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Bevezetés

A szervezet sziikségletét meghaladdé mennyiségii szabad pajzsmirigyhormon altal kivaltott
allapotot hipertire6zisnak nevezziik. A betegség nagy hatast gyakorol az ember testtomegének
koriilbeliil 40%-at kitevo vazizomzatra [Kim és mtsai, 2016], ami amellett, hogy biztositja
szamunkra a testtartast, a mozgast, a 1égzést vagy a beszédet, olyan alapvetd jelentségii
folyamatokban is meghatarozo szerepet jatszik, mint az energiatermelés vagy a gliikdz- és
lipidhomeosztazis [Salvatore és mtsai, 2014; Lombardi és mtsai, 2015].

Az érett vazizom kiilonb6z6 kontraktilis és anyagcsere-tulajdonsagu rostokbol épiil fel,
melyek egymashoz viszonyitott ardnya, ezaltal pedig az izom fenotipusa nagymértékben
atalakul a hipertire6zis soran. A gyors tipusu rostok szdmanak novekedése kovetkeztében a
kontrakci6 €s a relaxacio sebessége, illetve az energiatermelés és felhasznalas sebessége is
megnd. A glikolizis és a laktattermelés fokozddasa miatt az izomnak tébb gliikkozra van
sziiksége, melyet a glikogénraktarak lebontdsabol, vagy az inzulin medialt gliikozfelvétel
serkentésébdl probal fedezni. Sokdig ugy vélték, hogy a hipertiredzist gyakran kisérd
inzulinrezisztencia csak a majra korlatozdédik, azonban egyre né azon tanulmanyok széma,
melyekben csokkent periféridlis inzulinérzékenységrol és gliikoz intoleranciardl szamolnak be
[Shen és mtsai, 1988; Dimitriadis és mtsai, 1997; Mitrou és mtsai, 2010].

A vazizom inzulinrezisztencidjanak egyik potencidlis szabalyozéd eleme a vizsgalataink
kozéppontjaban allo smoothelin-szerti fehérje 1 (SMTNL1), amely transzkripcids kofaktorként
képes a vazizom kiilonbo6z0 stresszhatdsokra bekovetkezd adaptalodasat szabalyozni. Delécioja
a vazizom rostOsszetételének atalakitasat és inzulinrezisztencia megjelenését indukalja ndstény
egerekben [Lontay és mtsai, 2015], ezért doktori munkam els6 felében a SMTNLI1 fehérjének
a vazizom anyagcseréjében betoltott szabalyozd szerepét vizsgaltam hipertire6zis soran.

A SMTNL1 egy Ser/Thr specifikus foszfataz, a miozin foszfataz (MP) enzim
szabalyozasaban is részt vesz, melynek jelentésége a vazizom miikodésében egyelére nem
tisztazott. Korabbi tanulmanyokbdl kitiinik, hogy a MP enzim aktivitasa nemcsak a kiilonb6z6
sejtek migracios képességét [Lontay és mtsai, 2005; Xia és mtsai, 2004; Horvath és mitsai,
2018], hanem a vazizom modellezésére hasznalt C2C12 sejtek differenciacidjat is
szabalyozhatja [Wu és mtsai, 2003]. Mivel a migracié és a differenciacio a vazizom
fejlodésében is fontos szerepet jatszik, ezért doktori munkdm mésodik felében a SMTNLI és a
MP ko6zotti kapcsolatot, valamint ezen fehérjék potencialis szabadlyozd szerepét vizsgaltam az

emlitett folyamatokban a hipertire6zis modellezésére szolgaldo modellrendszerben.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A pajzsmirigyhormonok szintézise, szekrécidja és szabalyozasa

A pajzsmirigy (glandula thyreoidea) a gégét alkotd pajzsporcot két oldalrol hatarolo,
vorosesbarna szinti, lepke alaki endokrin mirigy, melyet kotészovetes tok vesz koriil. Két
lebenybdl all, melyek egy mirigyszovetbdl allo vékony koétegen, az isztmuszon keresztiil
kapcsolddnak egymashoz. A pajzsmirigy allomanyat holyagszeri képletekbe, un. szekrécids
follikuluszokba rendez6dott sejtek alkotjak, melyek jod tartalmi hormonokat, féként tiroxint
(T4) és trijod-tironint (T3) szintetizalnak.

A taplalékkal, ivovizzel bevitt jod I formajaban szivodik fel a bélben, melyet a
pajzsmirigysejtek Na*/I” szimporter segitségével, aktiv transzporttal nyernek ki a vérbdl [De La
Vieja és mtsai, 2000; Dohan és mtsai, 2003]. A felvett ionok a sejtek apikalis membranjahoz
diffundalva, egy I'/CI" kotranszporteren keresztiil jutnak be a follikuluszok lumenébe [Yoshida
¢s mtsai, 2002]. A pajzsmirigysejtekben intracellularisan eléallitott jod-akceptor fehérje, a
tireoglobulin, elészor glikozilalodik, majd még jodozatlan formaban, Szekrécios vezikulak
kozvetitésével az apikalis membran irdnyaba szallitddik. Amint a vezikuladk elérik a membrant,
tartalmukat exocitozissal a follikuluszok lumenébe iritik. Itt megy végbe a tireoglobulin
bizonyos tirozil odallancokon torténd jodozasa, melyet a membrankotott pajzsmirigy-peroxidaz
(TPO) enzim katalizal. E16bb a tirozil oldallanc egyik hidrogénatomja szubsztitualodik, ezaltal
monojod-tirozin keletkezik. Ezt koveti a monojod-tirozin jodozéasa, amely dijod-tirozint
eredményez. A TPO enzim aktivitdsa nyoman keletkezett mono- és dijod-tirozinok egymashoz
térben kozel kertilve, szintén a TPO enzim segitségével dsszekapcsolddnak egymassal. Ha egy
monojod-tirozin egy dijod-tirozinnal all parba, akkor T3, a biologiailag aktiv
pajzsmirigyhormon forma képz6dik, ha két dijod-tirozin kapcsolodik 6ssze, akkor pedig T4 jon
létre. Ezutan a jodozott tireoglobulin receptor-medialt endocitozissal keriil ismét a sejtek
belsejébe, ahol proteolitikus enzimek hatasara a tireoglobulinban 1év6 peptidkotések
felbomlanak. A szabadda valo T4 és T3 hormonok a pajzsmirigysejtek bazalis végén talalhato
transzportereken keresztiil tavoznak el [Carvalho és mtsai, 2017]. A pajzsmirigyhormonok
er6sen hidrofob természetiiknél fogva plazmafehérjékhez kotott allapotban szallitddnak a
kapillarisokban. A T3 kotddése a transzportfehérjékhez kisebb, a vérplazma teljes T3
tartalmanak 0,3%-a, mig a T4-nek csupan 0,03%-a van jelen szabad allapotban [Dunlap, 1990;
Oppenheimer, 1968].
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A pajzsmirigyhormonok a szervezet szinte minden sejtjére hatdssal vannak: novelik az
alapanyagcserét, a hotermelést, serkentik a fejlodést és novekedést, a glikogén lebontasat, a
koleszterin-anyagcserét, a kortizol- és katekolamin-anyagcserét, a bélmotilitast, a csont
lebontasat, valamint az agyi és periférias idegek miikodését. Ezzel szemben gatoljak a
zsirraktarozast, az izomfelépitést, az inzulinérzékenységet és a glikogén szintézisét [ Mullur és
mtsai, 2014]. A pajzsmirigy hormontermelésének szabalyozasaért a hipotalamusz - hipofizis -
pajzsmirigy (HPT) tengely a felelés. A hipotalamuszban termelddé tireotropin felszabadito
hormon (TRH) fokozza a tireoida stimulald6 hormon (TSH) elvalasztasat a hipofizis eliilsé
lebenyében, amely serkenti a jodfelvételt, valamint a hormonok képzddését és elvalasztasat a
pajzsmirigyben. A vérben szabadon keringé hormonok negativ visszacsatolasi mechanizmussal
gatoljak a hipotalamuszban a TRH, a hipofizisben pedig a TSH termelését [Chiamolera és
mtsai, 2009; Ortiga-Carvalho és mtsai, 2016].

1.2. A pajzsmirigyhormonok hatismechanizmusa

1.2.1. A pajzsmirigyhormonok felvétele a sejtekbe

Egészen az 1970-es évekig ugy gondoltak, hogy -lipofil tulajdonsaguknak kdszonhetéen- a
pajzsmirigyhormonok koncentracidgradiens altal hajtott egyszeri difftzidval jutnak at a
sejtmembranon [Hennemann és mtsai, 2001]. Ma mar ismert, hogy a t6ltéssel nem rendelkezd,
viszonylag nagy molekulaméretti pajzsmirigyhormonok valdjaban a foszfolipid kettésréteget
ativeld integrans transzmembran fehérjék kozvetitésével keriilnek az intracelluldris térbe.
Szamos, atfed6 ligandspecificitasu fehérje képes a pajzsmirigyhormonok és szarmazékaik
transzportjara, melyek koziil a legfontosabbak: a monokarboxilat transzporterek (MCT), az
organikus anion transzporter polipeptidek (OATP), a nagy neutralis aminosav transzporterek
(LAT) és a natrium-taurokolat kotranszporter polipeptidek (NTCP) [Kinne és mtsai, 2011].
Ezen transzportfehérjék koziil kiemelkedo jelentoségti az MCT 8 és 10. Az MCTS8 és MCT10
olyan 12 transzmembran doménnel rendelkez6 fehérjék, melyek homodimert alkotva kétiranyt,
Na’- és protonfliggetlen pajzsmirigyhormon transzportot tesznek lehetévé [Halestrap és mtsai,
2012]. Az MCT8 a majban, vesékben, agyban, szivben, vazizomban, placentaban,
pajzsmirigyben és a herékben expresszalodik. T4 és T3 iranti affinitdsa nagy, valamint
kiilonboz6 pajzsmirigyhormon szarmazékokat, reverz trijod-tironint (rT3) és dijod-tironint (T2)
is szallit [Friesema és mtsai, 2003]. Az MCT10 szintén megtalalhaté a majban, vesékben,
szivben, vdzizomban, placentaban, ezeken tilmenden pedig a hasnyalmirigyben és a bélben is

expresszalodik [Kinne és mtsai, 2011]. Az MCT10 aromas aminosavakat, pl. Phe-t, Tyr-t és
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Trp-t, emellett pedig T3-t és T4-t transzportal. Az MCT10 transzporter hatékonysaga a T3
esetén nagyobb, mig a T4 esetén kisebb az MCT8 transzporter hatékonysagéaval Gsszevetve,
azonban Friesema és munkatarsai human MCT8-at vagy MCT10-et overexpresszalé COS1
sejtekben kimutattak, hogy 1 mM Trp jelenléte tobb mint 50%-os gatlast okoz az MCT10, de
nem az MCT8 altal medialt T3 felvételben. Ez arra utal, hogy az MCT10-en keresztiili T3 és
Trp transzport verseng egymassal, mig az MCT8 altali T3 felvétel specifikus [Friesema és
mtsai, 2008]. Az MCTS jelentdségét jol példazza, hogy a fehérjét kddold gén funkcidvesztéssel
jar6 mutacioinak kovetkeztében sulyos neurologiai rendellenességek €s endokrin zavarok

1épnek fel [Friesema és mtsai, 2004; Dumitrescu és mtsai, 2004; Schwartz és mtsai, 2007].

1.2.2. A pajzsmirigyhormonok metabolizmusa

A pajzsmirigy altal legnagyobb mennyiségben eldallitott és szekretalt hormon a T4, amely
a biologiailag aktiv pajzsmirigyhormon el6alakjanak tekinthetd. Bar magaban a pajzsmirigyben
is megfigyelhetd kismértékli T4-T3 atalakulds, a T4 T3-ma torténd konverzidja nagyrészt a
periférian jatszodik le. A célsejtek membrantranszportereinek kozvetitésével felvett
enzimek. A DIO1, DIO2 és DIO3 olyan szelenocisztein tartalmi homodimer fehérjék, melyek
a pajzsmirigyhormonok aktivalasat és/vagy inaktivalasat katalizaljak. A DIO1 enzim a
vesékben, majban és pajzsmirigyben expresszalodo integrans plazmamembran fehérje,

melynek aktiv centruma a citoszolban talalhato [Larsen és mtsai, 2012]. A kettds

crer

crer

melynek soran rT3 keletkezik [Molnar és mtsai, 2021]. A DIO2 enzim a pajzsmirigyben,
vazizomban, barna zsirszovetben, hipotalamuszban, hipofizisben, borben, oszteoblasztokban,
asztroglidkban, retinaban, placentaban, a belsd fiilben €s az endotél sejtekben expresszalodik.
Az endoplazmas retikulum membranjaban lokalizalodik, aktiv centruma a citoszolban talalhato
[Larsen és mtsai, 2012]. 5° dejodinaz aktivitassal rendelkezik, amely a T4 kiils6 gy(iriijének
monodejodinalasaval T3-at képez. A DIO2 a pajzsmirigy hormontermelését szabalyozé HPT
tengely negativ visszacsatolasi mechanizmusanak kialakitasaban, a barna zsirszovet adaptiv
szerepet tolt be [GR Williams és mtsai, 2011]. A DIO3 enzim a placentaban, uteruszban,
neuronokban, bérben, alveolaris sejtekben, gliasejtekben, urotéliumban, gasztrointesztinalis

traktusban, hipotalamuszban és a vazizomban expresszalodik [Molnar és mtsai, 2021]. A DIO1-
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hez hasonldan egy transzmembran doménnel rendelkezik, mely a plazmamembranba agyazott.
Erdekessége, hogy aktiv centruma a sejtfelszinen taldlhato. A DIO3 a T3 belsé gyiiriijének 5-
dejodinacidjaval inaktiv T2-t allit eld, valamint a T4-bél monodejodinacioval rT3-at képez,
megakadalyozva annak aktivalodasat. Szerepe a magzati fejlédésben és szdvetregeneracioban
kritikus [Dentice és mtsai, 2011]. A DIO2 és DIO3 enzimek expressziojat dinamikus egyenstly
jellemzi, melyben a két enzim expresszioja koordinaltan szabalyozodik, ezaltal lehetové téve
az intracellularis T4 és T3 koncentracid szoros kontroll alatt tartasat.

Bar a pajzsmirigyhormonok metabolizmusa soran keletkez6 pajzsmirigyhormon
szarmazékok/metabolitok is rendelkeznek biologiai aktivitdssal/hormonalis hatassal [ Senese és
mtsai, 2019], disszertaciom targyanal maradva a kovetkezokben a pajzsmirigyhormonok —

kiilonos tekintettel a T3— hatasainak bemutatasara szoritkozom.

1.2.3. A pajzsmirigyhormonok genomi hatasai

A pajzsmirigyhormonok hatdsmechanizmusai két nagy csoportra oszthatok: az egyik
csoport a sejtmagban végbemend, a 2-es tipusi magreceptorok altal medialt transzkripcios
szinth vagy genomi szabdlyozas, amely hatdas megjelenését iddigényes mRNS- és
fehérjeszintézis el6zi meg. A masik nagy csoportot a sejtmagon kiviili, azonnal bekdvetkezd
szignalizacios valtozasok alkotjak. Ezen valtozasok vagy a magreceptoroktol (részben)
fiiggetlentil, vagy a magreceptorok alternativ splice variansai kozvetitésével valésulnak meg,
¢és bizonyos esetekben akar transzkripcids szintli valtozésokat is eredményezhetnek (lasd
késobb).

A pajzsmirigyhormonok genomi hatasainak kozvetitdi a pajzsmirigyhormon receptorok
(TR), melyeket a human 17-es és 3-as kromoszéman talalhato c-erbA a és 3 protoonkogének
kodolnak [Sap és mtsai, 1986; Laudet és mtsai, 1991]. E két génr6l atirodd primer
transzkriptumok alternativ splicingjanak eredményeként tobb izoforma jon létre: a TRou, TRa,
TRas, TRP1, TRP2 és a TRPs, melyek koziil az utobbit egyeldre csak patkdnyokban
azonositottak [GR Williams, 2000]. A TR a és B izoformai mas magreceptorokéhoz hasonld
génszerkezettel rendelkeznek: egy N-terminalisan elhelyezkedd A/B régioval; az A/B régidban
lokalizalodo, ligandfiiggetlen transzaktivalo doménnel (AF-1); egy erdsen konzervalt DNS-
koté doménnel (DBD vagy C); egy flexibilis linker régioval (D); valamint egy hormonko6td
domént (HBD) és egy ligandfiiggd transzaktivalé6 domént (AF-2) tartalmazo C-terminalis E/F
régioval [Aranda és mtsai, 2001]. Az adott izoformatol fiiggdéen az A/B és/vagy D doménekben

talalhatok a receptorok sejtmagba juttatasat biztositdo magi lokalizacios szignalok [Mavinakere
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¢s mtsai, 2012; Lee és mtsai, 1993]. A C domén cink-ujj motivumai specifikus DNS
szekvencidk felismerését és kotését, valamint receptor dimerizaciot tesznek lehetévé. A D
domén a DBD és HBD doméneket koti Ossze, tovabba a koregulatorokkal valo interakcio
kialakitdsaban vesz részt. A TR izoformak kozott nagyfoku szekvenciahomologiat mutatd,
multifunkcios HBD domén a pajzsmirigyhormonok felismeréséhez elengedhetetlen aminosav
oldallancokat, valamint a homo- és heterodimerizacidhoz és mas szabalyozo fehérjékhez vald
kapcsolodéashoz sziikséges interakcios felszineket tartalmazza. HBD-jének alternativ splicing
soran végbemend részleges eliminacidja kovetkeztében a TRaz és TRoas nem képes
pajzsmirigyhormonokat kotni [Lazar és mtsai, 1988; Koenig és mtsai, 1989].

A pajzsmirigyhormonok megkotésére képes harom receptor, a TRou, TRB1 és TRf2
kiilonb6z6 szdveti eloszlast mutat. A TRau elsésorban a csontban, porcban, véazizomban,
szivben, gasztrointesztinalis traktusban és a kozponti idegrendszerben; a TR1 foként a majban
¢és a vesékben; a TRP2 pedig a hipotalamuszban, hipofizisben, belsé fiilben és a retinaban
expresszalodik [Cheng és mtsai, 2010]. Ezen receptorok sokkal nagyobb affinitassal kotik a
T3-at, mint a T4-et [Apriletti és mtsai, 1981]. A T3-hoz val6 kapcsolodasa elétt a TR
heterodimert alkot a retinoid x receptorral (RXR), azonban olyan esetek is ismertek, melyekben
a TR monomer, homodimer vagy trimer formaban kotédik a DNS-hez [Lazar és mtsai, 1991;
Mengeling és mtsai, 2008]. Azokat a specifikus DNS szekvencidkat, melyekhez a TR-ok
kotédni  képesek tiroid valaszadd elemeknek (TRE) nevezzik. A TRE elemek a
pajzsmirigyhormonok altal szabalyozott gének szabalyozo régidiban talalhatok és két, un.
félhelybdl allnak. Mindkét félhely tartalmaz egy 5°-(A/G)GGT(C/G)A-3’ degeneralt
konszenzus szekvenciat, melyek egymashoz viszonyitott iranya szerint megkiilonboztetiink
azonos, palindrom, illetve forditott palindrom ismétlddést mutaté TRE elemeket [Yen, 2001;
Chen és mtsai, 2010]. A két félhelyet a benniik talalhaté hexamer szekvencidk iranyultsagatol
fliggben valtozo szamu (0, 4 vagy 6) nukleotid koti dssze. A természetben eléfordulo TRE
elemekben talalhatd hexanukleotidok iranyultsaganak és egymastol vald tavolsaganak
variabilitdsa befolydsolja a TR izoformak kotddését, ezaltal pedig a célgének
pajzsmirigyhormonokra adott valaszado képességét [Cheng, 2010; Paquette és mtsai, 2014]. Az
ismert TRE elemek tobbsége pozitiv regulator, amelyben a TR a TRE elemhez kotédve a
hormon hianyaban konstitutivan gatolja, mig a hormon jelenlétében aktivalja a transzkripciot
(1. abra). Hormon hianyaban a TR korepresszor fehérjékkel komplexben kotddik a DNS-hez,
melyek kiilonféle, a kromatinszerkezet zart allapotat fenntartd enzimaktivitassal rendelkeznek.

A hormon megjelenése és kotddése a TR-hoz konformaciovaltozast idéz eld, amely a
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végz6 koaktivatorok kotdédése, amely a transzkripcid iniciaciojanak eléfeltétele [Harvey és
mtsai, 2002]. A TRE elemek kozott negativ regulatorokat is talalunk, melyek az elobbiekkel
ellentétesen miikodnek: a hormont nem kotott TR stimulalja, mig a hormonkotott TR gatolja a
célgének expresszidjat [Weitzel, 2008].

Az utobbi évtizedekben vilagossd valt, hogy a fentebb részletezett, klasszikus
hatdsmechanizmuson feliil a pajzsmirigyhormonok egyéb modokon is képesek kifejteni a
hatasukat. Kromatin immunprecipitaciot kovetd szekvenalasi kisérletekben kimutattak, hogy a
TR-0k a DNS-hez valo indirekt kotédés utjan is képesek a génexpressziot szabalyozni ugy,
hogy mas transzkripcios faktorok miikodésére hatnak. Ezt a jelenséget a pajzsmirigyhormonok
2-es tipust hatasmechanizmusanak nevezziik (1. abra), melynek Iétjogosultsagat folyamatosan
novekvé szamu kisérleti eredmény is alatamasztja. Iwaki és mtsai patkany kardiomioblaszt
sejtekben kimutattak, hogy a T3-kotott TRou és TRP1 izoformak DBD doménjiikkel a TEF1
transzkripcios faktorhoz (TEAD) kotddnek, ezen keresztiil kihorgonyzodnak a miozin
nehézlanc 7 (MYH7) gén promoteréhez. Mivel az emlitett transzkripcios faktor a MYH7 gén
6 aktivatora, T3 koncentracio-fliggd gatlasa a transzkripcid transzaktivalasdnak elmaradasat
vonja maga utan [lwaki és mtsai, 2014]. A T3-kotott TRP2 ugyanezzel a kihorgonyzo
mechanizmussal a GATA-k6t6 fehérje 2 transzkripcids faktorhoz kapesolodva képes gatolni a
TSH B alegységét és a DIO2 fehérjét kodold gének expresszidjat a tirotrép sejtekben
[Matsushita és mtsai, 2007; Matsunaga ¢és mtsai, 2015].

1.2.4. A pajzsmirigyhormonok nem genomi hatasali

Szamos tanulmanyban olvashatunk a pajzsmirigyhormonok hatasmechanizmusanak 3.
tipusar6l (1. abra), melynek lényege, hogy az ideiglenesen a citoszolban 1évé TR-ok a
plazmamembran kozelében talalhato kinaz enzimekkel interakcidoba lépve aktivaljak azokat,
melynek eredményeképpen egyrészt maguk is foszforildlodhatnak, masrészt az adott kindzrol
indulo jelatviteli utvonalat inditanak be, igy a DNS-hez val6 indirekt vagy direkt kotoédés nélkiil
is képesek a legkiilonfélébb sejtbéli folyamatokat szabalyozni [Flamant és mtsai, 2017]. Erre a
jelenségre kivalo példa a T3-kotott TRP1 és a membrankotott foszfatidilinozitol 3-kinaz (P13K)
p85a. alegysége kozott 1étrejovo interakcid, amely a PI3K-rol indulo jelatviteli kaszkad gyors
aktivalodasdhoz és a gliikdz metabolizmusban fontos szerepet jatszo célfehérjék, mint a
hipoxia-indukalt faktor 1 o (HIFla), glikoéz transzporter 1 (GLUTI1) és az MCT4

expresszidjanak novekedéséhez vezet human bor fibroblasztokban [Cao és mtsai, 2005;
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Moeller és mtsai, 2005]. Ezen feliil a T3 a mitogén-aktivalt protein kinaz/extracellularis szignal
altal regulalt kinaz (MAPK/ERK1/2) és PI3K utvonalakon keresztiil a patkany alveolaris
endotél sejtekben a Na*/K*™-ATPaz (NKA) [Lei és mtsai, 2008] és L6 mioblasztokban a Na*/H*
transzporter [D’Arezzo és mtsai, 2004] aktivitasat is modulalja.

A pajzsmirigyhormonok hatismechanizmusanak 4. tipusat (1. abra) azok az esetek alkotjak,
melyekben a pajzsmirigyhormonok nem a klasszikus TR-okhoz, hanem mas
(receptor)fehérjékhez kotddve fejtik ki hatasukat. Az integrin avPB3 receptor példaul két
kotohelyet is tartalmaz a pajzsmirigyhormonok szdmara, melyek mas-mas szabalyozo6 funkciot
latnak el: az S1 doménhez k6td6dod T3 hatasara az Src és PI3K enzimek aktivitasa nd, melynek
eredményeként a TRal a sejtmagba transzlokalodik, ahol serkenti a HIF1a fehérjét kodolo gén
expresszidjat. A avp3 receptor S2 doménje T3-at és T4-et is kot, melyek a foszfolipaz C és
protein kinaz C (PKC) a enzimeken keresztiil aktivaljak a MAPK/ERK1/2-t, mely eldsegiti az
Osztrogén receptor (ER) a intracellularis transzportjat és a TR sejtmagba torténd felvételét
[Liu és mtsai, 2019].

Nem az integrin receptor az egyetlen fehérje a magreceptorokon kiviil, melyhez a
pajzsmirigyhormonok kotédni képesek a citoszolban. A TRal-et kodold érett mRNS-bol
szarmazo 4 fehérje (p43, p33, p30 és p28) mindegyike az N-terminalisan trunkalt, és mas-mas
szubcellularis lokalizaciot mutat. Kalyanaraman és mtsai azt talaltak, hogy az oszteoblasztok
proliferacidja soran a T3 a plazmamembran-asszocialt p30 fehérj¢hez kotddik, amely az
intracellularis Ca?*, nitrogén-monoxid ¢és ciklikus guanozin-monofoszfit (CGMP)
elésegitve a sejtosztodas folyamatat [Kalyanaraman és mtsai, 2014]. Gél shift kisérletekben
kimutattak, hogy a mitokondrium matrixaban talalhato p43 fehérje hasonlo affinitassal képes
felismerni a TRE elemeket, mint a teljes hossziisagii magreceptorok. Erdemes megjegyezni,
hogy a mitokondrialis genom 4 TRE-szer( szekvenciat tartalmaz, melyhez a p43 képes kotddni.
Tovabba, a p43 tultermeltetése serkenti a mitokondrium aktivasat és a mitokondriogenezist,
mig ez a hatas elmarad, amennyiben a fehérje DNS-k6t6 doménje hianyzik [Wrutniak-Cabello
¢és mtsai, 2017].

Lathatjuk, hogy a pajzsmirigyhormonok altali szabalyozas meglehetosen sokrétli, igy
belathato, hogy a fizioldgids pajzsmirigyhormon koncentracié pozitiv vagy negativ irdnyba
torténd tartos eltolodasa egyarant komoly kdvetkezményekkel jar. A tovabbiakban a toxikus
vagy szuprafiziologias mértékben megemelkedett pajzsmirigyhormon koncentracio kivalto

okait és kdvetkezményeit mutatom be, kiilonos tekintettel vizsgéalataink targyara, a vazizomra.
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1. dbra: A pajzsmirigyhormonok hatismechanizmusa. l-es tipus: a TR monomer, homo- vagy
heterodimer formaban a TRE elemhez kétédve a hormon hianyaban konstitutivan gatolja, mig a hormon
jelenlétében aktivilja a transzkripciot. 2-es tipus: a TR-0k a DNS-hez valo indirekt kotédés utjan is
képesek a génexpressziot szabdlyozni ugy, hogy mas transzkripcios faktorok miikédésére hatnak. 3-as
tipus: az ideiglenesen a citoszolban lévé TR-ok a plazmamembran kézelében talalhato kindz enzimekkel
interakcioba lépve aktiviljak azokat, melynek eredményeképpen az adott kindzrdl indulo jelatviteli
utvonalat inditanak be, igy a DNS-hez valo indirekt vagy direkt kotédés nélkiil is képesek a
legkiilonfélébb sejtbéli folyamatokat szabdlyozni. 4-es tipus: a pajzsmirigyhormonok nem a klasszikus
TR-okhoz, hanem mas (receptor)fehérjékhez kotédve fejtik ki hatasukat. Az abra a biorender.com
feliiletén késziilt. TF: transzkripcios faktor, DBD: DNS-koté domén; TR: tiroid receptor; T3: trijod-

tironin

1.2.5. A pajzsmirigy tulmiikodése: hipertireozis

A szervezet szlikségletét meghaladdé mennyiségli szabad pajzsmirigyhormon altal kivaltott
allapotot tireotoxikozisnak nevezziik. Legyakrabban a pajzsmirigy talmikodése kovetkeztében
alakul ki, ezért hipertiredzisnak is nevezik. Ritkdbb esetekben a hormontulkinalatért nem a
pajzsmirigy hiperfunkcidja, hanem a tarolt pajzsmirigyhormon fokozott kidramlasa

(tireoiditisz) vagy a pajzsmirigyt6l fiiggetlen szekrécio felelds [De Leo és mtsai, 2016].
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Szigoruan véve tehat a hipertire6zis csupan a tireotoxikézis egyik (bar leggyakoribb) oka, a
gyakorlatban ennek ellenére a két fogalmat egymds szinonimdjaként hasznaljak. A
tireotoxikdzis szamos betegség soran kialakulhat. Harom leggyakoribb oka a pajzsmirigy
hiperfunkciojaval jar: az autoimmun Graves-kor, a toxikus gobods struma és a toxikus
pajzsmirigy-adenoma [Kumar és mtsai, 2009; Doubleday és mtsai, 2019]. A tovabbiakban ezen
korképek kialakulasanak okait mutatom be réviden.

Robert Graves 1835-ben szamolt be a ndbetegeknél tapasztalt intenziv és hosszantartd
palpitacidérzésrol, melyet a pajzsmirigy megnagyobbodasa kisért [DL Williams, 2018]. Az
orvostudomany vivmanyainak koszonhetéen késobb feltartdk, hogy a betegséget a TSH-

receptor elleni autoantitestek okozzak, melyek a TSH-receptorhoz kétédve az endogén hormon

crer

crer

valamint a pajzsmirigy follikulusz sejtjeinek proliferaciojat, ami a pajzsmirigy
megnagyobbodasaval jar [Davies és mtsai, 2020]. A korképhez jellegzetes, un. endokrin
oftalmopatia tarsulhat, melyet a retrobulbaris zsirszovet felhalmozodasa és a szemizmok
gyulladasa valt ki. A Graves betegség altalaban 30 és 50 éves kor kozott jelentkezik, a nok 6-
szor gyakrabban érintettek, mint a férfiak [Smith és mtsai, 2016].

A diffaz vagy gobds struma hatterében az esetek tobbségében csokkent jodfelvétel all,
amely elégtelen mennyiségli hormon elvalasztasaval a TSH szintjének emelkedését, ezen
keresztll pedig a pajzsmirigy megnagyobboddsit eredményezi. A megfelelden miikodod
mirigyallomany felszaporodasa képes kompenzalni a hormontermelés hianyat, igy a
hormonszint helyreall, a beteg eutire6zisos allapotba keriil. A TSH altal indukalt hiperplazia és
hipertrofia kezdetben diffuz €s szimmetrikus pajzsmirigy megnagyobbodashoz vezet (struma
diffusa). Ha a taplalékkal bevitt jod mennyisége hirtelen megnd, vagy a hormonigény csdkken,
a stimulalt follikuluszham visszafejlodik és kitagult, tomeges kolloidot tartalmazo mirigyek
képzédnek (struma colloides). A valtakozo involucidés és hiperplasztikus periodusok
kovetkeztében a megnagyobbodott mirigyallomany szabalytalanna valik és kialakul a gobos
strama. A gobos strimak nagy része hormonalisan inaktiv, de kis résziik tireotoxikozissal jar,
melynek hatterében gyakran TSH-fiiggetlen, autondm nodulusz kialakulasa all [Kumar és
mtsai, 2009; Khalid és mtsai, 2021].

A pajzsmirigy-adenomak a pajzsmirigy joindulata daganatai, a follikuluszok epitélsejtjeibol
szarmaz6 gOmbolyded, szoliter elvaltozasok. Tobbségilik inaktiv, néhdny szazalékukban
¢szlelheté hormontermelés (toxikus adendoma). A toxikus adenémaék kialakulasa elsdsorban a

crer

kovetkeztében a pajzsmirigyen beliil, a TSH szabalyozasa alol kikertilt gobok autondm méddon
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termelik a pajzsmirigyhormonokat. Ezzel szemben a pajzsmirigy egyéb teriileteinek
hormontermelése jelentdsen csokken. A hormonfelesleg tiinetekkel jaro hipertireozist valt ki,
izotdpos vizsgalattal pedig un. ,,forrd” gob mutathat6 ki. A TSH receptorrol induld jelatviteli
utvonalat érintd6 mutaciok a toxikus adenomak tobb mint felében megfigyelhetok. Hasonld
mutaciokat a fentebb emlitett toxikus gobds strumak egy részében is leirtak [Tonacchera és
mtsai, 2003; Paschke ¢s mtsai, 1996].

A pajzsmirigy hiperfunkcidja kovetkeztében fellépd tireotoxikozis altalanos tiinetei kozé
tartozik a puha, meleg bor, hdintolerancia, intenziv izzadas, az anyagcsere fokozodasa és a
megtartott étvagy melletti fogyas. Gyakori a palpitacio és a tahikardia. A betegek rendszerint
idegesek, ingerlékenyek, tremoruk van. Az esetek 50%-ban proximalis izomgyengeség 1ép fel
[Doubleday és mtsai, 2019; Kudrjavcev, 1978].

A hipertire6zis a klinikai tlinetek és laboreredmények alapjan diagnosztizalhato. A kivaltd
nagyfoku érzékenysége és specificitdsa miatt, és mert a TSH szintje mar a betegség legkorabbi
fazisaban csokkenni kezd, amikor a klinikai tiinetek még alig érzékelheték [De Los Santos és
mtsai, 1988]. Az alacsony TSH érték altalaban a szabad T4 szintjének emelkedésére utal, de
bizonyos esetekben a tiineteket a nagyobb mennyiségben keringd T3 idézi el6. Ha a TSH és a
szabad pajzsmirigyhormon szintje igazolta a tireotoxikézis fennallasat, pajzsmirigy

szcintigrafiaval a kivalto okot is tisztazni lehet [Kumar és mtsai, 2009; Mariani és mtsai, 2021].

1.3. A hipertiredzis hatisa a vazizomra

A hipertire6zis a szervezet valamennyi szovetére €s szervére hat, kiilonds tekintettel az
ember testtomegének koriilbeliil 40%-at kitevé vazizomzatra [Kim és mtsai, 2016], amely -
amellett, hogy biztositja szamunkra a testtartast, a mozgast, a 1égzést vagy a beszédet- olyan
alapveto jelentéségili folyamatokban is fontos szerepet jatszik, mint az energiatermelés vagy a
glikoz- és lipidhomeosztazis [Salvatore és mtsai, 2014; Lombardi ¢és mtsai, 2015].
Kovetkezésképpen barmely, a vazizmot érinté valtozas jelentOs hatast gyakorol a szervezet
egészének miikodésére.

A vazizom felépitési egysége a tObbmagvu, hardntcsikolt izomrost. Az emldsok
vazizomrostjainak 4 6 tipusat ismerjiik: 1, 2a, 2x és 2b (2. abra). Ragcsalok esetén a kiilonb6z6
tipusu izomrostokat arab szammal, mig a human eredeti izomrost tipusokat romai szammal
szokas jelolni, igy disszertaciom megirdsanal is ezt a jeldlést alkalmaztam. A kiilonbozd tipust
rostokat elsésorban a kontraktilis tulajdonsagaikat meghatarozo miozin nehézlanc (MyHC)

izoforma és mas kontraktilis fehérjék expresszidja és aktivitasa, valamint az anyagcseréjiik
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alapjan kiilonitjiik el egymastol. A kisebb atmérdjii 1-es tipusu rostok MyHC 1 és 2a tipusu
Ca?*-ATPazt (SERCA2a) expresszalnak, lassu osszehuizodasuak, nem firadékonyak,
szarkoplazmas retikulumuk gyengén fejlett. Mitokondriumban gazdagok és kiterjedt
kapillarishal6zattal rendelkeznek. A szarkoplazmaban 1év6 nagy mennyiségii mioglobin adja
jellegzetes vords sziniiket. Ezen feliil magas trigliceridtartalom és a szarkoplazma alacsony
glikogéntartalma jellemzi (2. abra). Dontéen aerob anyagcserét folytatnak, melynek
lizemanyaga a glikolizisbdl szdrmazo piruvatbdl a piruvat-dehidrogenaz enzim aktivitdsa
nyoman eldallitott, vagy a szabad zsirsavak p-oxidaciojabol keletkezé acetil-CoA, ami a
mitokondrialis oxidativ foszforilacioban hasznosul. A folyamat soran 36-38 mol ATP / mol
gliikoz keletkezik, biztositva a kontrakcio teljes ATP igényének hosszatavi fedezését. Ezzel
szemben glikolitikus kapacitasuk és foszfokreatin szintjiik alacsony [Schiaffino és mtsai, 2011;
Bloise és mtsai, 2018].

A nagyobb atmérdjli 2-es tipusu rostok gyors 6sszehtizodasuak, szarkoplazmas retikulumuk
jol fejlett, SERCAla-t expresszalnak, a rostokat kevésbé dus kapillarishalozat veszi koriil az 1-
es tipusu rostokhoz képest. Energiasziikségletiiket anaerob glikolizisb6l fedezik, ami
energetikailag kedvezétlen, de gyors modja az ATP elballitasanak (2-3 mol ATP / mol gliikoz).
Az ehhez sziikséges gliikoz az extracellularis térbdl vagy a szarkoplazmaban raktarozott
glikogénbdl szarmazik, a folyamat végterméke laktat. A fehér szinti, MyHC 2b fehérjét
expresszald 2b tipusu rostok igen magas glikogén- és foszfokreatintartalmuknak koszonhetéen
nagy erokifejtésre képesek, melyhez kevés szamu, kisméretli mitokondrium tarsul, ezért
intenziv igénybevétel esetén hamar elfaradnak (2. abra). Ezzel szemben a rézsaszin, MyHC 2a
fehérjét expresszald 2a tipust rostok oxidativ és glikolitikus kapacitdsa egyarant nagy,
koszonhetden a magas mitokondrium-, foszfokreatin- és mioglobin tartalomnak, ennélfogva
kevésbé faradékonyak, azonban kisebb erékifejtésre képesek a 2b tipusu rostokhoz képest (2.
abra). A human véazizmokban az MyHC 2b nem detektalhato, annak ellenére, hogy a fehérjét
kodold gén (MYH4) megtaldlhato a genomban. A 4 rosttipus koziil a legkésobb felfedezett,
MyHC 2x fehérjét expresszald 2x tipusu rostok tulajdonsagaikat tekintve atmenetet képeznek
a 2a és 2b tipusu rostok kozott (2. dbra). Erdemes megjegyezni, hogy a patkany és egér 2x
tipusu rostokkal ellentétben a human IIx tipust rostok rendelkeznek a legalacsonyabb oxidativ
kapacitassal a tobbi rosttipushoz viszonyitva [Schiaffino és mtsai, 2011; Bloise és mtsai, 2018].
Bar léteznek olyan izmok, melyek szinte kizardlag egyféle rosttipusbol épiilnek fel, pl. a
ragcsalok m. soleus izma (1-es tipus), a legtobb eml6és vazizomban az 1-es és 2-es tipusu rostok
kombinacioja figyelhetd meg, melyekben az expresszalt MyHC fehérjék mindsége és

mennyisége jellemz6 az adott izomra.
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2. dabra: A vazizmot felépité kiilonbozd tipusu rostok. Az 1-es tipusu rostok MyHC 1 fehérjét (MYHT)
és SERCA2a-t expresszalnak, szarkoplazmas retikulumuk gyengén fejlett. Mitokondriumban gazdagok
és kiterjedt kapillarishalozattal rendelkeznek, emellett foszfokreatin- és glikogéntartalmuk alacsony. A
szarkoplazmadban 1évé nagy mennyiségii mioglobin adja jellegzetes voros sziniiket. A 2-es tipusii rostok
gyors osszehuzodasuak, szarkoplazmas retikulumuk jol fejlett, SERCAla-t expresszalnak, a rostokat
kevésbé dus kapillarishalézat veszi koriil. A fehér szinii MyHC 2b-t (MYH4) expresszalo 2b tipusu rostok
igen magas glikogén- és foszfokreatin tartalmiak, melyhez kevés szamui, kisméretii mitokondrium tdarsul.
Ezzel szemben a rézsaszin, MyHC 2a-t (MYH2) expresszdlo 2a tipusu rostok magas mitokondrium-,
foszfokreatin- és mioglobin tartalommal rendelkeznek. A 4 rosttipus koziil a legkésébb felfedezett,
MyHC 2x (MYH ) fehérjét expresszalo 2x tipusii rostok tulajdonsdagaikat tekintve atmenetet képeznek a
2a és 2b tipusu rostok kozott. Az abra a biorender.com feliiletén keésziilt. MYH: miozin nehézlancot
kédolo gén; SR: szarkoplazmatikus retikulum; GLUTY4: gliikoz transzporter 4, SERCA: szarko-

endoplazmatikus Ca?*-ATPdz

Az érett vazizomrost MyHC Osszetétele és ezaltal a fenotipusa dinamikusan véltozo, melyet
a beidegzés és a szervezet miikodésében betoltott funkcid mellett szamos hormonalis faktor -
kiilondsképpen a pajzsmirigyhormonok- befolyasolnak. Az 1-es tipusu rostokra jellemz6 lasst
fenotipus kialakitasaért és fenntartasaért nagyrészt a beidegzé motorneuronoktol szinte
folyamatosan érkezd alacsony frekvencidju stimulusok feleldsek, mig a 2-es tipusti rostok gyors
fenotipusara jellemz6 tulajdonsagok megjelenését a beidegzés csak kisebb részben befolyasolja

[Gambke és mtsai, 1983; Pette és mtsai, 2001]. A pajzsmirigyhormonok a beidegzéssel

21



ellentétes hatast fejtenek ki, melyek a gyors fenotipusra jellemz6 kontraktilis fehérjék
expressziojanak transzkripcids szintli szabalyozasa révén a 2-es tipusu rostok kialakulasat
indukaljak. Hipertire6zis soran a pajzsmirigyhormonok magas koncentracioja a MyHC
izoformak eltolodasat okozza: a kiindulasi rosttipustol fliggéen az MyHC 1-bdl 2a, a 2a-bol 2x,
a 2x-bol pedig 2b lesz [lzumo és mtsai, 1986]. Ennek megfeleléen a tisztan gyors tipusu
rostokbol felépiild izmok kevésbé érzékenyek a pajzsmirigyhormonok mennyiségi valtozasaira,
mig a lassu, illetve kevert tipusi izmok rostosszetételét a pajzsmirigy megvaltozott
hormontermelése jelent6s mértékben atalakithatja. Az atalakuld izomban a MyHC fehérjék
mellett mas kontraktilis fehérjék, pl. a miozin konnytilanc (MLC) csalad vagy a Ca®*
homeosztazist szabdlyoz6 rendszer tagjai, tovabba az energiahdztartasban és a gliikkoz
homeosztazisban szerepet jatszo enzimek expresszioja és/vagy aktivitasa is megvaltozik [Pette
¢s mtsai, 1997; Arai és mtsai, 1991]. A 2-es tipust rostokra jellemz6 SERCAla izoforma
expressziojat a pajzsmirigyhormonok nagymértékben stimulaljak [Simonides és mtsai, 1996].
Az 1-es tipusu rostokban taldlhato6 SERCA2a izoforma expresszidja kezdetben szintén nd a
pajzsmirigyhormonok hatasara, viszont a tartosan magas hormonszintek végiil ezen fehérjék
represszalasat eredményezik [van der Linden és mtsai, 1996]. Ily médon a gyors tipusi MyHC
és SERCA izoformak térnyerése a szarkoplazmatikus retikulum Ca?* transzport kapacitasanak,
illetve a kontrakcié ¢és relaxacio sebességének novekedéséhez vezet, ami az energia
képzddésének és felhasznalasanak sebességére is kihat; ez magasabb nyugalmi energia
»turnover’-ben és a kontrakcié kisebb energetikai hatékonysdgaban nyilvanul meg a
vazizomban hipertiredzis esetén.

A pajzsmirigyhormonok altal indukalt megnovekedett ATP fogyasztassal a vazizom az ATP
termeld apparatus kapacitasanak mennyiségi €s mindségi valtoztatasaival probal 1€pést tartani:
a gyorsabb ATP-termelés iranti igényt részben a glikolitikus kapacitas emelkedése elégiti ki.
Ennek soran a glikolizisben keletkez6 NADH elsésorban a piruvat laktatta torténd redukalasara
forditodik, viszont, ahogy azt az el6zéekben is lattuk, ez energetikailag kedvezétlenebb modja
a piruvat felhasznalasanak és az ATP eldallitasanak. Hipertiredzis soran a glikolizis meredek
emelkedése okozta novekve laktatszint és az ATP-termelés hatékonysaganak csokkenése
kovetkeztében az izom hamarabb elfarad, melyet a glikogén raktarak gyorsabb kimeriilése kisér
[Simonides és mtsai, 2008]. Fiziologias allapotban, aerob koriilmények kozott a citoszolikus
NADH egy része a glicerofoszfat inganak koszonhetéen a mitokondrialis oxidativ
foszforilacioban hasznosul. A glicerofoszfat inga a mitokondriumhoz iranyitja a redukald
ekvivalenseket, melyek nem az I-es, hanem a lll-as komplexen keresztiil 1épnek be az

elektrontranszportlancba, 3 helyett 2 mol ATP / NADH képzddését eredményezve [Silva,
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2006]. A kiilonbség hé formajaban szabadul fel, az energia izommunka szempontjabol nem
felhasznalhato. A pajzsmirigyhormonok az elektronok ubikinonra val6 transzferalasat végzo
mitokondrialis glicerol-3-foszfat dehidrogenaz (mGPDH) expresszidjanak fokozasan keresztiil
serkentik a glicerofoszfat inga mitkodését [Diimmler és mtsai, 1996; Weitzel és mtsai, 2001],
ezaltal n6 a hétermelés, viszont a mitokondrialis ATP-termelés hatékonysaga csékken, ami
hipertire6zisos allapotban még kifejezettebb. Ez a jelenség elsdsorban a Ila tipusu rostokban
jatszik  fontos szerepet. Ez utobbi mechanizmust fontos megkiilonboztetni a
pajzsmirigyhormonok 4ltal indukalt mitokondrialis protonszivargastél, melyben a
pajzsmirigyhormon-talkinalat a mitokondrialis 1égzés és az ATP szintézis szétkapcsolasat
végz6 uncoupling protein 3 (UCP3) expresszidjanak novelésén keresztiil szintén rontja az
oxidativ foszforilacidé hatékonysagat, mikdozben hé szabadul fel [Queiroz és mtsai, 2004;
Simonides és mtsai, 2008].

A pajzsmirigyhormonok nagy hatast gyakorolnak a sejtmembranban talalhato ATP-
fogyasztd heterotrimer pumpafehérjére, a NKA-ra is, ami 3 Na*-t pumpal ki a sejtbdl és 2 K*-t
transzportal be a sejtbe koncentraciogradiensiikkel szemben. Az ion- és vizhomeosztazis
szabalyozasan felil a NKA gondoskodik a membranpotencial fenntartasardl és egyes
molekulak Na*-kapcsolt transzportjarol is. A NKA-nak kimondottan nagy jelentésége van a
vazizomban, ugyanis itt talalhato az egyik legnagyobb és legdinamikusabb NKA tartalom a
szervezetben. A pajzsmirigyhormonok kétféle mechanizmuson keresztiil serkentik a NKA
aktivitasat. Egyrészt fokozzak a Na* és K* fiziologias koriilmények kozott is megfigyelhetd
szivargasat [Pirkmajer és mtsai, 2016], melyek ezaltal passzivan aramlanak be a sejtbe és
tavoznak el a sejtb6l, ami azt vonja maga utan, hogy a NKA-nak tobb ATP-re van sziiksége
feladata ellatasahoz. Masrészt a pajzsmirigyhormonok a NKA expressziojat is novelik a
vazizomban, ami hipertire6zisban tovabb fokozodik [Riis és mtsai, 2005].

Mindent 6sszevetve elmondhatd, hogy hipertiredzis soran a vérben keringé mar-mar toxikus
mennyiségli pajzsmirigyhormon az izom rostdsszetételét nagymértékben atalakitja. A gyors
tipust rostok szamanak novekedése kovetkeztében a kontrakceio €s a relaxacio sebessége, illetve
ebbdl eredden az energiatermelés és felhasznalas sebessége is megnd. A pajzsmirigyhormonok
ezen felil az izomsejtekben talalhatd nagy energiafogyasztd fehérjék (SERCA, NKA)
expresszidjat és/vagy aktivitasat is serkentik. Mindezek fenntartasahoz tobb ATP gyorsabb
eléallitasara van sziikség, azonban a laktatkivalasztas és a termogenezis emelkedése miatt az
ATP-termelés hatékonysaga csokken, igy a sejtek gliikozigénye megnd. A megndvekedett
gliilkdz iranti igényt egyrészt a raktarozott glikogén fokozott lebontasabol, masrészt az

extracellularis gliikoz felvételének serkentésébdl probalja fedezni a sejt.
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A vazizom gliikdzfelvétele inzulin-fiiggd (3. dbra). Fiziologias koriilmények kozott a gliikoz
felvételének eldsegitésén til az inzulin fokozza a gliikoz foszforilacidjat, a glikogén szintézisét,
a glikolizist és a gliikdz oxidaciojat a vazizomban [Dimitriadis és mtsai, 2004]. A vazizom

inzulin altal medialt gliikkozfelvétele soran az inzulin k6tédik a szarkolemmaban talalhat6 inzu-

glitkoz
o0
® o
GLUT4
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3. abra: A vazizom inzulin medialt gliikozfelvétele. A vazizom inzulin altal medialt gliikozfelvétele
soran az inzulin kétodik a szarkolemmaban talalhato IR extracellularis o alegységéhez, melynek
hatasara a B alegység meghatarozott Tyr oldallancokon autofoszforildalodik, majd foszforildalja a hozza
kapcsolodo IRS1 fehérjét. A Tyr oldallancokon foszforilalt IRS1 fehérje dokkolo helyet biztosit a PISK
szamdra. Az aktivalédott PI3K enzim membrdnban megjelend produktumai a PKB/AKt enzim
membranhoz vald kotédését és aktivalodasat idézik eld, ami az intracellularis vezikulakban tdarolt
GLUT4 transzporter fehérjék szarkolemmdaba valo transzlokaciojat indukdlja. Az abra a biorender.com

feliiletén kesziilt.

lin receptor (IR) extracellularis o alegységéhez, ami olyan konformaciovaltozast idéz eld,
melynek hatasara a 3 alegység felszabadul a gatlas alol és meghatarozott Tyr oldallancokon
autofoszforilalodik. Miutan aktivalodott, a receptor szamos szubsztratot képes foszforilalni,
koztik az IR foszfotirozin oldallancaihoz Kapcsolodo inzulin receptor szubsztrat 1 (IRS1)
fehérjét. A Tyr oldallancokon foszforilalt IRS1 fehérje dokkold helyet biztosit a regulator
alegységén src homologia 2 (SH2) doménnel rendelkez6 PI3K szamara. A PI3K enzim a

kotédés hatasara konformdacidvaltozast szenved és aktivaldodik. Az aktivalodott PI3K enzim
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membranban megjelend produktumai a protein kinaz B/Akt (PKB/Akt) enzim membranhoz
vald kotddését és aktivalodasat idézik eld, ami az intracellularis vezikulakban tarolt GLUT4
GLUTA4-rdl ismert, hogy expresszidja a T3 altal transzkripcidésan regulalt [Zorzano és mtsai,
2005], ami hipertire6zis hatasara fokozodik a vazizomban [Casla és mtsai, 1990].

Az inzulinrezisztencia a szovetek normal inzulin koncentraciora adott csokkent valaszado
képességét jelenti. Bar szdmos genetikai €s fiziologiai faktor kozrejatszik az inzulinrezisztencia
kialakulasaban és stulyosbitasaban, human alanyok bevonasaval késziilt tanulmanyok az IRS
fehérjék megvaltozott aktivitasat jelolik meg, mint az inzulinrezisztencia hatterében allo k6zos
mechanizmust [Copps és mtsai, 2012; Karlsson és mtsai, 2007]. Az IRS1 a Tyr oldallancok
mellett Ser/Thr oldallancokon is foszforilalodhat, melyek poziciotol fiiggd modon serkentik
vagy gatoljak a fehérje aktivitasat. Az inzulin hatdsara aktivalodo PKB/Akt &ltali Ser
foszforilacido példaul védelmet nyljt a tirozin foszfatdzok ellen, pozitiv visszacsatolasi
mechanizmussal aktiv allapotban tartva az IRS1-et [Paz és mtsai, 1999]. Az inzulin azonban
mas Ser/Thr kinazokat is aktival, mint példaul az ERK-t, a c-Jun N-terminalis kinazt (JNK), a
PKC-t, vagy a mammalian target of rapamycint (mTOR), melyek meghatarozott oldallancok
foszforilalodasat indukaljdk és negativ visszacsatolasi mechanizmussal gatoljdk az IRS1
mikodését, ami az inzulinhatds megszlinésével jar. Az mTOR ¢és a JNK altali Ser307-es
foszforilacio példaul gatolja az IR és az IRS1 kdzotti kolesonhatast, mig a PI3K kotésért felelds
Tyr oldallancok kozelében taldlhatdé Ser612-es oldallanc ERK altali foszforilacidja a PI3K
kotodését akadalyozza. Lathatjuk, hogy az IRS1 pozitiv Tyr/Ser foszforilacidja és negativ Ser
foszforilacigja kozotti egyensuly milyen fontos szerepet jatszik a fehérje aktivitasanak
szabalyozasaban, ezéltal pedig a normal inzulin-jelatvitelben. Ez az egyenstly kiilonb6z6
stresszhatasok (pl. betegségek) és molekulak (pl. hormonok, aminosavak, citokinek, zsirsavak)
hatasara felborulhat, ami a negativ Ser foszforilacio tilsulyba kertilését és inzulinrezisztencia
kialakulasat eredményezi [Tanti és mtsai, 2004].

Sokaig ugy vélték, hogy a hipertiredzist gyakran kiséré inzulinrezisztencia csak a majra
korlatozodik és a periférian talalhato szerveket nem érinti, azonban egyre né azon tanulmanyok
szama, melyekben csokkent periféridlis inzulinérzékenységrol és gliikoz intoleranciarol
szamolnak be [Shen és mtsai, 1988; Dimitriadis és mtsai, 1997; Mitrou és mtsai, 2010].
Dimitriadis és mtsai kimutattak, hogy hipertiredzis soran a posztprandialis periddusban
(fiziologias inzulin koncentracio mellett) a vazizom nettd gliikozfelvétele csokken, ami a
véraramlas sebességének novekedése miatt rejtve marad [ Dimitriadis és mtsai, 2008]. Ez felveti

annak a lehetdségét, hogy a vazizom inzulin medialt gliikkozfelvételének hipertiredzis soran

25



bekovetkezd rendellenességét az intracellularis gliikoz metabolizmusért felelds jelatviteli

utvonal(ak) hibaja okozza.

1.4. ASMTNLL1 mint a vazizom plaszticitas szabalyozo eleme

A vazizom inzulinrezisztencidjanak egyik potencialis szabalyoz6 eleme a vizsgalataink
kozéppontjaban allo SMTNLI1 fehérje. A SMTNLI1 vagy régebbi nevén CHASM (calponin
homology-associated smooth muscle protein), a gasztrointesztinalis simaizombdl izolalt
fehérje, ami a smoothelin (SMTN) fehérjékkel mutat szekvenciahomologiat [Borman és mtsai,
2004]. A vékony- és vastagbélben, a hugyholyagban, a szivben és az aortaban is expresszalodik,
de a vazizomban ezen beliil is a Ila tipusu rostokban expresszalodik a legjelentésebb mértékben
mind az egerek mind az emberek esetén [Wooldridge és mtsai, 2008]. C terminalisan (342-459)
a tobbi SMTN fehérjéhez hasonléan kalponin homologia (CH) doménnel rendelkezik, mig N-
termindlis vége (1-341) rendezetlen, ,,bolyhos” szerkezetli (4. dbra). A CH domén a
kalmodulinhoz, illetve a tropomiozinhoz valdé kotédéshez sziikséges, azonban a SMTN
csaladba tartozo fehérjékkel ellentétben F-aktinhoz nem kapcsolodik [Ishida és mtsai, 2008;
Ulke-Lemée és mtsai, 2014; 2015].

PR kotés @ TBD

N-terminalis D CH-domén U C-terminalis
A A A
gl CBD1 CBD2
lokalizacids
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4. abra: A SMTNLI1 fehérjeszerkezete. A SMTNLI fehérje C terminalisan (342-459) CH doménnel
rendelkezik, mig N-terminalis vége (1-341) rendezetlen szerkezetii. A CH domén a kalmodulinhoz, illetve
a tropomiozinhoz vald kotddéshez sziikséges, azonban F-aktinhoz nem kapcsolodik. A fehérje
intracellularis lokalizaciojat a CH domén kézelében talalhato Ser301-es oldallanc foszforilacios
dllapota szabja meg, ami a ciklikus nukleotid fiiggd kindzok célpontia a sima- és vdzizomban. A
foszforilacio feltehetéen olyan konformdcioviltozdst idéz eld, ami a foszforilacios helytél N-
terminalisan elhelyezkedd magi lokalizacios szignalt expondlja. Az dbra a biorender.com feliiletén

keésziilt. PR: progeszteron receptor; TBD: tropomiozin kot domén; CBD: kalmodulinkété domén
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A SMTNL1 fehérje intracellularis lokalizaciojat a CH domén kozelében talalhatd Ser301-es
oldallanc foszforilacios allapota szabja meg, ami a ciklikus nukleotid fliggé kinazok,
nevezetesen a protein kinaz A és G (PKA/PKG) célpontja a sima- és vazizomban [Borman és
mtsai, 2004; Wooldridge és mtsai, 2008] (4. abra). A SMTNLI HeLa sejtekben vald
overexpresszidjanak eredményeképpen a defoszforilalt fehérje a citoszolban halmozodik fel, de
B-adrenerg stimulaciot kovetden a sejtmagba transzlokalodik. A foszforilacio feltehetden olyan
elhelyezkedd, a fehérje defoszforilalt allapotaban nem hozzaférhetd magi lokalizaciés szignalt

exponalja (4. abra). A foszforilacios hely Ser aminosavanak Ala-ra mutalasa blokkolja a

cyey

crer

szelektiven, de ligandfiiggd modon képes kotddni a progeszteron receptorhoz (PR) és
transzkripcids represszorként funkcionalva gatolja a PR altal szabalyozott gének kifejezddését
[Bodoor és mtsai, 2011] (5. abra).

A SMTNLI fehérje figyelemreméltd abban a tekintetben, hogy nemtdl fiiggéen képes
szabalyozni a vazizom kiillonboz6 stresszhatasokra (pl. edzés, vemhesség) bekovetkezo
adaptalodasat. A SMTNLI fiziologiai jelentéségének megallapitasara a fehérje 3-8 exonjait
(230-421 aminosavakat kodolo szakasz, ami tartalmazza a Ser301 foszforilacios helyet és a CH
domént) célzott géndelécidval eltavolitottak, SMTNLI1 génkiiitott (KO) egereket hozva 1étre.
Az egerek embrionalis fejlodése, az utddok mérete és alapaktivitasa kezdetben normalisnak
bizonyult [Wooldridge és mtsai, 2008], azonban tobb ezer szaporulatot kovetden Bodoor és
mtsai megfigyelték, hogy az embrionalis letalitas szignifikdnsan nagyobb, az utddok kisebbek,
a vemhesség nehezebben alakul ki és az Gjsziilott him utodok szama meghaladja a néstények
szamat, ami Osszességében egy gyengébb reprodukcids fenotipusra, valamint a populacio
reproduktiv fitneszének csokkenésére utal [Bodoor és mtsai, 2011]. A m. soleus izombol
készitett metszetek elektronmikroszkopos vizsgalata nem mutatott valtozast az izom
ultraszerkezetében a SMTNLI kiiitésének hatasara. A SMTNL1 KO egerek 5 hetes
alloképességi edzése és az azt kovetd terheléses vizsgalatok ravilagitottak, hogy a him KO
egerek szignifikansan késébb faradnak el, tobbet futnak és a munkavégzésiik is nagyobb a vad
tipusu (WT) tarsaikhoz képest, mig a ndstény KO egerek teljesitménye nem kiilonbozik
delécidja a vazizom rostdsszetételének atalakitasat indukalja: a mozgasszegény KO egerek m.

plantaris izma alapallapotban tobb 2a és kevesebb 2b rostot tartalmaz a WT egerekhez képest,
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hasonldan az 5 hetes tréningen atesett WT egerekhez, mikozben a SMTNLI delécidja az 1 és
2x tipusu rostokra nincs hatassal. A KO egereken végzett tovabbi vizsgélatok feltartak, hogy az
egerek testsulya, izomtomege, vérnyomadsa, gliikdztolerancidja, szérumértékei nem valtoztak
jelent6sen, minden érték a normal tartomanyba esett [Wooldridge és mtsai, 2008].

szerepet jatszik. A vemhes SMTNL1 KO néstény egerek m. plantaris izmanak western blot
analizise ¢és immunhisztokémiai tipizaldsa feltarta, hogy a MyHC 2b fehérjék expresszidja
szignifikansan n6, a MyHC 2a fehérjék expresszidja csokken, ami a 2b/2a tipusu rostok
aranyanak eltolodasaval jar. A 2b tipusu rostok szaménak emelkedése ndveli az izomero6t,
ezaltal képessé téve az anyaallatot a fejlodé magzat sulya jelentette teher jobb tolerdlasara a
vemhesség késéi szakaszdban. A vazizom fizikai erejének, teherbirdsdnak novelése ezért
kiemelten fontos az anyaallat szamara. A tanulmanyt jegyz6 kutatok vemhes és nem vemhes
SMTNL1 KO egerek 1égzési hanyadosanak meghatarozasat is elvégezték, melynek értékébol
kovetkeztetni lehet a szervezet altal felhasznalt makrotapanyagok egymdshoz viszonyitott
aranyara. Azt tapasztaltak, hogy a nem vemhes SMTNL1 KO egerek foként a szénhidratokat
hasznositjak lizemanyagként a zsirsavakkal és fehérjékkel szemben. Ezen feliill azt is
megfigyelték, hogy a SMTNL1 KO egerek aktivitasa jelentésen Kisebb volt a WT egerekéhez
képest, ami a metabolikus hatékonysag csokkenésére utal. Az intraperitonealis gliikkoztolerancia
teszt kimutatta, hogy a SMTNL1 KO egerek csokkent gliikoztoleranciaval rendelkeznek. A
csokkent gliikdztolerancia eredményeképpen kialakulé inzulinrezisztencia feltehetéen a
SMTNLI1 kiiitése kovetkeztében lecsokkend GLUT4 és IRS1 expresszid kovetkezménye
[Lontay és mtsai, 2015].

A SMTNL1-rél kimutattak, hogy a MP enzim szabalyozasaban is részt vesz a vazizom
fejléddése soran. A MP egy heterotrimer fehérje, ami egy 37 kDa katalitikus alegységbdl (PP1c),
egy 110-130 kDa regulator alegységbdl (MYPT) és egy maig ismeretlen funkcioju 20 kDa
alegységbdl (M20) épiil fel [Matsumura és mtsai, 2008; Somlyo és mtsai, 2007]. A MYPT
regulator alegységnek harom izoformajat ismerjik (MYPT1, MYPT2, MYPT3), melyek
feladata a katalitikus alegység kiilonboz6 szubsztratokhoz valo iranyitasa, illetve a holoenzim
aktivitasanak szabalyozasa. Az izoformak koziil a MYPT1-et a simaizomban azonositottak, de
a legtobb eukariota sejtben megtalalhat6, a MYPT2 és MYPT3 foként a szivben, a vazizomban
¢s az agyban expresszalodik [Okamoto és mtsai, 2006]. A MP holoenzim aktivitasanak
szabalyozéasara tobbféle mechanizmus jott lére, melyek koziil a legalapvetobb a MYPT

regulator alegység Ser/Thr kindzok altali foszforilacioja, ami a holoenzim aktivalasat vagy

crer

28



példaul gatld hatasu [Ichikawa és mtsai, 1996; Muranyi és mtsai, 2005]. A MP enzimaktivitas
szabalyozasanak masik moddja fehérje-fehérje kdlesonhatasok kialakitasan keresztiil valosul
meg. Ezen interakcids partnerek egyike a SMTNLI fehérje, ami defoszforilalt allapotaban a
MYPT1 alegységhez kozvetleniil kotodik a citoszolban. Ez a jelenség az ismert rosttipusok
koziil egyeldre csupan a 2a tipust rostokban figyelheté meg, mivel jelenlegi tudasunk szerint a
SMTNLI és a MYPT1 is csak ezekben a rostokban expresszalodik. A Ser301-es oldallanc
foszforilacigja kovetkeztében a SMTNLI1 disszocidl a MYPTI1-rél és a sejtmagba
transzlokalodik, igy a MP enzim felszabadul a gatlas alol (5. abra). Az Gjsziilott WT egerek m.
soleus és m. plantaris izmaban a SMTNLI1 és a MYPT1 alacsony szinten expresszalodik,
azonban az allatok fejlédése soran sokszorosara nd. Ez az emelkedés mindkét fehérje esetén
magasabb a kifejlett him WT egerekben a ndstényekhez képest. Mind a him, mind a néstény
SMTNL1 KO egerekben a MYPT1 expresszidja forditott mintazatot mutat, tehat kezdetben
magas majd a fejlédés elérehaladtaval csokken, ami korrelal a holoenzim aktivitasaval [Lontay
¢s mtsai, 2010].

@ PKA/PKG R

transzkripcios és
enzimregulatorok
szerkezeti fehérjék

5. abra: A SMTNLI fehérje eddig ismert funkcioi. A SMTNLI fehérje defoszforilalt allapotiban a
MYPTI alegységhez kézvetleniil kétodik a citoszolban. A Ser301-es oldallainc PKA/PKG dltali

foszforilaciojat kévetden disszocial a MYPTI-rél és a sejtmagba transzlokdlodik, igy a MP enzim

crer

transzkripcios represszorként funkciondlva szamos gén expressziojat gatolja. Az dbra a biorender.com

feliiletén késziilt. R: receptor; L: ligand
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A MP enzim SMTNLI éltali szabalyozasanak jelentdsége a vazizom miikodésében egyeldre
nem tisztazott. A MP enzimrdl kiilonb6z6 sejtvonalakban kimutattak, hogy regulator
alegységének foszforilacid altali gatlasa (HepG2, m4j), reguldtor alegységének csendesitése
(HeLa, méhnyak; HaCaT, bdér), valamint katalitikus alegységének farmakoldgiai gatlasa
mtsai, 2005; Xia és mtsai, 2004; Horvath és mtsai, 2018]. A vizsgalt sejtvonalak nagyfoku
kiilonbozdésége alapjan ugy tlinik, hogy a MP enzim szabdlyozésa sejttipustdl fliggetleniil
befolyasolja a sejtek migracios képességét. Mivel a migracid a vazizom fejlédésében is fontos
szerepet jatszik €s mert a vazizom progenitor sejtjeinek migracidja hipertiredzis soran kevésbé
tanulmanyozott, ezért kutatdsaimat ebben az iranyban folytattam tovabb, a SMTNLI fehérje
potencialis szabalyozd szerepét is vizsgalva ezen folyamatokban. A vazizom modellezésére a
normal felnétt néstény C3H egerek combizmabol 1étrehozott, immortalizalt C2C12 mioblaszt

sejtvonalat haszndltam, ami egy széles korben haszndlt modellrendszer a vazizom

------

crer

------

miogenezisnek nevezzilk. A miogenezis szabalyozasa kiilonb6zd transzkripcids faktorok
hierarchikus expresszidjan keresztiil valosul meg, melyet az extracellularis faktorok és a sejt
differenciacios allapota hataroz meg [Bentzinger és mtsai, 2012]. A miogenezist kontrollalo
faktorok koziil kiemelkedd jelentésége van a pajzsmirigyhormonoknak és az ezek
hatdsmechanizmusaban résztvevd fehérjéknek, kiilonos tekintettel a DIO2 enzimre és a TR a
izoformajara. A mioblaszt sejtek proliferativ fazisa soran a TRa -a T3 jelenlététdl fiiggetlentil-
gatolja a differenciacio elérehaladasat serkentd transzkripcios faktorok, mint a mioblaszt
determinalo fehérje 1 (MyoD1) és a miogenin expresszidjat [Daury és mtsai, 2001], mikézben
a MyoD1 negativ visszacsatolasi mechanizmussal a TRa transzkripcios aktivitasat indukalja
[Busson és mtsai, 2006]. A differencialodé mioblasztokban a DIO2 expresszidja nd, ami az
intracellularis T3 koncentracid novekedésével jar. Ez esszencidlis a miogenezis
elérehaladasahoz, amit a DIO2 KO egerek rendellenes vazizom fejlodése is alatimaszt [ Dentice
¢s mtsai, 2010]. A novekvo T3 szint kdvetkeztében a differenciaciot gatlo hatasu transzkripcios
faktorok, mint amilyen az aktivator fehérje 1 (AP-1) represszalodnak, ezaltal fokozodik a
MyoD1 és a miogenin expresszidja [Cassar-Malek és mtsai, 1996]. A miocitak miotubulusokka

.....

nélkiilozhetetlen a vazizomrostok kontraktilis és anyagcsere-tulajdonsagait meghatarozo
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fehérjék kifejezOdéséhez, kiilonos tekintettel az MyHC és SERCA fehérjékre [Ambrosio és
mtsai, 2017; Marsili és mtsai, 2010] (6. abra). Végiil, de nem utolsésorban Wu és mtsai
kimutattak, hogy a miozin foszforilacios allapota és ezaltal az ezt meghatarozé fehérjék, mint
a miozin konnytlanc kinaz (MLCK) és a MP is fontos szerepet jatszanak a C2C12
miotubulusok kialakulasaban. A miozin foszforilacidjanak megvaltozasa esetén a mioblasztok

fazidja ugyan megengedett, de kisebb méretii miotubulusok alakulnak ki [Wu és mtsai, 2003].

==

miotubulusok

miocitak
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Y miogenin differencial6dé
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gatolja a differenciacio elérehaladasat serkenté MyoD1 és miogenin expressziojat, mikozben a MyoD1
negativ visszacsatoldsi mechanizmussal a TRo transzkripcios aktivitdsat indukalja. A differencidalodo
Mioblasztokban a DIO2 expresszidja né, ami az intracelluldris T3 koncentrdcié névekedésével jar. A
novekvé T3 szint kovetkeztében a differencidaciot gatlé hatasu transzkripcios faktorok (AP-1)
represszalodnak, ezaltal fokozodik a MyoD1 és a miogenin expresszioja. A miocitik miotubulusokka
nélkiilozhetetlen az MyHC és SERCA fehérjék kifejezodéséhez. Az dbra a biorender.com feliiletén

késziilt.
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2. Célkitiizések

Mind a pajzsmirigy tGlmiikodése kovetkeztében a vérben feleslegben 1évé szabad

pajzsmirigyhormonok, mind a SMTNLI1 fehérje hidnya jelentds hatast gyakorol a vdzizom

felépitésére és mitkodésére, ami kihatassal van a teljes szervezet energiahdztartasara is. A jelen

értekezésben foglalt tanulmanyok az elsék, melyek megkisérlik feltdrni a hipertiredzis és az azt

kisér6 inzulinrezisztencia, valamint a SMTNLI fehérje kapcsolatat és ezek hatasat a vazizom

plaszticitasara (remodellingjére), kiilonds tekintettel a miogenezisben szerepet jatszo, a

kontraktilis sajatsagokat meghatarozé és az anyagcserében résztvevo fehérjék expressziojara és

aktivitasara. Ezek alapjan a kisérletes munka fobb célkitiizései a kovetkezok voltak:

1) A SMTNL1 fehérje szerepének vizsgalata a vazizom anyagcseréjének szabalyozasaban

hipertiredzis soran:

Az endogén SMTNLI1 fehérje és a kiilonbozo tipusti izomrostok markerfehérjéinek
expresszios vizsgalata human eutiredzisos €s hipertiredzisos vazizom mintakban

A hipertireozis altal érintett anyagcsere utvonalak €s az ezen Utvonalakban szerepet
jatszd gének és fehérjetermékeik vizsgalata human eu- és hipertiredzisos vazizom
mintakban

A T3 és a SMTNLL1 fehérje hatasanak vizsgalata az inzulin jelatvitelben szerepet
jatszd, valamint a gliikoz metabolizmusban résztvevd fehérjék expresszidjara és
aktivitasara sejtes modellrendszerben

A T3 és a SMTNL1 fehérje szerepének vizsgalata a C2C12 sejtek metabolikus

fenotipusanak alakitasaban

2) A SMTNLI1 fehérje szerepének vizsgalata a C2C12 sejtek homeosztazisanak és T3-

fliged miogenezisének szabdlyozasiban

A T3 és a SMTNL1 hatasanak vizsgalata a mioblaszt sejtek migraciojara és
A T3 kezelés és a differenciacio szerepének vizsgalata a MP enzim regulator- €s
katalitikus alegységeinek expresszidjara

A T3 és a SMTNLI fehérje szabdlyozé hatasanak vizsgalata a MP enzim és

szubsztratjainak expresszidjara és aktivitasara mioblasztokban és miotubulusokban
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3. Anyagok és modszerek

3.1.  Vegyszerek
A hasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtdl szereztiik be.

Amennyiben ettd] eltértiink, azt a vegyszer neve utan zarojelben tiintettiik fel.

3.2.  Antitestek

A western blot analiziseKhez hasznalt antitestek listajaért lasd 1. tablazat.

3.3.  Sejttenyésztés

A p6-p9 passzazsszamu C2C12 mioblaszt sejteket (ECACC 91031101) 1000 mg/L gliikozt,
2 mM L-glutamint (Lonza; Basel, Switzerland), 10% (V/V) foetalis borji szérumot (FBS) és
fenolvorost tartalmazo Dulbecco’s Modified Eagle Medium-ban (DMEM) (tenyészté médium),
5% COg3 szint mellett, 37 °C-on tenyésztettiik.

3.4.  Sejttenyészté edények kollagénezése

Az adherens sejtek megfeleld tapadasanak eldsegitése érdekében a sejttenyészté edényeket
kollagéneztiikk. Ehhez patkanyfarokbol szarmazé I-es tipust kollagént (Thermo Fisher
Scientific; Waltham, MA, USA) 20 mM-os ecetsavban, 5 pg/cm? mennyiségben higitottuk,
majd az oldatot a sejttenyészt6 edény vagy Petri-csésze (VWR International; West Chester, PA,
USA) megfelel6 lyukaiba pipettaztuk és 1 oran at, szobahdn inkubaltuk. Ezt kdvetéen a
lyukakat kétszer mostuk 1x foszfattal pufferelt sdéoldattal (PBS) az ecetsav eltavolitasara. A
masodik mosast kovetden az 1x PBS-t leszivtuk, a sejttenyésztd edényeket megszaritottuk és

felhasznalasig 4 °C-on taroltuk.

3.5. C2C12 sejtek tranziens transzfekcioja rekombinans SMTNLI1 fehérjével

A mioblaszt sejtek tranziens transzfekciojat Geneluice transzfekcios reagenssel végeztiik el a
gyartd utasitdsai szerint. Ennek soran a szérummentes DMEM-ben 1év transzfekcios
reagenshez 3:1 aranyban cseppenként hozzaadtuk a plazmid DNS-t (pM11-NT-FT-SMTNLL.:
M11 vektorba klonozott, N termindlisan Flag jel6l6t tartalmazé rekombinans SMTNLI1 fehérje;
NM_024230.2; GeneCopoeia Inc.; Rockville, MD, USA), illetve az iires vektort (pcDNA3.1.;
VV790-20; Thermo Fisher Scientific), majd szuszpendalast kovetdéen 15 percig szobahdn

inkubaltuk. Ek6zben a sejteket 1x PBS-sel mostuk, majd 0,25% (m/V) tripszin/ etilén-diamin-
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1. tablazat: A western blot analizisek sordn hasznalt antitestek

o

AMP-Activated Kinase
Desmin
Flag Octapeptide (DYKDDDDK-tag)

GAPDH (G-9)

Glucose Transporter 4 (SLC2A4)
Hexokinase 11

HRP-Linked Anti-Goat

HRP-Linked Anti-Mouse

HRP-Linked Anti-Rabbit

Insulin Receptor Substrate 1

Todothyronine Deiodinase 2

Mammalian Target of Rapamycin
Monocarboxylate Transporter 8 (SLC16A2)
MyoD1

Myosin Heavy Chain

Myosin Heavy Chain I

Myosin Heavy Chain Ila

Myosin Light Chain 20

Myosin Phosphatase Target Subunit (1-38)
Myosin Phosphatase Target Subunit 1
Myosin Phosphatase Target Subunit 2
Myosin Phosphatase Target Subunit (1-296)
Na'/K'-ATPase

p44/42 MAPK (Erk1/2)

Phospho-Mammalian Target of Rapamycin
(Ser2448)

Phosphatidylinositol 3-Kinase
Phospho-AMP-Activated Kinase (Thr172)

Phospho-Insulin Receptor Substrate 1
(Ser307)

Phospho-Insulin Receptor Substrate 1
(Ser612)

Phospho-Myosin Light Chain 20 (Ser19)

Phospho-Myosin Phosphatase Target
Subunit 1 (Thr696)

Phospho-Na“/K*-ATPase (Serl6)
Phospho-Na"/K*-ATPase (Ser23)

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204)

Phospho-Stress-activated Protein Kinase/Jun
Amino-terminal Kinase (Thr183/Tyr185)

Protein Kinase C delta

Protein Phosphatase 2A Catalytic Subunit
alpha

Protein Phosphatase 1 Catalytic Subunit
delta

Smoothelin-Like Protein 1

Stress-activated Protein Kinase/Jun Amino-
terminal Kinase

Thyroid Hormone Receptor alpha
Thyroid Hormone Receptor alpha/beta
Thyroid Hormone Receptor beta
a-actinin

o-tubulin

f-actin

aktivalo

aktivalo
gatlo
gatlo

aktivalo
gatlo

gatlé
gatlé

aktivalo

aktivalo

AMPK

Flag
GAPDH

GLUT4
HK 11

IRS1
DIO2
mTOR
MCT8
MyoD1
MyHC
MyHC I
MyHC Ila
MLC20
MYPT1»3S
MYPT1
MYPT2
MYPT1-29G
NKA
ERK1/2

mMTOR-PS2448

PI3K
AMPK-PTI72

IRS1-PS307

IRS1-PS612
MLC20-PS1?
MYPT-PT6%

NKA-PSI6
NKA-PS2

ERK1/2-PT2027v204

SAPK/INK-
PTIS3/Y18S

PKCS

PP2Aca

PP1cd
SMTNLI
SAPK/INK

TRa
TRo/B
TR
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1:2000
1:1500
1:2000

1:10 000

1:1000
1:1000
1:5000
1:5000
1:5000
1:1000
1:1500
1:1000
1:1500
1:1000
1:1500
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:2000

1:1000

1:650
1:2000

1:500

1:1000
1:500
1:1000

1:250
1:500

1:2000

1:1000
1:1000

1:1000

1:1000
1:1000
1:1000

1:1500
1:650
1:1000
1:3000
1:1000
1:20 000

Cell Signaling Technology (#5831)
Cell Signaling Technology (#5332)
Sigma-Aldrich (#F7425)

Santa Cruz Biotechnology (#sc-
365062)

Cell Signaling Technology (#2213)
Cell Signaling Technology (#2867)
Sigma-Aldrich (#A5420)

Cell Signaling Technology (#7076)
Sigma-Aldrich (#A0545)

Cell Signaling Technology (#3407)
Novus Biologicals (#NBP1-00178)
Cell Signaling Technology (#2983)
Proteintech (#20676-1-AP)

Cell Signaling Technology (#13812)
R&D Systems (#¥MAB4470)
Schiaffino et al.1988

Schiaffino et al. 1988

Cell Signaling Technology (#3672)
Wu et al. 2003

BD Transduction Tech. (#612164)
Fujioka et al. 1998

Lontay et al. 2004

Cell Signaling Technology (#3010)
Cell Signaling Technology (#4695)

Cell Signaling Technology (#5536)

Merck Millipore (#ABS234)
Cell Signaling Technology (#2535)

Thermo Fisher Scientific (#PA1-1054)

Cell Signaling Technology (#3203)
Cell Signaling Technology (#3671)
Merck Millipore (#ABS45)
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tetraecetsav (EDTA) oldattal valasztottuk fel a sejttenyészté flaska aljarol. A sejtszamot Biirker
kamra segitségével hataroztuk meg. Ezt kovetden -az adott kisérlettdl és az ehhez hasznalt
sejttenyészté edény méretétdl fliggden- a megfeleld térfogata sejtszuszpenziot 15 ml-es Falcon
csovekbe mértik. A 15 perces inkubacio lejarta utan a transzfekcidos mixet cseppenként
adagolva hozzaadtuk az imént kimért sejtszuszpenziohoz és szuszpendalas utan 10 percig,
szobahdn inkubaltuk az elegyet. Ezt kdvetden a sejteket eldre kollagénezett sejttenyésztd
lemezre vagy Petri-csészébe tettiik és egy éjszakan at inkubaltuk 37 °C-on. Kontrollként
minden esetben az iires plazmiddal transzfektalt (MOCK) sejteket hasznaltuk. A transzfekcid

sikerességét a Flag jelolo elleni antitesttel, western blot analizissel ellendriztiik.

3.6. C2C12 sejtek differencialtatasa és kezelése

A mioblaszt sejtek szélesztését és/vagy transzfekciojat kovetd napon, kb. 90%-0s
konfluencianal a C2C12 sejteket 1x PBS-sel mostuk, majd differencialtatas céljabol a tenyésztd
médiumot 1000 mg/L glikkézt, 2 mM L-glutamint és 2% (V/V) 16szérumot tartalmazo,
fenolvords nélkiilli DMEM-re (differencialtatd médium) cseréltiikk, és a sejteket ebben
tenyésztettiik, melynek sordn a differencidltatdé médiumot naponta cseréltiik. A differenciacid
1. napjanak (11., 24., 25. abrak) vagy 4. napjanak (13-18., 26., 28. abrak) kezdetétdl a
differencialtatd médiumot 1 M so6sav és etanol (HCI:EtOH) 1:4 aranyt oldataban oldott, 10 nM-
tartalmazott. Ezt kovetden a T3-mal kiegészitett differencialtaté médiumot naponta cseréltiik 6
napon (11., 24., 25. abrak) vagy 3 napon (13-18., 26., 28. abrak) keresztiil. A sejtek allapotat,
valamint a differencidcio kovetkeztében végbemend morfoldgiai valtozasukat fénymikroszkdp
alatt kovettik nyomon; a differenciacidé mérteékének szemikvantitative mérése kétfele
differenciaciés marker elleni antitesttel, western blot analizissel valosult meg. A 14B abran
bemutatott PKA agonista, 8-bromoadenozin-3’-5’-ciklikus monofoszfat (8BrcAMP) kezelés
NT-FT-SMTNL1-gyel vagy iires plazmiddal transzfektalt miotubulusokon tértént, 10 uM-0s

végkoncentracioban, 24 oraig.

3.7. C2C12 sejtek feltarasa

A differenciacio 6. napjanak végén a transzfektalt és/vagy kezelt sejteket 1x PBS-sel mostuk,
majd proteaz és foszfataz inhibitorokkal kiegészitett radioimmunprecipitacios esszé (RIPA)
pufferben [25 mM Tris-HCI (pH 7,6), 150 mM NacCl, 1% natrium-deoxikolat, 0,1% natrium-
dodecil-szulfat (SDS), 1% Triton-X 100, 1 mM fenil-metil-szulfonil (PMSF), 10x proteazgatld
mix (PIC), 50x foszfatazgatlé mix (PPIC), 1 uM mikrocisztin-LR (MC-LR)], jégen kapartuk
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fel. A sejtszuszpenzidkat Branson 250 szonikatorral (Thermo Fisher Scientific) tartuk fel 30
masodpercig, majd 10 percig 16 000 x g-n, 4 °C-on centrifugaltuk. A feliiluszokbol
bicinkoninsav (BCA) esszével (Thermo Fisher Scientific) teljes fehérjekoncentraciot mértiink,
melyhez RIPA pufferben oldott borju szérum albumin (BSA) higitasi sort hasznaltunk

standardként.

3.8.  AlamarBlue életképességi esszé

A resazurin egy nem toxikus, redox indikator, ami fluoreszcens és kolorimetrias valtozasokkal
jelzi a sejtek anyagcseréje soran végbemend redukalod folyamatokat. Ezen tulajdonsaga miatt
sz¢les korben alkalmazzak a sejtek €letképességének €s citotoxicitasanak kvantitativ mérésére.
Kisérleteinkben az NT-FT-SMTNL1-gyel vagy az iires plazmiddal transzfektalt mioblaszt
sejteket (20 000 sejt/ lyuk) kollagénezett 96 lyukt sejttenyészté lemezen tenyésztettiik. A 72
alamarBlue reagenst pipettaztunk a sejtekhez, majd egy 2 perces, kdzepes erGsségli razatast
kovetden a sejttenyésztd lemezeket 4 6ran at 37 °C-on inkubaltuk. A fluoreszcenciat 530/590
nm-en, Spark multimode reader-rel (Tecan Group Ltd.; Mannedorf, Switzerland) mértiik. A
fluoreszcencia intenzitas aranyos az ¢l0 sejtek szaméval. Negativ kontrollként kollagénezett, de
sejteket nem tartalmazo6 lyukakba azonos térfogatu, alamarBlue reagens tartalmi médiumot

pipettaztunk. Minden csoport esetén 8 technikai parhuzamossal dolgoztunk.

3.9.  Seahorse analizis

Kisérleteinkben a laktattermelés €s a mitokondridlis oxidativ foszforilaci6 vizsgalatat az
extracellularis savasodasi rata (ECAR), illetve az oxigénfogyasztasi rata (OCR) mérésén
keresztiil, Seahorse analizissel végeztiik el, melyhez kiilonb6z6 inhibitorokat hasznaltunk (7.
abra). A 2-deoxi-D-gliikoz (2-DG) egy olyan gliikdz analog, melynek foszforilalt formajat a
foszfogliikoizomerdz enzim nem képes metabolizalni. A 2-DG-6-foszfat intracellularis
felhalmozodasa a glikolizis sebességmeghatarozo 1épését katalizald hexokindz (HK) enzimet
negativ visszacsatoldsi mechanizmussal gatolja, ezért jelenléte a glikolizis kompetitiv
gatlasahoz vezet. Az antimycin A a mitokondrialis elektrontranszportlanc (METC) Ill-as
komplexén keresztiili elektrondramlast gatolja azaltal, hogy blokkolja az elektronok citokrom
b-r6l citokrom c-re torténd atadasat. Az oligomycin a mETC V-6s komplex
protoncsatorndjanak gatlasan keresztiil az ADP ATP-vé torténd oxidativ foszforilacigjat
akadalyozza. A karbonil-cianid-p-trifluorometoxifenilhidrazon (FCCP) egy szétkapcsold

agens, mely atjarhatova teszi a mitokondrium bels6 membranjat a protonokra, ezzel arra
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kényszeritve a mitokondriumot, hogy a membréanpotencidl fenntartasa érdekében ndvelje az
elektronok aramlasat, ami a termindlis oxidacidé fokozodaséaval jar. Az etomoxir egy széles
korben haszndlt kismolekuldju inhibitor, mely irreverzibilisen gétolja a mitokondrium kiilsé
membranjaban talalhato karnitin-palmitoil transzferaz 1 (CPT1) enzimet. A CPT1 enzim a
hosszu szénlacu zsirsavak mitokondriumba vald transzportjaért felelds, ezért etomoxir altali

gatlasa blokkolja a zsirsavak [-oxidaciojat a mitokondriumban.

FECP A Antimycin + 2-DG
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7. abra: Az extracellularis savasoddsi rata (ECAR) és az oxigénfogyasztas (OCR) mértékének
vizsgdlata. Kisérleteinkben a laktattermelés és a mitokondridlis oxidativ foszforilacio vizsgadlatat az
ECAR, illetve az OCR mérésén keresztiil, Seahorse analizissel végeztiik el, melyhez kiilonbozd
inhibitorokat hasznaltunk. Az etomoxir egy kismolekuldju inhibitor, mely irreverzibilisen gatolja a
zsirsavak f-oxiddciojat. Az oligomycin a mETC V-6s komplex protoncsatorndjanak gatlasan keresztiil
fejti ki hatasat. Az FCCP egy szétkapcsolo agens, mely datjarhatova teszi a mitokondrium belsé
membranjat a protonokra, ami a termindalis oxidacio fokozodasaval jar. Az antimycin A a mETC [lI-as
komplexét gatolja, mig a 2-DG egy olyan gliikoz analog, melynek jelenléte a glikolizis kompetitiv

gatlasahoz vezet.

A kisérlet kivitelezése soran a mioblaszt sejteket NT-FT-SMTNL1-gyel vagy tires plazmiddal
transzfektaltuk és kollagénezett XF96 sejttenyészté lemezen (Agilent Technologies; Santa
Clara, CA, USA) novesztettiik (10 000 sejt/ lyuk). A sejtek 72 oras T3 kezelését differencialtatd
médiumban végeztiikk el, majd 1x PBS-sel mostuk at a sejteket. Ezutan 180 ul XF Assay
médiumot (Agilent Technologies) mértiink a sejtekre, amihez elézetesen 1000 mg/L gliikozt
adtunk. A sejteket 1 orara oxigénezett, 37 °C-os inkubatorba tettiik. Kézben a korabban egy

¢jszakan at desztillalt vizben aztatott Szenzor cartridge-ot (Agilent Technologies) a mar emlitett
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inhibitorokkal t6lt6ttiik fel az injektalas sorrendjében: 1) 50 uM etomoxir; 2) 2 uM oligomycin;
3) 4 uM FCCP; 4) 10 uM antimycin + 100 mM 2-DG. Ezt kovet6en a szenzor cartridge-ot
oxigénezett inkubatorba tettiik 1 6rara 37 °C-ra. Az alapvonal felvételéhez, valamint minden
injektalas utan 5 mérési pontot vettiink fel. Negativ kontrollként az XF96 sejttenyésztd lemez
négy sarkaban 1évé kollagénezett, de sejtet nem tartalmazo lyukakat hasznaltuk. Minden
esetben 23 technikai parhuzamossal dolgoztunk. A mérés végeztével 1 N NaOH-ban oldottuk
fel a sejteket és BCA essz¢é kittel (Thermo Fisher Scientific) teljes fehérjekoncentraciot

mértlink. Az adatok kiértékeléséhez hasznalt miiveleteket a 2. tablazatban foglaltam 6ssze.

2. tablazat: A Seahorse analizis kiértékelése soran alkalmazott eljarasok

ECAR OCR

anaerob glikolizis = etomoxir — antimycin+2-DG aerob glikolizis = etomoxir — oligomycin
maximalis glikolizis = oligomycin — antimycin+2-DG maximalis légzés = FCCP — antimycin+2-DG
glikolitikus rezerv = oligomycin — alap zsirsav oxidacié= alap — etomoxir

glikolitikus rezerv = maximalis |égzés — zsirsav
oxidacio — aerob glikolizis

3.10. Immunprecipitacio6

Az NT-FT-SMTNLI1 fehérje tisztitasa soran az Anti-Flag M2 Affinity Gel gyongyoket
haromszor, 1x Tris-pufferelt s6oldattal (TBS) mostuk a glicerol eltavolitasara, majd proteaz
inhibitorokkal kiegészitett, 5% (m/V) BSA/ 1x TBS oldatban folyamatos kevertetés mellett
blokkoltuk 4 °C-on, egy éjszakan at. Az NT-FT-SMTNL1-gyel transzfektalt, 24 6ras T3 (10
nM) vagy 30 perces 8BrcAMP (10 uM) kezelt sejteket jéghideg lizispufferben [50 mM Tris-
HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton-X 100, 1 mM PMSF, 10x PIC], jégen
tartuk fel a 3.7. részben leirt modon. A sejtlizatumok eldtisztitasahoz a mintakat protein A
sepharose-zal (GE Healthcare, Chicago, IL, USA; #17-0780-01), folyamatos kevertetés mellett
inkubaltuk 4 °C-on, 1 6ran at. A gyongyok blokkolasa ¢s a lizatumok el6tisztitasa az aspecifikus
kotoédések kivédése, minimalizalasa érdekében tortént. Az eldtisztitott lizatumokbol 200 pl-t
adtunk az elézetesen blokkolt gyongyokhoz, majd folyamatos kevertetés mellett, 4 °C-on, 2
oran keresztiil inkubaltuk, elég idét hagyva a Flag jelolovel ellatott célfehérjének a Flag elleni
antitestet tartalmazé gyongyokhoz valo kikotodeésre.

A NKA és MYPT immunprecipitacidjahoz elézetesen 30 percig, 1x TBS-ben duzzasztott
protein A sepharose-t hasznaltunk, melyhez hozzaadtuk a kotépufferben [50 mM Tris, pH 7,0]
1:60 aranyban higitott, az immunprecipitalni kivant fehérjét kotd antitestet és 2 6ran keresztiil,

folyamatos kevertetés mellett 4 °C-on inkubaltuk. A gydngy-antitest komplexet 1x TBS-sel
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haromszor atmostuk, majd 5% (m/V) BSA/ 1x TBS oldatban blokkoltuk 4 °C-on, 2 6ran
keresztiil. Ezt kovetéen a gyongyoket 1x TBS-sel haromszor mostuk és a SMTNLI-et
overexpresszald és/vagy T3-mal kezelt, el6tisztitott C2C12 lizatummal 4 °C-on, folyamatos
kevertetés mellett egy éjszakan at inkubaltuk.

Mindkét immunprecipitacio esetén az clualas soran a gyongyoket haromszor 1x/ TBS-sel
mostuk, majd a szarazra szivott gyongyokre forrd 1x SDS mintapuffert pipettaztunk és 100 °C-
on, 5 percig foztilk. A célfehérjék lehetséges interakcios partnereit Wwestern blot analizissel
vizsgaltuk 10-10 pul (NT-FT-SMTNLL1), illetve 30-30 ul minta (NKA, MYPT) felhasznalasaval,
a 3.15. bekezdésben részletezett modon. Negativ kontrollként a gyongyok mellett csak puffert
(NF-FT-SMTNLY1), vagy puffert és masodlagos antitestet (anti-egér; 1:100) (NKA, MYPT)

tartalmazo mintakat hasznaltuk.

3.11. Immunfluoreszcencia

A NT-FT-SMTNL1-gyel vagy iires plazmiddal transzfektalt mioblaszt sejteket (20 000 sejt/
Iyuk) kollagénezett, fekete fali OptiPlate96 sejttenyészté lemezeken (PerkinElmer; Waltham,
MA, USA) 5 napon keresztiil differencialtattuk. A differenciacio 0., 3. és 5. napjan a sejteket
1x PBS-sel mostuk, majd 4% (m/V) paraformaldehid/1x PBS oldataban 15 percig, szobahén
fixaltuk. A fixalo oldat leszivasa és haromszori 1x PBS-sel torténé mosast kovetden a sejtekhez
0,2% (V/IV) Triton-X 100/ 1x PBS oldatot adtunk és 4 percig, szobahdn inkubaltuk
permedbilizalas céljabol. A permedbilizalo oldat eltavolitasat kovetden a sejteket kétszer, 1x
PBS-sel mostuk, majd 1% (V/V) 16szérum/ 1x PBS oldatban blokkoltuk 1 éran keresztiil, 4 °C-
on. A rekombinans SMTNL1 fehérje és a differenciacios marker vizualizalasara anti-Flag
(1:100) és anti-dezmin (1:100) antitesteket hasznaltunk, melyeket 4 °C-on, egy éjszakan at
inkubaltunk. Masnap a sejteket haromszor mostuk 1x PBS-sel, majd a fluoroforral konjugalt
masodlagos antitesteket, illetve az F-aktin festésére szolgalé Texas-Red Phalloidint blokkolo
oldatban 200x higitottuk és 1,5-2 oraig szobahén inkubaltuk. A fluoreszcens jeleket
automatizalt, high-content screening (HCS) késziilékkel (PerkinElmer) 10x nagyitast szaraz
objektivvel tettiik lathatova. Kontrollként a 0. napos, iires plazmiddal transzfektalt sejteket

hasznaltuk.

3.12. Morfologiai analizis
Az NT-FT-SMTNL1-gyel vagy iires plazmiddal transzfektalt mioblasztokat (300 000 sejt/
Iyuk) kollagénezett, 3,5 cm atmérdja Petri csészében differencialtattuk. A differenciacio 0., 3.

¢és 5. napjan 10X nagyitasu szaraz objektiv segitségével fénymikroszkopos képeket készitettiink
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a differencialodo sejtekrol, hogy ezt kovetden Imagel szoftverrel vizsgaljuk az overexpresszio
latoterenként 15-15 mioblaszt sejtet (0. nap) vagy miotubulust (3. és 5. nap) valasztottunk ki
véletlenszertien, melyeket szabad kézzel korberajzoltunk és meghataroztuk az atlagos teriiletet
és keriiletet, melyekb6l a miotubulusok méretére és mennyiségére kovetkeztettiink. Ezen feliil

a latotérben talalhatd 6sszes miotubulust is megszamoltuk.

3.13. Karcolasi esszé

A mioblaszt sejtek mosasat és feltripszinezését kovetden a sejteket szérummentes, 5 ul/ml Dil
festék (Thermo Fisher Scientific) tartalmt médiumban vettiik fel, majd 15 percen keresztiil, 37
°C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejteket haromszor mostuk tenyészté médiummal, majd NT-
FT-SMTNL1-gyel vagy iires plazmiddal transzfektdltuk ¢és kollagénezett, fekete fala
OptiPlate96 sejttenyészté lemezen (PerkinElmer) novesztettitk (20 000 sejt/ lyuk). 48 ora
elteltével a sejteket szinkronizalas céljabol 5 oOran keresztiill szérummentes médiumban
¢heztettiik. Ezt kovetéen 10 pl-es pipettahegy segitségével fiiggéleges karcolatot ejtettiink
minden lyukban. A karcolas utan 1x PBS-sel mostuk a sejteket, majd 10 nM T3-mal kiegészitett
médiumban tenyésztettilk tovabbi 24 oraig. A valtozasokat valds idében, HCS késziilékkel
(PerkinElmer), 10x nagyitasu szaraz objektivvel detektaltuk az els6 1épésben hozzaadott,
er6sen lipofil karbocianin festék (Dil) segitségével. Kontrollként az iires plazmiddal

transzfektalt és 1 nM T3-mal kezelt sejteket hasznaltuk.

3.14. Carbachol és tautomycetin (TMC) kezelés

A Debreceni Egyetem allathaza altal rendelkezésiinkre bocsatott 12 hetes NMRI egereket
laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk, biztositva szdmukra a folyamatos ivoviz- és
taplalékellatast (ad libitum etetés). Az eutanizalt egerek m. plantaris izmabdl szarmazd
preparatumot Krebs oldatot [118 mM NacCl; 4,75 mM KCI; 1,2 mM MgSOs; 1,2 mM KH2POy;
2,5 mM CaCl; 25 mM NaHCO; 11,5 mM gliik6z] tartalmazd, 37 °C-0s, 95% Oz-nel és 5%
CO2-dal ellatott szervfurdébe helyeztiik. A PP1 inhibitorok izompreparatumra Kifejtett
amelyet egy 10 percig tartd 10 pnM-os carbacholos kezelés kovetett. A kezelést kdvetden a
mintakat modositott RIPA pufferben [25 mM Tris (pH 7,6), 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1%
Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol (DTT), 1 mM PMSF, 10x PIC, 50x PPIC, 1 uM
MC-LRY], Potter-Elvehjem homogenizatorral tartuk fel. A homogenizatumokat 16 000 x g-n, 4

°C-on, 10 percig centrifugaltuk, a feliiluszokat j csovekbe mértiik at és BCA esszével teljes
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fehérjekoncentraciot mértiink. Végiil a mintakat western blot analizisnek vetettiik ala. Minden,
az értekezésben szerepld allatokon végzett kisérlet megfelelt az allatkisérletekre vonatkozd
magyarorszagi és eurdpai unios etikai szabalyoknak, valamint a Debreceni Egyetem etikai

koédexének.

3.15. SDS-gélelektroforézis és western blot analizis

A sejtek feltarasat és a szovetek homogenizalasat kdvetéen a mintakat 4x SDS mintapufferben
(Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA) 5 percig f6ztiik, majd mindegyikbél 30 ug fehérjét
tartalmazo térfogatot vittiink fel 4-20%-os Criterion gélekre (Bio-Rad Laboratories). A fehérjék
méret szerinti elvalasztasat egy PowerPac HC tapegységgel (Bio-Rad Laboratories) 200 V-on
végeztik el. Ezt kovetoen a fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltuk at 100 V-on, 75
perc alatt egy Criterion blotter késziilékben (Bio-Rad Laboratories). A membranok aspecifikus
kotéhelyeinek elfedésére 5% (m/V) BSA/ 0,1% Tween 20-at tartalmazo6 1x TBS-ben (1x TBST)
inkubaltuk a membranokat szobahén, 1,5 6ran at. Az elsédleges antitesteket szintén 5% (m/V)
BSA/ 1x TBST oldatban higitottuk és a membranokkal egyiitt inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakan
at. Masnap a membranokat haromszor 10 percig 1x TBST-vel mostuk és a blokkol6 oldatban
higitott, torma-peroxidaz (HRP)-konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk szobahén, 1,5-
2 oran at. Az immunoreakciokat kemilumineszcencias modszerrel, WesternBright ECL
reagensek (Advansta Inc.; San Jose, CA, USA) 1:1 aranyu elegyét alkalmazva, ChemiDoc
Touch Imaging System (Bio-Rad Laboratories) késziilék segitségével tettilk lathatova. A
foszforilalt fehérjék esetén az el6hivas utdn a membranokat sztrippeltiik és a megfelelé nem
foszforilalt fehérjék elleni antitestekkel ijra megjeloltiik. Az ugyanazon membrandarabon 1€v0,
de eltéré molekulatomegii és/vagy eredetii fehérjék esetén sztrippelés helyett a masodlagos

antitesthez kapcsolt HRP inaktivalasat végeztiik el a 3.17. bekezdésben részletezett modon.

3.16. A membranok sztrippelése

A western blot membranokat 3x 5 percig 1x TBST-vel mostuk, majd sztrippel6 pufferben [0,5
M Tris-HCI pH 6,8; 10% SDS, p-merkaptoetanol] 50 °C-on, 30 percig Thermo Shakerben
(Biosan Laboratories Inc., Warren, MI, USA) razattuk. Ezt kdvetden a membranokat 6x 5
percig 1x TBST-vel mostuk, majd egy ismételt blokkolasi 1épés kovetkezett 5% (m/V) BSA/
1x TBST oldattal szobahén, 1 orat at. Az elsddleges és masodlagos antitestek higitasa €s

alkalmazasanak, valamint a savok detektalasanak moédja a 3.15. bekezdésben olvashato.
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3.17. A membranok HRP inaktivalasa

Ezt a modszert Sennepin és munkatarsai fejlesztették ki [Sennepin és mtsai, 2009], melynek
Iényege az elsddleges vagy masodlagos antitestekhez kotott HRP enzim H20: jelenlétében
torténd irreverzibilis inaktivalasa. Ezaltal lehetdvé valik a membranok tobbszori Gjrajelolése
anélkiil, hogy jelentés mennyiségli fehérjét veszitenénk. Ehhez a membranokat 3x 5 percig 1x
TBST-vel mostuk, majd 1 ml 30%-os (m/V) H202 oldatban 37 °C-on, 15 percig, razatas nélkiil
inkubaltuk. Ezt kdvetéen a membranokat 6x 5 percig 1x TBST-vel mostuk, majd 5% (m/V)
BSA/1x TBST-ben blokkoltuk szobahdn, 1 o6ran at. Az elsédleges és masodlagos antitestek
higitasa ¢és alkalmazasanak, valamint a savok detektdlasanak modja a 3.15. részben mar

kifejtésre kertilt.

3.18. Eutireozisos és hipertire6zisos human vazizom biopsziak homogenizalasa

Az eu- és hipertire6zisos donorok m. sternohyoideus izmabol vett biopsziat a begylijtés
pillanataban folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd -70 °C-on taroltuk. A donorokat
els6sorban nemiik és betegségiik alapjan valasztottuk ki. Minden biopszia struma nodosdban
(eutiredzisos), illetve Graves-korban vagy struma nodosa colloides-ben (hipertire6zisos)
szenvedd ndbetegtdl szarmazik. Torekedtiink rd, hogy minden feltarasra keriild minta 60 év
alatti pacienstdl szarmazzon. A mintak homogenizalasat modositott RIPA pufferben [25 mM
Tris (pH 7,6), 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF, 10x PIC, 50x PPIC, 1 puM MC-LR] jégen, iivegbdl késziilt Potter-Elvehjem
szovethomogenizald eszkoz segitségével végeztiik el. A homogenizatumokat 16 000 x g-n, 4
°C-on, 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszokat 0j csévekbe mértiik. A mintak teljes
analizisre a fentebb részletezett modon. A betegek adataibol statisztikai analizist is készitettiink,
melyhez 73 donor adatait hasznaltuk fel. A human eredetii szovetmintakat tartalmazo kisérletek
megfeleltek a Debreceni Egyetem Regionalis ¢és Kutatasetikai Bizottsaga (DEOEC
RKEB/IKEB 3517-2011) valamint az Europai Uni6 Tanacsa altal eldirt etikai szabalyoknak. A
donorok irasos beleegyezd nyilatkozatot irtak ald a jelen értekezésben foglalt tanulmanyban

valo részvételre.

3.19. Teljes RNS izolalas human vazizom biopsziakbol microarray analizishez
A mintakbdl a gyarto eldirasai alapjan teljes RNS-t izolaltunk az RNeasy Fibrous Tissue kit
(Qiagen; Hilden, Germany) segitségével. Ehhez az eu- és hipertiredzisos vazizom mintakat egy

guanidin-izotiocianat tartalmu pufferben, TissueRuptor-ral (Qiagen) homogenizaltuk, majd a
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mintakat proteinaz K-val kezeltiik 55 °C-on, 10 percig. A sejttormeléket 10 000 x g-n, 3 percig
tartd centrifugalassal tavolitottuk el, majd a feliiliszokat 96-100%-0s EtOH-lal szuszpendaltuk.
Az RNS szilika membranhoz val6 kotését kovetden a DNS maradvanyokat DNaz I emésztéssel,
RNeasy oszlopon tavolitottuk el 30 °C-on, 15 perc alatt. Ezt kovetéen a DNaz I és egyéb
lehetséges szennyezOk eltavolitasa érdekében atmostuk az oszlopot. Az RNS-t az elualast
meghatarozasat NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik
el. Az eu- és hipertiredzisos vazizom mintak génexpresszidos mintazatanak vizsgalatat
Affymetrix Human Gene 1.0 ST microarray analizissel hajtottuk végre a korabban mar leirt
modon [Dedinszki és mtsai, 2015]. A microarray analizis nyers adatai a Gene Expression
Omnibus (GEO) adatbazisban tekinthetok meg
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/GSE178996).

3.20. Proteome Profiler human foszfo-kinaz és foszfo-MAPK array

A human foszfo-kinaz (ARYO003B) és foszfo-MAPK (ARY002B) array kiteket (R&D
Systems; Minneapolis, MN, USA) a gyarté utasitasaihoz igazodva, a kovetkezOképpen
alkalmaztuk: elso Iépésként az eu- és hipertire6zisoS human vazizom mintakat a protedz és
foszfatdz inhibitorokkal kiegészitett Lysis Buffer 6 pufferben homogenizaltuk a 3.18.
bekezdésben leirt modon. A foszfo-kinaz array-hez a mintakat az Array Buffer 1-ben higitottuk
¢s a membranokkal egyiitt inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakan at, majd a membranokat detektalas
céljabol biotinilalt antitest koktélban inkubaltuk szobahdn, 2 6ran keresztiil. A foszfo-MAPK
array esetén a mintakat Array Buffer 1-ben higitottuk, majd a detektalasra szolgdlo antitest
koktélban inkubaltuk szobahén, 1 6raig. Az ilyen modon eldkészitett minta-antitest keveréket
a membranokhoz adtuk, melyeket 4 °C-on, egy éjszakan &t razattunk. Mindkét array
lezarasaként a membranokat higitott Streptavidin-HRP-ben inkubaltuk szobahdn, 30 percig,
majd a savokat kemilumineszcencidsan, a kitben lévé Chemi Reagent Mix segitségével,

rontgenfilmen tettiik lathatova.

3.21. Statisztikai analizis

Az immunoblottok és fehérje array-k eredményeinek denzitometralasat ImageJ (National
Institutes of Health, MD, USA) szoftverrel végeztiikk. Az oszlopdiagrammok elkészitéséhez,
valamint a statisztikai analizisekhez GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) szoftvert hasznaltunk. A foszforilalt fehérjéket a nem foszforilalt fehérjékre, a nem

foszforilalt fehérjéket pedig a belsé kontrollra normalizaltuk. Két csoport 6sszehasonlitasara
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parositatlan kétmintas t-probat, 4 vagy tobb csoport 0sszehasonlitasara egyutas vagy kétutas
varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltunk, kiegészitve a megfeleld post hoc teszttel. Minden
eredmény esetén az adatok atlag + SEM értékét abrazoltuk, ahol ,,n” az egymastol fiiggetlen
kisérletek szamat jelzi. A kiugrd értékeket Thompson-Tau teszttel és Grubbs’s teszttel sziirtiik

ki. A kiillonbségeket statisztikailag szignifikansnak értékeltiik, amennyiben p <0,05 (*) volt.
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4. Eredmények

41. A SMTNL1 fehérje szerepének vizsgalata a vazizom anvagcseréjének

szabalyozasaban hipertireozis soran

4.1.1. Eu- és hipertiredzisos human donorok neme, életkora és testtomegindexe

Pajzsmirigymiitéten atesett eutire6zisos (44) és hipertire6zisos (29) donoroktol szarmazo m.
sternohyoideus biopszidk felhasznalasaval 73 mintabol alloé szovetbankot hoztunk 1étre. A
donorok tajékozott beleegyezésiiket adtak, hogy személyes adataikat is felhasznaljuk, igy
ezekbdl statisztikat készitettiink a donorok osztalyozasa céljabol. A nem- és életkoreloszlasbol
kitiinik, hogy a tanulmanyba bevont eutire6zisos donorok 77%-a, a hipertiredzisos donorok
79%-a nd. A hipertiredzisos ndbetegek tobbsége (39%-a) 36 és 50 éves kor kozotti (3. tablazat).
A donorok neme, kora, magassaga ¢s testtomege alapjan szamitott testtomegindex (BMI)
elemzés ravilagitott, hogy az eutiredzisos donorok tobb, mint fele (59%-a) talstlyos vagy

elhizott, mig a hipertire6zisos betegek jellemz6en normal testalkatuak (3. tablazat).

4.1.2. A human vazizom rostosszetételének valtozasa hipertiredzis esetén

A bevezetésben emlitésre keriilt, hogy a pajzsmirigy megvaltozott hormontermelése az
MyHC expressziojanak transzkripcids szintli szabdlyozdsa révén képes a vazizom
rostosszetételét jelentds mértékben atalakitani [lzumo és mtsai, 1986]. A human vazizom
biopszidk western blot analizise feltarta, hogy a Ila tipusu rostok markerfehérjéje, az MyHC Ila
expresszioja szignifikdnsan csokkent, melyet az MyHC I fehérje expressziojanak szamottevo
csokkenése kisért a hipertire6zisos mintakban az eutire6zisos mintakkal osszevetve (8A és B
abra), am szignifikans izomtomeg-csokkenés nem volt megfigyelheté a tanulméanyba bevont

személyeknél, ami azt feltételezi, hogy a vazizom rostosszetétele valtozott.

4.1.3. A SMTNLI1 fehérje expresszidja a vazizomban hipertiredzis soran

A SMTNLI1 KO egerek tanulmanyozasa soran fény dertilt ra, hogy a Ila tipusu rostokban
expresszalodo SMTNLI delécidja a vazizom rostosszetételének atalakitdsat indukélja, amely a
ndstény egerek esetén a hipertiredzishoz nagyon hasonld kdvetkezményekkel jar [Lontay és
mtsai, 2015], ezért az endogén SMTNLI1 fehérje expresszidjanak hipertiredzis altali
érintettségét a human vazizom mintdk szemikvantitativ western blot analizisével vizsgaltuk. A

SMTNLI1 expresszidja hatodara csokkent a hipertire6zisos mintdkban az eutire6zisos
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crer

Eutiredzisos

mintakhoz viszonyitva (8C abra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a SMTNLI1 szerepet

Hipertire6zisos

nem né ferfi ndé ferfi
don’orok 34 10 23 6
szama
atlagéletkor 54 +/-14.2 52 +/-14.1 53 +/-14.3 53 +/-15.1
Min: 26 Min: 44 Min: 23 Min: 28
Max: 81 Max: 65 Max: 78 Max: 67
életkor 20-35: 3% 20-35: 0% 20-35: 26% 20-35: 20%
eloszlas 36-50: 16% 36-50: 33% 36-50: 39% 36-50: 20%
51-65: 52% 51-65: 67% 51-65: 18% 51-65: 40%
66-: 29% 66-: 0% 66-:17% 66-: 20%
BMI Eutireézisos (%) Hipertireézisos (%)
vékony 1" 15
normal 30 58
tulsulyos 43 15
elhizott 16 12
3. tablazat: Eutireozisos ¢és hipertireozisos donorok adatainak statisztikai elemzése. A

rendelkezésiinkre dllo adatok felhasznaldasaval meghataroztuk az eu- és hipertireozisos donorok nem és
életkor szerinti eloszlasat, illetve a donorok testtomegindexét, a pdaciensek nemét, magassagat, testsulyat

és életkorat is figyelembevéve.

4.1.4. Human vazizom biopsziak globalis génexpresszidos profiljanak vizsgalata és
génontologiai analizise

A hipertire6zis hatdsara atalakuldo izomban az MyHC fehérjék mellett mas kontraktilis
fehérjék, tovabba az energiahaztartasban, inzulin jelatvitelben és a gliik6z homeosztazisban
szerepet jatszo enzimek expresszidja és/vagy aktivitasa is megvaltozik [Pette és mtsai, 1997,
Arai és mtsai, 1991]. Az eu- és hipertiredzisos mintak transzkriptomjanak meghatarozasa és

Osszehasonlitasa érdekében a nem, €letkor €s a hipertiredzist kivalto ok alapjan kivalasztott vaz-
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8. abra: MyHC Ila, MyHC I és SMTNL]1 expresszio az eu- és hipertireozisos humdn vdazizomban. A
vazizom biopsziak homogenizalasaval nyert fehérjéket Western blot analizissel vizsgaltuk. Az MyHC Ila
(A), MyHC | (B) és a SMTNLI (C) elleni specifikus antitestekkel kapott savok denzitasat elosztottuk a
belsé kontroll denzitisaval, majd a hipertireozisos értékeket az eutiredzisos értékek dtlagdra
normalizaltuk. A 3-3 eu- és hipertireozisos donor mintdinak analizisébdl szarmazo relativ fehérje
expressziot oszlopdiagramon abrazoltuk (atlag + SEM). A csoportokat kétmintas parositatlan t-

probaval hasonlitottuk dssze, ahol p <0,05 (*) volt.

izom biopsziakbol teljes RNS-t izolaltunk a 3.19. részben részletezett modon, majd a mintakat
elkiildtik microarray analizisre. Ennek soran a mintakat a t6bb mint 39 000 transzkriptumot
tartalmazo Affymetrix Human Gene 1.0 ST array-vel vizsgaltak, mely a teljes genomot hivatott
reprezentalni. A 9A abra hétérképe azt a 393 gént mutatja, melyek expresszidja szignifikans
eltérést mutatott (p <0,05) —pozitiv vagy negativ iranyba— a hipertire6zisos mintdkban az
eutire6zisos mintakkal Osszevetve. Az adatok bioinformatikai elemzése feltarta, hogy az
intracellularis jelatviteli utvonalak koziil az mTOR, az AMP-aktivalt kinaz (AMPK), a
PI3K/Akt és a MAPK szignalizacioban résztvevd gének expresszidja valtozott a legjelentsebb
mértékben (9B abra). Ezen gének fehérjetermékei tobbek kdzott olyan biologiai folyamatokban
jatszanak szerepet, mint a sejt- és szovetfejlodés és ezek zavarai, a lipid metabolizmus ¢és

zavarai, valamint az anyagcsere €s energiatermelés €s ezek zavarai (9C abra).
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9. abra: Humdn eu- és hipertireozisos vdzizom biopszak microarray analizise. Harom-hdarom eu- és
hipertireozisos biopsziabol teljes RNS-t izolaltunk, majd a globalis génexpresszios profilt microarray
analizissel hatdaroztuk meg. A hétérképen (A) pirossal az indukadlt gének, kékkel pedig a represszalt
gének lathatok. A szignifikans valtozast mutato, funkciondlisan osszetartozo gének a tabldazatban (B)
jelolt jelatviteli utvonalakban jatszanak szerepet, melyben zélddel a leszabdlyozott, pirossal pedig a
felszabalyozott géneket jeloltiik. A génontologiai elemzés eredményeképpen leginkabb feliilreprezenzalt

kategoridkat a (C) panel mutatja.

4.1.5. A hipertireézis kulcsfontossagu szignaliziacios utvonalakban szerepet jatszo
kinaz enzimek regulaciojara gyakorolt hatasa human vazizomban

A microarray analizis soran azonositott jelatviteli itvonalak hipertiredzis altal indukalt
fehérjeszintli valtozasainak tanulmanyozasara szamos kinaz foszforilacios allapotat is
megvizsgaltuk, melyek ismeretében kovetkeztetni lehet az enzimek aktivitdsara és az altaluk

szabalyozott jelatviteli utvonalak aktivalodasara vagy inaktivalodasara. A kereskedelmi
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forgalomban elérheté human foszfo-kinaz és foszfo-MAPK array-k segitségével szamos fehérje
relativ foszforilacios vagy expresszios szintjének egyidejli, gyors és érzékeny detektalasat
végeztiik el ugyanazon betegmintak felhasznaldsaval. A human eutiredzisos és hipertire6zisos
vazizom mintdk Osszehasonlitasaval nyert eredményeket a konnyebb atlathatosag érdekében
hotérképen €s oszlopdiagramon is abrazoltuk (10. abra). A transzkripcids faktorok koziil a
STAT2Y®8 STAT5a"®* ¢s a STATSHY®® foszforilacidja jelentdsen megemelkedett a
hipertire6zisos mintdkban (10A 4bra). A Ser/Thr kinazok csoportjan beliil az MSK 1/25376/S360
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10. dbra: Humdn eu- és hipertireozisos vdzizom biopszidak vizsgdlata foszfo-kindaz és foszfo-MAPK
array-vel. A mintik homogenizdilasat kévetéen szamos fehérje relativ foszforilacios szintjének
meghatarozasat végeztiik el a human foszfo-kindz és foszfo-MAPK array-k segitségével (A, B). A
hotérképeken pirossal a foszforilacio emelkedését, zélddel a foszforilacio csokkenését jeloltiik. A
denzitometrias kiértékelést és a hattérkorrekciot kovetéen az oszlopdiagramokon sziirkével az
eutireozisos értékek atlagara normalizalt hipertireozisos értékeket tiintettiik fel, mig az eutireozisos
ertékek feketével lathatok. A f0szfo-MAPK array esetén 2-2, a foszfo-kindz array esetén 3-3 eu- és
hipertireozisos donor mintdit hasznadltuk és az ebbdl szarmazo eredmények atlag + SEM értékét
abrazoltuk. A csoportokat kétmintas parositatlan t-probaval hasonlitottuk ossze, ahol p <0,05 (*), p

<0,01 (**), p <0,001 (***), p <0,0001 (****) volt. RTK: receptor tirozin kindzok

Akt25474  WNK1™ ¢s az MKK352181222 foszforilacidja szignifikinsan csokkent, mig az

ER K1/2T202/Y204,T185/Y1871 AM PK(X2T172 és a JNKpanT183/Y185,T221/Y223 foszforiléciéja
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szignifikdnsan nétt a hipertire6zisos mintdkban az eutire6zisos mintakhoz viszonyitva (10A
dbra). Az mTORS*8 PLC-y1Y"® ¢s az eNOSSM" foszforilacioja, tovabba a HSP60
expresszidja lényegesen csokkent a hipertire6zisos betegektdl szarmazd mintdkban. A
sejtciklus és az apoptdzis szabdlyozisaban résztvevé fehérjék koziil csupan a p2771%
foszforilacidja valtozott a hipertiredzis hatasara (10B éabra). A microarray és a Proteome
Profiler array-k eredményeit Osszegezve elmondhatd, hogy a hipertiredzisnak jelentOs

befolyasa van a vazizom anyagcseréjére az ezen folyamatokban szerepet jatszo fehérjék

expresszidjanak vagy foszforildcidjanak modositasan keresztiil.

expressziojara

A C2C12 egér mioblaszt sejtvonal egy széles korben hasznalt modellrendszer a vazizom
metabolizmusanak in vitro vizsgalatara [Wong és mtsai, 2020], melyet a human vazizom
biopszidkon kapott eredmények validalasan til a SMTNLI fehérje hipertiredzis soran kifejtett
hatdsanak hatterében allé molekularis mechanizmus felderitésére hasznaltunk. Vizsgalati
rendszeriinkben a kifejlett vazizom modellezésére a mioblaszt sejteket miotubulusokka
differencialtattuk. Mivel az irodalomban tobbféle C2C12 differencialtatasi protokoll is
fellelhetd, melyek a differencialtatas id6tartamaban kiilonboznek egymastol [Muscat és mtsai,
1994; Chen és mtsai, 2015; Liu és mtsai, 2018; Dehoux és mtsai, 2004], ezért els6 1épésként
meghataroztuk a differenciacio teljes végbemeneteléhez ¢és az érett miotubulusok
kifejlédéséhez sziikséges napok szdmat a sajat rendszeriinkben, melyet a hosszatava T3 kezelés
C2C12 differenciacidra kifejtett hatdsanak tanulméanyozéisaval egészitettiink ki. Ehhez a
mioblasztokat 6 napon keresztiil a hipertire6zisos allapotnak megfelelé szuprafizioldgias (10
nM) T3 koncentracié mellett differencidltattuk. A differenciacié eldrehaladasat dezmin és
MyHC differenciacios markerek segitségével, western blot analizissel monitoroztuk. A dezmin
egy intermedier filamentum fehérje, mely a differenciacio korai szakaszaban kis mennyiségben
van csak jelen, azonban expresszidja a differenciacio elérehaladtaval n6 [Li és mtsai, 1994]. Az
MyHC expresszidja meredeken emelkedik a normal differenciacié soran [Nie és mtsai, 2017].
Eredményeink tiikrében kijelenthetjiik, hogy a 4. naptdl kezdddéen egyik marker expresszioja
sem valtozik szignifikansan, ami azt mutatja, hogy a 4. napra teljesen végbement a
csoportok dsszehasonlitasa soran azt tapasztaltuk, hogy a T3-mal kezelt sejtekben a 4. napon a
dezmin, a 6. napon pedig az MyHC expresszidja szignifikansan, 57 és 46%-kal magasabb volt

a kontrollhoz képest (11A és B abra), ami arra utal, hogy a T3 elésegiti a C2C12 mioblasztok
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differencialodasat. Ezt kdvetéen az endogén SMTNLI expresszidjat is megvizsgaltuk a fent
emlitett koriilmények kozott. A normal differencidcio sordn a fehérje expresszidja fokozatosan
nd, azonban ez az emelkedés nem szignifikans. Erdekes médon a T3 kezelés hatasara a
SMTNLI1 expresszidjanak dramai novekedése lathatdo az 1. napon, amely ezt kdvetOen

fokozatosan csokken egészen a differenciacié végéig, amikor expresszidja mar 4-szer Kisebb a
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miotubulusokat lizaltuk, majd a mintdkat western blot analizissel, a dezmin (A), MyHC (B) és SMTNL1
(C) elleni specifikus antitestekkel vizsgaltuk. A fehérjesavok denzitometrids kiértékelését és a belsé
kontrollra valo normalizdlasat kovetden az adatokat a D6 kontrollok dtlagdhoz viszonyitva adtuk meg.
Az n=3-4 kiserletbdl szarmazo eredményeket atlag + SEM formdban tiintettiik fel. A csoportokat kétutas

ANOVA-val hasonlitottuk éssze, melyet Tukey post hoc teszttel egészitettiink ki, ahol p <0,05 (*), p
<0,01 (**) volt.
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kontrollhoz képest (11C abra). Mindezek alapjan elmondhato, hogy a SMTNLI1 expresszioja
bizonyos mértékig forditottan aranyos a T3 kezelés idétartamaval, ami tovabb erdsiti, hogy a
hosszutava T3 expozicio 8 SMTNLI expresszidjanak csokkenését okozza.

Egy masik kisérleti elrendezésben arra voltunk kivancsiak, hogy egy 3 napos T3 kezelés
milyen mértékli visszaesést idéz eld az endogén SMTNLI expressziojaban a kifejlett
miotubulusokban. Ennek érdekében a mar differencialodott sejtek kezelését 10 nM T3
hozzaadasaval egészitettiik ki a 4. nap kezdetétdl és igy tenyésztettiik a sejteket tovabbi 72 6ran
at. Azt talaltuk, hogy a fehérje expresszidja szignifikdnsan, mintegy 33%-kal csokkent a T3
kezelésnek koszonhetéen (12A abra), ezért innentdl kezdve ebben a kisérleti elrendezésben
dolgoztunk tovabb.

A SMTNLI1 funkcidjanak tanulmanyozasara a rekombindns fehérjét kodold plazmidot
mioblasztokba transzfektaltuk, majd a sejteket miotubulusokka differencialtattuk. A
differencialatlan mioblasztok és a differencialodott miotubulusok feltarasa utan a transzfekcio
sikerességét és a rekombinans fehérje kifejezddését a rekombindns fehérjén 1évo Flag jelolore
specifikus antitesttel, illetve az endogén és rekombinans fehérjét is felismerni képes SMTNLI
elleni antitesttel, western blot analizissel ellendriztiik. A transzfekcido a mioblasztok esetén
85%-0s novekedést produkalt a SMTNLI1 expresszidjaban (12B abra). Ez az érték a sejtek
tekinthet6 (12C abra).

A szuprafiziologias, 72 oras T3 kezelés és a transzfekcio C2C12 miotubulusok
¢letképességére kifejtett hatasat alamarBlue esszével vizsgaltuk, hogy megbizonyosodjunk
arrol, hogy a kiilonbozd kezelések hatasara bekovetkezd valtozdsok nem a csokkend
sejtszamnak tudhatok be. Tapasztalataink azt mutatjak, hogy sem a SMTNL1 overexpresszidja,

sem a szuprafiziologias T3 kezelés nem befolyasolja a miotubulusok életképességét (12D abra).

41.7. A T3 Kkezelés és a SMTNL1 overexpresszi0 befolyasolja a T3
hatasmechanizmusaban szerepet jatszo fehérjék expressziéjat a C2C12 miotubulusokban

A T3 hatdsmechanizmusanak  kialakitdsdban  kardinalis  szerepiik van a
pajzsmirigyhormonok sejtmembranon vald atjuttatisat végzd transzportereknek, az
intracellularis térbe keriilt hormonok aktivacidjat vagy inaktivacidjat végzo konvertald
enzimeknek ¢és az aktiv hormonok célbajuttatasat végzd és effektor funkciot ellatd
receptorfehérjéknek. Ezen transzportereknek, konvertald enzimeknek és receptoroknak tobb
kiilonbozd izoformdja ismert, melyek szovetspecifikus expressziot mutatnak. A vazizomban a

transzporterek koziil az MCT8, a prohormonok aktivacidjat végzd konvertald enzimek koziil a
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12. dabra: A SMTNLI overexpresszio és 72 ords szuprafiziologias T3 kezelés hatisa a C2CI2
miotubulusok életképességére. A miotubulusokat 10 nM T3-mal 72 ordig kezeltiik, majd a teljes sejtes
lizatumokat western blot analizissel, az endogén SMTNLI fehérje elleni specifikus antitesttel vizsgaltuk
(A). A mioblasztokat iires plazmiddal (MOCK) vagy rekombindns SMTNLI fehérjét tartalmazo
plazmiddal (NT-FT-SMTNLI) transzfektaltuk, majd miotubulusokkd differencidltattuk. A SMTNLI
overexpressziojanak sikerességét a rekombindns Flag jelol6t tartalmazo fehérje elleni antitesttel, mind
a mioblasztok (B) mind a miotubulusok (C) esetén western blot analizissel ellendriztiik, melynek
eredmeényét denzitometrias kiértékeléssel kvantifikaltuk. A transzfekcio és a szuprafiziologias T3 kezelés
hatasat alamarBlue életképességi esszével tanulmanyoztuk. (D). Az n=3-4 kisérletb6l szarmazo
eredmények dtlag + SEM értékét oszlopdiagramon dbrazoltuk, ahol az adatokat elébb a belsé
kontrollra normdltuk, majd az tires plazmiddal transzfektalt (B, C) és/vagy az 1 nM T3-at kapott (A, D)
kontrollhoz viszonyitva adtuk meg. A csoportokat kétmintdas pdrositatlan t-probaval (A-C) és egyutas
ANOVA-val (D) hasonlitottuk dssze, utobbit Tukey post hoc teszttel egészitettiink ki, ahol ns=nem
szignifikdns, p <0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***) volt.
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13. abra: A SMTNLI overexpresszio és a szuprafiziologias T3 kezelés hatisa a T3 jelatvitelben
szerepet jatszo reguldtor fehérjék expressziojara. A mioblasztokat iires plazmiddal (MOCK) vagy
rekombinans SMTNLI-et tartalmazo plazmiddal (NT-FT-SMTNLI) transzfektdaltuk, majd
differencialtattuk. Az érett miotubulusokhoz a 4. naptol kezdédéen 10 nM T3-at adtunk, melyet naponta
[rissre cseréltiink 72 ordn keresztiil. A teljes sejtes lizatumokat western blot analizissel, az MCTS (A),
DIO2 (B), TRal (C) és TRBL (D) elleni specifikus antitestekkel vizsgaltunk. A fehérjesavok
denzitometrias kiértékelését és az adatok belsé kontrollra valo normalizalasat kovetden az eredményeket
az 1 nM T3-mal kezelt MOCK kontrollok atlagdhoz viszonyitva adtuk meg. Az n=3-5 kisérletbol
szarmazo eredmények dtlag + SEM értékét abrazoltuk. A csoportokat egyutas ANOVA-val hasonlitottuk

ossze, melyet Tukey post hoc teszt kévetett, ahol p <0,05 (*), p <0,01 (**) volt.

DIO2, a receptorok koziil elsésorban a TRal és TRP1 talalhatd meg, melyek egyarant
meghatarozo szerepet toltenek be a pajzsmirigyhormonok altal kozvetitett jel tovabbitasaban,
ezért utanajartunk, hogy szuprafiziologias T3 koncentracié mellett a SMTNL1 fehérjének

milyen hatdsa van —ha van egyaltalan- ezen fehérjék expressziojara. Ehhez a SMTNLI1 fehérjét
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overexpresszald miotubulusokat 10 nM T3-mal 72 o6raig kezeltiik. Az igy kapott mintakat
western blot analizissel elemeztiik és megéllapitottuk, hogy sem az MCTS, sem a DIO2
expresszidjaban nem tortént 1ényeges valtozas (13A és B abra), ellenben a TRal expresszidja
drdmaian, 67 és 52%-kal csokkent a T3 kezelés és a SMTNLI1 overexpresszié hatésara.
Kezdetben ugy gondoltuk, hogy a SMTNLI fehérje képes a T3 hatdsat antagonizalni, ezért
meglepddve tapasztaltuk, hogy a kombinalt kezelés a TRal expresszio tovabbi visszaeséséhez
vezetett, ami 37%-kal kisebb a SMTNLL1 overexpresszidja altal eléidézett csokkenéshez képest,
¢s ami a T3 kezelés okozta csokkenéshez képest nem szignifikans (13C abra). Ezzel ellentétben
a T3 kezelés a TRP1 expresszidjat szignifikansan megemelte, melyre a SMTNLI1 fehérje
overexpresszidjanak onmagaban nem volt hatasa, azonban T3 kezeléssel kombinalva képes volt
a T3 altal indukalt névekedést meggatolni (13D abra).

A rekombinans SMTNLI fehérje immunprecipitacioja soran kKimutattuk, hogy a SMTNL1
¢s a TR-ok nem kotédnek egymashoz kozvetleniil (14A abra). Mivel a SMTNL1-r6l
bebizonyosodott, hogy a PKA altali foszforilaciojat kovetéen a sejtmagba transzlokalodik
[Lontay és mtsai, 2010] valamint, hogy a sejtmagban transzkripcios represszorként mitkodik
[Bodoor és mtsai, 2011], ezért a SMTNL1-t overexpresszaldo miotubulusokat PKA agonistaval
(8BrcAMP) kezeltiik és ilyen feltételek mellett is megvizsgaltuk, hogy hogyan alakul a TRal
expresszidja. Eredményeink azt mutatjak, hogy a kombinalt kezelés kovetkeztében 42%-kal
csokkent a TRal expresszidja a csak SMTNLI-et overexpresszald miotubulusokhoz képest
(14B ébra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a SMTNLI transzkripcids szinten szabalyozza
a TRal kifejezédését.

A MyoD1 fehérje egyike a miogenezist kontrollalo f6 fehérjéknek, melynek expresszioja T3
altal transzkripcios szinten pozitivan regulalt [Muscat és mtsai, 1994; Carnac és mtsai, 1992].
Eredményeink is ezt timasztjak ald, hiszen a T3 kezelés dnmagaban 55%-kal, a SMTNL1
overexpresszidjaval kombindlva pedig 49%-kal fokozta a MyoD1 expresszidjat a
miotubulusokban, mikézben a SMTNLI fehérjének 6nmagdban nem volt hatasa (14C &bra).
Modellrendszeriinkben a SMTNL1-t overexpresszaldo miotubulusok esetén a differenciacié mar
végbement mikor a sejtek T3 kezelését megkezdtiik, igy ebben az esetben a MyoDl1

felregulalasanak feltételezhetéen mas jelentdsége van.

4.1.8. A SMTNL1 overexpresszioja T3 jelenlétében csokkenti az IRS1 Ser
foszforilaciojat a miotubulusokban
Hipertiredzis sordn a vazizom normal inzulin koncentraciora adott csokkent valaszado

képessegét feltehetden az intracellularis gliikkoz metabolizmusért felelds jelatviteli utvonal(ak)
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14. dbra: A SMTNLI és a TR izoformak kiozotti kapcsolat. A rekombindns SMTNLI fehérje
immunprecipitdciojdt Anti-FLAG M2 Affinity Gel segitségével, 10 nM T3-mal vagy 10 uM 8BrcAMP-
vel kezelt miotubulusokon végeztiik el, majd western blot analizis keretében TRo/p elleni specifikus
antitesttel vizsgaltuk a fehérjék kozotti interakcio meglétét vagy hianyat (A). Az tires plazmiddal
(MOCK) vagy rekombindns fehérjét kifejezé plazmiddal (NT-FT-SMTNL1) transzfektalt mioblasztokat
miotubulusokka differencialtattuk, majd 10 uM 8BrcAMP-vel kezeltiik 24 éran at (B) vagy 10 nM T3-
mal kezeltiik 72 oran dt (C). Az igy kapott mintdakat feltards utan western blot analizisnek vetettiik ald a
TRal (B) és a MyoDI1 (C) elleni specifikus antitesteket alkalmazva. A fehérjesiavok denzitometrids
kapott MOCK kontrollok dtlagdhoz viszonyitva tiintettiik fel. Az n=3 kisérletbdl szarmazé adatok dtlag
+ SEM értékét oszlopdiagramon dbrazoltuk. A csoportokat egyutas ANOVA és Tukey post hoc teszt
kombindcidjaval hasonlitottuk dssze, ahol p <0,05 (*) és p <0,01 (**) volt.

hibaja okozza [Dimitriadis és mtsai, 2008]. Figyelemremélto modon néstény SMTNL1 KO
egerek esetén szintén csokkent gliikoztolerancia figyelhetd meg, melyet a csokkend IRSI
szintekkel hoztak Gsszefliggésbe [Lontay és mtsai, 2015]. Ezen megfigyeléseket alapul véve
megvizsgaltuk a SMTNLI1 fehérje és a T3 kezelés hatasat az inzulin jelatvitel kritikus
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elemeinek expresszidjara és foszforilaciojara a fenti hipotézis bizonyitasara. Ehheza SMTNL1-
et overexpresszalo, differencialtatott C2C12 sejteket 10 nM T3-mal 72 6raig kezeltiik, majd a
megfeleld fehérjékre és/vagy azok foszforilacios helyeire specifikus antitesttel western blot

analizist végeztiink. Bar az IRS1 expresszidja egyik kezelés hatdsara sem valtozott
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15. abra: A SMTNLI1 overexpresszio és a szuprafiziologidas T3 kezelés hatdsa az inzulin jelatvitel
kritikus elemeinek expressziojara és foszforilaciojara. Az iires plazmiddal (MOCK) vagy a
rekombindns SMTNLI fehérjét expresszalo plazmiddal (NT-FT-SMTNLI) transzfektalt mioblasztokat
miotubulusokka differencidltattuk, majd 72 oran dat 10 nM T3 jelenlétében tenyésztettiik. A teljes sejtes
lizatumbdl szarmazé fehérjéket Western blot analizissel vizsgaltuk, az IRSI (A), IRS1-P%Y (B), IRS1-
P12 (C) és PI3K (D) elleni specifikus antitestek segitségével. A fehérjesavok denzitometrids
normalizaldsat kovetéen az eredményeket az 1 nM T3-mal kezelt MOCK kontrollok dtlagdhoz
viszonyitva adtuk meg. Az N=3-6 kisérletbol szarmazo adatok dtlag + SEM értékét abrazoltuk. A
statisztikai analizis soran a csoportokat egyutas ANOVA-val hasonlitottuk dssze, melyet Tukey post hoc

teszt kovetett, ahol p <0,05 (¥), p <0,01 (**), p <0,001 (***) volt.
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Ser oldallancok foszforilacidja 1,6 és 1,8 szorosara nott a T3 kezelésnek koszonhetdéen a nem
kezelt kontrollhoz viszonyitva (15B és C abra). Az IRS1 Ser307-es foszforilaciojaa SMTNL1
overexpresszidjat kovetden 48, a kombinalt kezelést kovetden pedig 73%-ra esett vissza a nem
kezelt kontrollal Osszevetve (15B abra). A kombinalt kezelést kovetéen az IRS1 Ser612
foszforilaciojaban 83%-os visszaesés tapasztalhatdo a T3 kezeléshez képest (15C abra). Az
inzulin jelatvitel egy masik fontos eleme az IRS1 fehérje foszfotirozin oldallancahoz kotédo
PI3K, melynek 85 kDa katalitikus alegységének expresszidja szignifikansan kisebb volt a T3-
mal kezelt mintakban a kontrollhoz viszonyitva, mig a tobbi kezelés ezt nem befolyasolta (15D
abra). Eredményeink bizonyitékul szolgalhatnak arra vonatkozoan, hogy a T3 tulkinalat zavart
okoz az inzulin jelatvitelben az IRS1 gatldé Ser foszforilacidjanak emelése révén, melyet a

SMTNLI fehérje azonban képes mérsékelni.

4.19. Az IRS1 kinazok SMTNLI1 altali szabalyoziasa T3 kezelés hatasira a
miotubulusokban

A tovabbiakban az IRS1 Ser foszforilacié emelkedéséért potencidlisan felelds protein kindz
enzimek aktivitasat vizsgaltuk meg. Az mTOR, az ERK1/2, a JNK és a PKCd enzimekben
kozos, hogy fiziologias koriilmények kozott is aktivalodnak az inzulin jelatvitel soran, hogy
aztan negativ visszacsatolasi mechanizmussal az IRS1-et meghatarozott Ser oldallancokon
foszforilalva leallitsak annak miikodését [D’Alessandris és mtsai, 2007; Waraich és mtsai,
2008; Glynn ¢és mtsai, 2008]. A human mintakon nyert Proteome Profiler eredmények
részletezésénél lattuk, hogy a hipertiredzis ezen Ser/Thr kindzok koziil tobbre is hatdssal van
azok poszttranszlacios modositasan keresztiil (10. abra), ezért a kovetkez6kben arra voltunk
kivancsiak, hogy ezen Ser/Thr kindzok aktivitasa miként modosul a T3 kezelés és a SMTNLI
fehérje hatasara. Ennek érdekében a SMTNLI1-t overexpresszald miotubulusokat 72 o6ran at
szuprafiziologias T3 koncentracié mellett tenyésztettiik. Az mTOR, ERK1/2 és JNK enzimek
defoszforilalt formajanak expresszidja egyik kezelés hatasara sem valtozott jelentdsen (16A-C
abra).

A T3 kezelés és a SMTNLI1 overexpresszidjanak hatasira az mTOR Ser2448
foszforilacigjaban nem tortént valtozas, a kombinalt kezelésnek kdszonhetden azonban
jelentésen megemelkedett a T3-mal kezelt sejtekhez képest (17A ébra). Az ERKI1/2
foszforilacidja a T3 kezelést kovetden 57%-kal emelkedett, mig a SMTNLI1 overexpresszioja
27%-0s csokkenést okozott a kontroll értékéhez mérten (17B abra). A JNK foszforilacidja T3
kezelésre 18%-kal nétt. Ezzel szemben a SMTNLI overexpresszidja mar onmagaban is 40%-

os visszaesést eredményezett, tovabba képes volt a T3 altal indukalt emelkedést meggatolni
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(17C éabra). A PKC? izoforma expresszioja T3 hatasara valtozatlan maradt, azonban 38 és 50%-
kal csokkent a SMTNLI overexpresszidjanak kovetkeztében a T3 hidnyatol vagy jelenlététol
fiiggden (17D abra). Mivel az IRS1 a jelen bekezdésben targyalt kindzok célpontja, a kapott
adatok magyarazatot jelenthetnek a szuprafiziologias T3 koncentracio altal eldidézett gatld
IRS1 Ser foszforilaci6 fokozddasara, illetve alatdmasztjdk a SMTNLI inzulinérzékenyitd
hatasat, ami képes az emlitett kinazok expresszidjanak vagy foszforilaciojanak, ezen keresztiil

pedig azok aktivitasanak csokkentésére.
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16. abra: A SMTNLI1 overexpresszio és a szuprafiziologias T3 kezelés hatisa az IRS1 kindzok
expressziojara. A mioblasztokat iires plazmiddal (MOCK) vagy rekombinans SMTNLI fehérjét
expresszalo plazmiddal (NT-FT-SMTNLI) transzfektaltuk, majd miotubulusokka differencialtattuk. A
miotubulusokat ezt kovetéen 10 nM T3-mal, 72 ordig kezeltiik, majd western blot analizist alkalmazva
megvizsgaltuk az mTOR (A), ERK1/2 (B) és a JNK (C) fehérjék expressziojat az emlitett fehérjékre
specifikus antitestekkel. A fehérjesavok kvantifikaldsa és a belsé kontrollra valé normalizdlas utdin az
eredményeket az 1 nM T3-at kapott MOCK kontrollok dtlagdhoz viszonyitva adtuk meg. Az
oszlopdiagramon n=>5-6 kisérletbdl szarmazo eredmények dtlag + SEM értékét dbrazoltuk. A statisztikai

analizis soran egyutas ANOVA és Tukey post hoc teszt kombinacidjaval hasonlitottuk dssze a kiilonbozo

csoportokat.
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17. abra: A SMTNLI1 overexpresszio és a szuprafiziologias T3 kezelés hatdisa az IRS1 kindzok
expressziojara és foszforildcidjara. A mioblasztokat iires plazmiddal vagy rekombindns SMTNLI
fehérjét expresszdlo plazmiddal transzfektaltuk és miotubulusokka differencidltatasukat kévetéen 72
oraig 10 nM T3-mal kezeltiik. A miotubulusok feltdardsa utan a mintakat western blot analizissel, az
MTOR-P5%48 (A), ERK1/2-PT202/Y204 (B) ~ JNK-PT8ME. 12207223 (C) 45 ¢ PKCS (D) elleni specifikus
antitestekkel vizsgadltuk. A fehérjesavok denzitometrias kiértékelése és az adatok belsd kontrollra (D)
vagy nem foszforilalt fehérjére (A-C) valo normalizdldsa utin az eredményeket az 1 nM T3-mal kezelt
MOCK kontrollok datlagdhoz viszonyitva tiintettiik fel. Az N=4-6 kisérletb6l szdrmazo eredményeket
dtlag + SEM formaban abrazoltuk. A négy csoportot egyutas ANOVA-val vetettiik dssze egymdssal,
Tukey post hoc tesztet alkalmazva, ahol p <0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***) volt.

4.1.10. ASMTNL1 overexpressziéja T3 jelenlétében noveli a GLUT4 és csokkenti a HK
II expresszidjat a miotubulusokban

Az intracellularis gliik6z metabolizmus két masik fontos pillére a vazizom inzulin medialt
glikozfelvételét ellatd GLUTA4, illetve a transzporter segitségével az intracellularis térbe keriilt

gliikoz foszforilacidjat végz6 HK II enzim. A hipertiredzis egy felfokozott anyagcserével és
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ezzel Osszefliggésben megnovekedett gliikozfelhasznalassal jaro allapot, melyben a GLUT4
Nostény KO egerek vizsgalata soran fény deriilt arra, hogy a SMTNLI kiiitése is a glikolizis
gerjesztésével jar, am a GLUT4 expresszidja paradox mdédon nem nd, hanem csdkken a KO
allatok vazizmaban [Lontay és mtsai, 2015]. Ezen megfigyeléseket szem el6tt tartvaa SMTNL1
és a T3 kezelés glikoz metabolizmusban szerepet jatszo fehérjékre gyakorolt hatasat
tanulméanyoztuk. A GLUT4 expresszidja a T3 kezelést kdvetden tendencidjaban nétt, a
SMTNLI1 overexpresszio €s a ketté kombinacidja esetén pedig szignifikansan megemelkedett
(18A abra). A glikolizis sebességmeghatarozo 1épését katalizaldé HK II enzim expresszidja
43%-kal nétt a T3 kezelésnek koszonhetden, viszont a SMTNLI overexpresszidja és a
kombinalt kezelés kb. 25%-kal csokkentette azt a kontrollhoz képest (18B abra).

A vazizom gliikozmetabolizmusanak rovid- és hosszatava szabalyozasaban az AMPK- nak
is kardinalis szerepe van [Winder és mtsai, 2003]. A Protecome Profiler eredmények
részletezésénél lattuk, hogy az AMPK a2 alegység aktivitasat a hipertire6zis nagymértékben
befolyasolja, igy megvizsgaltuk az enzim expressziojat és foszforilacigjat a C2C12
modellrendszerben is, ahol a SMTNLL1 hatasat is tanulmanyoztuk. Azt tapasztaltuk, hogy az
AMPK Thr172-es oldallanc foszforilacidja kb. 30%-kal emelkedett mind a szuprafiziologias
T3 kezelésnek, mind a kombinalt kezelésnek kdszonhetéen, mikozben a nem foszforilalt fehérje
expresszidja minden kisérleti elrendezésben valtozatlan maradt (18C és D abra). Ezen feliil egy
upstream regulator, az AMPK defoszforilaciojat végzd protein foszfataz 2A katalitikus a
alegységének (PP2Aca) expressziojat is megvizsgaltuk, mivel a human vazizom mintak
microarray analizise feltarta, hogy a PP2Aca-t kodold gén expresszidja szignifikansan csokken
a hipertiredzis soran (9B abra). A PP2Aca fehérjeszinti expresszidja T3 kezelés hatasara
marginalisan szignifikdns csokkenést mutatott, mig a SMTNLI1 overexpresszidjanak
onmagaban nem volt hatasa a fehérje expresszidjara, azonban a kombinalt kezelést kdvetden
képes volt a T3 indukalt cs6kkenést megakadalyozni (18E abra). Mindezek alapjan elmondhato,
hogy a T3 tulkindlat a glilkézmetabolizmusban kozponti szerepet jatszd fehérjék
expresszidjanak vagy aktivitasanak novelésével serkenti a glikolizist, melynek a SMTNL1 szab
hatart.

4.1.11. A SMTNLI1 overexpresszioja antagonizalja a T3 savasodasi ratara Kifejtett
hatasat a mioblasztokban
A hipertiredzis altal indukalt megndvekedett ATP fogyasztassal a vazizom az ATP termeld

apparatus kapacitasdnak mennyiségi €s mindségi valtoztatasaival probal 1épést tartani. A gyor-
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18. dbra: A SMTNLI overexpresszio és a szuprafiziologias T3 kezelés hatisa a gliikoz
metabolizmusban szerepet jatszo fehérjék expresszidjara és foszforilaciojara. A mioblasztokat iires
plazmiddal (MOCK) vagy rekombindns SMTNLI fehérjét expresszdlo plazmiddal (NT-FT-SMTNL1)
transzfektdaltuk, ezt kovetden pedig miotubulusokkd differencidaltattuk. A miotubulusokat 10 nM T3-mal
72 ordig kezeltiik, majd a mintdkat Western blot analizisnek vetettiik ald, melynek soran a GLUT4 (A),
HK 11 (B), AMPK-P™2 (C), AMPK (D) és a PP2Aca (E) expresszicjat, illetve foszforilaciojat vizsgaltuk.
A fehérjesavok denzitometrids kiértékelését és az adatok belsé kontrollra (A, B, D, E) vagy nem
foszforilalt fehérjére (C) valo normalizaldsat kévetden az eredményeket az 1 nM T3-at kapott MOCK
kontrollok atlagahoz viszonyitva adtuk meg. Az n=3-4 kisérletbdl szdarmazo eredmények dtlag + SEM
értékét oszlopdiagramon abrazoltuk. A csoportokat egyutas ANOVA-val hasonlitottuk ossze, melyet
Tukey post hoc teszt kovetett, melyben p <0,05 (*) és p <0,001 (**) volt.
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sabb ATP-termelés iranti igényt részben a glikolitikus kapacitas emelkedése elégiti ki. Nem
meglepd tehat, hogy a glikolizis mellett a laktattermelés, a gliikkdz oxidacié és a glikogenolizis
is feler6sodnek a hipertire6zisos vazizomban [Mitrou és mtsai, 2010]. Erdekes médon ez
meglehetésen hasonlit a SMTNLI1 kititésének hatasahoz, ami a trikarbonsav ciklus (=gliik6z
oxidacio), a glikolizis, a glikogenolizis és a zsirsav lebontas fokozddasaval jar [Lontay és mtsai,
2015]. Ezen hasonlosagok a hipertiredzis és a SMTNLI1 kititése kozott arra sarkalltak, hogy
megvizsgaljuk a SMTNLI1 taltermeltetés és a T3 kezelés hogyan befolyasoljak a sejtek
metabolikus fenotipusat. A laktattermelés és a mitokondrialis oxidativ foszforilacid vizsgalatat
az ECAR, illetve az OCR mérésén keresztiil, Seahorse analizissel végeztiik el, melybdl a
glikolizis anaerob vagy aerob voltara kdvetkeztethetiink.

A savasodas alapértéke a kontrollhoz képest tendencidjaban nétt a T3 kezelés hatasara, mig
a SMTNLI taltermeltetése szignifikdnsan csokkentette (19A 4bra). A laktattermelés indikatora,
az anaerob glikolizis a T3 tulkinalat kovetkeztében 28%-kal nétt, azonban a SMTNL1
overexpresszidja felére csokkentette azt a kontrollhoz képest. Mi tobb, a SMTNLI
overexpresszidja képes volt megakadalyozni az anaerob glikolizis T3 hatdsara bekdvetkezd
emelkedését (19B abra). A maximalis glikolizis mértéke T3 hatasara valtozatlan maradt,
viszont a SMTNLI1 overexpresszidja dnmagaban szignifikansan csokkentette (19C abra). A
glikolitikus rezerv minden esetben Iényegesen csokkent a kontrollhoz viszonyitva (19D abra).
Az oxigénfogyasztas alapértékét a T3 kezelés nem befolydsolta, azonban a SMTNLI
overexpresszidja szighifikansan csokkentette (19E abra). Az aerob glikolizis mértéke a T3
kezelés hatdsdra nem valtozott, azonban a SMTNLI1 46%-kal csokkentette azt (19F abra). A
glikolitikus rezerv minden kisérleti elrendezésben szamottevOen csdkkent, azonban csak a
kombinalt kezelés hatasa bizonyult statisztikailag szignifikansnak (19G abra). A maximalis
1égzés mértéke is szignifikansan visszaesett a SMTNLI taltermeltetésének hatdsara (19H é&bra).

A zsirsavak lebontasa soran is keletkezhet acetil-CoA vagy mas intermedier molekulak,
melyek az ATP szintézisben hasznosulnak. Eredményeink szerint a magas koncentracidban
jelenlévé T3 fokozza a zsirsav oxidacio-fliggé OCR-t, mig a SMTNLI1 fehérje jelenléte
kovetkeztében 58%-kal csokken (191 4bra). A kapott adatok fényében elmondhatd, hogy a
feleslegben 1évé T3 lényegesen noveli az ECAR-t, mikézben a SMTNLI1 overexpresszidja a

glikolitikus anyagcsere mérséklése altal antagonizalja a T3 hatasat.
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19. dabra: A SMTNLI overexpresszio és a szuprafiziologidas T3 kezelés hatiasa az ECAR és az OCR
meértékére. Az iires plazmiddal (MOCK) vagy a rekombinans SMTNLI fehérjét expresszalo (NT-FT-
SMTNLI1) plazmiddal transzfektalt, T3-mal kezelt mioblasztokat eromoxir (50 uM), oligomycin (2 uM),
FCCP (4 uM) és antimycin (10 uM) + 2-DG (100 nM) inhibitorokkal kezeltiik. A protonkoncentrdcio
emelkedését (A-D) és az oxigénkoncentrdcio csokkenését (E-1) Seahorse analizissel mértiik. Minden
csoportban 23 technikai parhuzamossal dolgoztunk. Az n=2 kisérletbdl szarmazo eredmények atlag +
SEM értékeét abrazoltuk, az adatokat minden esetben a fehérjemennyiségre normalizaltuk. A csoportokat
egyutas ANOVA és Tukey post hoc teszt kombindciojaval hasonlitottuk 6ssze, ahol p <0,05 (*) és p
<0,01 (*) volt.
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4.2. ASMTNL1 fehérje szerepének vizsgalata a C2C12 sejtek homeosztazisanak és T3-

fiiggo miogenezisének szabalyvozasaban

erer

4.2.1. A SMTNLI1 overexpresszidja gatolja a mioblasztok migraciéjat

Korabbi tanulméanyokbdl ismert, hogy a MYPTL1 csendesitése, illetve foszforilacié altali
gatlasa a migracid blokkolasat eredményezi tobb kiilonboz6 sejttipusban egyarant [Lontay és
mtsai, 2005; Xia és mtsai, 2004; Horvath és mtsai, 2018]. Figyelembe véve a SMTNLI1

crer

utdnajartunk, hogy a SMTNLI1 tultermeltetése ¢és a szuprafiziologias T3 kezelés hogyan
befolyasoljak a C2C12 mioblasztok migracidjat, hiszen ez a tulajdonsag a vazizom miogenezise
szempontjabol kiemelt jelentéséggel bir [Louis és mtsai, 2008; Lehka és mtsai, 2020]. Ennek
érdekében a rekombinans SMTNLI1 fehérjével transzfektalt mioblasztokat lipofil természetii
fluoreszcens festékkel jeloltiik, egységesen megkarcoltuk és szuprafizioldgias T3 koncentracio
mellett tenyésztettik tovabb az ¢l6 sejtek migracidjanak valds idejii kovetésével.
Megallapitottuk, hogy a SMTNLI1 overexpresszidja onmagaban és a T3 kezeléssel egyiitt is
jelentdsen lelassitotta a karcolatok zarddasat, mig a T3 kezelésnek dnmagaban kismértéki
hatasa volt csupan (20A abra). Ezt alatimasztando, a migracid kinetikajanak monitorozasa
soran lényegesen alacsonyabb migracios ratat detektaltunk a SMTNLI1-et overexpresszald
sejtekben a kontroll sejtekhez és a T3-mal kezelt sejtekhez képest is, mely a T3 és SMTNLI1
egyiittes alkalmazasa esetén még kifejezettebb volt (20B abra). A 20C abra oszlopdiagramjarél
leolvashat6, hogy a sejtek migracios képessége tendencidjaban enyhén csokkent a T3 hatasara,
mikozben a SMTNLI1 overexpresszidja 27 és 34%-os csokkenést okozott a kontrollhoz képest
a T3 hianyatol vagy jelenlététdl fiiggden. Ugy tiinik tehat, hogy a SMTNL1 taltermeltetése
negativan befolyasolja a mioblasztok migracidjat, melyet feltételezhetéen a MP enzim akar
tobb ponton valo gatlasaval ér el, hiszen a SMTNL1 fehérjérdl ismert, hogy egyrészt a
citoszolban kozvetleniil kotédik a MP holoenzimhez gatolva annak miikodését, valamint a

MYPTI regulator alegység transzkripcidjara is negativ hatast fejt ki [Lontay és mtsai, 2010].

4.2.2. A SMTNLI1 overexpresszidja serkenti a MYPT1 és az MLC20 foszforilacidjat a
mioblasztokban

A MP enzim SMTNLI1 altali gatlasanak igazolasara a SMTNLI1-et overexpresszalo
mioblasztok altal alkotott monolayeren ismét egységes karcolatot ejtettiink. A sejtek T3

kezelését és feltarasat kovetden a mintdkat western blot modszerrel elemeztiik, melynek soran
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20. dbra: A SMTNLI-et overexpresszdalo T3-mal kezelt mioblasztok migrdcidjanak vizsgdlata
karcolisi esszével. A mioblasztokat megfestettiik, majd az iires plazmiddal (MOCK) vagy a rekombindns
SMTNLI fehérjét expresszdlo plazmiddal (NT-FT-SMTNLI) transzfektdaltuk. A mioblasztokat a
karcolast kévetéen 24 oran keresztiil, 10 nM T3 jelenlétében inkubdltuk (A-C). A karcolatok zdréddsdrol
HCS kesziilekben felvételeket készitettiink, melyek koziil a 0. és 24. oraban késziilt felvételeket mutatjuk
be. Beosztdas hossza: 500 um (A). A migrdcio 24 oras kinetikai gorbéjét a (B) panel mutatja. A (C)
panelen ldthato oszlopdiagramok a 24 ora elteltével bendtt teriilet nagysagat reprezentdljik az egyes
csoportokban. Az n=3 kisérletbol szarmazo eredmények atlag + SEM értékét abrdzoltuk. A csoportok
dtlagai kozti kiilonbséget kétutas ANOVA-val (B) vagy egyutas ANOVA-val (C) vizsgdltuk, melyeket
Tukey-féle post hoc teszt kévetett, ahol p <0,05 (*), p <0,01 (**) és p <0,0001 (****) volt.
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nem csak a MP-t felépit6 alegységek, de a holoenzim szubsztratjanak, az MLC20-nak az
expressziojat és foszforilacigjat is megvizsgaltuk. Az MLC20 egy régota ismert és jol
karakterizalt szubsztratja a MP-nak, melynek foszforilacios allapota hiien tiikrozi az enzim
aktivitasat. A C2C12 mioblasztokon nyert eredményeink szerint a T3 kezelés a MYPT1
foszforilacigjanak enyhe, statisztikailag nem szignifikans csokkenését idézte eld (21A és B
abra). Ezzel szemben a SMTNLI1 overexpresszidja 6nmagaban és a T3 kezeléssel kombinalva
is szignifikdnsan csokkentette a MYPT1 expresszidjat, és 22, valamint 24%-kal novelte a
Thr696-os oldallanc foszforilaciojat (21A és B abra). Figyelemremélto médon a MYPT1 gatld
foszforilacigjanak novekedését mindkét esetben az MLC20 Serl9-es oldallanc
foszforilacidjanak szignifikdns emelkedése kisérte (21C abra). Az MLC20 és PP1cd szintek
egyik kezelés hatasara sem valtoztak jelentésen (21D és E abra). Bar a mioblasztokban a MYPT
kiilonb6z6 izoformai koziil a MYPTI van jelen a legjelentdsebb mértékben [Wu és mitsai,
jelen kisérleti elrendezésben, tekintve, hogy a T3 a MYPTIl-et nem befolyasolta. Azt
tapasztaltuk, hogy a T3 kezelés 6nmagaban és a SMTNL1-gyel kombinalva statisztikailag nem
szignifikansan, de latvanyosan megemelte a MYPT2 expressziojat, mig a SMTNLI
overexpresszidjanak Onmagaban nem volt hatasa (21F abra). Eredményeink tovabbi

bizonyitékot szolgaltatnak arra vonatkozoan, hogy a SMTNL1 a MYPT1 expressziojat €s

crer
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A vézizom miogenezisének kovetkezd lépcséfokat jelentd differenciacio egy szigoruan
szabalyozott folyamat, mely nélkiilozhetetlen az izom megfeleld fejlddéséhez. Az el6z8ekben

lattuk, hogy a SMTNLI taltermeltetése milyen drasztikus valtozasokat okoz a mioblasztok

crer
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differencialtattuk, majd western blot analizissel és immunfluoreszcens festéssel detektaltuk a
differencidciés markerek expresszidjaban bekovetkezd valtozasokat. Meglepd modon a
differencidcid 3. napjan a dezmin expresszidja szignifikdnsan nétt a SMTNL1 overexpresszid
hataséra az iires plazmiddal transzfektalt kontrollhoz képest, a 4. €s 5. napon azonban mar nem
volt jelentds eltérés a csoportok kozott (22A abra). Az MyHC esetén azt tapasztaltuk, hogy
relativ expresszidja a 4. és 5. napon szignifikansan magasabb volt a SMTNL1-t overexpresszald

miotubulusokban (22B abra). A dezmin SMTNLI1 overexpresszio altal indukalt expresszids no-
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21. dbra: A SMTNLI1 overexpresszio miozin foszfataz enzimre és szubsztrdatjdara kifejtett hatdsa. Az
tires plazmiddal (MOCK) vagy rekombindns fehérjét expresszdalo plazmiddal (NT-FT-SMTNL1)
transzfektalt mioblasztokat 10 nM T3 jelenlétében, 24 oran at inkubdltuk és Western blot analizissel
vizsgaltuk, a MYPTI (A), MYPT1-P™% (B), MLC20-PS*® (C), MLC20 (D), PP1cé (E) és MYPT2 (F)
elleni antitestekkel. 4 fehérjesdavok denzitometrias kiértékelését és az adatok belsé kontrollra (A, D, E)
vagy nem foszforilalt fehérjére (B, C) valo normalizdldsdt kovetben az eredményeket az 1 nM T3-at
kapott MOCK kontrollhoz viszonyitva adtuk meg. Az n=3 kisérletb6! szarmazo adatok dtlag + SEM
értékét oszlopdiagramon abrazoltuk. A csoportok kozotti kiilonbségek megallapitasara egyutas ANOVA
és Tukey-féle post hoc teszt kombindciojat alkalmaztuk, ahol p <0,05 (*), p <0,01 (**) és p <0,001 (***)
volt.

68



A Dezmin B MyHC

S
(=}
o
N
(=]
o

A MOCK 1 MMOCK

CINT-FT-SMTNLA1 M [ONT-FT-SMTNL1
0- ) 7 0= S5 <t
(] (] o

w
o
o
-
(3]
o

(3]
o

Relativ expresszio %
N
o
=}

Relativ expresszio %
-
=
=}

-
[=}
o

Do}

D1{ 3~

D2 :I—
04}
D3+ j

D5+ jr

D2+

O AN MW O AN MIT W o

oooonon oooonon0 oo
75 kDa —| --——-"| Flag R ——— — e | MyHC
50 kDa —| ™= e = | Dezmin 37 kDa — | " ——————— - ws| B-aktin
37 KDa — | ™ et o s ww wwo | B-aktin MOCK  NT-FT-SMTNL1

MOCK NT-FT-SMTNL1

C MOCK NT-FT-SMTNL1

Phalloidin i Phalloidin

X egyesitétt

egyesitem 0

m‘-&

22. abra: A SMTNLI overexpresszio a dezmin és MyHC fehérjék expressziojara gyakorolt hatasa a
differencidcio sordn. Az iires plazmiddal (MOCK) vagy rekombindns fehérjét kifejezd plazmiddal (NT-
FT-SMTNLI) transzfektalt differencialtatott sejtek lizatumat Western blot analizissel vizsgaltuk, a
dezmin (A) és az MyHC (B) fehérjék elleni antitestekkel. A transzfekcio hatékonysdagat és a rekombindns
fehérje kifejezodeését a Flag jelol elleni antitesttel elllendriztiik. A fehérjesavok denzitometrias
kiértékelését és az adatok belsé kontrollra valo normalizalasat kovetden az eredményeket a MOCK D5
mintdkhoz viszonyitva adtuk meg. Az oszlopdiagramon az n=3 kisérletbdl szarmazo eredmények datlag
+ SEM értékét abrazoltuk. A csoportok oOsszehasonlitisara Tukey-féle post hoc teszttel kombinalt
kétutas ANOVA-t hasznaltunk, melyben p <0,05 (*) és p <0,001 (***) volt. A (C) panelen a
differenciacio 0., 3. és 5. napjan immunfluoreszcenciasan jelolt iires plazmiddal (MOCK) vagy
rekombindans SMTNLI fehérjét expresszalo plazmiddal (NT-FT-SMTNL]1) transzfektalt sejtekrol késziilt
felvételek lathatok. Az immunfestéshez dezmin elleni specifikus antitestet (zold) és az aktin citoszkeletont

jel6lé Texas-Red Phalloidint (vorés) hasznaltuk. A beosztas hossza: 500 um.
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vekedésének tovabbi bizonyitasara immunfluoreszcens festést alkalmaztunk a SMTNL1-gyel
¢és az ires plazmiddal transzfektalt sejteken. Ahogy azt a 22C &bra mutatja, a SMTNLI1-et
overexpresszalo sejtekben mar a differencidcio 3. napjan is erdsebb volt a fluoreszcens festddés
a kontrollhoz viszonyitva, ami az 5. napra még kifejezettebbé valt.

A molekularis szintli valtozasokon tilmenden a differenciacié sordan bekdvetkezd
morfoldgiai valtozasokat is nyomon kdvettiik. Ennek soran azonos bedllitdsok mellett a 0., 3.
¢s 5. napokon fénymikroszkopos képeket készitettiink a differencialodo sejtekrol (23A dbra),
melyek felhasznalasaval kiszamitottuk a kifejlett miotubulusok atlagos teriiletét és keriiletét,
valamint a miotubulusok szamat is meghataroztuk az egyes csoportokban. Megfigyeléseink
szerint a differenciacio 3. napjan a miotubulusok atlagos teriilete, a differenciacio 5. napjan a
miotubulusok atlagos keriilete szignifikansan csokken a SMTNL1 overexpresszid hatasara,
mikdzben a miotubulusok szama mindkét napon jelentdsen nagyobb a kontrollal Gsszevetve
(23B abra). A 23C abra igazolja, hogy a Flag jelol6vel ellatott rekombinans fehérje végig
kifejezodik a differenciacié soran ¢és a kifejlett miotubulusokban is megtalalhato. Az
eredményeket Osszegezve az latszik, hogy a SMTNLI overexpresszidja a differenciacios
markerek felregulalasan keresztiil gyorsitja a differenciaciot, melynek soran nagyobb szamu,

de rovidebb miotubulus alakul Ki.

rrrrr

rrrrrrrrrr

crer

migraciojat nem befolyasolta (20. abra), a mioblasztok miotubulusokka torténd
a hormon hatdsmechanizmusédnak kialakitdsidban szerepet jatszo fehérjék (DIO2, TRa) is
kozponti szerepet jatszanak a differencidcio folyamataban, hiszen ezen regulator fehérjék és a
T3 jelatvitel megfelelé mitkddése nélkiil a normal fejlédés elképzelhetetlen lenne [Bloise és
mtsai, 2018]. Ezen feliil Wu és mtsai leirtak a miozin foszforilacié jelentéségét a C2C12
differenciaci6 soran, melyrdl tudvalevd, hogy részben a MP enzim aktivitasatol fiigg [Wu és
mtsai, 2003]. Mindezen tudas birtokaban megvizsgaltuk a szuprafiziologias T3 hatasat az
emlitett regulator fehérjék kifejez6désére a differenciacid sordn a 4.1.6. bekezdésben
alkalmazott kisérleti elrendezésben. A DIO2 expresszidja a 4. napig névekvd tendenciat

mutatott, ezt kovetden viszont nem valtozott jelentésen a normal differenciacio soran. A T3 ke-
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23. dabra: A SMTNLI overexpresszio hatdisdra bekovetkezd morfologiai valtozdsok a
miotubulusokban. Az dires plazmiddal (MOCK) vagy a rekombindns fehérjét expresszalé plazmiddal
(NT-FT-SMTNL1) transzfektalt mioblasztok differencidcioja sordan a 0., 3. és 5. napon fénymikroszkdpos
felvételeket készitettiink (A), melyek segitségével ImageJ szoftverrel meghatdaroztuk a miotubulusok
datlagos teriiletét, keriiletét és szamdt (B). A beosztas hossza: 200 um. Az n=3 kisérletb6l nyert
eredmények atlag + SEM értékét oszlopdiagramon dbrazoltuk. A statisztikai analizis sordn kétutas
ANOVA és Tukey post hoc teszt kombinacidjaval hataroztuk meg a csoportok kozotti kiilonbségeket,
melyben p <0,05 (*) és p <0,01 (**) volt. A (C) panelen az iires plazmiddal (MOCK) vagy a
rekombindans SMTNL I-et expresszalo plazmiddal (NT-FT-SMTNL 1) transzfektalt, differencialodo sejtek
immunfluroszecencids festése lathato a 0., 3. és 5. napon, melyhez a Flag jelolo elleni antitestet (zéld)

és az aktin citoszkeletont festé Texas-Red Phalloidint haszndltuk. A beosztas hossza: 500 um.
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zelés a 3. napig fokozatosan novelte a DIO2 expresszidjat, ami a 4. naptdl kezdédéen azonban
latvanyos csokkenésnek indult, a 6. napra mar 65%-kal kisebb volt a kontrollhoz képest (24A
abra). A TRa expresszidja a 3. naprdl a 4. napra tendencidjaban nétt, viszont ettél kezdve nem
valtozott jelentdsen fizioldgias koriilmények kozott. A szuprafizioldgias T3 kezelés hatasara a
TRa szintje a 4., 5. és 6. napon szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz viszonyitva (24B
abra).

A MYPT1/2 és MYPT2 expresszidja a normal differenciacio soran fokozatosan emelkedett,
amia MYPT2 esetén T3 jelenlétében fokozottabb volt (25A és B abra). A normal differenciacio
elsé napjaiban tapasztalhaté MYPT1 novekedés ellenére a fehérje expresszidja a 6. napra
kismértékben csokkent a kontrollhoz képest, mig a T3 kezelés nem befolyasolta azt (25C abra).
A PP1co expresszioja mérsékelten nétt a normal differenciacié sordn, melynek tendencidjaban

a T3 kezelés hatasara sem tortént jelentOs valtozas (25D abra).
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24. abra: A DIO2 és TRa expressziojanak alakulasa a differencidcio soran és szuprafiziologias T3
Jjelenlétében. A mioblasztokat 1 nM (kontroll) vagy 10 nM T3 jelenlétében 6 napon dt inkubdltuk, majd
a lizatumokat Western blot analizisnek vetettiik ald, melyhez DIO2 (A) és TRo. (B) elleni specifikus
antitesteket hasznaltunk. A fehérjesavok denzitometrias kvantifikaciojat és az adatok belsé kontrollra
valo normalizdlasat kovetéen az eredményeket a D6 kontroll értékéhez viszonyitva adtuk meg. Az
eredmények n=4-5 kisérletbdl szarmaznak, melyek datlag + SEM értékét abrazoltuk. A csoportok kozétti
kiilonbségeket parositatlan kétmintds t-probaval és kétutas ANOVA-val vizsgaltuk Tukey-féle post hoc
teszttel kiegészitve, melyben a p <0,05 (*) és p <0,01 (**) volt.
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4.2.5. A MP regulator alegységeinek eltéré szabalyozasa a T3 és a SMTNL1 hatasara a
miotubulusokban

Egy korabbi tanulmény szerint (melyet az el6z6 bekezdésben ismertetett eredményeink is
alatamasztanak, 1d. 25. abra) a mioblasztok miotubulusokka alakulasa soran izoformavaltas
torténik a MP enzim regulétor alegységeinek expresszidjaban: a differenciacio elérehaladtaval

a MYPT]1 expresszioja kis mértékben, de fokozatosan csokken, mig a MYPT2 expresszioja kis
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25. abra: A MYPT izoformadk és a PPIcd expresszidja a differencidcio sordn és szuprafiziologids T3
koncentrdacio mellett. A mioblasztokat 1 nM (kontroll) vagy 10 nM T3-mal 6 napig kezeltiik, és a
differencidlédott sejtek lizatumdat Western blot analizissel vizsgaltuk, melyhez MYPT*® (A) MYPT2 (B),
MYPTY® (C), és PP1co (D) elleni antitesteket hasznaltunk. A fehérjesavok denzitometrids kiértékelését
és az adatok belsé kontrollra valo normalizalasat kévetéen az eredményeket a D6 kontrollhoz
viszonyitva adtuk meg. A feltiintetett eredmények n=4 kisérletbol szarmaznak, melyekben a kapott
adatok atlag + SEM értékét abrazoltuk. A csoportok kézotti kiilonbségeket kétmintas parositatlan t-

probaval és Tukey post hoc teszttel kombinalt kétutas ANOVA-val vizsgaltuk, ahol p <0,05 (*) volt.
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mértékben, de fokozatosan né [Wu és mtsai, 2003]. Tovabb4a, Lontay és mtsai arrdl szamoltak
be, hogy a fejl6dd izomban a SMTNLI kiiitése a MYPT2 expresszids szintjét nem befolyasolja
[Lontay és mtsai, 2010], ezért differencialtatott C2C12 sejtekben is megvizsgaltuk ezen

regulator alegység izoformakat, kiilonos tekintettel a SMTNLI1 taltermeltetésének MYPT2-re
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26. abra: A SMTNLI overexpresszio és a szuprafiziologias T3 kezelés MP enzim alegységeinek
expressziojara és foszforilaciojara gyakorolt hatdsa a miotubulusokban. A mioblasztokat iires
plazmiddal (MOCK) vagy rekombindns SMTNLI fehérjét expresszalo plazmiddal (NT-FT-SMTNLL)
transzfektaltuk. A differencialodott sejteket 10 nM T3-mal kezeltiik, majd Western blot analizissel
vizsgaltuk. Ehhez a MYPTI (A), MYPT2 (B), MYPT1/2-P™% (C) és PP1cS (D) fehérjéket felismerni
kontrollra (A, B, D) vagy nem foszforildlt fehérjére (C) valo normalizalasdt kévetben az eredményeket
az 1 nM T3-at kapott MOCK kontrollhoz viszonyitva adtuk meg. Az eredmények n=3 fiiggetlen
kisérletbol szarmaznak, melyekben az adatok atlag + SEM értékét tiintettiik fel. A statisztikai analizis
soran a csoportokat Tukey-féle post hoc teszttel kombinalt egyutas ANOVA-val elemeztiik, ahol p <0,05
(*), p <0,01 (**), p <0,001 (***) és p <0,0001 (*¥***) volt.
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gyakorolt hatasara. A mioblasztokon tapasztalt eredményekhez hasonloan a MYPTI1
expresszioja T3 kezelés hatdsara nem valtozott, de a SMTNLI1 overexpresszidja 37%-os, mig a
kombinalt kezelés 38%-0S visszaesést okozott a fehérje relativ expresszidjaban a
miotubulusokban (26A abra). Ezzel szemben a MYPT2 expresszidja dramaian, 54 és 56%-kal
emelkedett a T3 kezelés, valamint a kombinalt kezelés hatasira, mikézben a SMTNLI
overexpresszidja nem volt hatissal ra (26B abra). A MYPT1/2 Thr696-os oldallancanak
foszforilacigja 29%-kal emelkedett a T3 kezelést kovetden, mig a kombinalt kezelés mar 53%-
os novekményt eredményezett. A SMTNLI overexpresszidja Onmagéban marginalisan
szignifikans emelkedést produkalt (26C abra). A PP1cd expresszioja statisztikailag nem
szignifikdns mértékben, de nétt a T3 kezelés és/vagy a SMTNLI1 overexpresszidjanak
kovetkeztében (26D abra). A mioblasztokon ¢és a miotubulusokon nyert eredményeket
Osszegezve gy tnik, hogy a T3 és a SMTNLI1 szelektiven szabalyozzak a kiilonb6z6 MYPT

izoformak kifejez6dését mind a differencialatlan, mind a mar differencialodott sejtekben.

4.2.6. A T3 és a SMTNLI1 hatasa egy alternativ MP szubsztrat, a NKA expressziojara
és aktivitasara
Mivel az MLC20 jelentdsége a vazizom mimikalasara szolgaloé miotubulusokban csokken,

ezért utanajartunk, hogy milyen kdlcs6nhato partnerei, szubsztratjai 1éteznek még a MP emzim-
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27. abra: A NKA és a MYPT kozotti interakcio kimutatisa C2C12 sejtekben. A NKA és a MYPT
immunprecipitaciojat protein A sepharose-hoz kapcsolt NKAa ! és MYPT % elleni specifikus antitesttel
végeztiik el a C2CI12 mioblasztok lizatumdbdl. Negativ kontrollként egér IgG elleni mdsodlagos
antitestet hasznaltunk. A precipitatumokat Western blot analizissel elemeztiik, az immunprecipitaciohoz

hasznalt antitestek segitségével.
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nek, melyek a vazizom ¢és az altalunk vizsgalt betegség szempontjabol relevansak lehetnek. A
kiindulasi pontot a MYPT1 szabalyozd alegység egér szinaptoszoma kivonatbol

tomegspektrometriaval kombinalt pull down esszével meghatarozott interaktomja adta, amely-
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28. abra: A SMTNL]1 overexpresszio és a szuprafiziologias T3 kezelés hatisa a NKA expresszidjara
és foszforilaciojara a miotubulusokban. A C2C12 mioblasztokat iires plazmiddal (MOCK) vagy
rekombinans SMTNLI fehérjét expresszalo plazmiddal (NT-FT-SMTNLI) transzfektaltuk, majd
differencialtattuk. A miotubulusokat 10 nM T3-mal kezeltiik és Western blot analizist végeztiink a NKA
(A), NKA-P* (B) és NKA-P% (C) elleni specifikus antitestekkel. Egerek m. plantaris izmabol készitett
prepardtumot 10 uM TMC-vel kezeltiink 30 percig, amit egy 10 perces 10 uM-os carbacholos kezelés
kovetett. A mintdkat homogenizaltuk, majd Western blot analizist végeztiink a NKA-PS? elleni specifikus
antitesttel (D). A fehérjesavok denzitometrias kiértékelését és az adatok belsé kontrollra valo
normalizalasat kévetden az eredményeket a nem kezelt kontrollhoz (D) vagy az 1 nM T3-at kapott
MOCK kontrollhoz (A-C) viszonyitva adtuk meg. A Kapott eredmények n=3 kisérletbol szarmaznak,
melyek dtlag + SEM értékét abrazoltuk. A csoportok kozotti kiilonbségeket Tukey-féle post hoc teszttel
kombinalt egyutas ANOVA-val elemeztiik, ahol p <0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***) és p <0,0001
(****) volt.
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ben munkacsoportunk kordbban azonositotta a NKA-t, mint MYPT1 interakcios partnert
[Lontay és mtsai, 2012]. A bevezetében lattuk, hogy a NKA milyen fontos szerepet jatszik a
vazizom muikodésében ¢és hogyan valtozik a hipertire6zis soran, ezért jelen
modellrendszeriinkben is megvizsgaltuk a NKA expressziojat és aktivitasat, valamint MP-hoz
fiz6d6 viszonyat. Elso 1épésként a C2C12 sejtvonalban is igazoltuk a NKA és a MYPT kozotti
interakcid meglétét: a NKA és a MYPT koprecipitaltdk egymdst az immunprecipitacid soran
(27. abra), ami arro6l arulkodik, hogy a NKA képes a MP-hoz kotddni, feltételezhetéen annak
reguléator alegységén keresztiil.

Azt is megvizsgaltuk, hogy miként valtozik a NKA expresszidja és aktivitisa a T3 kezelés
és/vagy a SMTNLI overexpresszidjanak hatasara a miotubulusokban. A T3 kezelés onmagaban
¢s a SMTNLI taltermeltetésével kombinalva 41 és 32%-kal serkentette a NKA expresszidjat,
mig a SMTNLI overexpresszioja nem befolyasolta azt (28A abra). A NKA Serl6-0s és Ser23-
as oldallancainak foszforilacidja minden kisérleti elrendezésben szignifikdnsan emelkedett
(28B és C abra), ami a T3 kezelés esetén 45%-0s, a SMTNLI1 overexpresszidja esetén pedig
kb. 70%-o0s novekedést jelent. Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy mind a
T3 mind a SMTNLI1 szabalyozza a NKA aktivitasat a fehérje foszforilaciojanak novelése altal,
melyet a kiillonb6z6 MYPT izoformak gatlasan keresztiil érnek el, igy a MP holoenzim nem
képes a NKA-t defoszforilalni. Ennek a bizonyitasara egérbdl izolalt m. plantaris izmot PP1
szelektiv inhibitorral (TMC) és pozitiv kontrollként carbachollal kezelve a NKA
foszforilacigjaban bekovetkezd valtozasokat vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy mind a
carbachol, mind a TMC hatasara ndtt a NKA al alegységének Ser23-as foszforilacioja (28D

abra).
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5. Megbeszélés

5.1. A SMTNL1 fehérje szerepe a vazizom anvagcseréjének szabalvozasaban

hipertireozis soran

A vizsgalataink kozéppontjadban allo transzkripcidos kofaktor, a SMTNLI1 fehérje
figyelemremélto abban a tekintetben, hogy képes szabalyozni a vazizom kiilonbozo
stresszhatasokra bekovetkezd adaptalodasat, ezért doktori munkdm soran a SMTNLI
fehérjének a vazizom anyagcseréjében betoltott szabalyozd szerepét vizsgéaltam hipertiredzis

soran.

5.1.1. A hipertireézis hatasara csokken a SMTNLI1 expresszioja human vazizomban

A SMTNLI1 KO egerek tanulmanyozésa soran napvilagot latott, hogy a 2a tipust rostokban
expresszalodo  SMTNL1 delécigja a vazizom rostosszetételének atalakitdsat indukalja
[Wooldridge és mtsai, 2008]. A vemhes SMTNL1 KO néstény egerek m. plantaris izmanak
analizise feltarta, hogy a SMTNLI delécidja a 2a/2b tipust rostok aranyanak eltolodasat
eredményezi, ami egy Osszességében glikolitikusabb fenotipus kialakuldsat vonja maga utan
[Lontay és mtsai, 2015]. A SMTNLI1 fehérje kiiitése mellett a pajzsmirigy megvaltozott
hormontermelése is képes a vazizom rostosszetételét jelentés mértékben atalakitani az MyHC
expresszigjanak transzkripcios szintll szabdlyozasa révén. Hipertiredzis sordn a kiindulasi
rosttipustol fiiggden az MyHC 1-bdl 23, a 2a-bol 2x, a 2x-bol pedig 2b lesz [Izumo és mtsai,
1986]. Pajzsmirigymiitéten atesett eutire6zisos €s hipertire6zisos nébetegektél szarmazo m.
sternohyoideus biopszidk Western blot analizisének Osszehasonlitiasa soran az MyHC lla és
MyHC I fehérjék expressziojanak szamottevo csokkenését figyeltiik meg (8A és B abra). Mivel
szignifikans izomtomeg-csokkenést nem irtunk le, ezért feltételezhetd, hogy az MyHC 1 és Ila
rostok csokkenése mellett az MyHC IIx rostok szama nétt, ami az oxidativ(abb) rostok
csOkkenése miatt egy Osszességében glikolitikusabb fenotipust eredményez. Bar az MyHC |
fehérje expresszioja is szamottevéen csokken, ez a valtozas statisztikailag nem szignifikans,
ami human adatok hidnyaban a patkany m. sternohyoideus rostosszetételével magyarazhato:
fiziologias koriilmények kozott az 1-es tipust rostok aranya minddssze 9%, mig a 2a tipusu
rostoké 24,2%, a 2x tipust rostoké pedig 20,8%. A legmagasabb aranyban a 2b tipusu rostok
vannak jelen (44,2%), azonban ez az izoforma a ragcsalokkal ellentétben a human vazizmokban

nem detektalhato [Schiaffino és mtsai, 2011], igy ezt nem vizsgaltuk. A néstény KO egerek
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kovetkezményei vannak a vazizom (metabolikus) fenotipusara nézve [Lontay és mtsai, 2015],
ezért megvizsgaltuk az endogén SMTNLI fehérje expressziojanak hipertiredzis altali
érintettségét. Erdekes modon a SMTNLI expresszidja dramaian csokkent a hipertiredzis soran

(8C abra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a SMTNLI szerepet jatszik a hipertire6zisos

crer

5.1.2. A hipertiredzis kulcsfontossagu szignalizaciés titvonalakat szabilyoz a human
vazizomban

A hipertire6zis hatdsara atalakulé izomban az MyHC fehérjék mellett mas kontraktilis
fehérjék (pl. MLC, SERCA), tovabba az energiahaztartasban, inzulin jelatvitelben és a gliikoz
homeosztazisban szerepet jatszo enzimek expresszidja és/vagy aktivitasa is megvaltozik [Pette
¢s mtsai, 1997; Arai és mtsai, 1991]. Az eutiredzisos és hipertire6zisos biopszidk globalis
génexpresszios profiljanak dsszehasonlitasa €s az adatok génontologiai analizise feltarta, hogy
az mTOR, AMPK, PI3K/Akt és a MAPK szignalizicidban résztvevd gének expresszidja
valtozott a legjelentdsebb mértékben a hipertiredzis hatasara. Ezek tobbek kozott olyan
biologiai folyamatokban jatszanak szerepet, mint a sejtszerkezet- és szervezddés, a sejt- és
szovetfejlédés, a lipid metabolizmus, az anyagcsere és energiatermelés, valamint ezek zavarai
(9. abra). Eredményeinket mas kutatocsoportok altal kozolt tanulmanyok is alatimasztjak.
Postler és mtsai feln6tt him és néstény patkanyokat 25 pg/ 100 g testsuly dozisu
intraperitonedlis T3 injekcioval kezeltek 6 héten at, majd az ezaltal hipertiredzisban szenvedd
allatok m.externi bulbi oculi és m. tibialis anterior izmain végeztek microarray analizist [Postler
¢s mtsai, 2009]. Clément és mtsai vizsgalatainak alanyai egészséges kaukazusi férfiak voltak,
akik 14 napon keresztiil 75 pg d6zisti T3-t kaptak tabletta formaban, majd az m. vastus lateralis
biopszidkat microarray analizisnek vetették ala [Clément és mtsai, 2002]. Az emlitett
tanulmanyokban is azt tapasztaltdk, hogy hipertire6zis hatdsara olyan gének expresszidja
valtozott szignifikansan, melyek pl. a sejtszerkezet és szervezddésben, a lipid metabolizmusban
¢s az energiatermelésben jatszanak szerepet, azonban a jelen értekezésben foglalt tanulmany az
els6, melyben régota fennallo hipertiredzisban szenvedd betegeket vizsgaltunk.

A microarray analizis sordn azonositott jelatviteli Gtvonalak hipertiredzis altal indukalt
fehérjeszintli valtozasainak tanulmanyozasara szamos kindz relativ foszforilacios szintjét is
megvizsgaltuk a hipertiredzisban szenvedé donorok vazizmaban. A Proteome Profiler
eredményekbd] kideriil, hogy a Ser/Thr kinazok csoportjan beliil egyebek mellett az mTORS2448

és az Akt254* foszforilacidja és ezaltal az aktivitdsa szignifikinsan csdkken, mig az
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ERK1/27202/Y204TI85/Y187  ANMPK 02172 és a INKpan 183/ Y185, T221/Y223 gk tivitasa szignifikdnsan nd
a hipertire6zis soran (10A abra). A microarray €s a Proteome Profiler array-k eredményeibdl
kitinik, hogy a hipertire6zisnak jelentds befolyasa van a vazizom anyagcseréjére az ezen
folyamatokban szerepet jatszo fehérjék expresszidjanak vagy aktivitasanak modositasan

keresztil.

expresszigjat

A Kkifejlett vazizom modellezésére hasznalt C2C12 egér mioblaszt sejtvonal a human
vazizom biopszidkon kapott eredmények validalasan tal a SMTNLI fehérje hipertiredzis soran
betoltott szabalyozo szerepének felderitésére szolgalt. A mioblaszt sejtek miotubulusokka
differencialtatasa soran a 4. naptol kezdéddéen egyik differenciacios marker expresszioja sem
valtozik szignifikdnsan, ami azt mutatja, hogy a 4. napra teljesen végbement a differenciacio
(11A és B abra). A differenciacios markerek mRNS szintii expressziojaban is hasonlo tendencia
figyelhet6 meg. Chen és mtsai C2C12 mioblasztokat 6 napon keresztiil differencialtattak, majd
tobbek kozott a dezmin és MYH2 (=MyHC 2a) mRNS szint{i expressziojat vizsgaltak RT-
qPCR segitségével. Azt tapasztaltak, hogy a dezmin expresszi6 a differenciacio elérehaladtaval
nd, a 4. napon tetézik, azonban a 4. és 6. nap kozott mar nincs jelentds kiilonbség. Ezzel
ellentétben a MYH2 expresszidjanak folyamatos ndvekedését figyelték meg egészen a 6. napig
[Chen és mtsai, 2015]. A kiilonbséget Chen és mtsai valamint a sajat eredményeink kozott az
mRNS ¢és fehérje kiilonbozoségén tilmenden az okozza, hogy egyrészt a kinai-finn
munkacsoport csak az MyHC 2a izoformat kodold gén mRNS szintjét vizsgalta, mi pedig olyan
antitesttel dolgoztunk, amelyik az MyHC fehérje mindegyik izoformajat felismeri. Masrészt
Brown és mtsai munkajabol kideriil, hogy az 1-es tipusu izoforma mRNS-ének expresszidja
izoformak folyamatos, de eltéré6 mértékii novekedése kisér [Brown és mtsai, 2011]. Mivel a
kiilonboz6 izoformdk expresszidja nem ugyanolyan irdnyban és mértékben valtozik, ezért az
altalunk kapott szignal ezek ereddjeként értelmezhetd.
nincs szignifikdns hatasa a differenciacios markerek expressziojara, tehat a 4. napra kialakultak
az érett miotubulusok, ahogy azt a normal differenciacié esetén is lattuk. A T3-mal kezelt
sejtekben a dezmin expresszidja 1 nappal korabban jelent meg a kontrollhoz képest. A 2. naptol
kezdve mindkét marker magasabb szinten expresszalodik: a 4. napon a dezmin, a 6. napon pedig

az MyHC expresszidja szignifikdnsan, 57 és 46%-kal nétt a kontrollhoz képest (11A és B dbra).
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Ez arra utal, hogy a T3 eldsegiti a mioblasztok miotubulusokka tortén6 differencialodasat, amit
mas csoportok altal végzett tanulmanyok is megerdsitenck, nem csak a C2C12 sejtvonal
[Milanesi és mtsai, 2016; Carneiro és mtsai, 2008; Carnac ¢és mtsai, 1992], hanem mas
modellrendszerek vonatkozasaban is [Marchal és mtsai, 1995].

Az endogén SMTNLI1 expresszidja a normal differenciacio soran fokozatosan nd, azonban

ez az emelkedés nem szignifikans (11C abra). Jelenlegi tudasunk szerint a SMTNLI fehérje

.....

crer

alloé adatok: a SMTNL2 a proliferativ fazisban 1évé mioblasztokban nem detektalhaté, de a
differenciaci6 indukalasat kovetden expresszidja megnd €s magas is marad [Gordon és mtsai,
2013]. Erdekes modon az altalunk végzett szuprafiziologias T3 kezelés hatasara a SMTNLI
expressziojanak szamottevd novekedése lathatd az 1. napon, amely ezt kdvetden fokozatosan
csokken egészen a 6. napig, amikor expresszidja mar 4-szer kisebb a kontrollhoz képest (11C
abra). A mar differencialodott sejteket 72 oran at 10 nM T3-mal kezelve a SMTNL1
expresszidja 33%-os csokkenést mutat (12A abra). Eredményeink tiikkrében kijelenthetjiik, hogy
a SMTNLI1 expresszidja bizonyos mértékig forditottan ardnyos a szuprafiziologids T3 kezelés
id6tartaméval, majd platd fazisba keriill miutdn mar nem csdkken tovabb. Ez tovabbi
bizonyitékot jelenthet a human mintdkon latottakra, miszerint a hosszutavi T3 expozicio a
SMTNLI1 expressziojanak csokkenését okozza. Sem a szuprafiziologids T3 kezelés, sem a
SMTNLI fehérje taltermeltetése nem befolyasolja a miotubulusok életképességét (12D abra).
Ez 6sszhangban van a Proteome Profiler eredményekkel, melyek azt demonstraljak, hogy a

hipertiredzis az apoptozist kivaltd fehérjék aktivitasat jelentdsen nem befolyasolja (10B abra).

5.1.4. AT3 és a SMTNLI1 csokkenti a TRa expressziojat a miotubulusokban

A T3 szignal tovabbitasaért felelds fehérjek koziil az MCTS8 és a DIO2 expresszidja a
szuprafiziologias T3 koncentraciotol és a SMTNLI1-t6l is fiiggetlen, ami azt mutatja, hogy a
SMTNLI1 fehérje sem a pajzsmirigyhormonok transzportjanak, sem azok intracellularis
kezelés hatdsanak elmaraddsat van Hardeveld és Kassenaar munkdja indokolja, melyben azt
talaltak, hogy a hipertire6zisos néstény patkanyok kevert rostosszetételti vagy tipikusan 2b
rostokbol felépiild izmaiban (m. vastus lateralis, m. gastrocnemius, m. caudo femoralis) a
pajzsmirigyhormonok felvétele, illetve a T4 T3-ma torténd konverzidja nem valtozott
szignifikansan az eutiredzisos allatok értékeivel Osszehasonlitva [van Hardeveld és mitsai,

1978].
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Ezzel szemben az effektor funkciot ellatd TRa expresszidja 67%-kal csokkent a T3 kezelés
hatdsara. Ez a jelenség Osszhangban van egy kordbbi tanulmannyal, mely szerint a
fehérje mennyiségét a kiilonb6z6 szovetekben [Dace és mtsai, 2000; Kenessey és mtsai, 2015].
Erdekes modon a SMTNLI overexpresszidjanak koszonhetden a TRa expresszidja 52%-kal
csokkent, amit a kombinalt kezelés még tovabb fokozott (13C abra). Ezzel ellentétben a T3
kezelés a TRP expressziojat szignifikdnsan megemelte, melyre a SMTNLI1 fehérje
overexpressziojanak dnmagaban nem volt hatasa, a kombinalt kezelés soran azonban képes volt
a T3 indukalt novekedést meggatolni (13D abra). A T3 kezelés okozta TRa csokkenés és TR
novekedés korrelal azon megfigyeléssel, miszerint hipertire6zis soran a TRa/TRp arany
eltolodik a TR receptorok javara, ami az izom rostosszetételétdl fliggetlen [Haddad és mtsai,
1998]. Ezen eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a SMTNLI —a korabbi feltevésiinkkel
ellentétben- nem antagonizalja a T3 TR o izoformajara gyakorolt hatasat.

A rekombindns SMTNLI fehérje immunprecipitacioja soran kimutattuk, hogy a SMTNL1
¢s a TR-ok kozott nincs kozvetlen fehérje-fehérje kolesonhatas (14A abra). A SMTNL1-t
overexpresszald miotubulusokat PKA agonistaval kezelve a TRa expresszidja 42%-kal
csokkent a csak SMTNL1-et overexpresszaldo miotubulusokhoz képest (14B abra). Mindez arra
enged kovetkeztetni, hogy a SMTNLI transzkripcids szinten szabalyozza a TRa expresszidjat,
hiszen a SMTNL1-r6l ismert, hogy PKA altali foszforilaciojat kovetéen a sejtmagba
[Lontay és mtsai, 2010]. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a SMTNL1 KO egerek m.
plantaris izmanak microarray analizise soran végzett megfigyelésekkel, miszerint a SMTNLI
kititésének hatdsara valtozo gének 50%-anak a transzkripcid szabalyozasaban van szerepe,
illetve, hogy a SMTNLI kilitése a magreceptorok jelatviteli palyainak felregulalodasaval jar
[Lontay és mtsai, 2015].

Ismert, hogy a MyoD1 fehérje expresszidja a T3 altal transzkripcids szinten pozitivan
szabalyozott [Muscat és mtsai, 1994; Carnac és mtsai, 1992]. Leal és mtsai azt talaltak, hogy
feln6tt him patkanyok m. soleus-aban a MyoD1 mRNS expresszidja valtozatlan marad a
hipertireozis kivaltasat kovetden, azonban a fehérje mennyisége szignifikansan né a kontrollhoz
viszonyitva [Leal és mtsai, 2014]. Eredményeink is ezt timasztjak ald, hiszen a T3 kezelés
onmagaban 55%-kal, a SMTNL1 overexpresszidjaval kombinalva pedig 49%-kal novelte a
MyoD1 expressziojat a miotubulusokban, mikézben a SMTNLI1 fehérjének nem volt hatasa
(14C abra). A MyoDIl maga is egy transzkripciés faktor, amely az izomspecifikus

génexpresszio N Vivo €s in vitro szabalyozasaban is részt vesz [Weintraub és mtsai, 1993;
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Buckingham és mtsai, 1994]. Hughes és mtsai azt tapasztaltak, hogy a MyoD1 fehérje 6-szor
nagyobb mértékben expresszalodik az egerek gyors tipust, m. extensor digitorum longus
izmaban a lasst tipust m. soleus-hoz képest. Ennek az az oka, hogy a MyoD1 fehérje a gyors
tipusu rostok koziil elsésorban a 2x és 2b tipust rostokban talalhato meg. A fehérjét kodold gén
kititése esetén a MyoD1 KO néstény egerek gyors tipusu izmainak MyHC- és rostosszetétele
atalakul, az 1 és a 2a rostok szdma szignifikansan megnd, a 2b tipust rostok szama pedig
lecsokken, melynek mértéke az adott izomtdl fiiggden valtozik. Ez arra utal, hogy a MyoD1 a
2x/2b tipusu rostok fenntartasaban vesz részt [Hughes és mtsai, 1996]. Mindezek alapjan a
MyoD1 szuprafiziologias T3 kezelésre bekovetkezé expresszios novekedése a jelen
modellrendszerben azt sugallja, hogy a C2C12 miotubulusok MyHC 6sszetétele is valtozik, a
2x ¢s 2b izoformdk mennyisége nd, amely hozzajarul a hipertire6zis sordn is tapasztalhatd
glikolitikusabb fenotipus kialakulasahoz. Ugyanakkor, a MyoD1 fehérje mas szempontbol is
érdekes lehet szamunkra. Ulke-Lemée és mtsai kimutattak, hogy a SMTNL1 promoterében
talalhatd szamos transzkripcids faktor kotéhely kozil az egyik a MyoD1 felismerési
szekvenciajaval egyezik meg [Ulke-Lemée és mtsai, 2011]. Mivel T3 kezelés hatisara a
MyoD1 expresszié szignifikins novekedését (14C abra), ezzel parhuzamosan pedig az
SMTNLI expresszio szignifikans csokkenését tapasztaltuk (12A abra), ezért Gigy gondoljuk,
hogy a T3 a MyoD1-en keresztiil hat a SMTNLI1 expressziojara. A szuprafiziologias T3 kezelés
hatasara bekovetkez6 TRo/TRP arany eltolédasa (13C és D ébra), valamint a SMTNL1
overexpresszi6 altali TRa leregulacio (13C abra) azt sugallja, hogy a TR-ok koziil a § izoforma
az, amelyik a SMTNLI1 expressziojat szabalyozza, feltehetden a bevezetében részletezett
kihorgonyz6 mechanizmuson keresztiil [Miner és mtsai, 1991; Flamant és mtsai, 2017], de ezen

hipotézisek bizonyitasa tovabbi kisérleteket kivan.

5.15. A SMTNL1 csokkenti az IRS1 gatlo Ser foszforilaciojat a T3-kezelt
miotubulusokban

A hipertiredzis egy felfokozott anyagcserével jaro allapot, melyben a sejtek megnovekedett
glikozigényét az intracellularis glikogénraktarak fokozott lebontdsdbol és/vagy a
gliikozfelvétel serkentésébdl probalja fedezni a sejt, azonban egyre né azon tanulmanyok
szama, melyekben csokkent periférialis inzulinérzékenységrol és gliikoz intoleranciarol
szamolnak be hipertire6zis soran [Shen és mtsai, 1988; Dimitriadis és mtsai, 1997; Mitrou és
mtsai, 2010]. Dimitriadis és mtsai kimutattdk, hogy hipertiredzisban a posztprandialis
periodusban a vazizom nettd gliikozfelvétele csokken [Dimitriadis és mtsai, 2008]. Ennek oka

a vazizom inzulin medialt gliikozfelvételét szabalyoz6 jelatviteli utvonal, ezen beliil az IRS
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fehérjék megvaltozott aktivitasaban keresend6 [Copps és mtsai, 2012; Karlsson és mtsai, 2007].
A hipertiredzis0s vazizom inzulinrezisztencidjanak hatterében all6 molekuldris mechanizmus
felderitésére az inzulin jelatvitel kritikus elemeinek expressziojat és foszforilacidjat
tanulmanyoztuk, kiilonos tekintettel a SMTNLI1 szabalyozo szerepére ezen folyamatokban,
hiszen néstény SMTNL1 KO egerek esetén szintén csokkent gliikkdztolerancia figyelheté meg,
melyet a csokkend IRS1 szintekkel hoztak Gsszefiiggésbe [Lontay és mtsai, 2015].

Bér az IRS1 expresszidja egyik kezelés hatdsara sem valtozott szamottevéen (15A édbra), a
fehérje 307-es és 612-es Ser foszforilacidja 1,6 és 1,8 szorosara nétt a T3 kezelésnek
koszonhetéen a nem kezelt kontrollhoz viszonyitva (15B és C éabra). A SMTNLI
overexpresszidja Onmagaban €s a T3 kezeléssel kombindlva is nagymértéki csokkenést idézett
elé az IRS1 Ser307 és az IRS1 Ser612 foszforilacidjaban (15B és C abra). Az inzulin jelatvitel
egy masik fontos eleme az aktivalt IRS1 fehérje foszfotirozin oldallancdhoz ko6tédd PI3K,
melynek 85 kDa katalitikus alegységét kodold gén expresszidja szignifikdnsan csokken a
hipertiredzisos human vazizom mintakban a microarray analizis értelmében (9B abra), melyet
a szuprafiziologias T3-mal kezelt miotubulusokban, fehérjeszinten is sikeriilt igazolnunk (15D
abra). Eredményeink bizonyitékul szolgalhatnak arra vonatkozdan, hogy a T3 tulkindlat zavart
0koz az inzulin jelatvitelben egyrészt az IRS1 307-es és 612-es Ser foszforilaciojanak novelése
expresszidjanak csokkentésén keresztill, ami a serkentdé PKB/Akt altali foszforilacio
csokkenését eredményezi. Ezek egylittesen a negativ Ser foszforilacio talsulyba keriiléséhez
jarulnak hozza, ami inzulinrezisztencia kialakulasat indukalja. Az IRS1 gatlo Ser
foszforilacigjanak mérséklése révén a SMTNLI fehérje azonban képes lehet a gliikdz transzport
inzulinra adott normal valaszado6 képességét visszaallitani.

A human vazizom mintadkon nyert Proteome Profiler eredmények részletezésénél lattuk,
hogy a hipertire6zis hatassal van az IRS1 negativ Ser foszforilacidjanak emelkedéséért
potencialisan felelés kinaz enzimek (mTOR, ERKI1/2, JNK) aktivitasara is, azok
poszttranszlacidos modositdsan keresztiil (10A és B abra). A SMTNL1-et overexpresszalo,
szuprafiziologias T3-mal kezelt miotubulusokban az mTOR, ERK1/2 és JNK defoszforilalt
formajanak expresszidja nem valtozott jelentdsen egyik kezelés hatasara sem (16A-C abra).
Ezzel szemben az ERK1/2 foszforilacidja 57%-kal, a JNK foszforilacidja pedig 18%-kal nétt,
mikozben az mTOR foszforilacidjaban elhanyagolhaté valtozast tapasztaltunk (17A-C abra).
Figyelemremélt6 modon a SMTNLI overexpresszidja mar énmagaban is jelentds mértéka
csokkenést eredményezett mind az ERK1/2, mind a JNK foszforilacidjaban, valamint képest

volt a T3 altal indukalt emelkedést meggatolni (17B és C abra). Ezen eredmények dsszhangban
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vannak az IRS1 Ser foszforilaciojanak valtozasaival. Mivel az SMTNLI overexpresszioja a
JNK expressziot nem befolyasolta, ezért gy gondoljuk, hogy az IRS1 307-es Ser
foszforilacigjanak valtozasa a kettés specificitasu foszfataz (DUSP) 9 megvaltozott
expressziojaval és/vagy aktivitasdval magyarazhatd, melyet a SMTNLI1 fehérje pozitivan
szabalyoz [Bodoor és mtsai, 2011] és amely a JNK defoszforilalasan keresztiil csokkenti az
IRS1 307-es Ser foszforilaciojat.

Bér a Proteome Profiler array-n nem szerepelt, az IRS1 gétlo foszforilacidjanak
serkentéséért a PKCS is felelds lehet, ezért e fehérje expressziojat is megvizsgaltuk a jelen
modellrendszerben. A PKCd expresszidja T3 hatasara valtozatlan maradt, viszont 38 és 50%-
kal csokkent a SMTNLI overexpresszidjanak kovetkeztében a T3 hianyatol vagy jelenlététol
fiiggden (17D abra). Ezek alapjan a SMTNLI taltermeltetése kovetkeztében csokkend IRS1 és
ERK1/2 foszforilacié a PKCd expresszidjanak visszaesésével magyarazhato, amely egyrészt a
307-es Ser oldallancot foszforilalja az IRS1-en [Greene és mtsai, 2004], masrészt az ERK1/2
aktivalasaért is felel6s [Ueda és mtsai, 1996]. A T3 altal feltehetéen nem genomi ttvonalon
aktivalt ERK1/2 az IRS1 Ser612 foszforilacié fokozodasaért tehetd feleldssé. A kapott adatok
magyarazatot jelenthetnek a szuprafizioldgias T3 koncentraci6 altal eldidézett gatlo IRS1 Ser
foszforilacido fokozodasara, tovabba alatamasztjdk a SMTNL1 fehérje inzulinérzékenyitd
hatasat, melyet az IRS1 gatld Ser foszforilacidjanak emelkedéséért felelés kinaz enzimek

expresszidjanak vagy aktivitdsdnak csokkentésével ér el.

5.1.6. A SMTNL1 a glikolizis gatlasan Keresztiil antagonizalja a T3 hatasat a
miotubulusokban

Az intracelluléris gliilkozmetabolizmus két masik fontos pillére a vazizom inzulin medialt
glikozfelvételét végzé6 GLUT4 transzporter, illetve a glikolizis sebességmeghataroz6 1épését
katalizal6 HK Il enzim. Hipertire6zisos patkanyokbol izolalt vazizombol kimutattak, hogy a
GLUT4 transzporterek szama és az intracellularis vezikulakbdl a szarkolemmaéba torténd
transzlokacidja inzulin hatasara né [Weinstein és mtsai, 1994]. Bar a GLUT4 expresszidja a
szuprafiziologias T3 kezelés hatdsara tendencidjaban nétt a C2C12 miotubulusokban (18A
abra), inzulin altal medialt transzlokacidja a sejtmembranba valosziniileg kisebb az IRS1
inaktivalodasa (15B és C abra) és a PI3K expresszidjanak csokkenése miatt (15D abra).
szignifikans cs6kkenése a hipertire6zisos human vazizom mintakban is erre utal (1L0A abra). A

SMTNLI1 overexpresszioja a GLUT4 expressziojat szignifikdnsan novelte, ami egyrészt
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parhuzamba allithatdo a ndstény SMTNLI1 KO egerek esetén tapasztalt GLUT4 expresszio
csokkenésével [Lontay és mtsai, 2015], masrészt az eldzoekben targyalt IRS1 gatlé Ser
foszforilacié csokkentése mellett a SMTNLI1 inzulinérzékenyitd hatasarol tanuskodik.

Hipertireozis soran az inzulin altal stimulalt glikogén szintézis mértéke is csokken [Randin
¢és mtsai, 1985], ezért az extracellularis térbdl felvett gliikoz a glikolizisben hasznosul, melynek
sebességmeghatarozo 1épésében a HK enzimek aktivitasa nyoman foszforilalodik és gliikoz-6-
foszfatta alakul. Hipertire6zisos egerek m. gastrocnemius izmanak valds idejii PCR és western
blot analizise feltarta, hogy a vazizomban legnagyobb mennyiségben eléfordulo HK Il mRNS
szinten nem valtozik, mig a fehérje expresszidja és aktivitasa szignifikdnsan n6 a hipertire6zisos
egerekben az eutiredzisos mintakkal Osszehasonlitva [Pecanha ¢és mtsai, 2017], ami
magyarazatot jelent a hipertire6zisban megfigyelt emelkedett gliikoz foszforilaciora
[Dimitriadis és mtsai, 1997]. A C2C12 miotubulusokban a HK II expresszidja 43%-kal nott a
T3 kezelés hatasara, ami a fentiek alapjan a glikolizis fokozddasara enged kovetkeztetni. A
SMTNLI taltermeltetése a HK II expressziojat 25%-kal csokkentette mind 6nmagaban, mind
a T3 kezeléssel kombinalva a C2C12 miotubulusokban (18B &bra), ami &sszhangban van a
néstény SMTNL1 KO egerekben tapasztalt megnovekedett HK II expresszioval ezen keresztiil
pedig a glikolizis fokozddasaval [Lontay és mtsai, 2015].

A vazizom gliikkozmetabolizmusanak szabalyozasaban az AMPK enzimnek is kardinalis
szerepe van [Nakano és mtsai, 2006]. Az enzim kronikus aktivalasa a GLUT4, a HK [Holmes
¢s mtsai, 1985], valamint az elektrontranszportlancban ¢és a citrat ciklusban szerepet jatszo
fehérjék [Winder és mtsai, 2000] expressziojat noveli, mig a glikogén szintéziséért felelGs
glikogén szintdz enzimet inaktivalja [Hardie és mtsai, 2006] a véazizomban. Ezen feliil az
¢és ezaltal a sejtek glikozfelvételét noveli [Kurth-Kraczek ¢és mtsai, 1999]. Mind a
hipertiredzisos human vazizom biopszidk, mind a szuprafiziolégias T3-mal kezelt
miotubulusok esetén az AMPK Thrl72-es oldallanc foszforilacigjanak szignifikans
emelkedését tapasztaltuk (18C abra). Branvold és mtsai is hasonld eredményre jutottak him
patkanyok m. soleus izmanak vizsgalatakor, akik azt talaltak, hogy az AMPK o2 alegység
Thrl72 foszforilacidja és ezaltal az aktivitdisa még nyugalmi allapotban is szignifikansan
magasabb a hipertiredzisos mintakban a kontroll allatok mintaihoz viszonyitva [Branvold és
mtsai, 2008]. Az AMPK foszforilaciojanak tartds megemelkedése a fehérje defoszforilaciojat
végzd PP2Aca expresszidjanak csokkenésével magyarazhat6 [Joseph és mtsai, 2015], ugyanis
a human véazizom mintdk microarray analizise feltarta, hogy a PP2Aca-t kodold gén

expresszidja szignifikdnsan csdkken a hipertiredzis soran (9B dbra), melyet a szuprafizioldgias
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T3-mal kezelt miotubulusokban fehérjeszinten is igazoltunk (18E abra). Ezzel szemben a
SMTNLI1 overexpresszidja sem az AMPK, sem a PP2Aca fehérjék expresszigjat és
foszforilacigjat nem befolyasolta (18C-E abra). Az irodalmi adatok és a sajat eredményeink
alapjan valoszintisithetd, hogy a tartésan magas T3 koncentracio hatasara az AMPK aktivitasa
nd, ami a HK II expresszidjanak novelésén keresztiil serkenti a glikolizist. A glikolizis
fokozddasanak a SMTNLI1 szab hatart a HK II expresszidjanak mérséklése altal. A glikolizis
mellett a gliik6z oxidacio, de legfoképpen a laktattermelés is felerdsddnek a hipertire6zisos
vazizomban [Mitrou és mtsai, 2010], utobbi részben a glikogenolizis fokozodasanak
koszonhet6 [Dimitriadis és mtsai, 1991]. Modellrendszeriinkben a laktattermelés indikatora, az
anaerob glikolizis 1,4 szeresére nott a szuprafiziologias T3 kezelés hatasara, amit a glikolitikus
rezerv nagymértékii csokkenése kisért (19B és D abra). Megfigyeléseinket Sagliocchi és mtsai
munkdja is alatdmasztja, melyben kimutattak, hogy a DIOZ2 overexpresszidé kovetkeztében
novekvd intracellularis T3 koncentracid az anyagcsere glikolizis iranyaba torténd eltolodasat,
ezzel parhuzamosan pedig az ECAR emelkedését eredményezi a C2C12 sejtekben [Sagliocchi
¢s mtsai, 2019]. Az aerob glikolizis mértéke nem valtozott szamottevéen a 72 Oras
szuprafiziologias T3 kezelés hatasara (19F abra), ami feltételezhetden a kezelés idGtartamanak
tulajdonithato, ugyanis patkanyokat 2, 5 és 10 napig 0,65 pg/ g teststily T3-mal kezelve a gliik6z
oxidacié mértéke 2 nap elteltével gyakorlatilag nem valtozott, csak az 5. és a 10. napon mutatott
szignifikans eltérést [Dimitriadis és mtsai, 1988]. A laktattermelés mellett a magas
koncentracioban jelenlévé T3 a zsirsavak oxidaciojat is fokozza (191 abra). Ez a jelenség az
AMPK emelkedett aktivitasara vezethetd vissza, ugyanis az AMPK-rol ismert, hogy T3 altali
aktivacioja a malonil-CoA mennyiségének csokkentésén keresztiil fokozza a zsirsavak
oxidacidjat a vazizomban [Miklosz és mtsai, 2012]. A hipertire6zishoz hasonléan a SMTNLI
kititése is a glikogenolizis fokozddasaval jar [Lontay és mtsai, 2015]. Ezzel szemben a
SMTNLI overexpresszidja nemcsak, hogy meggatolja a T3-indukalt anaerob glikolizis
fokozadasat, de az aerob glikolizis és a zsirsav oxidacio mértékét is szignifikansan csokkenti
(19B, F és | abra). A kapott adatok fényében elmondhato, hogy a feleslegben 1évé T3 a
laktattermelés és a zsirsav oxidacio fokozodasat indukalja, mikdzben a SMTNLI a kiilonb6z6
anyagcserefolyamatok, féként a glikolizis szabdlyozasan keresztiil antagonizalja a T3 hatasat.
Osszefoglalva a SMTNLI altali szabdlyozés igéretes lehet a hipertiredzis és az azt kisérd
inzulinrezisztencia gyogyitasaban a kovetkez6 okok miatt: 1) a SMTNLI1 szelektiven képes
gatolni a TR expressziojat, ami a T3 altal indukalt jelatvitel egyik {6 effektora; 2) a SMTNL1
inzulinérzékenytd hatast fejt ki egy inzulintol fliggetlen, heteroldog utvonalon, a JNK

aktivitasanak gatlasan keresztiil; 3) a SMTNLI gatolja a T3 nem genomi hatasait az ERK1/2
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aktivitasanak PKCd-n keresztiil valdé csokkentése altal; 4) a SMTNL1 a HK Il enzim
szabalyozasan keresztiil a gliikkoz foszforilacio és a glikolizis szabalyozasaban is részt vesz; 5)
a SMTNLI ellensulyozza a T3 altal indukalt glikolitikus fenotipus kialakuldsat. Mindezen
tulajdonsagai miatt a SMTNLI1 overexpresszidja vagy -alternativ megoldasként- egy
membranpermeabilis SMTNL1 mimikal6 peptid inzulinérzékenyitd hatasa révén képes lehet a

hipertire6zis soran fellépé kezd6d6 inzulinrezisztencia ellenstlyozasara a vazizomban (29.

abra).

GENOMI HATAS FEJLODES ES
DIFFERENCIACIO

Ser307

T,

NEM GENOMI AR T INZULIN
HATAS REZISZTENCIA

29. abra: A SMTNLI szerepe a vdzizom anyagcseréjének szabdlyozdsaban hipertireozis sordn. A
SMTNLI a kovetkez6 mechanizmusokon keresztiil képes a hipertireozis dltal indukalt
anyagcserevaltozasok megelozésére a vazizomban: 1) ellensulyozza a szuprafiziologias T3 altal
kivaltott glikolitikus irdnyu eltolodast; 2) inzulinérzékenyité hatdasat a JNK gatlasdan keresztil fejti ki;
3) gatolja a T3 nem genomi utvonalinak eredményeképpen aktivalodo ERKI1/2-t a PKCo
expressziojanak szabalyozasan keresztiil; 4) a SMTNLI a HK 11 enzim szabdlyozasan keresztiil a gliikoz
foszforilacio és a glikolizis szabalyozasaban is részt vesz és 5) szelektiven gatolja a TRa expressziojat,

amely a T3 f6 effektora.
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5.2. ASMTNL1 szerepe a C2C12 sejtek homeosztazisanak és T3-fiigeg6 miogenezisének

szabalyozasaban

A miogenezis egy szigortian szabalyozott folyamat, amely magaba foglalja a progenitor

------

.....

hipertire6zis soran kevésbé tanulmanyozott, ezért kutatdsaimat ebben az iranyban folytattam, a
SMTNLI fehérje és a MP enzim kozotti kdlesonhatas, valamint ezen fehérjék potencialis

szabalyozo szerepét is vizsgalva ezen folyamatokban.

5.2.1. A SMTNL1 a MP enzim gatlasan keresztiil blokkolja a C2C12 mioblasztok

A nem izom miozinnak (nm-miozin) alapvetd szerepe van a sejtek alak- és
helyvaltoztatasaval jard folyamataiban, mint amilyen a sejtadhéziod, sejtmigracio, morfogenezis
¢s a sejtosztodas, melybdl adodéan a nm-miozin foszforilacids allapotat meghatdrozo MP
enzim is megkeriilhetetlen ezekben a folyamatokban [Matsumura és mtsai, 2008]. Korabbi
tanulmanyokbol ismert, hogy a MYPTL1 izoforma csendesitése, illetve foszforilacié altali
gatlasa a migracido blokkolasat eredményezi [Xia és mtsai, 2004; Lontay és mtsai, 2005;
Horvéth és mtsai, 2018]. Figyelembevéve a SMTNL1 markans hatasata MYPT1 expresszidjara
¢és aktivitasara a vazizom fejlodése soran [Lontay és mtsai, 2010] utanajartunk, hogy a
SMTNLI taltermeltetése €s a szuprafizioldgias T3 kezelés hogyan befolyasoljak a C2C12
mértékben visszavetette a sejtek migracios képességét (20. abra). A jelenséget a SMTNL1 MP
enzimet gatld hatdsaval magyaraztuk, melynek igazoldsira nem csak a MP-t felépitd
alegységek, hanem az enzim szubsztratjanak (MLC20) expresszidjat és foszforilaciojat is
megvizsgaltuk. A C2C12 mioblasztokon nyert eredményeink értelmében a SMTNLI
overexpresszidja Onmagaban ¢és a T3 kezeléssel kombindlva a MYPT1 expresszigjat
szignifikansan csokkentette, mig a Thr696-os oldallanc foszforilaciojat szignifikansan novelte
(21A és B abra). A MYPT1 gatl6 foszforilacidjanak novekedését mindkét esetben az MLC20
Serl9-es oldallanc foszforilacidjanak szignifikans emelkedése kisérte (21C 4bra).
Eredményeinket alatamasztja, hogy a SMTNL1 KO egerekben a MYPT1 expresszidjanak
novekedése mellett csokkent MLC20 Ser19 foszforilaciot detektaltak az allatok simaizmaban
[Lontay és mtsai, 2010]. A MP enzim Thr696 foszforilacio altali gatlasa a nm-miozin

foszforilacidjanak lassabb ,,turnover’-ét eredményezheti, ezéltal stabilabb adhézids struktarak
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jonnek létre, amik akadalyozzak a sejtek citoszkeletonjanak atrendez0dését és a sejtek

Disszertaciom elsé felében bemutatasra keriilt, hogy a rovidtavu, szuprafizioldgias T3
kezelés a SMTNLI1 expresszidjat noveli a mioblasztokban (11C abra), ezért azt vartuk, hogy a
MYPT1 expresszidja €s ezaltal a sejtek migracidja -a SMTNL1 overexpresszidé hatasahoz
hasonléan- csokken a 24 oras T3 kezelést kovetden. Ennek ellenére a szuprafiziologias T3
ezzel egyiitt a sejtek migracios képessége tendenciajaban enyhén csokkent csupan (20., 21A és
B 4bra). Ugy gondoljuk, hogy bar a rovidtava, szuprafiziologias T3 kezelés és a SMTNL1
overexpresszio is a SMTNLI1 fehérje expresszidjanak ndvekedését eredményezi, a kezelések
MYPT1 expressziora kifejtett hatdsaban tapasztalhato eltérés oka a kétféle kezelés kiillonbozo
érzékenységében keresendd. A MYPT1 expresszio stagnaldsat azzal magyardzzuk, hogy a
szuprafiziologias T3 kezelés altal eldidézett endogén SMTNLI expresszid ndvekedés nem
elegendé a MYPT1 expresszidjanak befolyasolasahoz a mioblasztokban, mig a SMTNLI1
overexpressziodja (fiziologias T3 koncentracié mellett) olyan mértékii ndvekményt eredményez,
ami mar képes hatékonyan gatolni a MP regulator alegységének expressziojat, ezaltal pedig a
kismértékii csokkenésére Kondo és mtsai munkaja adhat magyarazatot, akik oszteoblaszt-szert
sejteket 10 nM T3-mal kezelve a MYPT1 foszforilaciojanak idéfiiggését figyelték meg, amely
2 ora elteltével éri el a csucsot, ezt kdvetden pedig csokken [Kondo és mtsai, 2013]. Ezen
tilmenden hipertiredzisos egerek tiidészovetében leirtak, hogy a pajzsmirigyhormonok az
MLC20 foszforilaciojat csokkentik az eutiredzisos egerekkel Osszehasonlitva, am ez
statisztikailag nem szignifikans [Pajouhi és mtsai, 2015]. Munkacsoportunk is hasonld
eredményre jutott a mioblasztok vizsgalata soran, miszerint a szuprafiziologias T3 kezelés az
MLC20 foszforilacidjanak kismértékii csokkenését idézte elé (21C abra), ami 6sszhangban van
a MYPT1 gatld foszforilaciojanak csokkenésével. Eredményeink tovabbi bizonyitékot
szolgaltatnak arra vonatkozoan, hogy a SMTNL1 a MYPTI1 expressziojat €s aktivitasat
Jelenlegi tudasunk szerint munkacsoportunk az els6, akinek C2C12 mioblaszt sejtekben sikertilt
az emlitett jelenségeket kimutatnia és igazolnia.

Bar a mioblasztokban a MYPT kiilonb6z6é izoformai kozil a MYPTI van jelen a
legjelentdsebb mértékben [Wu és mtsai, 2003], a kifejlett miotubulusokra jellemz6 MYPT2

crer

onmagaban és a SMTNLI1-gyel kombinalva is tendencidjaban latvanyosan megemelte a

90



MYPT2 expresszidjat, mig a SMTNLI1 overexpresszidjanak dnmagéaban nem volt hatasa (21F
abra).

0sztonoztek, hogy megvizsgaljuk a fehérje lehetséges szabalyozd szerepét a vazizom
miogenezisének kovetkezd 1épcsdfokat jelentd differenciacid folyamataban is. A differencidcio
létre, a miotubulusok kontraktilitasanak és anyagcseréjének szabalyozasat végzé specifikus
fehérjék expresszidja mellett. Az el6zéekben lattuk, hogy a normal differencidcié soran az
endogén SMTNLI1 expresszidja nem szignifikansan, de fokozatosan né, mig szuprafiziologias
T3 kezelés hatdsara elobb nd a kontrollhoz képest, majd a differencidcio eldrehaladtiaval
csokken, mikozben a differenciacios markerek expresszidja fokozodik (11. abra). A SMTNL1
tranziens overexpresszidja soran a fehérje expresszidja kezdetben nagyon magas, majd a
differenciacio progresszidjaval parhuzamosan csokken (22A abra). Fiziologias T3 koncentracio
mellett a SMTNL1 overexpresszidja a vizsgalt differenciaciés markerek felregulalodasat
okozza: a 2. naptdl kezdve mindkét marker magasabb szinten expresszalodik, ami
tendenciajaban a szuprafiziologids T3 kezelés dezmin és MyHC expresszidra kifejtett hatdsara
emlékeztet. Ezek alapjan Ggy tlinik, hogy a SMTNLI segiti a C2C12 mioblasztok
differenciaci6 sordn bekdvetkezd morfologiai valtozasokat is nyomon kovettiik.
Megfigyeléseink szerint a SMTNL1 overexpresszioja kisebb méretli, de nagyobb szamui
miotubulus kialakulasat indukalja (23. abra), ami tamogatja a SMTNLI fehérje differenciaciot
eldsegitd hatasarol alkotott hipotézisiinket. Ahogy az a bevezetében emlitésre kertilt, a kisebb
méreti miotubulusok kialakulasanak oka lehet példaul az MLCK aktivitasanak gatlasa [Wu és
mtsai, 2003], azonban az enzim egyre novekvd koncentracioju SMTNLI1-gyel torténd
inkubalasa soran nem tapasztalhato valtozas a kindz aktivitdsaban, még a legmagasabb (30 uM)
tesztelt SMTNLI1 koncentrécio jelenlétében sem [Wooldridge és mtsai, 2008], igy ezen valtozas

okénak felderitése a jovo feladata.

5.2.2. A SMTNLI1 és a T3 szelektiven szabalyozzak a MYPT1 és MYPT?2 izoformat a
miotubulusokban
hataséat is tanulmdnyoztuk, kiilonos tekintettel a T3 hatdsmechanizmusdnak kialakitdsaban
szerepet jatszo regulator fehérjék (DIO2, TRa) expresszidjara. lrodalmi adatok szerint a

proliferativ fazisban 1évé mioblasztokban a T3 intracellularis koncentracioja alacsony, amely a
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differenciacidé soran a DIO2 expresszidjanak novekedésével parhuzamosan né [Dentice és
mtsai, 2010]. Modellrendszeriinkben a DIO2 expresszidja fiziologias koriilmények kozott
egészen a 4. napig novekvd tendenciat mutat (ami egybeesik az érett miotubulusok
kifejlodésével, Id. 11A és B abra), majd ettél kezdve mar nem valtozik szignifikansan. A
szuprafiziologias T3 kezelés a 3. napig fokozatosan emelte a DIO2 expresszidjat, ami a 4.
naptél kezdédéen azonban latvanyos csokkenésnek indult (24A ébra), egy negativ
visszacsatoldsi mechanizmus bekapcsolasat feltételezve. A TRa expresszidja mar a
mioblasztokban is detektalhatd; szintje a fiziologias T3 koncentracié mellett nétt a
differenciacioé soran, mig szuprafizioldgias T3 kezelés hatasara a 4., 5. és 6. napon (tehat a
kifejlett miotubulusokban) szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz viszonyitva (24B
abra). A miotubulusok 72 éras T3 kezelése soran is hasonl6 eredményre jutottunk (13C abra).

Wu és mtsai korabban mar vizsgaltak a MYPT izoformak és a PP1cd expressziojat, valamint
szerint a MYPT1 expresszidja a 4. napig nem valtozik, viszont a 6. napra lecsokken, a MYPT2
expresszidja a 4. napig fokozatosan nd és ezt kovetéen magas is marad, a PP1cd expresszidja
pedig nem mutat szamottevd valtozast [Wu és mtsai, 2003]. Munkacsoportunk eredményei,
melyeket hasonl6 kisérleti elrendezésben és ugyanazon antitestek (MYPTY®8 [Wu és mtsai,
2003], MYPT2 [Fujioka és mtsai, 1998]) alkamazasa mellett kaptunk, megfeleltethetok a Wu
¢s mtsai altal k6zolt adatoknak: fizioldgias T3 koncentracid mellett a MYPT2 expresszidjanak
novekedését, mig a MYPTI1 expresszidjanak nem szignifikans visszaesését tapasztaltuk a 6
napos kisérleti periddus végére, mikdzben a PP1cd expresszidja a teljes idOtartam alatt
valtozatlan maradt (25. abra). Az eredményekbdl kitiinik, hogy mig a mioblasztokban a PP1cd
inkabb a MYPT1 izoformaval alkot komplexet, addig az érett miotubulusokban elsésorban a
MYPT2 az, amely a PP1cd-val kozosen vesz részt a MP holoenzim felépitésében [Moorhead
és mtsai, 1998]. Erdekes modon a szuprafiziologias T3 kezelés a differencialodd
mioblasztokban a MYPT2 expressziojat novelte, mig a PP1cd és a MYPT1 expresszidjara nem
volt hatassal, ahogy azt a proliferativ fazisban 1évé mioblasztok vizsgalatanal is tapasztaltuk
(21. abra).

A miotubulusok vizsgalatanal is hasonld eredményre jutottunk: a MYPT1 expresszioja T3
kezelés hatdsdra nem valtozott, de a SMTNLI overexpresszidja és a kombinalt kezelés
szignifikans visszaesést okozott a fehérje relativ expresszidjaban (26A abra). Ezzel szemben a
MYPT?2 expresszioja dramaian, 56 és 54%-kal emelkedett a T3 kezelés, valamint a kombinalt

kezelés hatdsara, mikozben a SMTNLI1 overexpresszidja nem volt hatassal ra (26B abra). A
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PP1cd expresszidja tendencidjaban kis mértékben nétt a T3 kezelés és/vagy a SMTNLI1
overexpresszidjanak kovetkeztében (26D abra). Ezen eredmények 6sszecsengenek azzal, hogy
a SMTNLI kititése a MYPT2 expresszids szintjét nem befolyasolja a vazizomban [Lontay ¢€s
mtsai, 2010]. A mioblasztokon és a miotubulusokon nyert eredményeket sszegezve ugy tiinik,
hogy a T3 és a SMTNLI szelektiven szabalyozzak a kiilonb6z6 MYPT izoformék kifejezodését
mind a differencialatlan, mind a mar differencialodott sejtekben.

Mivel a MYPT1 (PPP1R12A) és MYPT2 (PPP1R12B) fehérjéket kodolo gének mas-mas
kromoszéman talalhatok, ezért expresszidjuk eltérd, egymastol fliggetlen szabalyozasa nem
clképzelhetetlen [Fujioka ¢és mtsai, 1998]. A MYPT1 expresszioja a SMTNLI
overexpresszidjanak koszonhetden szignifikans csokkenést mutat, ami a mioblasztokban és a
miotubulusokban is fiiggetlen a T3 jelenlététol. Ez rezonal a SMTNLI kiiitése kovetkeztében
megfigyelhetd6 MYPT1 expresszio fokozddasara a vazizomban [Lontay és mtsai, 2010]. Ezzel
szemben a MYPT2 expresszidja a SMTNLI taltermeltetésétdl fiiggetlen, ami azzal
magyarazhatd, hogy mig a SMTNLI és a MYPT1 jelenlegi tudasunk szerint kizarélag a 2a
tipusi rostokban expresszalodik, addig a MYPT2 izoforma homogén eloszlast mutat a
kiilonb6z6 rosttipusok kozott [Lontay és mtsai, 2010].

A MP enzim alegységeinek (MYPT1/2, PP1cd) nagy koncentracigja ellenére az enzim
kevésbé aktiv a differencialodd mioblasztokban és a kifejlett miotubulusokban, hiszen a nm-
miozin és a vazizom miozin (Sk-miozin) foszforilacioja egyarant né és magas is marad a 6 napos
kisérleti periodus soran. A MYPT1/2 aktivitasanak gatlasa és ezaltal a nm-miozin és sk-miozin
foszforilacigjanak konzervacidja fontos szerepet jatszik a C2C12 mioblasztok miotubulusokka
valasa soran végbemend szarkomer struktira kialakulasaban [Wu és mtsai, 2003]. A
publikaciok megjelenéséig nem allt rendelkezésiinkre a MYPT2 Thr646-os foszforilacios helye
elleni specifikus antitest, &m a mioblasztokon is alkalmazott anti-phosphoMYPT1T"6% g
nagyfoku szekvenciahomologia miatt [Fujioka és mtsai, 1998] keresztreagal a MYPT2 Thr646-
os gatlo foszforilacios helyével; eredményeink és irodalmi adatok alapjan a miotubulusokban a
MYPT izoformék koziil a MYPT?2 van jelen a legjelentdsebb mértékben (25B és C dbra), igy a
MYPT2 foszforilacio tanulméanyozasara is az emlitett antitestet hasznaltuk. Meg Kkell
jegyezniink azonban, hogy bar a MYPTL1 expresszidja csokken a differenciacid soran, a
MYPT1/PP1c komplex a miotubulusokban is miikkodéképes [Wu és mtsai, 2003]. A MYPT1/2
Thr696-os oldallancanak gatlo foszforilacigja szignifikdnsan emelkedett mind a T3, mind a
kombindlt kezelésnek koszonhetden, mig a SMTNLI overexpresszidja Onmagaban
marginalisan szignifikdns novekedést produkalt a miotubulusokban (26C abra). A

mioblasztokban és a miotubulusokban tapasztalt T3 és/vagy SMTNL1 altali MP enzimgatlas is

93



igazolja, hogy a T3 és a SMTNLI differenciaciot eldsegitd hatdsanak megjelenésében a

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

5.2.3. AT3 és a SMTNLI1 a MP enzim gatlasan keresztiil csokkentik a NKA aktivitasat
a miotubulusokban

Elézetes eredmények alapjan potencialis MP szubsztrat a NKA [Lontay és mtsai, 2004], ami
a MP regulator alegységéhez kotédik a C2C12 sejtekben (27. abra). A NKA expresszioja a
szuprafiziologias T3 kezelés hatasara kb. 40%-kal megemelkedett, mig a SMTNLI
overexpresszidja kismértékben csokkentette azt (28A abra). Eredményeink 6sszhangban
vannak Riis és mtsai munkajaval, melyben hipertire6zisos betegek methimazole kezelése el6tt
¢és utan vételezett m. vastus lateralis izombol szarmaz6 biopsziakat vizsgaltak és azt talaltak,
hogy a NKA expresszidja 89%-ban megemelkedett a hipertire6zisban szenvedd betegek
mintaiban az eutireo6zisos donorok mintaival dsszetve [Riis és mtsai, 2005]. A NKA Ser16-0s
¢és Ser23-as foszforilacios helyeinek vizsgalatakor mind a szuprafiziologias T3 kezelés, mind a
SMTNLI1 overexpresszid kovetkezményeként szignifikansan emelkedett foszforilaciot
mutattunk ki (28B és C abra). Ez vélhet6en a MP enzim megnovekedett gatld foszforilaciojanak
koszonhetd, amely igy nem képes a NKA-t defoszforilalni. Ezt a megfigyelést egerek m.
plantaris izmabodl készitett preparatum PP1 szelektiv inhibitorral (TMC) vald kezelése is
alatamasztja, melyben fokozott NKAal Ser23-as foszforilaciot detektaltunk (28D abra). Ezen
eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy mind a T3 mind a SMTNL1 a kiilonb6z6 MYPT
izoformak, ezaltal pedig a MP holoenzim gatlasan keresztiil részt vesz a NKA foszforilacios
allapotanak szabéalyozasaban.

Arrél, hogy a NKAal Ser23 és Serl6 foszforilacidja milyen hatassal van a fehérje
aktivitasara nincs egységes allaspont az irodalomban, de a publikaciok tobbségében az o
alegység PKA és PKC altali foszforilacidja gatld hatasa [Bertorello és mtsai, 1991; Logvinenko
¢s mtsai, 1996; Vasilets és mtsai, 1999]. Tovabba, differencialtatott L6 patkany sejtekben a
PP1c/PP2A okaddnsavval és kalikulin-A-val torténd gatlasa is a NKA aktivitdsanak
csokkenését eredményezte [Ragolia és mtsai, 1997]. Fontos megjegyezni, hogy a NKA hipo-
vagy hiperfunkcidja egyarant hatranyos kovetkezményekkel jar az izomfunkciora nézve: a
NKA hiperfunkcioja hiperpolarizald hatasu, ami a membranpotencialt még negativabba teszi,
melyben nehezebb elérni a fesziiltségfiiggd Na' csatorndk nyitdsahoz és a Ca®*
felszabadulasdhoz sziikséges kiiszobot, ezaltal az izom ingerlékenysége csokken, ami
izomgyengeség kialakulasdhoz vezet. A  pumpafehérje hipofunkcidja esetén a

membranpotencial pozitivabb, a sejtmembran deporalizaltabb, emiatt a fesziiltségfiiggd Na*
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csatornak egy része inaktivalt allapotba keriil, ezért az akcios potencial amplituddja kisebb,
kevesebb Ca?* szabadul fel, ami kisebb mértékii 6sszehuzodast, ezaltal pedig izomgyengeséget
eredményez. Lathatjuk, hogy mindkét esetben kisebb a Ca2?* felszabadulas mértéke, ami
gyorsabban visszavevodik a szarkoplazmatikus retikulumba a feleslegben 1év6 T3 altal okozott
SERCA expresszié emelkedése miatt [Simonides és mtsai, 1996; van der Linden és mitsai,
1996], ami stlyosbito tényezdként tovabb rontja az izom &sszehuzodasanak hatékonysagat.
Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy a MP enzim kiilonbozéképpen szabalyozodik az
eltér6 differenciacioés allapota sejtekben. A nem differencialt mioblasztokban a MP
felépitésében a PP1co mellett a MYPT1 izoforma vesz részt, melynek expresszidjat és
SMTNL1 fehérje szabalyozza. Ezzel szemben a miotubulusokban a PP1cd elsGsorban a
MYPT2 izoformaval alkot komplexet, melynek aktivitasa T3 4ltal szabdlyozott és amely
lehetséges szabalyoz6 eleme a NKA-nak, a fehérje foszforilacios allapotanak befolyasolasan
keresztiil (30. abra). Ezen eredmények hozzajarulhatnak a hipertire6zis soran fellépd
izomgyengeség jobb megértéséhez. Ez potencialis célpont(0k) azonositasan keresztiil segitheti
egy jovObeni gyogyszeres terapia kifejlesztését, ami a betegek életminéségének javitasat

szolgalja.

30. d@bra: A MP enzim felépitése és szabdlyozdsa a mioblasztokban és a miotubulusokban. A nem

differencialt mioblasztokban a MP felépitésében a PP1cSmellett a MYPTI izoforma vesz részt, melynek

........

SMTNLI fehérje szabalyozza. A miotubulusokban a PP1céo elsésorban a MYPT?2 izoformaval alkot

komplexet, melynek aktivitasa T3 dltal reguldlt és amely lehetséges szabdlyozé eleme a NKA-nak.
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Osszefoglalas

Vizsgalataim soran a vazizom adaptaldédasat szabalyozni képes transzkripcios kofaktor, a
SMTNLI fehérje hipertiredzisos vazizom anyagcseréjében betdltott, valamint a C2C12 sejtek
miogenezisében ¢s homeosztazisaban jatszott szabalyozo szerepét tanulmanyoztam. Human eu-
¢és hipertiredzisos vazizom biopsziak Western blot analizise feltarta, hogy a SMTNL1
expresszioja dramaian csokken a hipertiredzis hatasara, az 1 ¢és Ila tipusi rostok
markerfehérjéinek szamottevé csokkenése mellett. A differencidltatott C2C12 sejtekben a
TRo/TRP arany csokkenését, a MyoD1 szignifikans novekedését, valamint megemelkedett
IRS1 gatlo Ser foszforilaciot és a PI3K expressziod visszaesését detektaltuk a szuprafiziologias
T3 kezelés hatasara, mig a SMTNLI overexpresszidja a TRa expresszigjat, valamint az IRS1
Ser foszforilaciojat markansan csokkentette. A megndvekedett IRS1 Ser foszforilacio a
szuprafiziologias T3 kezelés kovetkeztében aktivalodott IRS1 kinazok, mint a ERK1/2 és a
JNK tevékenységének eredménye, melyet a hipertire6zisos human mintak Proteome Profiler
elemzése is alatamaszt. Az IRS1 kinazok hatasat a SMTNLI1 overexpresszidja képes volt
semlegesiteni a miotubulusokban. A T3-mal kezelt sejtekben a PP2Aca expresszidjanak
csokkenése az AMPK foszforilacio tartdos megemelkedését vonta maga utdn, ami a HK I
expresszidjanak indukalasan keresztiil fokozta a glikolizist. A mioblasztok Seahorse analizise
ravilagitott, hogy T3 kezelésre fokozodik a laktattermelés €s a zsirsav oxidacid, melyeket a
SMTNLI1 overexpresszidja eredményesen gatol. Eredményeink alapjan a SMTNLI1 fehérje
inzulinérzékenyité és T3 antagonizald hatasa révén képes a hipertiredzis és az azt kisérd
inzulinrezisztencia mérséklésére, melyet tobbek kdzott az IRS1 kinazok aktivitasanak, valamint
a HK Il enzim expresszidjanak csokkentésén keresztiil ér el.

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

izoforma vesz részt. A sejtek karcolasi esszéje soran azt tapasztaltuk, hogy a SMTNL1

crer

.....

differenciacios markerek expresszidjanak novelésén keresztiil. Megallapitottuk, hogy a kifejlett
miotubulusokban a PP1cd elsésorban a MYPT2 izoformaval alkot komplexet, melynek
aktivitasa T3 altal szabalyozott. A MP T3 és SMTNLI altali gatlasanak koszonhetéen az NKA
foszforilacigja jelentés mértékben nd, ami a pumpafehérje blokkolasat okozza, ezzel

hozzajarulva a hipertire6zis sordn tapasztalhat6 izomgyengeség kialakulasdhoz.

96



Summary

During my PhD work, | have studied the regulatory role of a transcriptional cofactor,
SMTNL1, in the metabolism of hyperthyroid muscle and in the myogenesis and homeostasis
of C2C12 cells.

Western blot analysis of human euthyroid and hyperthyroid skeletal muscle biopsies
revealed that SMTNL1 expression was dramatically decreased in response to hyperthyroidism,
which was accompanied by a marked decrease in the amount of | and lla fiber markers. We
observed that the TRa/TRp ratio was decreased, MyoD1 expression and the inhibitory Ser
phosphorylation of IRS1 were significantly increased and there was a decline in PI3K
expression upon supraphysiological T3 treatment, while SMTNL1 overexpression reduced the
expression of TRa and IRS1 Ser phosphorylation in differentiated C2C12 cells. The elevated
Ser phosphorylation of IRS1 was the result of the activation of IRS1 kinases, such as ERK1/2
and JNK, upon T3 treatment which was supported by the Proteome Profiler data on human
hyperthyroid muscle biopsies. SMTNL1 could compensate for the effects of IRS kinases in
myotubes. In T3-treated myotubes, a decline in PP2Aca expression led to a persistent increase
in AMPK phosphorylation, which enhanced glycolysis by inducing the expression of GLUT4
and HK 1. Seahorse analysis of myoblasts shed light on the increase of lactate production and
fatty acid oxidation in response to supraphysiological T3, which were reversed by SMTNLL.
Based on these results, we can conclude that SMTNLL is capable of alleviating hyperthyroidism
and the associated insulin resistance through its insulin sensitizing and T3 antagonizing effects.

We proved that MP consists of MYPT1 and PP1cd in myoblasts. By inhibiting MP,
SMTNLL1 overexpression significantly slowed down the migration of myoblasts. Similarly to
T3, SMTNL1 promoted the differentiation of myoblasts into myotubes by inducing the
expression of differentiation markers. In differentiated myotubes, we found that PP1c3 is in
complex with MYPT2, the activity of which was regulated by T3. The inhibition of MP by T3
or SMTNL1 caused a notable increase in the phosphorylation of NKA, which blocked the
activity of the cation pump, contributing to the development of muscle weakness during

hyperthyroidism.
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Ko6szénom kollégaimnak, Docsa Andreanak és Kelemenné Szantd Agotanak a mindennapi
kisérletes munka soran nyujtott technikai segitségiiket és kellemes tarsasagukat.

Koszondm Tamas Istvannak a Seahorse analizis kiértékelésében és a differenciacios
kisérletekben valo részvételét, valamint, hogy palyafutasom kezdetén bevezetett a labormunka
rejtelmeibe, illetve, hogy precizitasaval és munkamoraljaval példat mutatott.

Ko6szondm Horvath Daénielnek az RNS izolaldas sordn végzett munkdjat és az
immunprecipitacios kisérletekben valdo kozremiikodését, valamint, hogy PhD éveim alatt
barmikor fordulhattam hozza segitségeért.

Koszonom baratnéimnek, Adrinak és Mesinek, hogy érté figyelmiikkel és értékes
meglatasaikkal atsegitettek a nehéz idészakokon.

Koszonettel tartozom volegényemnek, Dénesnek, hogy végtelen szerelemmel, tiirelemmel
¢s megertéssel kisérte végig az utamat.

Halas vagyok a testvéremnek és sziileimnek, hogy feltétlen szeretetiikrdl biztositva erdt
adtak, hogy elérjem a célom.

Munkédmat a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovaciés Hivatal FK125043 palyazat,
valamint a Debreceni Egyetem Mecenatira palyazat és az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-
00009 projekt tamogatta, ami az Eurdpai Unié tamogatasaval és az Eurdpai Szocialis Alap

tarsfinanszirozasaval valdsult meg.
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