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BEVEZETES

A vaszkularis tid6 endotélium a keringd vér és a kornyezd szovetek kozotti
szelektiv gatként (barrier) miikddik. Szamos betegségben megfigyelhetd az endotél
barrier sériilése, illetve a gatfunkcid miikddési zavara, mint példaul gyulladési
folyamatok, trauma, szepszis, diabetes mellitus, trombozis, vagy metasztatikus tumorok
képzodése soran. A tiid6 érrendszerének rendkiviil nagy feliilete miatt a tiido endotélium
altal fenntartott egyensuly a lumen ¢€s az intersticium kozott nagyon érzékeny az endotél
permeabilitas dinamikus valtozasaira. gy példaul akut tiidésériilés (ALI) és akut
respiracios distressz szindroma (ARDS) kialakuldsakor az endotélium sériilése
kovetkeztében az alveolusok nem képesek az oxigén-széndioxid cserére, valamint a
kapillarisok és szovetek kozotti folyadékcesere zavara miatt 6déma alakul ki. Az erek
szivargasa a szerv funkcid vesztése/csokkenése mellett farmakokinetikai szempontbol is
negativ hatast. A terdpids célra alkalmazott gydgyszerek a megndvekedett
érpermeabilitds miatt felhalmozddnak az intersticialis térben, ezzel egyrészt toxicitasuk
emelkedhet, masrészt hatékonysaguk viszont csokken. Az endotél sejtek barrier formalo
¢s az endotél permeabilitast szabdlyozo képessége fligg a sejtek alakjatol, egymashoz és
az extracellularis matrixhoz valo kapcsolodasuktol. A vaszkularis endotélium jol mikodd
barrier funkckioja az endotél sejtekben fellépd kontraktilis ¢és feszitd erdk egyensulyat
jelzi. A funkcid sériilése, az egyensuly eltolédasa a kontraktilis erdk iranyaba az endotél
sejtek kozotti rések kialakuldsahoz, az endotélium permeabilitasanak megnovekedéséhez
vezet. A citoszkeleton hdrom f6 komponensének - F-aktin, mikrotubulusok és intermedier
filamentumok - dinamikus valtozadsokra képes szerkezete az endotél permeabilitas
szabalyozasanak egyik kulcsfaktora, mivel az EC citoszkeleton szerkezete és fehérje
kolcsonhatasai fontos szerepet jatszanak az endotél sejtek integritasdnak megtartasaban.
A citoszkeletonnal asszocialodd fehérjék protein kindzok és protein foszfatdzok altal
torténd reverzibilis foszforilacidja a citoszkeleton szerkezetét ¢€s fehérje-fehérje
kolesonhatésait befolyasolja, ezzel az endotél sejtek barrier funkciojanak szabalyozasaban
is kitiintetett szerepe van. Az értekezésben 0sszefoglalt munka alapkutatas, melynek soran
tiidé artéria endotél sejt modell rendszeren tanulmanyoztuk a reverzibilis fehérje
fehérje kolcsonhatasait, hogy az endotél sejtek egyik legfontosabb élettani funkcidja, az

endotél barrier/gat funkci6 szabalyozasi lehetdségeirdl 11j ismereteket szerezziink.
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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1 Az endotél barrier

Az endotél sejtek (EC) az erek belsd falan egy dinamikus, szemiszelektiv réteget,
,monolayert” képeznek, és szabalyozzak a folyadék és a makromolekuldk atjutasat a
véraram ¢s a kornyezd szovetek kozott, ezért az EC barrier fenntartdsa a szervek
megfeleld mitkddésében rendkiviil fontos [1]. Az endotél sejtek heterogének, makro- és
mikrokdrnyezetiiknek megfeleléen morfoldgiajuk, egymashoz valo illeszkedésiik és
¢lettani funkciojuk kiillonbozhet [2, 3]. A vaszkuldris endotélium heterogenitasat in vivo
fag bemutatdé modszerrel molekularis szinten is igazoltak, de annak funkcionalis
jelentdsége még sok kérdésben tisztdzatlan [4]. Az érpermeabilitds szabédlyozasan tal
szamos fiziologias és patologids folyamatban ismerték fel jelentdségiiket, mint példaul az
angiogenezis ¢s a gyulladds, de immunoldgiai folyamatok szabalyozasaban is részt

vesznek (1.1.1 abra) [3, 5].

Fibrinolizis Trombozis Trombocita aktivaciod

N /
Fehérvérsejt (\ /) Er permeabilitas

trafficking
[ ENDOTEL SEJTEK
Metabolizmus
Gyulladas \ Katabolizmus
Y

Angiogenezis Erténus Simaizom sejtek
proliferacidja

1.1.1 abra Az endotél sejtek részvétele kiilonbozd élettani folyamatokban. (Félétou, 2011)

A kiilonbozd szervekben és szovetekben, st még azonos szerven belil is, az
érrendszer egyes szakaszain az endotélium barrier integritasa és helyspecifikus funkcidja
eltéro lehet [6, 7]. A tiid0 endotélium permeabilitasa, példaul albuminra vagy szachar6zra
a kisebb atmérdjii erekben (<30pm) kisebb, mint az artéridkban. A mikrovaszkularis EC
szorosabb sejtkapcsolatai és az azokhoz kothet6 membran adhézids helyek szama is
nagyobb [8, 9]. Az EC monolayer transzendotél elektromos ellenallas (TER) értéke
forditottan ardnyos a monolayer permeabilitasdval, nagyobb TER kisebb permeabilitast

jelez. Az elézdekkel 6sszhangban, primer mikrovaszkularis EC monolayer TER értéke

10
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~10-szer nagyobb, mint a makrovaszkuldris sejteké [10]. A mikrovaszkularis EC
izolalasanak és tenyésztésének technikai nehézségei miatt azonban az EC barrier in vitro

vizsgalatai tilnyomoéan makrovaszkularis EC-n folytak/folynak.

1.1.1 Az endotél permeabilitas és medidtorai

Az EC permeabilitas lehet bazalis, vagy valamilyen fizikai, gyulladdsos vagy
bioaktiv stimulus &ltal indukalt folyamat. Normal fiziologids koriilmények kozott az
endotélium szabalyozza mas sejtek (pl. leukocitdk), a folyadék ¢és a
makromolekulak/fehérjék athaladasat a monolayeren, ezzel homeosztazist tart fenn a vér
és az interstitium kozott. A kisebb molekulék és ionok (<3 nm) passziv transzportja az EC
monolayeren paracellularisan torténik, a makromolekulak/fehérjék pedig transzcellularis
uton transzportalodhatnak (1.1.2 abra, A) [1]. A 3 nm-nél nagyobb molekulak, albumin és
mas plazmafehérj¢k szallitasa a vérbdl az interstitiumba kaveoladk, vezikularis szallitok,
révén torténik az EC monolayeren keresztiil [1]. A kaveoldk szerkezetének elsddleges
fehérje Osszetevéje a kaveolin-1, amelynek Tyr oldallancon torténd, Src-fliggd
foszforilacidja szabalyozza a kaveoldk kialakuldsat és ezzel magat a transzportot is [11].
A folytonos ¢és fenesztralt endotélium szelektiv barrier funkcioval rendelkezik a

makromolekuldk transzportjara, a diszkontinuus endotélium nem [11].

A - B . .
bazalis transzport indukalt transzport

transzcellularis paracellularis résképzddéssel

apikalis oldal

e e e Y S Fea ™ S

bazalis oldal

1.1.2 abra Bazalis és indukalt transzport az endotel monolayeren. (A) Az EC monolayeren bazalis
koriilmények kozott a sejten keresztiil (transzcellularisan) €s a sejt-sejt kapcsolatoknal, a sejtek kozott
(paracellularisan) juthatnak at molekulak. (B) Stimulus hatasara sejtek kozotti (paracellularis) rések
alakulnak ki, amelyeken keresztiil akadaly nélkiil transzportalodhat folyadék, fehérjék vagy
immunsejtek.
Kiilsé vagy bels6 stimulus, mint pl. akut vagy kronikus gyulladéas, angiogenezis
vagy tumor metastasis esetén, illetve kiillonb6z6 bioaktiv mediatorok (hisztamin, trombin,

citokinek, novekedési faktorok) hatdsara a permeabilitds megndvekszik. Akut tiiddsériilés

(ALI) és akut respiracios distressz szindroma (ARDS) esetén az endotél barrier funkcid

11
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sériil, az endotél monolayer sejtjei Osszehuzddnak, a sejtkapcsolatok lazulnak, vagy
id6legesen megsziinnek, ¢és a sejtek kozott rések alakulnak ki, amelyeken keresztiil a
vérben oldott anyagok, plazmafehérjék ¢és immunsejtek paracelluldris atjutasa
megtorténhet (1.1.2 dbra, B) [1, 12]. ALI-val vagy ARDS-sel diagnosztizalt betegekben a
koagulaciés Utvonalak, a szerin protedz trombin és protedz aktivalt receptora (PAR-1)
patoldgiasan aktivalodnak, ezaltal a tiid6 paracellularis permeabilitisa megnd [13]. Ezért
az EC barrier vizsgalatai soran a trombin egy gyakran alkalmazott barrier diszfunkciot
kivalto agens. A mikrotubulusokat destabilizalé szintetikus anyagrél, a nokodazolrél
ugyancsak kimutattdk, hogy az EC permeabilitasat noveli [14]. A lipid medidtor
szfingozin 1-foszfat, az angiopoetin-1, a cAMP, az ATP ¢és az adenozin viszont erdsitik az
endotél barriert [15]. Ezért feltételezhetd, hogy az endotél permeabilitdsban bekdvetkezo
eltérések az ellentétesen hatdé endogén mediatorok aktudlis egyenstlyat tiikrozik.

Az endotél sejtek citoszkeleton szerkezete és a sejtek kdzotti kapcsold régidk fontos
szerepet jatszanak az endotél barrier kialakuldsaban és fenntartdsdban, valamint a

paracellularis permeabilitas szabalyozasaban [16].

1.1.2 Az EC citoszkeleton

A mikro- és intermedier filamentumok ¢€s a mikrotubulusok - az EC citoszkeleton
elemei - biztositjdk a sejtek alakjat, mechanikai szilardsagat, polaritasat és mozgasat.
Mindharom fehérje monomerekbdl felépiildé polimer, melyek szabalyozott, gyors
atalakulasra képesek. Az EC citoszkeleton stabilitdsa és dinamikus at/Ojrarendezddése
befolyasolja az endotél sejtek alakjat €s mobilitasat, ezzel a monolayer integritasat, illetve
kiilonb6z6 stressz hatasokra adott valaszat is.

Az aktin filamentumok ¢és az EC permeabilitads kdzotti kapcsolatot mar viszonylag
koran felismerték [16]. Endotél sejtkultura kezelése az aktin citoszkeleton szerkezetét
modositd dgensekkel megvaltoztatta a permeabilitast. A mikrofilamentumok felbomlésat
okoz6 citokalazin D az EC monolayer permeabilitasat tobbszordsére novelte [17].
Trombin kezelés kovetkeztében is atrendezddik az aktin citoszkeleton, a kortikalis aktin
mennyisége csokken és stresszkabelek alakulnak ki, ami egylitt jar a monolayer
permeabilitdsanak emelkedésével. Az F-aktint stabilizalo fallacidinnel eldkezelt EC-n
azonban mérsékeltebb trombin hatdst mutattak ki [18, 19]. Az endotél sejtek
alakvaltozasanak (kontrahalt-relaxalt) ¢és motilitdsanak egyik f6 molekularis motorja az

aktinnal asszocialodd miozin II, ami két nehézlancbél (200-204 kDa) és a
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nehézlancokhoz kapcsolddo két-két konnyiilancbol (17 kDa és 20 kDa) allé komplex. Az
aktin citoszkeleton szerkezetének fenntartdsaban, illetve atrendezddéseiben még szamos
tovabbi szabalyozott fehérje-fehérje kdlcsonhatas is szerepet jatszik [12].

Az intermedier filamentumok és a mikrotubulusok szerepe az endotél barrier
funkciojaban kevésbé ismert [12, 16]. Az intermedier filamentumok fehérjéi
polimerizacidjuk soran eldszor dimereket képeznek. Endotél sejtekben elsddleges fehérje
komponensiik a vimentin, ami egy foszforilalhato fehérje. Az EC permeabilitas a
mikrotubulusok stabilitdsaval egyiitt valtozik: a mikrotubulus rendszer felbomlédsat
kivaltd nokodazol vagy vinblastin kezelések kovetkeztében az aktin citoszkeleton
szerkezete megvaltozik és né a permeabilitds, amit a mikrotubulusokat stabilizald
paclitaxel mérsékel [14, 20]. A mikrotubulusok endotél barrierre kifejtett hatdsanak
pontos mechanizmusa ugyan még nem ismert, de az eredmények a mikrofilamentumok és

a mikrotubulusok kozotti parbeszéd lehetdségére utalnak.

1.1.3 Az EC sejtkapcsolo strukturdi

A vaszkularis endotél sejtek kozott rés (gap), adherens és szoros sejtkapcsold
struktarak miikédnek, melyek koziil a paracellularis permeabilitdsban az utobbi kettének
van jelentdsége, a réskapcsolatok pedig ionok és kisméretii molekulak endotél sejtek
kozotti atjutasat segitd csatornak. Mig az epitél sejtek kozott a szoros-, az endotél
sejtekben az adherens kapcsolatok vannak talstulyban, de aranyuk a szervezeten beliil
helyspecifikusan valtozo lehet [1, 21]. A kapcsold struktirdk transzmembran ¢és
citoplazmatikus 0sszetevokbdl allnak, de a kiilonb6zd kapcsolatokat felépitd fehérjék
eltéréek. A szomszédos sejtek transzmembran fehérjéi homofil, cipzarszerii kapcsolatokat
alakitanak ki (1.1.3 4bra).

Az EC adherens kapcsolatait els6sorban a sejtek kapcsolodasanak kialakulasaért és
fenntartasaért tartjak felelosnek, a szoros kapcsolatok pedig a makromolekulak és a
fehérjék szabad mozgéasaval szemben képeznek gatat [22]. A transzmembran fehérjék
tovabbi specifikus intracellularis kdolcsonhatd partnereken keresztiil az aktin
citoszkeletonhoz horgonyzodnak, ami stabilizalja a sejtkapcsolatokat, de azok nyitasat-
zarasat is szabalyozza [23, 24]. A szoros kapcsolatok partnerei a citoszolban tobbek
kozott a ZO (zonula occludens) és a MAGUK (membrane associated guanylate kinase)

fehérjecsaladok tagjai.

13



dc_894 14
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T \ Szoros kapcsolatok \

klaudin, okkludin \\ \

Adherens

JAM, ESAM kapcsolatok

nektin Endotél sejt

VE-kadherin
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=

Endotél sejt
N-kadherin

/ Pericita sejt

1.1.3 abra Az EC szoros és adherens kapcsolatainak transzmembran fehérjéi. Szoros kapcsolatok:
klaudin, okkludin, JAM (junctional adhesion molecle) és ESAM (endothelial cell selective adhesion
molecule). Adherens kapcsolatok: VE-kadherin, ami egy protein tirozin foszfatdzzal (VE-PTP)
asszocial. A nektin mindkét kapcsolatban részt vehet. A PECAM (platelet endothelial cell adhesion
molecule) az el6zoektol fiiggetleniil jarul hozza a sejtek kdzotti adhézidhoz. Az N-kadherin feltehetden

e

T -

(Dejana, 2004)

Az EC adherens kapcsolataiban egy specifikus kadherin, a VE (vascular
endothelial)-kadherin transzmembrdn fehérje taldlhatd, ami minden ér- és endotél
sejttipusban jelen van [23, 25]. A VE-kadherin extracellularis részén 6t egymast kdvetd
kadherin-domén van, melyek Ca*"-ion megkétése utan a sejt-sejt kontaktus kialakitdsaban
vesznek részt [26]. A molekula C-termindlis, intracellularisan elhelyezkedd része kotodik
elsddleges intracellularis partnereihez (B-katenin, plakoglobin és p120), amelyek tovabbi
aktin-koté fehérjékkel kapcsolodhatnak (1.1.4 abra) [22]. A VE-kadherin mutdns
formaival végzett vizsgalatok igazoltdk esszencidlis szerepét nemcsak az adherens
kapcsolatok, de a megfelelé EC barrier funkci6 kialakitasaban is [27, 28]. A kateninek is
fontos szerepet jatszanak az adherens kapcsolatokban. A [-katenin kondicionalis
inaktivalasa EC-ben példaul jelentdsen csdkkentette a sejtkapcsolatok kialakulasat [29], a
B-katenin kotésében jelentds citoszolikus részén roviditett (trunkalt) VE-kadherin gén

kifejezodése egérben pedig letalis volt [30].
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B-katenin a-katenin
VE-kadherin | plakoglobin | vinkulin aktin
p120 a-aktinin

protein kinazok ¢és foszfatazok,
novekedésifaktorreceptorok

1.1.4 abra Az EC adherens sejtkapcsolat felépitése. Az adherens kapcsolatokat tobbszintii fehérje-
fehérje kolesonhatasok hozzak létre. A résztvevd fehérjék kiilonbozo jelatviteli utvonalak fehérjéivel is
kapcsolatba 1éphetnek (kinazok, foszfatazok, novekedési faktorok receptorai), melyek az adherens
kapcsolatok dinamikus valtozasait iranyitjak.

1.2 Fehérjék reverzibilis foszforilacidja

Az EC citoszkeletonja és sejtkapcsold struktarai fehérje-fehérje kolesonhatasaik
révén szamos jelatviteli utvonallal vannak szoros kapcsolatban, melyek kialakulasukat,
stabilitdsukat és dinamikus atrendezddésiiket szabalyozzak. Ezen jelatviteli palyak
szerves része a reverzibilis fehérje foszforilacio Ser-, Thr-, illetve Tyr-oldallancokon, ami
az cukaridta sejtekben lezajlo biokémiai folyamatok szabalyozisaban egy alapvetd
jelentdségli poszttranszlacids fehérje modositds. A protein kinazok az ATP y-foszfat-
csoportjat a fehérje specifikus aminosav oldalldncaihoz kapcsoljak kovalens kotéssel. A
foszfat csoport eltavolitasat a protein foszfatdzok katalizaljdk. Ez a reverzibilis fehérje
modositas befolyasolja a fehérjék biologiai aktivitasat, a negativ toltésti foszfatcsoport
jelenléte vagy hidnya ki-bekapcsold szignalként miikodik. A fehérjék foszforilaltsagi
szintjét az adott fehérjére specifikus kinaz(ok) és foszfataz(ok) aktivitdsanak ardnya
hatadrozza meg, amelyeket kiilonbozo jelatviteli palyak szabalyoznak, sok esetben tovabbi
kindzok és foszfatazok részvételével.

A human genom mintegy ~500 protein kinazt kodol, amelyek koziil ~400 Ser/Thr-
oldallancokra specifikus vagy kettds specificitasi (Ser/Thr- és Tyr-oldallancokat is
foszforilal), mig a maradék ~90-100 kindz pedig Tyr-oldallancokra specifikus. A protein
foszfatdzok szama jelentdsen alacsonyabb (~100), amib6l a foszfo-Ser/Thr-oldallancokra
specifikus katalitikus alegységek szdma minddssze 15 [31]. A Ser/Thr-specifikus enzimek
szdmaban mutatkozo jelentds eltérés a két enzimesalad kozott a kindzok és foszfatdzok
kiilonbozd szerkezeti felépitésével és az ebbdl fakadd eltérd szabalyozasukkal

magyarazhat6. Mig a protein kindzok szerkezeti felépitése, aktiv centruma és muiikodési
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mechanizmusuk meglehetdsen hasonld, a kiilonb6zd protein foszfataz tipusok egymastol
eltérd szerkezettel és aktiv centrummal birnak, valamint szdmos esetben szabalyozd
alegységekkel kombindlodnak, ennek megfeleléen a hidrolizis mechanizmusa is

kiilonbozik [32, 33].

1.2.1 Protein kinazok

A protein kindzok gyakran monomer enzimek, amelyek szerkezetében az
aktivitasért felelos katalitikus domén mellett tovabbi, a kindz miikddését szabalyozd
domének vannak jelen. A katalitikus domén 250-300 aminosavbol all, ezen beliil tovabbi
12 konzervalt szub-domént azonositottak. Elnevezésiik gyakran szubsztratjukra vagy
aktivalasi mechanizmusukra utal. A protein kinazokat csoportosithatjuk aszerint, hogy a
foszfatcsoportot a szubsztrat fehérje alkoholos, fenolos vagy mindkét tipusu hidroxil
csoportjahoz képesek hozzailleszteni. gy megkiilonboztetiink Ser/Thr-, Tyr- és kettds
specificitast protein kindzokat. Tovabbd megkiilonboztetiink receptor kindzokat és nem
receptor kindzokat. Masik osztalyozasuk a katalitikus domének aminosav
szekvenciajanak sszehasonlitasan alapul (1.2.1 tablazat) [34]. Ujabb, szintén szekvencia-
homologian alapuld osztalyozds a katalitikus doménen kiviili tovabbi kindz domének
kozotti homologiat is vizsgéalja a human genom 518 fehérje kinaz gén szekvenciajat

felhasznalva [35].

1.2.1 tablazat. A protein kindazok klasszikus felosztdsa

Csoport Néhany alcsoport Képviselok
ciklikus nukleotid fliggd protein kinaz PKA, PKG
1. AGC protein kinaz C PKC (klasszikus és 11j)
G-fehérjéhez kotott receptorok kindzai BARK, GRKS5,6
Ca*'/kalmodulin szabalyozott és rokon Ca’**/kalmodulin fiiggd kinaz,
2. CaMK kinazok foszforilaz kinaz
miozin koénnyiilanc kindz
ciklin dependens kinazok Cdk1-6
3. CMGC Erk (MAP) kinazok Erk1-3
glikogén szintetaz kindz 3 GSK3a és B
Src Src, Yes, Lyn, Lck
4. konvencionalis tirozin Abl Abl, Arg
kinazok
Jak Jak1-3

Az alcsoportok és képviselok tekintetében jelent6sen redukalt csoportositdas Hanks és Hunt (1995) 1.

tablazata alapjan késziilt.
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Az 1.2.1 téblazatban felsorolt négy kinazcsoportbél minddssze néhany, az
értekezésben jelentdséggel bird kinaz kertil emlitésre.

Az AGC csoport neve két ciklikus nukleotid fiiggd enzim, a PKA ¢és PKG, valamint
a PKC csalad jelentds képviseldire utal. Tagjai jellemzden olyan Ser/Thr-oldallancokat
foszforilalnak, amelyek bazikus aminosavak, Arg és Lys, kozelében talalhatoak a
szubsztrat szekvenciajaban. A PKA két katalitikus és két gatlo regulator alegységbdl allo
tetramer. Ha az intracellularis cAMP szintje megnd, a cAMP kotédik a regulator
alegységekhez, ezaltal az enzimkomplexbdl a katalitikus alegység disszocidl és
felszabadul a gatlas alol.

A Ca*'/kalmodulin fiiggé protein kindzok (CaMK) szintén bazikus aminosavak
kozelében foszforilaljak szubsztratjukat. Ezeket a kinazokat a Ca®"/kalmodulin kotédése
aktivalja egy, a katalitikus domén C-termindlis oldalan elhelyezkedd kisméretii
doménhez. A csoporthoz tartoz6 miozin konnytilanc kinaz katalizalja a miozin II 20 kDa-
os konnytilancanak foszforilaciojat.

A CMGC csaladra jellemzd, hogy Pro kozelében foszforilalnak. A glikogén
szintetaz kinaz 3 (GSK3p) legtobb szubsztratja eléfoszforilalt fehérje. Ez az tgynevezett
,priming” hely a foszforilalandé aminosavtdl 4-5 aminosav tavolsagban, a C-terminalis
iranyéaban helyezkedik el [36].

A konvencionalis Tyr kindzok csaladjaba tartozik a Src kindz, ami egy nem-
receptor tirozin kinaz. Szerkezeti felépitésére jellemzd, hogy a katalitikus doménjétél N-
terminalis irdnyban SH2 és SH3 domének talalhatoak, melyek a kindz fehérje-fehérje
kolcsonhatasaiban jatszanak szerepet. Az SH2 domén pY-E-E-I motivumhoz kotddik, az

SH3 esetében van variabilitas, de legjellemzébben a PxxP motivumhoz kapcsolodik [37].

1.2.2 Protein foszfatazok

A protein foszfatdzok harom nagy csoportja eltéré géncsalddokat reprezental [16].
A PPP (foszfoprotein foszfatdz) és PPM (fémion-fliggd foszfatdz) csalad tagjai foszfo-Ser
¢s foszfo-Thr oldallancokat defoszforilalé Ser/Thr-specifikus foszfatazok. A PTP, foszfo-
Tyr-specifikus foszfatazok foszfo-Tyr oldallancot defoszforilalnak. A PTP csaladon
beliili alcsaladhoz tartoznak a kettds specificitasu protein foszfatazok is, melyek mind a
foszfo-Ser/foszfo-Thr, mind a foszfo-Tyr fehérje oldallancok defoszforilacigjat

katalizaljak [38].
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1.2.2.1 Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok

A PPP és PPM csaldd klasszikus képviseldinek elnevezése még a Ser/Thr-
specifikus protein foszfatazok biokémiai tulajdonsagain alapuld osztalyozasukat tiikrozi.
Szubsztratspecificitdsuk ¢és inhibitor fehérjékkel vald gatolhatéosaguk alapjan protein
foszfatdz 1 (PP1) és protein foszfataz 2 (PP2) tipusokat kiilonboztettek meg [39]. A PP2
enzimek fémion fiiggés alapjan PP2A, PP2B és PP2C altipusokat képviselnek. A PP1,
PP2A ¢és PP2B foszfataizok a PPP csaladba tartoznak, erdsen konzervalt katalitikus
doménjiik 40-60% azonossdgot mutat. Ugyancsak ide sorolhatéak a PP4, -5, -6 és -7
protein foszfatazok. Frdekes médon a masik, PPM géncsaladhoz tartozdo PP2C
szekvencidja ugyan eltérd, de harom-dimenzids szerkezete figyelemre méltéan hasonl6 a
PPP csalad tagjainak szerkezetéhez [40].

A PPP foszfatazok sokoldalusaga tobb alegységbdl allo szerkezetiiknek koszonheto.
A katalitikus aktivitasért felelos alegység mellett a regulator alegységek (R) nagyszamu,
valtozatos méretli €s szekvenciaju fehérje arzendljabdl is jelen van egy vagy tobb a
holoenzimekben. A regulator alegységek a megfeleld helyre és/vagy szubsztratokhoz
iranyitjak a foszfatazt és szabalyozzak aktivitdsukat. Az 1.2.2 tablazat a klasszikus PPP

foszfatazokrol ad attekintést [16].

1.2.2 tablazat. A PPP foszfatdzok klasszikus kepviseldi: alegységek, izoformak, elnevezés

‘ Roviditett név Alternativ név Izoformak Gén (HUGO)
Protein foszfataz 1 PP1
Katalitikus C alegység PPlc a, B, yl, -2 PPPICA, -B, -C
Regulator alegységek (valogatas) R
Miozin foszfataz targeting alegység MYPT MBS MYPTI1, -2 PPPIRI2A, -B
Miozin kot6 alegység 85 MBSS85 p85 PPP1R12C
Miozin foszfatdz targeting alegység MYPT3 PPPIR16A
TGFB-gatolt membranhoz kot6d6 TIMAP PPP1R16B
fehérje
Protein foszfatiz 2A PP2A
Katalitikus C alegység PP2Ac a, B PPP2CA, -B
A- regulator alegység PP2Aa PR65 a, B PPP2RIA, -B
B-regulator alegységek
B alegység PR52 o, B, v, 0 PPP2R2A-D
B’ alegység B56 o, B,v, 90, ¢ PPP2R5SA-E
B” alegység PR72, PR130 a, B PPP2R3A, -B
Protein foszfatiz 2B PP2B
Katalitikus A alegység Kalcineurin A o, B,y PPP3CA, -B, -C
B regulator alegység Kalcineurin B a, B PPP3R1, -2

Csortos és mtsai (2007) 1. tdblazat alapjan.
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Az egyes PPP foszfatdz tipusok in vivo és in vitro szubsztratspecificitisa
kiilonbozik, az utdébbi tobbnyire szélesebb, ami az enzimaktivitdsok vizsgalatat,
megkiilonboztetését megneheziti. Az in vitro mérések soran a foszfatdz tipusok
elkiilonitésére specifikus gatld toxinokat alkalmaznak. Az okadansav és a calyculin A
példaul a PP1 és PP2A hatékony gétldszere nanomolos koncentracidban. Az okadansav a
PP2B-t csak nagyobb koncentracidoban (ICsp=5uM) gatolja, a PP2C aktivitasa pedig nem
érzékeny erre a toxinra [41]. Tovabbi eloény, hogy az okadansav a PP1-re (ICsc=20nM) és

PP2A-ra (ICs50=0,2nM) kifejtett gatld hatésa is eltéro.

1.2.2.1.1 Protein foszfataz 1

B szendvics

kis hélix-
domén

‘.’ Konzervalt aminosavak a PPP enzimek aktiv centrumaban
N124

\H248 f,\.// PP1 D64 HE6 D92 Ni124 H173 H248
H173 ;J A PP2A D57 H59 D85 N117 H167 H241
e M4 D92 PP2B D90 H92 D118 N150 H199 H281
) 4 PP4 D54 H56 D82 N114 H164 H238
oy > PP5 D242 H244 D271 N303 H352 H427
HE6 PP6 D53 H55 D81 N113 H163 H237
PP7 D84 H86 D113 N149 H197 H303

1.2.1 abra A protein foszfataz 1 katalitikus alegység szerkezete és konzervalt aminosavak az aktiv
centrumban. A PP1c harom doménje (kék) a molekula felszinén egy Y alaku arkot hoz 1étre (r6zsaszin).
Az itt talalhato katalitikus centrumban az abra alsé részén bemutatott aminosav oldallancok koordinaljak
a Mn”" és Fe*" ionokat (piros gémbok). Az abra felsd része a PP1 specifikus gatloszere, az okadansav
(sarga és fekete) kotddését is bemutatja.

Shi (2009)

A PP1 az egyik legkonzervaltabb eukariota fehérje, a Ser/Thr specifikus foszfatazok
egyik legjelentdsebb képviseldje, mely szinte valamennyi eddig vizsgalt sejttipusban

expresszalodik. Két a-hélix és egy [-redd taldlkozasanal, egy Y alaka &rokban

helyezkedik el az aktiv centrum, amelyben két fémion, Mn*" és Fe*" jelenlétét detektaltak.
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A fémionok koordinalasadban esszencidlis harom His, két Asp és egy Asn aminosavak a
PPP csalad tagjaiban konzervaltak (1.2.1 ébra) [42-45].

A katalitikus alegység négy izoformaja (a, B vagy o, yl és y2; a B vagy 0 jelolés
ugyanarra az izoformara vonatkozik, a szakirodalomban mindkét jel6lés hasznélatos) [46,
47] a regulator alegységek egy-egy csoportjadhoz kothetd. A PP1 holoenzimek tobbsége
két alegységbdl allo dimer. Az egyes holoenzimekben a katalitikus és regulator alegység
kozotti kolesonhatas fontos szerepet jatszik a PP1 miikdodésében, a katalitikus aktivités
szabalyozasan til meghatdrozza a holoenzim mas fehérjékkel vald kolcsonhatdsat,
specificitasat ¢és lokalizacigjat. A PP1 R alegységeinek becsiilt szdma 50 ¢és 100 kozott
van. Méretilk és aminosav szekvenciajuk nagyon eltéré lehet, de csaknem mindegyik
szerkezetében megtalalhatd egy rovid motivum, (R/K)VxF, amit PP1c kétdmotivumnak
neveziink [48]. A PP1 kiilonb6z6 holoenzim formainak kdészonhetd széles szubsztrat-
specificitasa révén kiemelkedden fontos szerepet jatszik szamos élettani folyamatban,

mint példaul a sejtciklusban, fehérje szintézisben és apoptdzisban.

1.2.2.1.2 Protein foszfataz 24

A Ser/Thr-specifikus foszfatdzok masik legjelentésebb képviselgje a PP2A,
bizonyos szdvetekben a sejtek teljes fehérjetartalméanak akar 1%-4at ez a fehérje teszi ki. A
katalitikus alegység (PP2Ac) két izoforméja (a és PB) ismert emlds szovetekben [49]. A
PP2Ac expresszioja autoregulacidoval szabalyozott folyamat, ami a fehérje mennyiségét
allando szinten tartja [50]. A PP2A a katalitikus alegység és két regulator - A (vagy
PR65) és egy B - alegység komplexébdl all. Az A alegység szerkezeti funkcidval bir,
erdsen kotddik a katalitikus alegységhez. Ehhez a dimerhez kapcsolodik a valtozatos
harmadik, B alegység (1.2.2 tablazat, 1.2.2 abra).

Emlds szovetekben az A alegység két izoformdja, a és P, fordul eld, melyek
els6dleges szekvencidja 86%-ban megegyezik. Northern blot vizsgalatok alapjan
megallapitottak, hogy a [ izoforma expresszids szintje alacsony [51]. Human
daganatokban az AP mutdns formai jelentek meg, melyek nem tudnak kapcsolodni a
PP2A C ¢és B alegységeivel [52, 53]. Az A alegység 15 egymast kovetdé HEAT
(huntingtin-elongation-A alegység-TOR) ismétlédésbdl all, a fehérje harmadlagos
szerkezete aszimmetrikus és elnyujtott C betlire hasonlit [54]. Mindegyik HEAT

ismétlddés két a helixbdl all. A katalitikus alegység az A alegység C-terminalis végén a
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11-15-6s HEAT ismétlddésekhez erdsen kapcsolodik és feltételezik, hogy a katalitikus
alegység a sejtekben csak az A alegységhez kotddve fordul el6 (1.2.2 abra).

Balegység
szerkezeti

A alegység

katalitikus
Calegység

1.2.2 dbra A protein foszfataz 2A holoenzim szerkezete. A szerkezeti A alegység C-terminalis részéhez
kotodik a katalitikus C-alegység, N-terminalis régioja pedig a B regulator alegységgel kapcsolodik, ami
a C alegységgel is kolcsonhat.

Shi (2009)

A PP2A holoenzim harmadik komponense tobbféle molekulatomegli formaban
eléforduld polipeptid, melyet altalanosan B alegységnek neveznek. A B alegységek négy
alcsalddba - B, B’, B”’, B’’’ — tartoznak, melyek képviseldi kiilonb6zd izoformakkal
rendelkeznek, ami a lehetséges holoenzim formak szamat tovabb noveli [55]. Az 55 kDa-
os B alegységet példaul eukaridtakban négy gén kdédolja. Az a és 6 izoformak minden
szovetben eléfordulnak, a 3 és y izoformak els6sorban az agyban taldlhatéak meg [56-59].
A hasonl6 méretli B’ alegység esetében 6t izoformat és szamos splice varianst ismeriink
emlds szovetekben [60, 61]. Mig az A alegységet a holoenzim Osszetartasaért tartjak
feleldsnek, a kiilonféle B alegységek a PP2A holoenzimek szubsztratspecificitdsat és a
sejten beliili lokalizacidjat hatarozzdk meg. Az azonos B alcsaladba tartozo fehérjék
kozépsé része, ami az A és C alegységgel vald kotddésben jatszik szerepet ~80%
azonossagot mutat. Az N- és C-termindlis végzddések azonban jelentdsen kiilonboznek,
ami a holoenzimek funkciobeli valtozatossagat noveli. A sokféleség kdvetkezményeként
a PP2A a sejtekben nagyszamu fehérjével 1€p kolcsonhatdsba és szamos biologiai
folyamatban vesz részt, tobbek kozott a sejtciklusban, a ndvekedésben, a hdsokk

vélaszban, a sejttranszformacioban, a DNS replikacioban vagy az apoptdzisban.
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1.2.2.1.3 Protein foszfataz 2B

A PP2B, vagy kalcineurin, egy Ca’'/kalmodulin-fiiggd fehérje foszfataz, a PPP
csalad legkevésbé variabilis tagja (1.2.2 tablazat). A PP2B az egymdashoz szorosan
kapcsolodo katalitikus A alegységbél (kalcineurin A) és az erésen konzervalt Ca®"-koté B
regulator alegységbdl (kalcineurin B) 4ll, aminek két izoformaja ugyanannak a génnek a
terméke [62, 63]. A katalitikus alegység harom izoformajat harom kiilonb6z6 gén kodolja
[64].

A katalitikus alegység N-termindlis részén taldlhat6 a katalitikus domén. Ezt koveti
a B alegység kotéséért felelés domén, majd a kalmodulin-ko6t6 és autoinhibitor domének.
Ca’" hianyaban az autoinhibitor domén a katalitikus felszinhez kétddve gétolja az enzim
aktivitasat. A Ca’" koncentracié megemelkedésével az ionok kotédnek a kalmodulinhoz
és a B alegységhez, a Ca®/kalmodulin kapcsolodhat az A alegységhez, ami konformacio
valtozést okoz, az autoinhibicid megsziinik, a foszfataz aktivalodik [65]. A kalcineurin
esszencidlis a T-sejt aktivacioban, az idegrendszer kifejlodésében ¢és megfeleld

miikodésében, de mas €lettani folyamatokban is leirtak részvételét.

1.3 Reverzibilis fehérje foszforilacio az endotél barrier szabalyozasaban

A simaizom kontrakcio6 klasszikus elmélete szerint az izomdsszehuzddas-relaxacid
a miozin II 20 kDa-os kénnytilancaban (MLC) a Ser19 és Thr18 aminosavak Ca*"-fiiggd
reverzibilis foszforilacidjatol fiigg. Az MLC-t a Ca®/kalmodulin (CaM)-fiiggé miozin
konnytilane  kindz (MLCK) foszforildlja, ami aktin-miozin kolcsonhatast ¢és
sejtkontrakciét indukal nemizom és simaizom sejtekben. A Ca®’-koncentracio
csokkenésével a kinaz-foszfataz aktivitas ardny a foszfatdz oldaléra billen, az MLC-t a
PP1 tipusu miozin foszfataz defoszforilélja, a sejtek relaxalnak (1.3.1 abra).

A simaizom kontrakci6 a Ca’'-koncentraci6 ndvekedése nélkiil, an. Ca*'-
érzékenyitéssel is bekovetkezhet a RhoA/Rho-kinaz utvonal aktivalasaval. A Rho kinaz
egyrészt az MLC-t, masrészt a miozin foszfatiz MYPT1 regulétor alegységének Thr696
oldalldncat foszforildlja. Ez utobbit gatld foszforildcids helynek is nevezik, ugyanis
foszforilacidja a miozin foszfataz gatlasat okozza, és ezzel indirekt médon segiti az MLC
foszforilacids szintjének emelkedését (1.3.1 abra) [66-68].

Az endotél sejtek barrier funkcidja, a paracellularis rések kialakulasa fiigg az aktin

citoszkeletonhoz kothetd kontraktilis ¢és adhézids erdk egyensulyatol. Ennek
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szabalyozasaban a simaizom kontrakcidhoz hasonldan az aktinhoz asszocidlodo fehérjék

reverzibilis foszforilacidjat katalizald protein kindzok és foszfatdzok vesznek részt.

CaM —>| Ca?"/CaM

RhoK, aktiv |« - - | RhoK, inaktiv
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1.3.1 abra Az MLC reverzibilis foszforilacioja

1.3.1 Az endotél miozin konnyiilanc kindz

MLC foszforilacio és az MLCK aktivitas kozponti szerepét koran felismerték [69-71]. Az
MLC gyors foszforilaciojat és az EC monolayer megndvekedett permeabilitdsat mutattak
ki aktiv MLCK fragmentum kozvetlen EC-be val6 juttatdsa utan, valamint gyulladaskeltd
agonistak, trombin €s hisztamin hatasara, amit az MLCK gatlasa mérsékelt [72-76].

Az endotél MLCK biokémiai vizsgalataval és klonozasaval egy 214 kDa méretii
fehérjét azonositottak (EC MLCK) [77-79]. Simaizom MLCK-hoz (SM MLCK)
hasonlitva az EC MLCK mérete nagyobb, az N-terminalisan egy olyan 922 aminosavbol
allo szakasz van, ami a SM MLCK-ban nem taldlhato meg. A fehérje C-terminalis
részének domén szerkezete megegyezik a kisebb méretli kinaz szerkezetével, és aminosav
szinten is >90% az azonossag (1.3.2 abra). Az EC MLCK tobb splice varians formajat
klénoztak, melyek koziil dominansan az EC MLCK-1 és 2 expresszalodnak [80]. Az EC

MLCK N-termindlisan a 922 aminosavbol 4all6 szakasz, mely a simaizom és mas
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nemizom sejt MLCK enzimekkel nem mutat homoldgiat, bioldgiai funkcidja munkéank

kezdetén ismeretlen volt.

Autoinhibitor domén

Aktin-koté domén CaM-kot6 domén
|
-CAT | KRP | SMMLCK (150 kDa)
1 1147
caTlf__TXRP] EcMLCK-1 (214 kDa)
1 43 505 923 1914
caTlll__TXRP] ECMLCK-2 (206 kDa)

1 1845

1.3.2 abra Simaizom (SM) és endotél (EC) miozin konnyilanc kindazok (MLCK) vazlatos
doménszerkezete. Szinkod: piros, csak az endotél MLCK-ra jellemz6 N-terminalis szakasz, amelybdl a
2-es variansban a vonalkazott rész hidnyzik; barna, aktin-koto régio; sarga, katalitikus domén (CAT);
fekete, autoinhibitor domén; kék, kalmodulin k6t6 domén; narancssarga, kinase-related protein (KRP)
domén, ami a miozinhoz koétédik.
Az EC MLCK biokémiai vizsgalatai arra utaltak, hogy az enzim aktivitdsa nemcsak
a Ca’/kalmodulin koncentraci6jatél fiigg, de maga a kinaz Ser/Thr foszforilacidja is
befolyéasolja azt [74, 77, 79]. Tyr-kindz ¢és Tyr-foszfataz gatloszerekkel végzett
vizsgalatokbol arra lehetett kdvetkeztetni, hogy Tyr-foszforilacio is szerepet jatszik az EC
barrier szabalyozasdban. Tyr-kindz gatlassal ugyanis mérsékelni tudtdk a trombin-
indukalt MLC foszforilaciot és barrier diszfunkciot [81], illetve Tyr-foszfataz gatldszer
novelte az MLC foszforilacié szintjét EC-ben [82]. Nem azonositottak azonban az érintett
Tyr-kindz/foszfatdz enzimeket és célpontjaikat.
Az EC MLCK szekvenciajaban tobb potencialis Tyr-foszforilacios hely talalhato,
ami felveti annak lehetoségét, hogy az endotél barrier reverzibilis Tyr-foszforilacion

keresztiili szabdlyozdsaban az EC MLCK kulcsszereplé lehet.

1.3.2 Miozin foszfataz az endotél sejtekben

A simaizom miozin foszfatdz a PP1cf katalitikus- és két regulator alegységbdl all.
A nagyobb, ~130 kDa méretli regulator alegység, a MYPT1 (myosin phosphatase target
subunit 1) szerkezetét és részvételét a miozin foszfatdz szabalyozdsdban részletesen
leirtak (lasd 1.3.2.1 fejezet), a masik 20 kDa-os regulétor alegység (M20) funkcidja nem
ismert [83, 84].
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Specifikus PPP gatloszerekkel (okadansav és calyculin A) végzett vizsgéalatok a
PP1 aktivitas dominans szerepére utaltak az endotél MLC defoszforilaciojaban [16, 85,
86]. A PP1 géatlas hatasara megndtt az MLC foszforilacios szintje és EC frakcionalassal a
EC kontrakciot kivalto trombin kezelés kovetkeztében viszont a PP1 aktivitas gatlodott és
a miozinban gazdag sejtfrakcioban detektalhatd PP1 mennyisége lecsokkent [86, 87]. Az
endotél miozin foszfataz alegységeit és azok fehérje kolcsonhatdasait azonban nem

jellemezték.

1.3.2.1 A MYPT fehérjecsalad

A MYPTI1 szadmos szovetben expresszalodik, legnagyobb mennyiségben a
simaizomban mutattak ki [88]. Egyetlen gén kodolja, de a szovetekben eltérd alternativ
splicing eredményeként kiilonb6z0 formai jelenhetnek meg. Az N-terminalis részén
talalhaté **KVKF*® PPlc kotémotivummal kapcsolodik elsédlegesen a PP1 katalitikus
alegység P izoformdjahoz ¢és a C-termindlishoz kozeli részén koti az M20 alegységet, C-
terminalisan pedig egy leucin cipzar motivum van. A MYPT1 két nukledris lokalizacios
szignalt és hét ankirin ismétlédést is tartalmaz [89], utdébbiak a foszforilalt miozin
konnytilanccal valé kdlcsonhatasban jatszanak szerepet (1.3.3 dbra). A fehérje kozépso/C-
termindlis fele, amit autoinhibicids doménnek 1is tartanak [90], tobb helyen
foszforilalhat6. A leginkabb jellemzett ,,gatlo” Thr696 oldallanc foszforilacigjat tobb
kinaz, példaul Rho kindz is katalizalhatja, €s ez a miozin foszfataz gatldsat okozza [91-
93]. A gatlo hely defoszforilacidjaért a PP2A és PP2B foszfatazokat tartjak felelosnek
[94, 95]. A miozin foszfatdzt olyan kisméretli inhibitor fehérjék is gatolhatjak, mint
példaul a CPI-17, amelynek gatld hatasat a Thr38 oldallancan torténd, PKC kinaz altali
foszforilacigja jelentdsen noveli [96].

A MYPTl-et és a vele jelentds szerkezeti rokonsdgot mutatd tovabbi fehérjéket,
melyek nem a MYPTI splice varidnsai, hanem eltéré gének termékei, az tgynevezett
MYPT fehérjecsaladba soroljuk (1.3.3 &bra) [16]. A MYPT2, MBS85, MYPT3 ¢és a
TIMAP feltételezhetéen szintén a PPl regulatoraiként funkciondlnak. Méretben ¢s
szekvenciadban is hasonld6 a MYPTIl-hez a 110 kDa-os MYPT2 [97]. A MYPTI
simaizomban és nemizom sejtekben, a MYPT2 pedig vaz- és szivizomban, valamint az
agyban expresszalodik domindnsan. Az MBS85 a MYPTI1-nél kisebb méretli fehérje,

amit human genomi kdnyvtarbol klonoztak. A MYPT1-re jellemzd szerkezeti elemeken
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tul, melyek a PP1lcB-hoz vald kotddéséhez sziikségesek, a Thr696 gatlo foszforilacios
hellyel ekvivalens Thr oldallancot is tartalmazza [98].
Gatlo foszforilacios hely

PP1c kdtédmotivum Thr696 Leucin
Ankirin ismétlédések | Cipzar

Human MYPTI1

Human MYPT2
Thr560
MBSS85
782
Prenilacios
motivum(CaaX)

MYPT3 :

! e Ro, .
TIMAP

1 567 aminosav

1.3.3 abra A MYPT fehérjecsalad tagjainak vazlatos szerkezete.

A MYPT3 és a TIMAP mérete 58, illetve 64 kDa. Mindkét fehérjében megtalalhatod
az N-terminalishoz kozeli PP1c¢ kotomotivum ¢€s az azt kovetd ankirin ismétlodések [99,
100]. A MYPT1 Thr696 gatlo foszforilacios helyével ekvivalens aminosav oldallancot
nem azonositottak egyik fehérjében sem. C-termindlisuk is eltér a csalad tobbi tagjatol,
lehetévé. A MYPT3 ¢és a PPlc kolcsonhatasat 3T3-L1 adipocita sejtlizatumokban
mutattak ki [99].

A TIMAP (TGF-B1 inhibited membrane associated protein) fehérjét glomerulalis
endotél sejtekben azonositottak reprezentaciés differencial analizis soran [100]. TGF-B1
jelentésen csokkenti a TIMAP mRNS szintjét, ezért feltételezhetd, hogy a TIMAP-nak
fontos szerepe lehet az endotéliumban tortént TGF-Bl1 okozta valtozasok
helyreallitasaban. Mas sejttipusokkal Gsszehasonlitva a TIMAP expresszios szintje az
endotél és hematopoetikus sejtekben igen magas. Patkany szovetek immunhisztokémias
festése alapjan a TIMAP a vaszkularis endotéliumban taldlhatd meg a legnagyobb

mennyiségben [100].
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A MYPT fehérjékhez valo hasonlosag alapjan feltételezheté volt, hogy a TIMAP is
szabalyozhatjia a PPlc-t, de lehetséges élettani szerepérdl és kélcsonhato partnereirdl
kevés informacié dll rendelkezésre. Eleszté és bakterialis két-hibrid rendszer segitségével
n¢hdny lehetséges fehérje partnerét azonositottdk. A 37/67-kDa méretli laminin
receptorrdl (LAMRI1), ami az extracellularis matrix glikoproteinek csaladjaba tartozo
lamin fehérjékkel all kdlcsonhatasban, kozvetett bizonyitékok alapjan feltételezték, hogy
egy TIMAP-fiiggé PPlc szubsztrat lehet [101]. A TIMAP potencidlis fehérje

kolesonhatdsainak fiziologids jelentdségét azonban nem tanulményoztak.

1.3.3 Protein foszfataz 2A és a citoszkeleton

Az endotél sejteken PPP gatloszerekkel végzett korai kutatdsok arra hivtdk fel a
figyelmet, hogy az EC citoszkeleton ¢€s barrier funkcidé szabéalyozdsdban az MLC
foszforilacigjatol fliggetlen mechanizmusoknak is szerepiik van, melyekben a PP2A-nak
lehet funkciodja [85, 102]. A PP2A az MLC defoszforilacidjaban in vivo nem vesz ugyan
részt, de tobb, a citoszkeletonhoz kapcsolodo fehérje defoszforilaciojat katalizalja [16].

Neuroblastoma sejtekben a vimentin Rho kinéz altali foszforilacidja kdvetkeztében
az intermedier filamentumok felbomlanak, ezt a folyamatot a PP2A teszi reverzibilissé
[103]. Fibroblaszt sejteket PP2A inhibitorral kezelve ugyancsak vimentin foszforilacios
szint emelkedést tapasztaltak [104]. Aktin-kotd fehérjéket, kaldezmon, kofilin és HSP27,
valamint a mikrotubulusokkal asszocialédd tau fehérjét is a PP2A citoszkeletalis
szubsztratjaiként irtak le mas sejttipusokban [105-109]. Az els6sorban idegi sejtekben
jellemzett tau fehérje foszforilacidja befolyasolja a tau mikrotubulusokra kifejtett
stabilizald hatdsat. A tau tobb foszforildlhatdé Ser oldalldnca koziil a Ser262-rdl
kimutattdk, hogy annak foszforilacidgja  gyakorlatilag megsziinteti a tau
mikrotubulusokhoz vald kotodését [110, 111]. A mikrotubulusok és a PP2A kozotti
asszociaciot és a PP2A mikrotubulusokat stabilizaldé hatasat, tovabba ebben a PP2A
alegység Osszetételének jelentdségét tobb munka igazolja [112-115].

Endotél sejtekben a mikrotubulusok ¢és a PP2A ko-lokalizacidjat talaltdk, am
karcinoma-eredetii angiogenetikus faktorok a PP2A eloszlasat diffizabba tették, a
mikrotubulusok pedig feloldodtak [116]. Vaszkularis endotél sejtekben oxidativ stressz
kovetkeztében a p38 MAP-kinaz utvonal aktivalodasat, a HSP27 fehérje foszforilacijat
¢és F-aktin kialakulasat figyelték meg [117]. Az el6z6ekben leirtak alapjan a folyamatot a

PP2A teheti reverzibilissé. Bar a jelatviteli folyamatok részletei még nem ismertek,
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mindezek azt sugalljak, hogy a PP2A aktivitas az endotél citoszkeleton szerkezetének

szabalyozasaban esszencialis.

1.3.4 Sejtkapcsolo fehérjék és a PPP foszfatizok

Az endotél sejtek adherens ¢és szoros kapcsolatait alkoté fehérjék
kapcsolodasat/kolcsonhatasat befolydsolja a résztvevok Ser/Thr és Tyr oldallancainak
foszforilaltsaga. Akar ugyanazon fehérje Ser/Thr és Tyr foszforilacidja is jelentds lehet a
sejtkapcsold strukturdk kialakuldsdban és atrendezddésében. Rekombinans E(epitél)-
kadherin ¢és [-katenin adherens sejtkapcsold fehérjék felhasznalasaval kotodési
vizsgalatokat végeztek. A [-katenin Tyr foszforilacidja csokkentette kotddését a
kadherinhez, ami arra utal, hogy a két fehérje kolcsonhatasa foszforilacioval szabalyozott.
Muténsokkal végzett transzfekcios kisérletek eredményeibdl tovabba arra kovetkeztettek,
hogy a p-katenin Tyr654 foszforilacidja az adherens kapcsolatok felbomléasakor
kovetkezik be [118]. A B-katenin szerkezetében az N- és C-terminalis doménjei kozott
helyezkedik el egy 12 armadillo ismétlédésbdl allo kozponti domén, amely a B-katenin
fehérje kolcsOnhatasaiért felelds [119], és tartalmazza a Tyr654-es oldallancot is. A
kadherin fehérje tobb Ser oldallancon is foszforilalhatd kazein kinaz II és GSK3p
kinazokkal [120]. E-kadherin ¢és [-katenin komplex kristalyszerkezeti vizsgalataval
megallapitottak, hogy az E-kadherin Ser foszforilacigja eldsegiti a stabil komplex
kialakuldsat [121]. A pB-katenin fehérjén is szdmos Ser/Thr foszforilacidos helyet
szerepet [122]. Kazein kinaz I és GSK3p altali foszforilacidja a fehérje ubiquitinalasdhoz
¢s lebomlésdhoz vezet [123, 124]. PKA ¢és Akt kindzok a B-katenin Ser552 és -675
oldallancait foszforilaljadk, amelynek kovetkeztében a fehérje megemelkedett
transzkripcids aktivitasat tapasztaltak [125, 126].

A sejtkapcsolo fehérjék defoszforilacidjarol, a szabdlyozasban szerepet jdtszo
protein foszfatazokrol azonban keveset tudunk. Okadansav és calyculin A bdrsejtek sejt-
sejt kapcsolatait felbontotta és a B-katenin Ser/Thr foszforilacios szintje is megnétt [127].
Az alkalmazott PPP toxin inhibitorok koncentracidja azonban nem teszi lehetévé a PP1 ¢és

a PP2A aktivitasok elkiilonitését.
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1.4  Adaptor fehérjék

A sejtek Osszetett jelatviteli Gtvonalai a fehérjék poszttranszlaciés modositdsan
alapulnak, ami szamos fehérje integralt kolcsonhatasat koveteli meg. Az adaptor vagy
allvany fehérjék specifikus fehérje kolcsonhatasok, jelatviteli fehérje komplexek
kialakulasat segitik a sejt kiilonb6zd, de meghatirozott szubcellularis régioiban.
Enzimatikus aktivitassal jellemzden nem rendelkeznek, ellenben lehetévé teszik a
hozzajuk kotddd mas fehérjék parbeszédét, és ezzel a jelatvitelt segitik. A kiilonbozd
adaptor fehérjék eléfordulasa lehet szovetfiiggd, de széles korben is expresszalodhat
ugyanaz az adaptor. Az adaptor fehérjék domén szerkezete jO Osszhangban van
funkciojukkal, kiillonbozé fehérje-kotd doméneket tartalmaznak, amelyek a fehérje-
fehérje kolcsonhatasokért feleldsek. Ezek a domének specifikus partnerekkel
kapcsolodhatnak, ezaltal a domén tipusa befolyasolja azt is, hogy milyen jelatviteli
utvonalban vehet részt egy adott allvany fehérje.

A fejezet az értekezés alapjat képezd vizsgalatainkban jelentdséggel bird adaptor

fehérjék jellemzd tulajdonsagait foglalja dssze.

1.4.1 RACKI

Az er6sen konzervalt RACKI1 (receptor for activated C kinase 1) adaptor fehérje
elnevezése az aktiv konformacidban 1évé PKCpII-vel vald kolcsonhatasara utal [128-
130], de ma mar szamos egyéb kolcsonhato partnere ismert [131-135]. A human RACKI
fehérjét a GNB2L1 gén kodolja [136, 137]. A RACK1 mind a hét tgynevezett WD
ismétlodo szerkezeti eleme ~40 aminosavbol all, melyek tébbnyire Trp-Asp (WD)
dipeptiddel végzddnek. A fehérje haromdimenzids szerkezetét ez a hét WD ismétlodés
hatdrozza meg, amelyek propeller-szeriien rendezédnek (1.4.1 4bra) [138]. A WD-
ismétlédésekbdl allo fehérjék kiilonbozo jelatviteli folyamatokban jatszanak szerepet, €s
akar tobbszoros fehérje kolesonhatasokra is képesek [139].

A RACKI is szamos jelatviteli folyamat résztvevoje. PKC aktivalas soran példaul a
Src tirozin kinazzal ko-lokalizal a plazmamembrannal. Egyrészt szubsztratja, masrészt
kotédik is a Src-hoz és gatolja annak aktivitdsat [135, 140, 141]. Stressz hatisara a
RACKI1 stressz szemcsékben koncentralodik és a MAPK utvonalon keresztiil gatolja az
apoptozist [142], de a cAMP/PKA jelatviteli palyaval is kapcsolatban all [143-146]. A

RACK1t6bb transzmembran receptorral is kdlcsonhat, mint példaul az androgén receptor
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[131], a B-integrin receptor [147], vagy az inzulin-szerli novekedési faktor receptor (IGF-

1) [148], tovabba ioncsatornakhoz is kotédik [ 149, 150].

Human RACK1

wd 1 MTEQMTLRGTLKGHNGWVTQIATTPQFPDMILSASRDKTI IMWKLTRD
ETNYGIPQRALR JWDLTTG
TTTRRFV TLGVC

wd 4 KYTVQDESHSEWVSCVRFSPNSSNPIIVSCGW'DKLVHWN_LANCKLK

wd 5 TNHIGHTGYLNTVIVSPDGSLCASGGKDGQAMLWDLNEG

wd 6 KHLYTLDGGDIINALCFSPNRYWLCAATGPSIKIWDLEGKIIVDEL

wd 7 KQEVISTSSKAEPPQCTSLAWSADGQTLFAGYTDNLVRVWQVTIGTR

1.4.1 abra A RACKI p-propeller szerkezete. Az abra alsdé részén a human RACKI aminosav
szekvenciajaban a hét WD ismétlédés szines betiikkel van kiemelve.
Adams (2011)

1.4.2 NHERFI/EBP50 és NHERF? fehérjék

Az NHERF (Na'/H™ exchanger regulatory factor) fehérjecsaladba négy adaptor
fehérjét sorolnak, ezek az NHERF1/EBP50, az NHERF2/E3KARP, az NHERF3/PDZK 1
¢s az NHERF4/IKEPP. A csaldd tagjai ketté vagy négy PDZ fehérje interakcids domént
tartalmaznak (1.4.2 4bra) [151, 152]. A domén elnevezése arra a harom fehérjére utal,
amelyekben eldszor azonositottak: PSD-95 (post-synaptic density protein of 95 kDa), Dlg
(Drosophila discs large protein) és ZO1 (zonula occludens 1). Ez a ~90 aminosavbol allé
domén szekvencia-fiiggd mddon kotddhet célfehérjéi C-terminalis részéhez és 6sszekotd
kapocsként miikodik a fehérje-fehérje kdlesonhatasokban, de homodimerizaciora is képes
[153-155]. Az NHERF fehérjéket elsddlegesen az Na'/H' cseréld-3 (NHE3) fehérjére
kifejtett esszencialis szabalyozo szerepiik kapcsan tanulmanyoztak epitél sejtekben [156,
157]. Egyre inkabb elfogadott az a nézet, hogy a sejt mas jelatviteli folyamataiban is
kozremiikddnek, erre utal tobbféle elnevezésiik is [158-160].

Az EBP50 ¢és az NHERF2 elsédleges szekvencidja 57%-ban azonos, domén
szerkezetiik pedig egyforma (1.4.2 abra) [161, 162]. Az EBP50 és az NHERF2 is
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esszencidlis komponense az NHE3/ezrin/cAMP fiiggd protein kindz II multifehérje
komplexnek, amely az iontranszportot az NHE3 foszforilacidjaval gatolja [163, 164].
Valoészintinek tartjak, hogy az EBP50 ¢és az NHERF2 szerepe az NHE3 szabalyozasaban

szerv- és szovetspecifikus [165].

ERM-koto
domén NHERF1
e ey
PDZ
e (EBP50)
- S NHERF2
PDZ
s (E3KARP)

amwe  __mee __mee o NHERF3
PDZ PDZ PDZ PDZ (PDZK1)
ST _mee  _smee e NHERF4
L Y g 1 M el ) gy ) g (IKEPP)

1.4.2 abra Az NHERF fehérjék domén szerkezete.
Cunningham (2010)

Az EBP50 fehérje tobb kindzzal is foszforilalhatd, a foszforilacid pedig
befolydsolhatja a fehérje kolcsonhatasait. A Ser337/Ser338 PKC altali foszforilacidja
elOsegiti az adaptor fehérje oligomerizaciojat [166]. A G-fehérjéhez kotott receptor kinaz
6A pedig a Ser289 foszforilaciojaért felelds, ami a PDZ domének kdlcsonhatasait segiti
[167, 168]. Az EBP50 Ser279 ¢és Ser301 oldallancait a mit6zis sordn a ciklin dependens
kindz 1 (Cdkl) foszforildlja, ami a fehérje oligomerizacidjat gatolja, viszont eldsegiti
kolcsonhatasat mas fehérjékkel [169]. Az EBP50 foszforilaltsaga és a mikrovillusok
kialakuldsa/atrendezddése kozott is talaltak kapcsolatot [170]. Az EBP50-et defoszforilalo
protein foszfatazokat azonban még nem azonositottak. Az NHERF2 fehérjében az
EBP50-nel homolog foszforilacids helyek nem talalhatoak meg, foszforilacidjardl nem
tudunk.

Az EBP50 és az NHERF2 azonos abban, hogy C-terminéalis ERM (ezrin-radixin-
moezin)-kotd doménjiikk van (1.4.2 dbra), ami az NHERF csalad tobbi tagjatol eltérd
szerkezeti elem [152, 171]. Az EBP50 (ERM-binding phosphoprotein 50) név is az ERM
fehérjékkel vald kolcsonhatasra utal [172]. Az EBP50, NHERF2 és ERM fehérjék
sejttipustol fliggd eltérd expresszids szintje alapjan feltételezhetd, hogy az NHERF ¢és az
ERM fehérjecsaladok interakcioiban az egyes fehérjék preferalt kolcsonhatasokban

vesznek részt [173].
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143 Az ERM fehérjék

Az ERM fehérjék a plazmamembran és az aktin citoszkeleton kozotti kapcsold
fehérjék, ezaltal a sejtkortex stabilizaldsdban vesznek részt, de jelatviteli folyamatokat is
koordinalnak [171]. Kozvetleniil koétddhetnek transzmembran fehérjékhez, adhézids
molekuldkhoz, de a membrannal valo kolcsonhatasukban gyakran adaptor fehérjék is
szerepet jatszanak, mint példaul az EBP50 és az NHERF2 [174]. Emlésokben az ezrin,
radixin és moezin fehérjét harom kiilonb6zd gén kodolja. A fehérjék elsddleges
szerkezete nagyon hasonlo, domén felépitésiik megegyezd (1.4.3 abra) [175]. Ennek

ellenére, szovetspecifikus megjelenésiik és néhany egyéb eltérés alapjan feltételezik, hogy

FERM/N-ERMAD C-ERMAD
FZRIN “
Thr567
RADIXIN 1A 63% -
Thr564
MOEZIN 86% 60% -
lT_hr‘558

F-aktin kot6hely

1.4.3 dbra Az ERM fehérjék domén szerkezete.

Bretscher (2002)
¢lettani funkcidikban eltérések lehetnek [171]. N-terminalis végiikon egy FERM/ N-
ERMAD (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moezin/amino-ERM association domain)
domén van, ezt egy a-helikalis domén koveti, aminek a PKA-val valo kolcsonhatasban
van jelentdsége [176], végiil C-terminalis résziikon talalhatéo a C-ERMAD (carboxy-ERM
association domain) domén. A N-ERMAD ¢és C-ERMAD domének kozott
intramolekularis kolcsonhatas alakulhat ki, ami a kotddo felszineket mas fehérjékkel vald
kolcsonhatés eldl elrejti, igy az ERM fehérjéket inaktiv formaban tartja a citoplazmaban.
Az ERM fehérj¢k C-ERMAD résziikon egy konzervalt Thr oldalldncot tartalmaznak
(ezrin: Thr576, radixin: Thr564, moezin: Thr558) [171]. Ennek a Thr oldallancnak a
foszforilacigja példaul Rho kindz, PKCa vagy PKCBO altal konforméacio6 valtozast okoz, az

intramolekularis kolcsonhatds megsziinik, a fehérje kinyilik és aktiv, kdlcsonhatdsra
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képes formaba keriil. A N-ERMAD transzmembran fehérjék (pl. CD44, ICAM)
intracellularis részéhez vagy allvanyfehérjékhez kotddhet a citoplazméban, a C-ERMAD
pedig az F-aktinhoz kapcsolodik [175].

2. CELKITUZESEK

A tidé mikodésében meghatarozd jelentdségli a vaszkularis endotél sejtek
citoszkeleton szerkezete €s az endotél barrier/gat funkcid. A tiid6 érrendszerének
rendkiviil nagy feliilete az EC barrier kiillondsen érzékeny szabalyozottsagat igényli. A
vaszkularis permeabilitds szignifikans €s hosszan tarté megemelkedése a gyulladasos

betegségek egyik legfobb tiinete.

Az endotél barrier funkci®6 mechanizmusdnak megismerésére iranyuld eddigi
kutatdsok annak Osszetett jelatviteli folyamatokon keresztiil torténd szabalyozasat
igazoltak. Bar ezekrdl a jelatviteli palyakrdl ismereteink még hianyosak, a reverzibilis
fehérje foszforilacid jelentdsége nem kétséges. Az értekezésben Osszefoglalt kisérletes
munka sordn a miozin konnytilanc kinaz (MLCK), valamint a protein foszfataz 1 és 2A
(PP1 és PP2A) enzimek szabalyozésat, funkciojat, lehetséges szubsztratjait, regulator
alegységeit és fehérje kolcsonhatd partnereit tanulmanyoztuk tiidé artéria endotél

sejtekben, hogy a vaszkularis endotél sejtek fizioldgiai miikodését jobban megérthessiik.

Vizsgalataink {6 célkitlizései, megvalaszolando6 kérdései az alabbiak voltak:

e Szerepe lehet-e az endotél miozin konnytilanc kindz szabalyozasdban az enzim
tirozin foszforilacidjanak?

¢ A miozin foszfatdz (PP1-MYPT1) jellemzése tiid6 artéria endotél sejtekben:
» Hogyan befolyasolja a PP1 katalitikus és MYPT1 regulator alegység az
endotél barrier funkciot?
» A MYPTI milyen izoformai vannak jelen az endotél sejtekben?

e Az endotél sejtekben magas szinten expresszaloddo TIMAP fehérje
tanulmanyozasa:
» A TIMAP fehérje a PP1 enzim regulator alegysége? A TIMAP és a PP1
katalitikus alegysége kozotti kolcsonhatas vizsgalata.

» Mia TIMAP élettani funkcidja a vaszkularis endotéliumban?
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e A PP2A enzim lehetséges szerepének tanulmanyozdsa az endotél
citoszkeleton, sejtkapcsold strukturdk és barrier funkcid szabalyozasaban.
» Milyen, a citoszkeleton szerkezetét és az endotél barriert befolyasolo
fehérjék foszforilacids szintjének szabalyozasiaban vesz részt a PP2A a
vaszkularis endotéliumban?

e A PPl és PP2A fehérje-partnereinek vizsgalata tiidé endotél sejtekben €s a

kolesonhatasok jelentdségének feltarasa.

» A TIMAP uj kolcsonhaté fehérje-partnerének azonositasa. Hogyan
befolyéasolja a kolcsonhatd partner a PPlc aktivitasat és az endotél barrier
funkciot?

» NHERF adaptor fehérjék tanulmanyozasa endotél sejtekben. Melyik
Ser/Thr-specifikus protein foszfataz tipus felelés az ERM fehérjékhez kotddo
EBP50 fehérje defoszforilacidjaért?

A felhasznalt tarsszerzos kozleményekbdl kizardlag olyan eredmények szerepelnek az
értekezésben, melyek tervezéséhez és kivitelezéséhez a szerzd jelentésen hozzajarult.
A korabbi és tjabb kozlemények eredményei a logikai Osszefiiggések miatt eredeti

iizenetiik megtartasaval néhany helyen atcsoportositasra keriiltek.

34



dc_894 14

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletekhez hasznalt anyagok, vegyszerek, antitestek, gatloszerek ¢&s
oligonukleotid primerek részletes listdja az értekezés alapjat képezd vonatkozd
kozleményekben megtalalhat6. Hasonloan, az adott kisérletekhez alkalmazott modszerek
részletes leirasa is fellelheté a kozleményekben. Az aldbbiakban 0sszegytijtott kisérleti
metodika az alkalmazott modszereket altalanosan mutatja be. A megadott térfogat,
koncentracio6 és egyéb adatok a konkrét kisérlet jellegétol fiiggden némileg valtozhattak,

egyrészt a kiindulasi minta mennyisége, masrészt optimalizalas kdvetkeztében.
3.1 Pufferek, oldatok
1xPBS: 20 mM Na,HPOy, 115 mM NaCl, pH 7,4

I1xPBST: 20 mM Na,HPO,, 115 mM NacCl, 0,1% Tween-20, pH 7,4

I1xTBS: 25 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,5

IxTBST: 25 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,5

SDS-PAGE futtaté puffer: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,25 mM SDS

5xSDS mintapuffer: 50% glicerin, 10% SDS, 310 mM Tris, 100 mM DTT, 0,01%
brémfenolkék

Transzfer puffer: 120 mM Tris-HCI, 40 mM glicin, 20 v/v% metanol

3.2 Sejtvonalak

A kisérleteinkhez felhasznalt marha tiidé artéria endotél sejteket (BPAEC) a 8.
illetve a 16. passzalasnal szereztiik be az American Type Culture Collection-t6l (ATCC,
sejtvonal CCL-209) és 15-22 passzalasig hasznéltuk fel. A sejteket 10, illetve 20%
héinaktivalt FBS tartalmq, a forgalmaz¢ altal javasolt médiumban tenyésztettiik.

A human tiid6 artéria endotél sejteket (HPAEC) (sejtvonal: CC-2530) és a human
tiidé mikrovaszkularis sejteket (HLMVEC) a 3. passzalasnal szereztiik be (Lonza), és a
forgalmaz¢ éltal javasolt EGM-2 SingleQuots névekedési faktorokkal komplettalt EGM-2
Endothelial Cell Growth médiumban tenyésztettiik és a 8. passzalasig hasznaltuk fel.

Az MCF7 sejteket a European Collection of Cell Cultures (ECACC) cégtol
vasaroltuk, és komplett MEM médiumban tenyésztettiik. A Cos-7, HeLa és HEK 293T
sejteket az ATCC-t6l és az ECACC-t6l szereztiik be, és 10% hoinaktivalt FBS és 1% nem

esszencialis aminosavat tartalmazé6 DMEM médiumban tenyésztettiik.
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3.2.1 Sejtek szinkronizdlasa

A marha tiido artéria endotél sejteket kettds timidin blokkal szinkronizaltuk G1/S
fazisban. A sejteket 16 oran keresztiil 2 mM timidin tartalmu tapoldatban tartottuk, majd
médiumot cseréltiink és 8 oran keresztiil komplett médiumban tenyésztettiik. Az elsd
blokk utan a teljes G1/S blokkot 16 6ran keresztiil 2 mM timidin tartalma tapoldatban
valo kezeléssel kaptuk. A sejteket a G2/M féazisban valé szinkronizdcidohoz 80 ng/ml

nokodazollal kezetiik 14-16 6ran at.
33 DNS konyvtarsziirés

Random hexamer ¢és oligo-(dT) primerekkel késziilt HUVEC A gtll cDNS
konyvtarbol (Dr. David Ginsburg, University of Michigan) az adott génre specifikus
radioaktivan jelzett DNS fragmentumok felhasznéaldsaval héaromszoros szlirés utan

izolaltunk klénokat [177], melyeket plazmid vektorokba szubklonoztunk.
3.4  DNS konstruktok eléallitasa

Bakterialis €s emlds fehérje expressziohoz a DNS konstruktok eldallitdisa HPAEC-
bdl vagy HUVEC-bdl izolalt totdl RNS mintabol RT-PCR-ral, illetve a rendelkezésre allo
kodold DNS szakaszokbdl PCR-ral eldallitott DNS fragmentumok megfeleld expresszios
vektorokba valod szubklonozasaval tortént. A reverz transzkripciohoz oligo-(dT) vagy a
sokszorositando DNS szekvencidja alapjan tervezett primert alkalmaztunk. A PCR-hoz
szintén az adott DNS-re specifikus primereket haszndltunk, melyek 5° végére a
szubklonozashoz sziikséges restrikcids hasitasi helyeket terveztink. A kodoldo DNS
fragmentumok ¢és a megfeleld vektor restrikcios hasitdsa, majd ligalast kovetden a

rekombinans vektorokat JM 109 plazmidfenntart6 E. coli-ba transzformaltuk.

3.5 Rekombinans fehérjék termeltetése
3.5.1 Rekombindns fehérjék eloallitisa baktériumban

Az adott fehérjét kodoldo DNS inzertet tartalmazé pGEX-4T rekombinans plazmidot
E. coli-ba (BL21 (DE3)) transzformaltuk és az expresszid koriilményeit (hdmérséklet,
IPTG indukcid) optimalizaltuk. A fehérje termeltetése utan az 6sszegyijtott baktériumot
lizis pufferben (50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 0,1% Tween 20, 0,2% 2-merkaptoetanol ¢és

protedz inhibitorok) szonikalassal tartuk fel, majd affinitds kromatografiaval izolaltuk a
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rekombinansok fuziés GST tag részét felhaszndlva glutation Sepharose 4B-vel (GE
Healthcare, Piscataway, NJ) a gyartd utasitasait kovetve. A kotédo fuzids fehérjét 10 mM
glutationt tartalmaz6é 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 pufferrel eludltuk.

A GST-moezinrdl a GST-tag eltavolitasat proteolitikus hasitassal végeztiik a gyartd
cég leirasa szerint. 100 pg GST-moezin fizids fehérjét glutation Sepharose-hoz kotottiink
¢és szobahdmérsékleten 16 oran at 1x PBS-ben oldott 1 U trombin proteazzal inkubaltuk.
A hasitast kovetden a mintat centrifugéltuk, a feliiliszobol a moezin melldl a trombin

eltavolitasa p-aminobenzamidin-agar6zzal tortént.
3.5.2 Rekombindns fehérjék tranziens overexpresszidja emlos sejtekben

A megfeleld rekombindns emlds expressziés plazmidokat FuGene, PEI vagy
Lipofectamine transzfekcids reagensekkel juttattuk a sejtekbe a gyartok ajanlasa szerinti
optamilizalt koriilményeket alkalmazva. A sejteket a transzfekcid utan 24-72 6rdban

hasznaltuk fel.
3.5.3 Bakulovirus és adenovirus expresszios rendszerek
3.5.3.1 MLC és MLCK bakulovirus expresszioja

Az MLC, EC MLCK-1, -2 és SM MLCK fehérjéket Bac-To-Bac bakulovirus
expresszids rendszerrel (Life Technologies) termeltettiik a gyartd leirdsa szerint. A
koédold DNS szakaszokat pFastBac Hta bakulovirus donor plazmidba szubklénoztuk, ami
olyan Tn7 elemeket tartalmaz, amelyek lehetové teszik a kozéjiik inzertalt gén iranyitott
coli-ba transzformaltuk, mely tartalmazta a bakmidot és a tranzpozicidhoz sziikséges
fehérjét kodold segéd plazmidot. Ezt kovetden az expresszalandd fehérjék kodold
szekvenciajat tartalmaz6 bakmiddal Sf9, illetve Hi5 rovarsejteket transzfektaltunk, majd
48-72 oraval késébb a tenyésztd folyadékba keriilt rekombinans bakulovirust
osszegyljtottiik. A fehérjék termeltetéséhez 2x10° rovarsejt/ml szuszpenzids kulturat
infektaltunk a bakulovirussal. Az optimalis MOI (multiplicity of infection, 0,1-10) és a
fertdzést kovetd tenyésztési id0 (2-4 nap) a fehérjéktdl fliggden valtozo volt. Ezutan a
rovarsejteket centrifugalassal Osszegy(jtottiik, és felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A
feltart és centrifugdldssal eldtisztitott mintdkbol a His-taggel ellatott rekombinans

fehérjéket affinitds kromatografiaval izolaltuk Ni-NTA oszlopon (Qiagen).
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3.5.3.2 PP24 alegységek és aktiv MYPTI expresszioja adenovirus expresszios

rendszerrel

A PP2A C katalitikus és A regulator alegységének endotél sejtekben torténd
overexpressziojahoz AdEasy adenovirus expresszids rendszert (Stratagene) alkalmaztunk
a gyartdo leirdsa szerint. A fehérjéket kodoldé DNS-eket pShuttle-Ires-hrGFP-2-HA
plazmidba szubklonoztuk, majd azokbol homoldég rekombinacioval pAdEasy-1 viralis
plazmid vektor felhasznéaldsaval adenoviralis rekombindns plazmidokat hoztunk létre. A
linearizalt plazmidokkal AD-293 (Stratagene) sejteket transzfektaltunk és a 10 napos
tenyésztést kdvetden nyers virus preparatumot készitettiink, amellyel AD-293 sejteket
infektaltunk. A kinyert virusokat két egymast kovetd infekcidval tovabb szaporitottuk,
majd a gyartd leirasa szerint tisztitottuk a virust, a virustiter 10'°-10"" pfu/ml volt. Az
endotél sejteket ~90%-os konfluencia elérése utan fertéztik (MOI=10) és a tapoldat
kétszeri cseréjével 48 oran at tenyésztettilk, majd ECIS mérésekben (3.11 fejezet)
hasznaltuk fel. Kontroll kisérletekben Western blot és immunfluoreszcencia segitségével

ellendriztiik a fehérjék expressziojat.

A konstitutivan aktiv MYPT1 mutans (1-300 aminosavak) endotél sejtekben torténd
termeltetésére alkalmas adenovirust (MOI=20) Dr. Fulton (Georgia Health Sciences

University) bocsatotta rendelkezésiinkre.

3.6  Fehérjék sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalata

3.6.1 Immunfluoreszcens vizsgalatok

A 0,2% zselatinnal boritott iveg fed6lemezeken tenyésztett sejteket 1x PBS oldattal
mostuk, majd 3,7% formaldehidet tartalmaz6 1xPBS-ben fixaltuk 10-15 percig. A
feddlemezeket minden Iépést kovetden haromszor mostuk 1xPBS-sel (foszfo-specifikus
antitestek esetében PBS helyett TBS puffert alkalmaztunk) és az egész folyamat
szobahdémérsékleten tortént. A sejteket 0,25-0,5% Triton X-100 tartalmia 1xPBS/TBS-sel
permeabilizaltuk, azutan 2% BSA-t tartalmaz6é 1xTBST-vel blokkoltuk 30 percig. Az
elsddleges ¢s masodlagos antitestekkel, melyeket a blokkol6 oldatban higitottunk, 1 6ran
at inkubaltuk a sejteket. Mosast kovetden a feddlemezeket ProLong Gold Antifade
(Molecular Probes) médiummal targylemezekre rogzitettiik. A masodlagos antitestek

aspecifikus kotodését kontroll kisérletekben ellendriztiik.
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Felvételek készitéséhez Nikon Eclipse TE300 ¢és Carl Zeiss Axiolab-20
mikroszkopot, illetve Olympus Fluoview FV1000 és Leica TCS SP8 konfokalis
mikroszkopokat alkalmaztunk. Kettds jelolés esetén a felvételek paronként, a mintak
azonos részletérdl késziiltek.

EBP50 és PP2Ac fehérjék immunfluoreszcenciaval vizsgalt ko-lokalizaciojat a

Pearson-féle kereszt-korrelacios faktor meghatarozasaval értékeltiik [178].

3.6.2 Immunhisztokémia

Paraffinba dgyazott huméan bor szeletekbdl (5 um) xilénnel kivontuk a paraffint,
majd az jra hidratalt mintdkat PBS-ben tartottuk 10 percig. Ezutan 15 percig 3% H,O,
tartalm metanolban blokkoltuk a peroxiddz aktivitast, és mosas utan kuktdban 0,01 M
natrium-citratban (pH 6,0) hevitettiik két percig, majd 1% BSA tartalmu PBS pufferrel
blokkoltuk a mintakat 1 6ran keresztiil. Az EBP50-re specifikus antitesttel egy ¢jszakan at
4 °C-on, a masodlagos antitesttel pedig 2 oOrdig szobahémérsékleten inkubaltuk a
mintdkat. Mosast kdvetden a feddlemezeket DAPI-t tartalmaz6 ProLong Gold Antifade

(Molecular Probes) médiummal targylemezekre rogzitettiik.
3.6.3 Sejtfrakcionalas

A sejtek citoplazma és sejtmag frakcidinak el8allitasat ProteoJET™ Cytoplasmic
and Nuclear Protein Extraction Kit (Thermo Scientific) felhasznalasaval, a gyartd
ajanlasa szerint végeztilk. A frakcionalds hatékonysagat immunoblottal ellendriztiik, B-
tubulin elleni antitestet hasznaltunk citoplazma markerként és lamin A/C elleni antitestet
magi markerként.

A membran frakci6 kinyeréséhez ProteoJET™ Membrane Protein Extraction Kit-et
(Thermo Scientific) hasznaltunk a gyarto altal ajanlott leirasnak megfeleléen. A membran
frakcio tisztasagat CD31 elleni antitesttel ellendriztiik.

Endotél sejtek mikrotubulusban gazdag, citoszkeleton (F-aktinban gazdag) ¢és
citoszol frakcidit, illetve miozinban gazdag és miozinra depletélt frakcioit Verin €s mtsai
modszerével allitottuk eld [86, 179]. A citoszol, tubulin, aktin ¢és intermedier
filamentumokban (vimentin) gazdag frakciokat Ding ¢és mtsai moddszerével [180]

valasztottuk el az endotél sejtekbodl.
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3.7 In vitro kinaz és foszfataz reakciok
3.7.1 MLCK aktivitas mérése

Az MLCK immunprecipitaitumot vagy a tisztitott rekombinans MLCK-t 50 mM
MOPS, pH 7,4, 10 mM magnézium-acetat, 8§ mM 2-merkaptoetanol ¢s 1 mg/ml BSA
Osszetételll pufferben higitottuk. Szubsztratként rekombinans MLC-t és 0,1 mM [y-
32PJATP-t alkalmaztunk 25 °C-on az eléz6 pufferben, melyet 0,3 mM CaCl,-dal és 1 mM
kalmodulinnal egészitettiink ki. A kindz aktivitasat az MLC szubsztratba beépiilt **P
alapjan, a kinetikai paramétereket pedig SigmaPlot alkalmazasaval hatdroztuk meg. A
szabad Ca”"-ion koncentraciot Imai és Takeda [181] szerint a kovetkezd egyenlettel

szamitottuk:

p[Ca>1=2pH-7,28+10g([EGTA Jpeméresi/[CaCl]pemercsi-1)

3.7.2 Foszforildlt fehérjék eloallitasa

Az MLCK (0,1mg/ml) tirozin foszforilacidjat 75 U/ml p60°* (Upstate) kindzzal

végeztiik [y-?PJATP-vel, Mg jelenlétében a gyartd leirdsa szerint. A p60™*

gatlasara
500 nM PP-2 (Calbiochem) gatloszert alkalmaztunk a mérési kozegben.

32p_yel jelolt foszfo-MLC szubsztratot Kiss és mtsai [182] modszerét kdvetve

allitottunk elo.

A moezin foszforilacidja (0,5 mg/ml) 0,2 mM ATP jelenlétében Rho kinazzal (0,4
U/ml, Upstate) tortént a gyartod altal javasoltak szerint 25 mM glicerofoszfat, 0,5 mM
EGTA, 0,5 mM DTT, 1 uM mikrocisztin LR és 5 mM MgCl, tartalmi 20 mM MOPS
pufferben, pH 7,2.

Vad tipusit GST-TIMAP in vitro tiofoszforilacidja soran a PKA katalitikus
alegységével (200 U/mg szubsztrat) foszforilaltunk 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM
benzamidin, 1 mM PMSF, 2 mM DTT, 1 mM EGTA, 10 mM NaF, 0,05 mM Na-vanadat,
25 mM MgCl, és 0,5 mM ATP-y-S Osszetételli pufferben a forgalmazo leirasa szerint. A
kétszeresen tiofoszforilalt GST-TIMAP eléallitasdhoz a mar PKA-val tiofoszforilalt GST-
TIMAP-ot GSK3p kinazzal (500 U/mg szubsztrat) tiofoszforilaltuk 20 mM Tris-HCl-ot
pH 7.5, 10 mM MgCl,-ot, 5 mM DTT-t és 0,2 mM ATP-y-S-t tartalmaz6 pufferben. A
GST-TIMAP tiofoszforilalt formait feliileti plazmon rezonancia és foszfatdz aktivitas

mérésekben hasznaltuk fel.
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3.7.3 Protein foszfatazok aktivitas mérése
3.7.3.1 Protein foszfataz 24

PP2A katalitikus és/vagy A alegységét overexpresszald endotél sejtekhez lizis
puffert (50 mM Tris, pH=7,5, 0,1 mM EDTA, 28 mM 2-merkaptoetanol) adtunk és
szonikaltuk a mintikat. A foszfataz aktivitast 5 pM [*°P]-MLC szubsztrattal hataroztuk
meg [86]. A PP1 és PP2A enzimek aktivitasanak elkiilonitéséhez a méréseket 1 nM
okadéansav jelenlétében és tavollétében is elvégeztiik, ami ebben a koncentracidban csak a
PP2A-t gatolta. A PP2A aktivitasat a két mérés kiilonbségébdl szamitottuk ki, és a

kontroll mintdkhoz viszonyitva, szazalékosan adtuk meg.
3.7.3.2 TIMAP-PPIc

10 pmol rekombinans PP1cf-t 10 percen at 30°C-on el6inkubaltunk 50 mM Tris,
pH=7,5, 0,1 mM EDTA, 28 mM 2-merkaptoetanol pufferben 10 pmol vad tipusu vagy
mutans GST-TIMAP, tovabba egyszeresen vagy kétszeresen tiofoszforilalt GST-TIMAP,
valamint GST fehérje jelenlétében és tavollétében. A foszfatdz reakciot a P-moezin
szubsztrat hozzdadasaval inditottuk, amit 30 perc utdn forré 5xSDS mintapufferrel
allitottunk le, és a mintakat 10 percig forraltuk. Ezt kdvetden a P-moezin foszforilacios
szintjét Western blot kisérletben ellendriztiik foszfo-ERM-re specifikus antitesttel. Az

eredmények értékelése Imagel 1.42q programmal tortént.

3.8  Fehérje elvalasztas és detektalas

3.8.1 Urea gélelektroforézis

Az MLC foszforilalatlan, egyszeresen, illetve kétszeresen foszforilalt formait EC
lizatumbol Garcia és mtsai [74] modszere szerint urea-PAGE modszerrel valasztottuk el a
foszforilalt formak nagyobb mozgékonysaga, latszolagosan kisebb molekulatomege
alapjan, majd Western blottal, az MLC elleni specifikus antitest felhasznéalaséaval tettiik a

fehérjesavokat lathatova.

3.8.2 SDS-PAGE és Western blot

A fehérjék méret szerinti elvalasztasdt  7-12%-os  SDS-poliakrilamid

gélelektroforézissel (SDS-PAGE), Bio-Rad késziilékkel végeztiik [183]. A gélek
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toménységét a vizsgalni kivant fehérje mérete alapjan hataroztuk meg. A géleken a

fehérje savokat Coomassie Brillant Blue vagy Blue Silver festéssel tettiik lathatova.

Az SDS-PAGE-vel elvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltuk Bio-
Rad késziilekkel. A membran kothelyeinek blokkolasa (5% sovéany tejport vagy 1%
BSA-t tartalmaz6 PBST vagy TBST pufferben, 2 h) utdn a vizsgalt fehérje elleni
specifikus antitesttel, majd a megfeleld peroxidazzal jelzett masodlagos antitesttel
inkubaltunk a gyart6 altal ajanlott higitasban PBST pufferben, illetve foszfo-specifikus
antitestek  esetében TBST-ben. Az immunreaktivitdist mutatd fehérjesavokat
kemilumineszcencian alapulé ECL reagenssel hivtuk eld, az eredményt rontgenfilmen,

vagy Alpha Innotech FluorChem® FC2 Imager segitségével rogzitettiik.

3.9  Fehérje csendesités

PP2A Ba, TIMAP, RACK1 ¢és NHERF2 csendesitéséhez az endotél sejtekben az
adott fehérjére specifikus siRNS-eket (optimalizalt koncentracidoban), kontrollként ON-
TARGETplus siCONTROL nontargeting pool-t alkalmaztunk. A transzfekciohoz
DharmaFECT-4 (Thermo Fisher Scientific) reagenst hasznaltunk szérummentes
tenyésztofolyadékban, melyet 6 ora elteltével komplett médiumra cseréltiink. A sejteket

48-72 6ras tovabbi tenyésztés utan hasznaltuk fel.

3.10 Fehérje kolcsonhatasok tanulmanyozasa

3.10.1 GST pull-down

A GST-taggel fuzionalt fehérjéket tartalmazé baktériumokat 600 pl hideg lizis
pufferben (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.1% Tween 20, 0,2% 2-merkaptoetanol, proteaz
inhibitorok) szonikaltuk (2x45s). A lizatumot 12 000 g-n, 15 percig centrifugéltuk, majd a
feliliszohoz 50 ul glutation Sepharose 4B-t adtunk, és 4°C-on lassi forgatds mellett
immobilizaltuk a fehérjéket. A nem, vagy aspecifikusan kotddo fehérjéket mosassal
eltavolitottuk. Az endotél sejteket 600 pl hideg lizis pufferben felkapartuk, szonikaltuk,
majd centrifugaltuk. A feliiluszot a Sepharose-on immobilizalt fehérjékhez adtuk, majd 2-
6 6ran at hidegben forgattuk. Ujabb mosasok utan a mintdkat 1xSDS mintapufferrel

foztuk.

42



dc_894 14

3.10.2  Anti-V'5 agaroz affinitas kromatogridfia

BPAEC vagy HEK sejteket a vizsgalni kivant fehérjék pcDNA3.1 V5-His
konstruktjaival traszfektaltunk. A transzfekcid utdn 24-48 oraval a sejteket kétszer
mostuk jéghideg PBS-sel, majd 600 pl lizis pufferben szonikaltuk. Centrifugalas utadn a
feliiluszohoz 50 pl anti-VS5 konjugdlt agarozt adtunk, és a V5-fzios rekombinans fehérjét
5 6ra 4°C-on torténd inkubalassal immobilizaltuk. Mosasok utan 1xSDS mintapufferrel
torténd f6zéssel eludltuk a kotddd fehérjéket. HEK-ben tortént overexpresszid esetén az
immobilizalt rekombinanst pull-down kisérletben BPAEC lizdtummal inkubaltuk, majd

mosasok utan szintén SDS mintapufferrel valo f6zéssel elualtuk a fehérjéket.
3.10.3 Immunprecipitdacio

100 mm atmérdju sejttenyésztd edényekben tenyésztett endotél sejteket haromszor
mostuk 1x PBS-sel, majd 600 pl immunprecipitacios pufferben (20 mM Tris-HCI, pH
7,4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM natrium-vanadat, 1% NP-40) tartuk fel. A
lizatumot centrifugaltuk (10 000g, 15 perc, 4°C), majd a feliiluszohoz 50 ul Protein G
Sepharose-t (GE Healthcare) adtunk és 3 o6ran at, 4 °C-on kevertettiik, hogy az
aspecifikusan kotddd fehérjéket eltavolitsuk. A Protein G Sepharose-t centrifugalassal
eltavolitottuk, és az eldtisztitott feliiliszot 10-15 pg specifikus antitesttel inkubaltuk 1
oran at 4 °C-on, majd 50 pl friss Protein G Sepharose-zal egy ¢jszakan keresztiil, allandd
keverés mellett. Mosast kovetden a Sepharose-hoz 150 pl 1xSDS mintapuffert adtunk,
foztiik 10 percig €s centrifugaltuk. A feliiluszot Western blottal vizsgaltuk.

Az MLCK immunprecipiticioja soran Protein G helyett Pansorbint hasznaltunk,
tovabba kétféle immunprecipitacios puffert alkalmaztunk. Nem-denaturdlod koriilmények
esetén: 1% NP-40, 20 mM MOPS, pH 7,0, 25 mM MgCl,, 10% glicerin, 0,5 mM EGTA;
mig denatural6 koriilmények esetén: 1% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 50 mM NaF,

10 mM natrium-pirofoszfat, 0,2 mM narium-vanadat, 14 mM 2-merkaptoetanol PBS-ben.
3.10.4  Feliileti plazmon rezonancia

A TIMAP kiilonbozé formai és a PPlc kozotti kolcsonhatast feliileti plazmon
rezonancia (SPR) mérésekkel vizsgaltuk Biacore 3000 késziilékkel. A karboxi-metil
dextran tipusu CMS szenzor chip feliiletét 200 mM 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil)-

karbiimid és 50 mM N-hidroxi-szukcinimid Osszetételti oldat injektalasaval aktivaltuk,

cyey
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antitestet kotottiink hozzéd az antitest aminocsoportokat tartalmazo oldallancainak
kapcsolasaval. A fennmarad6 reaktiv csoportokat 1 mM etanolamin (pH 8.5)
injektalasaval blokkoltuk. A feliilet elokészitése és a mérések kivitelezése soran egyarant
10 pl/perc dramlasi sebességet alkalmaztunk. Ezt kovetéen immobilizaltuk a GST, illetve
a GST-fuziés TIMAP (vad tipusu nem foszforilalt-, egyszer foszforilalt (S337)-,
kétszeresen foszforilalt (S333, S337), valamint mutans, A1-71 as) fehérjéket 25 mM Tris-
HCI (pH 7.,4), 0,15 M NaCl, 1 mM DTT, 2 mM MnCl, és 0,05 % Surfactant P20
Osszetételll pufferben. A kotddott fehérjék mennyiségét a rezonancia jel (SPR valasz
egység, RU) novekedésének mértékébol becsiiltik meg. A vad tipusu és mutans GST-
TIMAP-bo6l koriilbeliil 1400-1500 RU immobilizalasa tortént, ami ~1,5 ng fehérjének
felel meg. A masik mérési sorozatban a TIMAP ¢és foszforilalt formainak immobilizalt
mennyiségei a kovetkezéek voltak: GST-TIMAP 420-550 RU, egyszer foszforilalt GST-
TIMAP 330-400 RU, kétszer foszforilalt GST-TIMAP 300-370 RU.

A kolcsonhatéas kinetikai paramétereinek (asszocidcios és disszociacids sebességi
allandok) meghatdrozasara rekombinans PPlc-t injektaltunk a felszinre novekvo
koncentracidban, az immobilizalt fehérjék feloldasara hasznalt pufferben. A fehérjék
percig. Az azonos mddon kezelt kontroll (csak GST-t tartalmazo) feliiletekre kapott jelet
kivontuk a GST-TIMAP ligandumokkal boritott felszineken kapott értékekbdl. Az idd
fliggvényeként abrazoltuk az immobilizalt fehérjékhez kotddott PP1c mennyiségét (RU).
A ndvekedési gorbék (szenzogrammok) kiértékelését BIAevalution 3.1 szoftver (Biacore)
segitségével végeztik egyszeri 1:1 ardanyG Langmuir kolcsonhatdsi modell

alkalmazasaval [184].

3.10.5 LC-MS/MS analizis

A GST pull-down soran nyert fehérjéket SDS-PAGE-vel elvalasztottuk, majd nagy
érzékenység, Coomassie tipusu, Blue Silver oldattal festettiik. A vizsgalni kivant
fehérjesavokat tartalmazo géldarabot kivagtuk, és tomegspektrometrias analizis céljabol
elkiildtik Dr. Janaky Tamasnak (Szegedi Tudomanyegyetem). Az eredményeket
ProteinLynx GlobalServer 2.4 és Mascot 2.04 szoftverrel értékelték ki.
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3.11 Endotél sejtek ECIS vizsgalatai

ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing, Applied Biophysics,
www.biophysics.com/ecis-theory.php) berendezés alkalmazasdval az endotél sejtek
egymashoz vald adhézidjukat vizsgalhatjuk valos idében nagy érzékenységii, nem invaziv
méréssel. A modszer alapjainak kidolgozasa Giaever és Keese nevéhez fiizédik [185]. A
sejteket specialis aranyelektroddal ellatott szovettenyésztd edényekben (8W10E array)
tenyésztjik, a mérésekhez gyenge valtddramot hasznalunk. Az é4ram vezetésé¢hez a
tenyészto folyadék szolgal elektrolitként, a késziilék a valtdaramu aramkor impedanciajat
méri. Az elektrodra helyezett sejtek megtapadnak és szétteriilnek, ezzel szigeteld
plazmamembranjuknak kdszonhetden né az dramkor impedancidja. Az dramvezetés kis
frekvencia (<2000Hz) alkalmazasaval a sejtek alatti és sejtek kozotti réseken keresztiil
valosul meg. A sejtek szamatol, illetve azonos sejtszammal inditott mérésekben a sejtek
migracios és adhézids képességétdl fiiggden rovidebb-hosszabb id6 utan, mikdzben az
impedanciat a késziilék folyamatosan méri és rogziti, a konfluencia elérésével az
impedancia/transzendotél ellenallas/rezisztencia (TER) allandosul. Kiilonb6z6 agensekkel
kezelve a konfluens endotél sejtréteget a TER novekedése a barrier funkcio
stabilizalodasat, mig csokkenése a barrier funkcid gyengiilését jelzi. A berendezés
ugyancsak alkalmas sebgyogyulds (wound-healing) vizsgalatara. A méréelektrod
feliiletén nagy frekvencidju valtoarammal, egyszeri magas elektromos impulzussal (5
mA, 60 kHz, 30 sec) pontosan meghatarozott méretli sebeket hozunk 1étre az endotél
sejtrétegben. A sejtek az adott terlileten elhalnak, ezaltal az ellenéllds lecsdkken.
Megindul a kérnyez6 sejtek vandorldsa a sériilt teriiletre, valamint a sejtosztodas, mig az
Uj sejtréteg ki nem alakul. A miszer segitségével a valds idoben detektalt impedancia

mérésével kdvethetd a sebgyogyulas.

3.12 Matrigel vizsgalat

Az endotél sejtek érképz6 tulajdonsagat BD Matrigel™ Basement Membrane
Matrix (BD Biosciences) segitségével vizsgaltuk a gyartd utasitasainak megfelelden. A
kontroll és siRNS-sel transzfektalt BPAEC-t (~1x10° sejt/minta) Matrigel-lel boritott p-
Slide (Ibidi) lemezekre helyeztiik, majd CO, termosztitban tenyésztettiik 8 6ran at. A
tenyésztés ideje alatt a mintdkat 6ranként fénymikroszkoppal ellendriztiik. Az 6t 6rdn at

tenyésztett mintakat 2% paraformaldehiddel fixaltunk, 0,5% Triton-X-el permeabilizaltuk

45



dc_894 14

a sejteket, ¢és blokkolas utan CF594 konjugélt falloidinnel festettiik az aktin
filamentumokat. Western blot-hoz a sejteket tartalmazd Matrigel-t 2xSDS mintapufferben

foztiik 10 percig, centrifugaltuk és a feliiliszot vizsgaltuk.

3.13 Statisztikai analizis

Az eredmények atlaganak, illetve szorasdnak meghatarozasdhoz az Excel programot
(Microsoft Corporation) hasznaltuk. A statisztikai elemzést szintén az Excel program
segitségével, a kisérleti koriilményekt6l fliggden kétmintas, illetve Onkontrollos t-

probaval végeztiik.

A Western blotok értékelésekor az autoradiogramokat egyszeri szkenneléssel
digitalizaltuk, illetve mar eleve digitalizalt formaban nyertiikk FluorChem FC2 multi-
imager berendezéssel és a fehérjesavok intenzitdsat ImageJ 1.42q programmal értékeltiik

ki.
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4. EREDMENYEK

4.1 Reverzibilis fehérje foszforilacio az endotél sejtek citoszkeleton szerkezetének
és barrier funkciojanak szabalyozasaban

4.1.1 Az endotél miozin kénnyiilanc kinaz

A miozin kdnnyitilanc kindz (MLCK) a miozin konnyiilanc (MLC) Ser19/Thr18
oldallancokon torténd foszforilaciojat katalizalja nemizom és simaizom sejtekben. A
foszforilacid eredményeként kialakul az aktin-miozin kolcsonhatas, stressz kabelek
képzddnek és a sejtek kontrahdlnak, ami egy endotél sejtréteg esetében a sejtek kdzotti
rések kialakulasahoz és a barrier/gat funkcio sériiléséhez vezet. Korabbi eredmények
utaltak arra, hogy az endotél barrier (gat) funkcié és az MLC Ser19/Thr18 foszforilacioja

szabalyozasaban tirozin kinaz aktivitas is szerepet jatszhat [81, 82].

4.1.1.1 Az endotél miozin kénnytilanc kindz tirozin oldallancon foszforilalodik

Konfluens BPAEC-t sejtpermeabilis tirozin kindz aktivatorként és tirozin foszfataz
inhibitorként is szdmon tartott diperoxovanadattal (DPV) kezeltiink [186, 187]. A sejtek
lizatumabol a fehérjéket urea gélen elektroforézissel elvalasztottuk, és immunoblot utan
vizsgaltuk az MLC kiilonb6z6, nem foszforilalt és egyszeresen vagy kétszeresen
foszforilalt formait (4.1.1 abra, 4). A kezeletlen, kontroll mintdhoz képest 10 uM H,O,
vagy 10 uM nétrium-ortovanadat nem modositotta az MLC foszforilaciojat, els6sorban a
nem foszforilalt forma jelent meg (4.1.1 abra, 4). A 10 pM H,0, és 10 pM natrium-
ortovanadat elegyitésével keletkez0 DPV viszont a pozitiv kontrollként alkalmazott
trombin kezeléshez hasonldan jelentds MLC foszforilaciot valtott ki, ami az MLCK
aktivalodasara utal.

A lizatumokbol MLCK elleni specifikus antitesttel készitett immunprecipitalt
mintakat Western blot kisérletben vizsgaltuk. Foszfo-tirozinra specifikus antitesttel a
kindz ido6fliggd tirozin foszforilaciojat tapasztaltuk (4.1.1 &bra, B). Nem-denaturald
korilmények kozott készitett MLCK immunprecipititum mintdkban ugyancsak
megmértiik a kindz aktivitasat MLC szubsztrattal (4.1.1 tdblazat). A DPV kezelés mér 10
perc utan szignifikansan, mintegy 30%-kal ndvelte az MLCK aktivitdsat, ami azt sugallja,
hogy a DPV kezelést kovetden az MLC foszforilacios szintjének novekedése az MLCK

tirozin oldallancon val6 foszforilaciojanak és aktivaciojanak lehet a kovetkezménye.
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4.1.1 abra Tirozin kinaz aktivalas hatisa EC MLC és MLCK foszforilaciojara. (A) Vehikulummal (15
perc, kontroll), 100 nM trombinnal (2 perc), 10 uM natrium-ortovanadattal (15 perc, vanadat), 10 uM
H,0,-dal (15 perc) valamint 10 uM natrium-ortovanadat és 10 uM H,0, elegyével (DPV) (bal oldal 15
perc, jobb oldal 0-60 perc) kezelt konfluens BPAEC-bdl késziilt sejtlizaitumok urea gélelektroforézis
utani immunoblotja MLC elleni antitesttel, n= 3. Az urea gél nem tartalmaz SDS-t, ezért nagyobb a
foszforilalt formak migracidja. (B) Vehikulummal és 5 uM DPV-vel 15, 30 illetve 60 percig kezelt
konfluens BPAEC-bdl immunprecipitalt (denaturalé koriilmények) MLCK foszfo-tirozin immunoblotja.
(C) Vehikulummal és 5 uM DPV-vel 15 percig kezelt konfluens BPAEC-b6l immunprecipitalt (nem-
denaturald koriilmények) MLCK foszfo-tirozin immunoblotja. A membranokrdl a foszfo-tirozinra
tortént eldhivas utan az antitesteket eltavolitottuk (,,strip”-eltiik) és felvagott darabjait MLCK-ra,
kortaktinra illetve p60*“-ra specifikus antitesttel Gjra vizsgaltuk (nincs dokumentlva). A fehérjék
elvalasztasa a B és C panelen bemutatott Western blotokon 4-15% gradiens SDS-PAGE-sel tortént.

4.1.1 tablazat. DPV hatdasa az MLCK aktivitasra
MLCK aktivitas, %

Kezelés
(4tlag = SD a kontroll sz4zalékaban)
vehikulum, 2-60 perc 100
trombin, 2 perc 180 +29*
DPV, 5 perc 111 +13,5
DPV, 10 perc 130 £ 8,7*
DPV, 20 perc 121 +£10,3
DPV, 30 perc 95+94
DPV, 60 perc 129 + 6*

Kezeletlen és 100 nM trombinnal illetve 5 pM DPV-vel kezelt BPAEC-bdl nem-denatural6
koriilmények k6zott immunprecipitalt 1:10 higitast MLCK mintakban mértiik a kinaz aktivitasat 5 pM
MLC és 0,1 mM [y-*’P]ATP szubsztrattal. * Szignifikans eltérés a kontrolltol, p<0,05.
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Az MLCK nem-denaturalt immunprecipitatuméaban a foszfo-tirozin immunoblot
eredményébol kiindulva (4.1.1 abra, C) kimutattuk, hogy a DPV kezelést kovetéen a

kinaz mellett a kortaktin fehérje és p60° tirozin kinaz is jelen van.

4.1.1.2 Az MLCK variansok szabalyozasa eltéro

Az MLCK tirozin foszforilacidjanak tovabbi vizsgalatdhoz a fehérje kiillonbozé
formait bakulovirus expresszids rendszerben allitottuk el6. Human endotél sejtekbdl az
MLCK két nagy molekulatomegli formdjat klonoztak. Mindkettd C-termindlis része
>90%-ban azonos a kisebb méretii, simaizom MLCK-val, N-terminalisukon azonban
jelen van egy 922 aminosavbol all6 rész, ami a simaizom MLCK-ban nem talalhaté meg
[79, 80]. Az MLCK-1 expresszios szintje magasabb, mint az MLCK-2 splice varidnsé,
amelynek szekvencidjabol az endotél formara jellemzd N-terminalis szakaszbol egy 69
aminosavbol allo rész hidnyzik (4.1.2 dbra, 4). A simaizom ¢s a két endotél MLCK
format N-terminalis His-taggel lattuk el, ami a rekombindnsok igen hatékony tisztitasat
tette lehetévé Ni-NTA affinitds kromatografiaval (4.1.2 abra, B-C).

In vitro mérésekkel meghatdroztuk a tisztitott kinazok kinetikai paramétereit,
amelyek az MLCK masok altal kozolt kinetikai értékeivel jo egyezést mutattak [188-190]
(4.1.2 tablazat). A foszforilacids helyeken mutalt (Thr'®/Ala" ¢és Ala'®/Ala" ) MLC
szubsztrattal kapott eredmények is Osszhangban vannak a simaizom MLC
foszforilacidjarol kordbban leirtakkal [191], miszerint a Thrl8 oldallanc foszforilacidja

csak a preferalt Ser19 hely foszforilacidja utan zajlik le (4.1.2 tablazat).

4.1.2 tablazat. Rekombinans MLCK enzimek kinetikai jellemzdi

Vinax Ky Kos Kinaz aktivitas, umol/mg/perc
pmol/mg/perc WM MLCK nMkal-  Thr'*/Ser’  Thr'¥/Ala” Ala'®/Ala"
modulin MLC
MLCK-2 10,9 +1,8 72£2,8 0,43 3,61+0,08  0,037+0,010 0,006+0,005
SM-MLCK  17,0+2,5 5,2+0,4 0,21 8,59+0,25  0,098+0,032 0,026+0,009

Az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint mértiik a rekombinans MLCK enzimek
(1,25)(10'll M) aktivitasat vadtipust és mutans MLC szubsztratokkal (5 pM). A Vi és Ky értékeket
telitési kalcium koncentracional, 1,25-15 uM MLC koncentracid tartomanyban hataroztuk meg.
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4.1.2. abra Rekombinans MLCK izoformak termeltetése bakulovirus expresszios rendszerrel és
tisztitasuk. (A) Az endotél (EC MLCK-1 és -2) és a simaizom (SM) MLCK vazlatos domén szerkezete
kiegészitve a bakulovirus expresszios konstruktba N-terminalisan beillesztett His-taggel. Potencialis Tyr
foszforilacids helyek és SH2-, valamint SH3-k6t6 domének is fel vannak tiintetve. (B) Rekombinans
MLCK fomak Ni-NTA kromatografiaval torténd tisztitdsa soran nyert mintak Coomassie Blue festése
SDS-PAGE elvalasztas utan. 1: fehérje molekulatomeg standard, 2: kontroll Sf9 sejtlizatum, 3: MLCK-
1-t overexpresszald Sf9 sejtlizatum, 4: az MLCK-1 tisztitasa soran a kromatografids oszlopon atfolyo
frakcid, 5: Ni-NTA kromatografiaval tisztitott rekombinans MLCK-1, 6: Ni-NTA kromatografiaval
tisztitott rekombinans MLCK-2, 7: Ni-NTA kromatografiaval tisztitott rekombinans simaizom MLCK.
(C) A tisztitott rekombinans MLCK formak Western blot ellendrzése MLCK-ra specifikus antitesttel. 1:
kontroll Sf9 sejtlizatum, 2: MLCK-1, 3: MLCK-2, 4: simaizom MLCK.

Megkiséreltiik a tisztitott rekombindns MLCK mintéak in vitro foszforilaciéjat p60™*

tirozin kindzzal (4.1.3 éabra, 4). Az MLCK-1 esetében >2 mol foszfat/mol MLCK
beépiilést tapasztaltunk, ami a tirozin kindz inhibitora (0,5 uM PP-2) jelenlétében az
MLCK-2 ¢s a simaizom MLCK esetében tapasztalt <1 mol foszfat/mol MLCK értékre
csokkent. Ebbél arra kovetkeztettiink, hogy a p60™* foszforilacios helye az MLCK-1

olyan régiojaban van jelen, amely a masik két MLCK-bol hianyzik. A p60™*

gatlasa vagy
teljes hidnya soran mindhdrom MLCK esetében egy kisebb mértékli foszfat beépiilést

detektaltunk, ami az MLCK autofoszforilacidjaval indokolhat6 [192].
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4.1.3. abra Rekombinans endotél MLCK-1 in vitro tirozin foszforilacioja. (A) Rekombinans MLCK-1, -
2 és simaizom (SM) MLCK foszforilacioja p60* kinazzal az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak
szerint tortént [y-"-PJATP szubsztrattal. A grafikonok jobb felsé sarkéban lathaté autoradiogramok a **P
beépiilését mutatjak az MLCK-ba a p60®“ hozzaadasa utan. (B) Kontroll és p60°-kal 60 percig kezelt
MLCK mintak kinaz aktivitdsa MLC szubsztrattal szemben az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak
szerint 0,3 mM CaCl, és 1 puM kalmodulin (Ca*"-CaM), 2 mM EGTA, illetve 5 pM ML-7 MLCK
inhibitor jelenlétében. A kinaz aktivitisok a Ca*’-CaM jelenlétében mért kontroll mintik %-aban vannak
kifejezve, £SE, n=3, * szignifikans eltérés, p<0,005. (C) Kezeletlen (defoszfo-MLCK, szaggatott vonal)
és p60°-kal kezelt (foszfo-MLCK, folyamatos vonal) rekombinans MLCK-1 kinaz aktivitasa 0,5 uM
kalmodulin és 10®-10° M Ca*" koncentracié mellett. Az aktivitasok a foszfo-MLCK 1 pM Ca*"
koncentracional detektalt maximalis aktivitasanak %-ban vannak kifejezve, +SE, n=3, * szignifikans
eltérés, p<0,005.
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Az MLCK-1 elsédleges szekvencidjanak elemzésével tobb potencidlis tirozin
foszforilacids helyet azonositottunk abban a 69 aminosavbol all6 régidoban, ami kizarolag
az MLCK-1-ben van jelen, az MLCK-2-bdl és a simaizom MLCK-bdl is hianyzik (4.1.2
abra, 4). Tovabba potencialis SH2- és SH3 koté régiokat is talaltunk. A p60* kinazzal
foszforilalt és tripszinnel emésztett MLCK-1 fragmentumok tomegspektrometrids
elemzése szerint valéban ebben a 69 aminosavbol allé régidban foszforilalodtak a Tyr464
¢s Tyrd71 oldallancok.

Az endotél sejtek DPV (tirozin kindz aktivator) kezelése utan az MLC
foszforilacids szintjének emelkedését és az MLCK tirozin oldallancon torténd
foszforilacigjat tapasztaltuk (4.1.1 abra, A-B). Feltételeztik, hogy az MLCK tirozin
foszforilacidja novelte annak aktivitasat, és ezért emelkedett az MLC foszforilacidja. Ezt
a feltevést in vitro méréseink is igazoltdk, a p60*“-kal kezelt endotél MLCK-1 MLC
szubsztrattal szembeni aktivitdsa kétszeres volt a kezeletlen MLCK-1 aktivitasdhoz
hasonlitva. A tirozinon foszforilalt enzim csak Ca’’-CaM jelenlétében volt aktiv és az
MLCK specifikus inhibitora (ML-7) is gatolta. A tirozin kinaz kezelés a tirozinon nem
foszforilaloddo MLCK-2 és simaizom MLCK aktivitasat nem befolyasolta (4.1.3 4bra, B).
A foszfo- és defoszfo MLCK-1 Ca*" koncentracié fliggése hasonlo, a fél-maximalis
aktivalashoz sziikséges pCa értéke 6,56, illetve 6,50 (4.1.3 ébra, C). A foszfo-MLCK-1
aktivitisa az MLC szubsztrattal szemben a vizsgalt Ca®" koncentracid tartomanyban

azonban kozel kétszer nagyobb, mint a nem foszforilalt MLCK-1 aktivitasa.

4.1.2 Protein foszfatazok az endotéliumban

4.1.2.1 Az endotél miozin foszfataz

Az endotél gatfunkcid szabdlyozdsdban az MLC Thrl18/Serl9 reverzibilis
foszforilacidjanak fontos szerepe van, amit az MLCK mellett az MLC defoszforilacigjat
katalizal6 protein foszfatdz is befolyasol. Specifikus Ser/Thr protein foszfatdz gatloszerek
alkalmazasaval kimutattdk, hogy az MLC defoszforilaciojaért a simaizom sejtekhez
hasonléan az endotél sejtekben is a miozin foszfataz felelés, ami egy PP1 tipust protein
foszfatdz holoenzim [16, 86]. A PPI jellemzéen dimer forméban fordul el6, am a
simaizom miozin foszfatazban a katalitikus alegység (PPlc) és a MYPTI1 regulétor

alegység mellett még egy kisebb, 20 kDa méretii alegység is jelen van.
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4.1.2.1.1 Protein foszfataz 1 katalitikus alegység az endotél sejtekben

HUVEC-b6l izolalt totdl RNS mintab6l RT-PCR-ral ~230 bp méreti DNS
fragmentumokat allitottunk elé a PP1c a, B és y izoformajara specifikus primerekkel. Az
RT-PCR eredményessége arra utalt, hogy a HUVEC-ben a PP1c mindharom izoforméja
jelen van. Ezeket a DNS fragmentumokat probaként hasznaltuk HUVEC, BPAEC ¢és

human uterus simaizom RNS Northern blot vizsgalataban (4.1.4 4bra, A).

A
1 2 3 1 2 3
4,1 kb— — 288
3,4kb—
— 188
:]‘ =y
1,8 kb— tod

PPlcy etidium bromid

WB: GFP miozin aktin

EC frakciok tisztitott PP1c

4.1.4 dbra PPl katalitikus alegység vizsgalata EC-ben. (A) HUVEC, BPAEC és human uterus
simaizom RNS Northern blot vizsgalata. 20ug totdl RNS-t 1%-o0s agardz gélen valasztottunk el.
Blottolas utan a nitrocellul6z membranokat a PP1c a, B és y izoformajara specifikus, **P-vel jelolt DNS
probéakkal hibridizaltuk egy ajszakan at 55 °C-on, és a jeleket mosas utan autoradiografiaval hivtuk elé.
A jobb oldali panelen az agar6z gélen elvalasztott RNS mintdk etidium bromid festése lathato. (B)
Miozinban gazdag BPAEC frakci6 Western blot vizsgalata PPlc o és P izoformara specifikus
antitestekkel. A miozinban gazdag (M+) és a miozin depletalt (M-) EC frakciokat miozin kdnnyl
(MLC) és nehéz (MHC) lanc elleni antitesttekkel ellendriztiik (bal oldali panel). A PP1c izoformakra
specifikus antitesteket 100 ng tisztitott PPlc o és B fehérjékkel ellendriztiik. (C) pEGFP-C1 (iires
plazmid) (1) és pEGFP-C1-PP1cP (2) plazmidokkal transzfektalt BPAEC sejtlizatumokbol GFP elleni
antitesttel immunprecipitalt fehérjéket 4-15% SDS-PAGE-sel elvalasztottunk, majd Western
immunoblot vizsgalatot végeztiink GFP, miozin és aktin elleni antitestekkel.

Mig a simaizomban dontéen a PPlcP izoforma expresszalodik, a két endotél
sejtvonalban mindharom izoformat detektaltuk. Annak eldontésére, hogy az EC-ben a

PP1c melyik izoformdja van kolcsonhatasban a miozinnal és defoszforilalhatja az MLC-t,

BPAEC-b6l miozinban gazdag frakcidt Aallitottunk eld, amelyben Western blottal

53



dc_894 14

vizsgaltuk a PP1c a és B izoformakat (4.1.4 abra, B). Az antitestek specificitasat tisztitott
PPlca és PP1cp fehérjékkel teszteltiik. Mig a B izoformara ,,specifikus™ antitest a PP1lc a
izoformajat is felismerte, a PP1ca elleni antitest a PP1cp fehérjével jelentdsen kisebb jelet
adott. A miozinban gazdag frakcidban csak a 3 izoformara specifikus antitesttel kaptunk
jelet, ami megerdsitette azt a feltételezésilinket, hogy az EC miozin foszfatazban a PP1c 3
izoformadja talalhaté meg. BPAEC-ben GFP-taggel ellatott PP1cpB-t overexpresszaltunk. A
sejtek lizatumabol GFP elleni antitesttel készitett immunprecipitdtumban a rekombinans

PP1cP mellett miozint és aktint is kimutattunk, ami a kontraktilis fehérjék és a PP1cp

------

4.1.2.1.2 A MYPTI két variansa tiidé artéria EC-ben

A miozin foszfatdz MYPT1 regulator alegységének tobb izoformajat is leirtak
kiilonb6z6 szovetekben, amelyek ugyanazon gén alternativ splicing-janak eredményeként
jonnek létre [88, 193]. HPAEC total RNS-bdl RT-PCR-ral klénoztuk a MYPT]1 teljes

kodolo régiojat az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint.

A B
1 3090
MYPT1
A2803-2907
TV MYPT1_V1
A1657-1824
MYPT1_V2

P3—> VvV <« P4

Gatlo foszforilacios hely

PPlc kotdmotivum Thr696 Leucin
Ankirin ismétlédések | Clpzar

1 Human MYPTI1 1030
56 aminosav Thr614
delécio |
974

sy

reprezentaljak. (B) MYPT1 fehérje detektalasa HPAEC, HUVEC és Hela sejtlizatumokban Western
blottal. (C) Human MYPTI1 és MYPT1 V2 fehérjék vazlatos szerkezete. (D) A MYPT kiilonb6z6
izoformainak detektalasa HPAEC, HUVEC és HeLa mRNS templattal RT-PCR-ral. A PCR termékek
etidium bromiddal vannak megjelenitve 1,5%-o0s agar6z gélen tortént elvalasztas utan.

A klénok restrikcios és szekvencia analizisével a MYPT1 két, méretben eltérd

izoformajat azonositottuk, a teljes szekvenciat tartalmaz6 3090 bp-bol allo MYPTI1-et
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(D87930) ¢és egy 168 bp-ral rovidebb splice varianst, amit Xia és mtsai [193] variant 2-
nek (V2) nevezett el (4.1.5.4bra, A).

Ez Osszhangban van a HPAEC, HUVEC ¢és Hela sejtlizatumok Western blot
eredményével, ahol ~130 kDa méretnél két savot detektaltunk (4.1.5 dbra, B). Az endotél
sejtvonalakban a két sav intenzitdsa nem mutat jelentds eltérést, ami az izoformdk azonos
szintli expresszidjara utal. A HeLa sejtlizdtumban a nagyobb méretii izoforma expresszios
szintje magasabb, amit korabban masok is leirtak [193]. A MYPT-V2-h6z méretben
nagyon hasonl6 masik splice varians format is kimutattak, amit MYPT1-V1-nek neveztek
el (AF458589). HPAEC, HUVEC ¢és HeLa mRNS templat felhasznalasaval, RT-PCR-ral
ellendriztiik a MYPT1 és variansai jelenlétét ezekben a sejttipusokban. Olyan PCR primer
parokat terveztiink, amelyek a V1, illetve a V2 formabol hidnyzé szakaszokat 5° és 3’
oldalrél fogjak kozre és ~300-500 bp méretli termékeket eredményezhettek (4.1.5 dbra,
A). Ebben a mérettartomanyban a MYPT1 és két varidnsa kozotti 100-200 bp-nyi
kiilonbség a PCR termékek agar6z gélen valo elvalasztasa utan jol detektalhatd. A P1-P2
primer parral csak egyféle terméket kaptunk, ami a MYPT1-nek felel meg, de a V1 splice
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4.1.6 abra Rekombinans MYPTI izoformadk lokalizacioja Cos-7 sejtekben. Overexpresszalt MYPTI,
MYPT1-V2 és MYPTI1-AAnkl fehérjék detektalasa a megfeleldé pcDNA3.1/c-myc-His konstruktok
transzfekcidja utan 27 ora elteltével immunfluoreszcenciaval, a fehérjékhez kapcsolt c-myc tag elleni
antitesttel (A,C,E). A sejtmagot DAPI festéssel jelenitettiik meg (B,D,F). Nagyitas: 60x.

MYPT1_AAnkl-m
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variansnak megfeleld méretli termék nem keletkezett. A P3-P4 primer parral a MYPT1 és
V2 splice varidnsa egyarant kimutathatd volt (4.1.5 abra, D). Ezek az eredmények azt
igazoltak, hogy a vizsgalt endotél sejtekben (HPAEC, HUVEC ¢és BPAEC, az utobbira
vonatkoz6 eredmények az 4bran nem szerepelnek) a MYPT teljes (D87930) és V2
formaja (AY380574) expresszalodik.

A MYPTl1-et és V2 variansat c-myc taggel ellatva termeltettiik Cos-7 sejtekben és
vizsgaltuk a rekombinansok sejten beliili lokalizacidjat. Eloszlasuk hasonlonak
mutatkozott, mind a sejtmagban, mind a citoszolban megjelentek. Azonban a MYPTI1
elsd ankirin ismétlédésén mutalt forméja (szekvenciajabol a PP1c kdtd motivum utdni 39-

64 aminosavak hidnyoznak) csak a sejtmagban koncentralddott (4.1.6 abra).

sejtlizatum

IP: myc

. I w | WB:HA

wt  NI24A
PPIcB-HA

4.1.7 abra Rekombinans MYPTI izoformak és PPIlcp kozétti fehérje kolcsonhatas. Cos-7 sejteket ko-
transzfektaltunk MYPT1 illetve MYPT1-V2 myc tag-es, és vadtipusi (wt) illetve mutans (N124A)
PP1cp HA-tages overexpresszidjara alkalmas konstruktokkal. (A) A transzfekcido utan 27 oraban
Western blottal ellendriztiik a fehérjék termelddését a sejtlizatumokban tag-re specifikus antitestekkel.
(B) A sejtlizatumokbol immunprecipitacidt végeztiink myc tag elleni antitesttel és Western blottal
vizsgaltuk a rekombinans MYPT1 és PP1c fehérjék jelenlétét az immunprecipitaitumokban.

Megvizsgaltuk a PP1cp kotddését a MYPT1 és MYPT1-V2 fehérjékhez. Cos-7
sejtekben myc taggel ellatott MYPTI, illetve MYPT1-V2 és HA taggel ellatott PP1cp
fehérjéket ko-expresszaltattunk. Ezutdn a sejtlizdtumokbol myc tag elleni antitesttel
végzett immunprecipitacioval fehérje kolcsonhatdst mutattunk ki a két MYPT varidns és a
PPlcp kozott (4.1.7 é&bra). A PPlcB NI124A aminosav cserét tartalmazé mutins
formajanak overexpressziojara alkalmas konstruktot is eldéallitottunk. A PPIcP
aktivitdsdhoz esszencidlis katalitikus centruménak fémion kot képessége, amelyben a
kivalasztott aminosavnak kdzponti szerepet tulajdonitanak [44]. Ez a katalitikusan inaktiv

mutans PP1cf a MYPTI1 egyik forméjahoz sem kotodott (4.1.7 abra).
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4.1.2.1.3 A miozin foszfataz részvétele az EC permeabilitds szabalyozasaban

Az EC monolayer barrier funkciéja és annak kiilonbozé éagensek hatdsara
bekovetkezd valtozasa jol kovethetd ECIS méréssel. Ismert volt az ATP gatfunkciot
erdsitd hatdsa, tovabbd az ATP-vel kezelt EC miozinban gazdag frakcigjaban
megemelkedett PP1 aktivitast is detektaltak [194]. Megvizsgaltuk az ATP ¢és
bomlasterméke, az adenozin hatasat olyan HPAEC mintdkon, amelyekben a PP1c a vagy
B izoformajat, illetve a MYPT1-et csendesitettiik. A specifikus siRNS transzfekcidja nem
okozott valtozast a nem-specifikus (ns) RNS-sel transzfektalt sejtek bazalis rezisztencia
értékéhez képest (4.1.8 abra, C,D,F panelek jobb felsé sarkdban bemutatva). A PPlca
csendesitése nem befolyasolta az ATP ¢és az adenozin barriert erdsitd hatasat (4.1.8 4bra,
B,D). A gatfunkcid erdsodésének mérséklodését tapasztaltuk viszont a PPlcP ¢és a
MYPTI1 csendesitése utdn, a normalizalt rezisztencia értékek az ATP vagy adenozin
hozzdadasa utdn a nem csendesitett mintdban tapasztalt 50-60%-o0s novekedéssel szemben
mindossze 25-40%-kal emelkedtek (4.1.8 abra, A4,C,E). Ugyanezt tapasztaltuk akkor is,
amikor a MYPT1 csendesitett sejteket az ATP nem hidrolizalodé valtozataval, ATPyS-sel
kezeltiik (4.1.8 abra, F). Ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy az extracelluldris
purin szarmazékkal kivaltott EC gatfunkcid erésddésben a miozin foszfatdz szerepet

jatszik.

A MYPTI1 C-terminalis régidjat autoinhibicids doménnek tartjdk [90]. A C-
terminalis részén trunkalt, a gatld foszforilacios helyet (Thr696) nem tartalmazé MYPT1
mutans (1-300 aminosavak) overexpresszidja HPAEC-ben jelentésen mérsékelte a
trombin indukalt stressz kabel kialakuldst a kornyezd, a rekombinans fehérjét nem
termeld sejtekhez viszonyitva (4.1.9 &bra, A:c-d). Hasonl6 eredményt kaptunk a MYPT1
trunkalt forméjanak adenovirus expresszios rendszerrel vald termeltetése utan végzett
transzendotél rezisztencia mérésekkel (4.1.9 éabra, B). A trombin kezelés hatisara
kialakul6 rezisztencia csokkenés a mutanst overexpresszalo HPAEC esetében 30-40%-kal
mérséklédott a kontroll, LacZ-t overexpresszald mintdhoz viszonyitva. Mindezek arra
utalnak, hogy tiidé artéria EC-ben a miozin foszfatdz az endotél barrier fenntartasat

eldsegiti.

57



dc_894 14

8 8
Q Q
(=l I=RE
[ [
R —
N N
| .9
N N
& &
= =
= <
= =
: E
o i I 1 | =) 2
Z ! : Z 1 .
“0-nsRNS -#nsRNS + Adenozin ©0-nsRNS -@nsRNS + Adenozin
-4 PPlcp siRNS -4 PPIcB siRNS + Adenozin -&-PPlco siRNS -aPPlca siRNS + Adenozin
0 1,0 2,0 3.0 4,0 6ra 0 1,0 2,0 3,0 4,0 6ra
C 11 D 1.4
8
K] . 5
1,6 gk 1,6 gos
B 5 g
B BN k4
.8 g 2 g
3] nsRNS  Plcf 15 _ nsRNS PPlca
N 14 SRNS Q14 SIRNS
.4 R N
N N |
& e
= =
S, ‘<14
1,2 1,
= =
: :
:2 1,0 ¢ 2 1.0 sl __."““Tsj‘-‘
-0nsRNS -4 PP[cB siRNS @nsRNS+ATP #PPlcf siRNS+ATP i “0-nsRNS & PPlco siRNS “@#nsRNS+ATP #PPlco siRNS+ATP

0 1.0 2,0 30 406ra 0 1,0 20 30 40 6ra
E e F
S
1 8 11
o & ’ K]
] s £ S
sl 5 = = 3
Q = == MYPTI Q16 B
5 - s GAPDH 8 Eos
4;] ﬁ ;. nsRNS MYPT1
.4 14 R SIRNS
N Ni4
e e
= =
= | <
g2 N,
< <
E 3 w } E o
o 1.0 1 . o A e
z ©-nsRNS @ nsRNS + ATP Z 1.01  onskNS -®nsRNS + ATPyS
-A4MYPT1 siRNS -4«MYPTI siRNS + ATP 4MYPTI siRNS -« MYPT1 siRNS + ATPyS
0 10 20 3,0 406ra 0 1,0 2,0 3,0 4,0 6ra

B

4.1.8 abra A miozin foszfatiz mindkeét alegysége szerepet jatszik az EC gatfunkcio szabdalyozasaban.
ECIS mikroelektrodokon tenyésztett HPAEC-t transzfektaltunk nem specifikus (nsRNS), PP1c a (B,D)
vagy B (A,C) és MYPTI (E,F) fehérjére specifikus siRNS-sel és 48 ora elteltével mértiik 50-50 uM
ATP (C,D,E), adenozin (A-B) vagy ATPyS (F) hatasat a transzendotél ellenallasra az Anyagok és
mobdszerek fejezetben leirtak szerint. A nyilak az 4dgensek tenyésztd médiumhoz valé hozzaadasanak
idépontjat jelolik. Harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazé atlag értékek = SE vannak feltiintetve. A
csendesitett sejtek bazalis rezisztenciajat a nsRNS-sel kezelt kontrollokhoz viszonyitva adjuk meg a C,
D és F panelek jobb fels6 részén (atlag +). A csendesités hatékonysagat Western blottal ellendriztiik,
amit az A és E panel jobb fels6 sarkaban mutatunk be. Bels6 fehérje kontrollként a GAPDH jelét
hasznaltuk.
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4.1.9 abra MYPT1 hatasa trombin dltal kivaltott EC permeabilitas novekedésre. (A) Konstitutivan aktiv
MYPT1/pcDNA3.1-myc konstrukttal transzfektalt HPAEC F-aktin (a, c¢) és anti-myc immunfestése (b,
d) kezeletlen (a-b) és 50 mM trombinnal 5 percig kezelt (c-d) mintdkban. A sejteket a transzfekcié utan
36 oraval 1 o6raig szérum-mentes tapoldatban tenyésztettiik a felhasznalas eldtt. A felvételek paronként a
mintdk azonos részletérdl késziiltek. A nyilak a transzfektalt sejteket jeldlik. Nagyitas: 60x. (B)
Adenovirussal HPAEC-ben overexpresszalt konstitutivan aktiv (C/A) MYPT1 hatdsa 20 nM trombin
altal kivaltott permeabilitds novekedésre. A LacZ overexpresszioja az adenovirus expresszio kontrollja.
Harom fliggetlen kisérletb6l szarmazo atlag értékek + SE vannak feltiintetve. A trombin hozzaadas
idejét a nyil jeloli. A C/A MYPT1 fehérje overexpresszidjat Western blottal ellendriztiik myc-re
specifikus antitesttel, GAPDH bels6 fehérje kontrollal (inzert a jobb also sarokban).

Megvizsgaltuk a miozin foszfatdz alegységeinek kolcsonhatasat az aktin
filamentumok ¢és a plazmamembran fehérjéi kozott kapcesolatot teremtd ezrin, radixin €s
moezin (ERM) fehérjékkel, melyek funkcioja foszforilacio fiiggd moédon valtozik [195].
A myc (PPIcB, illetve MYPTI1, -V2) és V5 (ERM) tag-gel ellatott fehérjéket Cos-7
sejtekben  paronként  ko-expresszaltuk. Ezutdin myc tag elleni antitesttel
immunprecipitaciot végeztiink és Western blottal detektaltuk az immunprecipititumban
jelen 1évo overexpresszalt fehérjéket a megfeleld tag elleni antitestekkel (4.1.10 abra). A
moezin ¢€s a PPlcP kolcsonhatdsa a masik két ERM fehérjéhez viszonyitva sokkal
erdteljesebb volt, az ezrin alig, a radixin pedig nem volt detektdlhatdé az PPlcf
immunprecipitditumaban (4.1.10 abra, 4-B). A radixin erds kdlcsOnhatdst mutatott a
MYPT1-myc fehérjével és jelentdsen kisebb mértékben a MYPT1-V2-vel is (4.1.10 ébra,
C-D). A miozin foszfataz tehat mindharom ERM fehérjével kolcsonhat, de Ggy tlinik az
ERM fehérjék hasonldsdga ellenére a kdlesonhatasokban, mind annak erdsségében, mind

a kolcsonhat6 miozin foszfataz alegység partner tekintetében jelentds a kiilonbség.
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4.1.10 abra Rekombindans MYPTI izoformadk és PPlcf kolcsonhatisa az ERM fehérjékkel. Cos-7
sejteket ko-transzfektaltunk PP1cp (A-B), MYPT1 illetve MYPT1-V2 (C-D) myc tag-es, illetve ezrin,
radixin és moezin V5-tages overexpresszidjara alkalmas konstruktokkal. (A, C) A transzfekci6 utan 27
oraval Western blottal ellendriztik a fehérjék termelddését a sejtlizatumokban tag-re specifikus
antitestekkel. (B, D) A sejtlizatumokbol immunprecipitaciot végeztiink myc tag elleni antitesttel és
Western blottal vizsgaltuk a rekombinans PP1cf, MYPT1, MYPT1-V2 és az ERM fehérjék jelenlétét az

immunprecipitatumokban.

4.1.2.2  TIMAP, a protein foszfataz 1 uj regulator alegysége

A MYPTI-hez aminosav szekvencidban ¢és szerkezeti felépitésben hasonld
fehérjéket azonositottak, amelyeket a MYPT1-gyel egyiitt az un. MYPT fehérjecsaladhoz
sorolnak [16, 84]. A csalad mindegyik tagjaban jelen van a négy aminosavbol all6 PP1c-
kotd motivum. Ezért a TIMAP (TGF-B1 inhibited membrane associated protein)
fehérjérol, melyet eldszor glomerulélis endotél sejtekben irtdk le [100], is feltételezték,
hogy a PPlc regulator alegységeként mitkddhet az EC-ben, ahol expresszios szintje mas
sejttipusokhoz viszonyitva igen magas. A PPlc és a TIMAP kozotti kolcsonhatast
kiilonbozé modszerek segitségével tanulmanyoztuk human, illetve marha tiidé artéria

endotél sejtekben.

4.1.2.2.1 A PPlcp és a TIMAP fehérje kolcsénhatasa

A PP1 katalitikus alegysége és a TIMAP esetleges ko-lokalizacigjat TIMAP ¢és
PPlc o+P izoformdk elleni antitestekkel vizsgaltuk HPAEC-ben (4.1.11 é&bra, 4). A
TIMAP f6leg a sejtmembranban és a magban festddott, valamint megfigyelhetd volt a

perinukledris térben a citoszolban (4.1.11 abra, A:a). A PP1c homogén eloszlast mutatott
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4.1.11 abra TIMAP és PPIcp kélcsonhatasa.
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(A) Endogén TIMAP ¢és PPlc lokalizacidja endotél sejtekben. Kezeletlen (a,c,e) és trombinnal kezelt
(20 nM, 30 perc) (b,d,f) HPAEC sejteck monolayer-ében immunfluoreszcens festéssel jeldltiik a
fehérjéket anti-TIMAP (a,b; zold) és anti-PPlc (c,d; piros) elsddleges antitesteket hasznalva. A
felvételek paronként a mintak azonos részletérdl késziiltek. Nyilakkal azonos teriileteket emeltiink ki az
Osszetartozod (a,c,e illetve b,d,f) képeken. A madasodlagos antitestek aspecifikus kotddését kontroll
kisérletekben nem tapasztaltuk. Nagyitas: 60x. (B) A TIMAP és a PPlc kiilonb6z6 izoformai kozotti
kolcsonhatas  specificitasanak tanulmanyozasa. Bakteridlis expresszioval eldallitott GST fuzids
fehérjével kapcsolt vad tipusa (wt) TIMAP-ot, mutans (mu) TIMAP-ot és GST fehérjét immobilizaltunk
glutation-Sepharose 4B-n, majd HPAEC sejtlizatummal inkubaltuk. Tobbszori mosas utan elualtuk a
fehérje komplexeket, majd Western blot kisérletben PP1cf illetve PP1ca elleni antitesttel detektaltuk a
foszfataz jelenlétét. Pozitiv kontrollként HPAEC sejtlizatumot hasznaltunk. Alul a glutation-Sepharose
oszloprol elualt GST, wtTIMAP és muTIMAP rekombinans fehérjék Coomassie kék festése 1athaté. (C)
Endogén TIMAP és PPlc kolesonhatasa. TIMAP- illetve PPlc-re specifikus antitesttel végeztiink
immunprecipitaciot kezeletlen (@ kezelés), illetve ATP-vel (10uM, 30min), nokodazollal (0,1 uM, 30
min), szfingozin 1-foszfattal (S-1-P; 1 uM, 3h) vagy trombinnal (20 nM, 30min) kezelt HPAEC
lizatumokbol az Anyagok és modszerek részben leirtak szerint. A kotddétt TIMAP illetve PPlcP
fehérjéket az immunprecipititumokban specifikus antitestekkel detektaltuk. Pozitiv kontrollként
HPAEC sejtlizatumot hasznaltunk. (D) TIMAP-PP1cf kolcsonhatas jellemzése feliileti plazmon
rezonancia modszer segitségével. Mutans GST-TIMAP (a) és vad tipusa GST-TIMAP fehérjéket
(b,c,d,e,f) immobilizaltunk CMS5 szenzor chip feliiletére, majd rekombinans PP1cfB-t injektaltunk a
feliiletre kiilonboz6 koncentracidkban: 0,2 uM (b), 0,5 uM (c), 1,0 pM (d), 2,0 uM (e), és 3,0 uM (a, f).
Biacore 3000 késziilék segitségével szenzogrammokat vettiink fel, melyek a kdlcsonhatas kdvetkeztében
fellépd rezonanciajel valtozasokat mutatjak az id6 fliggvényében.

a sejten beliil, helyenként kihangstlyozva a filamentum struktura elrendezddését (4.1.11
abra, A:c). Trombin kezelés (b,d,f) hatdsdra a TIMAP eloszldsa nem valtozott, gy tiint
viszont, hogy a PP1c koncentralodott a sejtmembranban. Az egyesitett képen a két fehérje
részleges ko-lokalizacigjat figyelhetjiik meg, kiilonosen trombin kezelést kovetden
(4.1.11 ébra, A.ef). Mindkét fehérje expresszios szintje magas az EC-ben, ezért bar az
immunfluoreszcens festés lehetséges ko-lokalizaciot sugallt, nem tudtuk kizarni, hogy ez
csak véletlen egybeesés lehet.

Rekombinans TIMAP fehérjével pull-down kisérletben megvizsgaltuk, hogy
endotél sejtlizatumbol kotddik-e a nativ PP1c a TIMAP-hoz, tovabba a PPlc melyik
izoforméjaval mutat kolcsonhatast. Baktériumban termeltettiink GST fzios fehérjével
kapcsolt vad tipust TIMAP-ot és a TIMAP egy olyan mutansat (A1-71), amely nem
tartalmazza a PP1c-koté motivumot és az els6 ankirin ismétlodés egy részét, ezért a PP1c-
hez varhatoan nem tud ktddni. A rekombinans vad tipusu és mutans TIMAP-ot, valamint
a GST kontrollt glutation Sepharose 4B-n immobilizaltuk, majd HPAEC sejtlizatummal
inkubaltuk. A nem kotédoé vagy aspecifikusan kotédd fehérjéket mosassal eltavolitottuk.
Ezutan az immobilizalt rekombinans és veliik specifikusan kolcsonhatd fehérjéket SDS

mintapufferrel elualtuk. Western blot analizissel kimutattuk, hogy a vad tipusit GST-
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TIMAP-hoz a sejtlizatumbdl a PP1c B izoforméja kotédott, mig a PP1lc a izoforméjaval
nem jott 1étre kdlcsonhatds (4.1.11 é&bra, B). Varakozdsunknak megfeleléen a mutans
GST-TIMAP ¢s a PPlc kotédése elhanyagolhatd volt €s a rekombindns GST fehérje
kontroll sem adott specifikus jelet.

Az endogén PPlc-TIMAP komplex kialakulasat EC sejtlizatumban is kimutattuk
immunprecipitacios kisérletekben anti-TIMAP és anti-PP1c (o,p) antitesteket alkalmazva.
A PPlc (0,B) elleni antitesttel kapott immunprecipitatumban TIMAP elleni antitesttel
kimutattuk a 64 kDa méretii TIMAP fehérjét, valamint forditott immunprecipiticios
kisérletben a TIMAP antitest immunkomplexében detektalhaté volt a 37 kDa mérett
PPlc jelenléte (4.1.11 abra, C), megerdsitve a TIMAP ¢és PPlc fehérjék kozott
feltételezett kolcsonhatast. Megvizsgaltuk tovabba, hogy kiilonb6z6, az EC barrier
funkciojat befolydsold kezelések hatdsdra valtozik-e a fehérjék mennyisége az
immunprecipitaitumokban. A sejteket a gatfunkciot erdsité (ATP és szfingozin 1-foszfat,
S-1-P), valamint gatldé (nokodazol €s trombin) agensekkel kezeltiik és immunprecipitacio
utan Western blot médszerrel detektaltuk a TIMAP, illetve PP1c fehérjéket (4.1.11 abra,
(O). A denzitometralt eredmények analizise nem mutatott szignifikdns mennyiségi
valtozéast a kiilonboz0 kezelések hatasara, ami azt sugallja, hogy ezek az agensek a
TIMAP-PP1c kolcsonhatast nem befolyasoljak.

Biacore késziilékkel végzett feliileti plazmon rezonancidn (SPR) alapuld kotodési
kisérletek alkalmasak a szenzor chip feliiletén immobilizalt fehérje és az e f6l6tt atfolyo
mintdban 1évé molekuldk kozotti kolcsonhatds erdsségének ¢és specificitdsanak
vizsgalatara. A kapott szenzogramok kiértékelésével a kolcsonhatds kinetikdjarol
kaphatunk tovabbi informacidkat, igy példaul meghatarozhatéak az asszocidcid ¢€s
disszociacid sebességi allandoi, illetve a kolcsonhatasra jellemzd
asszociacios/disszociacidos allandd. A TIMAP-PPIcP kolcsonhatds SPR modszerrel
torténd igazolasdhoz teljes hossziisagh GST-TIMAP-ot, kontrollként pedig mutans GST-
TIMAP-ot (A1-71) valamint GST-t immobilizaltunk anti-GST antitesttel kapcsolt CM5
chip felszinére, majd vizsgaltuk a feliiletre novekvd koncentracidban injektalt PPlc
kotddését. Az eredmények a PP1cP és GST-TIMAP koncentraciofiiggd kolcsonhatasat
igazoljak (4.1.11 abra, D:b-f). A szenzogramok alapjan a BIAevaluation 3.1 szoftver
segitségével meghataroztuk az asszociacios (k.= 6,4x10° 1/Ms) és disszociacios (k=
2,7x107 1/s) sebességi allandokat, valamint a kolcsdnhatasra jellemz6 asszocidcids

allandot (Ka=1,8x10° 1/M), ez utdbbi stabil fehérje-fehérje kolcsonhatasra utalt. A PPlc
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kotdmotivumot nem tartalmazé mutans GST-TIMAP és a PP1cp kozott viszont nem volt

detektalhatd kolcsonhatas (4.1.11 ébra, D:a).

4.1.2.2.2 A TIMAP részt vesz az EC gatfunkcio szabalyozasaban

A TIMAP-ot jelentés mennyiségben detektaltuk a plazmamembranban, ezért
feltételeztiik, hogy ott a PP1c regulatoraként szabalyozhatja a membranhoz asszocialodo
fehérjé(k) foszforilacids szintjét, és ezaltal befolydsolja az EC gatfunkciot. Ennek
igazolasara a TIMAP-ot specifikus siRNS-sel csendesitettiik HPAEC sejtekben, aminek
hatékonysagat Western blottal és immunfluoreszcenciaval ellendriztiik (4.1.12 ébra, 4-B).
A fehérje csendesitése, illetve a csendesitéshez alkalmazott reagensek nem befolyésoltak
az EC monolayer bazalis ellenallasat, amir6l ECIS méréssel gydzddtiink meg (4.1.12
abra, C). Ezutan mértiik a transzendotél elektromos ellenéllas (TER) véltozésat kiilonb6z6
kezelések hatdsara. Ismert, hogy az ellendlldss novekedése a barrier funkcid
stabilizalodasat, mig csokkenése a barrier funkcid gyengiilését jelzi. A kontrollhoz képest
az S-1-P és ATP barrier funkcidt erdsité hatdsa mérséklodott, mig a barrier diszfunkciot
kivaltd trombin és nokodazol hatasa fokozddott azokban a mintdkban, amelyekben a
TIMAP-ot csendesitettiik (4.1.12 4bra, D). Ebbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
a TIMAP fehérje részt vesz az EC gatfunkcidé szabalyozasaban, feltehetéen a barrier
kialakitasaban ¢s fenntartdsdban jelentds fehérjék PPI1cB-TIMAP komplex altali

defoszforilaciojaval.

4.1.2.2.3 Az ERM fehérjék a PP1cp-TIMAP szubsztratjai

A TIMAP plazmamembran lokalizacidja alapjan feltételeztiik, hogy az ERM
fehérjék a PP1cB-TIMAP komplex lehetséges szubsztratjai EC-ben. MDCK sejtekben,
ahol a TIMAP nem expresszalodik, kimutattdk, hogy a moezint a miozin foszfataz
defoszforilalja [196]. Megvizsgaltuk, talalunk-e kolcsonhatast a TIMAP és a moezin
fehérje kozott HPAEC-ben. HPAEC lizatumokkal moezin, PPlc és TIMAP elleni
antitestekkel immunprecipitaciot végeztiink. A Western blot eredménye szerint a moezin
valoban kolcsonhatasban lehet a TIMAP ¢és PPlc fehérjékkel (4.1.13 abra, A).
Immunfluoreszcenciaval a TIMAP és a moezin ko-lokalizacigjat detektaltuk a trombinnal
kezelt, kontrahdlo HPAEC plazmamembranjaban (4.1.13 abra, B), valamint a trombin
kezelés hatasara a moezin foszforilalt formdja is feldisul a plazmamembranban (4.1.13

abra, C).
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4.1.12 abra TIMAP csendesités hatasa az EC gatfunkciora. Kezelés nélkiili (transzfekcios kontroll),
valamint az Anyagok és modszerek részben leirtak szerint, nem specifikus (ns) RNS-el transzfektalt
illetve TIMAP-ra csendesitett HPAEC-ben Western blot kisérletben (A) és immunfluoreszcenciaval (B)
(nagyitas: 60x) ellendriztik a TIMAP fehérje expresszidos szintjét. A Western blot eredmények
denzitometralasa utdn a TIMAP mennyiségét az aktin kontrollra normalizaltuk (n=4). (C) Nem
transzfektalt (kontroll), transzfekcids kontroll, nsRNS-sel valamint a TIMAP-ra specifikus siRNS-sel
transzfektalt sejtek bazalis transzendotél ellendlldsa a kontrollra normalizalva. (D) Nem transzfektalt
(kontroll), nem specifikus (ns) RNS-sel, illetve TIMAP specifikus siRNS-sel transzfektalt sejteket
kezeltlink +/- 1 uM S-1-P-tal, 10 uM ATP-tal, 20 nM trombinnal vagy 0,1 uM nokodazollal (ND), majd
harom 6ran at mértiik a TER-t. A kiindulasi ellenallas 800 és 1200 Q kozott mozgott. A kezelések
kovetkeztében kialakult maximalis TER csokkenés vagy novekedéskor mért relativ ellenallast £ SE
(n=3) abrazoltuk. A szignifikancia szintet (*, P<0.01) kétmintas T-probaval hataroztuk meg.
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4.1.13 abra A TIMAP és moezin fehérjek kolcsonhatisa. (A) Moezin, PPlc és TIMAP specifikus
antitestekkel végeztiink immunprecipiticiot HPAEC sejtlizaitumban, az immunprecipitaitumokban a
moezint és a PPlcB-t Western blottal, specifikus antitestekkel detektaltuk. A Western blot pozitiv
kontrolljaként teljes HPAEC lizatumot hasznaltunk. (B) Kezeletlen (a,c,e) és trombinnal (20 nM 30
perc) (b,d,f) kezelt konfluens HPAEC monolayer-ében immunfluoreszcenciaval detektalt TIMAP és
moezin fehérjék. Elsédlegesen anti-TIMAP (a-b: piros) és anti-moezin (c-d, zo6ld) antitestekkel
jeloltiink. (C) Kezeletlen (a,c) és trombinnal (20 nM 30 perc) (b,d) kezelt konfluens HPAEC monolayer-
ében detektalt foszfo-moezin (a-b, zold). Az aktin (c-d) festést Texas Red phalloidinnel végeztiik. A
nyilak a trombin kezelés utan a moezin (Bd) illetve foszfo-moezin (Cb) plazmamembran lokalizacidjat
jelolik. A mikroszkopos felvételek paronként a mintak azonos részletérdl késziiltek. Nagyitas: 60x.

A TIMAP fehérjével rokon MYPT3-r6l leirtak, hogy PKA-val foszforildlhat6. Ez a
foszforilaci6 megnoveli a MYPT3-PPlc komplex foszfataz aktivitasat foszfo-MLC
szubsztrattal szemben [197]. A feltételezett foszforilacids helyet tartalmaz6 szekvencia
részlet nagyon hasonld a két fehérjében (MYPT3: ***RRRTSSAGSRGKVVRRVSL*™;
TIMAP: ***SRRTSSAGSRGKVVRRASL*®"). Ezért in vitro elegyben megkiséreltiik a
rekombinans ~ GST-TIMAP  foszforilaciéjat PKA-val  [y-*P]-ATP  szubsztrat
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felhasznalasaval. A GST-TIMAP valoban foszforilalodott, ~0,8 mol/mol foszfat
beépiilést detektaltunk. Idékozben egy masik munkacsoport rekombinans TIMAP
lehetséges foszforilacids helyeit vizsgalva kimutatta, hogy a PKA a TIMAP Ser337-es
oldallancat foszforilalja és valdsziniisitették, hogy ezt az eléfoszforilaciot koveti a Ser333
GSK3p altali foszforilacidja [198].

Bakterialis expresszioval GST-moezint allitottunk eld, amelyet glutation-Sepharose
4B oszlopon affinitas kromatografidval tisztitottunk, majd a GST fuzios fehérjerészt
trombin protedzzal eltavolitottuk. Ezt a rekombindns moezint Rho kinézzal foszforilaltuk
¢és foszfatdz aktivitds mérésekhez haszndltuk foszfo-szubsztratként. A vad tipusa GST-
TIMAP-ot tiofoszforilaltuk PKA-val (GST-TIMAP-P, Ser337), majd a minta egy részét
tovabb tiofoszforilaltuk GSK3B-val (GST-TIMAP-PP, Ser337/333). A foszforilaciohoz
azért alkalmaztunk ATPYS szubsztratot, hogy a TIMAP nem hidrolizalhat6 tiofoszforilalt
formait kapjuk. A PP1cp-t eldinkubaltuk a nem foszforilalt- és tiofoszforilalt fehérjékkel,
majd a P-moezin szubsztrat hozzdadasaval inditottuk a foszfataz reakcidt. 30 perc utan a
mintakat Western blot analizissel, specifikus P-ERM antitestet alkalmazva detektaltuk a

P-moezin szubsztrat foszforilacios szintjének valtozasat (4.1.14 dbra, A).
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4.1.14 abra A TIMAP nem foszforilalt formaja gatolja a foszfo-moezin defoszforilaciojat. Foszfo-moezin
szubsztratot PP1c-vel defoszforilaltunk az Anyagok és modszerek részben leirtak szerint vad tipusu
GST-TIMAP, egyszeresen vagy kétszeresen tiofoszforilalt GST-TIMAP (TIMAP-P, TIMAP-PP),
mutans GST-TIMAP, illetve GST jelenlétében, vagy tavollétében. (A) A foszfo-moezin mennyiségének
csokkenését Western blottal, foszfo-ERM elleni antitesttel kovettiik. A baloldali elsé minta a foszfo-
moezin mennyiségét mutatja foszfataz kezelés nélkiil. (B) A kiilonb6z6 foszforilaltsaga TIMAP mintak
jelenlétében lezajlott foszfataz kezelést kdvetden detektalt foszfo-moezin jel intenzitdsanak valtozasat a
csak PPlc-vel kezelt mintdknal tapasztalt csokkenés (100%) szazalékaban fejeztiik ki. Négy fliggetlen
kisérletb6l szarmazé mintakat értékeltiink denzitometralas utdn. Az adatok statisztikai elemzését
kétmintas t-probaval végeztiik el, a kontrollhoz viszonyitott szignifikans eltéréseket jeloltiik: * (P<0,05).

Az egyes mintakban a foszfatdz kezelés kovetkeztében a P-moezin jel kiilonb6zo
mértékben csokkent. A TIMAP nélkiili, csak PP1cp-val kezelt P-moezinnek megfelel? jel

intenzitasat a foszfataz nélkiili kontrollhoz hasonlitottuk, és ezt a csokkenést tekintettiik
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100%-nak, a tobbi mintdban detektalt valtozast ennek %-aban fejeztiik ki (4.1.14 &bra, B).
A GST-TIMAP és a GST-TIMAP-P jelentdsen csokkentette (~60% ¢és ~50%) a PP1cP
aktivitasat. Ezzel szemben a GST-TIMAP-PP jelenlétében nem tapasztaltunk szignifikans
foszfatdz gatlast (4.1.14 abra, B). A PPlcp-val kolcsonhatdst nem létesitd kontroll
fehérjék, a GST ¢és a mutans GST-TIMAP hatasa szintén elhanyagolhaté volt. Hasonld
eredményeket kaptunk P-MLC szubsztrattal is (nincs dokumentélva), ezért feltételezhetd,
hogy a vad tipusi TIMAP gatl6 hatasa a PP1c aktivitasra nem szubsztrat specifikus.

Feliileti plazmon rezonancia vizsgalattal &sszehasonlitottuk a GST-TIMAP nem
foszforilalt és egy-, illetve kétszeresen foszforilalt forméjanak kdlcsonhatasat a PP1c-vel.
A nem foszforildlt TIMAP és a PPlcf asszociacios allandoja a korabbi kisérlet
sorozatban (4.1.11 abra, D) kapott értékkel kozel azonos, Ky = 1,28 x 10° M'l, illetve Kx
= 1,80 x 10° M. A komplex képzédésének sebességi allandojat (k,) a PKA-val tortént
foszforilacié nem valtoztatta meg, de a disszocidcios sebességi allando (kq) csokkent a
nem foszforildlt TIMAP-hoz képest. Az egyszeresen foszforilalt TIMAP-PP1cp
asszociacios allando kérilbeliil négyszeres értéke (Ka= 7,39 x 10° M) mérsékelten
erdsebb kolcsonhatasra utal. A kétszeresen foszforilalt TIMAP (PKA ¢és GSK3p
foszforilalt) esetében mindkét érték, k, €s kq is csOkkent. Az asszociacids allando értéke
pedig azt mutatja, hogy a kétszeresen foszforilalt TIMAP-PP1cp (Ka= 1,93 x 10° M™)
esetén a kotddés kozel azonos erdsségii, mint a nem foszforilalt TIMAP-PP1cp (Ka= 1,28
x 10°M™) esetében (4.1.3 tablazat). Eredményeink szerint a TIMAP foszforilacioja PKA
¢s GSK3p kinazokkal nem befolyasolja a TIMAP ¢és PPIcp fehérjék kotddését, de a
TIMAP-PP1cf komplex aktivitasat igen.

4.1.3 tablazat. PP1cp-TIMAP kélcsonhatas kinetikai paraméterei és egyensulyi allandoi

Ligandum k, kq K.=k,/kq
1/Ms 1/s /M
GST-TIMAP 4,68(+1,32)x 10° 3,66(£0,88) x 10~ 1,28 x 10°
GST-TIMAP-P 4,11(x0,37) x 10° 5,56(x1,12)x 107 7,39 x 10°
GST-TIMAP-PP 1,01(£0,47) x 10° 5,22(+0,57) x 10™ 1,93 x 10°

Az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint a TIMAP kiilonbozo foszforilalt formait
immobilizaltuk CMS5 szenzor chip feliiletén, mint ligandumot, majd rekombinans PP1cf-t injektaltunk a
feliletre 1,0; 2,0 és 3,0 uM koncentracioban. A BIACORE késziilékkel felvett szenzogramok alapjan a
BlAevaluation 3.1 szoftver segitségével meghataroztuk a kolcsonhatasokra jellemz6 asszocidcios
allandokat (K, ), valamint az asszociacios (k,) és disszociacios (ky) sebességi allandokat.
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In vitro foszfataz aktivitds méréseink szerint a kétszeresen foszforilalt TIMAP-PP-
PP1cp komplex aktiv P-moezin szubsztrattal szemben (4.1.14 abra). HPAEC forskolin
kezelésével, ami a cAMP szintet noveli és a PKA-t aktivalja, a TIMAP fehérje
foszforilacigjat, mig trombin kezeléssel az ERM foszforildciojat kivantuk kivaltani a
sejtekben. Feltételeztiik, hogy ha a PKA (és GSK3p) valoban foszforilalja a TIMAP-ot,
akkor a megndvekvo foszfatdz aktivitds a P-moezin/P-ERM szintjét csokkenteni fogja.
Mivel a TIMAP foszforilalt formdira specifikus antitestekkel nem rendelkeziink, ezekben
a vizsgalatokban nem specifikus (ns) és TIMAP-ra specifikus siRNS-sel transzfektalt
tido artéria EC-t hasonlitottunk 0Ossze trombin ¢és forskolin kezelések utan.
Immunprecipitacidval meggy6zddtiink arrdl, hogy a trombin, forskolin és a két agens
egyiittesen nem befolydsolja a TIMAP és PPlcf kotddését (nincs dokumentélva).
Immunfluoreszcencias kisérleteinkben (4.1.15 abra, A) azt tapasztaltuk, hogy a forskolin
kezeléssel a kontroll sejtek felszinén megfigyelhetd, P-ERM-re pozitiv jelet ado tiiskék,
filopodiumok eltiintek (b,i,f;m). A trombin kezelés sejtkontrakcidt és a korabbiakkal
Osszhangban (4.1.13 abra, C) P-ERM szint emelkedést okozott a plazmamembran
régioban (d,k). A sejteket forskolinnal eldkezelve a trombin hatdsa nem érvényesiilt
azokban a sejtekben, amelyek tartalmaztdk a TIMAP-ot (0). A TIMAP csendesitett
sejteken azonban a forskolin eldkezelés ellenére is nagyszamu filopddiumot lattunk,
melyekben a P-ERM erésen fest6dott (h). A sejtek teljes lizatumaban Western blottal is
Osszehasonlitottuk a P-ERM szint valtozasat ugyanilyen kezelések utan (4.1.15 dbra, B).
A foszforilalt ERM fehérje szintjében ugyan csak mérsékelt csokkenést tapasztaltunk a
sejtek forskolinnal és trombinnal torténd egyiittes kezelése utan, de a valtozas tendencidja
megegyezett az immunfluoreszcencia eredményeivel.

Az immunfluoreszcens eredmények megerdsitésére egy tovabbi, érzékenyebb
modszert is alkalmaztunk. Megmértiik a nsRNS és TIMAP-ra specifikus siRNS-sel
transzfektalt HPAEC transzendotél ellenallasat (TER) (4.1.15 abra, C). Csendesitett
sejtekben a forskolin védd hatasa a trombin kezeléssel szemben szintén szignifikansan
kisebbnek bizonyult, mint a TIMAP-ot tartalmaz6 sejtekben. A TIMAP hidnyaban
tapasztalt eltér6 ERM foszforildcios szint és a TER mérések eredményei a sejtek
kiilonbozd kezelése utan megerdsitette azt a feltételezésiinket, hogy a TIMAP barrier
funkcidra kifejtett pozitiv hatdsdban (4.1.12 abra, D) az ERM foszforilacids szintjének

szabalyozasa egy fontos elem lehet.
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4.1.15 abra A forskolin EC gatfunkciot védé hatasaban szerepe van a TIMAP-nak. HPAEC sejtek
monolayer-ét TIMAP-ra specifikus si RNS-sel, vagy nem specifikus nsRNS-sel transzfektaltuk, majd 48
ora elteltével a kovetkezo kezeléseknek vetettiik ala: 50 uM forskolin 10 perc, 20 nM trombin 30 perc,
50 uM forskolin 10 perc eldkezelés utan 20 nM trombin 30 perc. A kezeletlen, kontroll mintékat is a
transzfekcid utan 48 ora elteltével hasznaltuk fel. (A) A TIMAP siRNS-sel csendesitett (a-h) és a
nsRNS-sel transzfektalt (i-p) HPAEC sejtek monolayer-ében detektaltuk a foszfo-ERM (P-ERM)
fehérjét immunfluoreszcenciaval P-ERM elleni antitesttel (b,d,fh,i,k,m,0) illetve az aktin
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filamentumokat Texas Red phalloidinnel festettiik (a,c,e,g,j,Ln,p). A felvételek paronként a mintak
azonos részletérdl késziiltek. Nyilakkal jeloltiik a plazmamembranban a P-ERM fehérje feldiisulasat
trombin kezelés utan a csendesitett sejtekben (d), illetve a nsRNS kontrollban (k), hasonl6an a forskolin
¢és trombin egyiittes kezelése utan a csendesitett sejtekben (h) illetve a feldusulds hianyat az nsRNS-sel
transzfektalt sejtekben (o). Nagyitas: 60x. (B) A kezelt és kezeletlen sejteket 20 mM NaF-ot tartalmazo
SDS mintapufferben felkapartuk és Western blottal vizsgaltuk a P-ERM mennyiségét specifikus
antitesttel. Bels6é fehérjekontrollként GAPDH-t alkalmaztunk, ehhez viszonyitottuk a P-ERM
mennyiségét (n=3, atlag + SE). (C) Bazalis TER mérést kdvetden a sejteket forskolinnal (50 uM) vagy
DMSO-val el6kezeltiikk. A maximalis hatas elérése utan (~30 perc) a megfeleld mintakat trombinnal
kezeltik (100 nM). Héarom fiiggetlen transzfekcid eredményeit (maximalis ndvekedés vagy
csokkenéskor mért relativ ellenallas) mutatjuk be. Az eredményeket a nem kezelt (kontroll), siRNS-sel
transzfektalt mintara normalizaltuk (atlag = SE). *: szignifikans eltérés a nsRNS ¢és siRNS-sel
transzfektalt mintak kozott (P<0,05).

Li és mtsai [198] eredményei szerint a TIMAP PKA-val a Ser337 oldallancon
foszforilalodik, ami a Ser333 GSK3[ altali foszforilacidjat inicidlja. Tovabba sajat
foszfataz aktivitds méréseink azt mutattdk, hogy mig a csak PKA-val foszforilalt TIMAP
gatolta a PP1cB-t, a PKA-val és GSK3p-val kétszeresen foszforilalt TIMAP mar nem
(4.1.14 ébra), tehat egyedil a TIMAP-PP-PP1cf komplex aktiv a foszfo-moezin
szubsztrattal szemben. Ezért a trombin és forskolin kezelések hatdsait BPAEC-re a
GSK3p specifikus inhibitora, AR-A014418, jelenlétében és tavollétében is megvizsgaltuk
(4.1.16 abra). Immunfluoreszcenciaval és Western blottal is azt tapasztaltuk, hogy a
GSK3p aktivitas gatlasaval a sejtek P-ERM szintje a gatloszerrel nem kezelt sejtekhez
hasonlitva a tovabbi kezelésektdl fiiggden valtozdéan, de mindig magasabb volt. (4.1.16
abra, A-B). A forskolin el6kezelés nem védte ki a trombin hatasat a GSK3p gatolt
sejtekben (4.1.16 abra, A:g,h, B), amit TER méréseink is megerdsitettek (4.1.16 abra, C).
Eredményeink arra utalnak, hogy az endogén TIMAP-ot cAMP indukalt PKA

el6foszforilacioja utdn a GSK3p kinaz is foszforilalja.
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4.1.16 abra GSK3f inhibitor mérsékli a forskolin hatasat. (A) AR-A014418 GSK3p inhibitorral
(b,d,£h) vagy vehikulummal (a,c,e,g) elokezelt BPAEC monolayer-ét tovabbi kezelés nélkiil (a,b)
illetve 50 pM forskolin (10 perc) (c,d), 50 nM trombin (20 perc) (e,f) és 50 uM forskolin (10 perc) utan
50 nM trombin (20 perc) (g,h) kezelés utan immunfluoreszcenciaval vizsgaltuk anti-foszfo-ERM
ellenanyaggal. A nyilak a plazmamembranban feldusult foszfo-ERM-et jelolik. Nagyitas: 60x. (B) Az 4
panel szerinti kezelések utan a sejtlizatumokban Western blottal tanulmanyoztuk a P-ERM mennyiségét.
A Western blot P-ERM és aktin jeleit denzitometraltuk, a P-ERM mennyiségét a megfelelé aktin
mennyiségére normalizaltuk. A kezeletlen minta P-ERM mennyiségét vettiik 100%-nak és ennek
szazalékaban fejeztiik ki a tobbit. (C) Bazalis TER méréseket kovetden (kiindulasi ellenallas 750-850 Q)
a sejteket 20uM AR-A014418 GSK3p inhibitorral vagy DMSO-val el6kezeltiik 4 6ran at. Ezutan adtunk
a megfelelé mintdkhoz 50 uM forskolint (F). Miutan a kezelt mintak ellenallasa ijra megkdzelitette a
kontrollok értékeit (koriilbeliil 2 ora elteltével), a megfeleld sejteket trombinnal kezeltiik (20 nM). Az
abran a trombin kezelés utan bekovetkezett maximalis TER csokkenés idopontjaban detektalt relativ
rezisztencia értékeket mutatjuk be. Harom fliggetlen kisérlet eredményét atlagoltuk (= SE), az
eredmények statisztikai elemzését parositatlan ¢ probaval végeztik el. A szignifikdns eltéréseket
csillaggal jeloltiik: * (P<0.05), ** (P<0.01), vagy *** (P<0.001).
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4.1.2.3  Protein foszfataz 2A tiidé EC-ben
4.1.2.3.1 PP2A4 és az EC citoszkeleton

A Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok masik, a sejtekben nagy mennyiségben
expresszalodo tipusa a protein foszfatdz 2A (PP2A). Marha, illetve human tiidé makro-
(BPA-) és mikrovaszkularis (HLMV-) EC citoszkeleton szerkezetét, a makro- ¢és
mikrofilamentumok elrendezddését a PP2A aktivitds specifikus gatlasat okozé 5 nM
okadansavval valdo kezelés [199] jelentésen megvaltoztatja (4.1.17 abra). A
mikrotubulusok részben feloldédnak, a kortikalis aktin mennyisége csokken, ¢és
stresszkabelek alakulnak ki. Osszességében ezek a kontrahalt sejtekre jellemzd valtozasok
a PP2A ¢s az EC citoszkeleton szerkezete/atrendezddése kozotti kapcsolatot jelzik.
HPAEC-ben a PP2A immunfestése a mikrotubulusokhoz hasonlé elrendez6dést mutat
(4.1.18 abra, 4,C), ami a két fehérje kozotti kolcsonhatasra utalhat. A sejtek okadansav
kezelése utan ez a hasonldsdg eltlinik, a periférids mikrotubulusok pedig feloldodnak
(4.1.18 abra, B,D), a foszfataz feltehetden disszocial a mikrotubulusokrol.

A B

BPAEC HLMVEC

kontroll
kontroll

OA
OA

Aktin

4.1.17 abra A PP2A gatlisa modositia az EC citoszkeletont. BPAEC (A) és HLMVEC (B) konfluens
monolayereket 0,1% DMSO-val (kontroll) vagy 5 nM okadansavval (OA) kezeltiink 90 percig, majd
immunfluoreszcens festést végeztiink, a makrofilamentumokat B-tubulin elleni antitesttel jeloltiik. Az
aktint Texas Red phalloidinnel festettiik. A tubulin és aktin jelolésrol a felvételek paronként, a mintak
azonos részletérdl késziiltek. A nyilak a B panelen a kontroll és a kezelt mintak kozotti eltérésekre
hivjak fel a figyelmet. Lépték: 200 um.

BPAEC-bdl szubcellularis frakciokat izolaltunk és azokban vizsgaltuk a PP1, PP2A
¢s PP2B Ser/Thr specifikus protein foszfatazokat Western blottal (4.1.19 abra, 4). A PP1
minden frakcidban egyarant kimutathato, a PP2B pedig az aktin és vimentin gazdag

frakciokban talalhat6 jelentés mennyiségben. Tovabba ezek a kisérleti eredmények is arra
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utalnak, hogy a PP2A kotédik a mikrotubulusokhoz. A 4.1.19 abra B részén a BPAEC
mikrotubulusban gazdag, citoszkeleton és citoszol frakcidinak Western blot eredményei
lathatoak. A frakcionalasi modszert igazolja, hogy a mikrotubulus frakcidban a tubulin és

a mikrotubulusokhoz asszocidlod6 tau fehérje is feldusult. A PP2A blot ismét a

4.1.18 abra PP2A lokalizacioja HPAEC-ben. HPAEC-t 0,1% DMSO-val (kontroll), (A,C), vagy 5 nM
okadansavval kezeltiik (B,D) 90 percig. A sejteket kezelés utan fixaltuk és az Anyagok és modszerek
fejezetben leirtak szerint immunfluoreszcens festést végeztiink B-tubulin (A,B) és PP2Ac (C,D) elleni
specifikus monoklonalis antitesttekkel. A kinagyitott részletek az EC periférias régidinak eltérd tubulin
szerkezetét mutatjak. Nagyitas: 100x.

A B <
Ac Tu Cy Vi W

- ] o[- -
= T Tau - — J——
PP2A | —
[
—

HSP27

4.1.19 dabra Ser/Thr specifikus protein foszfatazok az EC szubcellularis frakcioiban. (A) Az Anyagok és
modszerek fejezetben leirtaknak megfelelden preparalt sejtfrakciok (aktin, Ac; tubulin, Tu; citoszol, Cy
és intermedier filamentumokban/vimentin, Vi gazdag) fehérjéit 10%-os SDS-PAGE-sel elvalasztottuk,
és nitrocelluloz membranra blottoltuk. A fehérjéket PP1-, PP2A- és PP2B- elleni specifikus antitestekkel
detektaltuk. (B) Az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtaknak megfelelden preparalt sejtfrakciok
(mikrotubulus, MT; F-aktin gazdag citoszkeleton, CSK és citoszol, CSL) fehérjéit 10%-os SDS-PAGE-
sel elvalasztottuk, és nitrocellul6z membranra blottoltuk. A fehérjéket B-tubulin, tau-, PP2A- és HSP27-
elleni specifikus antitestekkel detektaltuk.
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foszfatdz és a mikrotubulusok ko6zotti kdlesonhatast igazolja. Az is érdekes, hogy a
HSP27 fehérjét is ebben a frakcidoban detektaltuk. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a
PP2A részt vehet a tau és HSP27 fehérjék foszforilacids szintjének szabalyozasaban és
ezen keresztiil fejti ki hatasat az EC citoszkeleton szerkezetére.

HUVEC c¢DNS konyvtér sikeres szlirése utdn a PP2A C katalitikus (PP2Ac) és A
szerkezeti regulator (PP2Aa) alegységének kodold szekvencidit emlds expresszios
vektorokba szubklonoztuk az Anyagok ¢és modszerek cimii fejezetben leirtaknak
megfelelden. A konstruktokkal HPAEC-t tranziensen transzfektaltunk. Egy nap mulva a
sejtlizatumokban in vitro foszfatdz méréssel ellendriztiik, hogy az overexpresszalt PP2A
rendelkezik-e katalitikus aktivitassal (4.1.4 tablazat). Az alkalmazott P-MLC szubsztratot
in vitro mind a PP1, mind a PP2A enzim képes defoszforilalni. Ezért a kétféle aktivitas
megkiilonboztetésére 1 nM okadansavat (OA) hasznéltunk, mely ebben a
koncentracioban gatolja a PP2A-t, a PP1 aktivitdsat viszont nem befolyasolja [200].
Parhuzamos méréseket végeztiink a gatldszer nélkiil és annak jelenlétében. Az effektor
tavollétében mért aktivitas a PP1 és PP2A egyiittes aktivitdsanak felel meg. 1 nM
okadansav jelenlétében a PP2A gatlodik, a detektalt aktivitis a PP1-nek tudhato be. gy a
kapott eredmények kiilonbségébdl kovetkeztettiink a PP2A aktivitasara.

4.1.4 tablazat. PP2A aktivitas transzfektalt HPAEC lizatumaban

PP2A aktivitas
%
pCMV-HA 100 £ 11
PP2Ac/pCMV-HA 147 + 14
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His 106 + 10

PP2Ac/pCMV-HA +

PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His 166 £17

A transzfektalt sejtek lizatumaban a PP2A aktivitdst az Anyagok és modszerek fejezetben
megadott modszerrel hataroztuk meg [**P]-foszfo-MLC szubsztrattal, és a vektor kontroll %-4ban adtuk
meg négy fliggetlen kisérlet atlagat + SD.

A varakozéasnak megfelelden a szerkezeti PP2Aa alegység overexpresszidja nem
okozott valtozast, a PP2Ac katalitikus alegység viszont onmagaban is és a PP2Aa-val ko-
expresszalva is 50-60%-os aktivitdsndvekedést eredményezett (4.1.4 tablazat). Az endotél
sejtek transzfekcidjanak alacsony hatékonysagat is figyelembe véve elmondhato, hogy a

rekombinans PP2Ac az HPAEC-ben katalitikusan aktiv.
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Ezutan immunfluoreszcenciaval vizsgaltuk a PP2Ac ¢és PP2Aa alegységeket
overexpresszal6  HPAEC citoszkeleton szerkezetét (4.1.20 ¢és 4.1.21 abrak). Kettds
jelolést alkalmaztunk, egyrészt a rekombinans PP2A alegységet HA- vagy c-myc-tag
elleni antitesttel jeloltiik, masrészt vagy az aktint festettiik Texas Red phalloidinnel, vagy
a tubulint jeloltik specifikus antitesttel. Igy a PP2A-t nem overexpresszalo sejtek a
mikroszkopos felvételeken kdnnyen azonosithatoak és belsd kontrollként szolgéalnak.

A PP2Ac overexpresszidja az HPAEC aktin citoszkeletonjanak atrendezddését
eredményezte (4.1.20 dbra, 4-C), a stresszfilamentumok elvékonyodtak, a kortikalis aktin
réteg megvastagodott. A PP2Aa esetében nem tapasztaltunk valtozast az aktin
citoszkeleton szerkezetében (4.1.20 dabra, D-F). Az egyesitett képeken viszont
megfigyelhetd mindkét PP2A alegység ko-lokalizacioja a periférids F-aktinnal. Trombin
kezelés (50 nM, 30 perc) jellemzden stresszkabelek kialakulasat és EC kontrakciot valt ki.
A PP2Ac-t overexpresszald sejtekben azonban az dgens hatasa mérsékelt volt akar a belsd
kontroll sejtekhez, akar a katalitikus aktivitdssal nem rendelkez6 PP2Aa-t
overexpresszalo sejtekhez viszonyitva (4.1.20 abra, G-J).

Kezeletlen, a PP2A alegységeket overexpresszald sejtekben a belsé kontroll
sejtekkel 0sszehasonlitva a mikrotubulusok szerkezetében nem lattunk jelentds valtozast
(nincs dokumentélva). A trombin kezelésnél tapasztaltakhoz hasonloan, a mikrotubulusok
depolimerizacioéjat eléidézé nokodazol (200 nM, 30 perc) hatasat is kivédte a PP2Ac
taltermelése akar onmagéban, akar a PP2Aa-val egyiitt (4.1.21 abra, 4-F). A ko-
expresszio esetében a tubulinnal egyiitt a két foszfataz alegység, a PP2Ac és PP2Aa
egylittes immunfestését nem tudtuk elvégezni. Viszont a csak PP2Ac-t (4,B) és a csak
PP2Aa-t (C,D) overexpresszalod sejtek fenotipusa alapjan meg tudtuk becsiilni a ko-
expresszio eredményességét az egyes sejteken. Mig a belsé kontroll és PP2Aa-t
tultermeld sejtek mikrotubulus rendszere a nokodazol kezelés kovetkeztében felbomlott, a
PP2Ac-t overexpresszald sejtekben épen maradt (4.1.21 abra, A-F). Okadansav eldkezelés
utan, ami az overexpresszalt PP2Ac aktivitasat gatolja, nem talaltunk olyan sejtet, amiben
a nokodazol kezelést a tultermel6do foszfataz kivédte volna (4.1.21 ébra, G-J).

Ezek az eredmények is aldtdmasztjdk a PP2A foszfatdz és az endotél citoszkeleton
kozotti funkcionalis kapcsolatot. A citoszkeleton szerkezete befolydsolja az EC
gatfunkciot, ezért feltételezhetd, hogy a PP2A aktivitas az EC gatfunkcid

szabalyozasaban is részt vesz, amit TER méréssel tudtunk igazolni.

76



dc_894 14

Transzfekcio
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His

PP2Ac/pCMV-HA

Aktin

PP2Ac, HA-tag PP2Aa, c-myc-tag

egyesitett kép egyesitett kép
P T

Transzfekcid + trombin

PP2Ac/pCMV-HA PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His

PP2Ac, HA-tag PP2Aa, c-myc-tag

4.1.20 abra A PP2Ac overexpresszidja mérsékli a trombin hatisat. HPAEC-t PP2Ac/pCMV-HA
(A,B,C,G,H) illetve PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His (D,E,F,LJ) plazmidokkal transzfektaltunk. A sejteket
tovabbi kezelés nélkiil (A-F), vagy 30 perc 50 nM trombin kezelés utan (G-J) immunfestettiik HA-tag
(PP2Ac kimutatdsara), vagy c-myc-tag elleni (PP2Aa kimutatasara) antitesttel, valamint az F-aktint
Texas Red phalloidinnel festettiik. Az overexpresszalo sejteket nyillal jeloltik. Nagyitas: 60x.
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4.1.21 dabra A PP2A overexpresszidja stabilizalja az HPAEC mikrotubulus szerkezetét. HPAEC-t
PP2Ac/pCMV-HA (A,B) vagy PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His (C,D) plazmidokkal, illetve a két
plazmiddal egyiittesen (E-J) transzfektaltunk. A sejteket 200 nM nokodazollal 30 percig (A-F), vagy 90
perc 5 nM okadéansav eldkezelés utan (G-J) tovabbi 30 percig 0,1% DMSO-val (G,H), vagy 200 nM
nokodazollal (I,J) kezeltiik, majd immunfestést végeztink HA-tag (PP2Ac kimutatasara), c-myc-tag
(PP2Aa kimutatasara) vagy B-tubulin elleni antitesttel. Az overexpresszalo sejteket nyillal jeloltiik.
Nagyitas: 60x.

Az EC transzfekci6 alacsony hatékonysdga miatt a barrier funkcid
tanulmanyozasahoz a PP2Ac és PP2Aa alegységek overexpresszidjahoz adenovirus
expresszios rendszert alkalmaztunk. Infekcid utdn a rekombindns fehérjék jelenlétét

Western blottal, az infekcid kozel 100%-os hatékonysagat pedig immunfluoreszcens

kisérlettel igazoltuk (nincs dokumentalva). Mértilk az adenovirussal fert6zott, PP2A
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alegységeket, vagy a lacZ-t overexpresszdlo HPAEC monolayer-ek rezisztencidjat
agonista nélkiil és trombin vagy nokodazol kezelés utan (4.1.22 ébra). A kontroll és lacZ-t
expresszald mintak rezisztencidja a trombin €és a nokodazol hatéasara is jelentds, 60-70%-
os csokkenést mutat. A PP2Ac overexpresszioja mind a trombin (4), mind a nokodazol
(B) altal kivaltott rezisztencia csokkenést szignifikdnsan mérsékelte, igazolva a PP2A

enzim jelentdségét az EC gatfunkcid szabalyozasaban.
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4.1.22 abra A PP2A overexpresszioja meérsékli a HPAEC trombin vagy nokodazol altal kivaltott
permeabilitas novekedését. HPAEC-t lacZ, PP2Aa-GFP, PP2Ac-GFP vagy egyiittesen PP2Ac-GFP és
PP2Aa-GFP fehérjéket termel$ adenovirussal fert6ztiink az Anyagok és modszerek fejezetben leirtaknak
megfeleléen. A 0,1% DMSO-val, 20 nM trombinnal (A), vagy 200 nM nokodazollal (B) kezelt sejtek
transzendotél rezisztencia valtozasat idében kovettiik. A nyilak az agonistak hozzaadasat jeldlik. A jobb
oldalon az oszlopdiagramok a trombin illetve nokodazol hozzdadds utan a mintdk normalizalt
rezisztenciajaban detektalt maximalis valtozast mutatjak be a nem fertdzott kontroll minta esetében talalt
maximalis hatas %-aban. Harom fiiggetlen kisérlet eredményét atlagoltuk (+ SE), a szignifikans
eltéréseket csillaggal jeloltiik: * (P<0.05).
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A fentiekben leirt eredmények (4.1.19 dbra, B) alapjan feltételeztiik, hogy a PP2A
EC citoszkeletonra kifejtett védd hatdsa Osszefiiggésben lehet a tau és HSP27 fehérjék
defoszforilaciojaval. Kontroll ¢s a PP2A gatloszerével kezelt BPAEC lizatumaban,
valamint mikrotubulus és citoszdl frakciojaban Western blottal detektaltuk a tau Ser262
oldallincon foszforilalt formajat (4.1.23 é&bra, A4-B). A tau és a mikrotubulusok
kolesonhatasat a tau foszforilacidja csokkenti, amiben Drewes ¢€s mtsai [110] munkéja
szerint a tau Ser262 oldallancénak van a legnagyobb jelentdsége. A PP2A gatlasaval, az

OA-val kezelt sejtek lizatuméaban a kontrollban detektalt szinthez képest jelentdsen

A B
Sejtlizatum Mikrotubulus Citoszdl
frakcio frakcio
kontroll +OA S
o 0\\
W o> > W o> o
e

e

aktin aktin

re
N

PP2Aa, c-myc-tag PP2Aa, c-myc-tag

4.1.23 abra A tau fehérje a PP2A szubsztratja EC-ben 1. (A) BPAEC-t 0,1% DMSO-val (kontroll), 5
nM okadansavval 90 percig (OA), vagy 1 nM calyculin A-val 60 percig (CA) kezeltiik. Az Anyagok és
moddszerekben leirtak szerint mikrotubulusban gazdag és citoszol frakciokat allitottunk eld. A teljes
sejtlizatum (A) és a sejtfrakciok (B) fehérjéit SDS-PAGE-sel elvalasztottuk, majd Western blottal,
specifikus antitesttel kimutattuk a foszfo-tau (Ser262) fehérjét. (C) HPAEC-t PP2Ac/pCMV-HA és
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko-transzfektaltunk. A sejteket 0,1% DMSO-val (-ND) (a-c)
vagy 200 nM nokodazollal (+ND) kezeltiik 30 percig (d-f), majd immunfestettiik foszfo-tau (Ser262)
(a,d) és c-myc-tag (PP2Aa kimutatasara) (c,f) elleni antitesttel, az aktint pedig Texas Red phalloidinnel
festettiik (b,e). Nagyitas: 60x.
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4.1.24 abra A tau fehérje a PP2A szubsztratia EC-ben 2. HPAEC-t PP2Ac/pCMV-HA és
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko-transzfektaltunk. A sejteket 20 nM trombinnal kezeltiik 30
percig, majd immunfestettiik foszfo-tau (Ser262) (B,F) és c-myc-tag (PP2Aa kimutatdsara) (A,E) elleni
antitesttel, az aktint pedig Texas Red phalloidinnel festettiik (C). A nyilak a PP2Ac-t és PP2Aa-t ko-
expresszalo sejtet jelolik (A-D), amelynek nagyobb nagyitasi konfokalis felvételén (E-G) a ko-
lokalizacid pontosabb értékelése érdekében a PP2Aa festddését piros szinnel mutatjuk.
megemelkedett a tau (Ser262) foszforilacioja (4.1.23 dbra, 4). A sejtfrakciokban a foszfo-
tau jellemzden a citoszol frakcioban taldlhatdé és nem a mikrotubulusban gazdag
frakcioban. A foszfatdz gatloszerekkel torténd kezelések utan a foszfo-tau mennyiségében
nem talaltunk eltérést az 5 nM OA (specifikusan a PP2A-t gatolja) és az 1 nM calyculin A
(mind a PP1, mind a PP2A aktivitdsat gatolja) kozott (4.1.23 abra, B). Ebbdl arra

kovetkeztethetlink, hogy a tau (Ser262) oldallancanak defoszforilaciojat a PP2A
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szabalyozza. PP2Ac-t és PP2Aa-t ko-expresszal6 HPAEC immunfluoreszcens vizsgalata
is alatdmasztotta ezt a kovetkeztetést (4.1.23 abra, C €s 4.1.24 4bra). Kezeletlen HPAEC-
ben a foszfo-tau mennyisége alacsony, viszont nokodazol vagy trombin kezelés a belsod
kontroll sejtekben a foszfo-tau szintjének jelentds emelkedését valtotta ki. Ezzel szemben,
a PP2A-t overexpresszald sejtekben, amelyeket ezekben a kisérletekben is részben a
PP2Aa immunfestése, részben a Texas Red phalloidin festés alapjan azonositottunk, és az
abrakon nyilakkal jel6ltiink meg, a tau foszforilacid szintje nem emelkedett meg. A 4.1.24
abra E-G paneljein bemutatott konfokalis felvételek a PP2A és a foszfo-tau ko-
lokalizaciojat bizonyitjak az HPAEC-ben.

Kontroll +ND +Trombin

P-HSP27

Aktin Aktin

PP2Aa, c-myc-tag PP2Aa, c-myc-tag PP2Aa, c-myc-tag

4.1.25 abra A HSP27 a PP2A lehetséges szubsztratia EC-ben. HPAEC-t PP2Ac/pCMV-HA ¢és
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko-transzfektaltunk. A sejteket vehikulummal (kontroll) (A-
C), 200 nM nokodazollal (+ND) (D-F) vagy 20 nM trombinnal (G-I) kezeltik 30 percig, majd
immunfestettiik foszfo-HSP27 (A,D,G) és c-myc-tag (PP2Aa kimutatasara) (C,F,I) elleni antitesttel, az
aktint pedig Texas Red phalloidinnel festettiik (B,E,H). A nyilak a PP2Ac-t és PP2Aa-t ko-expresszald
sejteket jelolik. A fehér négyszog (H) a panel alatt kinagyitott részlet pozicidjat jeloli. Nagyitas: 60x.
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Foszfo-HSP27 elleni antitestet alkalmazva megismételtiik az immunfluoreszcens
vizsgalatokat (4.1.25 abra). A trombinnal vagy nokodazollal kezelt HPAEC bels6 kontroll
sejtjeiben a HSP27 foszforilacids szintje megnétt, a PP2A-t overexpresszald sejtekben
azonban nem. A PP2A-t overexpresszald sejtekben a tau és a HSP27 fehérjék
alacsonyabb foszforilaltsdgaval parhuzamosan a sejtek aktin citoszkeletonja megorzi
eredeti szerkezetét és nem alakul ki a belsé kontroll sejteken megfigyelhetd valtozas a
trombin és nokodazol hatasara.

Osszességében ezek az eredmények azt igazoljdk, hogy a PP2A részvétele az EC
citoszkeleton atrendezddéseinek szabdlyozasaban a citoszkeletonhoz asszocialodo

fehérjék, mint a tau és HSP27, defoszforilacidjan keresztiil torténhet.

A PP2A harom alegységbdl allo fehérje. Az A szerkezeti alegységhez (PP2Aa, A
alegység) kotodik a katalitikus alegység (PP2Ac, C alegység) és a szubsztrat specificitast
meghataroz6 regulétor alegység (PP2Ab, B-alegység). A PP2A holoenzimek a sejtekben
szamos folyamatot szabalyoznak ¢és ezt a B-alegység nagyfoku variabilitdsa teszi
lehetévé, a B, B’ és B” fehérjecsaladok egymastol aminosav szekvencidjukban eltérd,
kiilonbozé fehérjék szamos izoformdjabol allnak. BPAEC immunfestésével a B
alegységet elsdsorban a citoplazmaban detektaltuk (4.1.26 abra, 4). Az ABaC felépitésii
holoenzim a PP2A egyik leggyakrabban el6forduld forméaja. BPAEC-ben siRNS
transzfekcid segitségével csendesitettik a PP2A Ba alegységét, a csendesités
hatékonysagat (70-80%) RT-PCR és Western blot kisérletekkel (4.1.26 abra, E), valamint
immunfestéssel is igazoltuk (4.1.26 4dbra B). A csendesitett sejtek (4.1.26 abra, B:a,c)
Texas Red phalloidin festése stresszkabelek kialakulasat jelzi a nem specifikus RNS-sel
transzfektalt kontrollhoz (b,d) viszonyitva. A Ba hidnyos sejtekben trombin (50 nM, 30
perc) kezelést kovetden is erdsebb az F-aktin festddése a megfeleld kontrollhoz
hasonlitva (ef). A felvételek kvantitativ elemzését is elvégeztik ¢és az F-aktin
mennyiségében megfigyelhetd eltérések szignifikdnsnak bizonyultak (4.1.26 ébra, C). A
trombin hatdsat TER mérésekkel is dsszehasonlitottuk nem csendesitett és Ba depletalt
HPAEC-n. Mig a PP2Ac overexpresszioja az HPAEC-ben mérsékelte a trombin
kivaltotta rezisztencia csokkenést (4.1.22 abra, A), a Ba csendesitése, éppen ellenkezdleg,
fokozta a trombin hatasat (4.1.26 abra, D). Ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy az EC

citoszkeleton szabalyozasaban a PP2A ABaC holoenzim formaéja jelentds.
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4.1.26 abra A PP2A B reguldtor alegysége az EC citoszkeleton és gatfunkcio szabalyozasaban. (A)
PP2A B alegység lokalizacioja BPAEC-ben. Az immunfluoreszcens jel6lést a B alegységre specifikus
antitesttel végeztiik (a), a sejtek aktin festése pedig Texas Red phalloidinnel tortént (b). Lépték: 200 pm.
(B) BPAEC-t nem specifikus (nsRNS) (b,d,f) és PP2A Ba alegységre specifikus siRNS-sel (a,c,e)
transzfektaltunk, majd tovabbi kezelés nélkiil (a-d), illetve 30 perc 50 nM trombin kezelés utan (e-f) B
alegységre specifikus antitesttel jeloltiik (a-b), illetve Texas Red phalloidinnel aktinra festettiik (c-f) a
sejteket. Lépték: 200 um. (C) Image J program segitségével Osszehasonlitottuk a trombin hatasara
kialakult stressz kabelek mennyiségét a mintakban. Harom fliggetlen kisérlet eredményébdl mintanként
14 sejten végzett analizis atlaga (£ SE), a szignifikans eltéréseket jeldltik: * (P<0,05 az nsRNS trombin
nélkiili mintahoz hasonlitva), # (P<0,05 az nsRNS trombinnal kezelt mintahoz hasonlitva). (D) ECIS
mikroelektrodon tenyésztett HPAEC-t nem specifikus (nsRNS) és PP2A Ba alegységre specifikus
siRNS-sel transzfektaltunk az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint. A bazalis rezisztencia
felvétele utan a megfeleldé mintakat 50 nM trombinnal kezeltiik (nyil jeldli a trombin hozzaadas idejét),
majd a sejtek transzendotél rezisztencia valtozasat id6ben kovettik. Harom fliggetlen kisérlet
eredményét atlagoltuk (£ SE). (E) A csendesités hatékonysagat RT-PCR (bal oldal) és Western blot
(jobb oldal) modszerekkel ellenériztiik.
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4.1.2.3.2 PP2A4 és az EC adherens kapcsolatok

A B alegység az immunfluoreszcens képeken a sejtek periférias régidiban is
megfigyelhetd (4.1.26 abra, A). Ezért felmeriilhet annak a lehetdsége, hogy a PP2A
esetleg az endotél sejtkapcsolatok szabdlyozdsdban is fontos lehet, ami ugyancsak
befolydsolhatja az EC gatfunkcidt. Pull-down moédszerrel vizsgaltuk az adherens
kapcsolatok két fehérje alkotdja, a B-katenin, illetve a VE-kadherin kolcsonhatasat a Ba
fehérjével (4.1.27 abra, 4). A HEK sejtekben overexpresszalt Ba-t és a kontroll fehérjéket
anti-V5 agarézon immobilizaltuk, majd BPAEC lizdtummal inkubéltuk. Az elualt
fehérjekomplexekben Western blottal detektaltuk az immobilizalt fehérjékhez kotddo B-
katenin, VE-kadherin és foszfo-p-katenin (Ser552) jelenlétét. A PP2A Ba mindharommal
kolcsonhatast mutatott, a kontroll mintdkban viszont nem tapasztaltuk az adherens
fehérjék kotddését, ami a PP2A enzim ¢és az EC adherens kapcsolatok kozotti specifikus
kolcsonhatésra utal.

Tanulmanyoztuk a VE-kadherin és a B-katenin lokalizaciojat BPAEC-ben a PP2A
aktivitas gatlasa utan (4.1.27 4bra, B). Okadéansavval (5 nM, 90 perc) tortént kezelés utan
a sejtek periféridjan a kezeletlen sejtekben lathaté folyamatos VE-kadherin réteg
szakadozottd valt, illetve megszint (a,b). A P-katenin festédés is lecsokkent a
sejtperiférian (c,d). Még szembetlindbb a foszfo-f-katenin (Ser552) (e,f) lokalizacidjanak
megvaltozésa, sOt a foszforilacid mértéke is novekedett. Ez utobbirél Western blottal is
meggy6zddtink. Mig a P-katenin mennyisége az okadansavval kezelt BPAEC
lizatuméaban nem valtozott a kezeletlen mintdhoz viszonyitva, a fehérje foszforilaltsaga a
Ser552 oldallancon t6bb mint haromszorosara emelkedett (4.1.27 abra, C), és a
citoplazmaba transzlokalddott (4.1.27 abra, B:f).

Hasonléan, a PP2A Ba alegység csendesitése a [-katenin/foszfo-B-katenin
¢s ez egyiitt jart a P-katenin foszforilacigjaval (4.1.27 é&bra, E). A csendesités
kovetkeztében a Ba mennyisége 60-70%-kal csokkent, mikdozben a foszfo-p-katenin
szintje meghdromszorozodott.

Osszességében az eredmények azt sugalljak, hogy a PP2A nem csak az EC
citoszkeleton szerkezetének szabalyozasiban, de az adherens sejtkapcsolatok
kialakulasaban is részt vesz, és ezaltal az endotél barrier fenntartasdban egy tobbszordsen

fontos szabalyozo faktor.
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4.1.27 abra A PP2A szabdlyozza az EC adherens kapcsolatait. (A) HEK sejteket transzfektaltunk

pcDNA3.1/V5-His, inhibitor2/pcDNA3.1/V5-His,

HSP27/pcDNA3.1/V5-His

és PP2A Bo/

pcDNA3.1/V5-His plazmidokkal az Anyagok és moddszerek fejezetben leirtak szerint. A fehérjék
termelddését Western blottal ellendriztilk a V5-tag elleni antitestttel (jobb oldali panel). A rekombinans
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fehérjéket anti-V5 affinitds gélen immobilizatuk, amit mosas utdn BPAEC lizadtummal inkubaltunk.
Ujabb mosési 1épés utan a rekombinans- és a hozzajuk kotédé fehérjéket 2xSDS mintapufferbe elualtuk
fozéssel, majd immunoblottal vizsgaltuk a mintakban a B-katenin, VE-kadherin és foszfo-B-katenin
(S552) jelenlétét specifikus antitestekkel. A Western blot pozitiv kontrolljaként BPAEC sejtlizatumot
hasznaltunk. A pull-down negativ kontrolljaként pedig a BPAEC lizatumot olyan anti-VS5 affinitas géllel
inkubaltuk, amelyhez el6zéleg rekombinans fehérjét nem kotottiink. (B) Kezeletlen (a,c,e) és 5 nM
okadansavval 90 percig kezelt (b,d,f) BPAEC immunfestése VE-kadherin (a,b), B-katenin (c,d) és
foszfo-B-katenin (S552) (e,f) specifikus antitestekkel. Lépték: 200 pm. (C) Kezeletlen (kontroll) és 5
nM okadansavval 90 percig kezelt (OA) BPAEC lizatumaban 6sszehasonlitottuk a foszfo-p-katenin
(S552) mennyiségét Western blottal. A felvitt fehérjemennyiség kontrolljaként a mintakat -katenin és
aktin elleni antitestekkel is vizsgaltuk. Oszlopdiagram: harom fiiggetlen kisérlet eredményeit
denzitometralas utdn B-kateninre normalizaltuk és atlagoltuk + SE. A szignifikans eltérést csillaggal
jeloltik: * (P<0.05). (D) Nem specifikus (nsRNS) (a,c,) és PP2A Ba alegységre specifikus siRNS-sel
(b,d,) transzfektalt BPAEC immunfestése p-katenin (a,b) és foszfo-B-katenin (S552) (c,d) specifikus
antitestekkel. Lépték: 200 um. (E) Nem specifikus (nsRNS) és PP2A Ba alegységre specifikus siRNS-
sel transzfektalt BPAEC lizatumaban Osszehasonlitottuk a foszfo-B-katenin (S552) mennyiségét
Western blottal. A csendesités hatékonysagat PP2A B elleni antitesttel ellendriztiik, a felvitt
fehérjemennyiség kontrolljaként pedig a mintakat aktin elleni antitesttel is vizsgaltuk. Harom fiiggetlen
kisérlet foszfo-B-katenin (bal oldali oszlopdiagram) és PP2A B (jobb oldali oszlopdiagram) eredményeit
denzitometralas utan p-kateninre normalizaltuk és atlagoltuk = SE. A szignifikans eltéréseket csillaggal
jeloltiik: * (P<0.05).

4.2 A protein foszfatazok ¢és kinazok kolcsonhatasai allvanyfehérjékkel az
endotél sejtekben

4.2.1 A RACK]I1 allvanyfehérje szerepe az EC permeabilitas szabdlyozdsdaban

4.2.1.1 A RACKI és TIMAP fehérjék kolcsénhatdsa

A TIMAP fehérjérdl igazoltuk, hogy a PP1 regulatora, ¢és foszforilaciojatol fiiggd
méddon az ERM fehérjék defoszforildciojat szabalyozza (4.1.2.2 fejezet). Baktériumban
expresszalt GST-TIMAP csaliként valo felhasznéldsaval pull-down kisérlettel a TIMAP
tovabbi, korabban nem azonositott fehérje partnereit kerestiik (4.2.1 abra, 4). A BPAEC
lizdtummal inkubalt glutation Sepharose-on immobilizalt GST-TIMAP eluatuméaban
SDS-PAGE utén talaltunk egy olyan ~34 kDa méretli fehérjesavot, aminek megfelelé sav
a két kontroll mintaban (GST + BPAEC lizatum és GST-TIMAP + lizis puffer) nem volt
jelen. Ezért feltételeztiik, hogy a TIMAP-pal kdlcsonhatd fehérje lehet. A fehérjét
tartalmazo géldarabot kivagtuk, és LC-MS/MS analizisre kiildtiik (Dr. Jandky Tamas,
SZTE, Orvosi Vegytani Intézet). Swissprot és Uniprot TREMBL adatbazisok alapjan az
Uj kolcsonhato partner marha RACKI1 (gén: GNB2L1, Accession number: P63243)
fehérje. A kolcsonhatast a pull-down eluatumok Western blot vizsgalataval és

immunprecipitacioval is igazoltuk endogén BPAEC fehérjékkel (4.2.1 dbra, B-C).
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4.2.1 dbra A TIMAP és RACKI fehérjék kilcsonhatdsa. (A) Pull-down kisérletben bakterialisan
expresszaltatott GST és GST-TIMAP fehérjéket glutation Sepharose-on immobilizaltunk, majd BPAEC
lizatummal (SL) vagy lizis pufferrel (LP) inkubaltuk. A nem kotddo fehérjéket mosassal eltavolitottuk,
majd 10 mM glutationnal elualtuk a k6t6do fehérje komplexeket. A mintdkban a fehérjéket SDS-PAGE-
sel szeparaltuk és a gél Blue Silver festésével tettiik lathatova. A csak a BPAEC lizdtummal inkubalt
TIMAP mintaban megjelend, feltételezhetden 0 partnert a gélbdl kivagtuk és LC-MS/MS analizis
alapjan RACK1 fehérjeként azonositottuk. (B) A pull-down eluatumok Western blot vizsgalata RACK1
elleni antitesttel. Pozitiv kontrollként BPAEC lizatumot hasznaltunk (SL). (C,D) BPAEC lizatumok
RACKI1 vagy TIMAP elleni antitesttel késziilt immunprecipititumaban Western blottal vizsgaltuk a
TIMAP és RACK1 (C), illetve PP1cP (D) fehérjéket. Egy esetben a RACK1 immunprecipitaciojat HeLa
sejten végeztiik (D), a minta nevében ezt megadtuk. Az immunoblot pozitiv kontrolljaként BPAEC
lizatumot (SL), az immunprecipitacio negativ kontrolljaként antitest nélkiili (@) és nyul szérummal (nytl
IgG) végzett immunprecipititumokat hasznaltunk. (E) Nem transzfektalt (kontroll), nem specifikus
nsRNS-el vagy TIMAP-ra specifikus siRNS-sel transzfektalt BPAEC lizdtumokbol RACKI-t
immunprecipitaltunk. A sejtlizatumokat és az immunprecipititumokat Western blottal vizsgaltuk
TIMAP, RACKI1 ¢és PPlcp elleni antitestekkel. Negativ kontrollként antitest nélkiili (IP-g)
immunprecipitacios mintat hasznaltunk. (F) HeLa sejteket transzfektaltunk pEGFP-C1 (GFP), pEGFP-
C1l/WtTIMAP (GFP-Twt) és pEGFP-C1/mutans TIMAP (GFP-TA) kontsruktokkal. Az overexpresszalo
sejtek lizatumabol RACKI1 és GFP elleni antitesttel végeztiink immunprecipitaciot. A sejtlizatumokat és
az immunprecipitatumokat Western blottal vizsgaltuk GFP, RACK1 ¢és PP1cp elleni antitestekkel.
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Korabbi eredményeinkkel (4.1.2.2 fejezet) Osszhangban, a PPlcP jelen van a
TIMAP ¢és a RACKI1 immunprecipititumaban is (4.2.1 é&bra, D). Tobb moédon is
bizonyitottuk azonban, hogy a RACKI1 ¢és a PPlcp kozott nincs kozvetlen
fehérjekapcsolat. HeLa sejtekben, ahol a TIMAP nem expresszalodik és TIMAP depletalt
BPAEC-ben a RACKI immunprecipititumaban nem mutathaté ki a PP1cf (4.2.1 é4bra,
D,E). Tovabba vad tipusu és a PPlc kot motivumot nem tartalmaz6é mutans (A1-71)
GFP-TIMAP HeLa-ban torténd overexpresszidja utan akar a GFP-TIMAP tag részére
specifikus, akar RACKI elleni antitesttel végeztiink immunprecipitaciot, a PP1cp csak
akkor volt jelen, ha a minta a vad tipust TIMAP fehérjét overexpresszaldé HeLa-bol
szarmazott (4.2.1 abra, F). Mindezek azt igazoljak, hogy a RACKI1 és PPIcP csak a
TIMAP-pal valé kolcsonhatasuk révén vannak jelen azonos fehérje komplexekben, de
egymashoz nem kotddnek.

A TIMAP-RACKI1 kolcsonhatasban jelentés domének feltarasdhoz a két fehérje
szamos GST-taggel ellatott mutansat (4.2.2 abra, A) éallitottuk el¢ baktériumban és
BPAEC lizatumokkal végzett pull-down kisérlettel ellendriztiik az endogén RACKI,
illetve TIMAP kotddését a csali fehérjékhez (4.2.2 ébra, B-C).
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4.2.2 abra A TIMAP és RACKI kolcsonhato régioinak vizsgalata. (A) Vad tipusu és trunkalt TIMAP és
RACKI1 fehérjék vazlatos szerkezete. (B,C) A TIMAP (B) és a RACKI1 (C) vad tipusu és mutans, GST
tag-gel ellatott formait baktériumban termeltettiik, glutation Sepharose-hoz kotottik és BPAEC
lizatummal pull-down kisérletet végeztiink az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint, majd
immunoblottal vizsgaltuk az elualt mintakban a RACK1 (B) illetve a TIMAP (C) kotodését. Pozitiv
kontrollként BPAEC lizatumot hasznaltunk (SL). A pull-down kisérletben az endogén partnert megkotd
fehérjéket kék, a partnert megkdtni nem tudo fehérjéket piros szinnel jeldltiik az 4 panelen.

&9



dc_894 14

A RACKI a TIMAP N- (1-290 aminosavak) és C-termindlis (291-567 aminosavak)
feléhez is kotddott. Az N-terminalis rész tartalmazza a PP1c k6td motivumot és 6t ankirin
ismétlédé motivumot (A1-5), valamint egy nuklearis lokalizacios szignal motivumot
(NLS). Az ankirin ismétlddések jellemzden fehérje kdlcsonhatasokban jatszanak szerepet,
de az A4 és AS ismétlédések nem bizonyultak esszencialisnak a kdtddésben. Ha ugyanis
a TIMAP N-terminalis felérdl eltavolitottuk ezt a két ismétlodést, a mutans (1-165)
tovabbra is kolcsonhatasba 1épett a RACKI1 fehérjével, tovabba az A4 és A5 ankirin
ismétlédéseket tartalmazé rovid mutdns (165-290) az endogén RACK1-t nem kotdtte. Az
A1-A3 ankirin ismétlédéseket (67-165), vagy az A1-A3 és a PP1c kotd motivumot (52-
165) tartalmazé mutansokkal sem kaptunk pozitiv jelet. Viszont a nuklearis lokalizacios
szignallal kiegészitett mutans (35-165) mar képes volt kotni a RACK1 fehérjét. A TIMAP
C-terminalis régiojaban (291-567) talalhatéak a PKA és GSK3p foszforilacids helyek és a
CAAX prenilacios motivum. Ez utdbbirdl megallapitottuk, hogy a kélesdonhatasban nincs
szerepe, hiszen ha eltavolitottuk (291-563), a kotédésben nem tapasztaltunk valtozast
(4.2.2 ébra, B).

A RACKI1 B-propeller szerkezete biztositja fehérje kdlcsonhatdsait. A RACKI1
WD4 doménje révén homodimert alakit ki [144], ezért Kiely és mtsai munkaja [201]
alapjan olyan RACKI roviditett/trunkalt mutansokat terveztiink, amelyek a WD4 domént
tartalmazzak. Az N-terminalis mutans (1-180) megkototte az endogén TIMAP-ot BPAEC
lizatumbdl, a C-terminalis mutans (137-317) viszont nem (4.2.2 abra, C).

Masok [198] és sajat eredményeinkbdl (4.1.2.2 fejezet) tudtuk, hogy a TIMAP
PKA/GSK3p kindzokkal foszforilalodik a Ser337 (PKA), majd a Ser333 (GSK3p)
oldallancokon. A RACKI1 fehérje kapcsolata is ismert a PKC kinazokkal [131, 138, 202].
Ezért PMA-val és forskolinnal aktivaltuk BPAEC-ben a PKC, illetve PKA kinazokat,
majd pull-down és immunprecipitacid segitségével vizsgaltuk a TIMAP és RACKI1
kotddését (4.2.3 abra, A-B). Mindkét modszerrel azt tapasztaltuk, hogy a PKC kinaz
aktivalasa nem okozott szignifikans eltérést a kotddésben. A forskolin kezelés viszont
jelentdsen, 50-60%-kal csokkentette a ktddd TIMAP vagy RACK1 mennyiségét, amit
feltehetéen a cAMP/PKA aktivalas kovetkeztében a TIMAP PKA (S337), majd GSK3p3
(S333) foszforilacidja okozhat.

A TIMAP ezen foszforilacids helyeit tartalmazé roviditett vad tipusu formajat (331-
567 aminosavak) és annak nem foszforilalhatdé (S333A/S337A) valamint a foszforilaciot

utanzo (S333D/S337D) mutansait termeltettiik baktériumban, majd csaliként hasznaltuk
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BPAEC lizdtummal torténd pull-down kisérletben (4.2.3 abra, C). A fenti eredményekkel
Osszhangban, a foszforilaciot utanz6 TIMAP mutanshoz kevesebb RACKI1 fehérje
kotédott az EC lizatumbol.
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4.2.3 abra A cAMP/PKA utvonal aktivalasa gyengiti a TIMAP-RACKI kolcsonhatast. (A) GST és GST-
TIMAP (fels6 blot) vagy GST-RACKI1 (als6 blot) fehérjéket glutation Sepharose-on immobilizaltunk,
majd kezeletlen (kontr), forskolinnal (50 uM, 30 perc) (FRSK) és PMA-val (1 pM, 30 perc) kezelt
BPAEC-b6l késziilt sejtlizatummal pull-down kisérletet végeztiink. Az elualt fehérjéket RACKI1 és
TIMAP elleni antitestekkel Western blottal vizsgaltuk. Az oszlopdiagram legalabb harom fliggetlen
kisérlet denzitometralt, a megfeleld sejtlizitum mintara normalizalt eredményeinek atlagat (+SE)
foglalja 6ssze, **: P<0,001. (B) Kezeletlen, forskolinnal (50 uM, 30 perc) és PMA-val (1 uM, 30 perc)
kezelt BPAEC-b6l késziilt sejtlizatumokbol TIMAP és RACKI1 fehérjéket immunprecipitaltunk, és a
mintdkat TIMAP és RACKI elleni antitestekkel immunoblottal vizsgaltuk. Az oszlopdiagram legalabb
harom fiiggetlen kisérlet denzitometralt, a megfeleld sejtlizatum mintara normalizalt eredményeinek
atlagat (+SE) foglalja 6ssze, **: P<0,001. (C) Baktériumban termeltetett GST-t és GST-taggel ellatott
vad tipusu, trunkalt TIMAP-ot (331-567 aminosavak) (wt) és annak S333D/S337D illetve
S333A/S337A mutalt formait glutation Sepharose-on immobilizaltunk, majd BPAEC lizatummal pull-
down kisérletet végeztiink. Az elualt fehérjéket RACKI1 elleni antitesttel Western blottal vizsgaltuk.
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4.2.1.2 A RACKI szerepe a TIMAP plazmamembran lokalizaciojaban

A TIMAP foszforilacigjat befolyasolo effektorokkal kezelt HPAEC-ben vizsgaltuk
a TIMAP lokalizacidjat és kolcsonhatasat a RACKI1 fehérjével. Kezeletlen sejtekben,
ahol a TIMAP a magban, a mag koriili régidban €s a plazmamembranban talalhat6 (4.1.11
abra, A:a ¢és 4.2.4 abra, A:a), a mag koriili citoplazma régioban a két fehérje ko-
lokalizaciojat figyeltiik meg (4.2.4 abra, A:a-c). A RACKI lokalizacidjaban az effektorok
alkalmazasa nem okozott valtozast (4.2.4 abra, A:b,e,h,k). A TIMAP viszont a forskolin
kezelést kovetden a sejtmagbol és részben a citoplazmabol is a plazmamembranhoz
transzlokalodott (4.2.4 abra, A:a,d). Ha PKA inhibitorral (H89, 10 uM) kezeltiik a
sejteket, a TIMAP festddése a plazmamembranban drasztikusan lecsokkent, sot, az
inhibitor el6kezelés utan alkalmazott forskolin hatdsara sem jelent meg ott (4.2.4 abra, D).
A TIMAP foszforilacioja PKA-val a S337 oldallancon eléfeltétele tovabbi, GSK3f altali
foszforilacigjanak a S333 aminosav oldallancon. Ha a GSK3f specifikus inhibitoraval
(AR-A014418, 20 uM) kezeltiik a sejteket, a PKA gatlashoz hasonléan a TIMAP nem
jelent meg a plazmamembranban, és a GSK3p inhibitor eldkezelés a forskolin hatasat is
erdsen csokkentette (4.2.4 abra, A:d,g,)).

Kezeletlen és forskolinnal és/vagy GSK3p inhibitorral kezelt HPAEC-bdl eldallitott
membran ¢és magi frakcid Western blotja megerdsitette az immunfluoreszcens vizsgéalatok
eredményeit (4.2.4 abra, B). Forskolin kezelés utdn a membran frakcidban a TIMAP
mennyisége megnétt, a GSK3 inhibitora hatasara pedig lecsokkent, tovabba a forskolin
hatasat a GSK3p inhibitor el6kezelés szignifikdnsan csokkentette. Ezzel egyiitt, a magi
frakciokban a TIMAP mennyiségében ellentétes eldjelli valtozasokat detektaltunk. Az
el6z0 kisérletek eredményeivel Osszhangban, a forskolinnal kezelt HPAEC
sejtlizatumabol immunprecipitalt TIMAP mellett a kontroll vagy a GSK3 gatloszerével
kezelt (+/- forskolin) sejtek TIMAP immunprecipititumahoz viszonyitva kevesebb
RACKI fehérjét detektaltunk (4.2.4 abra, C). Az immunprecipitalt mintdkban lathat6
extra sav az IgG-nek felel meg.

Mindezek alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a TIMAP ¢és a RACKI1 kozott a
citoplazmaban van kolcsonhatas, amit a TIMAP PKA/GSK3 foszforilacioja befolyasol.
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4.2.4 abra GSK3p gatlasaval a TIMAP plazmamembran lokalizacioja megsziintetheté. (A) Kezeletlen
(kontroll) (a-c), forskolinnal (50 uM, 30perc) (FRSK) (d-f), AR-A014418 GSK3p inhibitorral (20 uM, 4
ora) (g-1) vagy az inhibitorral tortént elokezelést (20 uM, 4 6ra) kovetden forskolinnal (50 pM, 30perc)
(-1) kezelt konfluens HPAEC immunfluoreszcens festése TIMAP ¢s RACKI elleni antitestekkel.
Léptéek: 100 um. (B) HPAEC-b6l az 4 panelhez megadott kezelések utan az Anyagok és modszerek
fejezetben leirtak szerint szubcellularis frakciokat allitottunk el6. A membran és magi frakciokban
Western blottal detektaltuk a TIMAP fehérjét. A frakciok tisztasagat CD31 és lamin A/C elleni
antitestekkel ellendriztik. Az oszlopdiagram a CD31 (membran frakcio) illetve a lamin A/C (magi
frakcio) fehérjékre normalizalt TIMAP mennyiséget mutatja be az egyes frakciokban a kiilonb6zd
kezelések utan. Harom fiiggetlen kisérlet atlaga + SE. A szignifikans eltéréseket csillaggal jeloltik:
**(P<0,01) és ***(P<0,001). (C) HPAEC-bSl az A panelhez megadott kezelések utan TIMAP-ot
immunprecipitaltunk. A sejtlizitumokat €s az immunprecipitatumokat TIMAP és RACKI1 elleni
antitestekkel immunoblottal vizsgaltuk. (D) Kezeletlen (kontroll), H8§9 PKA inhibitorral (10 uM, 30
perc), forskolinnal (50 uM, 30 perc) vagy az inhibitorral tortént elokezelést (10 pM, 30 perc) kdvetden
forskolinnal (50 pM, 30perc) kezelt konfluens HPAEC immunfluoreszcens festése TIMAP elleni
antitesttel. Az egyesitett képeken a Texas Red phalloidinnel festett aktinszalak is latszanak. Lépték: 100
pum.
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A RACKI1 fehérjét eredményesen csendesitettik HPAEC-ben siRNS
transzfekcioval. RT-PCR-ral mRNS szinten 70-80%, Western blottal fehérje szinten
~50% csokkenést detektaltunk (4.2.5 abra, A-B). Erdekes moédon a RACKI
csendesitésével parhuzamosan a TIMAP mRNS és fehérje szintje is megndtt. A belsd
kontrollként hasznalt PP2A B alegységre specifikus primerparral végzett kisérletben ilyen
jellegli eltérést nem tapasztaltunk. Elképzelheté, hogy a RACKI1 befolyasolhatja a

TIMAP transzkripcidjat, de ezzel kapcsolatos tovabbi vizsgalatot még nem végeztiink.
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4.2.5 abra RACKI csendesités hatisa a TIMAP-ra. (A,B) HPAEC-t nem specifikus (nsRNS) vagy
RACKI1-ra specifikus siRNS-sel transzfektaltunk. A csendesités hatékonysagat RACKI1, PP2A B és
TIMAP specifikus primerparokkal végzett RT-PCR-ral (A) és RACKI, aktin és TIMAP elleni antitestek
felhasznalasaval Western blottal (B) ellendriztiik. Az oszlopdiagram a B-aktinra normalizalt RACK1
illetve TIMAP mennyiségét mutatja be a nem transzfektalt (kontroll) és a transzfektalt mintdkban.
Harom fliggetlen kisérlet atlaga = SE. A szignifikans eltéréseket csillaggal jeloltik: **(P<0,01) és
***(P<0,001). (C) Nem transzfektalt (kontroll), nem specifikus (nsRNS) vagy RACKI1-ra specifikus
siRNS-sel transzfektalt HPAEC immunfluoreszcens festése TIMAP és RACKI1 elleni antitestekkel.
Lépték: 100 pm. (D) Nem transzfektalt (kontroll), nem specifikus (nsRNS) vagy RACK1-ra specifikus
siRNS-sel transzfektalt HPAEC membran frakcidjanak Western blotja TIMAP ¢és CD31 elleni
antitestekkel. Az immunoblot pozitiv kontrolljaként kezeletlen sejtlizdtumot (SL) alkalmaztunk.
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A TIMAP magasabb szintli expresszidja ellenére is a RACK1 csendesitett HPAEC
plazmamembranjaban és membran frakcidjaban nem, vagy alig detektaltunk TIMAP-ot
(4.2.5 abra, C,D). Ezért feltételeztiik, hogy emiatt a RACK1 hianyaban az EC kitapadéasa

és szétteriilése, végsd soron barrier formalo képessége is valtozhat, amit ECIS mérésekkel

ellendriztiink.
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4.2.6 abra A RACKI csendesitése lassitja az EC barrier kialakuldsat. Nem transzfektalt (kontroll) és
nem specifikus (nsRNS) vagy RACKIl1-ra specifikus siRNS-sel transzfektalt HPAEC-t (mintanként
5x10° sejt) a transzfekcio utan 48 oraval SWI10E ECIS mérdelektrodokra passzaltunk. A mintak
kiindulési rezisztencia értéke ~300 Q volt. (A) A passzalast kovetd 20 oran keresztiil kovettiik a mintak
rezisztencia valtozasat. (B,C) A mintdkat a passzalas utan egy ¢éjszakan at CO, termosztatban
tenyésztettiik, majd az alap rezisztencia érték (900-1200 Q) felvétele utan a mintakat 50 uM forskolinnal
(FRSK) (B) vagy 1 uM szfingozin 1-foszfattal (SI1P) (C) kezeltiik. A diagramokon az agonistak altal
kivaltott maximalis hatds idopontjaban detektalt, a kiindulasi értékre normalizalt rezisztencia értékek
atlagat (£ SE) mutatjuk be négy fiiggetlen kisérletb6l. A szignifikans eltéréseket csillaggal jeloltiik: *
(P<0,05), **(P<0,01) és ***(P<0,001).

Azonos szamu kontroll, nsRNS-sel és RACK1 specifikus siRNS-sel transzfektalt
HPAEC-t helyeztiink az ECIS elektrodokra a transzfekcio utan 48 ordval és mértik a
sejtréteg rezisztencidjat, ami a mérés kezdetekor mindharom mintaban ~300 Q volt (4.2.6

abra, 4). A RACKI1 csendesitett HPAEC rezisztenciaja azonban mar a mérés megkezdése

utan 1 6rdval szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a kontroll mintdké. Mikdzben a két
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kontroll kdz6tt nem alakult ki jelentds kiilonbség, a RACKI csendesitett minta eltérése a
mérés kozben (0-20 6ra) egyre fokozodott. Az EC barriert erdsitd forskolin és szfingozin
1-foszfat hatasat is szignifikdnsan csokkentette a RACK1 csendesitése (4.2.6 abra, B,(C).
Ez Osszhangban van feltételezésiinkkel, miszerint a TIMAP mennyiségének a RACK1
hidnyéban tapasztalt csokkenése a plazmamembranban gyengiti az EC barrier formald
képességét.

Immunfluoreszcens vizsgalataink eredménye alapjan nem feltételezhettiik, hogy a
RACKI1 direkt moédon részt venne a TIMAP plazmamembranhoz térténd transzportjaban
(4.2.4 abra, A). A TIMAP membran lokalizacidjdhoz sziikséges C-terminalisdnak
prenilacidja, amit a farnezil transzferdz enzim katalizal [100]. Pull-down modszerrel a
rekombinans RACK1 fehérje BPAEC lizatumabol megkototte a farnezil transzferazt. A
TIMAP-hoz hasonléan, a RACK1 N-terminalis, WD1-4 régidja koti a transzferazt (4.2.7
abra, 4). A TIMAP ¢s a farnezil transzferaz kolcsonosen detektalhatd a masikra
specifikus antitesttel kezeletlen, vagy nsRNS-sel transzfektalt HPAEC-bol készitett
immunprecipitatumokban, ami a két fehérje kozotti kolcsonhatdsra utal. A RACKI
hianyaban, a csendesitett HPAEC mintdkban, ez a kolcsonhatds azonban nem mutathatd
ki (4.2.7, B). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a TIMAP és a farnezil transzferdz nem

kozvetleniil kotédik egymdshoz, hanem a RACKI1 adaptor kozeli felszineihez

kapcsolodnak.
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4.2.7 abra A RACK]1 biztositia a TIMAP és a farnezil transzferdaz kozétti kapesolatot. (A) Baktériumban
termeltetett GST-t és GST-taggel ellatott vad tipust (wt) és trunkalt (1-181 és 137-317 aminosavak)
RACKI1 fehérjéket glutation Sepharose-on immobilizaltunk, majd BPAEC lizatummal pull-down
kisérletet végeztiink. Az elualt fehérjéket farnezil transzferdz (FT) elleni antitesttel Western blottal
vizsgaltuk. Az immunoblot pozitiv kontrolljaként kezeletlen sejtlizatumot (SL) alkalmaztunk. (B) Nem
transzfektalt (kontroll) és nem specifikus (nsRNS) vagy RACKI1-ra specifikus siRNS-sel transzfektalt
HPAEC lizatumabol TIMAP ¢és farnezil transzferaz (FT) elleni antitestekkel végeztiink
immunprecipitaciot. A sejtlizatumokat és az immunprecipitalt mintdkat immunoblottal vizsgaltuk
TIMAP és farnezil transzferaz elleni antitestekkel.
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4.2.2  NHERF fehérjék vizsgdlata EC-ben

Az ERM fehérjék kozvetleniil, vagy adaptor fehérjéken keresztiil kapcsoljak az F-
aktint a plazmamembran integrans fehérjéihez, ezaltal a kontrahdlt vagy relaxalt EC ¢és az
EC barrier fenntartasaban fontos szerepiik van. Az NHERF fehérjecsalad két tagja, az
NHERF1/EBP50 ¢s az NHERF2 C-termindlisin ERM kot régio talalhatd. Mivel
kordabban ezeket a fehérjéket dontden epitél sejtekben vizsgaltdk az NHE3 fehérje
szabalyozasaban betoltott szerepiik miatt, ezért célul tiiztik ki az EBP50 és NHERF2

fehérjék tanulmanyozasat tiido artéria EC-ben.

4.2.2.1 EBP50
4.2.2.1.1 Az EBPS50 sejtciklus fiiggo lokalizacioja EC-ben

Az EBP50 sejten beliili lokalizacidjat immunfluoreszcencidval vizsgaltuk EC-ben
(4.2.8 abra, 4). Az epitél sejtekkel ellentétben (j-/), ahol a citoplazmaban detektaltuk,
BPAEC-ben és HUVEC-ben els6sorban a magban ¢és a mag koriili citoplazma régioban
talaltuk (a-f). Az NHERF2 fehérje a varakozasnak megfelelden a citoplazméban festddott
(g-i). Az EBP50 immunfestését egy masik EBP50 elleni antitesttel is megismételtiik,
amellyel szintén a fehérje magi lokalizacigjat detektaltuk (nincs dokumentalva). Az
overexpresszaltatott EBP50 szintén eltéréen lokalizalodott az endotél és epitél sejtekben,
BPAEC-ben a magban (m-o0), HeLa-ban a citoplazméaban (p-r). BPAEC ¢és MCF7
szubcellularis frakcidival végzett Western blot eredményeink is alatimasztottak a fehérje
sejttipustol fiiggd lokalizaciojat (4.2.8 abra, B). A citoplazma €s magi frakciok tisztasagat
tubulin és lamin A/C elleni antitestekkel ellendriztiik. Az EBP50 fehérjét csak a BPAEC-
magi frakcigjaban detektaltuk, az MCF7 magi frakcigjdban nem volt jelen.
Immunhisztokémiai vizsgalatunk is azt igazolta, hogy az EBP50 az EC-ben a magban
lokalizalodik (4.2.8 abra, C).

Az immunfluoreszcensen jelolt BPAEC mintdkon megfigyeltiik, hogy az osztodd
sejtekben az EBP50 elhagyta a sejtmagot. BPAEC-en EBP50 és tubulin elleni antitesttel
immunfestést végeztiink, a sejtmagot pedig DAPI festéssel tettiik 1athatéva (4.2.9 4bra).
Ezzel azonositani tudtuk, hogy az egyes sejtek a sejtciklus mely fazisaban voltak a minta
fixalasakor. Interfazisban az EBP50 a sejtek magjaban taldlhato. A profazisban
megfigyelhetd, hogy elkezd6dott a fehérje citoplazmaban valdé megjelenése. A mitdzis

tovabbi szakaszaiban jelen van a citoplazmaban, majd a citokinézisben visszatér a magba.
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4.2.8 dbra Az EBP50 magi lokalizascioja EC-ben. (A) Konfluens BPAEC (a-c, g-i), HUVEC (d-f) és
MCF7 (j-1), valamint EBP50/pCMV-myc plazmiddal transzfektalt BPAEC (m-o) és HeLa (p-r)
immunfluoreszcens vizsgalata EBP50 (a,d,j), NHERF2 (g), c-myc (m,p) és tubulin (b,k) elleni
antitestekkel. Az aktin szalakat Texas Red phalloidinnel festettiik (e,h,n,q). Lépték: 100 um. (B)
BPAEC és MCF7 sejtekbdl az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak szerint citoplazma (CP) 1 és 2,
valamint magi (M) frakciot allitottunk elé. A sejtlizatumokat és a frakcidkat immunoblottal vizsgaltuk
EBP50, tubulin és lamin A/C fehérjék elleni antitestekkel. (C) Human bor mintak immunhisztokémiai
vizsgalata EBPS50 elleni antitesttel (c). Az ereket fénymikroszkop segitségével morfologia alapjan
azonositottuk (a,e). A sejtmagokat DAPI festéssel jeloltiik (b,f). Kontroll kisérletben (e-h) a masodlagos
antitest aspecifikus kotédését nem deketaltuk (g). Nagyitas: 10x.
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INTERFAZIS PROFAZIS PROMETA- METAFAZIS  ANAFAZIS TELOFAZIS CITOKINEZIS
FAZIS

TUBULIN—

4.2.9 abra Az EBP50 lokalizacidja a sejtciklus soran valtozik. BPAEC immunfestése EBPS0 és tubulin
elleni antitesttekkel. A sejtciklus fazisait a DAPI-val festett magok és a tubulin szerkezete alapjan
hataroztuk meg. Lépték: 100 pm.

Korabban leirtak, hogy HeLa sejtekben az EBP50 a mitézisban foszforilalodik, amit
a Cdkl katalizal két Ser oldallancon [169]. Feltételeztiikk, hogy az EBP50 valtozo
lokalizacioja a BPAEC sejtciklusa soran Osszefiigghet foszforilacios allapotaval. A Cdkl
foszforilacids helyeken mutans EBP50 overexpressziojara alkalmas konstruktot hoztunk
létre. A mutansban a Cdk1 foszforilacids helyeit, a Ser288 ¢és Ser310 aminosavakat savas
jellegh Asp-ra cseréltik. BPAEC-t transzfektaltunk a vad tipusi ¢és mutans
EBP50/pCMV-myc konstruktokkal, és 6sszehasonlitottuk a foszforilalt EBP50-t utanzo
mutans ¢és a vad tipusi rekombinans latszolagos molekulatomegét és sejten beliili
lokalizaciojat. A Cdkl altali foszforilaci6 az EBPS50 mobilitasat, ezzel latszdlagos
molekulatomegét SDS-PAGE-n megvaltoztatta [169]. A foszfo-EBP50-et utanzé
mutansunk latszélagos molekulatomege is eltért a vad tipusuétol (4.2.10 abra, 4). Az
overexpresszald BPAEC immunfluoreszcencia vizsgalata pedig azt mutatta, hogy mig a
vad tipusi rekombinans a magban, a mutdns EBP50 a citoplazmaban lokalizalodott
(4.2.10 ébra, B). Ez arra utal, hogy az EBP50 foszforilacigja valdéban befolyasolhatja

lokalizaciojat az EC-ben.
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4.2.10 abra Az EBP50 sejten beliili lokalizacioja foszforilacio fiiggd. Vad tipusu (wt) és mutans (mu)
(S288D/S310D) EBPS50 overexpresszidjara alkalmas pCMV-Myc konstruktokkal BPAEC-t
transzfektaltunk. (A) Az overexpresszalo sejtek lizatumanak Western blotja c-myc tag elleni antitesttel.
(B) A transzfektalt sejtek immunfluoreszcens festése c-myc tag elleni antitesttel. Az aktint Texas Red
phalloidinnel, a magokat DAPI-val festettiik. Lépték: 100 um. (C) BPAEC-t kettds timidin blokkolédssal
G1/S fazisban szinkronizaltunk az Anyagok és moddszerek fejezetben leirtak szerint. A blokkolas
feloldasa utan tovabbi kezelés nélkill, vagy 80 ng/ml nokodazol (ND) hozziadasa utan tovabb
tenyésztettiik a sejteket. A sejtlizitumokat Western blot kisérletben vizsgaltuk EBP50 elleni antitesttel.
Kontrollként nem szinkronizalt (AS) sejtkivonatot hasznaltunk. (D) Nem transzfektalt (tr. kontroll), vad
tipustt (wt) €s mutans (S288D/S310D) EBP50 pCMV-Myc konstruktokkal transzfektalt BPAEC-t a
transzfekcio utan 24 oraval ECIS mérdelektrodokkal ellatott SW10E lemezekre passzaltunk. A mintakat
a passzalas utan egy ¢jszakan at CO, termosztatban tenyésztettilk, majd az alap rezisztencia érték
(~1000 Q) felvétele utan a sejtek monolayer-én valtdarammal (30 sec, 5 mA, 60 kHz) sebeket égettiink
(0. o6ra). Ezutan 5 oran keresztiil detektaltuk a rezisztencia valtozasat. A diagramon a kozvetleniil a
kezelés elott detektalt értékre normalizalt rezisztencia értékek atlagat (= SD) mutatjuk be harom
fliggetlen kisérletbol.

BPAEC-t kettés timidin blokkal G1/S fazisban szinkronizaltunk, majd a blokk
feloldasa utan 8 o6ran at tovabb tenyésztettiink tovabbi adalék nélkiil, illetve nokodazol
(80 ng/ml) hozzaadasaval G2/M fazisban szinkronizaltuk a sejteket. Az endogén EBP50
foszforilacigjat a kiilonbozé fazisokban ¢és id6pontokban készitett sejtlizatumok
immunoblotjan az EBP50 jel eltérd latszolagos molekulatomege bizonyitja (4.2.10 4bra,
(). A nem szinkronizalt BPAEC-ben az EBP50 elleni antitest ~55 kDa méretnél ismeri
fel a fehérjét, de egy jol elkiilonithetd halvany sav is lathatdé nagyobb méretnél, ami a
G1/S-ben szinkronizalt sejteknél eltiint. A timidin blokk felolddsa utdn 8 oOraval ez a
latszolag magasabb molekulatomegii EBP50 jel kifejezetten megerdsodott. A foszfo-
EBP50-et utdnzé mutanssal kapott eredményeink €s masok kordbbi kozlése [169] alapjan
feltételezziik, hogy a nagyobb molekulatomegnek megfeleld sdvban a mitozishoz kozeli

fazisban foszforilalodott EBP50 van jelen.
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A sejtek osztddasa befolyasolhatja a sebgyogyulast [203, 204]. Transzfekcio utan
24 o6raval vad tipusi és a foszfo-format utdnzé mutins EBP50-et overexpresszald
BPAEC-t ECIS mérdelektrodokra passzaltunk. A monolayerek rezisztencidjanak
allandosulasa utan az elektrodok feliiletén a sejtrétegben azonos, 250 pm &tmérdji
,sebeket” hoztunk 1étre (30 sec, 5 mA, 60 kHz), ettdl a rezisztencia egy lires elektrodnak
megfeleld értékre esett le. Ezutan idoben kovettiik a sebgyogyulast tiikkr6z6 rezisztencia
emelkedését (4.2.10 abra, D). A mutdns EBP50-et termeld sejtekben a sebgyogyulés
gyorsabban zajlott, a detektalt maximalis rezisztencia 50%-anak eléréséhez 1,5 ordra volt
sziikség, mig a kontroll és a vad tipust overexpresszald minta esetében ez az id6 atlagosan

1,8 6ra volt.

4.2.2.1.2 A PP24 és az EBP50 kolcsonhatasa

Az EBP50 reverzibilis foszforildciojaban a defoszforilaciot katalizalé protein
foszfataz azonositasahoz G1/S vagy G2/M fézisban szinkronizalt BPAEC lizatumokbol
immunprecipitalt EBP50 mintdkban vizsgaltuk a PP1 és PP2A tipust foszfatdzok
jelenlétét Western blottal (4.2.11 abra, A). Az EBP50 kolcsonhatasat talaltuk a PP2A C
katalitikus (PP2Ac) és szerkezeti A alegységével (PP2Aa), de nem kaptunk jelet a PP1
katalitikus elegységének (PPlc) a és P izoformdjat felismerd antitesttel az EBP50
immunprecipitdtumaban. A PP2A ¢és az EBP50 kozotti kolcsonhatast a PP2Ac
immunprecipitatumaval végzett Western blottal is kimutattuk, a G2/M fazisu sejtekbdl
szarmazo6 mintaban hatarozottan tobb EBP50-t detektaltunk (4.2.11 abra, B).

A PP2A B-alegységekkel valo kdlcsonhatés vizsgalatdhoz, mivel azok mérete (~55
kDa) az IgG méretéhez kozeli, pull-down modszert alkalmaztunk (4.2.11 abra, C-D).
Egyrészt bakterialisan expresszalt GST-EBP50-et immobilizaltunk glutation Sepharose-
on, majd BPAEC lizdtummal inkubaltuk és a GST-EBP50-hez k6t6dd fehérjéket Western
blottal vizsgaltuk az eludlt mintdkban. A vartnak megfeleléen kimutattuk a PP2Ac ¢és
PP2Aa fehérjék kotodését, tovabba a PP2A B alegységét (PP2Ab), de a B’alegység
(PP2Ab’) nem volt kimutathato a pull-down fehérjekomplexben (4.2.11 abra, O).
Masrészt a B alegység a és a B’ alegység vy izoformajat V5 taggel ellitva BPAEC-ben
overexpresszaltuk, majd immobilizalt anti-V5 antitesttel kikotottiik a sejtlizatumbol a
rekombinansokat €s a hozzajuk kapcsolodd kolcsonhatd partnereiket. Annak ellenére,
hogy a Ba ¢és B’y hasonlé mértékben termelddott és az anti-V5 agar6zrél is 0sszemérhetd

mennyiségben eludltuk, az EBP50-nel csak a PP2A Ba alegységének kdlcsonhatdsat
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talaltuk, a B’y-val nem (4.2.11 abra, D). Ezek az eredmények az EBP50 és a PP2A ABaC

osszetételli holoenzim forméja kozotti kdlcsonhatést bizonyitjak.
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4.2.11 abra Az EBP50 kélcsonhat a PP24-val. (A-B) Az Anyagok és moddszerek fejezetben leirtak
szerint szinkronizalt (S: G1/S, M: mitozis) BPAEC lizatumokbol EBP50-et (A) és PP2Ac-t (B)
immunprecipitaltunk. A nem szinkronizalt (AS) és szinkronizalt sejtlizatumokat ¢és az
immunprecipitatumokat immunoblottal vizsgaltuk PP2Aa, PP2Ac, PPlc (a és B izoformakra specifikus)
és EBP50 elleni antitestekkel. (C) Baktériumban expresszalt GST-EBP50 fehérjét glutation Sepharose-
on immobilizaltunk és BPAEC lizatummal pull-down kisérletet végeztiink. A sejtlizaitumokat és a pull-
down eluatumokat Western blottal PP2Aa, PP2Ab, PP2Ab’ és PP2Ac elleni antitestekkel teszteltiik. (D)
BPAEC-t transzfektaltunk  pcDNA3.1/V5-His, @ PP2A  Ba/pcDNA3.1/V5-His és  PP2A
B’y/pcDNA3.1/V5-His plazmidokkal. Az overexpresszalo sejtek lizatumat anti-V5 agar6z affinitas
géllel inkubaltuk. A kotddo fehérje komplexeket 1xSDS mintapufferbe elualtuk f6zéssel, majd
immunoblottal vizsgaltuk a sejtlizaitumokban és az anti-V5 agar6zrol elualt mintdkban az EBP50 és a
rekombinans fehérjék jelenlétét EBP50 és V5-tag elleni specifikus antitestekkel.

Az el6zé eredmények alapjan feltételezhetd volt, hogy az EBP50 és a PP2Ac a
mit6zis sordn ko-lokalizal (4.2.11 abra, B). BPAEC immunfluoreszcencens festése a két
fehérjére specifikus antitestekkel igazolta ezt (4.2.12 ébra, A4). Interfazisban a lokalizacio
eltér6, az EBP50 a magban, a PP2Ac a citoplazméaban van. A profazistél a korai
citokinézis szakaszdig a két fehérje ko-lokalizal, de a citokinézis kés6i szakaszaban az
EBP50 mar visszatér a magba. A ko-lokalizacio pontosabb értékeléséhez meghataroztuk a
Pearson-féle kereszt-korrelacios koefficienst, amelynek pozitiv értékei a vizsgalt fehérjék
ko-lokalizaciojat/kolcsonhatasat bizonyitjdk (4.2.12 abra, B). Az EBPS50-nel rokon
NHERF2 a PP2Ac-hez hasonl6an az EC citoplazméban lokalizalodik (4.2.8 abra, 4:g). A
Pearson-féle kereszt-korrelacios koefficiens értékei NHERF2 és PP2Ac antitestekkel
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immunfestett BPAEC-n (az immunfluoreszcens képek nincsenek dokumentdlva) sem
interfazisu, sem a mitozis kiilonbozé szakaszaiban 1évo sejtekben nem utaltak ko-

lokalizaciora, igy ezt a mérési sorozatot negativ kontrollként alkalmaztuk.
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4.2.12 abra A mitozis soran az EBP50 és a PPAc ko-lokalizal BPAEC-ben. (A) BPAEC immunfestése
EBP50 ¢és PP2Ac elleni antitesttekkel. A sejtciklus fazisait a magok DAPI festése alapjan hataroztuk
meg (nincs bemutatva). Lépték: 100 um. A PP2Ac lehetséges ko-lokalizacidjat az EBP50-nel (B) és az
NHERF2-vel (C) az immunfluoreszcens felvételekb6l (NHERF2-re nincsenek bemutatva)
meghatarozott Pearson kereszt-korrelacios faktor meghatarozasaval értékeltiik. A megadott atlag értékek
(SD) a sejtciklus minden fazisara 50-100 (B) illetve 25-30 (C) sejt értékelésébdl szarmaznak. Az
interfazishoz viszonyitott szignifikans valtozasokat csillaggal jeldltiik (P<0,05).

4.2.2.2 NHERF2
4.2.2.2.1 Az ERM kélcsonhatasa az NHERF fehérjékkel EC-ben

Az EBP50 ¢és az NHERF2 eltéré sejten beliili lokalizacigjat detektaltuk EC-ben
interfazisban (4.2.8 abra, 4). Ez a két adaptor fehérje eltérd élettani funkcidjara utalhat
ebben a sejttipusban. Osszehasonlitottuk az EBP50 és az NHERF2 ERM koto képességét
BPAEC-ben (4.2.13 abra), hiszen mindkét fehérje C-termindlisin ERM ko6té domén
taldlhat6. Az endogén fehérjék kozotti kolesonhatds vizsgalatdhoz EBP50 és NHERF2
elleni antitestekkel végeztiink immunprecipitaciét BPAEC lizatumokbol (4.2.13 abra, A4).
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Az immunprecipitalt fehérje komplexekben az ERM fehérjék jelenlétét Western blottal
ellendriztiik egy olyan antitesttel, amely mindhdrom ERM fehérjét felismeri. Az ERM
fehérjék kotddtek az NHERF2-hoz, az EBP50-nel valo kolcsonhatasukat azonban nem
tapasztaltuk. Az egyes ERM fehérjék kotddését kiilon-kiilon is megvizsgéltuk. Ehhez
pCMV-myc emlds expresszidos vektor felhasznalasaval az ERM fehérjéket egyenként
overexpresszaltuk BPAEC-ben. A rekombindns fehérjéket a c-myc tag elleni antitesttel
immunprecipitaltuk az overexpresszal6o BPAEC lizdtumabol, ¢és immunoblottal
ellendriztiik az endogén EBP50 és NHERF2 kotodését (4.2.13 abra, B). Az EBP50 egyik
ERM fehérje immunkomplexében sem volt kimutathatd, viszont az NHERF2 az ezrinhez,

a radixinhez és a moezinhez is kotodott.
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4.2.13 dbra Az EBP50 és az NHERF?2 kolcsénhatdasa az ERM fehérjékkel eltéré. (A) BPAEC lizatumbol
EBP50 és NHERF2 elleni antitestekkel végzett immunprecipitacid utdn a mintdk Western blot
vizsgalata ERM, EBP50 és NHERF2 specifikus antitestekkel. Negativ kontrollként nyal szérummal
késziilt immunprecipitatumot hasznaltunk (IP-nyul szérum). (B) BPAEC-ben c-myc tag-gel ellatott
ezrin, radixin és moezin fehérjék Anyagok és modszerek fejezetben leirt overexpresszidja utan
immunprecipitaciot végeztiink c-myc elleni antitesttel. A sejtlizatumokat és az immunprecipitatumokat
c-myc, EBP50 és NHERF?2 elleni antitestekkel Western blot kisérletben vizsgaltuk. Negativ kontrollként
antitest nélkiili immunprecipitditumot hasznaltunk (IP-@AB).

4.2.2.2.2 Az NHERF?2 szerepe az ERM foszforilaciojaban

Az ERM fehérjék foszforilacioval aktivalodo fehérje-linkerek. Az NHERF2 ¢és a
foszforilalt ERM fehérjék kozotti kolesonhatast immunfluoreszcens kisérlettel, foszfo-
ERM ¢és NHERF2 fehérjékre specifikus antitestekkel vizsgaltuk BPAEC-ben. Osztddo
sejteken a fehérjék ko-lokalizacigjat detektaltuk a plazmamembranban és a
filopodiumokban a mitdzis minden fazisaban (4.2.14 abra, A). BPAEC-t nokodazol
kezeléssel (80 ng/ml, 16 h) G2/M fézisban blokkoltunk, majd NHERF2 elleni antitesttel

immunprecipitaciét végeztiink (4.2.14. abra, B). A nem szinkronizalt sejtekhez

104



dc_894 14

viszonyitva a nokodazollal kezelt sejtek lizatuméaban az immunfluoreszcens vizsgéalatok
alapjan vartnak megfeleléen a foszfo-ERM jel erdsodott, tovabba az NHERF2
immunkomplexében a G2/M fazisban 1évo sejtekbdl késziilt mintaban szintén jelentdsen

nagyobb mennyiségli foszfo-ERM-et detektaltunk.
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4.2.14 abra Mitozis soran a foszfo-ERM kotédik az NHERF2-hoz. (A) BPAEC immunfestése NHERF2
¢és foszfo-ERM elleni antitesttekkel. A sejtciklus fazisait a magok TO-PRO-3-lodide festése alapjan
hataroztuk meg. Lépték: 10 um. (B) Kezeletlen és nokodazollal kezelt (80 ng/ml, 16 6ra) (ND) BPAEC
lizatumokbol NHERF2-t immunprecipitaltunk a fehérjére specifikus antitesttel. A sejtlizdtumokat és az
immunprecipitalt mintakat ERM, foszfo-ERM és NHERF2 elleni specifikus antitestekkel vizsgaltuk
Western blot kisérletben.
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BPAEC-ben specifikus siRNS transzfekcioval csendesitettiik az NHERF2 fehérjét,
hogy ellendrizziik, valtozik-e az ERM foszforilacioja az elézoek alapjan feltételezhetden
szabalyozé fehérje hidnyaban. A csendesités hatékonysagat Western blottal ellendriztiik.
Azt is megallapitottuk, hogy az NHERF2 deplécidja az EBP50 fehérje szintjét nem
befolyasolta (4.2.15 éabra, A). A kontroll és nsRNS-sel transzfektalt mintak esetében a
nem szinkronizalt sejtlizdtumokban detektalt alacsony foszfo-ERM szint a G2/M fézisban
szinkronizalt sejtekben azonos mértékben emelkedett (4.2.15 abra, B). Az NHERF2
csendesitett BPAEC lizatumokban azonban a nokodazol kezelés utdn is alacsony maradt
az ERM foszforilaciés szintje (4.2.15 abra, B), amit immunfluoreszcens vizsgalattal is
megfigyeltiink (4.2.15 abra, E). Az egyesitett képeken a magfestés alapjan jol
felismerhetdek a mitotikus sejtek. Mig az nsRNS transzfekcid utan a foszfo-ERM és
NHERF2 ko-lokalizacioja lathatdo a filopodiumokban, az osztéd6, NHERF2 depletalt
sejten sem ko-lokalizaciot, sem a foszfo-ERM jel erdsodését nem tapasztaltuk.
Mindezekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az NHERF2 egy sziikséges faktor az
ERM foszforilaciojaban.

Feltételeztiik, hogy az NHERF2 adaptor fehérje kotddési feliiletet biztosithat az
ERM ¢és az ERM-t foszforilal6 kindz szamara. A Rho kindz egyike azoknak a kindzoknak,
melyrdl ismert volt, hogy az ERM-t foszforilalhatja [195]. A ROCK2 kinaz inhibitoraval,
H1152-vel elékezelt BPAEC-ben a nokodazol altal kivaltott foszfo-ERM szint novekedés
jelentésen lecsokkent a kontrollhoz viszonyitva (nincs dokumentéalva), amibdl arra
kovetkeztettiink, hogy a ROCK2 lehet felelds az ERM foszforilaciojaért az EC-ben.
Tovabb vizsgalva az NHERF2-ERM-ROCK2 koélcsonhatasokat azt talaltuk, hogy az
NHERF2 és a ROCK2 elleni BPAEC immunprecipitdtumokban az adaptor és a kinaz
egyarant jelen volt (4.2.15 abra, (), és az ERM-t is detektaltuk kontroll és nsRNS-sel
transzfektalt BPAEC ROCK2 immunprecipitatumaban (4.2.15 &bra, D). Bar az ERM
fehérjeszint az NHERF2 depletalt BPAEC lizdtumédban nem kiilonbozott a két kontroll
mintdban taldlt mennyiségtdl, a csendesitett sejtekben az ERM ROCK2-hoz vald
kotdédése megsziint (4.2.15 ébra, D), igazolva feltételezésiinket.

A fenti eredményekkel 6sszhangban, az NHERF2 overexpresszidja a foszfo-ERM
szint novekedését eredményezte (4.2.16 abra, A-B). Vad tipusti és mutans NHERF2
overexpresszidjara alkalmas pCMV-HA expresszios konstruktokat készitettiink. A
mutans forma C-termindlisarol az ERM kot6 domént eltavolitottuk. A kontroll és

overexpresszald BPAEC mintak lizatumaban Western blottal 6sszehasonlitottuk a foszfo-
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4.2.15 abra NHERF?2 hianyaban az ERM nem foszforilalodik a mitozis soran. (A) Nem transzfektalt
(kontroll), nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re specifikus (sc-42522) siRNS-sel transzfektalt
BPAEC lizatumok Western blot vizsgalata EBP50, NHERF2 ¢és aktin elleni antitestekkel. (B) Nem
transzfektalt (kontroll), nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re specifikus (sc-42522) siRNS-sel
transzfektalt BPAEC-b6! tovabbi kezelés nélkiili vagy nokodazol kezelést kdvetden késziilt lizatumok
Western blot vizsgalata foszfo-ERM, ERM, NHERF2 és aktin elleni antitestekkel. (C) BPAEC
sejtlizatumokbol NHERF2 és ROCK2 fehérjéket immunprecipitaltunk. A mintakat immunoblottal
vizsgaltuk ROCK2 és NHERF2 elleni antitestekkel. (D) Nem transzfektalt (kontroll), nem specifikus
(nsRNS) és NHERF2-re specifikus (sc-42522) siRNS-sel transzfektalt BPAEC lizatumokb6l ROCK2
fehérjét immunprecipitaltunk. A sejtlizatumokat és az immunprecipitalt mintdkat Western blottal
ROCK2, ERM ¢és NHERF?2 elleni antitestekkel teszteltiik. (E) Nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re
specifikus siRNS-sel transzfektalt BPAEC immunfestése NHERF2 és foszfo-ERM elleni antitestekkel.
A sejtmagokat TO-PRO-3-lodide festéssel tettiik lathatova.
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ERM mennyiségét. Mig a vad tipust NHERF2 rekombinans ~50%-o0s foszfo-ERM szint
novekedést valtott ki, az ERM-mel koétédni nem képes mutans overexpresszidja a
kontrollhoz viszonyitva nem okozott az ERM foszforilacidjaban eltérést (4.2.16 abra, A4).
A vad tipusi NHERF2-t overexpresszalo sejteken erds filopodium képzddést figyeltiink
meg a belsd kontroll és a mutanst overexpresszalo BPAEC-hez hasonlitva (4.2.16 4bra,

B), valamint a rekombinans NHERF2 ko-lokalizal a foszfo-ERM-mel (4.2.16 abra, C).

A B C
<&V Qq/
@\\ «2333 Qg%’ WINHERF2 __muNHERF2 WINHERF2
& & 5 WB \
& §

HA
HA

AKTIN
P-ERM

1

|_| I . O kontroll
05 & wiNHERF2
o

4.2.16 abra Az NHERF?2 overexpresszioja BPAEC-ben filopodiumok kialakulasat indukdlja. (A) Nem
transzfektalt és vad tipusi vagy mutans NHERF2/pCMV-HA plazmiddal transzfektalt BPAEC
lizatumok Western blot vizsgalata foszfo-ERM, ERM és HA-tag elleni antitesttel. Az oszlopdiagramon
harom fiiggetlen kisérletb6l a foszfo-ERM szint ERM-re normalizalt atlagat (+SE) adtuk meg. A
szignifikans eltéréseket jeloltik, ** (P<0,01). (B) Vad tipust vagy mutans NHERF2-t overexpresszald
BPAEC immunfluoreszcens festése HA-tag elleni antitesttel. Az aktin festése Texas Red phalloidinnel
tortént. (C) Vad tipusit NHERF2-t overexpresszalo BPAEC immunfestése HA-tag és foszfo-ERM elleni
antitestekkel. Lépték: 10 um.

egyesitett kép

norm. pERM szint
egyesitett kép
IIIII\| |

4.2.2.2.3 Az NHERF?2 segiti az EC szétteriilését (spreading) és az angiogenezist

crer

mérdelektrodra frissen telepitett, konfluens monolayer kialakuldsahoz elegendé szdmu
BPAEC szétteriilését és kitapaddsat, az EC barrier kialakulasat kovettik 4 oran at a
sejtréteg rezisztencidjanak mérésével (4.2.17 abra). A nem transzfektalt vagy mutans,
ERM kotésére alkalmatlan NHERF2-t overexpresszald mintakhoz hasonlitva a vad tipusu

NHERF2-t overexpresszald sejtek rezisztencia ndvekedése gyorsabb kitapadast és
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szétteriilést tiikroz (4.2.17 abra, A). Ezzel 6sszhangban, az NHERF2 csendesitése a sejtek
barrier formalo képességét lassitotta (4.2.17 abra, B). Ezek az eredmények azt igazoljak,

hogy az NHERF?2 fehérjének szerepe van az EC barrier kialakulasaban.
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4.2.17 abra Az NHERF?2 szerepe az EC gatfunkcioban. Nem transzfektalt (kontroll) és vad tipusu vagy
mutans NHERF2/pCMV-HA plazmiddal (A), illetve nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re specifikus
siRNS-sel (B) transzfektalt BPAEC-t SW10E ECIS mérdelektrodra passzaltunk, majd 4 6ran keresztiil
kovettiik a rezisztencia valtozasat. Négy fliggetlen minta kiindulasi értékre normalizalt atlagat (= SD)
mutatjuk be.

Az EC migracidja és proliferacioja az angiogenezisben esszencialis. Ezért az el6z6
eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az NHERF2 az ERM fehérjék foszforilacigjaban
jatszott szerepe révén az angiogenezis szabalyozdsdban is részt vesz. Bazdlis
membrankivonattal, Matrigel-lel boritott p-slide lemezeken tenyésztett kontroll, vagy
elézoleg nem specifikus, illetve NHERF2-re specifikus siRNS-sel transzfektalt BPAEC
»tube” formald képességét monitoroztuk a tenyésztés megkezdésétdl szamitott 8 oran
keresztiil fénymikroszkoppal. A kontroll és nsRNS-sel transzfektalt tenyészetek a 3.
oraban sokszogl haldzat kialakitasat kezdték el, ami az 5. 6raban tetézott. Az NHERF2
depletalt sejtek viszont csak aggregatumokban gytiltek 6ssze a Matrigel-ben.

Az 5 6ras mintdk F-aktin festésérél konfokalis mikroszkoppal készitettiink
felvételeket (4.2.18 abra, A). A 0, 2 és 4 oras Matrigel mintdkbol késziilt lizatumokban
pedig Western blottal vizsgéaltuk az ERM ¢és foszfo-ERM szintjét (4.2.18 abra, B). Az
ERM mennyisége az 6sszes mintaban kdzel azonos volt. A foszfo-ERM mennyisége a 2
¢s 4 6ras kontroll mintdkban jelentdsen nagyobb volt a kiindulasi értékhez viszonyitva.
Az NHERF2 hidnydban viszont az ERM foszforilaciés szintje mindharom vizsgalt
idopontban véltozatlanul alacsony volt, ami igazolja feltételezéslink helyességét az

NHERF2 szerepérol az angiogenezisben.
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4.2.18 abra Az NHERF?2 szerepe az angiogenezisben. (A) Az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak
szerint nem transzfektalt, nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re specifikus siRNS-sel transzfektalt
BPAEC-t Matrigel-lel boritott p-Slide lemezekre passzaltunk, majd 5 ora elteltével az F-aktint CF594-
konjugalt phalloidinnel festettiik. (B) Az 4 pontban leirt 0, 2 és 4 6ras Matrigel mintdk Western blot
analizise foszfo-ERM ¢és ERM specifikus antitestekkel.

110



dc_894 14
5. MEGBESZELES

5.1 Az MLC reverzibilis foszforilacidoja az EC-ben

Az endotél sejtkontrakcid és barrier (gat) funkcid szabalyozasdban kozponti
szerepet jatszik az aktin-miozin kolcsOnhatas és az MLC Serl9/Thrl8 reverzibilis
foszforilacioja [74, 86]. Az MLC foszforilacidjat a Ca’’/kalmodulin fiiggdé MLCK
katalizalja, ami aktivalodhat példaul trombin hatdsdra. A trombin receptordhoz vald
kotédése a sejten beliill megemeli az inozitol triszfoszfat (IP;) szintjét, ami a Ca®"
koncentracid6 novekedéséhez, ezzel az MLCK aktivalédasahoz, MLC foszforilaciohoz
vezet, aktin-miozin kdlcsonhatas jon létre, a sejtek kontrahalnak, k6zottiik rések jelennek
meg, ¢s az EC monolayer permeabilitdsa megnd. A folyamatot a miozin foszfatdz teszi
reverzibilissé, ami az MLC defoszforilacigjaért felelés. A trombin a miozin foszfatdz
oldalarol is az MLC foszforilacié szint novekedését segiti, ugyanis a RhoA/Rho kinaz
utvonalat is aktivalja. A Rho kinaz a miozin foszfataz regulator alegységét foszforilalja,
ezzel gatolja az MLC defoszforilaciojat, ugyanakkor a MLC foszforilacigjat is
katalizalhatja (5.1.1 abra) [16].

Az EC MLCK szabalyozasaban eredményeink szerint a fehérje N-terminalis, 922
aminosavbol allo, csak erre a sejttipusra jellemzo szakasza is részt vesz. Sejt-permedbilis
diperoxovanadat alkalmazasdval EC MLCK aktivitasndvekedést és az EC MLCK tirozin
p60° fehérj¢kkel. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azokkal a korabbi
megfigyelésekkel, melyek a Tyr foszforilacid €s az endotél barrier kozotti kapcsolatra
utaltak [81, 82, 205]. In vitro vizsgélataink szerint az EC MLCK-1 splice varians formaja
p60° altal két Tyr oldallancon (Tyrd64 és Tyr471) foszforilalodott, és ez a foszforilacio
az MLCK aktivitasat novelte. Ez a két oldallanc az EC MLCK-1 N-termindlis szakaszan
talalhat6 egy olyan 69 aminosavbdl all6 részen, ami a masik, EC-ben szintén domindnsan
expresszalodod, az 1-es varianssal egyébként teljesen megegyez6 2-es variansbol hianyzik.
Ez az eredményiink az EC-ben dominansan expresszalodo két EC MLCK splice varians
eltérd szabalyozéasara utal.

A Src-MLCK komplexben detektalt kortaktin egy aktin-kotd fehérje, amely szintén
foszforilalhato a p60° kinazzal. A Src-kortaktin-MLCK komplexet a kozelmiltban egy
hepatoma sejtvonalon is kimutattak, ahol a sejttérfogat szabalyozasaban vesznek részt

[206]. In vitro kotédési vizsgélatokkal is kimutattdk a kortaktin és az EC MLCK
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kolcsonhatasat, amit a két fehérje p60™ foszforilacioja fokozott [207]. A szerzék
feltételezik, hogy a kortaktin-EC MLCK kolcsonhatds a kortikalis aktin szerkezet
kialakulasaban/atrendez6désében lehet jelentds. Ezt tdmasztja ala az is, hogy az EC
barriert erdsitdé szfingozin 1-foszfat (S-1-P) kezelést kovetden a kortaktin és az EC

MLCK a sejtperiférian ko-lokalizalt [208]. Ujabb eredmények szerint az EC MLCK

CaM —>| Ca?’/CaM

4iﬁiggiib—*'

RhoK, aktiv |« --| RhoK, inaktiv

P-Tyrd64

P-Tyrd71

P —

PP1cp Thr-P M20

MYPTI1
Miozin foszfatdz, inaktiv

e —
radixin
inaktiv

5.1.1 abra Az MLC reverzibilis foszforilacidjanak szabdlyozdasa endotél sejtekben.

c-Abl kinazzal is foszforildlédik négy Tyr oldallincon, ami szintén noveli a kinaz
aktivitasat. A négy foszforilacios hely az endotél MLCK-ra jellemzé N-terminalis

szakaszon van, ¢és koziiliik egy, a Tyr464, megegyezik az altalunk azonositott egyik Src
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foszforilacids hellyel, ami csak az 1-es varidnsban van jelen [209, 210]. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy mig a p60” kizarélag az EC MLCK-1, a c-Abl kinaz mindkét
EC MLCK varians aktivitasat befolyasolhatja. Ezek az Gjabb eredmények arra utalnak,
hogy az EC MLCK sejten beliili specifikus lokalizacidja és szabalyozasa/kdlcsonhatod
partnerei révén az endotél sejtréteg permeabilitdsat ndveld hatdsa mellett a barriert erdsitd
folyamatokban is részt vesz.

Az MLC defoszforilacidjat katalizalé endotél miozin foszfatdz vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a PPlc B izoformdja asszocidl az EC kontraktilis fehérjéivel, a
miozinnal és az aktinnal. A PPlc kiilonb6zé izoformainak kapcsolodasat a MYPT1
regulator fehérjével korabban simaizomban vizsgaltdk, és az izoformak nagyfoku
hasonlésaga [46] ellenére azt talaltak, hogy a miozin foszfatazban a MYPT1 kizarolag a
PP1cB-hoz kotddik [83, 211], ami Osszhangban van a mi eredményiinkkel. A PP1
foszfataz részvételét endotél barrier funkcio szabalyozasaban [212].

Eredményeink szerint az EC-ben a MYPT1 két varidnsa expresszalodik és
mindkettd kdlcsonhat a PP1cp-val. A két varidnst ugyanaz a gén kodolja, a V2 formabol
hidnyz6 56 aminosavbol 4llo, az exonl5-nek megfeleld szakasz a fehérje kozépsd részére
esik. A hidny nem érinti az ankirin ismétlédéseket és a gatlo, Thr696-os oldallancot, sot a
PP1c kotémotivumot sem. Mégis, a V2 forma immunprecipiticios vizsgalataink alapjan
valamivel kisebb mértékben kotddést mutatott a PP1cp-val, ami a két MYPT1 forma
a két fehérje kolcsonhatasaban a PP1cf Asnl24 oldallancanak nincs Kkitiintetett szerepe
[213], ennek ellenére a PP1cp katalitikusan inaktiv N124A mutansaval a MYPT1 egyik
katalitikus aktivitasanak jelentdségére utalhat a MYPT1-gyel valo kdlcsonhatasaban.

Az EC miozin foszfatdz mindkét alegységérdl kimutattuk, hogy részt vesznek az
EC permeabilitas szabalyozasaban (5.1.1 abra). A MYPT1 N-terminalis részének (1-300
aminosavak) tultermeltetésével a trombin EC permeabilitdst ndveld hatasat jelentésen
mérsékelni tudtuk. Ez a MYPT1 mutans nem tartalmazza azt a Thr696 oldallancot,
amelynek foszforildcidja a miozin foszfatdz gatlasat okozza, igy a PPlc-vel egy
folyamatosan aktiv miozin foszfataz format képezhet. Ez az eredmény egyrészt
megerdsiti a miozin foszfataz kdzponti szerepét az EC barrier szabalyozasaban, masrészt

a miozin foszfatdz aktivitds MYPT1-en keresztiil torténd szabalyozasat is igazolja. Az
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ATP és az adenozin extracellularis koncentracidja metabolikus stressz, vagy a sejtek
sériilése kovetkeztében nd [214, 215], illetve ezzel 0sszhangban, a tiid6 gyulladasa vagy
traumaja soran a nukleotid bontd CD39 és CD73 enzimek expresszios szintje is
emelkedik [216, 217]. Tidé EC-n végzett vizsgalatok szerint az ATP és az adenozin a
barrier funkciot erdsiti, tobbek kozott MLC foszforilacio szint csOkkenést és a miozin
foszfatdz szerepére utald eredményeket irtak le [194, 218]. Ezzel 6sszhangban, TER
vizsgalataink is aldtdmasztottak a miozin foszfatdz részvételét az EC ATP/adenozin
kezelésre adott valaszdban. A PP1cpP, vagy a MYPT1 hianyaban ugyanis mind az ATP,
mind az adenozin barriert erdsitd hatdsa jelentdsen mérséklodott, a PP1ca csendesitése
viszont az adenozin hatdsdt nem befolyasolta. Ezek az eredmények ismételten
alatdmasztjak a PPIcP specificitasat a MYPTI1 irdnt, valamint ezen PPlc izoforma
esszencidlis szerepét az EC kontraktilitds szabalyozasaban.

A miozin foszfatdz MYPT]1 alegysége ankirin ismétlédései és C-terminalis régidja
révén szamos fehérjével létesithet kdlcsonhatést, igy az MLC-n kiviil mas reverzibilis
foszforilacidval szabalyozott fehérjékhez is kotddik, €s szabalyozza azok foszforilacids
szintjét [219]. Igy példaul kimutattdk, hogy az ERM fehérjecsaladba tartozd moezin
asszocidl a miozin foszfatdz regulator alegységével MDCK sejtekben [196].
Overexpresszalt fehérjékkel immunprecipitacids kisérletekben Osszehasonlitottuk a két
MYPTI1 varidns kotédését az ERM csalad egyes fehérjéivel, melyek koziil a radixin
nem volt detektdlhat6. A radixin-MYPT1 kolcsonhatds a V2 forma esetében kisebb
mértékiinek bizonyult. Ezek az eredmények az ERM fehérjék és a MYPT1 variansok
sejten beliili eltérd szerepére utalnak. Az ERM fehérjék aktiv konformacidjukat
konzervalt Thr oldallancuk foszforilacidjaval érik el, amit a Rho kinaz katalizalhat [220].
fgy a Rho kindz az MLC, az ERM és a MYPT1 fehérjék foszforilaciéjaval egyarant a
sejtkontrakciot €s az ezzel egyiittjard permeabilitas ndvekedést segiti eld, mig a miozin
foszfatdiz az MLC és -eredményeink szerint feltehetéen- az ERM fehérjék
defoszforilaciojaval az EC barrier integritas fenntartasat/helyreallitasat biztosithatja (5.1.1

abra).

5.2 A protein foszfataz 2A szerepe az endotél barrier szabalyozasaban

Az endotél permeabilitds szabalyozadsaban a miozin foszfatdz mellett a PP2A is

részt vehet. Egyrészt mas sejttipusokban végzett vizsgalatok igazoltdk a PP2A és a
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citoszkeleton fehérjéi kozotti kapcesolatot [105, 107, 108, 112, 113], masrészt az endotél
sejtek esetében is sziilettek olyan eredmények, amelyek a PP2A szerepére utaltak az EC
citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban [85, 116, 117]. Kezdeti vizsgalataink soran
a PP2A specifikus gatlasa kovetkeztében nem talaltunk szembetlind valtozast az EC F-
aktin és mikrotubulus szerkezetében. Ha a tenyésztd folyadékban még optimalis, de
alacsonyabb szérum koncentraciot alkalmaztunk (20 helyett 10%), a PP2A specifikus
gatlasa a sejtek kontrakcigjat, az F-aktin és a mikrotubulusok atrendezddését valtotta ki.

HPAEC immunfestése a PP2A és a mikrotubulusok kolokalizacidjat mutatta,
valamint a mikrotubulusok és a PP2A ko6zo6tti asszociaciot, amit korabban endotél és
epitél sejtekben is leirtak [112, 116], sikeriilt sejtfrakcionalassal is igazolnunk. A
mikrotubulusok felbomlésa egyiitt jar az MLC foszforilacids szintjének és az F-aktin
mennyiségének emelkedésével [14], vagyis a sejtkontrakcid/barrier diszfunkcio és a
mikrotubulusok stabilitasa korrelalnak. Okadansavval, a PP2A gatloszerével elokezelt EC
érzékenyebben reagalt a mikrotubulusokat felold6 nokodazol kezelésre (nincs
dokumentdlva) TER mérések soran, ami alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a PP2A a
mikrotubulusok stabilitasat biztositja és ezzel az endotél barrier/gat funkci6 fenntartasat
segiti elo.

A PP2A-t aktivalo jelatviteli palyakrol kevés informacid all rendelkezésre. Ke és
mtsai [221] példaul a Pakl (P21-activated kinase-1) hatasat vizsgaltadk trombin indukalt
EC barrier diszfunkcidban, és kimutattak, hogy az aktiv Pakl a barrier diszfunkciot a
PP2A aktivitds fokozasdval gatolja. Tranziens emlds ¢és adenovirus expresszios
rendszerrel over-expresszalva a PP2A-t kiilonb6z6 modszerek (immunfluoreszcencia és
TER mérések) alkalmazasaval is igazoltuk a PP2A aktiv szerepét az EC citoszkeleton
szerkezetének és barrier funkcidjanak fenntartasaban.

A B regulator csalad tagjai koziil a sejtekben altalanosan eléforduld Bo izoformat
vizsgaltuk. A Bo alegység csendesitése utan human és marha tiidé artéria EC
immunfluoreszcens és TER vizsgalatai fenti eredményeinkkel 6sszhangban ugyancsak a
PP2A részvételét igazoltdk az EC citoszkeleton ¢és barrier szabalyozasaban. Az alegység
hianyaban az F-aktin mennyisége nétt a sejtekben, és a trombin kezelésre is
érzékenyebben reagéltak, ami arra utal, hogy az ABaC holoenzim forma jatszik szerepet
a citoszkeletalis szubsztratok defoszforilaciojaban.

Reverzibilis  foszforilacioval szabalyozott fehérjék, a mikrotubulusokhoz

asszocialodd tau, valamint az aktin polimerizdcidban szerepet jatsz6 HSP27
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kolcsonhatasat vizsgaltuk a PP2A-val. A defoszforilalt tau eldsegiti a mikrotubulusok
kialakuldsat és stabilizalja is azokat. A tau foszforilacidjaban tobb kinaz szerepét is
leirtdk, aminek fontossagat az jelzi, hogy a foszforilacié csokkenti a fehérje
mikrotubulusokhoz valé kotddési és stabilizalo képességét [111, 222-224]. A HSP27 a
stressz-aktivalt p38 MAP kinaz kaszkad egyik terminalis szubsztratja [225], ami
foszforilalt forméjaban eldsegiti az aktin polimerizacidt [117, 226]. Tiudoé artéria EC
vizsgalataval kozvetlen kapcsolatot talaltak a p38 MAPK aktivacid €és a miktrotubulusok

atrendezddése, valamint az EC barrier szabalyozas kozott [227].

:

w — | MT felbomlasa
EC permeabilitas novekedés
p38/MAPK

aktin
polimerizacid

e

VE-kadherin B-katenin

o-katenin

5.2.1 abra A PP2A részt vesz az EC citoszkeleton szerkezetének (4) és adherens kapcsolatainak (B)
szabalyozasaban.

EC frakcionalds soran mindkét fehérjét a PP2A-val azonos, a tubulinban gazdag
frakcioban taldltuk. Sejtkontrakciot kivaltd kezelések (nokodazol és trombin)

kovetkeztében mindkét fehérje foszforilacids szintje megnétt, azonban a PP2A-t

overexpresszalo sejtekben a kezelés ellenére megdrzott maradt a citoszkeleton szerkezete,
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mikozben a tau és a HSP27 foszforilacios szintje is alacsony maradt. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a PP2A a tau defoszforilaciojaval eldsegiti a mikrotubulusok
stabilitasat, masrészt a HSP27 defoszforilacigjaval mérsékli az F-aktin kialakulasat, azaz
mindkét folyamat altal az EC barrier fenntartésat segiti (5.2.1 4bra, 4). Ujabb eredmények
neuroendokrin PC12 sejtek citoszkeleton szerkezetének atrendezOdésében a tau és a
HSP27 foszforilaciojat, valamint a p38 MAPK és PP2A szerepét tamasztjak ala [228].
Annak eldontésére, hogy a PP2A kozvetlentil, vagy kozvetve szabalyozza a két fehérje
defoszforilacidjat, tovabbi vizsgalatokra van sziikség. A PP2A nagyszamu B regulator
alegysége révén valtozatos holoenzim forméban fordul eld a sejtekben, ezért szamos
fehérje partnere kozott a tau és a HSP27 fehérjéken til még tovabbi, az EC citoszkeletont
¢s permeabilitast befolydsold fehérje szubsztratja lehet.

A Ba alegység és ezzel egyiitt a PP2A, eredményeink szerint az EC adherens
kapcsolatok szabdlyozasdban is részt vesz. A PP2A specifikus gatlasa és a Ba
csendesitése egyarant az EC adherens sejtkapcsold fehérjéinek lokalizacio valtozasat
valtotta ki, jelezve a sejtkapcsold strukturak felbomlasat. Hasonl6an, humén keratinocitak
okadansavas kezelését kovetden Serres és mtsai [229] az E-kadherin, Beckers és mtsai
[230] HUVEC trombin kezelése utan pedig a [B-katenin transzlokéciojat talaltak a
membranbdl a citoplazmaba. Ezek a kezelések a citoszkeletont mddositjak, a sejtek
0sszehuzodnak, ami magyarazhatja a sejtkapcsol6 strukturak felbomlasat.

A két vizsgalt sejtkapcsolo fehérje kolcsonhatasat szamos oldallancuk (Ser/Thr ¢€s
Tyr) foszforilacidja befolyasolja, melyek gatoljadk vagy stabilizaljdk kotddésiiket [23,
122]. Ezért feltételezhetd, hogy a sejtkapcsolo struktirak felbomlésa is a protein kinaz és
foszfataz aktivitasok eltolodott egyensulyaval, a VE-kadherin és/vagy a [-katenin
megvaltozott foszforilacios szintjével indokolhatd. Ezt a feltételezést tamasztja alad az a
korabbi eredmény is, ami a PP2A aktivitds jelentdségére hivja fel a figyelmet az E-
kadherin/B-katenin  kdlcsOnhatds  stabilizalasaban [231]. Pull-down modszerrel
fehérjekdlcsonhatast mutattunk ki a rekombinans Ba és az EC VE-kadherin, illetve a -
katenin kozott. Tovabba a [B-katenin Ser552 oldallanc foszforilacioja az EC PP2A
gatloszerrel vald kezelése vagy a Boa csendesitést kdvetden jelentdsen, az alacsony
kontroll érték tobbszordsére nétt. A Ser552 foszforiladcioja és a P-katenin adherens
sejtkapcsolatokban vald jelenléte kozotti kapcsolatot masok is leirtak karcinoma és
simaizom sejteken [126, 232]. A PP2A gatlas/Ba csendesités utan a B-katenin foszforilalt
form4jat dontden a citoplazmaban detektaltuk. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a PP2A
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a P-katenin Ser552 oldallancanak defoszforilacigjaval részt vehet az EC adherens
sejtkapcsolatok fenntartdsaban, ezzel is hozzdjarulva a jol miikod6 endotél barrierhez
(5.2.1 abra, B). Az agyban az EC integritasdban a PP2A aktivitas jelentdségét egy masik
munkacsoport kozlése [233] is igazolja.

5.3 A TIMAP fehérje az EC barrier fenntartasat segiti

A kozelmultban azonositott TIMAP fehérje expresszios szintje az endotél sejtekben
mas sejttipusokhoz hasonlitva magas [100], &m az endotél sejtekben betdltott fiziologiai
funkciodja és kolcsonhato fehérje partnerei tekintetében ismereteink nagyon hidnyosak. A
fehérjét azonositd munkacsoport a TIMAP MYPT1-gyel mutatott szerkezeti hasonldsaga
alapjan feltételezte, hogy a PPlc regulatora lehet, amit késObb overexpresszalt TIMAP
immunprecipitaciojaval igazoltak [101]. Ezt endogén fehérjékkel mi is megerdsitettiik,
tovabba kimutattuk, hogy a MYPTI-hez hasonloan a TIMAP a PPlcpB-val van
kolecsonhatasban, a PP1ca izoforméhoz viszont nem kotédik. A kdlcsonhatds erdsségét és
kinetik4jat felilleti plazmon rezonancian alapuld kotddési vizsgalatokkal is
megvizsgaltuk, a kotddés erdsségét jellemzo asszociacios allando értéke, K,= 1,8x10° a
TIMAP ¢és a PPIcP specifikus kolcsonhatasat igazolja. A TIMAP PKA ¢s GSK3p
kindzokkal foszforildlhatdé [197, 198]. A PKA a TIMAP Ser337-es oldallancat
foszforilalja, és ezt az eléfoszforilaciot koveti a Ser333 GSK3p altali foszforilacigja
[198]. A TIMAP PKA-val, vagy PKA-val majd GSK3p-val in vitro foszforilalt formai és
a PP1cP kotdédésének erdssége a nem foszforilalt TIMAP-hoz viszonyitva nem valtozott,
és immunprecipitacios vizsgalataink szerint az EC kiilonb6z6 bioaktiv dgensekkel valo
kezelése sem befolyasoltak a kolcsonhatast. Ezért gy gondoljuk, hogy a TIMAP a sejten
beliil a PPIcB-val alkotott komplexben lehet jelen, és szabdlyozza annak aktivitasat.
Foszfo-moezin szubsztrattal végzett in vitro foszfatdz aktivitds méréseink soran a
TIMAP/PP1cp csak akkor volt aktiv, ha a TIMAP-ot elézetesen PKA-val, majd GSK3p-
val is foszforilaltuk, egyébként a TIMAP gatl6 hatasat tapasztaltuk (5.3.1 dbra). Shopik és
mtsai [234] a MYPT1-PP1cp kristalyszerkezetére alapozva [213] modellezték a PP1cp és
a TIMAP N-terminalis részének (51-322 aminosavak) kolcsonhatasat. A modellezéshez
hasznalt TIMAP szekvencia a két foszforildlhatdo Ser (333 és 337) oldalldncot nem
tartalmazza, igy azok PPlcP-hoz viszonyitott elhelyezkedésérdl a modell nem ad

felvilagositast.
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TIMAP csendesitett EC vizsgalatdval kimutattuk, hogy a TIMAP az EC barrier
fenntartasat elosegiti. TER méréseink szerint ugyanis a csendesitett sejtek érzékenyebben
reagaltak az EC permeabilitast noveld dgensekre (trombin €s nokodazol), mig a barriert
erdsitd szerek (ATP és S-1-P) hatdsa mérséklodott a kontrollhoz viszonyitva. A TIMAP
barriert erdsité hatdsat az EC lipopoliszacharid indukélta diszfunkcidjanak vizsgélataval
is megerodsitették [235].

Tido artéria EC-ben a TIMAP-ot immunfluoreszcenciaval elsdsorban a sejtmagban
¢s annak kozelében a citoplazmaban, valamint a plazmamembrénban detektaltuk, ezt a
megoszlast  sejtfrakciondlast kovetd Western blottal 1is megerdsitettik. A
plazmamembranban lokalizdlodo TIMAP mennyisége a barrier funkciot erdsité S-1-P
[236] kezelést kovetden megemelkedett (az értekezésben nincs dokumentalva). Ezért arra
kovetkeztettiink, hogy a TIMAP/PP1cp komplex szubsztratjai, melyek részt vesznek az
EC barrier funkcidjaban, szintén a sejtmembranban vagy annak kdzelében lehetnek. Ezért
tanulmanyoztuk a TIMAP kolcsonhatasit az ERM fehérjékkel, melyek kapcsold
funkcidja a plazmamembran fehérjéi és az aktinszalak kozott reverzibilis foszforilacioval
szabalyozott és szerepilik lehet a sejtadhézioban, a mikrovillusok kialakuldsdban és a
sejtmozgasban [175, 237]. Kimutattuk a TIMAP ¢és a moezin/foszfo-moezin ko-

lokalizaciojat, és a fehérjék kolesonhatasat immunprecipitacioval is megerdsitettiik.

P-serd3]
PKA
_—

inaktiv inaktiv

GSK3pB

P-Ser333
P-Ser337

5.3.1 dbra A TIMAP a PP1p regulatoraként szabdlyozza az EC permeabilitast. A TIMAP PKA/GSK3
foszforilacidja aktivalja a TIMAP/PP1p komplexet.
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Az EC barriert gyengitd trombin kezelést kovetden a kontrahdlo EC-ben
immunfluoreszcens festéssel a foszfo-ERM szint emelkedését lattuk, elsésorban a
sejtmembranban ¢és a filopddiumokban. A cAMP-t endotél barriert stabilizald agensként
jellemezték [238, 239]. Forskolin elékezelés, a cAMP/PKA tutvonal aktivalasa, a trombin
ERM foszforilaciora gyakorolt hatdsat teljesen kivédte, és a sejtek relaxalt allapotban
maradtak. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PKA aktivalds kovetkeztében
elofoszforilalt TIMAP-ot a GSK3p is foszforilalta, és az aktivalodott TIMAP/PPI1cp
komplex lehet felelds azért, hogy az ERM foszforilacids szintje nem emelkedett (5.3.1
abra). Kovetkeztetésiink helyességét igazolta, hogy a GSK3f specifikus gatloszere, illetve
a TIMAP csendesitése a forskolin trombinnal szembeni védd hatasat szignifikansan
mérsékelte, illetve megsziintette. Mindezek arra utalnak, hogy az ERM fehérjék
foszforilacids szintjének szabalyozasa része lehet a TIMAP barriert védd/erdsitd
funkcidjanak.

A MYPTI/miozin foszfatdz ugyancsak kolcsonhat az ERM fehérjékkel. A két
foszfataz holoenzim forma kozott sejtspecifikus, sejten beliili lokalizaciobeli, vagy az
egyes ERM fehérjékre specializalédott munkamegosztas is elképzelhetd, de ennek
tisztazasa tovabbi szisztematikus kisérletes munkat igényel.

Jelenleg a TIMAP/PPIcf mas, lehetséges szubsztratjair6l keveset tudunk. A
LAMRI1 laminin receptor egy foszforildlhatdo fehérje, amirdl leirtdk, hogy a TIMAP
kolcsonhatod partnere, tovabba feltételezték, hogy a TIMAP/PP1c szubsztratja [101]. In
vitro foszfatdz mérésekre alapozva azonban ugyanaz a munkacsoport legfrissebb
munkdjaban ezt a lehetdséget elvetette, és helyette az MLC-t javasoljak szubsztratként
[234]. Tovabba a TIMAP foszforilaciojanak jelentdségét a foszfatdz aktivitas
szabalyozasaban a foszfo-TIMAP formakat utanzé baktériumban termeltetett mutansokra
alapozott in vitro, foszforilaz a szubsztrattal folytatott méréseik alapjan kizartak, és
foszfo-LAMRI1 szubsztrattal nem is vizsgaltdk. Valdszinlinek tartjuk, hogy a
mutansokban a savas oldallancok karboxil csoportjai a nativ foszfo-TIMAP viselkedését
kevéssé utanozhattdk. A mi esetiinkben a forskolin kezelés az EC endogén fehérjéit
modosulasat. A kotddési és in vitro aktivitasmérési vizsgélatainkhoz szintén ténylegesen
foszforilalt TIMAP formakat hasznaltunk, igaz, az esetleges defoszforilacio elkeriilésére
tiofoszfat csoportot épitettiink be. Ennek ellenére az in vitro és a sejtekkel végzett

kisérleteink eredményei Osszhangban vannak. A MYPT csaladban a TIMAP-hoz
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leginkdbb hasonlit6 MYPT3 esetében a homolog PKA foszforilacios hely foszforilacioja
utan ugyancsak a MYPT3/PPlc aktivalodasat irtak le, amit a MYPT3 feltételezhetd
konformaécio valtozasaval magyaraztak [197].

A TIMAP funkcidjanak tovabbi felderitésére végzett vizsgalataink sordn uj
kolcsonhatd partnereként azonositottuk a RACKI1 fehérjét, ami hét WD-domén
ismétlodést tartalmazo allvanyfehérje. A RACKI1 kolesonhatd fehérjepartnerei esetében a
kotddést biztositd kozos szerkezeti elemet, motivumot nem irtak le. A fehérjepartnerek
kolcsonhatdo doménjei valtozatosak, lehet Src homolog (SH2), C2, V5 vagy PDZ domén
is [129, 130, 135, 240], de akar tobb domén egyiittes jelenléte is feltétele lehet a
kolcsonhatasnak [241]. A TIMAP esetében a RACKI1 az N-terminalis nuklearis
lokalizaci6 szignal koriili régidhoz kotddik, de a fehérje C-termindlis felében (291-563
aminosavak) is van(nak) az asszociacod kialakulasdhoz fontos szerkezeti rész(ek).
Figyelemre méltd, hogy a PKA/GSK3[ foszforilacios helyek is a TIMAP C-terminalis
felén talalhatoak. A foszforilacids helyeken mutalt, roviditett TIMAP formak koziil a
foszforilacidot utdnzd mutansok kotddése az adaptorhoz gyengébb volt. A RACKI
oldalarél a WD1-3 doménekre sziikitettiik a fehérje kotddésben szerepet jatszo 1ényeges
részét. A WD4 domént azért zartuk ki, mert mindkét vizsgalt mutansunkban jelen volt,
melyek kozil az egyik nem kotédott a TIMAP-hoz. A PP1 gatld fehérjéje, a CPI17,
valamint a PP2A A ¢és C alegységekbdl allo dimer formdjardl is ismert, hogy kotddnek a
RACKI1-hez [201, 242, 243]. A PP2A esetében nem tisztazott, hogy mindkét alegység
kotédik-e a RACK1-hez. Bar a TIMAP-RACK1 komplexekben a PP1cp-t is detektaltuk,
a PP1cP és a RACKI1 kozott kdzvetlen kdlcsonhatast nem talaltunk.

A RACKI fehérje-kolcsonhatasait ugyan a PKC befolyasolhatja [138], azonban a
TIMAP-RACK1 kolcsonhatasra EC-ben a PKC aktivdlasa nem volt hatassal. A
cAMP/PKA aktivalasa utdn a PKA, majd GSK3p altal foszforilalt TIMAP sejten beliili
lokaliz4cioja megvaltozott, a sejtmagbol kiiiriilt, a plazmamembranban viszont feldusult,
ami Osszhangban van a TIMAP és a cAMP EC barriert védo hatasaval. A RACKI1
lokalizacidja nem valtozott, és ennek megfeleldoen a TIMAP-RACK1 komplex
mennyisége lecsokkent. Neuronokban a PKA aktivalds hatdsdra a Fyn kinaz ugyancsak
levalik a RACKI1-r6l, és foszforildlja az NMDA (N-metil-D-aszpartat) receptort [146].
Masféle sejtvonalakban viszont forskolinnal kivaltott PKA aktivalas kovetkeztében a

RACKI1 a sejtmagba transzlokalodott [145].
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inaktiv

5.3.2 abra A RACKI a TIMAP prenilaciojanak biztositasaval részt vesz az EC permeabilitas
szabalyozasaban. A RACKI1 kozos kotodési felszint biztosit, a TIMAP prenilacigjat (barna hullamos
vonallal megjelenitve) a farnezil transzferaz (FT) katalizalja.

RACKI csendesitett EC plazmamembranjaban a TIMAP nincs jelen, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a RACKI1 hianyaban a TIMAP prenilacioja nem térténik meg. A
TIMAP C-terminalisan a CAAX box prenilacidjat a farnezil transzferaz katalizalja [100],
amelyrdl kimutattuk, hogy EC-ben a RACK1 N-terminalis feléhez kotddik, hasonléan a
TIMAP-hoz. A RACKI jelenlétének sziikségessége a farnezil transzferaz és a TIMAP
kozotti kolcsonhatashoz azzal magyarazhat6, hogy az adaptor RACKI1 biztosithat
egymashoz kozeli kotddési felszint az enzim és szubsztritja szamdara. A RACKI a
TIMAP prenilacidjanak és ezzel membran-lokalizacidjanak biztositasaval az EC barrier

integritds kialakulasanak/fenntartasanak fontos eleme lehet. Ezt tdmasztja ala, hogy
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RACKI1 csendesitett EC esetében a barrier kialakulas lassuldsat és a barrier funkcid
mérsékelt mikodését detektaltuk. A RACKI1 szerepét leirtdk a sejtadhézidoban [244],
valamint azt is kimutattdk, hogy RACK1 csendesitett karcinoma sejtek migracidja ¢€s
kitapadasa csokkent, proliferacigja gatlodott [245]. Ezen kivil a RACKl-et az EC
adherens kapcsolatok kialakuldsdban is fontosnak tartjdk [246]. Eredményeink alapjan
feltételezzilk, hogy a RACKI-hoz kotédé6 TIMAP/PP1cB komplexben a TIMAP
foszforilacidja annak olyan konformacio valtozéasat indukalja, amelynek révén a farnezil
transzferdz szamara a CAAX box elérhetdvé valik, és lejatszodik a TIMAP prenilécioja.
A modositott TIMAP ezutan a PP1cB-val egyiitt a plazmamembranhoz transzlokalodik,
ahol a barrier integritdsdsdnak fenntartasaért felelés szubsztratjait, példaul az ERM
fehérjéket defoszforilalhatja. A TIMAP magbdl vald kitiriilését magyardzhatjuk azzal,
hogy a prenilalt TIMAP/PP1cP tavozasaval a RACKI felszinén felszabaduld kotdhelyen
a TIMAP/PP1cf a magbdl folyamatosan potlodhat (5.3.2 abra). Azonban a TIMAP magi
importjanak/exportjanak részleteit még nem ismerjiik, és az EC sejtmagjaban taldlhato
TIMAP/PP1cp esetleges funkciojat/szubsztratjait sem vizsgaltuk még. A TIMAP tovéabbi
kolesonhato partnereit keresve egy olyan fehérjét azonositottunk, amelyrdl feltételezziik,
hogy szerepe lehet a TIMAP nuklearis exportjaban, de ennek bizonyitdsa még

folyamatban van.

5.4  NHEREF fehérjék az EC-ben

Az NHERF fehérjecsalad tagjait az epitél NHE3 Na'/H'-cseréld regulatoraiként
jellemezték. Az NHERFI/EBP50 és az NHERF2 C-termindlis ERM-ko6t6 doménjiik
révén kolcsonhatasba léphetnek az ERM fehérjékkel [151, 172, 247], ezért az az
elfogadott nézet, hogy citoszkeleton-ERM-plazmamembran fehérje komplexekben az
ERM ¢s membranfehérjék kozotti adaptorként funkcionalhatnak [171].

EC-ben az EBP50 sejtciklus fiiggd lokalizaciojat detektaltuk. Interfazisban, az
epitél sejtektdl eltéréen az EBP50 a magban van, a mitozis soran viszont a citoplazmaban
jelenik meg. A meglepd magi lokalizacidt tobbféle modszerrel és mas endotél sejtvonalon
is megerdsitettiik. Az endotél EBP50 elsddleges szerkezete nem tér el az adatbazisban
fellelhetd EBP50 (NM_001077852) szekvencigjatol, ezért az EBP50 kiilonb6zo
lokalizacioja az endotél és epitél sejtekben feltehetden eltérd fehérje partnereivel fligghet
Ossze, ami a két sejttipusban mas-mas funkciot is sejtet. Kordbban az EBP50 magi

lokalizaciojat kizarélag néhany daganatos sejtvonalban tapasztaltak [248, 249]. A
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sejtmaghdartya a mitozisban a profazisbol a prometafazisba vald atmenet soran esik szét
[250]. Az EBP50-et azonban mar a profazis korai szakaszaban a citoplazmaban lattuk,
ezért nem tartjuk valdsziniinek, hogy a lokalizacidé valtozéasat csupan a sejtmaghartya
eltlinése magyaraznd. A mit6dzis soran tapasztalt transzlokacid Osszefligg a fehérje
foszforilacigjaval (5.4.1 ébra, A). A Cdkl két Ser oldallancot foszforildl az EBP50-en a
mitézis kezdeti szakaszaban [169]. Ezt kozvetett médon bizonyitottuk, a G2/M fazisban
blokkolt EC lizdtumaban az EBP50 SDS-PAGE/Western blot soran detektalt latszélagos
molekulatdomege megndtt, ami a fehérjébe beépiilt foszfatcsoportok jelenlétével
indokolhaté [169]. A lokalizaci6 valtozédsa és az EBP50 foszforildcioja kozotti
Osszefiiggést tamasztja ala az is, hogy a foszforilaciot utanz6 EBP50 mutans

(S288D:S310D) az EC citoplazméjaban lokalizalédott.

ERM TIMAP-PP1cB

inaktiv

5.4.1 abra NHERF feherjék az EC-ben. (A) Az EBP50 sejtciklus és foszforilacio fiiggd modon
lokalizalodik az EC-ben. (B) Az NHERF2 esszencialis az ERM fehérjék foszforilacidjahoz.

Az EBP50 foszforilacigjat leir6 munkacsoport javaslata szerint a defoszforilaciot a
PP1 és PP2A foszfatdzok katalizalhatjdk HeLa sejtekben [169]. Specifikus gatloszerek

alkalmazasédval a PP2A részvételét valdszintsitettiik, a PP1 lehetséges szerepét azonban
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kizartuk. Immunprecipitacio és pull-down moddszerekkel az ABaC Osszetételi PP2A
holoenzim és az EBP50 kotodését mutattuk ki. Tovabba a PP2Ac és az EBP50 ko-
lokalizacioja a mitotikus sejtekben szintén aldtamasztja, hogy az EBP50-et a PP2A
defoszforilalhatja. A Cdkl szubsztratjainak defoszforilaciojat PP1  és PP2A
foszfatazokkal a mit6zisbol vald kilépés feltételeként irtak le [251-253]. A PP2A és az
EBP50 legnagyobb mértékii ko-lokalizacidjat a metafazisbol a citokinézisbe valo atmenet
soran tapasztaltuk és interfazisu sejtekben sem ko-lokalizaciot, sem foszforilalt EBP50-et
nem detektaltunk (latszolagos molekulatomeg alapjan), ezért ugy gondoljuk, hogy az
EBP50 PP2A altali defoszforilacidja szintén sziikséges lehet ahhoz, hogy a sejtek
kilépjenek a mitozisbol. Eredményeink tehdt arra utalnak, hogy az EBP50 az EC
sejtciklus és proliferacio szabalyozasaban jatszik fontos szerepet.

Az EBP50 szekvencidjdban a PDZ és ERM-kot6 doménekben szdmos génmutéciot
azonositottak human emld tumoros sejtvonalakban [254]. A mutdns EBP50 formak
fehérje-fehérje kolesonhatasa az emld tumor szupresszorként ismert SYK (spleen tyrosine
kinase) és a merlin (az ERM csaladdal rokon, neurofibromatosis 2 tumor szupresszor)
fehérjékkel jelentdsen csokkent, illetve megsziint. Ez egyrészt arra utal, hogy az EBP50
maga is egy tumor szupresszor lehet, masrészt a SYK és a merlin szupresszor
funkciojaval hozhatd Osszefiiggésbe. Tovabbi vizsgalatokkal kimutattdk, hogy EBP50
csendesitett emld tumoros sejtekben megemelkedett a sejtproliferacié szintje,
alatdmasztva az EBP50 tumor szupresszor szerepét [255]. Mindezeket Gsszevetve sajat
eredményeinkkel felmeriilhet annak lehetésége, hogy a daganatos sejtek osztédasaban az
EBP50 foszforilacioja is modosulhat. Jelenleg keressiik az EBP50 kdlcsonhato partnereit
a sejtmagban és a citoplazmaban, valamint vizsgaljuk, hogy a lokalizaci6é valtozas

Az EBP50 ERM-ko6t6 motivuma alapjan kézenfekvonek tlint az ERM fehérjékkel
vald kolesonhatas vizsgalata. Ez azonban az EBP50 tekintetében zsdkutcanak bizonyult,
mivel tiid6 artéria EC-ben az ERM fehérjék preferalt NHERF partnere az NHERF2. Mas
endotél sejttipusban (HUVEC) masok szerint az NHERF2 expresszios szintje az EBP50-
hez hasonlitva jelentésen magasabb [159]. Ezt a kiilonbséget azonban mi sem a HUVEC,
sem a tidd artéria EC-n nem tapasztaltuk szemi-kvantitativ RT-PCR vizsgélattal (az
értekezésben nincs dokumentalva), ezért az EBP50 és az NHERF2 kozott talalt eltérés az
ERM fehérjékkel vald kdlcsonhatasban ezzel nem indokolhat6. Valoszinlibbnek tartjuk,
hogy a két NHERF fehérje funkcidja az EC-ben eltérd, és ebbdl adodoan kiilonbdzd
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fehérjékhez kotddnek. Ezt sugallja az is, hogy az NHERF2 csendesitése utan az EBP50
expresszids szintjében nem taldltunk valtozast az EC-ben. Sejt és szovetspecifikus
megjelenésiiket és fizioldgiai szerepliket tobb korabbi munka igazolja [156, 173].

Az NHERF2 adaptor fehérje az NHE3 szabdlyozdsan til mas fehérjékkel, mint
példaul az LPA2 receptor [256], B-katenin [257] vagy az EP164 mikrovillus fehérje [258],
mutatott kolcsOnhatasa révén szamos sejtfolyamatban vehet részt. Az ERM-NHERF2
kolcsonhatasnak az EC-ben az ERM foszforilacidjaban van jelentdsége (5.4.1 abra, B).
Bizonyitottuk, hogy az NHERF2 az ERM aktivalasdhoz elengedhetetlen, amit
eredményeinkre alapozva azzal indokolhatunk, hogy az adaptor biztositja az ERM ¢és a
foszforilaciét  katalizdld ROCK2  kozotti  kolesOnhatast, hiszen a ROCK2
immunprecipitatumaban az ERM kizarolag akkor volt kimutathatd, ha az NHERF2 is
jelen volt az EC-ben, NHERF2 depletalt mintakban azonban nem. Az ERM kozvetleniil
kapcsoldodhat az NHERF2 C-terminélis ERM ko6t doménjéhez. A kindz és az NHERF2
kozotti kolesonhatas sem feltétleniil indirekt, ugyanis a ROCK?2 szerkezetében talalhatd
egy PH (pleckstrin-homology) domén [259], ami k6tddhet az NHERF2 PDZ doménjeihez
[260], de ennek megerdsitése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az NHERF2 ERM foszforilaciéra gyakorolt hatasan keresztiil szabalyozhatja az EC
citoszkeletonjanak atrendezodését. Az NHERF2 csendesitése vagy overexpreszidja a
filopédiumok kialakulasat ellentétesen befolyasolta, a depletalt sejteken nem, vagy alig
lattunk filopodiumokat, az adaptor fehérjét taltermeld EC-n pedig a filopddiumok szama
a kontrollhoz képest megnétt. Ez TER méréseink szerint az EC barrier kialakulasat, a
sejtek adhézids €s migracids képességét is befolyasolta, amiben ismert az ERM fehérjék
részvétele [261, 262]. HeLa sejteket vizsgalva Gandy és mtsai szintén kapcsolatot talaltak
a filopodiumok kialakuldsa és az ERM foszforilacidja kozott [263]. Egy masik
munkacsoport egy mutans PDZ domént tartalmazé NHERF2-t expresszalo fibrosarcoma
sejtvonal csokkent lamellopodium képzddési és migracios képességét detektalta [257].

Az elozbéekkel 6sszhangban az NHERF2 az angiogenezis szabalyozasaban is részt
vesz. Kontroll EC néhany ora alatt sejthalozatokat, csovecskéket hozott 1étre Matrigelen
(bazalis membrankivonat), mikozben az ERM foszforilacié emelkedését detektaltuk. Az
NHERF2 csendesitett sejtek viszont aggregatumokban gytltek Ossze, és az ERM
foszforilacids szintje sem emelkedett, ami azt bizonyitja, hogy az NHERF2 hianyaban a
sejtek nem képesek az angiogenezisre. Majsejtes karcinoma sejtek (HCC) invaziv jellege

és az ezrin hiperfoszforilacioja kozott korrelaciot talaltak, tovabba, ha a ROCK gatlasaval
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csOkkentették az ezrin foszforilaciojat, az blokkolta a HCC invazivitadsat [264]. Ezért
lehetségesnek tartjuk, hogy az NHERF2 az ERM foszforilacid6 modulatoraként
befolyéasolhatja a daganatos sejtek invaziv tulajdonsagat.

Eredményeink szerint az EBP50 és az NHERF2 funkciodja és kdlcsonhatod partnerei
az endotél sejtekben eltérdek. Az EBP50 a sejtciklus szabalyozasaban jatszik szerepet. Az

rrrrrr

¢s ezzel a plazmamembran-ERM-aktin kdlcsonhatést.

5.5 Az eredmények lehetséges hasznositasa

Munkank alapkutatasi jellegébdl fakaddan eredményeink kozvetlen klinikai
hasznositasra nem alkalmasak. A protein kinazok és foszfatazok mitkddésének célzott
befolyasolasdit ma mar szamos betegség gyodgyitdsaban felhasznaljak, illetve intenziv
kutatasok folynak uj, specifikus aktivatoraik ¢és gatloszereik felismerésére €s terapias
céllal torténd alkalmazasara [265-267]. A munkat nehezitik a kindz ¢és foszfataz
csaladokon beliili hasonlosagok az egyes enzimek kozott, ezért az egyes sejtfolyamatok
szabalyozasaban résztvevd konkrét kindz vagy foszfataz enzimek tipusanak,
izoformajanak ¢és kolcsonhatd fehérjepartnereinek azonositdsa rendkiviil fontos.
Eredményeink ebben a tekintetben birhatnak jelentdséggel. Az altalunk vizsgélt protein
kindzok és foszfatazok, valamint kolcsonhatd fehérje partnereik a tiidé artéria EC
esszencidlis élettani funkcidja, az érpermeabilitds sokoldalu, tobb jelatviteli palyan
keresztiil megvalosuld  szabalyozdsanak  meghatdrozé  résztvevéi. Az EC
kontrahalt/relaxalt allapotat, az aktin-miozin kolcsonhatast befolyasolo MLC
foszforilacidhoz kapcsolédéan az EC MLCK uj, az endotél sejtekre specifikus
szabalyozasi lehetOségét tartuk fel, és azonositottuk az MLC defoszforilaciojat katalizald
EC miozin foszfataz alegységeinek izoformajat. Ugyanakkor igazoltuk azt is, hogy a
TIMAP a PPlc regulator alegységeként a plazmamembran és a citoszkeleton kozotti
kapcsolatban fontos ERM fehérjék defoszforilaciojat, a PP2A pedig a mikrotubulusok
szerkezetét és az adherens sejtkapcsolatok stabilitdsat szabalyozza, ezzel szintén 1ényeges
résztvevdi az endotél barrier fenntartasanak. Az EC barrier a sejt kiilonb6z6 részeihez
kothetd Osszetett szabalyozd folyamataiban résztvevo, altalunk jellemzett fehérjék az
endotél sejtek miikodési zavaraival kapcsolatos betegségek gyogyitdsara irdnyuld

kutatasokban célfehérjékként szolgalhatnak.
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A vizsgalt fehérjék szintjének up- illetve down-regulacioja, vagy reverzibilis
foszforilacidoval torténd modositasuk az EC funkcidit modositjak, vagy szélsdséges
esetben patoldgidsan megvaltoztatjdk. Ezért eredményeink, tovabbi célzott vizsgalatok
utan, betegségek diagnosztikajaban is felhasznalhatoak lehetnek. Igy példaul az endotél
barrier funkciéra véddé hatdssal bir6 TIMAP, valamint a vele kdlcsonhatd fehérjék
egészséges ¢és koros (kezeletlen és gyogyszeresen kezelt) szovetmintdkon folytatott
vizsgalatai (pl. immunhisztokémia, szovetkivonatokban fehérjeszintek, illetve fehérjék
foszforilaltsagi szintjének Osszehasonlitasa) jo eséllyel vezethetnek a klinikumban
hasznosithato eredményekhez. A daganatos betegségek szempontjabol érdekes és igéretes
lehet tovabba az NHERF2 angiogenezis szabalyozasaban valo részvétele €s a daganatos

sejtek invazivitasaval valé lehetséges kapcsolata.
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6. OSSZEFOGLALAS

A vaszkularis endotél sejtek integritisa a tid0 mikodésében meghatarozé
jelentéségli. Az integritds sériilése, paracellularis rések kialakulasa, ezzel egylitt a
permeabilitds szignifikdns ¢és hosszan tartdé megemelkedése a tiido gyulladésos
betegségeinek egyik legfobb tiinete, amelyek ma is magas haldlozasi rataval birnak. A
tiido artéria endotél sejtek barrier funkcidjaval Osszefliggésben protein kindzokat és
foszfatazokat tanulmanyoztunk. Munkdnk igazolja, hogy szamos fehérje Gsszehangolt,
kiilonbo6z6 jelatviteli folyamatokon keresztiil megvalosuld reverzibilis foszforilacidja bir
nagy jelentdséggel az endotél barrier kialakuldsédban és fenntartdsaban. Az értekezésben
bemutatott eredményeink részben az endotél permeabilitds meghatarozasaban kdzponti
szerepet jatszo MLC reverzibilis foszforilacidjat biztosit6 MLCK ¢és a miozin foszfataz
vizsgalatabol sziiletettek. Bizonyitottuk tovabba, hogy a PP1c 3 izoformdja nem kizarolag
a miozin foszfatdz holoenzim komponenseként, az MLC defoszforilaciojaval segiti az
endotél barrier fenntartasat. A PP2A vizsgélata is arra hivja fel a figyelmet, hogy az MLC
mellett még szdmos, a citoszkeletonhoz vagy a sejtkapcsolatokhoz kothetd fehérje
foszforilaltsagi szintje is befolyasolja a tiid6 artéria endotél sejtek barrier funkcigjat.
Kisérleteinkkel uj fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokat is azonositottunk, amelyek tobbek
kozott néhany adaptor fehérje részvételét is bizonyitottak az endotél permeabilitas és az
angiogenezis szabalyozasaban.

Osszességében kutatdsi eredményeink 10j informdacioval szolgalnak az endotél

barrier funkcio és az angiogenezis szabalyozasaban kulcsszerepet betolté molekuldkrol.
Az értekezésben bemutatott (1j eredményeink a kovetkezdek:

1. Az endotél sejtekben expresszaloddé MLCK enzim egyedi, N-terminalis régidja
Tyr oldallancokon foszforilalodik. Ezzel aktivitdsa fokozodik, ami az enzim egy
1j, kordbban nem ismert szabalyozasi lehetdségére hivja fel a figyelmet.

2. Jellemeztiik az endotél miozin foszfatdz PP1cp katalitikus és MYPT1 regulator
alegységét és igazoltuk szabalyozé szerepiiket az endotél barrier funkcioban.

3. Bizonyitottuk egy masik jelentds Ser/Thr-oldallancokra specifikus protein
foszfatdz, a PP2A részvételét az endotél citoszkeleton szabalyozasaban és két, a
citoszkeletonhoz kapcsolodd szubsztrat, a tau ¢és a HSP27 fehérjék

defoszforilaciojaban.
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. Az endotél sejtek jol miikodé adherens kapcsolataihoz sziikséges a PP2A
aktivitas, ezzel Osszhangban fehérje-fehérje kolcsonhatasokat azonositottunk a
foszfataz Ba regulétor alegysége és a VE-kadherin valamint a B-katenin kozott,
ez utdbbi fehérje Ser552 oldallancanak defoszforilacidjaban valoszintsitettiik a
PP2A szerepét.

Igazoltuk, hogy az endotél sejteckben magas szinten expresszalod6 TIMAP
fehérje a PPIcP regulator alegysége ¢és a TIMAP az endotél barriert védo
funkciot tolt be a sejtekben. A TIMAP/PP1cP holoenzim katalizdlja az ERM
fehérjék defoszforilaciojat, aktivitasa a TIMAP foszforilacidjaval szabalyozott.

. Felismertik a RACKI1 Aallvanyfehérje szerepét a TIMAP prenilaciojaban és
plazmamembréanhoz torténd transzlokaciojaban, valamint a RACKI1 1j
kolesonhato partnereiként azonositottuk a TIMAP és farnezil transzferaz
fehérjéket.

. Az endotél sejtekben alig vizsgalt NHERF fehérjecsalad két tagjarol, az EBP50
¢s NHERF2 fehérjékrol kimutattuk, hogy funkciojuk és fehérje partnereik
kiilonboznek. Az EBP50 minden bizonnyal az endotél sejtciklus
szabalyozasaban vesz részt, mig az NHERF2 az ERM fehérjék foszforilaciojat
segiti és ezzel az endotél sejtek barrier funkcidjaban és az angiogenezisben

jatszik szerepet.
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