozas és a
2-NBDG felvétel megvaltozasa az SMTNL1 transzfekcio altal okozott transzporter lokalizacio

valtozésanak tulajdonithato.
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41. dbra: GLUTA expresszio viltozatlan kontroll/P4/GDB illetve FT-SMTNLI transzfekcio hatdsara. A kontroll/P4/GDB
modellben kezelt, iires (MOCK), avagy FT-SMTNLI szekvenciat tartalmazo vektorral transzfektalt Ishikawa sejtek
fehérjelizatumait Western blot analizissel értékeltiik anti-GLUT4 ellen termeltetett elsddleges antitest haszndlataval, a savok
denzitasat a belsd kontroll GAPDH denzitasara normalizaltuk. A kontroll MOCK csoport értékét 100%-nak véve
eredményeinket oszlopdiagrammon abrazoltuk, ahol minden oszlop n=3-5, atlag +/- SD értéket képvisel. P4: in vitro terhes

modell, GDB: inzulinrezisztens P4, gesztacios diabétesz modell.
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Megbeszélés

A PPMI1B tumorszuppressziv szerepe a MP/PRMTS5/H4
protoonkogén jelatviteli palyan

A PPMIB szerepének feltirasa a human cervicalis karcindma (méhnyakrak)
kialakulasdban egyre frekventaltabb kutatasi teriiletté valik a tumorbioldgia és a molekularis
onkoldgia vilagaban. A méhnyakrak, mint a néi reproduktiv szervrendszer egyik legnagyobb
prevalenciaval biré rosszindulata daganata, komplex pathomechanizmus révén alakul ki, és az
ezen témakdrben végzett kutatdsok célja, hogy feltérképezzék azokat a molekularis jelatviteli
utvonalakat, amelyek meghibdsodasa hajtja a sejtek onkogenezisét, valamint fokozza a
daganatok metasztazis-képz6 hajlamat (170).

A PPM1B, ami egy Mg**/Mn?"-fiiggé protein foszfataz, fontos szerepet jatszik a sejtek
jelatviteli utvonalainak szabalyozéasadban, tovabbd befolyasolhatja azokat a jelatviteli
utvonalakat melyek a sejtek novekedését ¢és tulélését szabalyozzak (171). Eldzetes
tanulmanyok mar leirtak a PPMI1B tumorszuppressziv a funkcidjat, am a disszertacio
készitésenek idejében a Human Protein Atlasz alacsony tumor-specificitast rendel a fehérjéhez.
A PPM1B gétolta a gyomorrakbol izolalt sejtek migraciojat és invaziojat in vitro, illetve a
tumor metasztazis képzését is in vivo az altal, hogy defoszforilalta a Rho-aktivalo GTPaz
inaktivalé fehérje 1 (RhoGDI1) fehérjét. Ezen eredmények alapjan, mint egy diagnosztikus
biomarkert karakterizaltak (172). Tovabbd a PPM1B overexpresszidja gatolta a hélyagrak
sejtek proliferaciojat és tumorigenitasat (65). Hepatocellularis karcindma sejtek proliferaciojat
és migracios képességét a PPM1B csendesitése novelte (65), tovabba ezen sejtvonalban
kimutattdk a PPM1B degradacidjanak felgyorsulasat is (66). A PPMI1B szerepét a
méhnyakrakban a szoveti mintdk vizsgélatai is alatdmasztjdk. A méhnyakrdk biopszids
szovetekben a PPM1B kifejezddése jelentdsen csokkent €s a kutatdsok arra utalnak, hogy ez a
csokkenés Osszefiiggésben 4ll a daganat progressziojaval. Az eddigi kutatisok azt is
megmutattak, hogy a PPM1B mennyiségének helyreallitdsa, vagy annak aktivitasanak
fokozasa a méhnyakrak kezelésében potencialis terapias megkozelitést kinalhat.

Munkank soran leirtuk a PPM1B-t mint az MP/PRMT5/hiszton 4 jelatviteli titvonal
fels6bb szabalyozo elemét, amely egy ezidaig nem jellemzett tumorképz6 mechanizmusban
vesz részt HeLa sejtekben és méhnyakrakban egyarant. Kisérleteink soran immunprecipitacios,

pull-down esszé, illetve Duolink technikdk felhasznalasaval validaltuk a PPM1B protein
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foszfataz és a MP kozotti kdlcsonhatast, mind citoplazmatikus, mind sejtmagi lokalizacidban,
mely sordn a PPM1B a MP MYPT1 szabalyozo alegységével étesitett kapcsolatot (12. és 13.
dabra). Ezen eredmény Osszecseng olyan kordbbi irodalmi adatokkal, melyek
tomegspektrometrias analizis alapjan azonositottdk a PPMI1B-t, mint a MYPT1 nuklearis
kolcsonhatod partnerét (9). Bar az enzimek kozott sejtmagon beliil fennallo fehérje-fehérje
kolcsonhat mar kordbban igazoltdk, a Duolink Proximity Ligation essz¢ altal nyert
eredményeink alapjan sejthetd, hogy a két enzim kozotti kdlesonhatas a nukleuszon kiviil is
Eredményeink alapjan a PPM1B mutatkozott a sejtek mind citoplazmatikus, mind magi
frakciojaban, ezen adatot alatdmasztja olyan korabbi publikacid, mely az endogén PPM1B-t
3T3-L1 adipocitak sejtmagjaban lokalizaltak, ahol a PPM1B peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor gamma (PPARy)-val létesitett kapcsolatot (166). Tovabba a PPM1B-t mar leirtak
MAPK ¢s az AMPK jelatvitel szabalyozdjaként is, melyek a sejtek citoplazmatikus frakcidjara
lokalizalodnak (171). HepG2 sejtek nuklearis és mikroszomalis frakciojaban, valamint
neuronalis sejtek magjaban mar szintén karakterizaltak MYPT1 jelenlétét (70,86) . Igazolodott
ezen pozicioban a nuklearis MP ¢és a metiloszoma komplex PRMTS enzimje kozotti
génexpressziot (9).

Az eldzetes irodalmi adatok alapjan méltan mertil fel a kérdés, mégis mi a jelentsége
a PPMI1B ¢és az MP kozotti kolcsonhatasnak? A vélasz pedig a MP szabalyozasaban keresendo.
A MYPTI szamos konszenzus szekvenciat tartalmaz, melyeken keresztiil kiilonféle protein-
kindzokkal képes kapcsolat kialakitdsara, és ezek koziil a Thr696 hely foszforilacioja az MP
aktivitasanak gatlasat eredményezi (173) (174) (8). Meglepé6 modon, a MYPT1 sejtmagi
interaktomjaban egyetlen olyan protein kindzt sem azonositottak, mely biztositana a MYPT1
Thr696 oldallanc torténé foszoforilaciojat (70). Ezen ismeret annak lehet6ségét veti fel, hogy
allapotban transzlokalddik a sejtmagba (175).

In vitro kinaz-foszfataz esszénk eredményei — mely soran ROK kinazt és tisztitott,
enzimatikusan aktiv, rekombinans PPM1B enzimet hasznaltunk —, igazoltak a PPM1B és MP
kozott fennalld enzim-szubsztrat kapcsolatot, mely kolcsonhatas sordn a MP MYPTI
szabalyozd alegységének Thr696 foszforilacidos helyét azonositottuk, mint a PPMI1B
szubsztratjat (14. dbra). A PPM1B-MYPT1 kozotti kdlcsonhatas validalasan tul a MP aktivitas
mérését is elvégeztik HelLa sejtek kultarajan, mely sordn az SNG és OA gatldszereket

onmagukban vagy kombinaltan alkalmaztunk (16. &bra). Az SNG egy alkaloid vegydlet,
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melyet karakterizaltak, mint a PPM1 enzimek inhibitora (162,163), az OA pedig mind a PP1
mind PP2A gatloszere. Eldzetes irodalmi adatokra tdmaszkodva valasztottuk meg a
kisérleteink soran alkalmazott koncentraciokat, melyek alapjan az OA 50 nM-o0s
koncentracidban alkalmazva csak a PP2A protein foszfatdzok inaktivalasat valtja ki, a PP1
tipusiak miikodését bizonyitottan nem gatolja (70). Ezen adatokat figyelembe véve, a
kisérletink sordn tapasztalt, PP1c Katalitikus alegységet tartalmaz6 MP aktivitdsdnak
csokkenése kizardlag a PPM1B gétlasa altal magyardzhatd (16. abra). Az SNG alkalmazésa
esetén megfontolasi szempont a mitogén-aktivalt protein kindz foszfataz-1 SNG altali
gatlasanak sejtes rendszerben mért 17 pM-os félhatasos dozisa volt, &m kisérletinkben az SNG
1 uM-os koncentracioban lett alkalmazva, igy kizarhaté6 az SNG tovabbi aspecifikus hatéra
(163). A PPM1B gatlasa nem okozta az MP aktivitasanak teljes gatlasat (16. abra), ezért
feltételezhetd, hogy a PPM1B-n kiviil I1étezik még mas MYPT1-et defoszorilacio altal aktivalni
képes protein foszfataz, mellyel a PPM 1B egyiittmiitkodve az MP holoenzimet (176).

Az a kovetkeztetésiink, miszerint a PPM1B a sejtmagban a MP legfontosabb upstream
szabalyozdja, azon alapszik, hogy a nuklearis MYPT]1 interaktbmban mas protein foszfataz
nem Kkeriilt azonositasra (9), valamint a MYPT1 gatldé foszforilacios szintje szignifikans
valtozast mutatott az SNG kezelésen atesett HeLa sejtek sejtmagi frakcidjaban (18. bra). A
PPM1B SNG altali gatlasa révén kifejlodé valtozasokat HeLa sejtek szubcellularis frakcidiban
vizsgaltuk a MP/PRMTS5/H4 tengelyen. Az SNG kezelés hatasara bekovetkezo valtozasok ezen
foszfatdz gatlasanak tulajdonithatbak. A MYPT1™5% foszforilacidjanak szignifikans
novekedese a nukleuszban és a teljes sejtlizdtumban egydtt jart a MYPT1 citoplazmabol
analizissel vizsgélva (18. abra). A MYPTL1 fehérje megemelkedett gatlé foszforilaciojanak
hatasa egyutt jart a MP direkt szubsztratjanak, a PRMT5 fehérjének az aktivalo Thr80
foszforilacidjanak emelkedésével mind teljes sejtlizdtumban, mind a citoplazmaban és a
sejtmagban, mely valtozast a PRMT5 szubsztratjanak, a H4-es fehérjének a teljes
sejtlizatumban, illetve sejtmagi frakcioban mért emelkedett szimmetrikus dimetilécidja
kovetett (19. es 20. abra).

Az SNG kezelés igazolasként, illetve a PPM1B izoforma specifikus hatasainak
igazolasara elvégeztik a a FT-PPM1B overexpresszidjat. Az FT-PPM1B transzfekcid
csokkentette a MYPT1 gétl6 foszforilaciojat a Thr696 oldallancon, mely egyditt jart a PRMTS
Thr80 aminosavmaradék foszforilaciojanak csokkenésével és a H4-es fehérje szimmetrikus

dimetilacidjanak redukalodasaval a HeLa sejtek nuklearis frakcidjaban (22.-24. abra).
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Kutatocsoportunk elézetes munkai mar rogzitették HepG2 sejteken végzett kisérletek
alapjan a protoonkogén jelatviteli utvonal talzott aktivacigjat MYPT1 csendesitése esetén,
amely csokkentette szdmos tumorszuppresszor gén kifejezddését, mikdzben ndvelte
potencialis onkogének expreszidjat (9). HeLa sejteken kulturajan végzett kisérleteink altal
nyert in vitro eredményeink tdmogatasaként elemeztik a PPMIB altal szabalyozott
MP/PRMT5/H4 jelatviteli utvonalat human méhnyakrakbol szarmazo szoveti biopszidkon is,
mely elemzésiink eredményi igazoltak hipotézisiinket (26. abra). Ezen el6zetes irodalmi
publikaciok koherensek azon megfigyelésiinkkel, miszerint a PPM1B expresszidja markansan
csokkent human cervicalis karcinoma lizatumaiban egészséges szovetbdl szarmazo kontroll
parjukhoz képest (26. bra).

Mivel éaltalanossagban elmondhat6 el6zé évek kutatdsi eredménye alapjan, hogy a
protein kindzok aktivitasanak tulsulyra jutasa protoonkogén jeldtvitelre hajlamosit, mig a
protein foszfatazok aktivitasanak elvesztése ugyanitt malignus atalakulast eredményezhet. A
klinikumban hasznalt terapias szerek pont ezért kindzok aktivitasat gatoljak, vagy pedig protein
foszfatdzok aktivitasat emelik. A munkdnk soran vizsgalt miozin foszfatdz PPlc katalitikus
alegységének aktivaldsa problémakba iitkozik, mivel ezen alegység szamos mas PPl
szupercsaladba tartozd enzim szerkezetében fellelhetd, igy ennek aktivalasa szerteagazd
kovetkezményeket vonhat maga utan. A miozin foszfataz holeonzim aktivitasanak specifikus
fokozésa elérhetd lehet vagy a MYPT1 alegység kinaz tipust gatloinak inhibicigjaval, vagy
pedig a holoenzimet aktivalo kis molekuldkkal. Az utobbi lehetdségre potenicalis jelolt a
PPM1B fehérje. Eredményeink 0j perspektivat nyitnak azon a molekuldris mechanizmusra,
amely révén a PPM 1B a MP aktivalasan keresztiil szabalyozni képes az onkogenezist. Az MP
¢s a PPMI1B egyértelmiien tumorszuppressziv szereppel bir, mely funkciok inaktivalodnak
humén malignus daganatok kifejlédése soran. A PPM1B ¢és az MP prognosztikai jelentdsége a
legtobb raktipusban — példdul a méhnyakrakban — nyilvanval6, farmakoldgiai szerrel torténd

aktivalasuk kemoterapeutikumként alkalmazva potencialis rakterapias modszernek igérkezik.

Az SMTNLI1 fehérje elosegiti a human endometrialis epithelialis
sejtek differenciaciojat, és inzulinérzékenyitést okoz in vitro terhes

és gesztacios diabétesz modellben

.....

reprodukcios ciklus egészséges lezajlasaban. Az endometrium reakciokészsége sziikséges, am
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nem elégséges feltétele a sikeres megtermékenyitésnek és a terhesség fenntartasanak (177),
mely kezdeti 1épése a blasztociszta legkiilsé sejtrétege, a trophoblast, és az endometrialis
eptihelidlis sejtek kozotti sejt-sejt kommunikacid. A diszfunkcionalis vagy hibas hamsejtek
reprodukcios kudarchoz vezethetnek. Az endometrium diszfunkcidja szamos szerzett és
genetikai faktor eredménye lehet, az élet soran kifejlodé tarsbetegségek kozil az
inzulinreszisztencia az egyik listavezetd prediszponald tényezd, habar a molekuldris
mechanizmus, ami altal a glik6z metabolizmus zavara interferal a fertilizacioval még nem
egészében feltart.

Hipotézisink szerint a meghibasodott inzulin jelatvitel révén, szteroidhormon-fiiggé
modon fertilitdsi zavarokat okoz6 mechanizmus egyik f6 szabalyozo eleme az SMTNLI
fehérje. Az SMTNLI1 fehérje egy relative 0j kutatasi célpont a néi reproduktiv rendszer
betegségei, kiilonosen az endometridlis (méhnyalkahartya) diszfunkciok teriiletén. Az
SMTNLI1, amely az simaizomsejtek és szteroidhormon reszponziv szovetek PR-B receptor ko-
aktivatoraként is ismert, SMTNLI KO egerekben csokkent reproduktiv képességet
eredmeényezett, mely megmutatkozott az implantdlodé embridk csokkent szamaban, az
emelkedett az embrionalis letalitasban, illetve a két vemhesség kozotti megnyult
idGintervallumban is (111). Tovabba az SMTNL1 KO egerek nagyobb incidenciaval fejeztek
ki metabolikus szindrémat, illetve gesztacidoval Osszefiiggd inzulinrezisztens allapotokat,
jelezve az SMTNLI Aaltal szabalyozott jelatviteli utak kozotti kapcsolatot (111). Ezen eldzetes
adatok alapjan az SMTNLI1 részt vesz az inzulin jelatvitel, illetve az inzulinszerti ndvekedési
faktorok (IGF) szignaljait kozvetitd jelatviteli itvonalak, mint péld4ul a PI3K/Akt és a MAPK
utvonalak szabalyozasadban is (167). Ezen mechanizmusok kdézvetleniil befolyasoljak az
mar korabban lejegyezték az endometriumban (111), mindezen eldzetes kutatasi eredmények
pedig arra utalnak, hogy az SMTNL1 fehérje az endometriélis szovetek fiziologids allapotanak
fenntartasa szempontjabol fontos szerepet jatszik (114),(6). Az SMTNL1 mind PR-B ko-
aktivatorként, mind 6nallo integritasként valdo mitkddése segithet megdrizni az endometrialis
epithelium fizioldgias funkciojat, eldsegitve ezzel a megfeleld sejtosztodast és differencidciot.
Ezenkiviil az SMTNL1 képes szabalyozni a sejtek anyagcseréjét és az energiafelhasznalast,
amelyek kritikusak a méhnyalkahartya egészséges mitkddésében, kiillondsen a menstruacios
ciklus kiillonb6z6 szakaszaiban és a terhesség fenntartasaban.

Munkank soran endometrialis epithelidlis adenokarcinomabol szarmazd Ishikawa
sejteket hasznaltunk, amely sejtvonalat sok elézetes irodalmi publikaci6é is alkalmazta

endometrium modellezésére (159,160). Az Ishikawa sejtek a méh lumindlis epitheliumét
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reprezentaljak, mely egy egyrétegli kobham, az epithelilais sejtek egyszerii csdves mirigyeket
formalva terjednek le az endometrium mélyebb rétegeibe, a néi nemi ciklus soran pedig mind
morfoldgiailag, mind funkcionalisan atalakulnak a progeszteron és 6sztrogén szteroid
hormonok hatasara (178).

Kisérletlinkben a kontroll kezeletlen és a MOCK transzfekcios csoport sejtjei kobds
megjelenést mutattak, poligonalis és pleomorph morfoldgiaval, irregularis alakd sejtmagot
tartalmaztak, melyben Kkicsi, prominens nukleolusz volt taldlhatd. A sejtek magas
nukleusz/citoplazma arannyal rendelkeztek (30. abra). Ezen megfigyeléseink 6sszhangban
vannak elézetes kozlemenyekkel (178). A kezelésiink soran alkalmazott progeszteron a sejtek
alakjat differencidciés mechanizmus soran megvaltoztatta, mely folyamat eredményeként a
sejtek megnagyobbodtak, alakjuk kobosbdl hengeresre valtott, benniik vakuolumok
szaporodtak fel (30. abra). Ezen eredmények egybevagtak azon korabban lejegyzett
megfigyeléssel, miszerint patkany endometrium luminalis felszinén progeszteron és dsztradiol
hatasara differenciaciés mechanizmus indukalodott, mely sordn a sejteken stirti mikrovillusok
jelentek meg, a citoplazmaban pedig szamos vakuolum fejez6dott ki (179). A progeszteron
kezelés kombinacioja hiperglikémias kortlményekkel egyutt gatolta a differenciaciora
jellemz6 alaki valtozasok megjelenését, a sejtek megtartottak eredeti kobds formajukat (30.
szinergista hatast fejtve ki a kisérlet sordn alkalmazott progeszteronnal (30. abra), illetve a
GDB modellben differenciacios blokkot szenved6 sejtek kiilalaki valtozasait is eldsegitette (30.
abra). A morfologiai valtozdsokat a MUC-1 differenciacios marker mRNS szintjének
mérésével és HCS analizissel is megerésitettik. A MUC-1 fehérje human diagnosztikai
eljarasok soran is alkalmazott fertilitasi marker, melyet medddéségi vizsgalatok esetén a ciklus
,Hfertilitasi ablak” idészakban vett endometrialis biposziabdl analizalnak (180,181). Az FT-
SMTNL1 transzfekcio mind P4 mind GDB modellekben emelte a differenciacios marker
kifejez6dését (31. abra).

Mivel az FT-SMTNLL1 transzfekcié befolyésolta az Ishikawa sejtek differenciacid
soran bekovetkezo citoszkeletalis valtozasait, ezért célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk egyéb
citoszkeletalis szabalyoz6 elemek expresszidjat és aktivitdsat FT-SMTNLL1 transzfekcid
esetén, kontroll, P4 és GDB modellek kozott, fokuszba allitva a sejtek migracidjat és
motilitdsat, melynek egyik f0 szabalyozdja a MP. A MP {6 citoszkeletalis szubsztratja a
modulalva az akto-miozin komplex atrendez6dését (182). Elozetes kdzleményekre

tdmaszkodva, melyek ragcsalok endometriuman végeztek vizsgélatokat (183), feltételeztilk,
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hogy a MP aktivitdsa elengedhetetlen az endometridlis epithelélis sejtek kontraktilis
funkcidihoz, illetve hogy az Ishikawa sejttipusban expresszaloddé MP izoforma szabalyozé
alegysége a MYPT1 (184), Tovéabba, tAmogatta hipotézisiinket azon publikacio, melyben az
SMTNL1 a progeszteron receptor ko-aktivatoraként negativan szabalyozta a MYPT1
génkifejez8dését vazizomban, a mellkasi aorta, és a méh simaizom rétegeiben (114). igy
kisérletlink célpontjaba az MP szabalyozo alegységét, az MYPT1-t, és annak szubsztratjat, az
MLC20-at helyeztiik.

Eredmeényeink szerint az FT-SMTNL1 transzfekcio progeszteron-fliggdé modon
csokkentette a MYPT1 fehérjének az expresszidjat P4 modellben, mely hatds még
kifejezettebbé valt a GDB kornyezetben (32. &bra). Az FT-SMTNL1 transzfekcid hatasara
bekdvetkezett redukalt MYPT1 génexpresszd Kkiegészilt GDB és P4 modellekben a
MYPT1PT®% gatlo foszforilacid emelkedésével, tovabb fokozva az MP gatlasat, melynek
hatterében az SMTNL1-MYPTL1 kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatas allt (6) (33. dbra). A
deprimélt MYPT1 expresszio és MP gatlas kovetkezményét, annak szubsztratja, az MLC20
vizsgalataval elemeztilk (34. és 35. abra). Az MLC20 expresszidja nem valtozott egyetlen
alkalmazott kisérleti koriilményben sem (34. abra), viszont foszforilacidja az MLC20%1°
oldallancon FT-SMTNL1 transzfekcid hatadsara megemelkedett P4 és GDB modellekben,
Osszhangban MYPT1 kifejezddésének azonos koriilményekben mért csokkenésével, és
emelkedett gatoltsagaval (35. abra).

Az MP aktivitdsdban a szabalyozd6 MYPT1 alegysége és szubsztratja, az MLC20
foszforilacigjaban bekodvetkezett valtozasok kdvetkezményeit kontroll, P4 ¢s GDB modellek
kozott, FI-SMTNLI1 transzfekcid esetén, avagy anélkiil a sejtek migracids kapacitasan is
felmértiik (36. dabra). Az FTI-SMTNL1 overexpresszidja minden kisérleti koriilményben
kisérleti eredményiinkkel, melyben az FT-SMTNLI transzfekcio a MYPT1 és MLC20-ra
kifejtett szabalyozé hatasa (32.-35. dbra) magyarazza a sejtek csokkent migracids képességét.
Kisérleti eredményeink szerint az Ishikawa sejtek migracigja FT-SMTNLI1 transzfekcio
hatasara P4 és GDB modellben is csokkent (36. dbra). Eredményeinket alatdmasztja azon
megfigyelés, miszerint az FT-SMTNL1 transzfekci6 C2C12 mioblasztok migraciojat
csokkentette az MP gatlasan keresztiil (185), tovabba hasonld megfigyelést tettek HepG2 sejtek
Az MLC20 ciklikus foszforilacidja és defoszforilacoja, mely a sejtek kontrakcidjanak
alapmechanizmusa, az MP gatladsadn keresztiil megreked a foszforilalt fazisban, késleltetve

ezaltal az effektiv kontrakciot, ezaltal a migraciot is (187).
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Osszességében eredményeink és korabbi tanulminyok azt mutatjak, hogy az MP
SMTNLI1 overexoresszioja hatraltatja azt. Ezen megallapitas fontossaga abban rejlik, miszerint
a szteroidhormonok homeosztazisanak felborulasa befolyasolhatja a méh endometrium
epitelidlis rétegének integritast, illetve az endometrialis epithelidlis sejtek migracios
képességét. Szamos korabbi irodalmi adat mutatott ki Osszefiiggést a szteroidhormonok
homeosztazisanak egyensulyzavara €s a metabolikus rendellenességek kozott. A diabétesszel
kisért elhizas szindromdjanak incidenciaja C57BL/KsJ (db/db) egerekben a ndi nemi traktus
progressziv celluléris atrofidjaval és diszfunkciojaval kisérve jelent meg (188), kifejezetten
deprimalva az endometridlis eptihelium integritasat (189) és csokkenve a sejtek érzékenységét
az alkalmazott hormonterapiara (189,190). Emellett az elhizas és az inzulinrezisztencia fokozta
az endometrialis malignus folyamatok kialakulasanak kockazatat (191,192). Szamos méhsejt
kultardn végzett kisérlet arra utal, hogy az inzulin receptor aktivitasa, illetve ligésjai
hiperglikémia/hiperinzulinémia metabolikus kovetkezményei reproduktiv diszfunkcidval és
szovetsorvadassal jarnak (193). Eredményeink szerint az SMTNLI1 fehérje kulcsszerepet

Az IRS-1 fehérje Ser612 oldallancénak foszforildcidja emelkedett GDB modellben,
anélkiil, hogy befolyasolta volna az IRS-1 expressziojat (37. dabra). Az FT-SMTNLI1 tulzott
kifejezddése csokkentette ezen Ser612 foszforilaciot mind a P4, mind a GDB modellekben (37.

dbra). Inzulinrezisztens allapotokban az IRS-1 fehérje Tyr foszforilacidjanak eltolodasa Ser

------

defektusat okozza (194). Ezen Ser612 oldallanc foszforilaciéért az ERK)2 MAPK a felelds,
mely révén az ERK', aktivitdsa jelentds szerepet jatszik a PI3K-fliggd inzulinrezisztencia
kialakulasaban és fenntartasdban (195).

Az ERK": kifejez6désének mértékét nem befolyasolta egyetlen kisérleti koriilmény
sem (384. dbra), viszont emelkedett foszforildciojat mértiik GDB modell esetén, mely
mérséklodott FT-SMTNLI transzfekcid alkalmazasara, csokkentve ezzel az ERK Y. aktivitasat
(38B. dbra), mely 6sszhangban volt az IRS-1 Ser612 foszforilacidjanak csékkenésével, azonos
kisérleti kortiilmények kozott (37. dabra). Az ERK: aktivitas csokkenésének magyardzatara az
ERK'2-t szabalyozd Ser/Thr kindzok és foszfatdzok expresszidjanak csokkenésében, avagy
novekedésében kerestiik a valaszt.

Az ERK)”> MAPK egyik szabalyozé eleme az 10j tipusu PKCe izoforméja az
endometrialis szovetekben (196). PKCe expresszid csokkent SMTNL1 KO in vitro egér
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vazizom modellben (111), a lecsdokkent PKCe kifejezddés pedig negativan befolyésolta az
ERK'"2 aktivitasat, ezaltal az IRS-1 Ser612 foszforilaciojat C2C12 sejtvonalon (167). Azonban
kisérletiink soran az FT-SMTNLI1 transzfekcié nem fejtett ki statisztikailag szignifikdns
valtozast a nPKCe expresszidjara Ishikawa sejtekben P4 csak GDB modellben (38C. dbra).
Vemhes SMTNL1 KO egerek méhén végzett mikroarray analizis vizsgélatokban a MAP
kindzok expresszidja nem modulalddott vad tipusu tarsaikhoz hasonlitva (111). Ezért az ERK'2
FT-SMTNLI1 transzfekci6 hatasara bekovetkezo aktvitds-csokkenés magyarazatat a szabalyozo
foszfatazok kifejez6désének mértékében kerestiik.

A PP2A, egy Ser/Thr specifikus protein foszfatdz, és az ERK’> MAPK negativ
szabalyozoja (194). Kisérletiink soran a PP2A expreszidjanak mértéke novekedett P4 modell
hatasara, de GDB modellben ez a ndovekedés megsziint (38D. dbra). Az FT-SMTNL1
overexpresszioja novelte a PP2A expresszigjat és feltételezhetden aktivitasit GDB modell
esetén. Ezen eredmény szembe megy azon korabbi megfigyeléssel, miszerint vazizom
modellen a PP2A expressziojat az FI-SMTNLI overexpresszio nem befolyasolta (167),
viszont az endometrium szteroidhormon érzékenysége valaszt ad a két eltérd sejttipusban leirt
tapasztalatokra.

Az ERK!> masik potencidlis szabalyozdja a DUSP9, mely szintén foszfataz
aktivitasaval gatolja az ERKY2 miikodését (197,198). A DUSP9 expresszidja emelkedett FT-
SMTNLI tultermelése estén mind P4, mind GDB modellek kozott (38E. dbra). Ezen eredmény
Osszhangban van azon eldzetes adatokkal, melyekben a DUSP9 akadalyozta az
inzulinrezisztencidt az ob/ob egérmodellben a vércukorszint csokkentésével az ERK'2
defoszforilalasan és inaktivalasan keresztiil (199). DUSP9 expresszidja a szdvet inzulin
érzékenysége és a diéta tipusa fiiggvényében modosulhat (198).

Végezetil, az ERK!2 szelektiv inhibitora, az U0126-kezelés egyértelmi
inzulinérzékenyité hatast mutatott mind az IRS-1 foszforilaciojara, mind a gliik6z felvételére
(39. abra). Ez 6sszhangban van korabbi megallapitasokkal, amelyek szerint az U0126-kezelés
a gliikoz metabolizmus indukcidjat eredményezte T-limfocitakban (200). Ez alatamasztja azt a
hipotézisiinket, miszerint az SMTNLI1 inzulinérzékenyitést indukdl az ERK!2 kozvetett
gatlasan keresztiil, a PP2A és a DUSP9 génexpresszidjanak modositasaval.

Az Ishikawa sejtek glikoz felvétele szignifikdnsan csokkent progeszteron
szupplementalt csoportokban, €s ez a hatas legkifejezettebb a GDB modellben volt (40B. dbra).
Ezen eredményeket aldtdmasztja azon kordbbi megfigyelés, mely szerint db/db mutans
diabéteszes egerek esetén, szisztémasan emelkedett vércukor és inzulinszint mellett

progressziv endometridlis cellularis aftrofiat irtak le (192). Tovabba az inzulin kozvetleniil

107



szabalyozza endometridlis epithelidlis sejtek glikogén szintézisét, azaltal, hogy a jelatviteli
kaszkadja soran inaktivalja a GSK3a/B-t, illetve stimuldlja a glikogén szintaz 2 (GYS2)
transzkripcigjat (201). Az SMTNLI progeszteron-fiiggd modon segitette eld az Ishikawa sejtek
gliikoz felvételét mindkét hormon szupplementalt csoportban, ezzel 0sszhangban fokozta a
sejtek glikogénraktarozasat is, kompenzalva ezzel az inzulin rezisztenciat (40. dabra). Ezen
jelenséget kordbban inzulinrezisztens miotubulus modellen is megfigyelték: FT-SMTNL1
overexpresszid inicidlta a glikolizist (167), ¢és szabdlyozta a hexokindz aktivitasat
génexpresszios szinten (185).

Osszességében a jelen tanulminy eredményei azt mutatjik, hogy az endometriélis
sejtek rendezetlen proliferacidja, amely endometridzis, embrionalis bedgyazodasi zavarok
sordn jelentkeznek, illetve endometrialis malignus folyamatok kialakulasahoz vezethetnek,
inzulinrezisztens kisérleti koriilmények kozott fordultak elé dominansan. Az SMTNLI1
egyedilallo progeszteron-fliggd citoszkeletdlis €s génexpresszid szabalyozoként miikodott,
megelozve ¢€s enyhitve az inzulinrezisztencia modellben el6forduld differencialodasi és
funkcionalis hibakat endometridlis eptihelialis sejtek in vitro modelljében.

Az SMTNLI1 szerepet jatszhat az inzulinrezisztencia megeldzésében azaltal, hogy
hozzajarul a progeszteron-fliggd inzulin érzékenyitéshez az IRS-1 fehérje Ser612 oldallanc
foszforilacigjanak csokkentésén keresztiil (37B. dbra), melyet az ERK ' aktivitasanak indirekt
szabalyozasan at valosit meg (38. dbra). Az SMTNL1 az MLC20 foszforilacidjat az MP
MYTP1 szabalyozé alegységének gatlasan keresztiil szabalyozta (32.-35. dbra), ennek
relevansak lehetnek az endometridlis diszfunkcidval jellemzett metabolikus betegségekben, és
az endometriozis kezelésében, valamint az endometrialis daganatok korai stddiumaban, illetve
a metasztazisok kontrollalasaban.
potencialis célpontot kindl a méhnyalkahartya betegségeinek, kiilondsen az endometriosis
kezelésére. Az SMTNLI aktivitdsanak szabalyozasa, vagy annak célzott modositasa,
csokkentve az aberrans méhnyalkahartya betegségek kialakulasanak kockézatat. Mindezek
fényében az SMTNLI igéretes terapids célpontnak igérkezik a gyogyszerfejlesztés szdmara, az
endometridlis hamsejtek hiperglikémias koriilményekben, mint gesztacios diabétesz vagy mas

metabolikus rendellenességek soran.

108



Osszefoglalas

A PPM1B fehérje koOzponti szerepet jatszik az MP nukleéris aktivitasanak
szabalyozasaban, mely miikodés elengedhetetlen az MP/PMRTS/H4 protoonkogén tengely
tumorprotektiv modon torténd kiegyenstlyozasaban. A PPM1B az egyetlen olyan protein
foszfataz, amelyr6l munkank eredményeképp igazoltuk, hogy a MYPTI alegységgel
kolcsdnhatast alakit ki, amely révén képes a MYPT1 fehérjét a nukleuszban defoszforilalni
Thr696-os oldallancan, elésegitve igy az MP mikodését. A MP aktivitdsdnak fokozésa
csokkenti a PRMT5 fehérje aktivacidjat, ezzel csokkentve a H4 fehérje szimmetrikus
dimetilacigjat. Ezen folyamat elmaradasa esetéen a H4 dimetilaciojanak talsulyra jutdsa a
proononkogén/tumorszuppresszor mérleg felborulasahoz vezet, csokkentve
tumorszuppresszorok és novelve a protoonkogének expresszidjat. Kisérleti eredményeink
igazoltdk a PPM1B és a MYPT1 koélcsonhatasat HeLa méhnyakrak-eredetii sejtek
citoplazmatikus és sejtmai lokalizacioban egyarant. Az SNG inhibitorral végzett vizsgalataink
soran megfigyeltik, hogy a PPM1B gétlasa fokozta a PRMT5 aktivalo foszforilaciojat és a H4
hiszton szimmetrikus dimetilacidjat, ezen valtozdsok humén cervix carcinomabol szdrmazo
szoveti lizdtumok vizsgalatabol is igazolodtak. Ezzel szemben a PPM1B transzfekcioja kivédte
ezeket az elvaltozadsokat. A PPM1B szerepe kilondsen hangsulyos human méhnyakrak
szovetekben, ahol expresszidja alacsonyabb a kontroll szévetekhez képest, amely 6sszhangban
all a kordbbi kutatasokkal, amelyek a PPM1B-t tumorellenes faktorként azonositottak. A
kutatdsi eredményeink alapjan a PPM1B igéretes terdpidas célpont lehet a daganatok
kezelésében.

Az SMTNLL1 fehérjét korabban, mint szteroidhormon-fiiggé szévetekben fellelhet6 PR-
B ko-aktivatorként azonositottdk, illetve ezen tanulmany sordn azonosiottuk azon
tulajdonséagat, amit az endometriélis epitélium sejtjeinek differenciacidjban és az inzulin
jelatvitlik szabalyozasaban betolt, in vitro terhessegi és gesztacios diabétesz modellbeken. Az
SMTNL1 progeszteron-fiiggd modon szabédlyozta a sejtek citoszkeletalis elemeit, mint a
MYPT1 és MLC20, amelyek molekularis alapot biztositottak a sejtek kontraktilitasanak és
migracidjanak modosulasara. Az FT-SMTNL1 transzfekcio progeszteron-fiiggé modon gatolta
valtozasokat az IRS-1 foszforilacidjanak kozvetett modulalasaval, melyhez igazodva nétt a

sejtek glukdzfelvétele és glikogén tarolasa. Ezek az eredmények alapjan az SMTNL1 nemcsak
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az endometrialis diszfunkciok, hanem az inzulinrezisztencia és daganatos betegségek terapias

célpontja is lehet.
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Summary

The PPM1B protein plays a crucial role in regulating the activity of MP within the
nucleus, a function essential for balancing the MP/PRMT5/H4 proto-oncogene axis in a tumor-
protective manner. Out of the intranuclear interactors of MP, PPM1B is the only protein
phosphatase that, via its interaction with the MYPT1 subunit, is capable to dephosphorylate
the Thr696 sidechain, thereby facilitating the tumorsuppressor function of MP. This process
decreases the activation of the PRMTS5 protein, hence reducing the symmetric dimethylation
of the H4 protein, a post-translational modification whose upregulation unsettles the
protooncogene/tumorsuppressor expression balance by reducing the expression of
tumorsuppressors és increasing that of protooncogenes. Our experimental results confirmed the
interaction between PPM1B és MYPTL in the cytoplasm és nuclus of HelLa cells derived from
cervix cancer. Based on our results using the PPM1B inhibitor SNG, we observed that the
inhibition of PPM1B enhanced the activating phosphorylation of PRMT5 on the Thr80
sidechain, thereby elevating the symmetric dimethylation of H4 histones. These changes were
also validated in tissue lysates derived from human cervical karcinbma biopsies. In agreement
with this, PPM1B transfection prevented these alterations. The role of PPM1B is particularly
crucial in human cervical cancer tissues, where its expression is lower compared to control
tissues, which is consistent with previous research identifying PPM1B as a tumor suppressor
factor. Based on these findings, PPM1B is a promising therapeutic target in cancer treatment.

The SMTNL1 protein was previously identified as a PR-B coactivator in steroid
hormone-dependent tissues. In this study, we characterized its role during the differentiation of
endometrial epithelial cells és its influence on insulin signaling in in vitro models of pregnancy
és gestational diabetes. SMTNL1 regulated cytoskeletal elements, such as MYPT1 és MLC20,
in a progesterone-dependent manner, providing a molecular basis for the regulation of cell
contractility és migration. FT-SMTNLL transfection inhibited cell migration in a progesterone-
dependent manner és reversed molecular changes characteristic of insulin resistance by
indirectly modulating IRS-1 phosphorylation that resulted in an enhanced glucose-uptake és
glycogen content of Ishikawa cells. These findings suggest that SMTNL1 could be a
therapeutic target not only for endometrial dysfunctions but also for insulin resistance és

cancer.
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