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1. Absztrakt

A terhesség alatt expresszalddd szteroid hormonok hatdsara jelentds valtozasok
kovetkeznek be a simaizomzatban az egész testben. A progeszteron és a 17B-0sztradiol a
megfeleld nukledris hormonreceptoraihoz kotddik, koordinaltan megvaltoztatva a
génexpresszidos mintazatokat a megfeleld célszovetekben. Az Osszes simaizom kontraktilis
aktivitasat szabalyozé f6 mechanizmus a miozin kénnyii lanc (MLC20) Ca?*/kalmodulin-fiiggd
miozin konnyl lanc kinaz altali foszforilacidja, mig a relaxéciot az MLC20 miozin-foszfataz
(MP) altali defoszforilacioja fejti Ki.

A terhességet metabolikus valtozasok sorozata jellemzi, amelyek eldsegitik a zsirszovet
felszaporodasat a terhesség korai szakaszaban, majd ezt kdveti az inzulinrezisztencia és a
facilitalt lipolizis a terhesség késéi szakaszaban. Amennyiben az inzulinszekrécid nem
megfeleld az inzulirezisztencia kompenzalasara, ez hiperglikémidhoz és gesztacionalis diabetes
(GDB) kialakulasahoz vezethet.

A smoothelin-szerti 1 fehérje (SMTNL1) expresszidjat a terhesség olyan szovetekben
indukélja, mint a méh és a vaszkularis simaizom. Az emelkedett progeszteronszint hatasara az
SMTNLI1 foszforilalodik a Ser-301 oldallancan protein kinaz A és G (PKA/PKG) altal.
Emellett az SMTNLI1 fehérje citoplazmatikusan képes a MP-hoz kapcsolodni, fehérje-fehérje
kolcsonhatas altal gatolva a fehérje aktivitasat, igy szabdlyozva a sejtek kontraktilitasat.
Emellett kozvetleniil befolyasolja a simaizom- és hamsejtek citoszkeletalis tulajdonsagait,
eleméhez kapcsolodik a sejtmagban, valamint a citoplazmaban foszforilalodott SMTNLI is
képes a sejtmagba transzlokalodni, €s hozzakotédve a ligandkotott progeszteron receptorhoz,
koeffektorként képes szabalyozni szdmos gén kifejezddését, igy szabalyozva terhesség soran a
vérnyomast és a méh kontraktilitasat.

Jelen kutatdsunk eredményeként azt talaltuk, hogy az SMTNLI progeszteron
jelenlétében fokozottan csokkenti a MP szabalyozé alegységének, a MYPT1l-nek az
expressziojat. Tovabba egy eddig még nem jellemzett Gton, annak gatldo foszforilaciojat
fokozza, igy gatolva a MP holoenzimet; ezzel a MP szubsztratjanak, a MLC20 fokozott
foszforilacigjat eredményezve. Ekképpen a sejtek citoszkeletélis tulajdonsagait médositva, a
migraciot kontroll koriilmények esetén protein-protein interakcioval az SMTNL1 gatolja. GDB
koriilmények esetén génexpresszios szinten szabalyozza az SMTNL1 a MYPT1 expressziojat,

rdadasul gatlo foszforilacigjat emelve csokkenti a migracios kapacitast.



2. Roviditések

DSC — decidualizalt sztromalis sejt

E2 — 6sztradiol

ECM — extracellularis matrix

EGF — epidermalis ndvekedési faktor

ER — 6sztrogén receptor

FDC — follikularis dentritikus sejt

FFA — szabad zsirsav

GDM - gesztacionalis diabetes mellitus

hESC — human endometrialis sztromalis sejt
IGF-1 — inzulin novekedési faktor-1

IL-15 — interleukin-15

MLC20 — miozin konnyt lanc

MLCK — miozin kénnyti lanc kindz

MP — miozin foszfataz

MYPT1 — miozin foszfataz szabalyozo6 alegység-1
PDGF — vérlemezkébdl-szarmazé novekedési faktor
PP1c — protein foszfataz-1 katalitikus alegység
PR — progeszteron receptor

RGD - arginin-glicin-aszparaginsav motivum
ROCK — Rho-asszocialt kinaz

TGF-B — transzformald novekedési faktor 3
TNF-a — tumor nekrdzis faktor a

UNK — uteralis természetes 016sejt



3. Bevezetés

3.1 A human endometrium anatomiaja és a menstruacios ciklus

Az emberi méh harom 6 szovettani rétegbdl tevodik dssze: az elso, kiilsé kotdszoveti
réteg a perimetrium, amely szerkezetét tekintve laza rostos kotészovet, €s rogziti a méhet a
medence aljzatdhoz. A masodik az izomréteg, masnéven a myometrium, amely egy harom
rétegli simaizomszovet, hosszanti, harant, és korkoros izmokbol épiil egymasra, ezzel
eldsegitve a méh Osszehuzodasat. A harmadik az iireggel érintkez0 funkcionalis réteg az
endometrium, melyet a myometriumtol membrana basalis valasztja el; ezen alaphartyan
talalhatd meg els6ként a bazalis sejtor. Ezen sejtrétegben talalhatoak azon osztodasra ¢€s
differencidlodasra képes sejtek, amelyek a menstrudcié kozben levalt funkciondlis réteget
potolni képesek. Az endometriumot egyrétegii, mikrocilias, kobos epithelium hatarolja el az
uterus tiregétdl (Szentagothai és Réthelyi, 1989).

Fogamzoképes korban 1év6 nék a pubertaskor és a menopauza kozotti idészakban
hormonalisan szabalyozott endometridlis proliferacids, differenciacios és a rakovetkezod
levalasbol allo havi ciklusokon mennek keresztiil. Mindezen folyamatok annak érdekében
mennek végbe, hogy a ndi reproduktiv szerv felkésziiljon a terhességre, mely folyamatot
menstruacios ciklusnak hivunk. Ilyen fizikai valtozasok a human endometriumban sziikségesek
ahhoz, hogy megfelelden képes legyen az embridé bedgyazasidra a méhfal. Az endometrium
hormonjai altal — melyek az Osztrogén és a progeszteron — mennek végbe, amelyek a
menstruacios ciklus alatt termelddnek. A proliferativ (vagy follikularis) fazisban, az ovuléacio
elétt az Osztrogén szint megemelkedik, és megvastagodasra, proliferaciora készteti az
endometriumot. Ebben a fazisban az a réteg, amely korabban levalt az el6z6 menstruacio soran,
regeneralja magat a bazalis rétegbdl, amig el nem éri a 0,5-5 mm-es vastagsagot a ciklus 14.
napjara. Endometrialis csOszerli mirigyek formalddnak, amelyek fokozatosan nyilszertd,
tubularis struktirakka valnak. A spirdlis artéridk is meghosszabbodnak a folyamat soran,
biztositva a megfeleld vérellatast az osztddo szovet felé (Reed et al., 2018). A proliferativ fazist
koveti az ovuldcio, majd a szekrécios (vagy lutedlis) fazis, mely promotélja a megndvekedett
sejteknek (hESC). A hESC-k fibroblaszt-szerii megjelenésbdl kobos, epithelialis sejt szeri
decidualis sejtekké alakulnak a decidualizacionak nevezett folyamat soran. Nem megfeleld
decidualizacié egy kozvetlen oka az implantacids sikertelenségnek és a késdbbiekben

bekdvetkezé embrid elvetélésének (Michalski et al., 2018).



3.2 A human endometrialis sztromalis sejtek (hnESC) decidualizaciéja

A human endometrium decidualizacidjanak szinkronizaltan kell megtorténnie a
blasztociszta megérkezéséig, amely folyamat magaban foglalja a progeszteron hatasat az
Osztrogén alapu fibroblaszt-szerti prekurzor sejtekre a sztrémaban. A keletkezd sejt a
decidualizalt sztromalis sejt (DSC), mely kritikus a kdrnyezd trofoblaszt, hematopoetikus,
uteralis természetes 616sejt (UNK) és mezenchymalis sejtek kialakulasahoz. A decidualizacios
reakcid a vérerek koriil inicialodik és a sztroman at terjed a késoi lutealis fazisban és a terhes
endometriumban. A vérerek miatti asszociacio miatt valdszinii, hogy a decidua sejtek atjaroként
miikddnek kozre a leukocitak belépése szamara, valamint a hemosztazisban is szerepet
jatszanak (Dunn et al., 2003).

Az implantaciot az embrid ¢és az endometrium kozotti komplex kolcsonhatas
szabalyozza, amely a petesejtek érésének korai szakaszaban kezdédik. Az oocyta szinkron
fejlodése €s az endometrium érése, majd az embrid orientacioja, appozicidja, adhézidja és a
blasztociszta endometrialis invazidja kulcsfontossagu az implantacio szempontjabol.

A progeszteron és az Osztrogén az endometrium fejlédésének dominans hormonalis
modulatorai. Mind az epithél, mind a sztromalis kompartment expresszal progeszteron- és
Osztrogén receptorokat, és a valasz mértéke ezeknek a receptoroknak a szintjétol fiigg, valamint
maguknak a hormonoknak a koncentraciojatol. A follikularis fazisban az osztradiol (E2)
stimulalja az 6sztrogén receptor (ER) expresszigjat és a proliferaciot. A proliferacio leallitja az
Osztrogénreceptorok progeszteron blokkolasat az ovuléacié idején, ekkor novekszik a 17f3-
hidroxiszteroid dehidrogenaz aktivitas, ami az E2-b6l torténd Osztriol (E3) konverziot teszi
lehetvé. Lutedlis fazis soran novekvd glikoprotein és peptid szekrécid tapasztalhaté a méh
tiregébe, majd a decidualuzacid soran progeszteron-dependens specidlis leukocita infiltracid
kovetkezik be. Ekkor novekszik a mitozis és differencidci6 mérteke a Sztromaban
(Diedrich et al., 2007).
modulatorai, szereplik ebben a folyamatban Osszetett. A hormonalis aktivitds nemcsak a
progeszteron, 0sztrogén ¢€s receptoraik szintjétdl fligg, hanem a progeszteron €s az dsztrogén
metabolizmusanak sebességétdl is (pl. azon enzimek felszabalyozasat, amelyek az E2-t
Osztronna (E1) vagy 0sztron-szulfatta alakitja, illetve a szulfat csoport eltavolitasat az E2-rdl és
az Osztronrol). A progeszteron €s az Osztrogén aktivitdsat a koaktivatorok és represszorok
hatésa is befolyasolja. Ezenkiviil mindkét hormon szdmos endometridlis fehérje expressziojat

szabalyozza parakrin jelatviteli moédon. A progeszteronon €s az Gsztrogénen kiviil szamos



egyéb endokrinologiai tényezd is ismert, amelyek kozvetitik az endometrium miikddését.
Ragcsalokban a prosztaglandinokrol (PG-k) ugy gondoljak, hogy elésegitik a megndvekedett
vaszkularis permeabilitdst az implantacid soran, és a PG-termelésben részt vevd enzimek
(COX-1 és COX-2) expresszioja ciklikus valtozast mutat (Diedrich et al., 2007).

In vitro a cAMP érzékennyé teszi a sztromalis sejteket a progeszteronra, igy gyorsabb
novekedést és differenciaciot tesz lehetdvé a decidualis fenotipus irdnyaba. A decidualizacio
idején jelentds valtozasok kovetkeznek be az endometriumban az extracelluldris matrix
szerkezete és funkcidja tekintetében is. Ezek a valtozasok rogzitést biztositanak a sejtek
eldsegitésében. A laminin eloszlasa, amely a decidualis sejt kozelében helyezkedik el és ezért
hianyzik a myometriumban, valdszinlileg trofoblaszt invdzié szabalyz6 szereppel bir. A
fibronektin is a decidualis sejt koriil lokalizalodik, valamint mivel arginin-glicin-aszparaginsav

(RGD) motivumot tartalmaz, a kihorgonyzasban jatszhat szerepet (Dunn et al., 2003).

3.3 Human endometrialis epithelialis sejtek és szerepiik

A  humén endometriumban torténd valtozdsok esszencialisak a terhesség
megalapozasahoz. Ezen valtozasok progeszteron altal indukaltak in vivo, és a szovetre
specifikus UNK megjelenésével is jar, mely béséges CD56 expresszioval jellemezhetd
(Dunn et al., 2003).

Amellett, hogy a sztroma fizikai tdmaszt ad az azt fedé epitheliumnak, ezen kiviil
parakrin faktorokat is biztosit, melyek medialjak az epithél sejtek valaszait a szteroid
hormonokra. Epithelidlis rakos sejtek szamos szinten megzavarjak a normalis sejt-Sejt
kolesonhatasokat. Ezen sejtek tipikusan abnormalis onkogén vagy tumorszupresszor
génexpressziot mutatnak, és akar el is veszithetik a helyi szoveti kornyezet altali
szabalyozottsagukat. Ez az abnormalitds a mezenchyma/sztroma fel8l érkezé parakrin
szignalokra is hatdssal van, amely érinti mind az embrionalis és mind a felnétt szoveteket, €s
az epithélium-ECM-sztroma kozotti  kapcsolat  valtozasaihoz vezethet. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy az ilyen valtozasok a novekedés szabalyozasi zavarahoz és végiil
neoplaziahoz vezethetnek (Arnold et al., 2002).

Szamos tanulmany szamol be az endometrium hamsejtjeinek szovettani és
ultrastrukturdlis moédosuldsarol a menstruacios ciklus sordn. A korai/kdzépsé szekrécios
fazisban a hamsejteket altalaban harom {6 ultrastrukturalis jellemzOvel irnak le: glikogén
felhalmozodas, oriasi mitokondriumok és nuklearis csatornarendszer jelenléte. Egyes

tanulmanyok kiilonbségeket irnak le az apikdlis morfologidban (csillok, mikrobolyhok és



pinopodak), masok pedig jelentds ultrastrukturalis eltéréseket ismernek fel a hamsejtekben
(Bartosch et al., 2011).

Kiilonbségek ismerhetoek fel a felszini és a mirigyhdm kozott, foként a pinopodak
tekintetében. A felszini hamban a pinopddak a teljes lumindlis sejtfelszint elfoglaljak,
citoplazmajuk organellumokban szegény, mig a mirigyhdmban a pinopodék vékonyabbak ¢és
szabalytalan alakuak, citoplazmajuk gyakran megtelik szekrécios anyaggal. A felszini
pinopodak sejtjei kevés sejtkontaktust mutatnak az apikalis régional, mig a mirigyhamban ezek
gyakoriak. A felszini és mirigyham cstcsi sejtnyalvanyainak eltéré morfologiai jellemz6i
kiiléonboz6 funkciokhoz kapcsoldodhatnak. Mig a felszini pinopodédk az implantacids ablak kortil
jelennek meg, amelyek fontosak az embrid rogzitésében és bedgyazodasdban (amit a
sejtkontaktusok fellazuldsa segit), addig a mirigyes pinopdodak valodsziniileg a ciklus egészében,
sOt a terhesség korai szakaszdban is jelen vannak, ¢és részt vesznek a szekrécidban
(Bartosch et al., 2011).

Korabban kimutattak, hogy a pinopodak apikalis régidi az elényben részesitett helyek a
human blasztocisztdk kotddéséhez, ami a trofoblaszt és a pinopddus sejtek altal az apikalis
junkcios komplexek megosztasan keresztiil torténik. Erdekes médon az immunhisztokémiai
vizsgalatok soran a felszini és mirigyhamok eltéré fenotipust mutatnak, kiilonosen az
implantaciés ablakban, ami szintén aldtamasztja lehetséges eltérd funkciojukat. Egyes
markerek mindkét epithéliumban expresszalodnak, de jelentdsen eltérd intenzitassal vagy sejtes
lokalizacioval (heparin-kotd epidermalis ndvekedési faktor (HB-EGF); leukémia-gatlo faktor
(LIF) és LIF receptor; ER; progeszteron receptor (PR)). Mas markerek kizardlag egy
epitéliumban expresszalodnak, és expresszidja hirtelen megszakad a felszini €s mirigyhdm
talalkozasanal (pl. citokeratin 13). Ezenkiviil szamos tanulmany kimutatta, hogy a hamsejt-sejt
kotddésben szerepet jatszo fehérjék (pl. E-cadherin, a-6-integrin, f-catenin és dezmoplakin)

atrendezdédnek a felszini hamban az implantacios periodus soran (Bartosch et al., 2011).

3.4 Az SMTNLI fehérje jellemzése, szerepe és hatismechanizmusa

A sima- és vazizom fenotipusos plaszticitast mutatnak az olyan fiziologiai
igénybevételekre adott valaszként, mint a testmozgéas és a terhesség. Minden fenotipusos
allapotot strukturalis, kontraktilis és receptorfehérjék egyedi készletének expresszioja jellemez,
amelyek korreldlnak a génexpresszié kiilonboz0 mintazataival. A terhesség a szteroid
hormonok, a 17B-0sztradiol €s a progeszteron hatdsara jelentds valtozasokat idéz el a

simaizomzatban az egész testben. Mindkét hormon a megfeleld nuklearis



hormonreceptorokhoz (PR és ER) kotddik, koordinaltan megvaltoztatva a génexpresszios
mintazatokat a megfelel6 célszovetekben (Lontay et al., 2010).

Az Osszes simaizom kontraktilis aktivitasat szabalyoz6 f6 mechanizmus a 20 kDa
molekulastlyt miozin konnyt lanc (MLC20) kalcium/kalmodulin-fiiggé miozin konnyt lanc
kinaz (MLCK) altali foszforilacidja, mig a relaxacio az MLC20 miozin-foszfataz (MP) altali
defoszforilacidja soran kovetkezik be. A MP lehetséges fehérje effektora a smoothelin-szeri 1
fehérje (SMTNL1). Az SMTNL1 kalponin homologia domént (CH) tartalmaz a C-
terminalisan, mig a primer szekvencia fennmarad6 kétharmada teljesen egyedi az emlds
adatbazisokban. Az egereken végzett géndelécios vizsgalatok kimutattak, hogy az SMTNL1
szerepet jatszik a cGMP/cAMP altal kozvetitett edzéshez valod adaptacioban, amely magaban
foglalja a vaszkuldris simaizomzat kontraktilis aktivitasanak kozvetlen modulalasat. Azt is
kimutattak, hogy az SMTNLI1 gatolja a MP aktivitast a miozinnal és az izolalt konny( lancokkal
szemben in vitro a miozin foszfataz szabalyozé alegységgel (MYPT1) kialakitott kapcsolatan
keresztiil (Lontay et al., 2010).

Az SMTNLI1 fehérjét a simaizomban irtak le el@szor a protein kinaz G (PKG)
szubsztratjaként. Szerkezeti vizsgalatok alapjan az SMTNLI a smoothelin (SMTN) aktin kotd
fehérjecsaladdal nagyfoku szekvenciahomologiat mutat, amelyek tagjai a SMTN-A, SMTN-B
¢és az SMTN-szerli fehérje. Ezek mindegyikének szerepe van a simaizom Osszehtizodas
szabalyzéasaban és hozzajarulnak a vaszkularis adaptaciohoz, amely eseménynek fontos szerepe
van a magas vérnyomas, a terhesség és a fokozott fizikai aktivitas esetében. Az SMTNL1
fehérje tobbféle szerepet jatszik az Osszehuzodas szabdlyozasdban; tobbek kozott
Osszehtizodast szabalyzo molekulakkal (ilyenek példaul a kalmodulin, tromopiozin és a MP)
képes kolcsonhatni, valamint a kontraktilis fenotipus és a Ca?*-szenzitizacié kapacitdsanak
transzkripcids kontrolljat képes szabalyozni. A kontraktilitdst a MP gatlasan keresztiil is kifejti,
ezzel befolyasolva a MLC defoszforilaciojat. Tehat az SMTNLI1 fontos szerepet jatszik az
adaptiv valaszok kozvetitésében mind a simaizomban, mind a haréantcsikolt izomzatban a
differenciacio ¢€s a terhesség alatt. Az a felismerés, hogy a terhesség és az SMTNLI1 delécio
nagymértékben noveli a MYPT1 expressziojat a vaszkularis €s a méh simaizom sejtjeiben,
olyan molekularis mechanizmust biztosit, amely megmagyarazza a terhesség altal kivaltott
relaxaciot ezekben a szovetekben. Tehat a terhesség eldsegiti a MYPT1 expresszidjat, noveli a
miozin defoszforilaciojat, deszenzitizilja a méhet és az érrendszeri simaizomzatot Ca®*

crer

(Lontay et al., 2015).



A terhesség olyan szovetekben indukdlja az SMTNLI expresszidjat, mint a méh és a
vaszkularis simaizom, valamint a nemi hormonokra reszponziv szovetek. A méh
simaizomzataban az SMTNL1 fontos szerepet jatszik a terhességben az adaptiv valaszok
elésegitésében, és ezt a folyamatot kifejezetten az SMTNLI1 és a PR szteroid hormon receptor
kolcsonhatasa kozvetiti. In vitro és in vivo SMTNLI1 szelektiven kotédik a PR-hoz, és nem
kotddik mas szteroidhormon receptorokhoz. Ez azt sugallja, hogy az SMTNLI1 a PR jelatvitel
bifunkcionalis ko-regulatora, és igy olyan molekularis mechanizmust biztosit, amelynek révén
a PR képes a génexpresszios mintdk megvaltoztatasara, igy koordinaltan eldsegitve a méh
simaizomfunkcidjanak valtozasait a terhesség alatt (Lontay et al., 2015).

Munkacsoportunk eddigi eredményei szerint az SMTNL1 a PKA/PKG altali
foszforilacié hatdsara disszocial a MP holoenzim MYPT alegységérdl, és a sejtmagba
transzlokalodik, ahol a PR-hoz a progeszteron hormon jelenlétében kotodik, ezaltal

szabalyozva a PR-hoz kotott gének expresszidjat (1. abra).
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1. abra: Az SMTNLI szabalyoz6 szerepe a terhesség alatt a MYPT1 expressziojara. A MYPT1 fokozott
expresszioja a méhben és a vaszkularis simaizomban eldsegiti a miozin defoszforilacigjat és az
izomrelaxaciot. PKA/PKG: protein kinaz-A/protein kinaz-B; S: szteroid hormon; R: szteroid hormon
receptor; Ser-301P: az SMTNL1 fehérje szerin 301-es oldallancan torténd foszforilacidja.

Az abra sajat készitésii a Lontay et al., 2015 cikk alapjan.



A terhességi hormonok, példaul a progeszteron €s az 0sztrogén kivaltjak a vazizomzat
glikolitikus fenotipusra vald atvaltdsit a megfeleld nukleédris receptoraikon keresztiil.
Feltételezhetéen az SMTNL1 negativ szabalyoz6 szerepet jatszik a PR és ER transzkripcios
aktivitdsaban a vazizomban, ¢és a PKA/PKG altal kozvetitett jelatvitel specifikusan
befolyasolhatja ezt a folyamatot az SMTNLI1 foszforilaciojan  keresztil a
Ser-301 oldallancon. Funkcionalisan ezért az SMTNL1 a PR transzkripcids kofaktoraként
miikodik in vivo, és az SMTNLI foszforilacidja specifikusan gatolja ezt a funkciot
(Lontay et al., 2015).

Az emelkedett szteroidhormon szint hatasara (progeszteron) az SMTNLI1 és a PR a
sejtmagba keriil. Nem terhes allapotban az SMTNLI a PR aktivitas visszaszoritasara szolgal;
terhesség alatt azonban ez a gatlas visszaszorul, és elGsegiti a vazizom-specifikus gének
aktivalodasat, amelyek szabalyozzak a metabolikus és kontraktilis fehérjék expressziojat. Ez az
Osszehangolt valasz hatdrozza meg az anya fiziologiai allapotat. A vazizomzatban a glikolitikus
fenotipusra vald atallas csokkenti a vazizomzat oxidativ kapacitasat, eldsegiti a zsirsavak
megnodvekedett raktarozasat és inzulinrezisztens allapotot indukal, ami a keringd gliik6zszint
novekedését eredményezi. Az eldbb leirt molekularis mechanizmus sematikus abrdzolasa a 2.

abran lathato.

Ser-301P

Ser-301P

Metabolikus és Nukleariis
kontraktilis 4_I receptorok
fehérjék 7
DA

-~ = <+ p—m———

 easene P e St
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Oxidativ allapot: Glikolitikus allapot:

magasabb FA magasabb gliikéz

oxidacio

2. z’ubra' A molekuléris mechanizmus amellyel az SMTNL] szabélyozza a PR B t, hogy koordinéltan

V4

S: progeszteron; PR: progeszteron receptor; FA: zs1rsavak, Ser- 301P. az SMTNL1 feherje szerin 301-es
oldallancan torténd foszforilacioja.
Az abra sajat készitésli a Lontay et al., 2015 cikk alapjan.
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3.5 A miozin foszfataz (MP) jellemzése és szerepe

Fehérjék reverzibilis foszforilacioja, amely a szerin (Ser), treonin (Thr) €s tirozin (Tyr)
reziduumokon megy végbe, az egyik leggyakoribb mechanizmus, amellyel a sejtfolyamatok
Osszehangolt szabalyozasa megy végbe. A sejtek foszforilacios allapotat a protein kinazok €s a
protein foszfatazok aktivitasa kozotti egyensuly hatarozza meg (Fonyo, 2011).

A MP holoenzim harom alegységbdl épiil fel: els6 a protein foszfataz-1 (PP1c), amely
a katalitikus alegység, molekulastulya 38 kDa; masodik a nagy miozin koté alegység, melyet
kés6bb miozin foszfatdz szabalyozé alegységnek neveztek el (MYPT1), molekulastlya 110-
133 kDa; valamint a harmadik, kisebb, ismeretlen funkcidju alegység, a 20/21 kDa
molekulasulyG M20/21 alegység. A PPlc felelés a holoenzim katalitikus aktivitasért, és a
szabalyozd alegységgel képes kolcsonhatdsba 1épni. A MYPT1 szabalyozd alegység célra
iranyitja a holoenzimet, és a szubsztrat kotéséért felelds a defoszforilacids folyamat soran.
Egyik els6 leirt szubsztratja a miozin, és a PP1c-t a 20 kDa-os miozin konnyt lanc (MLC20)
kotddik, azonban nincs kozvetlen hatassal a foszfataz aktivitasra (Kiss et al., 2019).

A PP1c kotohelyet a MYPT1 C-terminalis felében nem azonositottak; ennek ellenére ez
a MYPTI régioé fontos szerepet jatszik az MP aktivitds foszforilaciotol fiiggd gatlasaban.
A MYPTI szamos protein kinaz foszforilacids konszenzus helyet tartalmaz, és ezek koziil a
Thr696 és/vagy Thr853 foszforilacidja (a szamozas a humén izoformara vonatkozik) az MP
aktivitas gatlasat eredményezi. A Rho-asszocialt kinazt (ROCK) elészor a Thr696 és a Thr853
foszforilacidjanak kinazaként azonositottak, de késobb szamos mas kinazt is azonositottak,
koztiik a Raf-1-et és a p21-aktivalt protein kinazt is (Kiss et al., 2019).

Az MP szabalyozéasaval kapcsolatban fontos kérdés az is, hogy melyik foszfatdz(ok)
oldhatjak fel a MP-t a foszforilalt MYPT1 gatlasa alol. Az izolalt PP1c, protein-foszfataz-2A
(PP2A) katalitikus alegység (PP2Ac) és protein-foszfataz-2B (PP2B, mas néven kalcineurin)
képes defoszforilalni a MYPT1 szabalyzo alegységben a Thr696 és Thr853 oldallancokat. Azt
is megallapitottak, hogy a ciklosporin A, egy kalcineurin/PP2B gétlo dgens novelte mind a
Thr696, mind a Thr853 foszforilacids szintjét a MYPT1-ben, valamint befolyasolta az
endothélsejtek barrier funkciojat, ami arra utal, hogy a PP2B fontos szerepet jatszik ezen gatlo

helyek defoszforilacidjaban a sejtrendszerekben (Kiss et al., 2019).
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3.6 A miozin foszfataz szabalyozasa és annak élettani szerepe

A MYPTL1 a miozin-foszfataz célzé fehérjék (MYPT) csaladjaba tartozik, és szerepet
jatszik a simaizom-06sszehizodas szabalyozasaban, de a kdzelmultban a MYPT1 mas élettani
folyamatokban is nagy figyelmet kapott, tobbek ko6zott a migracioban, a sejtadhézidban,
génexpresszioban sejtciklusban és differenciacioban betoltott szerepét vizsgalva.

A simaizomban a vastag filamentumokat a kotegekbe rendezett simaizom-miozin
molekulak képezik. A miozin fej képes a vékony filamentumok aktinmolekulaiban jelenlévé
miozinkoté helyekhez kapcsolodni, ezzel kereszthidak képzddhetnek az egyes kdtegek miozin-
¢s aktin molekuldi kozott. A simaizom-miozin molekula feji részéhez kapcsoloddé MLC20 a
miozin szabalyozo alegysége. Nyugalmi, ellazult allapotban az MLC20 szabalyozo fehérje nem
engedi, hogy a miozin kapcsolatba léphessen az aktinnal, ezért nem alakulhatnak ki
kereszthidak. A simaizom kontrahalt/relaxalt allapotait az MLC20 molekulan torténd
foszforilacios és defoszforilacios mechanizmusok hatarozzak meg. Az MLC20 defoszforilalt
formdja megakadalyozza a miozin aktinkotését, a foszforilalt MLC20 kapcsolodasa a
miozinhoz azonban lehetévé teszi a kereszthidciklus megindulasat, ezzel a kereszthidak
kialakulasat (Fonyo, 2011).

A foszforilalt MLC20 szintjét két enzim, a miozin konnyii lanc kinaz (MLCK) és a
miozin konnyii lanc foszfatdz (MLCP) aktivitdsanak aranya szabja meg. Az MLCK aktivitasa
amyoplasma Ca?*-koncentraci6jatol fiigg. A Ca?* aktivald hatdsat kalmodulinhoz kapcsolédva,
mint Ca?*-kalmodulin komplex fejti ki. Az Osszehuzodast az izomsejt citoplazmajaban
bekovetkezé Ca?*-koncentracio emelkedése inditja meg. A szabélyozas kulcsfontossagu tagja
tovabba egy kis G-fehérje, a Rho, amely aktivalt allapotban meginditja a ROCK mitkodését. A
ROCK foszforilalja, ezzel reverzibilisen inaktivalja az MLCP-t. A Rho/ROCK aktivalasat tobb
kiilonb6z6 7 transzmembran receptor ligandkotése is képes meginditani. Lényeges, hogy
egyiittesen indul meg a Ca?'-jel kialakulasa és a foszfataz inaktivalasa, emiatt ez a két
mechanizmus 6sszehangoltan képes miikddni (Fonyo, 2011).

Mivel a MYPT1 Thr696 vagy MYPT1 Thr853 oldallancan torténd foszforilalasa
hasonldéak az MLC Serl9 helyen torténd foszforilacidjaval, ezért ezek a MYPT1 régiok
szubsztrat analogokként miikodhetnek, amelyeket a MP nagyon lasst titemben defoszforilal az
MLC Ser19 foszforilacidjahoz képest. Az MP-nak kulcsfontossagu szerepe van az aktomiozin
kontraktilitasanak szabalyozasaban az MLC defoszforilacidjan keresztiil, de hozzajarul a
sejtmigracio vagy sejtadhézié szabalyozasahoz is. A MP szerepe az endothél barrier

erdsitésében/védelemben van kdzvetleniil, mivel a MYPT1 ROCK altal kivaltott foszforilacioja
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a gatld foszforilacios helyeken MP inaktivaciot eredményez, ami egyidejlileg a foszforilalt
MLC felhalmozodésaval, aktin remodellinggel és az endothelialis sejtek 0sszehtizodasaval jard

folyamat (Kiss et al., 2019).

3.7 A leukémia-gatlo faktor (LIF)

Az implantacié soran az emlésokben a legfontosabb esemény a receptiv endometrium
kifejlodése, illetve fiziologias differenciacioja deciduava. Tobb molekularis marker lehet
segitségiinkre a receptiv endometrium identifikalasara, ilyenek az integrinek, interleukin-1 (IL-
1), kalcitonin, amphiregulin, epidermalis novekedési faktor (EGF), HB-EGF, kolonia stimulalo
faktor 1, leukémia-gatlo faktor (LIF), mucin, trofinin/tastin, HOXA-10 ¢és a ciklooxigenaz
(Aghajanova, 2004).

A leukémia-gatld faktor (LIF) egy szekretalt glikoprotein, amelyet el@szor egy olyan
makrofagokka. A LIF a citokinek csaladjaba tartozo fehérje, mely fehérjéknek sokszor atfedd
hatasaik lehetnek. A LIF pleiotrof hatasai kozé tartozik tobbek kozott a proliferacio,
differenciacio és a sejtek tulélése, tovabba a LIF képes a citokinek expressziojat indukalni
tovabbi szabalyozé molekulakkal egyiitt in vitro. A LIF potencialis inducerei koz¢é tartozik az
IL-1, tumor nekrozis faktor a (TNF-a), EGF, vérlemezkébdl-szarmazo novekedési faktor
(PDGF) és a transzformalo novekedési faktor p (TGF-P) (Aghajanova, 2004).

A LIF gén felszabadulasa az endometridlis szovetbdl sziikséges az endometrialis
fogékonysaghoz és a korai embrionalis fejlédéshez. A HOXA-10, HOXA-11 és LIF szintek
szignifikansan alacsonyabbak policisztas ovarium szindroémaban (PCOS) szenvedé ndknél,
valamint az elvetélési rata magasabbnak bizonyult olyan ndk esetében, akik policisztas
ovariummal rendelkeznek. Azon embriok, melyekben kevesebb HOXA-10 gén volt,
morfologiajukban megegyeztek a fiziologias allapotiakkal, azonban amikor ezeket az
embriokat a méhbe transzferaltak, egérben képtelenek voltak beagyazodni, ezzel azt
feltételezve, hogy a HOXA gén expresszidjaban tortént valtozasok Osszekdttetésben allnak a
csokkent implantacios rataval (Kara et al., 2019).

A LIF fontos szerepét az is igazolja, hogy egy kisérlet soran, melyet néstény, LIF génre
nézve homozigdtan deficiens, transzgénikus egereken végeztek, az embridé implantacié nem
tortént meg. A bedgyazodéas hianya nem az embrid defektusa miatt kovetkezett be. Ezt az
igazolja, hogy amikor ugyanezen embriok at lettek helyezve egy alvemhes recipiensbe, ott

sikeresen beagyazodtak. Exogén LIF gén addicidja homozigota ndstényekbe az implantacio
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normal periddusa alatt helyreallitja a folyamatot és a LIF /. blasztocisztak képesek a megfeleld
beagyazodasra (Stewart et al., 1992).

A LIF a méhnyalkahartya epitelialis sejtjeiben is expresszalodik a megfeleld
idépontban, és a LIF receptorok jelen vannak a preimplantacidos embridkon. Egereken végzett
vizsgélatok azt mutatjak, hogy az LIF szerepet jatszik az implantacidban, és eldsegitheti az

embrionalis fejlédést is (Diedrich et al., 2007).

3.8 Gesztacionalis diabetes mellitus (GDM)

A gesztacionalis diabetes mellitus (GDM) el6fordulasa megduplazdodott az elmult 6-8
évben, és ez parhuzamban 4ll az elhizottsag egyre gyakoribba véalasaval. A GDM hossztava
kovetkezményeként jelentkezhet az iddvel kialakuld kettes tipusti cukorbetegség az anyanal,
valamint megnovekedett eséllyel lesz elhizott és gliikkdz intolerans az utod. Az
inzulinrezisztencia terhesség eldtt is fennall olyan ndékben, akiknél kordbban GDM-t
diagnosztizaltak, azonban gyakran rosszabbodik gesztacio alatt (Barbour et al., 2007).

Az inzulin szekrécid alkalmatlan az inzulin rezisztencia kompenzaldsara, ami
hiperglikémidhoz vezet. A kronikus inzulin rezisztencia egy kozponti komponens a GDM
inzulin érzékenység valtozatlan marad, azonban csokkenhet, vagy akar novekedhet is.
A terhesség késdbbi szakaszdban az anyai zsirsejt raktdrak visszaesnek, mikozben a
posztprandialis szabad zsirsavak (FFA) szintje emelkedik €s az inzulin-medialt gliikoz felvétel
40-60%-kal romlik a terhesség elotti allapottal 6sszehasonlitva. Az inzulin azon képessége,
hogy szuppresszalja a lipolizist, szintén csokken a terhesség késdi szakaszéban, és ez tovabb
csokken a GDM-ban szenved6 néknél, amely magasabb posztprandialis FFA-hoz, emelkedett
maj glikkdz termeléshez és sulyos inzulin rezisztenciahoz vezet (Barbour et al., 2007).

Sikeres implantacio esetén az endometrium epitéliuma hetekig fenntartja a glikogén
szintézist az embrionalis fejlédés soran. Az anyai inzulin elésegiti a glikogén szintézist azaltal,
hogy kotdédik az endometrium hémsejtjeinek inzulinreceptordhoz, igy jelatvitelt inditva az
inzulinreceptor szubsztrat 1-en (IRS-1) keresztiil. Az inzulinreceptorhoz kétddve az inzulin
legalabb hat tirozin-maradékon stimulalja a tirozin kinaz receptorok [-alegységének
foszforilacigjat. Az inzulinreceptor (IR) jelatvitelének kezdeti 1épése hibas azoknal a GDM
alanyoknal, akiknél szignifikdnsan kisebb az IR maximalis tirozin foszforilacidja, mint azoknal
a n6knél, akiknek terhesség alatt normalis a gliikdztoleranciaja, és nincs valtozas a receptor

kotésében vagy a receptorok szamaban. Ezeknek a tirozin-maradékoknak az autofoszforilacioja
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stimulalja a receptort az intracellularis szubsztratokhoz valo kétddéshez (IRS-1-t61 IRS-6-ig)
(Barbour et al., 2007).

Az IRS-1 a f6 dokkol6 fehérje az emberi vazizomzatban. Miutan az IRS-1 a tirozin
doméneken foszforilalodik, hatasara a foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI13K) felszaporodik, ami egy
donté esemény a glilkéz transzport stimuldldsdhoz. Az IR és IRS fehérjék tirozin
foszforilacigjat a cellularis és membrankotott tirozin foszfatdzok 4ltal végrehajtott
defoszforilacios reakciok egyensulyozzak ki. Az inzulinreceptor aktivitasa mellett az IRS-1
fehérje szintje kritikus fontossagu az inzulinérzékeny szovetek gliikkozfelvételének
szabalyozasaban. Vizsgalatok azt mutatjak, hogy az IR-t6l eltéréen, az IRS-1 fehérje 30-50%-
kal csokken a vazizomzatban normal tilstlyos terhes ¢s GDM alanyokban, 6sszehasonlitva
tulsulyos, nem terhes kontroll alanyokkal, ami azt sugallja, hogy erds hatasa van a terhességnek,
¢és valosziniileg méger6sebb hatasa van a GDM-nak az IRS-1 szintjének leszabalyozasaban
(Barbour et al., 2007).
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4, Célkitizés

Korabban elért eredményeink azt mutattdk, hogy az smtnll KO egerek olyan
reproduktiv fenotipust mutatnak, amelyet medddség, a magas embrionalis halalozas és a
megtermékenyitéshez sziikséges hosszabb intervallum jellemeznek. A  reproduktiv
rendellenességek kétféle modon kapcsolddnak az SMTNLI1 fehérjéhez. Elsoként, az SMTNL1
génexpresszid szintjén szabalyozza az inzulin jelatviteli elemeket az endometriumban.
Masodszor, az SMTNL1 a MP-hoz kapcsolodva annak enzimatikus aktivitasanak

crer

befolyésolja a simaizom- €s hamsejtetek citoszkeletalis tulajdonsagait, ezaltal a trofoblasztok
implantacigjat.

Hipotézisiink szerint, mivel a hamsejtek citoszkeletalis tulajdonsagait az SMTNLI1
fehérje valtoztatni képes, ezért az SMTNLI1 olyan szintetikus peptidjével kezeljiik a sejteket,
amely azt a szekvenciajat tartalmazza az eredeti fehérjének, amely a progeszteron receptorral
képes kolcsonhatast kialakitani. Elézetes kisérlet soran ennek a fehérjének a szekvenciajat
kutatocsoportunk meghatarozta. A TAT szekvencia jelenléte miatt membranpermeabilis,
tovabba biotin jeloldvel ellatott SMTNL1 N-termindlis peptid alkalmazasaval az SMTNLI1 altal
kifejtett pozitiv hatast varjuk. Ezzel az SMTNL1-mimikalé peptiddel és ennek a TAT-biotin
peptid kontrolljat hasznalva in vitro scratch assay-t alkalmazva kivanjuk az endometrialis
kezeletlen, kontroll terhes (MPA) és gesztaciondlis diabetes (GDB) koriilmények. Tovabba az
SMTNL1-mimikal6 peptid migraciora kifejtett hatasat kivanjuk vizsgalni immunfluoreszcens
festéssel és High Content Screening (HCS) mikroszkopiaval, a MP, annak foszforilacios
allapotat vizsgalva, illetve a kdlcsonhatd €s szabalyozo fehérjéinek, illetve azok foszforilaltsagi
¢és aktivitasi allapotanak vizsgalataval. Ezeket a valtozasokat az antitestekhez kapcsolt
fluoreszcens jel vizsgalataval kivanjuk kovetni, és analizalni az SMTNLI1 hatasat a MYPT1 és
MLC fehérjékre szintén harom koriilmény, a kontroll kezeletlen, MPA és GDB koriilmények
kozott. Minden kisérlethez Western Blot analizissel kivanjuk alatdmasztani a talalt fiziologias
események molekuléris hatterét.

Kisérleteinkben Ishikawa sejteket haszndltunk a human endometrialis epithélium
modellezésére. Ezen adenokarcinoma sejtek kivaldéan reprezentaljak az endometrium
epithéliumanak azt a funkcidjat, hogy migracios képessége miként valtozik kiilonbozo

fiziologas allapotokban.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Felhasznalt anyagok

1 mM Sodium Pyruvate Solution — Biocenter #13-115E

1% Triton-x — Sigma #T8787-100ML

10% Criterion™ TBE Polyacrylamide Gel — Bio-Rad #3450051

10x Protease Inhibitor — Sigma #S8830-20TAB

150 mM NaCl — Sigma #31434-1KG-M

17-B-estradiol — Sigma #E2758

8 Br-cAMP — Sigma #B7880

Bovine Serum Albumin — Sigma Lot #SLCH5267

Charcoal/dexran treated fetal bovine serum - HyClone #SH30068.03
DNase/RNase free water — PanReac AppliChem #A7398,0500
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose — Sigma #RNBK?2820
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - low glucose — Sigma #D6046
EDTA — Sigma #E5134-500G

Gene Juice Transfection Reagent — Merck #7937-3

Insulin solution human — Sigma #SLBV5127

Medroxyprogesterone acetate — Merck #M0250000

MYPT1 — Bio-Science #FS-15866119

Na-bicarbonate - Lonza #BE-115E

Nuclease-free Water — VWR #E476-500ML

Penicillin-Streptomycin — Gibco #15140122

PhenoVue™ Cell Painting Kit — PerkinEImer # A12379

Phosphate buffered saline — Merck #PPB006

Pierce™ ECL Western Blotting-Substrat — Thermo Scientific™ #32106
Ponceau S — Sigma #P3504-10G

Resazurin Sodium Salt — Sigma #R7017

SMTNL1 peptid — GeneCopoeia

Tripsin — Sigma #T73924-100ML
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5.2 Sejtkulturak fenntartasa, kezelése és lizise

Az Ishikawa sejtkultira fenntartasahoz a sejteket 5% FBS, 500 ng/mL
Streptomycin/Penicillin, 500 ng/mL nem-esszencialis aminosavak, 500 ng/mL L-glutamint
tartalmazé Dulbecco’s modified Eagle’s tapfolyadékban (DMEM) tenyésztettiik alacsony
gliikoz tartalommal (tovabbiakban: teljes DMEM médium). A sejteket id6kozonként, legfeljebb
10 naponta passzaltuk tripszinnel, melyet el6zetesen PBS pufferrel mostunk. A sejttenyésztése
37 °C-0on, 5 % CO2 és 95% levegd vizgdzzel telitett inkubatorban tortént.

Sejtek passzalasa sordn elsd 1épésként az inkubatorbol kivett, flaskaban 1€év6 sejtekrol
steril fiilkében leszivtuk az elhasznalt médiumot Pasteur pipettaval. Ezt kovetéen PBS-sel
mostuk, majd hozzdadtunk térfogat ardnyosan tripszint (ez T75-0s flaska esetén 1,5 mL).
Tripszines emésztés soran az inkubatorba helyeztiik par percre a flaskat, majd mikroszkoppal
ellendriztiik, hogy a tripszines kezelés hatasara felvaltak-e a sejtek. Amennyiben felvaltak,
morfoldgiai valtozas kovetkezik be, amely mikroszkdpban jol lathatd; usz6 gdombokként
jelennek meg a sejtek. A tripszin térfogatdnak 6-szorosaval higitottuk a tenyésztéedény
tartalmat médiummal, majd 0j flaskaba transzferaltuk a sejteket, amelyeket teljes DMEM
médiumban tenyésztettilk tovabb. Amennyiben a passzalas utan kisérletre szerettiikk volna
hasznalni a sejteket, 6- illetve 96 well plate-ekre raktuk a sejteket.

A hormonok az aldbbiak szerint keriiltek a MPA és GDB koriilményekhez. E16sz6r MPA
koriilmény esetén alacsony gliikoztartalmi médiummal, GDB koriilmény esetén magas
gliikoztartalmi médiummal potoltuk fel (fenolvords mentes) a welleket, amely 6x1000 pL =
6000 puL — 6x400 pL = 3600 pL-t jelent. Ez egésziilt ki az alabbi harom hormonnal:

— 1mM medroxiprogeszteron-acetattal (2 mM stock) 3 uL,
— 10 nM 17-B-6sztradiollal (17 uM stock) 6 uL,
— 0,5 mM 8-bromo-cAMP-vel (123 mM stock) 24,4 uL.

A GDB koriilmény kiegésziilt 100 nM high insulinnal (2 uM stock), ami 150 uL volt, és
45 g/L (ami 0,025 mol/dm®) high glucose-zal (médiumban 3,5 g/L, ami 0,0175 mol/dm?) és
v1=5,28x10"° mol (0,0175 dm?), valamint v1=7,5x10° mol (0,025 dm?), igy n1=5,28x10° mol,
N,=7,5x10"° mol, An=n2-n1 = 2,25x10° mol/dm?, igy 22,5 uL gliikézra volt sziikségiink. Ezeket

cy Vs

a szamolasokat a =V, ésan = c * IV egyenletek szerint végeztiink.

C1
A kezeléshez szintetikus SMTNL1-mimikalo peptidet (tovabbiakban TAT-SMTNL1) és
annak TAT-biotin peptid kontrolljat (tovabbiakban TAT) hasznaltuk. A TAT informaciot nem
hordozé peptid, mely a TAT-SMTNL1-hez hasonléoan egy TAT szekvenciat tartalmaz a

HIV-1 virusbol, amely a membranpenetraciohoz sziikséges, valamint biotin jelolét a
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vizualizacio érdekében. Eldzetesen tortént optimalizaciot kovetden a megfeleld mennyiség 5
uM-nak bizonyult, ezt alkalmaztuk. A TAT-SMTNLI1 az SMTNLI1 egy olyan szekvenciajat
tartalmazza, amely a progeszteron receptorral képes kolcsonhatast kialakitani. Ezen
szekvencian kiviil tartalmazza a TAT szekvenciat is, valamint a biotint is. Ebbdl 10 uM
mennyiséget alkalmaztunk.

A kisérleti elrendezés két tenyészedényre (3. abra):

TAT-
SMTNL1/
MPA

TAT-
SMTNL1/
GDB

3. abra: a 6 well plate-k kezelésének kiosztasa, 9 koriilmény esetén, melyekb6l késobb a lizatum

késziilt. C: kontroll; TAT: TAT-biotin peptid; TAT-SMTNL1: SMTNL1 mimikald peptid;

MPA: kontroll terhes; GDB: gesztacionalis diabetes.

Az abra sajat készitésii.

A sejtek lizise soran 50% trikarbonsavas (TCA) precipitaciot alkalmaztunk. Ekkor az
Ishikawa sejteket a rajtuk 1évé médiummal egyiitt (V=1,5 mL) centrifugéaltuk 5 percig
Eppendorf csévekben, 16000 rpm-en, 4 °C-on. Ezutan a pelletrdl eltavolitottuk a médiumot,
majd jégen hozzaadtunk 150 pL TCA-t és szuszpendaltuk. Ezutan ujabb centrifugalas
kovetkezett 5 percig, 16000 rpm-en, 4 °C-on. A TCA-t leszivtuk a centrifugalés utan a pelletrol,
majd 150 pL acetonnal mostuk, ezutan egy Gjabb centrifugalas kovetkezett 5 percig, 16000
rpm-en, 4 °C-on. A centrifugalas végén az acetont is eltavolitottuk a pelletrdl, majd hozzaadtuk
a 6x SDS loading mintapuffert (pH:6,8; 300mM Tris, 12% SDS, 20% glicerol, bromfenolkék,
100 nM és B-merkaptoetanol, utobbi mindig frissen keriilt bele), és 100 °C-on inkubaltuk

5 percig.
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5.3 Gélelektroforézis (SDS-PAGE) és Western Blot analizis

Gélelektroforézis soran a mintainkbol 15 uL mintat vittiink fel a 10%-0s poliakrilamind
gél minden welljébe (Criterion™), A gélt 200V konstans fesziiltségen 40 percig
elektroforetizaltuk, mely soran a mintaink fehérjetartalma molekulatdmeg szerint szétvalt, és
az igy kapott savokat az els6 wellbe, valamint az utols6 2 wellbe alkalmazott 2 pul molekulastly
standard sorhoz viszonyitani tudtuk a késébbiekben. A gélelektroforézis befejeztével a gélt
nitrocellul6z membranra transzferaltuk, 400 mA konstans fesziiltséget alkalmazva. A transzfer
idOtartalmat a poliakrilamid gél vastagsdgdhoz igazitottuk. A transzfer mindségét Ponceau
reverzibilis kotédésti festékkel ellendriztiik, melyet miutdn megbizonyosodtunk a transzfer
mindségérdl, desztillalt vizzel mostunk addig, amig ki nem tisztult a membran és az azt
koriilvevo folyadék. Ezutan a membrant legalabb masfél oraig blokkoltattuk 5%-0s BSA/TBST
oldatban, melyet frissen készitettiink el minden alkalommal.

Az elsddleges antitestet az optimalizalt higitasban a membranra helyezve egy ¢jszakan
at inkubaltuk 4 °C-on. Mésnap a membrant haromszor 10 percig mostuk TBST oldatban, majd
1:1000 higitasban, 5% BSA/TBST oldatban keriilt r4 a masodlagos antitest.
Szobahdmérsékleten inkubaltuk legalabb egy 6ran at a masodlagos antitestekkel a membrant.
Az inkubaciods id0 letelte utan kétszer 10 percig TBST-vel, majd egyszer 10 percig TBS oldattal
mostuk a membrant, végiil Western Bright el6hivoval és a ChemiDoc miiszer segitségével

vizualizaltuk az antigén jelét.

5.4 Immunfluoreszcencias festés

Az eljaras sorén a frissen passzalt sejtekbdl (T75-0s flaska) 4 mL sejtet kimértiink, majd
80%-os konfluencia esetén erre 13,6 mL friss teljes DMEM médiumot tettiink. A maradék
térfogatbol 2 mL-t kimértiink, és 0j flaskaba helyeztiink, majd felpotoltuk teljes DMEM
médiummal 10 mL-re, a sejtvonal fenntartasa végett. A kezelésre szant sejteket steril fiilke alatt
8 soros pipetta segitségével két Perkin EImer Cell Carrier Ultra 96 well plate-en szélesztettiik,
Osszesen 114 wellbe. Ezt 24 orara inkubatorba helyeztiik, majd ennek letelte utan elvégeztiik a
kezelést. Minden kezeléshez harom biologiai parhuzamost hasznaltunk, és kontroll, MPA és
GDB koriilményeket alkalmaztunk, valamint kezeletlen kontroll (KONTROLL), kontroll TAT
(TAT), és TAT-SMTNLL1 kezeléseket végeztiink. A plate-k kezelésének kiosztasa az alabbi
abran lathato (4. abra).
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A 000
kontroll | | B OOO
e ||C 000
GDB D OOO
kontroll | | OOO
e o/0/e
GDB G OOO
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KONTROLL

4. abra: a 96 well plate-k kezelésének kiosztasa, eclrendezése. Nem feliratozott (Al-A3):
autofluoreszcencia kontroll; KONTROLL: kezeletlen kontroll; MPA: kontroll terhes koriilmény; GDB:
gesztacionalis diabetes koriilmény; TAT: TAT-biotin peptid; TAT-SMTNL1: SMTNL1 mimikalo
peptid. Felhasznalt antitestek: MYPT1, MYPT1 Thr853 foszforilaciéja, MLC, MLC Serl9
foszforilacioja

Az abra sajat készitési.

Kezelést kovetden 72 oraval festettiik a sejteket. Mivel a fluoreszcens festékek
fényérzékenyek, sotétben végeztink minden festési eljarast, majd az inkubécios id6 alatt
aluféliaval takartuk le a plate-ket.

Els6 1épésként dvatosan leszivtuk a transzfekcios reagenseket és a peptideket tartalmazo
médiumot a sejtekrdl, majd haromszor mostuk 1%-0s PBS-sel (V=200 pL). Ezutan a sejteket
4%-0s paraformaldehid (PFA) oldattal fixaltuk 1 6ran at szobahémérsékleten. Ezt ismét mosas
kovetett 5 percenként 1%-0S PBS-sel. A sejtmembran permeabilizacidjahoz 0,2% Triton-
X/PBS oldattal kezeltiik a sejteket fél 6ran at. Ezt ismételt 1% PBS-sel torténé mosas kovetett.
Kovetkezd 1épésként 1% BSA/PBS-ben (pH 7,5) inkubaltuk a sejteket egy oran at, mellyel
blokkoltuk az antitestek aspecifikus kotodését. A primer antitesteket (MYPT1, MYPT1 Thr853
foszforilacidja, MLC, MLC Serl9 foszforilacidja) 200x higitottuk 1% BSA/PBS oldatban és a
mintakat éjszakan at inkubaltuk 4°C-on. Ezt egy Gjabb mosasi 1épés kovetett, 0,1% BSA/PBS-
sel (pH 7,5) 6t percenként haromszor, majd a masodlagos antitestekkel és a Texas Red
fényérzékeny, citoszkeletont festd agenssel torténd inkubalas kovetkezett. Ezzel egyidében a
fluoreszcens festéket is hozzaadtuk (Alexa-488), ezt az autofluoreszcencia kontrollt tartalmazé
els6 3 wellbe (A1-A3) is tettiink. A masodlagos antitesteket 1:1000 higitasban alkalmaztuk.
Ezutan 1 6ra inkubacio kovetkezett, majd haromszor mostuk 10 percen at 1% PBS-sel a

welleket.
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Végso 1épésként DAPI/PBS-ben festettiik a sejtmagokat, ezt 1:1000 higitasi aranyban
alkalmaztuk, melyet 2 percig hagytunk a sejteken, majd haromszor 5 percen 4t mostuk PBS-
sel. Az utols6 mosas utan a PBS nem keriilt leszivasra, ezzel egyiitt tértént a vizualizalas high-

content screening (HCS) mikroszkop segitségével.

5.5 High-Content Screening (HCS) mikroszkopia

Az 5.4 bekezdésben részletezett immunfluoreszcens festés eredményeit az Opera
Phenix™ High-Content Screening System (PerkinElmer) késziilékkel elemeztiik ki. Ezzel a
miszerrel egyszerre tobb sejtbéli paramétert is tudunk vizsgalni, tobbek kdzott a citoszkeleton,
a sejtmag ¢s a kiilonbozo sejtalkotokhoz kotddd antitestek fluoreszcens jelét. Ez a késziilék egy
automatizalt fluoreszcens mikroszkép, amelyhez egy képelemzd szoftver (PerkinElmer -
Harmony 4.8) van kapcsolva, emiatt alkalmas akar sokmintas (96; 384; és akar 1536 well)
vizsgalatok kvalitativ és kvantitativ elemzésére is.

Kisérleteink soran a haromszorosan festett (Alexa-488 + Texas Red + DAPI) sejtek
fluoreszcenciaintenzitds értékeit mértiik 554 nm-es exitidcids €s 568 nm-es emisszios
hullamhosszon. Az autofluoreszcencia kontrolljaként az egyszeresen festett (Alexa-488) sejtek
fluoreszcenciaintenzitas értékeit hasznaltuk.

Az immunfluoreszencias képek felvételeit 40-szeres ,,vizes” objektivvel készitettiik,

amely immerzids olaj helyett viz segitségével ndveli az objektiv felbontoképességét.

5.6 In vitro scratch assay

Az in vitro scratch assay egy egyszeri és gazdasagos modszer a sejtmigracio in vitro
vizsgélatara. Ez a moddszer azon a megfigyelésen alapul, hogy egy 0j mesterséges rés,
ugynevezett ,,scratch” létrehozasakor egy konfluens sejt monorétegen az Gjonnan létrehozott
rés szélén 1évo sejtek a nyilas felé mozognak, hogy lezarjak a karcolassal 1étrehozott rést, amig
uj sejt-sejt kapcsolatok 1étre nem jonnek. Az eljaras alapvetd 1épései kozé tartozik egy ,,scratch”
létrehozasa az egyrétegli sejteken, a képek rogzitése a sejtmigracio elején €s rendszeres
1d6kozonként a karcolés lezarasa érdekében, valamint a képek dsszehasonlitdsa a sejtvandorlas
sebességének meghatarozasahoz.

Az Ishikawa sejtek migracios potencialjat id6fliggéd modon vizsgaltuk High Content
Screening Microscopy (HCS) segitségével. Miel6tt a sejteket 96 well plate-re helyeztiik és
kezeltiik a peptidekkel az 5.1 alfejezetben leirt médon, a tenyészethez adtunk Vybrant™ DiD
Cell-Labeling Solution-t (Invitrogen™, katalogusszam: V22887), a gyartd elbirasai szerint.

48 oras kezelés utan a 96 lyuku lemez feliiletét egy mikropipetta hegyével megkarcoltuk, majd
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24 6ran keresztiil regisztraltuk a sebgydgyulési folyamatot konfokalis mikroszkoppal az Opera
Phoenix™ High Content Screening miiszer segitségével.
Minden egyes lyuk szabad feliiletét és sejtszamat az Opera Phoenix™ High Content

Screening mikroszkop beépitett intelligens szoftverrel elemezte. A szabadon maradt teriiletet

az alabbi képlettel szamoltuk ki: Xg _ végsdterilet ahol, ha XE=XB, tehat a hanyados 1, akkor

Xg  kezdeti teriilet ’
a szabadon maradt terlilet maximalis, igy nem tortént zar6das. Amennyiben XE=0, tehat a

hanyados is 0, akkor nem maradt szabad tertilet, a karcot teljesen ben6tték a sejtek. Ha 100% a

teljesen ben6tt feliilet, akkor ebbdl levonva a szabadon maradt teriilet aranyat (%), megkapjuk
B

az aktualisan bendtt teriilet szazalékos aranyat, tehat a képlet: 1 — (i—E) * 100. Az eredmények a
B

kontroll csoport atlagara voltak normalizalva, majd oszlopdiagramon abrazoltuk az

eredményeket.

5.7 Statisztikai analizis

A Western Blot analizis soran a ChemiDoc miiszer altal regisztralt jelintenzitast az
ImagelJ program segitségével numerizaltuk, majd az igy kapott MYPT]1 antitestet a GAPDH-
ra, MYPT1 Thr853 foszforilaciojat MYPT1l-re, MLC-t GAPDH-ra és MLC Serl9
foszforilacigjat MLC jelére normalva abrazoltuk.

A normalas soran kapott adatokat GraphPad Prism 9 program segitségével
grafikonokként jelenitettiik meg, és ezen beliil alkalmaztuk a Student-féle paros t-probat, mely
soran kapott eredményeket manualisan helyeztiink az egyes oszlopok felé. Amennyiben a
p kisebb, mint 0,05 volt, eredményiinket statisztikailag szignifikans kiilonbségnek vettiik.

In vitro scratch assay soran egytényezds varianciaanalizissel (ANOVA) elemeztiink, a

p <0,05 statisztikailag szignifikdns kiilonbségnek vettiik.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1 Az SMTNL1-mimikal6 peptid hatiasa a MYPT1 expresszidjara

Sejtkultaraink kezelését legfeljebb 10 napos inkubacio6 utan kezdtiikk meg. Az Ishikawa

sejtekre jellemz6 az apr6é gombszerti morfologia, valamint a csoportokba rendezddés (5. abra).

5. abra: Az Ishikawa sejtek morfologidja 4 napos inkubaciot kovetden, kontroll koriilmények kozott,
fenolvordset tartalmazo teljes DMEM médiumban tartva, konfokalis mikroszkdp alatt, 10x objektivvel.
Jol lathato, hogy a sejtek csoportokat alkotnak, kozottiik sejtkapcsolatok alakulnak ki.

A kép sajat készitési.

Az immunfluoreszcencids eljarassal a MP MYPT1 szabalyozd alegységének
expresszios és foszforilacios szintii valtozasait kovettiik nyomon kontroll, MPA, illetve GDB
allapotban. A MYPTL1 ellen termeltetett antitest esetén kontroll koriilmények kozott a sejtek
Kisebbek, nem differencialddnak. A kontroll TAT esetében sem valtozik a morfoldgia, azonban
TAT-SMTNLI1 hozzaadasa esetén a sejtek citoszkeletonja megnyulik, kobds morfoldgiara
valtanak a sejtek, tovabba a monolayer kulturak elkezdenek glandularis struktirakat alkotni.
Ezen morfologiai valtozasok jol lathatoak MPA koriilmények kozott is, itt az SMTNLI fehérje
leginkabb a sejtek citoszkeletonjanak kiterjedése, mar kontroll koriilmények esetén is, amelyet
a TAT-SMTNL1 hozzadésa tovabb fokoz (6. dbra).

Kontroll és TAT kontroll peptid kezelések hatasara a MYPT1 expresszioja kozel
megegyezO Szintet mutat. Ezen sem az MPA, sem a GDB kezelés megléte sem valtoztat. A
sejten beliili lokalizaciojara zomében a citoszolikus/citoszekeletalis jelenlét kimutathato (6.
abra A és B). A sejtlizatumokat Western Blot analizissel is vizsgaltuk az adatok igazolasara és
GAPDH expresszios szintje nem valtozott. A GAPDH szintjére korrelaltatott MYPTI
expresszios szintjében nem taldlunk szignifikans eltérést kontroll és MPA koriilmények

kontroll és TAT kontroll kezelései esetén. Azonban GDB koriilmény esetén a MYPT1-nek
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szignifikdnsan csokkent az expresszigja az SMTNLI hatasara, mely koriilményben az
SMTNL1 mér foszforildlt formdban a sejtmagban képes a progeszteron receptor
koaktivatoraként kifejteni génexpressziot befolyasold hatasat. Mivel az SMTNLI1-nek miozin
foszfatazt gatld hatasa van, ezért ennek a szabalyzo alegysége, vagyis a MYPT1 csokkent
expresszidjat vartuk a kisérlet soran. A peptid jelenlétét Western Blot-tal, a biotint jeldlni képes

Streptavidin segitségével mutattuk Ki (6. abra).
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6. abra: HCS képek, Alexa-488 (z61d, MYPT1 expresszio) és DAPI (kék, sejtmag) festéssel;

A abra: kontroll koriilmények, kezeletlen kontroll, TAT-biotin peptid (TAT) és SMTNL1-mimikalé peptid
(TAT-SMTNL1) kezeléssel;

B ébra: kontroll terhes koriilmények (MPA), kontroll, TAT és TAT-SMTNLI1 kezeléssel,

C éabra: gesztacionalis diabetes koriilmények (GDB), kontroll, TAT és TAT-SMTNL1 kezeléssel.

D abra: Western blot analizis és a hozza tartozo statisztikai analizis grafja, normalas GAPDH-ra tortént,
n=3, SD, *** p<0,05 a GDB/TAT — GDB/TAT-SMTNL1 koz6tt.

Az abrék sajat készitéstiek.
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6.2 Az SMTNL1-mimikalo6 peptid hatasa a MYPT1 Thr853 foszforilaciéjara

A MYPT1 Thr853 oldallancon t6rténé foszforilacidja a miozin foszfatiz gatlasahoz
vezet. A 7. adbran jol lathato, hogy a kezdetben aprd, gombszerli sejtek SMTNL1 hatasara
differencidlodnak, mely hatast az MPA és a GDB koriilmények is tovabb fokoznak. A TAT-
SMTNL1 hatasara a kontroll és GDB koriilmények hatdsara is n6 a MYPT1 gatlo foszforilacios
szintje. A gatlo foszforilacio nem szignifikansan, de tendenciajaban névekszik MPA hatasara,
de a MYPT1 expresszios szintje csokken, tehat ezaltal kevesebb fehérje lesz gatlo foszforilacid
alatt. Ezt a semi-kvantitativ Western Blot soran kapott eredményeink is alatamasztjak. GDB
koriilmények esetén a gatlo foszforilacid szintén ndvekszik. A peptid jelenléte kimutathato a

biotinhoz konjugalt Streptavidinnel Western Blot segitségével (7. abra).
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7. abra: HCS képek, Alexa-488 (z61d, MYPT1 Thr853 foszforilacio) és DAPI (kék, sejtmag) festéssel;

A abra: kontroll koriilmények, kezeletlen kontroll, TAT-biotin peptid (TAT) és SMTNL1-mimikalo peptid
(TAT-SMTNLI1) kezeléssel;

B abra: kontroll terhes koriilmények (MPA), kontroll, TAT és TAT-SMTNLI1 kezeléssel;

C éabra: gesztacionalis diabetes koriilmények (GDB), kontroll, TAT és TAT-SMTNL1 kezeléssel.

D abra: Western Blot analizis és a hozza tartozo statisztikai analizis grafja, normalas MYPT1-re tortént, n=3,
SD, parositott t-teszt, * p«0,05 a C/TAT — C/TAT-SMTNL1, C/TAT — MPA/TAT és C/TAT — GDB/TAT
kozott, *** p<0,05 a GDB/TAT — GDB/TAT-SMTNL1 kozott

Az abrak sajat készitésiiek.
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6.3 Az SMTNL1-mimikal6 peptid nincs hatassal az MLC expresszidjara

Az MLC az aktomiozin kontraktilitas szabalyozasaban vesz részt abban az esetben, ha
defoszforilalodik a MP hatasara, ezzel szabalyozva a sejtek 6sszhuzékony allapotat, barrier
funkcidjat és migracios képességét. Ahogyan a 8. abran is lathatd, az SMTNLI mimikalo
peptidnek nincs szignifikans hatdsa a MLC20 expresszidjara sem Western Blot analizissel, sem
immunofluoreszcencias vizsgalattal. Erre sem a MPA, sem a GDB koriilmény nincs tovabbi

hatéassal. A peptid jelenlétét Streptavidinnel ellenériztiik Western Blot segitségével (8. abra).
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8. abra: HCS képek, Alexa-488 (z6ld, MLC expresszid) és DAPI (kék, sejtmag) festéssel;

A abra: kontroll kériilmények, kezeletlen kontroll, TAT-biotin peptid (TAT) és SMTNL1-mimikalé peptid
(TAT-SMTNLI1) kezeléssel,

B éabra: kontroll terhes koriilmények (MPA), kontroll, TAT és TAT-SMTNL1 kezeléssel,

C abra: gesztacionalis diabetes koriilmények (GDB), kontroll, TAT és TAT-SMTNLI1 kezeléssel.

D abra: Western Blot képek és a hozza tartozo statisztikai analizis grafja, normalas GAPDH-ra tortént, n=3, SD
Az abrak sajat készitéstiek.
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6.4 Az SMTNL1-mimikal6 peptid hatiasa a MLC Ser19 foszforilacidjara

A MYPTI1 gatloé foszforilacios szintjének emelkedése a Thr853-as oldallancon a
szubsztratjanak, az MLC Ser19 oldalon t6rténé foszforilaciojat fokozza. Az MPA TAT kontroll
koriilmények kozott az MLC Ser19 foszforilacidja csokken, azonban ezt a TAT-SMTNL1 nem
befolyasolja. Statisztikailag szignifikdns kiilonbség latszik azonban a GDB koriilmény TAT
kontroll és TAT-SMTNLI1 koriilményei kozott a MLC foszforilaciojat illetéen. GDB
koriilmény esetén a MYPT1 gatlo foszforilacidja novekszik, igy a Western blottal és
immunfluoreszcencias festéssel is jol lathatéan ndvekvé MLC Serl9 foszforilacioja korrelél

ezzel az eredménnyel. A peptid jelenléte Streptavidinnel kimutathato (9. abra).
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9. abra: HCS képek, Alexa-488 (z61d, MLC Ser19 foszforilacio) és DAPI (kék, sejtmag) festéssel;
A ébra: kontroll koriilmények, kezeletlen kontroll, TAT-biotin peptid (TAT) és SMTNL1-mimikal6 peptid
(TAT-SMTNLI1) kezeléssel;

B ébra: kontroll terhes koriillmények (MPA), kontroll, TAT és TAT-SMTNLI kezeléssel,

C ébra: gesztaciondlis diabetes koriilmények (GDB), kontroll, TAT és TAT-SMTNL1 kezeléssel.

D abra: Western Blot analizis és a hozza tartozo statisztikai analizis grafja, normalas MLC-re tortént, n=3,
SD, parositott t-teszt, * p<0,05 a C/TAT — C/TAT-SMTNLI1 és C/TAT — MPA/TAT kozott, *** p<0,05 a
GDB/TAT — GDB/TAT-SMTNL1 kozott.

Az abrak sajat készitésuek.
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A migracio kulcsfontossagu 1épés az implantacié soran. Az embri6 bedgyazddasa soran
a blasztocisztdk az epithéliumhoz tapadnak, majd behatolnak a hamba, hogy bejussanak az
alatta 1év6 sztromaba. Ennek a folyamatnak a korai szakaszaban az epithél sejtek altal képzett
barrier megszakad. Az embrié implantaciojanak elérése érdekében az epithél sejtek
elvandorolnak az implantacios helyrdl, és ezen sejtek migracidja és invazidja elésegitheti a
megszakadt méhnyalkahartya epithéliumanak szerkezeti atalakulasat (Chen et al., 2020).

A 10/A abran lathatdo az in vitro scratch assay alkalmazasa az Ishikawa sejtek
eredményeinket azt talaltuk, hogy a TAT-SMTNLI1 kezelt sejtek esetében MPA koriilmények
kozott lathatdan nd a migracios kapacitds. GDB koriilmények esetén a migracié kontroll
koriilményekhez képest nd, azonban a TAT kezelthez képest a TAT-SMTNL1 kezelt sejtek
esetében migracios gatlast tapasztaltunk (10/A ébra).

A
kontroll kontroll MPA GDB

KONTROLL TAT TAT-SMTNL1 TAT TAT-SMTNL1 TAT TAT-SMTNL1

0 éra 24 6ra elteltével

10/A abra: Az in vitro scratch assay HCS mikroszkoppal kapott képei a 0. és 24. éraban. Oh kontrollhoz,
¢s minden csoport esetében TAT kontrollhoz viszonyitva.
Az abra sajat készitési.

A 10/A abran kapott eredményeinket oszlopdiagramon, az 5.6 alfejezetben leirt moédon
abrazoltuk, ahol azt az eredményt kaptuk a kontroll koriilmény, TAT kezelt csoportjahoz
viszonyitva, hogy a kontroll koriilmények SMTNLI kezelt sejtek esetében szignifikans
migracios gatlast tapasztaltunk. Az SMTNLI1 kezelt, MPA koriilmény esetében bar az
SMTNLI nem ért el szignifikdns migracids gatlast, a tendencia nyomon kovethetd. Ez az
eredmény korrelal azzal, hogy a MYPT1 gatlo foszforilacioja tendencidjaban ndovekszik MPA
koriilmények kozott, valamint azzal Osszefliggéssel, hogy terhesség soran az embrid
ezen sejtek migracidja és invazioja eldsegitheti a megszakadt méhnyalkahartya epithéliumanak

szerkezeti atalakulasat. GDB kortilmények esetén a migracio kontroll koriilményekhez képest
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nd, azonban a TAT kezelthez képest a SMTNLI1 kezelt sejtek esetében szignifikans migracios
gatlast tapasztaltunk. Ez korreldl azzal az eredménnyel, hogy GDB koriilmények esetén a
MYPT1 gatlo foszforilacioja szignifikdnsan né a Thr853 oldallancon, amivel 6sszhangban a
MLC Serl9 foszforilacidja nagymértékben megemelkedik, ez magyarazza a szignifikans

migracios gatlast TAT és TAT-SMTNL1 kezelt csoportot 6sszehasonlitva (10/B abra).

B Migracio %-os értékekben megadva

100— . [ RN
| ‘ TAT-SMTNL1
80 * * %
|1 g |
o 60- *
©
e
2 404
=
20- r‘
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- - - - % + cDB

10/B abra: In vitro scratch assay eredményei oszlopdiagramon abrazolva. EgytényezGs
varianciaanalizis (one-way ANOVA); n=9, SD, TAT-biotin peptid (TAT) és SMTNL1-mimikalo
peptid (TAT-SMTNLI1) kezeléssel.

*p<0,05 a C/TAT — C/ITAT-SMTNL1, C/TAT — MPA/TAT és C/TAT — GDB/TAT kozott,

*** n<0,05 a GDB/TAT — GDB/TAT-SMTNLI1 kozott.

Az abra sajat készitésti.
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7. Osszefoglalas

Elézetes kutatasi eredmények alapjan bebizonyosodott, hogy az SMTNLI1 fehérje
hianya smtnll null egér modelleken csokkentette reproduktiv képességet, valamint
inzulinrezisztenciat és karosodott glikolizist eredményezett. Ezen eldzetes megfigyelések
alapjan tobb figyelmet érdemel az SMTNLI fehérje vizsgalata a human reprodukci6 in vitro és
késdbbi in vivo vonatkozasaban (Lontay et al., 2010).

Az SMTNLL1 fontos szerepet jatszik az adaptiv valaszok kozvetitésében mind a
simaizomban, mind a harantcsikolt izomzatban a fejlédés és a terhesség alatt, adatokkal
alatdmasztva a fehérje ezen szerepét a fébb nemi hormonok hatasainak kozvetitésében. Ezzel a
hipotézissel dsszhangban ugy tlinik, hogy az SMTNL1 a MYPT1 és a MLC expresszidjara
gyakorolt hatasa alapjan képes az Ishikawa sejtek migracios képességének befolyasolasara.
Tovabba mind az SMTNL1, mind a MYPTL1 fehérje expresszidja szabalyozott a szexualis
fejlodés és a terhesség sordn, és olyan egységet alkotnak, amely adaptalja ezeket a szoveteket,
hogy megvaltoztassak kontraktilis tulajdonsagaikat. A simaizomban ezek a terhesség altal
kivaltott adaptaciok nagy valoszinliséggel hozzajarulnak a szisztémas vérnyomas
csokkenéséhez és a méh ellazulasahoz, amely normal terhesség alatt is bekovetkezik.

Kisérleteinkben Ishikawa sejteket hasznaltunk a humén endometridlis epithélium
modellezésére. A mar elézdleg igazolt permeabilitast, és az ¢életképességet nem befolyasolo
SMTNL1-mimikalé peptid alkalmazéasaval inzulinérzékenyitd, és a reprodukcids képességet
noveld hatas elérése volt a célunk.

Eredményeink 0sszegzéseként elmondhatd az, hogy az SMTNL1-mimikald peptid a
progeszteron jelenlétében fokozottan csokkentette a MYPT1 expressziojat, és egy eddig még
nem jellemzett Gton annak gatlo foszforilaciojat emelte, gatolva ezzel a MP holoenzimet. Ez a
MP szubsztratjanak, a MLC fokozott foszforilacidjat eredményezte a fehérje expresszios szintii
valtozasa nélkiil. fgy a sejtek citoszkeletélis tulajdonsagait modositva a migracios képesség
csokkent, ezzel a migracios kapacitas valtozasai 0sszhangban vannak a molekularis szinten
zajlo folyamatokkal. Tehat a fiziologiai jelenség alapjan a migraciot kontroll koriilmények
esetén protein-protein interakciéval az SMTNLI1 gatolja, illetve képes arra, hogy a MP
expresszios szintjét csokkentse. Tovabba a MP SMTNL1 altal gatolva a MLC Serl9 oldallanc
foszforilacidjanak megvaltozasan keresztiil képes a migracios kapacitast valtoztatni. Ezt a
mechanizmust ezen kisérletiinkben bizonyitottuk in vitro scratch assay segitségével, valamint
ennek az eredménynek alatdmasztasaként végzett immunfluoreszcencias festési eljarassal, majd

ezt HCS mikroszkopiaval analizalva kaptuk 6sszefiiggd eredményeinket.
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Ezek alapjan elmondhatd, hogy az izomsejtekhez hasonldéan az endometrialis sejtek
Osszhuzékony tulajdonsagait is szabalyozhatja egy potencialisan terapiaban is alkalmazhato
peptid, amely az SMTNLI hatasat mimikalja, ezzel befolyasolva az implantacié folyamatat.

Az in vitro scratch assay soran kapott eredmény, miszerint az SMTNLI1-mimikald
peptid csokkenti @ migracios kapacitast, bar fiziologiasan egy kedvezotlen esemény, azonban a
populacidoban egyre gyakoribba vald, beagyazddasi zavarokat is okozd endometriozis
kezelésére alkalmas lehet. Ennek soran az endometrium epithél €s sztromalis sejtjeinek fokozott
migraciéja miatt extrauterin teriileteken jelennek meg ezek a hormonreszponziv sejtek
(Rolla, 2019). Ennek a fokozott a migraciés kapacitasnak kontroll értékekre torténd

csOkkentése SMTNLI kezelés altal a betegségre potencialis terapiaként alkalmazhato lehet.
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Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr Lontay Beatanak a lehetdségért, hogy az
Orvosi Vegytani Intézetben végezhettem a munkdmat, amelyben rengeteg segitséget,
tamogatast ¢és biztatast kaptam téle.

Koszonettel tartozom Dr Keller Ilka PhD hallgatonak és Ungvari Adam PhD
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sok éves tapasztalatabol ered6 szakmai tanacsait.

Végiil szeretném megkodszonni az Orvosi Vegytani Intézet 0sszes munkatarsanak a

segitokészséget, amit végig a munkam soran nyujtottak.
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9. Fuggelék

Az Onalldan végzett munkaim kozé tartozik a Sejtek fenntartasa, kezelése és lizise, a
sejtek 96 lyuk(l plate-n torténé immunfluoreszcencias festése és az SDS-PAGE
gélelektroforézis, majd ezen gél transzferalasa nitrocellul6z membranra.

Segitséggel végeztem a Western blot analizist és a hozza tartozd ChemiDoc miiszer
hasznalatat, HCS mikroszkop hasznalatat, a statisztikai analizist, valamint az in vitro scratch

assay-t.
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