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PARP-1 a citoplazma felé kozvetitett mechanizmusat. Munkankat az AOK-KA
34039/10-24, 34039/KA-OTKA/11-17, 34039/KA-OTKA/11-06, TAMOP-4.2.1.B-
10/2/KONV-2010-0002 A Dél-dunantdli régio egyetemi versenyképességének
fejlesztése, TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0029 Tudomanyos képzés miihelyeinek
tamogatasa a Pécsi Tudomanyegyetemen palyazatok témogattak.
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A miozin foszfataz szerepe human hepatokarcinéma sejtek sejtmagi
folyamataiban

*Sipos Adrienn; ‘Erdddi Ferenc; 'Lontay Beata;

!pebreceni Egyetem, Orvos- €s Egészségtudomanyi Centrum, Orvosi Vegytani
Intézet, Debrecen ;

A miozin foszfataz holoenzim két f6 alegysége a PP1 katalitikus alegység és a
110/130 kDa miozinhoz is kot6dé regulator alegység. A miozin foszfatazt
elészor izomszovetben jellemezték, szerepét az izomsejtek kontraktilis
folyamataiban €és mas, miozinhoz kotott citoszkeletalis  valtozasok
szabalyozasaban ismerték fel. A MYPT1 azonban sejtmagi lokalizaciot is mutat
patkany aorta simaizom sejtekben és mas nem-izom sejtvonalakon is, igy
primer idegsejt tenyészetekben és HepG2 sejtekben is. Munkénk célja volt,
hogy az enzim sejtmagi lokalizaciojanak meghatarozasaval €és a miozin
foszfatézzal kolcsonhatd fehériék kimutatasaval vizsgaljuk az enzim sejtmagon
beliili lehetséges szabalyozo funkcidit. Kimutattuk a MYPT1 alegység jelenlétét
HepG2 sejtek sejtmagi és szubnukledris frakcidiban Western blot analizissel. A
HepG2 sejtfrakciok specifikus PP1 inhibitorok mellett végzett foszfataz
enzimaktivitds vizsgalata alapjan a PP1 bizonyult a f§ protein foszfataznak a
sejtmagban. A MYPT1 sejtmagon beldli lokalizaciéjat immunfluoreszcecias
technikaval vizsgalva kimutattuk jelenlétét a sejtmag magvacskan  kiviili
4llomanyaban a sejtmagmembréanhoz vald kotédés nélkill. Igazoltuk a PP1cd
és MYPT1 sejtmagi kolokalizaciGjat, ami arra utal, hogy a MYPT ezzel az
izoformaval alkot holoenzimet a sejtmagon beldl. A potencialis sejtmagi
MYPT1-kélcsonhaté fehérjék kimutatdsat pull down modszerrel végeztiik
sejtmagi frakciobol Flag-MYPT1 fehérjével és ezt kovetd tomegspektometrias
elemzéssel. Szamos potencidlis kdlcsonhaté fehérjét azonositottunk, igy a
hiszton 1, a splicing folyamataban résztvevd fehérjéket illetve a metiloszoma
komplex tobb tagjat, mint példaul a PRMTS fehérjét. A PRMT5 és MYPT1
fehérjék kozotti kolcsonhatast fluoreszcens immunfestéssel és sejtmag
frakcidval végzett pull down kisérlettel is igazoltuk. Immunfluoreszcencia
segitségével bizonyitottuk a MYPT1 jelenlétét a spliceoszomakban (splicing
faktor kompartmentek), ami a MP mRNS érés szabalyozasaban bet6Itott
szerepére utalhat. A metiloszoma fehérjékkel és spliceoszomakkal vald
kolcsonhatas behatobb vizsgélata ravilagithat a MP fizioldgiai jelentdségére a
transzkripci és az RNS érés szabélyozasanak folyamataiban. A kutatasokat az
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in S, K a Tranziens
mMnmuﬂoq _uwﬁm:n_m_ Vanilloid .vas alcsalad alkalmas jeléltnek tlinik, ugyanis
‘__mmﬂ szamos mmqmnm__:_m:m stimulust  intracellularis  ionkoncentracio-
val Ome.mm_ jaro ._m__m alakitani. Kisérleti modelliink egy kondrogenikus, magas
M_chemmmc (high a.m:mi .mcE:m HDC) rendszer, melyet 4 :mco%nm_;m-
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u_&_xm”.aonm__ m&am_ me< csalad szamos tagjanak szm-%n manmmmNm__.M__M
fsérl mﬂm_:_m _m_ms_mo_ AmN_wmcms a TRPV csalad legismertebb tagjéra a d%&
”ﬁn.mmmoima. wo_emNm_w::_A. A TRPV1csatorna mRNS és fehérje szinten térténé
___. %n__mﬂoﬁﬂmﬁ <_%_ _%.:m_m_.m kondrogenikus sejtek differenciéltsagi &llapotaval. A
ore e€s alacsony pH-ra érzékeny, mi iloid jellegfi
A ,ha : , mig vanilloid jell
s.owc_mﬁmxa mnm._aﬁ_m? _ezert a csike modellen hdkezelést, mNH mm%%
:.:. Mwmam:. pedig a jol ismert agonistakat; kapszaicint (CAP) és
:__M:_: eratoxint (RTX), alkalmaztuk. Mind a hékezelés, mind az agonistak
a ,m mazasa megemelte a Bmaxﬂosmummm: festddé extracellularis matrix
mennyiségét. > ﬁ.mﬂsome:N_? csatornak jelenlétére utalhat az a tény is, hogy
._“R\_Amwmﬂmnm*___cw_‘_w _am_n_ca koncentracié  szignifikansan amomam_wmamn
atasara. Ez az ic. kalcium koncentracid emelkedé
S x edés azonban
n m_m__co Bomo: nem _mm:<m_8 extracellularis kalcium jelenlétét. Az egér
“__: e cmc.voanm_qum €s agonistak alkalmazasara lejatszodd ic. kalcium
.:_Mm:qmn_@ valtozasok nyomonkovetése és Gsszehasonlitdsa a madar
o m_w_._m._ még ﬁo_ﬁemﬁc\m: van. Eredményeinkben elséként irjuk le a TRPV1
jelenletet differencidlodd porcsejteken. Kisérleteinket a TAMOP-4.2.2/B-10/1-




