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BEVEZETES

Az egyik legjelentésebb poszttranszlaciés szabalyozdsi mechanizmus a fehérjék
foszforilacidja és defoszforilacidja. A miozin foszfatdz (MP) holoenzim egy Ser/Thr specifikus
protein foszfataz, mely a fehérjék defoszforilaciojat katalizalo protein foszfatdz 1 (PP1) enzimcsalad
tagja. A MP egy katalitikus alegységbdl (PP1c8), egy miozinhoz is kot6d6 szabdlyoz alegységbél
(MYPT1) és egy eddig még ismeretlen funkciéjui 20 kDa alegységbdl all. A MYPT fehérjecsalad
tovabbi tagjai a MYPT2, MYPT3, MBS85 és TIMAP regulator fehérjégk. A MYPT fehérjék
hiztositjak a PP1cd katalitikus alegység szubsztrat-specificitasat, és az enzimek célrairanyitasat a
sejten beldl.

A MYPT fehérjék szerkezete

A MYPT fehérjék jelentds szekvencia-homoldgiat mutatnak és szamos konzervalt
doménnel rendelkeznek. Az N-terminalis végiikon talalhatd RVxF motivum a katalitikus alegység jol
konzervélt kozponti részéhez kapcsolddva biztositja annak kotddését. A PP1cd-val valé kapcsolat
kialakitasat tovabbi motivumok is segitik a MYPT fehérjék szerkezetében, mint pl. a 10-17
oldallancok kozotti szakasz, az Ugynevezett MyPhoNe (myosin phosphatase N-terminal element)
motivum, mely egy konszenzus RxxQV/I/LK/RxY/W szekvencia. Az RVxF motivumot nyolc vagy
kevesebb ankirin ismétlédés koveti, melyek kozil az 1, 5, 6 és 7-edik a PP1cd C-termindlis
szakaszahoz kapcsolddik a katalitikus alegységhez vald k6t6dés soran. Az ankirin ismétlddéseken
keresztill valésul meg a legtobb szubsztrat MYPT fehérjékhez val6 asszociacidja. Emellett jol
konzervalt foszforilaciés helyekkel is rendelkeznek a fehérjecsalad tagjai, melyek koziil a Thr®® és
Thr®® oldallancok egyarant megtalalhatéak a MYPT1 és MYPT2 fehérjékben, mig az MBS85 fehérje
csak a Thr®®
sem tartalmazzak. A MYPT1, MYPT2 és MBS85 fehérjék C-terminalis részén talalhato leucin cipzar

oldallancot, a csalad tobbi tagja (MYPT3, TIMAP) pedig egyik foszforilaciés helyet

motivumok a fehérje-fehérje kolcsonhatasok és dimerizacios folyamatok kialakitasaban vesznek
részt. A MYPT3 és TIMAP fehérjék nem tartalmaznak leucin cipzar motivumot. Mindezeken felil a
MYPT1 két nuklearis lokalizacids szignallal (NLS) is rendelkezik.

A miozin foszfatdz szerepe a citoszkeletalis folyamatokban

A miozin Il foszforilacié altali szabalyozasa elengedhetetlen az izomkontrakcié és mas,
nem-izom sejtekben is lejatsz6do folyamatok soran, mint a sejtek alakvaltoztatasa, sejtosztddas és
citokinézis, a sejtek adhézidja, migrécioja illetve az ioncsatornak szabéalyozasa. A 20 kDa konnyl
lanc (MLC20) foszforilacidjat kovetden a miozin II k6tddik az aktinhoz, és az aktomiozin komplex

Az MLC20 foszforilaltsagi szintjét a Ca**/kalmodulin-fiiggé miozin kénnyii lanc kindz (MLCK) és a
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MP aktivitasa kozotti egyenstly hatarozza meg. Allandé intracellularis Ca®* koncentracié mellett is
torténhet izomkontrakci6, méghozza agonistak hatdsara. Ca®*-szenzitizacié soran a MYPT1 Thr®®
ROK altali foszforilacitja csokkenti a miozin foszfataz aktivitasat, mely az MLC20 emelkedett
foszforilacidja révén a citoszkeletalis elemek Osszehlzodésat véltja ki. Ezzel szemben Ca®'-
deszenzitizaci6 soran a MP aktivalasa torténik ciklikus nukleotid-fiiggé kindzok (PKA/PKG) éltal,
melyek a MYPT1 Ser®® oldallancat foszforililva megelézik a MYPT1 gétldo helyeinek

foszforilaciojat, aktiv allapotban tartva ezzel a miozin foszfatazt.

A miozin foszfataz szerepe a neurotranszmitter kibocsatasban

Az idegsejtek élettani folyamataiban az idegi fehérjék szabalyozasanak egyik legfontosabb
maodja a fehérjék reverzibilis foszforilacidja. Szamos protein kinaz szerepe jol definialt az idegi
szabalyozas soran, azonban keveset lehet tudni a reverzibilitasért felelés foszfatazok kapcsan. A
MYPT1 jelenlétét sikeresen kimutattak patkany agyban és primer idegsejt kultirakban egyarant.
Agykérgi szinaptoszoma preparatumokban jelentés miozin foszfatdz aktivitast tapasztaltak, és a
holoenzim tagjai kolokalizaciot mutattak a szinaptofizinnel, mely egy preszinaptikus marker.
Specifikus PP1 inhibitorokat alkalmazva szinaptoszdma preparatumokon, a neurotranszmitter
kibocsatas gatlasat tapasztaltak, mig a ROK gatlasaval annak jelent6s novekedését. A szintaxin-I

¥ oldallancénak és a szinapszin-1 Ser’ oldallancanak ROK- és MP-fiiggd foszforilaciojat is

Ser
bizonyitottak, mely a ROK és miozin foszfataz enzimpar neurotranszmitter kibocsatasban bet6ltott

jelentGségére utal.

A miozin foszfatdz szerepe a sejtproliferacié soran

A sejtmagban talalhato retinoblasztéma fehérje (pRb) a tumorszuppresszor retinoblasztéma
gén terméke, és a sejthalal szabalyozasaban kozponti szerepet jatszik. Gatolja a sejtproliferaciot,
funkcidjanak kiesése daganatok kialakulasat eredményezi. Leukémias sejtekben a pRb alacsony
expressziojat és hiperfoszforilalt allapotdt mutattak ki, amely a daganatos sejtek osztodasat
serkentette. THP-1 leukémias sejtekben a MYPTL1 és a pRb kolokalizaciot mutatott, és a MYPT1
hidnya esetén a retinoblasztoma fehérje foszforilacids allapota illetve a THP-1 sejtek talélési
képessége megemelkedett, mely a miozin foszfataz kulcsfontossagu szerepére utal a leukémias sejtek
sejtciklusanak szabalyozasaban a pRb defoszforilacioja altal.

A citoszkeletalis merlin fehérje elsésorban scaffold fehérjeként funkciondl az aktin haldzat
és a sejtmembran vagy membrén-asszocialt glikoproteinek kdzott. A merlin a citoplazma mellett a

518

sejtmagban is el6fordul és tumorszuppresszor funkciot 1at el. A C-termindlis Ser™™* oldallancon

torténd PAK és PKA enzimek altali foszforilacidja kdvetkeztében tumorszuppresszor funkci6jat nem
képes ellatni. A miozin foszfatdz aktivalé hatdssal bir a merlin fehérjére, annak foszfo-Ser™®

oldallancanak defoszforilalasa révén.
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A miozin foszfataz szabalyozasa a MYPT1 foszforilacidjan keresztil

A miozin foszfataz szabalyozasanak egyik lehetséges médja a MYPTL1 Ser és/vagy Thr
oldallancokon torténé foszforilacidja, mely az enzim aktivalasat és gétlasat is eredményezheti.
Szamos foszforilaciés helyet azonositottak eddig a MYPT1 szekvenciajan belil, melyek kézil a
Thr®® és Thr®> oldallanc a két leginkabb tanulmanyozott foszforilaciés hely. A Thr®® és Thr®
oldallancok foszforilaciéja a RhoA aktivalt protein kinaz (ROK) altal a holoenzim gatlasat

eredményezi. A Thr*® foszforildcids helyet kozvetleniil megel8zd Ser®®®

696

oldallanc foszforilacidja,
melyet PKA/PKG enzimek katalizalnak, megakadalyozza a Thr™" oldallanc foszforilaciéjat, igy
csokkentve annak a holoenzimre gyakorolt gatlé hatasat. A ROK mellet szamos egyéb kinaz hat a

miozin foszfatdzra a MYPTL Thr®® oldallancan keresztil. Aktivalé foszforilacios szabalyozésra
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példa a cdc2 kinaz altal mitozis sorén torténd foszforilacié a Thr™> és/vagy Ser™ oldallancokon,
mely megndveli a miozin foszfatdz miozin iranti affinitasat. Azonban a MYPT1 foszforilacidja a
Ser™s, Ser*” és Ser”® oldallancokon a foszfataz gatlasat, a miozin emelkedett foszforilacidjat és a

sejtek tapadasanak gyengiilését eredményezik.

A miozin foszfataz szabalyozasa kdlcsénhaté fehérjék révén

Elsék kozott azonositottdk az inhibitor-1 (I-1) és inhibitor-2 (1-2) kisméretli hdstabil
fehérjéket, mint PP1-et gatlé fehérjéket, melyek a szabad PPlc alegységhez kotddve csokkentik
annak aktivitdsat. Amennyiben azonban a PP1c valamely szabalyozé alegységgel komplexet alkot,
ezen inhibitorok gatlo hatasa csokken vagy teljesen eltlinik. Ezzel szemben a CPI-17 fehérje nemcsak
a PP1c katalitikus alegységet, hanem magat a MP holoenzimet is képes gatolni foszforilacio fliggd
maodon. A CPI-17 csalad masik tagja, a kindz altal aktivalt PP1 inhibitor (KEPI) valamint a 32 kDa
dopamin és cAMP altal szabalyozott foszfoprotein (DARP-32) szintén gatl6 hatassal birnak. A 14-3-
3B egy a citoszkeletalis atrendez6dést eldsegité fehérje, ami a MYPT1-hez kapcsolddva csokkenti
miozin kénnyti lanc fokozott foszforilacidjadhoz vezetve. A telokin, mely nem rendelkezik kinz
aktivitassal, fokozza a MP aktivitasat anélkiil, hogy megvaltoztatna annak foszforilaciojat, valamint

Ser®®

oldallancanak PKA/PKG enzimek altali foszforilacidja elengedhetetlen a MP-ra gyakorolt
aktivald hatasanak kifejtéséhez. A Par-4 fehérje vaszkularis simaizomban az aktin filamentumhoz
kolokalizalédva kolcsénhatasba 1ép a MYPT1-el, és noveli a MP aktivitdsat. A kdzelmiltban
azonositottak a smoothelin-szerii 1 fehérjét (SMTNL1), mint a miozin foszfatdzra géatlé hatast

gyakorl6 fehérjét, mely a simaizomra jellemzd smoothelin fehérjecsalad tagja.



A smoothelin fehérjék és az SMTNL1 szerkezete és funkcidja

A smoothelin-szerli 1 fehérje a simaizomra jellemzé smoothelin (SMNT) fehérjecsalad
tagja, melynek tovabbi tagjai a smoothelin A (SMTN-A) és smoothelin B (SMTN-B) fehérjék,
valamint a smoothelin-szerii 2 fehérje, melyrél még nagyon keveset tudunk. Az SMTN-A fehérje egy
59 kDa molekulatomegii rovid izoforma, mely a viscerdlis simaizmokban expresszalédik, mig a 100
kDa nagysagl hossz( izoforma, az SMTN-B az erek simaizomzatara jellemzs. Az SMTNL1
expresszidja ezzel szemben nem korlatozddik a simaizomra, hanem megtalalhatdé még
véazizomrostokban és szteroid hormonokra érzékeny szdvetekben is. Az SMTN fehérjecsalad tagjai
nagyfoku szekvencia homoldogiat mutatnak f6ként a C-terminalis vég tekintetében, melyen egy 2-es
tipusu kalponin homoldg (CH) doménnel rendelkeznek. Azonban mig az SMTN-A és -B fehérjék
igen, addig az SMTNLI1 nem képes kotédni az aktinhoz. Ennek oka feltehetéen az aktin-k6td
domén/ek hianya, melyb6l az SMTN-B fehérjén kett6, mig az SMTN-A fehérjén egy talalhatd, illetve
utobbiak tartalmaznak még egy-egy tropomiozin-k6t6 motivumot is. Az SMTNLL1 szintén képes
k6tédni a tropomiozinhoz, mely elésegiti a vékony filamentumokhoz val6 asszociacidjat a CH-
doménen keresztiil. Az SMTNL1 CH-doménjének N-terminalis végén talalhaté 1Q motivum (apo-
CaM-koté domén, CBD2) a fehérje ligandum nélkiili kalmodulinnal (CaM) valé kélcsdnhatasat teszi
lehetévé, mig a Ca**-kotott kalmodulinhoz elsésorban egy mésik, az Gn. Ca®*-CaM-koté doménen
keresztil (CBD1) kapcsolodik. Az SMTNL1 Ser®™ oldallancat ciklikus nukleotid fiiggd protein
kindzok (PKA/PKG) foszforilaljak, ami meghatarozo jelentdséggel bir a fehérje funkcidi soran.

A kezdeti kutatasok elsdsorban az SMTNLI kontrakcioban betdltott szerepét targyaltak,
habar az SMTNL1 expresszi6ja szteroid hormonra érzékeny szdvetekben is kimutathato, mint pl. az
endometrium vagy myometrium. Ezen kiviil az SMTNL1 mind in vivo mind in vitro kot6dott a
progeszteron receptorhoz (PR). Reproduktiv fenotipust tekintve az smtnll hianyos egerekre cstkkent
temékenység és gyakoribb embrionalis korban torténd haldlozés jellemzé, valamint a terhességek
kozott is hosszabb id6 telik el. RNS interferencia segitségével kimutattdk az SMTNL1 kozvetlen
hatasat a PR szabalyozasaban és génexpresszids vizsgalatok alapjan az SMTNL1 koregulator szerepét

allapitottak meg a PR transzkripcid soran. Terhesség alatt a Ser®

oldallancon torténd foszforilacidjat
kovetéen az SMTNL1 a sejtmagba transzlokalodik, ahol kotédik a progeszteron receptor B

izoformajahoz, és gatolja annak transzkripcids aktivitasat.



CELKITUZESEK

A miozin foszfatdz (MP) a citoszkeletélis folyamatokban és az izom 6sszeh(izddasban
betdltott szerepét elsdsorban a miozin 11 20 kDa konny( lancanak defoszforilaciojan keresztiil fejti ki,
igy szabalyozva a kontraktilitast, a sejtmozgasokat és a migraciét izom és nem-izom sejteknél
egyarant. A MP széleskorli szabalyozo szerepét mutatja, hogy a miozin I mellett szamos egyéb
szubsztratja van illetve, hogy a MP szabalyoz6 alegysége, a MYPT1 valtozatos sejten belili
lokaliz&ciot mutat kiilonb6zd sejttipusok esetén. Kimutattak, hogy a MYPT1 a citoplazmabdl a
sejtmembranhoz és sejtmagba képes transzlokalodni, illetve jelentés miozin foszfataz aktivitast
mértek sejtmagi frakciokban, mely a MP sejtmagi folyamatokban betoltétt szabalyozd szerepére utal.

Ezek alapjan célkitiizéseim az aldbbiak voltak:

- A MYPTL1 sejtmagon beliili pontos lokalizaciéjanak és lehetséges sejtmagi kolcsonhatd
partnereinek meghatarozasa human hepatokarcinéma (HepG2) sejtekben.

- A miozin foszfataz lehetséges sejtmagi szubsztrajaira gyakorolt szabalyoz6 szerepének
vizsgélata.

Masrészrol a MP egy mar ismert regulatora a smoothelin-szeri 1 fehérje (SMTNLI1), mely
terhesség és testedzés soran szabalyozza a megndvekedett teherre adott valaszt a MP aktivitasanak
szabalyozasan keresztil. A két fehérje kozotti kdlcsonhatas molekularis hattere azonban még

tisztazatlan. Ezzel kapcsolatban az alabbiakat kivantam vizsgalni:

- A MYPT1 és az SMTNL1 fehérjék kozotti feltételezhetden kodzvetlen kdlcsdnhatas
tanulmanyozasa kotddési vizsgalatok segitségével és a kotddésben részt vevd régidk
azonositasa a MYPTL1 szekvenciajaban.

- Az SMTNL1 fehérje terhességben betoltott szerepének vizsgalata a vazizomzat adaptacios

folyamataiban.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Feldleti plazmon rezonancia (SPR)

A PRMT5 és az SMTNLL1 fehérjék MYPT1-el valé kolcsonhatasat fellileti plazmon
rezonancian (SPR) alapuldé kotodési kisérletekkel tanulmanyoztuk Biacore 3000 késziilék
segitségével. CM5 szenzor chip felszinére anti-GST antitesten keresztiil GST-MYPT1"% s GST-
MYPT1%719% fahériéket kotsttink ki, valamint His-MYPT1:%* fehérjét immobilizaltunk amino-
csoporton keresztlil. A kontroll kisérletekben rekombinans GST-t és 1M etanolaminnal blokkolt
ligandmentes felliletet alkalmaztunk. A fehérje-fehérje kolcsonhatasok kinetikai paramétereinek
meghatarozasara Flag-PRMT5 vagy -SMTNL1 fehérjéket injektaltunk a felszinre kiilonbozd
toménységben. Az aspecitfikus k6tédést a kontroll felszinek segitségével sziirtiik ki. Az immobilizalt
MYPT1 fragmentumokhoz ko6tddott PRMTS és SMTNL1 mennyiségét az id6 fliggvényében
abrézoltuk, és az igy nyert szenzorgrammokat a BlAevaluation 3.1 szoftver segitségével elemezve

meghataroztuk a kotédésre jellemz6 asszociacios allandokat (K,).

Sejtek tenyésztése és tranziens transzfekcidja

A human hepatokarcinéma (HepG2) és a human embrionalis vesesejteket (tsA201) DMEM
sejttenyészt6 oldatban ndvesztettik 2 mM L-glutamin és 10% héinaktivalt FBS tartalom mellett. A
human emlé adenokarcindma (MCF-7) sejteket 2 mM L-glutamin, 1% nem-esszencialis aminosav és
10% héinaktivalt FBS tartalma MEM oldatban tenyésztettilk. Mindharom sejtvonal tenyésztése 37
°C-os inkubatorban tortént 5% CO; és 95% levegd vizgbzzel telitett keverékében 60-90%-0s
konfluens kultarakban.

A HepG2 és MCF-7 sejtek endogén MYPTL1 fehérjeszintjének csokkentését duplaszall
siRNS felhasznalasaval végeztiik szérummentes tenyésztéfolyadékban. A transzfekcios keverék 50
nM siRNS-t és megfelel6 aranyG Dharmafect 2 reagenst tartalmazott. 30 perces inkub&ci6 utan a
médiumot hdinaktivalt szérummal egészitettiik ki, majd 48 orat kovetden felhasznaltuk a sejteket.

TsA201 sejteket transzfektaltunk Flag-PRMT5", Flag-PRMT5™ és Flag-MYPT1
szekvencidkat tartalmazé pReceiver-M11 plazmiddal szérummentes médiumban 1 mg/ml PEI
transzfekcios reagens segitségével, a gyartd cég altal megadott médon. 6 oras inkubaciot kovetden a
transzfekciods kozeget eltavolitottuk és komplett DMEM médiumot adtunk a sejtekhez, majd tovabbi

24 oOra elteltével felhasznaltuk a transzfektalt sejteket.

Sejtek frakcionalasa
HepG2 és MCF-7 sejteket homogenizaltunk 400 pul A pufferben (10 mM Hepes, pH 7.9, 10
mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 % (v/v) Nonidet P-40, 0.5 mM PMSF, 1 x

koncentrélt proteaz inhibitor keverék). A homogenizalast 26G atmér6jii injekcios tiivel és 1 ml-es
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fecskendd segitségével végeztiik. A homogenizalas hatékonysagat tripankék festék alkalmazasaval
fénymikroszképban ellenériztik. A lizdtumokat 4°C-on 16,000 x g fordulatszamon 1 percig
centrifugaltuk, és a felliliszot citoplazma frakcioként hasznaltuk tovabb. A centrifugalasb6l szarmazo
pelletet mosasi lépésként 200 ul A pufferben felszuszpendaltuk, és 26G tii segitségével
homogenizaltuk az oldatot. Centrifugalasi 1épést kovetGen a pellethez 100 pl B puffert adva (20 mM
Hepes, pH 7.9, 420 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 x
koncentralt protedz inhibitor keverék) homogenizaltuk az oldatot, majd szonikaltuk és sejtmag
frakcioként hasznaltuk.

Egerek fenntartasa és a szévetmintak feldolgozasa

A terhességi vizsgalatok soran felhasznalt kongenikus 129 SvEv smtnll-/- egereket a
Haystead laborban, az észak-karolinai Duke Egyetemen allitottak €ld és tartottdk fenn. A
vizsgalatokhoz 8 hetes egerek a terhesség 14-17. napjan kerliltek feldolgozasra. Az allatkisérleteket a
Duke Egyetem Intézményi Allat- és Gy6gyaszati Bizottsaga hagyta jova. A biopszidb6l szarmazé
human vazizom mintak felhasznalasat az Eszak-Karolinai Egyetemhez tartozé Egyetemi és Orvosi
Kozpont Intézményi Testiilete engedélyezte. Az immunoblot kisérletekhez az egérbdl szarmazo
plantaris izommintékat folyékony N,-ben fagyasztottuk és jégen, dounce homogenizator segitségével
50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 1% (m/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 20 mM DTT, 127 mM 2-
merkaptoetanol Osszetételli, protedz és foszfataz inhibitort is tartalmazo pufferben dolgoztuk fel. 20
perces jégen allast kdvetéen a szdvet lizatumokat 13,000 x g fordulatszammal 4°C-on 5 perc alatt
lecentrifugaltuk, majd a feliliszét 100°C-on 5x fehérje minta pufferrel kiegészitve felfdztiik. A

lizatumok fehérjetartalmat BCA eljarassal hataroztuk meg.

Immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszképia

A HepG2 sejteket kollagénnel boritott fed6lemezeken tenyésztettiik, majd mosast kovetéen
etanollal fixaltuk és 0.5% Triton-X-100 oldattal 3 percig szobahémérsékleten permeabilizaltuk. TBS-
el torténé mosast kovetden 1% BSA oldattal 60 percig 4°C-on inkubalva blokkoltuk a sejteket. Az
elsédleges antitesteket 1:100, a masodlagos antitesteket 1:200 higitasban alkalmaztuk 4°C-on
legaldbb 60 percig, majd a sejtmagok megjel6lését To-Pro-3 jodid (1:1000) vagy DAPI (1:2000)
festékkel végeztik. Mosast kovetéen ProLong Gold Antifade reagens segitségével targylemezre
boritottuk a mar megfestett mintakat és Leica TCS SP8 konfokélis mikroszkdppal vizsgaltuk. A
konfokalis felvételeket a mikroszkdp sajat programjaval és a PhotoShop programmal elemeztiik.

Pull-down kisérletek
A MYPT1-el koélcsonhatd sejtmagi fehérjék meghatarozasahoz Flag-MYPTL1 fehérjét
kotottiink anti-Flag M2 affinitas gélhez, mig a kontroll kisérletekben Flag-peptidet alkalmaztunk. A
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pull down kisérletek soran mar eldtisztitott HepG2 sejtmagi frakciot adtunk Flag-MYPTL1 —et vagy
Flag-peptidet tartalmaz6 gyongyokhoz, és 2 6ran at folyamatos kevertetés mellett egyitt inkubaltuk
Oket. A Flag-MYPT1-et a hozza ko6t6dott fehérjékkel egyiitt 300 pg/ml Flag-peptid segitségével
leelualtuk a gyongyokrdl, majd SDS-gélelektroforézist kdvetéen MS kompatibilis ezlist-festéssel
tettik lathatova a fehérjesavokat. A kivagott savok fehérjetartalmat LC-MS/MS tomegspektrometrias
analizissel azonositottuk.

Az in vitro kinaz és foszfataz, illetve protein arginin metiltranszferaz kisérletekhez tsA201
sejteket transzfektaltunk Flag-PRMT5", -PRMT5™ és Flag-MYPT1 plazmidokkal, majd a
termeltetett fehérjéket anti-Flag M2 affinitds gél segitségével valasztottuk el a Flag toldalék
segitségével. A Flag-PRMT5™, -PRMT5 ™ fehérjéket a gyongyokhoz kikétve hasznaltuk fel, mig a
Flag-MYPT1-et 300 ng/ml Flag-peptid segitségével elualtuk a gyongyokrél, és oldatban adtuk hozza

a foszfataz és protein arginin metiltranszferaz kisérleti elegyekhez.

In vitro protein kinaz és foszfataz kisérletek

Az immunoblot elemzésekhez anti-Flag gydngyokhdz rogzitett Flag-PRMT5™ és -
PRMT5"®* fehérjéket foszforilaltunk nem-radioaktiv médon 0.5 mM ATP, 5mM MgCl; jelenlétében
ROK (0.4 U/ml) segitségével, valamint 10 uM H1152 ROK inhibitor hozzaadasaval vagy nélkiile. A
kinaz reakcié 30°C-on 30 percig zajlott, majd a gyongyok mosasat kovetden elinditottuk a foszfatdz
kisérleteket. A ROK altal foszforilalt rekombinans PRMT5 fehérjék defoszforilalasara 25 nM Flag-
MYPT1 vagy 5 nM rPP1cd oldatot, illetve a kettd keverékét alkalmaztuk 30°C-on 15 percig, majd
TBS-el valé mosast kovetden 1 x SDS mintapuffer jelenlétében leféztiik a fehérjéket a gyongyokrol,
és SDS-gélelektroforézissel elvalasztottuk azokat. A PRMT5 Thr® foszforilaciés szintjét foszfo-
PRMT5™ specifikus antitesttel, Western blot analizissel hataroztuk meg, és a teljes PRMT5

mennyiséghez viszonyitottuk.

A Flag-MYPT1-hez kitddé fehérjék és a PRMTS5 foszforilalt oldallancanak azonositasa LC-
MS/MS analizissel

Az SDS-gélbdl kivagott fehérjesavokat gélben torténd tripszines emésztésnek vetették ala
37°C-on 4 6ran at. A MYPT1 kolcsdnhatd fehérjék azonositasara a kapott peptidkeverékeket
kozvetleniil az adatfliggd "triple play" LC-MS/MS-sel elemezték 3D-ion csapda tdmegspektrométer
alkalmazaséval (LCQ-Fleet). A foszforilacids vizsgalatokhoz a peptidkeverékek kérilbelil 80% -4t
foszfopeptid-dusitasnak vetették ala TiO, alkalmazasaval, és a foszfopeptid frakcidkat, valamint az
eredeti mintdk fennmaradd 20%-at adatfiiggd LC-MS/MS-sel elemezték egy Orbitrap Elite
tomegspektrométer segitségével. A PAVA szoftver (v2010/szeptember) MS/MS adatain alapul6

csucslistakat a ProteinProspector keresGprogram segitségével, a Swissprot adatbazis (letdltve:
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2013/06/27) felhasznalasaval azonositottdk. A proteomikai analizist a Szegedi Biologiai

Kutatékdzpont Proteomikai Laboratériumaban végezték.

In vitro protein arginin metiltranszferaz kisérlet

A ROK éltal foszforilalt, anti-Flag gyéngyokhoz kikotott Flag-PRMTS™ fehérjék
felhasznalasaval metiltranszferaz kisérleteket végeztink 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4
Osszetétellt pufferben. 2 uM S-adenozil-L-metionint (SAM) és 0.02 mg/ml hiszton fehérjékbdl allo
keveréket adtunk az 50 pl végtérfogatu reakcidelegyhez. A metiltranszferaz reakcié 30°C-on 2 éran
keresztill zajlott 5 nM rPP1cs, 25 nM Flag-MYPT1 vagy ezek keverékének jelenlétében vagy
hidnyadban. A metilalt hiszton fehérjéket tartalmazé mintakat Western blot maodszerrel és
szimmetrikusan dimetilalt H2AR3 és H4R3 elleni antitestekkel elemeztik. A szimmetrikus

dimetilacio mértékét a H2A és H4 mennyiségéhez viszonyitottuk.

Szdvetmintak dot blot elemzése

25 klinikai esetbdl szarmazo human majtumor és normdl szdvetmintat, valamint 15
kozonséges rakos sejtlizatumot triplikatumban tartalmazé SomaPlex fehérje microarray slide-okat
elemeztiink 3% BSA-val torténé blokkolast kovetden anti-phospho-PRMT5®, -phospho-MYPT1"®
és -histone H2A antitestek segitségével. HRP-konjugélt méasodlagos antitest alkalmazasat kévetéen a
slide-okat ECL eljarassal rontgen filmen hivtuk el6. A fent emlitett antitestek sztrippeléssel torténd
eltavolitasat kovetoen a slide-ok elemzését anti-PRMT5, - MYPT1'®, H2AR3me2s és a-tubulin
antitestekkel is elvégeztiik. Az eredményeket denzitometrias eljarassal normalizaltuk a megfeleld
tubulin belsé kontroll fehérje mennyiségéhez. A PRMT5 Thr®® és MYPT1 Thr*® oldallancok
foszforilacidjanak szintjét, illetve a H2AR3 dimetilaciojanak szintjét a PRMT5, MYPTL1 és H2A
fehérjék mennyiségéhez viszonyitottuk. A tumoros mintakhoz tartozé értékeket a normal mintakhoz

viszonyitott relativ értékben adtuk meg.

Statisztikai analizis

A normalizalt adatok statisztikai kiértékelését parametrikus dsszehasonlitasban két csoport
esetén t-teszt segitségével, 2-nél tdbb csoport esetén egyutas ANOVA vagy altalanos linearis modell
(GLM) alkalmazésaval végeztiik. Varianciaanalizis soran Tukey-tesztet alkalmaztunk. Ahol
szimbolumok helyett betiikkel jeldltiik az eltéréseket, az azonos betiivel rendelkez6 csoportok kozott
nem talaltunk szignifikans eltérést. Az adatokat atlag + SE vagy SEM értékekben adtuk meg, ahol n a
fuggetlen kisérletek szamat jelenti.
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EREDMENYEK
A MP sejten belli lokalizaci6ja és a sejtmagi Flag-MYPT1 interaktém HepG2 sejtekben

A miozin foszfataz sejten beliili lokalizaciéjanak vizsgalatat HepG2 sejtekbdl preparalt

TY2% - PP1cs, valamint a

szubcellularis frakciok Western blot analizisével végeztik anti-MYP
PPlca és PP1cyl katalitikus alegység izoformakat is felismer6 antitestek segitségével. A MYPTI,
PP1ca/yl és PP1cS jelenlétét a citoplazmaban és a sejtmagban is kimutattuk. Kimutattuk a MYPT1
és PP1cs sejtmagi és citoplazmatikus kolokalizaciojat HepG2 sejtekben konfokalis mikroszkdpiaval,
mely a miozin foszfataz sejtmagi jelenlétére utal. A MYPT1 nem mutatott kolokalizaciot a
sejtmagvacskaval, és nem volt jelen a sejtmagmembran tertiletén. A splicing faktor kompartmentek
teriletén megfigyelhet6 MYPT1 fest6dés alapjan a miozin foszfatdiz azonban megtaldlhato a
spliceoszémakban, illetve sejtmagi kolokalizaciét mutatott a hiszton H1b fehérjével is. Ezen adatok
arra utalnak, hogy a MYPT1 a pre-mRNS-éréshez sziikséges kofaktorokhoz iranyitja a PP1cs-t és
szerepet jatszhat a kromatin szerkezet szervezédésében.

A MP sejtmagi kolcsénhatd fehérjéinek meghatarozasahoz HepG2 sejtmag frakcio
felhasznalasaval Flag-MYPT1 pull down kisérletet végeztiink, a kdlcsonhatd fehérjéket eziistfestéssel
detektaltuk, majd tomegspektrometrids elemzéssel azonositottuk, melyek foként az RNS érés
folyamataban, a splicing és génexpresszi6 soran jatszanak szerepet. A metiloszdéma komplex
mindharom tagjat azonositottuk a magi Flag-MYPT1 interaktémban (PRMT5, PICIn, MEP50),
melyek kozil a PRMTS enzim a fehérjék arginin oldallancanak «-N°, NC-szimmetrikus
dimetilacidjat (SDMA) katalizalja és részt vesz a transzkripcid, az RNS transzport és a jelatviteli
folyamatok szabalyozasaban.

A MYPT1 és PRTM5 kozotti kolcsonhatas vizsgalata

Konfokalis mikroszképidval kimutattuk a MYPTL sejtmagi és citoplazmatikus
kolokalizaciéjat a metiloszoma komplex MEP50 és PRMT5 tagjaival HepG2 sejtekben, melyet a
Pearson-féle kolokalizacios koefficiens meghatarozasaval szamszer(sitettiink. Mig a MEP50 és PICIn
fehérjék 2-2, addig a PRMT5 pedig 8 peptidtalalattal lett azonositva a Flag-MYPT1 interaktémban,
és mivel a PRMTS5 felelds a metiloszoma komplex katalitikus aktivitasaért, a tovabbiakban a MYPT1
PRMT5-¢el val6 kélcsonhatasat vizsgaltuk. Immunpreciptacios Kisérletekkel igazoltuk a két fehérje
kozotti kapcsolatot, majd SPR kotédési kisérlettel bizonyitottuk, hogy kozvetleniil is kotddnek
egymashoz. A PRMT5 egyarant asszocialodott a teljes hossz(isagli GST-MYPT1''% és az N-
terminalis His-MYPT1%® fehérjékhez, azonban nem kotédstt a C-terminalis GST-MYPT167-10%4
fragmentumhoz, mely alapjan feltételezhetéen a MYPT1 N-termindlis szakasza biztositja a PRMT5

fehérje kotodését.
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A PRMTS5 fehérje a ROK és MP enzimpar szubsztratja

Sikeresen foszforilaltuk a rekombinans Flag-PRMT5 fehérjét ROK alkalmazasaval
radioaktiv ATP (y->2P-ATP) szubsztrét jelenlétében, mig protein kindz A és C enzimek jelenlétében a
foszforilacié nem volt sikeres. A foszforilalt fehérjék témegspektrometrias analizisével a PRMT5
fehérje Thr®® oldallancat, mint specifikus ROK foszforilaciés helyet azonositottuk, majd a Thr®
oldallanc ROK-éaltali foszforilacidjat Western blot analizissel is igazoltuk in vitro kinaz assay-t
kévetden anti-foszfo-PRMT5™® antitest segitségével. Ezt erSsiti, hogy a PRMT5 Thr®® oldallanc
foszforilaciéja H1152 szelektiv ROK inhibitor alkalmazasaval kozel 50%-al csokkent. Emellett Flag-
MYPTL1 és rekombindns PP1cd enzimek egylittes alkalmazasa mellett ~63%-al csdkkent a ROK-al
foszforilalt Flag-PRMT5"® foszforil4ciés szintje, mig a PP1cS dnmagaban is ~36%-al csékkentette a
Thr® foszforilaciét. A PRMTS Thr®® PP1cs altali fokozott defoszforilacidja MYPT1 jelenlétében a

MYPT1 célrairanyit6 szerepére utal a MP altal katalizalt defoszforilacié soran.

A Thr? oldallanc foszforilacidjanak hatasa a PRMT5 metiltranszferaz aktivitasara

A Thr® foszforilaci6 PRMT5 fehérjére gyakorolt hatdsat az enzim metiltranszferaz
aktivitasanak vizsgalataval végeztiik in vitro kisérletek révén. A hiszton 4 és 2A fehérjék Arg3
oldallancéanak szimmetrikus dimetilaciéja csokkent (H4R3 46%-al, H2AR3 64%-al) a miozin
foszfataz jelenlétében torténd PRMTS Thr® defoszforilacié kovetkeztében, mig a PRMTS fehérjéhez
k6t6dé6 MEP50 mennyisége nem valtozott a foszforilacié/defoszforilacio hatasara. Mivel a PRMT5
aktivitasahoz sziikséges MEP50 mennyiségét nem befolyasolja a PRMT5 ROK altali foszforilacioja,
megéllapithatjuk, hogy a MP nem a kotédé MEP50 mennyiségétdl fliggben gatolja a PRMTS
aktivitasat. HepG2 sejtekben MYPT1 csendesités hatasara a PRMT5 Thr® foszforilaciéja mintegy
46%-al megemelkedett, és 40 illetve 45%-al ndvekedett a H2AR3 és H4R3 oldallancok szimmetrikus
dimetilacidja, mig a hiszton fehérjék mennyisége nem valtozott. A fenti eredményeket kvantitativ
modszerrel is meger6sitettiik. MYPT1 csendesitett HepG2 sejtmagi frakcidkban a specifikus PRMT5
aktivitdas 65%-al emelkedett a non-target kontroll sejtek magfrakcidjahoz képest, és hasonlo
tendenciat tapasztaltunk MCF7 emlékarcindma sejtek magi frakcioiban is az siMYPT1 kezelés
hatésara. Ezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a Thr®® oldallinc a PRMT5 miikodését
szabalyoz6 foszforilacids hely, és mig foszforilacié hatdsara emelkedik, addig defoszforilacio
hatasara csokken az enzim metiltranszferaz aktivitasa.

A MYPT1 csendesitése megvaltozott génexpresszios mintazatot eredményez HepG2 sejtekben
A miozin foszfataz hiszton fehérjék dimetilaciéjanak szabéalyozasahoz kapcsoloédd

funkci6janak pontosabb meghatarozasara microarray analizist végeztiink az Affymetrix Human Gene

1.0 ST Array alkalmazésaval. A non-target kontroll és siMYPT1 HepG2 sejtekbdl szarmazo mintak
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Osszehasonlitasa soran 2429 gén mutatott megvaltozott expresszios mintazatot a két csoport kdzott. A
bioinformatikai analizis eredményét kiilonb6z6 szabalyozasi utvonalakkal Osszevetve valtozast
mutatott példaul az RXR-funkcié (PPAR o, y, IL1IR, JUN) LPS/IL-1 utvonal &ltali gétlasa, a C-
vitamin antioxidans hatasa (STAT5, MAPK3 and 9), a sejtciklus szabalyozasa (Not7, PPP2C, CDK2,
E2F3, Rb protein) vagy az IL-4 és IL-8 jelatviteli GUtvonal. Az Osszes érintett gén 39.5%-a
kapcsolédik valamilyen daganatos megbetegedéshez, mint pl. limfohaematopoetikus-, maj- vagy
emlorak ¢és vesesejtes karcindma képzoédése. Fert6z6 betegségekhez és fejlédési zavarokhoz
kapcsol6do géneket 10,9% -ban és 6,99% -ban azonositottunk. A nagy szamban azonositott jelatviteli
Gtvonalak a MP  génexpresszi6 szabalyozdsaban betoltdtt szerepére utalnak. Szédmos
tumorszuppresszor és transzkripcios factor expresszidja jelentds mértékben csokkent a MYPTI
csendesités hatasara, mint pl. a retinoblasztoma és c-Myc fehérje esetében. A microarray adatok

elballitasat és elemzését az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd. (Debrecen) végezte.

A MP daganatos betegségekben betdltdtt szerepe a PRMTS5 szabalyozasan keresztiil

A microarray elemzés tiikrében elmondhato, hogy a MYPT1 funkcidjanak kiesése a
daganatos elvaltozasok iranyaba tolhatja el az egyensulyt a sejtekben. Ennek tovabbi tanulmanyozasa
érdekében human alanyokbdl szarmazo, kiilonboz6é stadiumu hepatocellularis karcindma (HCC,
n=20) és metasztatikus majtumor lizdtumot, valamint 15 tumoros sejtvonalat vizsgaltunk meg a
PRMTS Thr®® és MYPT1 Thr®® foszforilacié, illetve a H2AR3 szimmetrikus dimetilacié mértékének
tekintetében. A PRMT5 mennyisége 75%-al emelkedett a kiilonb6z6 tumor tipusok esetén az
egészséges kontroll mintakhoz viszonyitva. A legnagyobb eltérést THP-1 monocitas leukémia, Raji
Burkitt limféma, epidermoid és méh karcindma esetén tapasztaltuk. A fehérjemennyiséggel
parhuzamosan a PRMTS5 Thr® foszforilacioja is emelkedett kiilonsen leukémia, limfoma, tiidé, maj
és mell karcinéma valamint a HCC mintdkban egyarant. A MYPTL1 relativ expresszidjaban
mutatkozd valtozasok nem mutattak ennyire egységes mintazatot. Volt ahol csokkenést tapasztaltunk,
mashol kétszeresére emelkedett a MYPT1 mennyisége, és a vizsgalt tumor tipus 60%-anal nem
talaltunk eltérést egészséges kontrolljaikhoz képest. Azonban majdnem minden esetben emelkedett a
MYPT1 gatlé Thr®® oldallancénak foszforilaciéja Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a
PRMT5 emelkedett aktivitdsa és hisztonok szimmetrikus dimetilacidjan keresztiil kifejtett
génrepresszald hatasa egyértelmien Osszefliggésbe hozhatd a MP csokkent mérték(i aktivitasaval
szinten minden vizsgalt tumor tipus esetében, és a ROK/MP/PRMT5/hiszton dimetilacios Utvonal a

tumorigenezis folyamataban bet6ltott jelentéségére utalnak.
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A MYPT1 és SMTNL1 kozotti fehérje-fehérje kdlcsonhatas

Mivel a MP a citoszkeletonhoz kéthetd valtozasok mellett jelentds szerepet jatszik egyéb
szabalyozasi folyamatokban is, mint pl. a génexpresszié szabalyozasaban, tovabbi szabalyozasi
lehetdségeit is vizsgalni kivantuk, tobbek kézott az SMTNLL, egy a MP-t gatl6 fehérjén keresztiil.
SPR alapu kotddési kisérletekkel megvizsgaltuk a két fehérje kozotti kozvetlen kolesonhatast (nem
publikalt eredmény). Teljes hosszlisagi GST-MYPT1:%  N-terminalis His-MYPT1*%# ¢s C-
terminalis GST-MYPT1%71%% fehérjéket immobilizaltunk CM5 szenzor chipre, és Flag-SMTNL1
fehérjét aramoltattunk 4t a felszineken 0,5 és 7,14 uM koncentracié tartomanyban. Az
SMTNL1fehérje egyarant kotédott mindharom MYPT1 fragmentumhoz, és stabil komplexet alakitott
ki a teljes hosszusagu fehérjével valamint a MYPT1 N-terminalis végével. Alacsonyabb rezonancia
jelet detektaltunk a MYPT1 C-terminalis felét prezentalé fehérje esetén, amely arra utal, hogy bar
gyengébb az SMTNL1 asszociacioja a MYPT1 C-termindlis végéhez, de sziikséges lehet a két fehérje

kozotti stabil kdlcsonhatas kialakitasaban.

A terhesség és az SMTNL1 indukdlta izotipusvaltas egér és human vazizomzatban

Annak érdekében, hogy vizsgaljuk az SMTNLL1 terhesség soran kifejtett hatasat, terhes és
nem-terhes egerekbdl szarmazd vazizom mintakat elemeztink Western blot technikaval. Az
SMTNLI expresszidja jelentdsen megemelkedett terhesség és alterhesség hatasara a nem-terhes

1 oldallancanak foszforilacié 3,5-szeres emelkedést

egyedekhez viszonyitva, és az SMTNL1 Ser
mutatott terhesség hatasara. Ragcsalé és human vazizom mintak izomrost-tipizalasa soran a 2b tipust
glikolitikusabb izomrostok esetében szignifikdns emelkedést, mig a 2a tipust oxidativabb rostok
esetében tendencialis csokkenést tapasztaltunk SMTNLL1 hianyos egerekben terhesség hatasara. A
szovetmintak immunhisztokémias elemzése alapjan pedig elmondhatjuk, hogy vad tipust nem-terhes
egerek vazizmaban az SMTNLL1 expresszidja a 2a tipusu rostokra korlatozodik, mig terhesség
hatdsara mas, a 2a tipustol eltérd rostokban is expresszalodik SMTNLI1, mint példaul a 2a-2b
atalakulas alatt all6 2x tipust izomrostokban. Terhesség és al-terhesség hatasara 15-20%-al
megemelkedett a 2b tipust glikolitikusabb izomrostok szdma, mig nem volt hatasuk az 1-es tipusd
oxidativabb izotipus szdméara. A 2a tipust izomrostok indikatoraként ismert MHC2a expresszi6ja
csokkent, de nem szignifikdns mértékben, mig az MHC2b expresszié 20%-0s emelkedést mutatott
human vazizom mintakban, mely a terhesség hatasara bekovetkezd oxidativbol glikolitikusabb
tipusba torténé atalakuldst mutatja. A 2b tipust rostok szamanak novekedése mellet 24%-al
emelkedett az izomrostok glikogén tartalma. Ezen adatok tiikrében arra kovetkeztethetlink, hogy a
terhesség soran a vazizomzat oxidativbol glikolitikusabb tipusba torténé fenotipusvaltasa jatszodik le,

és hogy az SMTNL1 szabalyoz6 szerepet jatszhat ebben a folyamatban.

15



OSSZEFOGLALAS

A miozin foszfataz (MP) holoenzim egy szerin/treonin specifikus protein foszfataz, mely
egy PP1cd katalitikus, egy miozin foszfataz szabalyozé alegységbdl (MYPT1) és egy 20 kDa eddig
ismeretlen funkcidji alegységb6l all. Hepatocelluldris karcindma sejtekben a MYPTI 1j
koélcsonhatojaként azonositottuk a metiloszoma komplex egyik tagjat, a protein arginin
metiltranszferaz 5 (PRMTS5) enzimet. A PRMTS5 fehérje Thr® oldallanca a MP és a RhoA-asszocialt
kindz (ROK) altal katalizalt foszforilacié révén szabalyozodik. MYPT1 csendesités hatdsara
megemelkedett a PRMT5 altal katalizalt szimmetrikus dimetilaci6 a hiszton 2A és 4 fehérjék arginin
oldallancain, mely a cellularis folyamatokat befolyasolé gének expressziéjat, mint pl. névekedés,
proliferaci6 és sejthalal, valamint a retinoblasztéma és a c-Myc fehérjék kifejez8dését is
nagymértékben befolyasolta. A MYPTL Thr®® géatl6 foszforilaciés helyének emelkedett
foszforilaciojaval Gsszhangban a PRMTS foszforilacidja a Thr®® oldallancon, valamint a H2A
szimmetrikus dimetilacioja is fokozddott human majsejtes karcindma és egyéb tumor tipusok
esetében. Eredményeink alapjan a ROK és MP enzimpar a PRMT5 fehérjére gyakorolt hatasukon
keresztiil részt vesznek a hisztonok szimmetrikus dimetilaciéjanak mddositasaban, ezaltal modulalva
a génexpressziot és szabalyozva a tumor képzédés folyamatat.

A MP aktivitasat szabalyozd egyik fehérje a smoothelin-szerii 1 fehérje (SMTNL1), mely
részt vesz a sima- és vazizomzat kontraktilitdsdnak szabalyozéasaban valamint azok fiziol6giés stressz
aktivitasara, ezaltal szabalyozva az izom Osszehtizodas folyamatat. SPR kotddési kisérletekkel
igazoltuk a két fehérje, azaz az SMTNL1 és a MP szabalyoz6 alegysége, a MYPT1 kozott kialakuld
kdzvetlen fehérje-fehérje kdlcsonhatast.

A terhesség allapotaval jaré fizioldgiai valtozsokra adott vélaszként a vazizomzat
metabolikus tulajdonsagai megvaltoznak és az SMTNLI1 fokozott expresszidja figyelheté meg a méh
és a vérerek simaizomzataban valamint a nemi hormonokra érzékeny sz6vetekben. Vizsgalataink
soran vazizomrostokban a terhesség hatasara bekovetkezd oxidativbol glikolitikusabb allapotba
torténd izotipusvaltast mutattunk ki. Feltételezéseink szerint ez a folyamat az SMTNLI szabélyozasa
alatt all a kilonboz6 transzkripcids és enzim regulatorok és szerkezeti molekuldk expresszidjanak
modositasan keresztiil. Feltételezhetéen ez a folyamat egy a terhességre adott normal, az anya

szamara evolucios elonyt jelentd, a magzat fejlodését és védelmét biztosito valasz.
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