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2. Roviditések

aa - aminosav

ANXAZ2- annexin A2

ARDS - akut respiracios distressz szindroma

ATP - adenozin-trifoszfat

BHK - embrionalis horcsog vese sejtvonal

BPAEC - marha tiid6 artéria endotél sejtvonal

BSA - borju szérum albumin

c-Napl - centroszomalis Nek2 asszocialt protein 1

CPI-17 - 17 kDa-0s PKC aktivalt PP1 inhibitor fehérje

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol

DARPP-32 - dopmain és cAMP altal szabalyzott foszfoprotein
DMSO - dimetil-szulfoxid

dNTP - dezoxinukleotid-trifoszfat

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

ECIS - Electric Cell-substrate Impedane Sensing

ECL - megnovelt kemilumineszcencia (Enhanced Chemiluminescence)
ECM - extracellularis matrix

eEF1ALl - eukaridta elongacios faktor 1 alfa 1

EGFR - epidermalis ndvekedési faktor receptor

ERM - ezrin-radixin-moezin

FCP - RNS-polimeraz II-es CTD-foszfataz TFIIF-asszocial6 komponense

GSK3p - glikogén szintdz kindz 3 béta


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/rna-polymerase-ii

GST - glutation-S-transzferaz

HCF - human C1 faktor

HPAEC - human tiid6 artéria endotél sejtvonal

HUVEC - human koldokvéna endotél sejtvonal

Inh-1 - inhibitor 1

IPTG - izopropil-béta-D-1-tiogalaktopiranozid

IRAK1 - interleukin-1 receptor asszocialt kinaz

LAMRL - laminin receptor 1

LAP1 - lamina asszocialt polipeptid 1

LMP1 - Epstein-Barr virus altal kodolt latens membranfehérje
LB - Luria-Bertani tapfolyadék

LC-MS/MS - folyadék kromatografia-tandem tomegspektrometria
LNCaP - prosztata nyirokcsomo karcinéma sejtvonal

LPS - lipopoliszacharid

MEM - minimalis esszencialis tapfolyadék

MBS - miozin koto alegység

MDCK - Madin-Darby kutya vese sejtvonal

MLC - miozin kdnnytilanc

MLCK - miozin kénnytilanc kinaz

MLCP/ MP - miozin foszfataz

MRCKa - myotonikus dystrophia kinazzal kapcsolt Cdc42 koté kinaz-a
MYPT - miozin foszfataz regulator alegység

NES - nuklearis export szignal



Nek?2 - Never in Mitosis (NIMA) kapcsolt kinaz 2
NLS - nukleéris lokalizacios szignal

NO - nitrogén-monoxid

OA - okadansav

PABP1 - poly A kotd fehérje 1

PBS - foszfattal pufferelt sooldat

PCR - polimeraz lancreakciod

PDGF- vérlemezke eredetii ndvekedési faktor
PKA - protein kinaz A

PKC - protein kinaz C

PLK4 - Polo szert kinaz 4

PMA - forbol 12-mirisztat 13-acetat

PP1 - protein foszfataz 1

PP2 - protein foszfataz 2

PP1c - protein foszfataz 1 katalitikus alegység
PP2A - protein foszfatdz 2A

PP2B - protein foszfataz 2B, kalcineurin
PP2C - protein foszfataz 2C

PPM - fémion-fiiggd protein foszfataz

PPP - foszfoprotein foszfataz

Pp60src- Rous sarcoma virus transzformalo fehérje
PTP - foszfotirozin specifikus foszfataz

RACKT1 - aktivalt protein kinaz C receptor



ROCK - Rho-asszocialt kinaz

SDS - natrium-dodecil-szulfat

SDS-PAGE - SDS poliakrilamid-gélelektroforézis
SCP - kis CTD foszfataz

SOC - 20mM gliik6z tartalmt Super Optimal Broth
S-1-P - szfingozin-1-foszfat

TGF-p - transzformald ndvekedési faktor 3
TIMAP - TGF-B gatolt membran asszocialt fehérje
TM - Tautomicetin

VHL - von Hippel-Lindau fehérje

VWEF - von Willebrand faktor

WT - vad tipusu



3. Bevezetés

Az endotél sejtek szemipermeabilis barrierként valasztjak el a keringé vért a kdrnyezo
szovetekt6l. A sejtek alakja és igy az endotél barrier funkcié nagymértékben fiigg a
citoszkeletalis elemek valtozasaitol. A citoszkeleton és a citoszkeletonnal asszocial6do
fehérjék foszforilacids szintjének szabalyozasa a protein kinazok és foszfatazok altal
fontos szerepet jatszik a barrier funkcié szabalyozasaban. Az endotél barrier funkcio
szabalyozasaban tobb protein foszfataz szerepe ismert. llyen ismert foszfataz a protein

foszfataz 1 (PP1) holoenzim, mely egy Kkatalitikus és egy regulator alegységbdl all.

A TIMAP fehérje (TGF-P gatolt membran asszocialt fehérje) amellett, hogy legnagyobb
mennyiségben az endotél sejtekben mutathatdo ki, a protein foszfatdz 1 katalitikus
alegységének (PP1c) regulatoraként, az endotél sejtekben barrier szabalyzo szerepet tolt
be. A TIMAP fehérjén azonositott Ser331, Ser333 vagy Ser337 oldallancok
foszforilacigja kitlintetett szerepet tolt be a TIMAP-PP1c komplex szabalyozasaban. A
regulator alegység foszforiladcidja nem csak a holoenzim lokalizacigjat befolydsolja, de
szabalyozza a katalitikus alegység szubsztratok iranti affinitdsat is. Mig a TIMAP
Ser333/337 foszforilacidja fokozza a PP1 aktivitasat a foszfo-ERM (ezrin-radixin-
moezin) fehérjék felé, addig a Ser331 oldallancon foszforilalt TIMAP gatolja a foszfo-
ERM szubsztratok defoszforilaciojat. Munkacsoportunk a TIMAP-PP1¢c komplex szamos
kolcsonhatd partnerét €s szubsztrat fehérjéjét azonositotta endotél sejtekben, ezaltal
megismerhettik a komplex szerepét a barrier funkcid szabalyozasdban, az

angiogenezisben, a sejtproliferacioban és a sejtek kitapadasaban.

A disszertacioban Osszefoglalt munka a TIMAP fehérje egy eddig nem vizsgalt
foszforilacidjanak, valamint az enzimkomplex egy 10j szubsztratjanak és az ezekhez
kapcsolodo jelatviteli titvonalak leirasaval foglalkozik. Az Gjonnan kapott eredmények
tovabb bovitik ismereteinket a TIMAP-PP1c komplex endotél sejtekben betoltott

szerepérol.



4. Irodalmi attekintés

4.1. Az endotél sejtek és fiziologias funkcidojuk

Az endotél sejtek egy rétegben boritjdk az erek lumen feldli oldalat és ép rétegilik
elengedhetetlen az érfal normalis mikodéséhez. Az egymas mellett szorosan
elhelyezked6 és dsszehangoltan miikodo sejtek olyan gatat képeznek, mely korlatozza a
viz, a fehérjék és a vérsejtek mozgasat a véraram és a szovetek kozott. Az endotél sejteket
polarizalt sejteknek nevezziik, hiszen a luminalis membranjuk kozvetleniil érintkezik a
vér alkotoelemeivel és a kering6 sejtekkel, mig a basolateralis feliiletet egy glikoprotein
tartamtl bazalis membran valasztja el a kdrnyezd szovetektdl, amelyet maguk az endotél
sejtek szekretalnak és rogzitenek sejtmembranjukon. Az endotél sejtek alakja az érfal
mentén valtozo, de altalaban vékonyak és kissé hosszikasak, nagyjabol 30-50pum
hossztiak, 10-30um szélesek és 0,1-10pum vastagsaguak [1]. Osszehangoltan, gyorsan
képesek reagalni az eret érd fiziologias stresszhatasokra. Az endotélium fontos szerepet
jatszik a vaszkularis integritds fenntartdsaban, az értonus €s vaszkularis permeabilitas
szabalyozasaban, az érfal gyulladasos és trombotikus folyamatainak megel6zésében [2,
3].

1.abra. Az endotél sejtréteg egy ér belsé falan.
Forras: https://www.lifelinecelltech.com/searching-for-optimal-models-for-endothelial-
cell-3d-culture/

A plazmafehérjék, mint példaul az albumin, tovabba a keringé hidrofob anyagok,
zsirsavak, hormon molekulak atjutisa létfontossagi az alapvetdé sejtfunkciok
fenntartasahoz egy adott szerv esetében [4]. Az endotél sejtréteg integritasanak

megtartasaban a sejtek kozotti szoros-, rés- €s adherens kapcsolatok jatszanak szerepet
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[5]. Ezt a harom csatlakozasi struktirat kiilonallé transzmembran fehérjék alkotjak,
amelyek eldsegitik a sejtek kozotti kolcsonhatdsokat és az intracellularis jelek
tovabbitasat. Az endotél sejtek kozotti kapcsolatok felépitése az erek mentén valtozik,
hogy megfeleljen a kiilonboz6 szervek funkcionalis kovetelményeinek [6]. Az
extracellularis matrix (ECM) kiemelt jelent6ségli az érrendszer endotéliuma szamara.
Elsésorban az endotél sejtek felilletén 1évo integrinekkel vald adhézids kdlcsonhatas
révén az ECM olyan allvanyt biztosit, amely elengedhetetlen a vaszkularis endotél sejtek
erekbe vald szervezOdéséhez. Ezenkiviil az endotél sejtek adhézioja az ECM-hez
sziikséges a sejtek proliferacidjahoz, migraciojahoz, morfogeneziséhez, taléléséhez és
végs6 soron az erek stabilizalasahoz, amelyek mind kritikusak a neovaszkularizacio
szempontjabol [7]. A citoszkeletont alkoté aktin filamentumok, intermedier
filamentumok ¢és mikrotubulusok fontos szerepet jatszanak a sejtek alakjanak
meghatarozasaban ¢és egy jol mikodoé barrier 1étrehozasaban és fenntartasaban [8]. A
kiilonbozo6 fizikai hatasok, gyulladasok és bioaktiv ingerek megvaltoztathatjak az endotél
sejtek kozott kialakulo barriert, ami paracellularis rések kialakulasahoz vezethet, novelve
ezzel az erek permeabilitasat, veszélyeztetve a szervek normal funkcidjat. Az
érrendszerben bekovetkez6 strukturalis valtozasok, a rendezetlen endotél sejtproliferacio
és a megvaltozott endotelidlis vazoaktiv mediatorok termelése, mint pl. a NO,
prosztaciklin, endotelin-1, szerotonin és tromboxan, Osszefiiggésbe hozhatok a magas
vérnyomas kialakulasaval, a koszoruér betegségekkel és a kronikus szivelégtelenséggel
[9]. Az endotél sejtek barrier funkcidjanak szabalyozasaban a fehérjék foszforilacioja és

defoszforilacidja egy alapvetd szabalyozasi mechanizmus [10].
4.2. A fehérjék reverzibilis foszforilaciés szabalyozasa

A fehérjék reverzibilis foszforilacioja és defoszforilacioja a jelatviteli folyamatok egyik
legfontosabb mechanizmusa mellett az egyik leggyakoribb poszttranszlacios modositas,
melyben a protein foszfatazok és kinazok jatszanak kulcsfontossagu szerepet. A fehérjék
foszforilacidja és defoszforilacidja fontos szerepet jatszik a fehérjeszintézisben,
sejtosztodasban, szignaltranszdukcidban, sejtndvekedésben és az Oregedésben, mivel
szamos enzim ¢és receptor aktivalodik és inaktivalodik foszforilacios / defoszforilacios
események révén. A fehérjék Ser, Thr vagy Tyr aminosav oldallancan egy foszfat csoport

crer

aktivitasat vagy mas fehérjékkel valo kolcsonhatasat [10, 11]. Az emberi genom tobb
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mint 500 protein kinazt és 150 protein foszfatazt kodol, amelyek szabalyozzak a
foszforilacios eseményeket [11]. A kinazok szinte minden, az €16 sejtben eléforduld
jelatviteli utvonalban részt vesznek. Bar kiilonboz6 tipust bioldgiai molekulak
foszforilalhatok (fehérjék, nukleotidok, lipidek stb.), a kinazok legnagyobb csoportjat a
protein kinazok alkotjak [12]. A protein kindzok, amelyek a foszfotranszferaz csalad
tagjai, az adenozin-trifoszfat (ATP) y-foszfatjanak atvitelét katalizaljak egy szubsztrat
fehérje  hidroxil csoportjara [13].  Foszforilezéssel aktivalodhatnak  (vagy
inaktivalédhatnak), melynek eredményeképpen kiilonb6zo aminosavak
foszforilaciojahoz vezetd kaszkadokat aktivalnak. A legtobb kinaz Ser/Thr specifikus,
masok Tyr, illetve vannak kettds specificitas kinazok [14]. A kett6s specificitast
kinazok mind a Ser/Thr , mind a Tyr oldallancon is képesek foszforilalni a célfehérjét
[15].

A protein foszfatazok a kinazokkal ellentétes reakciokat katalizalnak. A
foszfoproteinekrél a foszfatcsoport eltavolitasa soran a foszforsav-monoésztereket
fosztatcsoportokka és szabad hidroxil csoporttal rendelkezd molekuldva hidrolizaljak
[16]. A protein foszfatazokat harom nagy csoportba sorolhatjuk, aszerint, hogy milyen
aminosav oldallancot képesek defoszforilalni. Ezek alapjan megkiilonboztetiink foszfo-
Ser/Thr specifikus foszfatazokat, foszfo-Tyr specifikus foszfatazokat és Kkettds
specificitast foszfatazokat, amelyek Ser/Thr és Tyr oldallancrol egyarant képesek foszfat
csoportot lehasitani [10]. A Ser/Thr-specifikus foszfatazokat kezdetben biokémiai
aktivitasuk, vagy a szubsztrat specificitas alapjan két csoportra osztotték. gy 1-es (PP1)
és 2-es tipusu protein foszfatazokat (PP2) kiilonboztettek meg [17]. A Ser/Thr specifikus
foszfatazok klonozasa soran azonban kideriilt, hogy két kiilon géncsaladrol beszélhetiink,
mint a foszfoprotein foszfatazok (PPP) és fémion-fiiggd protein foszfatazok (PPM) [16,
18] (2.abra). A Ser/Thr specifikus foszfatazok csoportjahoz soroljak még az aszpartat
alapti foszfatdzokat, mint példdul az RNS-polimeraz IlI-es CTD-foszfataz TFIIF-
asszocialo komponense (FCP) és kis CTD foszfataz (SCP). A PPP csaladba tartozik a
protein-foszfataz 1 (PP1), a PP2A, a PP2B (mas néven kalcineurin), a PP4, a PP5, a PP6
¢s a PP7. A PPM csalad magéaban foglalja a mangén/magnézium ionoktol fiiggd fehérje
foszfatazokat (Mn2*/ Mg?"), igy a PP2C és a piruvat-dehidrogenaz foszfatazt. A PPP-vel
ellentétben a PPM csalad tagjai nem rendelkeznek szabalyozo alegységekkel, hanem tobb

olyan domént és konzervalt motivumot tartalmaznak, amelyek segithetnek meghatarozni
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a szubsztrat specificitast. A Tyr-specifikus foszfatazok egy kiilon géncsaladba, az
ugynevezett foszfo-Tyr specifikus foszfatazok csaladjaba (PTP) tartoznak [19].
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Fepi | | I | ‘ [ B\ [] 961

L ]
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2.abra. Ser/Thr specifikus foszfatazok csoportositasa (Shi, 2009) [19].
PPP: foszfoprotein foszfatdzok; PPM: fémion-fiiggd protein foszfatazok; FCP/
SCP: aszpartat alapu foszfatazok

4.3. A protein foszfataz 1

A PP1 a Ser/Thr specifikus foszfatazok csoportjaba tartozik. Sokféle nélkiilozhetetlen
sejtszintli  folyamatot szabalyoz, példaul a sejtciklust, fehérjeszintézist, izom
Osszehuzodast, szénhidrat anyageserét és a transzkripciot [20, 21]. A PP1 szerepet jatszik
az endotél sejtek normal sejtfunkciojanak fenntartasaban, a barrier funkcio védelmében,
vagy a citoszkeletalis rendszer szabalyozasaban [22, 23]. A PP1 holoenzimben az erésen
konzervalt katalitikus alegység (PP1c) egy vagy két regulator alegységgel kapcsolodik
[24]. A katalitikus alegységnek tobb izoformaja fordul elé. Emldsokben
megkiilonboztethetiink PPlca, PP1cB/d (tovabbiakban PP1cd), PPlcy Katalitikus
alegységeket, melyeket harom gén a PPP1CA, PPP1CB és PPP1CC kodolnak [25-27].

A PP1c izoformak koriilbeliil 90% -ban azonosak aminosav-szekvenciajukban, a 6
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kiilonbségek az N- és a C-terminalis régiokon talalhatok [24]. Az emlds PP1c izoformak
kiilonbozo szoveti €s sejten beliili eloszlast mutatnak. A PP1ca, PP1cd és PP1cylminden
szovetben megtalalhatok, mig a PP1lcy2 a herékben fordul el6 [21]. Sejten beliili
lokalizaciojukat tekintve a PP1ca, PP1co és PPlcy mind a citoplazmaban, mind a
sejtmagban megtalalhatd. A mitozis soran azonban a PPlca a centroszomaban
lokalizalodik, a PP1cyl a mitotikus ors6é mikrotubulusaihoz kapcsolodik, a PP1cd pedig

a kromoszomakhoz [28].

Emldésokben tobb mint 100 fehérjét azonositottak, amelyekrdl ismert, hogy a PPIc
katalitikus alegységével specifikus dimer vagy trimer PP1-holoenzimeket képeznek. A
kolcsonhato fehérjék lehetnek a katalitikus aktivitas inhibitorai (inhibitorok), szubsztrat
specificitast meghatarozo alegységek (S-S alegységek), célzo (targeting) alegységek vagy
szubsztratok [29-31].

666@
Tk

&
many

others

D

3.abra. A protein foszfataz 1 lehetséges kolcsonhaté partnerei (Virshup, 2009) [32].
Az dbran a szabalyzo kélesonhato fehérjéket zold szin, mig az inhibitorokat piros szin

Jjeloli.

A PP1c szamos szubsztratja a defoszforilacio eredményeképpen aktivalodik, mint példaul
a fokalis adhézios kinaz, a lamina-asszocialt-polipeptid 1 (LAP1), E3 ubiquitin ligaz és a
kaszpaz 2 [26]. Ezzel szemben egyes szubsztratok inaktiv allapotba keriilnek a PP1c-el
torténd defoszforilacio utan, mint példaul a Nek2, az Aurora A és a C-Napl [33]. A
szubsztratok egy része specifikusan egyetlen oldallancon, mig masok tobb oldallancon is
foszforilalodnak és defoszforilalodnak [34]. Protein foszfataz inhibitorok, mint az
okadansav, kalikulin A vagy trombin kezelések hatdsara a protein foszfatdz 1

aktivitasanak jelentds része a miozin szalakhoz kapcsolddik, ami dominans szerepére utal
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a miozin konnyiilanc kinaz defoszforilacidjaban [35]. Egyes szubsztrat specifikalod
alegységek, mint a miozin-foszfataz regulator alegység 1 (MYPTL), befolyasoljak a PP1c
aktivitasat a szubsztratok iranyaba. A MYPT1 és a PP1c kélcsonhatasa nemcsak elsegiti
a miozin szabdlyozd konnyli lancanak defoszforilaciojat, hanem csokkenti a PP1c
aktivitasat mas szubsztratok felé is. Az inhibitorok képesek blokkolni a PP1c aktiv helyét
¢és gatolni az Osszes szubsztrat defoszforilezését. Az inhibitor-1 (Inh-1) és a dopamin és

cAMP altal szabalyozott foszfoprotein (DARPP-32) hatasosan gatolja a PP1c-t [29, 31].
4.4, Protein foszfataz 1 regulator alegységek

A PP1c katalitikus alegységével nagyon sokféle regulator alegység kapcsolodhat, melyek
tobbsége (kivéve, ha izoformak) nem rendelkezik szignifikdns szekvencia
hasonlosagokkal, igy adatbazis kereséssel nem azonosithatéak. A regulator alegységek
azonositasa a PP1 komplexek tisztitasaval, az éleszté kettés hibrid rendszerrel és az
expresszidés konyvtarak szlirésével lehetséges [20]. Tobb mint 50 féle regulator
alegységet azonositottak, amelyek egyedi holoenzimeket hoznak 1étre a PP1lc-vel és
ezaltal szamos sejtbéli folyamat szabalyozasaban vesznek részt [31]. A regulator
alegységek tobbsége egy rovid, konzervalt PP1c-kété motivummal rendelkezik:
K/RVxXF, ahol az X barmilyen aminosav maradék lehet a prolin kivételével. A kiilonb6z6
regulator alegységek kozvetleniil befolyasolhatjadk a PP1 holoenzim sejten beliili
lokalizaciojat, illetve szubsztrat specificitasat [20]. Vannak olyan kolcsonhato fehérjék
is, amelyek nem rendelkeznek ezzel a K/RVxF motivummal. Ilyen fehérje a human C1
faktor (HCF, mas néven host cell factor), mely nem tartalmazza a PP1c-k6t6é motivumot,
de a K/RVxF-motivummal rendelkezé fehérjék részben gatoljak a HCF és a PPlc
kapcsolatat [36]. A retinoblasztoma fehérje is képes kolesonhatni a PP1c-vel egy KLRF
motivumon keresztiil, mely a retinoblasztoma 874-877 aminosav kozott talalhato [37,
38].

4.5. A miozin foszfataz regulator alegység csalad

A miozin kénnyiilanc (MLC) Ser19 és Thrl8-as oldallancanak Ca?*/kalmodulin-fiiggd
miozin konnytilanc kinaz (MLCK) altali foszforilacioja kulcsfontossagu szerepet jatszik
az aktin-miozin aktivalasaban, a sejtek alakjanak szabalyozasaban, a sejt
mozgékonysagaban és a citokinezisben [10, 39-41]. Az MLC foszforilacios allapotat két

kules enzim kiegyensulyozott aktivitdsa szabalyozza: az MLC foszfatdz (MLCP) és az
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elébb emlitett MLCK kinaz [42]. A megndvekedett MLCK aktivitdas a sejtek
lekerekedéséhez, paracellularis rések kialakuldsahoz és az endotél sejtek altal 1étrehozott
gat diszfunkcidjahoz vezet [43]. Az MLCP az endotél barrier fenntartasanak egyik kulcs
eleme. Az MLCP egy heterotrimer, amely a PP1cd izoformajabol és két regulator
alegységbdl all. Egy kb. 130 kDa-0s miozin-foszfataz regulator alegység (MYPT1) és
egy kisebb, 20 kDa-os alegység (M20) szabalyozza a holoenzimet [8, 44]. A MYPT1 a
PP1cd N-terminalis és a M20 C-terminalis részével kolcsonhatva képezi az MLCP
holoenzimet. A miozin foszfataz kiilonféle roviditésekkel jelenik meg az irodalomban,
példaul MP, MLCP vagy PP1M-ként is szoktak roviditeni. A MYPT1-et M110-nek,
miozin koté alegységnek (MBS) és M130 / M133-nak is nevezik [45-47]. A MP
trimerben a PPlc felelds a katalitikus aktivitasért, a {6 szabalyz6 alegység a MYPTL1 a
jelenleg keveset tudunk. A MYPT1 az emlds sejtekben mindeniitt expresszalodik, az M20
a simaizmok mellett foleg a szivizmokban talalhato [48].

A MP aktivitdsanak f0 szabalyozésaként a MYPT foszforilacigjat és defoszforilaciojat
irtdk le. A Rho-asszocidlt kindz (ROCK), amely a Ser/Thr specifikus kindzok csaladjadba
tartozik és a GTP kotd RhoA aktivalja, a MYPT1-et a Thr696-os és Thr853-as
oldallancon képes foszforilalni [45, 49]. A MYPTL1 foszforilacioja akar Thr696, akar
Thr853-on gatolja az MP aktivitast, és ndveli a simaizomzat kontrakcidjanak
érzékenységét a Ca®" irant [50]. A Thr696-os oldallancot a ROCK kinazon kiviil mas
kinazok is képesek foszforilalni, mint példaul a MYPT1-asszocialt kinaz (MYPTI1K vagy
ZIPK), myotonikus dystrophia protein kinaz és integrinhez kapcsolt kinaz [51-54]. A
gatlo foszforilacios helyek mellett, Gigynevezett aktivacios helyekkel is rendelkezik a
MYPT1 fehérje, ugyanis a MYPT1 3 szerin oldallancot is tartalmaz, melyeket a protein
kinaz A (PKA) / protein kinaz G (PKG) képes foszforilalni, ezek a Ser692, Ser695 és
Ser852. A Ser695-6s oldallanc foszforilaciojarol kimutattak, hogy gatolja a Thr696-0s
oldallanc ROCK altali foszforilaciojat, ezaltal a MP aktivitasat segiti elé [55]. Az MP
aktivitast a MYPT1 foszforilacioja mellett, gatlo fehérjék kozvetett modon is
elnyomhatjak. A legismertebb MP inhibitor a 17 kDa-0s C-kinaz-fiiggdé foszfataz-
inhibitor (CPI-17), amely a protein kinaz C (PKC) altal Thr38-on foszforilalodik és ezt
kovetden aktivalodik [56].

A MYPT1 az ugy nevezett MYPT csalad tagja, amelybe a MYPT2, MBS85, MYPT3 és
TIMAP fehérjék is beletartoznak [57-60] (4.4bra). Szamos konzervalt domént
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tartalmaznak, mint a PP1c kotésért felelos K/IRVXF motivum és az ankyrin ismétlédések,
amelyek a fehérje-fehérje kolcsonhatasokban jatszanak szerepet [45]. Az ankyrin
ismétlédéseket egy kozponti régio koveti, amely els6sorban a MYPT funkcio
szabalyozasahoz kapcsolodik. A konzervalt doméneken kiviil a MYPT1, MYPT2 és
MBS85 szamos foszforilacios helyet és leucin cipzar domént is tartalmaznak, amelyek
részt vesznek a dimerizacioban és a fehérje—fehérje kolcsonhatasban [61]. A csalad masik
két tagja, a MYPT3 és a TIMAP nem rendelkezik leucin-cipzar doménnel, de C-
terminalis résziikon egy CAAX-boxot (prenilacios hely; ahol az ,,a” alifas aminosavat
jelol) tartalmaznak, amely a fehérjék membranhoz valo iranyitasaban vesz részt [62]. A
MYPT1 esetében azonositott ROCK altali Thr696 és Thr853 foszforilacios hely
megtalalhatdo a MYPT2-ben, az MBS85-ben csak a Thr696, még a TIMAP-ban vagy az
MYPT3-ban egyik foszforilacios hely sem fordul el6 [62, 63]. A MYPT1-et és splicing
variansat (MYPT2) a human 12-es kromoszoma rovid karjanak 15-21-es régidja kodolja
[64]. Mig a MYPT1 leginkabb simaizom sejtekben és a legtobb nem izom eredetii sejtben
kifejezddik, addig a MYPT2 vaz- és simaizomban jellemz6 [58, 65]. A MYPT3, amely
elsésorban a szivben, az agyban ¢és a vesében fejez6édik ki, az N- terminalisan
elhelyezked6 ankyrin ismétlédésekben és a PP1c-koté motivumaban hasonlit a MYPT1
és MYPT2-hoz, azonban mérete joval kisebb [59].

A MBS85 (vagy p85) fehérje hasonldan a csalad tobbi tagjahoz, tartalmazza a konzervalt
doméneket, mint a PPlc koté motivumot, az ankyrin ismétlddéseket, leucin cipzar
domént és a MYPTI1 esetében azonositott gatld foszforilacios helyet (Thr696). Az
MBS85 szekvenciajaban leginkabb MYPT2-h6z hasonlit. Az MBS85 egy 85 kDa méretii
mindentitt expresszalodo fehérje, amelyet a myotonikus dystrophia kinazzal kapcsolatos
Cdc42 koto kinaz-a (MRCKa) szubsztratjaként fedeztek fel, amely kozvetiti a Cdc4?2 4ltal

kivaltott aktin atszervez6dést [66].

A MYPT csaladra jellemz6 szerkezeti tulajdonsagok a TGF-f gatolt membran asszocialt
fehérjén (TIMAP) is megtalalhatoak, ezért a TIMAP fehérjét is ehhez a csaladhoz
soroljak. A 64 kDa-0s TIMAP N-terminalis régioja egy nuklaris lokalizacios szignal
szekvenciat (NLS) és PP1c kot6 motivumot tartalmaz, amelyet 6t ankyrin ismétlodés
kovet, valamint a MYPT3-hoz hasonldéan C-terminalisan egy CAAX-box motivumot
tartalmaz. A MYPT csaladon beliil szerkezetileg hasonlito MYPT3-mal aminosav szinten
44,7 %-0s homologiat mutat [60]. A TGF-B1 jelatvitelének vizsgalata soran fedezték fel

a TIMAP fehérjét az endotél sejtekben, melynek expresszios szintje a TGF-f1 hatasara
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csokken. A TIMAP fehérje endotél és hematopoetikus sejtekben magas szinten
expresszalodik, mig szoveti szinten megtalalhatd a vesében, mellékvesében, tiidében,
1épben, kozponti idegrendszerben és a herékben [60, 67]. A teljes hossziusagn human
TIMAP 567 aminosavbol all, mely szekvenciaja 97% -ban megegyezik a marha TIMAP

aminosav szekvenciajaval [60].

A MYPT csalad tagjai tobb szabalyozasi folyamatban részt vesznek, igy szamos
megbetegedéssel hoztak kapcsolatba 6ket, mint példaul a magas vérnyomas, a Parkinson-
kor, rakos megbetegedések és a Helicobacter pylori altal kivaltott kronikus gastritisben
[62, 68].

Inhibitory
phosphorylation site
PPlc binding Leucine
motif Thr696 Thi853 zipper
\/ Ankyrin repeats | :r ) motif
HumanMYPTl’ I | ‘ | H | | |
1 1030 aa
56aa Thr614
deletion |
Human MYPT1 :
variant2 : :
1 974 aa
Prenylation
motif (CaaX)
wes | |
1 528 aa
mae | [T
1 567 aa
Thr560
|
wesss | [P H

1 782 aa

4.abra. A miozin foszfataz regulator alegység csalad tagjainak vazlatos szerkezete
(Csortos Cs, 2007) [10].

4.6. ATIMAP, a PP1 regulator alegysége, az endotél sejtek fiziologias folyamataiban

A MYPT csaladhoz val6 szerkezeti hasonlosagok, mint pl. a PP1c-k6té motivum jelenléte
a TIMAP szekvenciajaban, arra utalnak, hogy a PP1c regulator alegysége. A TIMAP és
PP1c kolcsonhatasanak vizsgalata soran kidertilt, hogy a TIMAP a PP1c izoformak koziil
a PP1co izoformat koti specifikusan, amellyel holoenzimet alkotva szerepet jatszik egyes
fehérjék defoszforilaciojaban. A human tiid6 artéria endotél sejtekben (HPAEC) az
endogén TIMAP jelenlétét mind a sejtmagban, mind a plazmamembranban kimutattak,
ahol barrier szabalyzo szerepet tolt be. Endotél sejtekben szfingozin-1-foszfat (S-1-P)

kezelés utan a TIMAP membran lokalizaciojanak ndvekedését figyelték meg [22, 69].
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TIMAP csendesitett endotél sejtekben ismert barrier funkciot erdsité anyagok, S-1-P és
ATP csokkent hatasat tapasztaltak. A trombin és nokodazol, melyek csokkentik az
endotél barriert, hatasanak feler6s6dését detektaltak a TMAP depletalt sejteken. Ezen
eredmények bizonyitjak a TIMAP endotél sejtekben betoltott barrier védo szerepét [22,
43]. In vivo kisérletek is alatamasztjdk a TIMAP barrier védd szerepét. A
lipopoliszacharid (LPS), a Gram-negativ baktériumok sejtfalainak f& alkotoeleme,
csokkenti az endotél sejtek altal kialakitott gatfunkciot és fontos szerepet jatszik a
szepszis kialakulasaban [70]. TIMAP csendesitett egerekben a LPS stlyosbitotta a

vaszkularis szivargast az egerek tiidejében [71].

TIMAP fehérje mas fehérjékkel vald kolcsonhatasanak vizsgalata soran ¢€lesztd kettds
hibrid moédszerrel kimutattak, hogy a TIMAP képes kotni a 37/67 kDa-os laminin
receptort (LAMR1). A két fehérje kozotti kdlcsonhatas a TIMAP negyedik ankyrin
ismétlédése és a LAMRL N-terminalis régidja kozott jon 1étre. Kezdetben a LAMR1
fehérjét a TIMAP-PP1c komplex szubsztratjaként azonositottak, amely elGsegiti a
LAMRL1 defoszforilaciojat [72]. Késébbi vizsgalatok soran azonban kideriilt, hogy a
TIMAP-PP1c komplex csak korlatozza a kinazok altali foszforilaciot a LAMRI fehérjén
[73]. A legfrissebb LAMRI1 fehérjéhez kapcsolodo eredmények alapjan a TIMAP-PP1c
komplex kotdédése a LAMR1-hez aktivalja a PP1c foszfataz aktivitasat és szabalyozta a
LAMR1 Thrl25-es oldallancanak a foszforilaciojat [74]. A TIMAP fehérje C-
terminalisan részén elhelyezkeddé CAAX-box prenilacidja ezt a régiot erdteljesen
hidrofobba teszi, igy ennek koszonhetéen képes kdlcsonhatasba 1épni @ membran kettds
foszfolipid rétegével [60, 75]. A RACKL (aktivalt protein kinaz C receptora 1) fehérjét
szintén a TIMAP koélesonhatd partnereként azonositottdk. A fehérje szerkezetébdl
adodoan egyidejiileg tobb fehérjével is képes kolcsonhatasba 1épni, igy a RACKL
fehérjéhez a TIMAP fehérje és a farnezil transzferdz enzim egyidejiileg képes kotddni,
mely a TIMAP prenilaciojahoz sziikséges. Endotél sejteken végzett RACKI1 csendesités
hatasara a TIMAP fehérje lokalizacioja a sejtek plazmamembranjaban csokkent, ami arra
utal, hogy a RACKI1 kulcsszerepet jatszik a TIMAP prenildciojaban, €és az azt kovetd
membran lokalizaciojaban. Emellett a TIMAP foszforilacidja is kulcs fontossagu,
ugyanis PKA ¢és glikogén szintetaz kinaz 3 f (GSK3p) altali foszforilaciojat kdvetden

valik hozzaférhetové a farnezil transzferaz enzim szamara [76].

A TIMAP szerkezetében jelenlévé NLS szignal szekvencia lehetévé teszi a sejtmagban

vald megjelenését, bar itt betoltott funkcidjardl jelenleg még keveset tudunk [60]. Pull-
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down, LC-MS/MS ¢s immunprecipitaciés modszerekkel a TIMAP és az eukariota
elongacios faktor 1 A (eEF1A1) kdlcsonhatasat igazoltak [77]. Az eEF1A1 szerepet
jatszik a fehérjék magi exportjaban, ugyanis a fehérjével végzett kisérletek soran
kimutattak, hogy segiti a poly A-koté fehérje 1 (PABP1) és a von Hippel-Lindau (VHL)
fehérjék citoplazmabol sejtmagba valod transzportjat anélkiil, hogy az eEF1Al a
sejtmagba jutna. A fehérjéken egy transzkripciotol fiiggd nuklearis exportmotivumot
(TD-NEM) azonositottak, amely szerepet jatszik az eEF1A1-gyel valo kdlcsonhatasban
¢és a magi transzportban [78]. A TIMAP és eEF1A1 kolcsonhatasanak vizsgalata soran a
potencialis nuklearis export motivum jelenléte a TIMAP szekvencidjaban is megtalaltak,
amely az egyik ankyrin ismétlddésnek a része és szerepet jatszik az eEF1Al-gyel valo
kolesonhatasban. A TIMAP fehérje nuklearis exportjdban azonban nem kizarolagosan az
eEF1A1 felelés. A ROCK altal Tyr oldallancon foszforilalt eEF1A1 fehérjét azonban a
TIMAP-PP1c komplex szubsztratjaként azonositottak, valamint kimutattak, hogy a
TIMARP szabalyozza a eEF1A1 lokalizaciojat, ugyanis az eEF1A1 a TIMAP-al egyiitt az
endotél sejtek membranjaban lokalizalodik [77].

Az ezrin, radixin, moezin fehérjék (ERM) szerkezetiiket és funkcidjukat tekintve
nagyfoku homologiat mutatnak [79]. Az ERM fehérjék az aktin filamentum és a
plazmamembran fehérjék kozotti kolesonhatdsban jatszanak szerepet, ezaltal részt
vesznek a barrier szabalyozasban. A fehérjék N-terminalis része erésen konzervalt, amely
a plazmamembranhoz val6 kapcsolodasért felelds, mig a fehérjék C-termindlis régidja
képes kolcsonhatasba 1épni a citoszkeletalis elemekkel [80, 81]. A fehérjék
konformécidja és kotddési képessége a C-termindlis régidban levé Thr oldallanc
foszforilacigjaval szabalyozodik. Az ERM fehérjék foszforilacioja a RhoA/Rho-kindz
utvonalon keresztiil torténik, ennek kovetkeztében a foszforilalt fehérje konforméacio
valtozason megy keresztiil és aktiv allapotba kertil [82]. A foszforilalt ERM fehérjék Thr
oldallancanak defoszforilacijaban a TIMAP-PP1c komplex jatszik szerepet az endotél
sejtekben, melynek kovetkeztében a citoszkeleton és membran kolcsonhatasa és a sejtek
alakja is megvaltozik [82-84].

Az ERM fehérjékkel rokon merlin fehérjét szintén a TIMAP-PP1c szubsztratjaként
azonositottak. A merlin a 2-es tipusti neurofibromatosis tumorszuppresszor gén terméke.
N-termindlisan egy FERM domént tartalmaz, melyet egy a-helikdlis domén kovet. A
fehérje C-terminalis részén egy C-terminalis szabalyoz6 domén talalhaté [85]. A

kolcsonhatas vizsgalata soran kideriilt, hogy a TIMAP N-terminalis régioja a merlin
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FERM doménjével képes kolcsonhatni [86]. A merlin fehérje a Ser518-as oldallancon
PKA altal foszforilalodik [87]. A PP1 gatlasa, vagy a TIMAP csendesités hatasara
megnovekedett a merlin-Ser518 oldallanc foszforilacios szintje, ezzel egyidejtileg a
sejtmembranban dusult fel. A foszforilacié hatdsara fokozodott a marha tiidé artéria
endotél sejtek (BPAEC) migracioja és proliferacioja. Ezek az eredmények azt
bizonyitjak, hogy a merlin Ser518-as oldallancanak defoszforilacigjaban a TIMAP-PP1c
komplex jatszik szerepet. [86].

4.7. A TIMAP fehérje foszforilacios szabalyozasa

A MYPTL1 esetében azonositott szabalyzo foszforilaciés helyek (Thr696, Thr853) a
TIMAP fehérje esetében nincsenek jelen, ellenben a Ser331, Ser333 vagy Ser337
oldallancanak foszforilacidja Kkitiintetett szerepet tolt be a TIMAP-PP1c komplex
szabalyozasaban [84, 88, 89] (5.abra). A TIMAP Ser337-es oldallanc foszforilacidjaban
PKA jatszik szerepet, mely segiti a Ser333-es oldallanc glikogén szintdz kinaz 3 béta
(GSK3p) altali foszforilaciot. A TIMAP a Ser333/Ser337 helyén torténd foszforilacidja
nem, vagy csak mérsékelten modositja TIMAP és a PP1c kapcsolodasat, azonban a PP1c
aktivitasara hatassal van [88].

A Kkolcsonhatas vizsgalatahoz PKA-val, valamint PKA és GSK3B-val kétszeresen
tiofoszforilalt fehérjéket hasznaltak fel. A feliileti plazma rezonancia vizsgalatokkal azt
tapasztatlak, hogy a TIMAP-PP1c kolcsonhatds erGssége a kétszeresen foszforilalt
TIMAP esetében nem valtozott. Az egyszeresen foszforilalt TIMAP esetében azonban
erdteljesebb kolcsonhatast mutatott a PP1c-vel. Endotél sejtek trombinnal torténd
kezelésének hatasara a TIMAP és PP1c mellett a foszfo-ERM fehérjék erételjes
membranban valo6 lokalizaciojat detektaltak, valamint a sejtek kozott rések alakultak ki,
amely a barrier diszfunkcidjanak a jele. Immunfluoreszencias festéssel a foszfo-ERM
fehérjék mennyisége forskolin kezelést kovetéen csokkent a membranban és a sejtek
relaxalt allapotba keriiltek. Forskolin kezelés hatasra aktivalodik a PKA, amely
foszforilalja a TIMAP fehérjét. GSK3p inhibitor alkalmazasaval bizonyitottak, hogy a
forskolin kezelés hatasara bekovetkezd valtozasokban a GSK3p altali foszforilacio is
szerepet jatszik. Ezen eredmények igazoljak, hogy a PKA és GSK3p altali TIMAP
foszforilacid részt vesz az ERM fehérjék foszforilacids szintjének szabdlyozasaban és

egyben a sejtek barrier funkcidjanak szabalyozasaban [22, 89].
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A TIMAP Ser331-es oldallancon a PKC altal foszforilalodik. Endotél sejteken végzett
kisérlet soran kimutattdk, hogy a PKC altali TIMAP foszforilaci6 a PKA/GSK3p
utvonaltol fiiggetleniil miikodik, valamint a PMA kezelést kovetd PKC aktivacio hatasara
a TIMAP a sejtmembranban lokalizalodik. TIMAP rekombinans vad tipusu ¢és
foszfomutans formainak létrehozasat kovetden, kolcsonhatasi vizsgalatok soran a
foszforilaciot utinzo TIMAP ERM/foszfo-ERM fehérjékkel nem mutatott kdlcsonhatast.
A PKC aktivalasa utan a TIMAP-PP1c nem tudta defoszforilalni a foszfo-ERM fehérjét,
¢s ennek kovetkeztében a szintje emelkedett a sejtek membranjaban. ECIS méréssel a
foszforilaciot utanzd TIMAP mutanst expresszald sejtek barrier diszfunkcidjat
detektaltak. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TIMAP Ser331-es oldallanc PKC
altali foszforilacioja egy gatlo hatasu foszforilacio, amely csokkenti a foszfo-ERM

defoszforilaciojat és igy a barrier diszfunkcidjat eredményezi [84].

Ser331

ERM
EC barrier maintenance EC barrierdisruption

5.abra. A TIMAP foszforilaciés allapota (Boratko, 2016) [84].
4.8. Annexin A2 szerkezete és fiziologias szerepe

Az annexin egy nagy fehérje csalad, amely tobb mint 160 taggal rendelkezik [90].
Gerincesekben (ANXA), gerinctelenekben (ANXB), gombakban, protozoonokban
(ANXC), novényekben (ANXD) ¢&s protisztdkban (ANXE) expresszalodnak.
Emlésokben 6sszesen 12 kiilonboz6 annexin A fehérjét azonositottak, amelyet annexin
Al-t6l All-ig, valamint az annexin A13-nak neveztek el, az annexin A12-6t azonban a

nevezéktanbol kihagytak [91, 92]. A csalad legszélesebb korben vizsgalt tagja az annexin
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A2 (ANXA2), amely a sejtek és szovetek tobbségében, egyes daganatokban
expresszalodik és tobb ligandumhoz is képes kotddni [93]. Elséként kromaffin sejtekbol
felszabaduld katekolaminok exocitotikus helyén azonositottak [94]. Az irodalomban
szamos néven megtalalhato, példaul annexin II, Calpactin I nehézlanc, Chromobindin 8,
Lipocortin 11, p36 vagy placenta anti-koagulans IV. A fehérjét kodolo gén a 15-0s
kromoszoma hosszu karjanak 22.2 régidjan helyezkedik el [95, 96]. A 36 kDa
molekulatomegii ANXAZ2 lokalizaciojat tekintve a sejtmembranban, a citoplazmaban, a
magban és az extracellularis matrixban is megtalalhato [97, 98]. Két f6 doménbdl épiil
fel, egy nagyon valtozatos amino termindlis részbdl, melyet ,,feji régionak™ is hivnak,
valamint egy karboxil terminalis ,,core” doménbol. A fehérje N-terminalis régioja szamos
poszttranszlacios modositasi helyet tartalmaz, példaul Ser, Tyr foszforilacios helyeket,
Serl-acetilezési helyet, ezen kiviil nuklearis export szekvenciat (NES) és SI00A10 kotd
helyét, valamint szamos ligandum ¢és fehérje szamara kolcsonhatasi helyként szolgal
(6.abra). A karboxi-terminalis régié tartalmazza a kalcium, foszfolipid, heparin és F-aktin
kotéhelyeket [91, 99]. A Karboxi-terminalis régiét négy ugynevezett ,,annexin”
ismétloédés épiti fel, melyek mindegyike 70 aminosavbol all [100]. Az ANXA2 nem
tartalmaz NLS-t és a magba torténd transzportjanak mechanizmusa még nem ismert, de
a NES szekvencianak koszonhetéen az exportin-1-gyel valo kolcsonhatas soran a magbol
a citoplazmaba transzportalodik [101]. Az ANXAZ2 azaltal, hogy megjelenik a magban,
részt vesz a DNS replikacidjaban és megvédi a DNS-t a karosito hatasoktol. Kimutattak,
hogy szerepet jatszik mind a transzkripcio, mind a transzlacio szabalyozasaban [97, 102-
104]. A fehérje monomerként vagy heterotetramer komplexként fordulhat el6, melynek
aranya sejttipustol fiigg. A heterotetramer forma két monomer ANXA2-bél és SI00A10
homodimerbdl all. Az ANXA2 szerkezetében az S100A10 kotShely a fehérje N-
terminalis részén az amfipatikus a-hélixen talalhato, ahol a hidrofob oldallancok, Val3,
[le6, Leu7 és LeulO aminosavak kapcsolédnak az S100A10 fehérjével [105]. Az
S100A10 az S100 fehérje csalad tagja. Az SI00A10 mellett az S100A6, az S100A4 és az
S100A11 is képes kotddni az ANXA2-hoz. A klasszikus ANXA2-S100A10-et 30 évvel
ezel6tt azonositottak, mely szamos sejtbéli folyamatban jatszik szerepet [93, 98, 106]. Az
ANXA2 az S100A10 fehérjével vald kolcsonhatasa soran védi az S100A10 fehérjét az
ubiquitinaciotdl és a proteoszomalis lebomlastol [107]. Bar az ANXA2 6nmagaban is
képes a sejtek membranjahoz kapcsolddni, azonban az S100A10-el vald kotddése noveli
az ANXA2 Ca®* érzékenységét és igy a membran és F-aktin megkoté képességét [108-
110]. Az ANXA2-S100A10 komplex jelenlétét mutattak ki a von Willebrand faktor
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ellentmond6 modell 1étezik, amelyek megmagyarazzak a fehérjéknek a pontos szerepét a
plazmin aktivalasi folyamatokban [98, 112, 113]. Az ANXA2-S100A10-el alkotott
komplex jelenlétét nem csak egészséges, hanem daganatos sejtek esetében is leirtak. Az
ANXA2 kotédése az S100A10-hez a sejtek felszinén hozzajarul a heterotipusos sejt-sejt
kolesonhatasokhoz, példaul emlédaganatok és a mikrovaszkularis endotél sejtek kozott

[114].

S100A10 kotéhely

23 25
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6.abra. ANXA2 doménszerkezete és poszttranszlacios modositasa (Liu, 2009). Ser-1:
Acetilacios hely. Val3, Ile6, Leu7, és LeulQ: SI100410 kotésért felelés hidrofob
oldallancok. Serll és Ser25: potencidalis PKC foszforilacios helyek. NES: nukledris
export szekvencia. Tyr 23: pp60Src foszforildacios hely. Cys8: redox érzékeny cisztein
oldallanc. Karboxi-terminalis annexin domének(l.-1V.): kalcium, foszfolipid, membran,
F-aktin, heparin kétohelyeket tartalmaz [98].

Az ANXA2 szamos foszforilacios helyet tartalmaz, melyek tobbsége az N-terminalis
doménben talalhato, azonban az annexin doméneken is talalunk potencialis foszforilacios
helyeket. Sajnos a legtobb foszforilacios helyet csak tomegspektrometrias méréssel
azonositottak és tovabbi biokémiai, molekularis bioldgiai kisérletekkel nem vizsgaltak
[93]. Az ANXAZ2 fehérje esetében korabban harom foszforilacios helyet azonositottak, a
Serll és Ser25 és a Tyr23-as oldallancokon [115-118]. A Ser25 és Tyr23 oldallanc
foszforilaciojat in vitro és in vivo kisérletek is valoszinisitik, mig a Serl1 oldallanc
foszforilacidjaval csak in vitro kisérletekben foglalkoztak [93]. A legtobb Serl1 oldallanc
foszforilacigjara iranyuld kisérlet az ANXA2-S100A10 kozotti kolesonhatasra
Osszpontositott. Ennek oka az, hogy az SI00A10 kotohely és a Serl1-es foszforilacios
hely nagyon kozel vannak egymashoz és az ANXAZ2 els6 12 aminosava jatszik szerepet
a kolcsonhatasban [119]. Szamos kisérleti eredmény azt bizonyitja, hogy a Serll-es
oldallanc foszforilacidja csokkenti az S100A10 fehérjével vald kdlesonhatast [111, 120,
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121]. A Serl1 oldallanc foszforilaciojat csak in vitro tanulmanyoztak. Egyes irodalmi
adatok arra utalnak, hogy a PKC felelés ezen oldallanc foszforilacidjaért, mig mas
kutatocsoportok szerint a cAMP kindz €s a kalmodulin kinédz nagyobb affinitast mutat,
mint a PKC [119, 122]. HUVEC sejteken végzett forskolin kezelés hatasara az ANXA2
defoszforilalodott, amelyet egy kalcineurin-szer(i foszfatdz kozvetit. Ez stabilizalta az
ANXA2-S100A10 komplexe létrejottét és segitette a von Willebrand faktor (VWF)
felszabadulasat a Weibel-Palade testekb6l [111].

A Ser25-6s oldallanc potencialis PKC altali foszforilaciojat in vivo és in vitro eredmények
IS egyarant alatamasztjak, azonban ezen oldallanc defoszforilaciojaban szerepet jatszo
foszfatazt még nem sikeriilt azonositani [121]. Funkcionalis proteomikai vizsgalatok
soran kimutattak, hogy Epstein-Barr virus altal kodolt latens membranfehérje (LMP1) a
PKC-n keresztiil a fehérje foszforilacigjat idézi el6, ami a Sejtmagban valé megjelenését
indukalja [123, 124]. A foszforilaciot utanzo Ser25 foszfomutansok alkalmazasaval
fehérje sejtmagi megjelenését detektaltak, ezzel ellentétben a foszfo-Ser25 ANXA2
specifikus antitesttel végzett immunfestéssel bebizonyitottak, hogy a Ser25-6s
oldallancon foszforilalt ANXA2 nincs jelen a PC12 sejtek sejtmagjaban [125, 126].
Tovabbi eredmények arra utalnak, hogy az ANXAZ2 Ser25-6s oldallancanak
foszforilacidja indukalhatja a Serll-es oldallanc foszforilacidjat, wugynevezett
hierarchikus foszforilacios mechanizmussal [121]. Hasonlo hipotézist vetettek fel Kai-Li
He és munkatarsai, akik megfigyelték, hogy ha a Serll-es vagy Ser25-6s oldallancon a
Ser aminosavat Ala-ra mutaltak, az megakadalyozta a masik helyen 1év6 oldallanc
foszforilacigjat [122].

Az ANXA2 fehérjéket a pp60src (Rous sarcoma virus transzformalo fehérje)
szubsztratjaként azonositottak, ami a Tyr23 oldallancot foszforilalja [127]. Ezenkiviil
szamos receptor aktivacidjanak eredményeként képes foszforilalédni ez az oldallanc,
mint példaul az inzulinreceptor, az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) vagy
a vérlemezke eredeti novekedési faktor (PDGF) [128-131]. Tyr23 oldallanc
foszforilacigja a citoszkeletalis rendszer megvaltozasat eredményezte, ami a sejt
alakjanak ¢és mozgékonysaganak valtozasat okozta, valamint a fehérje fokozott
lokalizaciojat mutatta a sejtek membranjaban [128, 132]. Embrionalis horcsog vese
(BHK) sejteken végzett kutatasok soran kimutattak, hogy inzulinnal torténd stimulalas
utan az ANXA2 Tyr oldallancon foszforilalodik és aktivalja a Rho/ROCK jelatviteli
utvonalat, kivaltva a periférias aktin felhalmozodasat, ami a sejtek lekerekitéséhez vezet

[129]. A HUVEC sejteken végzett kisérleti eredmények a Tyr oldallincon
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foszforilalodott ANXA2 membranban vald lokalizacié novekedését mutattadk ki ho
okozta stressz eredményeként [130]. A Tyr23 oldallanc defoszforilaciojaban szerepet

jatszo foszfatazt szintén nem sikeriilt még azonositani.
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5. Célkitiizés

A PP1 regulatora, a TIMAP fehérje magas expresszios szintje endotél sejtekben a fehérje
kiemelt szerepére hivja fel a figyelmiinket. Munkacsoportunk az elmult évtizedben a
TIMAP-PP1c komplex szamos szubsztratjat és kolcsonhatd partnerét azonositotta,
amelyeken keresztiil olyan sejtfolyamatok szabalyozasat irta le, mint a barrier fenntartasa,

az angiogenezis, valamint a sejtproliferacio.
Munkank sordn ezért célul tiiztiik ki:

I. A TIMAP fehérje tovabbi uj kolcsonhatd partnerének azonositasat és a
kolesonhatés fiziologia jelentdségének a vizsgalatat.

e Rekombinans GST- N-termindlis és C-terminalis TIMAP fehérjék
felhasznalasaval uj kolcsonhato partner keresése BPAEC sejtekben pull-
down moédszerrel.

® Az 1j kdlesonhatd partner és TIMAP-PP1c fehérjék kozotti kolesonhatas
vizsgalata pull-down, Western blot, immunprecipitacios kisérletekkel és
immunfluoreszcens festéssel.

e A TIMAP-PP1c komplex szerepének vizsgalata az 0j kdlcsonhato partner
defoszforilaciojaban.

e Az 1) kolcsonhatd partner endotél sejtekben betoltott szerepének
vizsgalata.

Foszfoprotein analizis eredmények adatai alapjan a TIMAP Ser69-es oldallanca egy
olyan potencialis foszforilacios hely, amely a PPlc kotd motivum és a nuklearis
lokalizacios szignal szekvencia kozelében talalhato. Ez arra utal, hogy a foszforilacio
befolyasolhatja a PP1c aktivitasat és affinitasat, valamint hatassal lehet a lokalizaciojara.
Ezért tovabbi célunk volt:

Il. A TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilacidjanak tanulméanyozasa:

e Foszforilaciot utanzo Ser69Asp és a foszfonull Ser69Ala mutans TIMAP
fehérjék 1étrehozasa bakterialis €s emlds expresszids rendszerekben.

e A TIMAP mutéansok és a PP1c, ERM és foszfo-ERM fehérjék kozotti
kolcsonhatas vizsgalata pull-down és Western blot modszerrel.

o A TIMAP mutansok endotél sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalata.
e A Ser69-es oldallanc foszforilaciojaért felelos Kinaz azonositasa.

e A TIMAP mutansok hatasanak vizsgalata az endotél sejtek barrier
funkcidjéra és a sejtmigraciora.
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6. Anyagok és modszerek

6.1.Anyagok

Pufferek, oldatok

o 2xYT taptalaj: 16 g/, 10 g/l élesztokivonat, 5 g/l NaCl, pH 7.0

e 5xSDS mintapuffer: 50% glicerin, 10 % SDS, 310 mM Tris, 100 mM DTT,
0,01% bromfenolkék, 5% 2-ME hasznalat el6tt frissen hozzaadva

e Coomassie Blue gélfesték: 50% metanol, 10% ecetsav, 1 g/l Coomassie Brilliant
Blue R-250

e ELFO puffer: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,25 mM SDS

e Frakcional¢ puffer: 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1%
NP-40, hasznalat el6tt frissen hozzaadott protaz inhibitor

e Immunprecipitacios puffer: 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 2 mM NazVOs, 1% NP-40, proteaz inhibitor koktél frissen hasznalat
el6tt hozzaadva

e Kinaz assay puffer: 25mM MOPS, pH 7.2, 12,5mM B-glicerol-foszfat, 25mM
MgClz, 5mM EGTA, 2mM EDTA

e LB (Luria-Bertani) taptalaj: 10 g/l tripton, 5 g/l éleszt6kivonat, 10 g/l NaCl, pH
7.0

e LB agar taptalaj: 10 g/l tripton, 5 g/ élesztékivonat, 10 g/l NaCl, 1,5% agar, pH
7.0

e Lizis puffer: 50 mM Tris, pH 7.5, 0,1% Tween-20, 0,2% 2-ME, proteaz inhibitor
koktél frissen hasznélat eldtt az oldathoz adva

e PBS: 20 mM Na2HPOy4, 115 mM NaCl, pH 7.4

e PKC lipid aktivator: 20mM MOPS-ban, 1mM CaCly, pH 7.2

e SDS-gélmoso folyadék: 7% jégecet, 12% metanol

e SOC taptalaj: 20 g/l tripton, 2 g/l élesztékivonat, 0,5¢ NaCl, 10 mM MgClz, 10
mM MgSOs, 20 mM gliikéz (pH 7.0) hasznalat el6tt frissen hozzaadva

e TAE:4mM Tris, 0,1 mM EDTA, 0,114% ecetsav, pH 8.5

e TBS: 25 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7.5

e TBST: 25 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7.5

e Transzfer puffer: 1220 mM Tris-HCI, 40 mM glicin, 20% metanol
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Alkalmazott markerek:

e DNS létra: GeneRuler 1 kb DNA Ladder, mérettartomany 250 bp és 10000 bp
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)

o Fehérje 1étra: PageRuler™ Prestained Protein Ladder,14kDa-t61 250kDa-ig

(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
Sejtvonalak

e Marha tiidé artéria endotél sejtvonal, BPAEC: Bovine Pulmonary Artery
Endothelial Cells, (American Type Tissue Culture Collection, CCL-209,
Manassas, VA, USA)

e Human tidé artéria endotél sejtvonal, HPAEC: Human Pulmonary Artery
Endothelial Cells (Lonza Group Ltd, Bazel, Svajc, #CC-2530)

Baktériumtorzsek

e Escherichia coli BL21 (DE3) (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
e Escherichia coli JIM109 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)

Felhasznalt antitestek

1.tdblazat. 4 Western blot kisérletekhez felhasznalt antitestek.

Antitest Higitas Gyidrto
aktin 1:1000 Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA;
A5060)
ANXA2 1:500 Abgent Inc. (San Diego, CA, USA,
AP7420a)
anti-nyul IgG, HRP 1:5000 Cell Signaling (Beverly, MA, USA;
kapcsolt antitest #7074)
anti-egér 19G, HRP 1:5000 Cell Signaling (Beverly, MA, USA;
kapcsolt antitest #7074)
B-tubulin 1:2000 Millipore (Burlington, MA; USA,; #05-
661)
CD31 monoklonalis 1:1000 Thermo Fischer Scientific (Waltham,
antitest (HEC7) MA, USA; MA3100)
c-myc 1:1000 Thermo Fischer Scientific (Waltham,
MA, USA; #13-2500)
ERM 1:1000 Cell Signaling (Beverly, MA, USA,;
#3142)
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foszfo-ERM

foszfo-Ser25 ANXA2
(Ser25) antitest
foszfo-Ser-PKC szubsztrat
antitest

IRAK1

lamin A/C (H-110)

PLK4

PP1co

PKCa poliklonalis antitest
PPP1R16B (TIMAP)
RACK1

S100A10

6.2.Modszerek

1:1000 Cell Signaling (Beverly, MA, USA;
#3149)
1:1000 Thermo Fischer Scientific (Waltham,
MA, USA; PA5-37474)
1:1000 Cell Signaling (Beverly, MA, USA;
22615S)
1:500 Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA; sc-
5288)
1:2000 Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA;
sc20681)
1:1000 Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA; sc-
100413;)
1:1000 Millipore (Burlington, MA; USA; #07-
270)
1:1000 Proteintech (Manchester, Egyesiilt
Kiralysag; 21991-AD)
1:1000 Abgent Inc. (San Diego, CA, USA,
AP17590c)
1:2000 Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA;
R2030)
1:500 Abgent Inc. (San Diego, CA, USA,;
AP909c)

Felhasznalt plazmidok és polimerdz lancreakcio (PCR)

A teljes hosszusagti pGEX-4T-3-TIMAP (1-567aa), pGEX-4T-3-N-terminalis TIMAP
(1-290aa), pGEX-4T-3-C-terminalis TIMAP (291-567aa), pGEX-4T-3-TIMAP S331A,
valamint pGEX-4T-3-TIMAP S331D plazmidokat munkacsoportunk mar korabban

létrehozta [22, 76, 133].

2.tablazat. A PCR reakciohoz felhasznalt primerek szekvencidja.

Kodolt .
. Primerek
szekvencia
forward
Annexin A2
reverse
S69A
forward
TIMAP S69D
forward
S69

reverse

Primer szekvenciak

5’- TATAGGATCCATGTCTACTGTTCACGAAATCC -
3

5’-TATCTCGAGCTAGTCATCTCCACCACACA-3’
5°/P/-TCCTTCGAGGCCGCCGTGGCC -3°

5°/P/- TCCTTCGAGGCCGACGTGGCC -3’

:5’/P/- CACTTTCTTGCGGCGGCCGCC -3°
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A pGEX-4T-3-Ser69Ala (S69A) és Ser69Asp (S69D) TIMAP mutins plazmidok

létrehozasdhoz a PCR reakci6 soran templatként a teljes hosszusagi pGEX-4T-3-TIMAP

plazmidot és a 2.tablazatban 1évé oligonukleotidokat hasznaltuk primerként, amelyek

sajat tervezésti primerek. A pirossal jelolt nukleotidok a tervezett aminosav cserét kodold

nukleotidokat jelolik.

3.tablazat. 4 TIMAP mutansok esetén alkalmazott PCR homérsékleti profil.

1.fazis
2 fazis

(30x ciklusszam)

3.fazis

1.1épés
1.1épés
2.1épés
(gradiens)

3.1épés
1.1épés

98°C
98°C
70°C
71°C
72°C
72°C
72°C

1 min

7 sec

7 sec

100 sec

1 min

Az ANXAZ2 kodold szekvencidjat HelLa sejtekbdl szarmazd human cDNS-bdl specifikus

primerek segitségével szaporitottuk. A primerek BamHI és Xhol restrikcios hasitasi

helyeket tartalmaznak. Az oligonukleotidok szekvenciajat a.2.tablazat tartalmazza. A lila

szinnel jelolt nukleotidok a restrikcids hasitasi helyeket kodolo szekvencidkat jeldlik.

4.tablazat. Az ANXA2 amplifikaciojahoz alkalmazott PCR homérsékleti profil.
1.fazis 1.1épés 98°C 1 min
2.fazis 1.1épés 98°C 5 sec
(5 ciklus) 2.1épés 55,5°C 5sec
3.1épés 72°C 11 sec
3.fazis 1.1épés 98°C 5 sec
(30 ciklus) 2.1épés 66,5°C 5 sec
3.1épés 72°C 11 sec
4.fazis 1.1épés 72°C Imin
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Agaroz gélelektroforézis, DNS kinyerése agaroz gélbol

A DNS fragmentumok elvalasztasa mérettél fliggéen 1-1,2%-0s agardz
gélelektroforézissel tortént. Az agardézt 1XTAE pufferben melegitéssel oldottuk fel. A
DNS lathatova tétele érdekében 10000x higitasban GelRed (Biotium Inc.; Fremont, Ca,
USA.; #41003) nukleinsav festéket adtunk az oldathoz, majd hiités utan a gélt a futtatod
talcaba ontottiikk. Standardként 1kb-0s DNS Iétrat (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA; #SMO0311) hasznaltunk. A futtatast 60 V fesziiltségen 1XTAE pufferben
végeztiik. A gél detektalasa Chemidoc Touch miiszerrel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
tortént. Az agaroz gélelektroforézis soran kapott megfeleld méretli sdvokat UV asztal
felett kivagtuk és a Thermo GeneJET Gel Extraction (Thermo Fischer Scientific;
#K0692; Waltham, MA, USA) kit segitségével, a gyarté altal mellékelt protokoll alapjan
veégeztiik el a tisztitast. Az elticiot 55 °C-on 50 pl nukledz mentes vizzel végeztiik. A DNS

crer

Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével hataroztuk meg.
Ligalas

A back-to-back PCR soran kapott pGEX-4T-3-TIMAP S69A és S69D linarizalt mutans
plazmidok ligalasahoz DNS T4 ligaz enzimet (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA,; #15224025) alkalmaztuk. A ligalas elegyet egy éjszakan at, 4°C-on inkubaltuk. Az
ANXA2 pGEX-4T-2 vektorba torténd ligalasahoz 1:3 inzert:vektor molaris aranyt
alkalmaztunk. A ligalast szintént DNS T4 ligaz enzimmel végeztiik 1 oran keresztiil

szobahOmeérsékleten torténd inkubalassal.
E.coli sejtek transzformalasa

A ligélasi elegyeket jégen kiolvasztott 100 ul kompetens sejthez mértiik, majd 20 percig
jégen inkubaltuk. Kontrolként olyan kompetens sejteket hasznaltunk, amelyhez DNS-t
nem adtunk. A mintakat 45 masodpercig 42 °C-0s vizfirdében inkubaltuk majd 2 percre
jégre helyeztiik. A sejtekhez 900 pl 20 mM gliik6dz tartalmt SOC oldatot adtunk és 180
rpm-en 45 percig razattuk az antibiotikum rezisztencia kifejlodése érdekében. Az
inkubalasi 1d6 lejarta utan a transzformalt sejteket 100 pg/ml ampicillin tartalmu LB-agar
taptalajra szélesztettiik, valamint a kontroll mintakat LB-agar és amipicillin tartalmu LB-

agar taptalajra is.
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Plazmid preparalas és DNS szekvenalds

Az izolalas elsé 1épéseként kiskulturat inditottunk, amely sorén a kivalasztott telepeket
ampicillin tartalma folyékony LB oldatba helyezve 16 6ran at 37 °C-on 180 rpm-en
inkubaltuk. A kovetkez6 nap a plazmidokat a Thermo GeneJET Plazmid Miniprep
(Thermo Fischer Scientific; Waltham, MA, USA; #K0503) kit segitségével a gyarto altal
megadott protokoll alapjan izolaltuk. Nagyobb mennyiségii plazmid eldallitasahoz, a 16
oran at tenyésztett kis kultarakat ampicillin tartalma folyékony LB oldatban 1:100-ban
higitva tovabbi 16 6ran keresztiil 37 °C-on 180 rpm-en inkubaltuk. A plazmidok tisztitasat
GeneJET plazmid Maxiprep kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
NanoDrop 2000 spektrofotométer késziilékkel ellendriztiik. A klonozas sikerességét és a

mutéciok jelenlétét szekvenaltatassal is ellendriztiik, melyet a BIOMI Kft. végzett el.
GST fuzios fehérjek termeltetése

A glutation-S-transzferazzal (GST) fazionalt fehérjék 1étrahozasahoz, a pGEX-4T-3 vad
tipust, mutans (S69A, S69D) TIMAP, valamint ANXAZ2 plazmidokat E.coli BL21 (DE3)
baktérium sejtekbe transzformaltuk. A fehérje termeltetés elsé 1épéseként kiskulturat
inditottunk. Masnap 1000 ml-es lombikokba 150 ml ampicillin tartalmt 2xYT oldatba,
1:100 aranyban higitottuk a sejteket, majd 2 6ran keresztiil 37 °C-on razattuk (O.D.s00=
0.3-0.4). 2 ora elteltével mindegyik lombikbol 500 pl mintat vettiink (indukalatlan), majd
mindegyik lombikhoz izopropil-1-tio-p-D-galaktozidot (IPTG) mértiink a 5.tablazatban
leirt végkoncentracioknak megfeleléen és tovabbi 3 oran keresztiil folytattuk a
tenyésztést. Az GST-ANXAZ2 rekombinans fehérje expresszidjanak optimalizalasdhoz
kiilonb6zd hdmérsékletet és kiilonb6zd IPTG koncentraciokat is kiprobaltunk. A 3 oras
inkubacids 1do eltelte utdn mindegyik lombikbol Gjabb 500 ul mintat vettiink (indukalt).
A sejteket 1300 g-n 5 percig 4 °C-on centrifugalva gytijtottiik 6ssze. A pelletet 5 ml
1xPBS-sel kétszer mostuk, majd -70 °C-on taroltuk. A mintavételbdl szarmazé indukalt
¢és indukalatlan mintakat 1700 g-n 5 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszo eltavolitasa
utan 100 pl 2x minta pufferben 10 percig foztiik. A fehérjetermelés hatékonysagat 10-12
%-0s SDS-poliakrilamid gélen ellendriztiik.

S.tablazat. A rekombinans fehérjék indukciojahoz hasznalt koriilmények.
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Rekombindns fehérje IPTG koncentrdacio Hoémeérséklet

GST-Annexin A2 0,1 mM, 0,5mM, 1ImM 25°C, 37 °C
GST-TIMAP WT 0,5mM 25°C
GST-TIMAP S69D 0,5 mM 25°C
GST-TIMAP S69A 0,5mM 25°C

GST fuzios fehérjék tisztitasa és pull-down assay

A fehérjek tisztitdsa soran a fagyasztott sejteket 600 ul lizis pufferben felszuszpendalva
Branson Sonifer (AMS Materials, LLC,Jacksonville, FL, USA) homogenizald
késziilékkel 30% duty cycle és 3-as output control beallitdsok mellett 60 mp-en keresztiil,
szonikalassal tartuk fel. A szonikalds utan mindegyik elegybdl 50 pl mintat vettiink, amit
50 pl 2x minta pufferben 10 percig foztiink (total minta). A szonikalas utan a lizatumot
13 500 g-n 4 °C-on 20 percig centrifugaltuk. A centrifugéalds utan is tortént mintavétel a
feliiluszobol vett minta lett a feltart minta. A centrifugalas utan kapott feliiliszot 20 pl
Glutathione Sepharose 4B gyantan (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) 3 o6ran
keresztiil 4 °C-on forgattuk. 3 ora elteltével a nem kotddott fehérjék eltavolitasa
érdekében a gyantat kétszer mostuk 1xTBST-vel. A kotddott rekombinans fehérjéket 70
ul 2x minta pufferben 10 percig fézve eludltuk a gyantarl. A fehérje tisztitas
hatékonysagat 10 %-0s SDS-PAGE-el ellendriztiik.

A pull-down assay-hez a fent leirt modon tisztitottuk a rekombinans fehérjéket. A
BPAEC sejteket T75 flaskaban tenyésztettiik 100 %-os konfluencia eléréséig, majd
mostuk 1xPBS-sel. Az endotél sejteket 1 ml lizis pufferben felkapartuk, majd 25 mp-ig
szonikaltuk és 20 percig maximalis fordulatszamon, 4 °C-on centrifugaltuk. Az igy kapott
feliiliszot a Glutathione Sepharose 4B gyantan immobilizalt fehérjékhez adtuk, majd egy
¢jszakan at 4 °C-on forgattuk. Az inkubalas utan 3x mostuk az elegyet 1x PBS-sel, végiil
120 pl 2x minta pufferrel 10 percig foztilk a mintakat. A kapott mintdkat SDS-gélen

valasztottuk el, majd Western blot kisérletben vizsgaltuk.
SDS-PAGE és Western blot
A fehérjék méretét figyelembe véve, az elvalasztasukhoz 10-12 %-o0s SDS poliakrilamid

gélen, gélelektroforézist végeztiink.
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A pull-down soran nyert mintakbol 10-10 pl-t vittiink fel 0,75mm 10 %-os SDS gélre. A
futtatast 15 percig 120 V-on kezdtiik majd 150 V-on 1x ELFO pufferben végeztiik. A
futtatas utan a savok lathatova tétele érdekében Coomassie Brillant Blue Blue festéket
alkalmaztunk 10 percig, majd 1-2 6ran keresztiil gél moso folyadékban tisztitottuk a gélt.
A Western blot elsé 1épéseként a fehérjéket méret szerint SDS-PAGE segitségével
valasztottuk el. Az elvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra (Advantec MFS Inc.,
Dublin, CA, USA) transzfer pufferben elektromos aram segitségével transzferaltuk at (1,5
6ra, 100 V). A membran szabad kotéhelyeinek blokkolasahoz 5%-0S sovany tejport
tartalmazd 1XTBST-t alkalmaztunk 1 oran keresztiil szobahdmérsékleten. A fehérjék
azonositasara el6szor IXTBST és 0,1% BSA tartalmu oldatban, az 1.tablazatban megadott
higitasu elsédleges antitesttel egy éjszakan at hideg szobaban inkubaltuk (a hideg
szobaban beallitott hdmérséklet 4°C). A szintén 1xTBST 0,1% BSA-oldatban 1:5000
aranyban oldott anti-egér/anti-nyul IgG, HRP-konjugalt masodlagos antitesttel
szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil inkubaltuk a membrant. Az egyes 1épések kdzott 3x
5 percig 1XTBST-vel mostuk a membrant, majd utolsé mosasi 1épésként 1x Spercig
IXTBS-t hasznéltunk. A kotédott antitesteket kemilumineszencias detektalassal 1:1
aranyt Western Bright ECL-HRP substrate reagenssel (Advansta MFS Inc., Dublin, CA,
USA) tettiik lathatova. A kapott savok detektalasa Chemidoc Touch miszerrel tortént. A

Western blot eredmények denzitometralasat Image J szoftver segitségével értékeltiik ki.
Sejtek tenyésztése

Kisérleteinkhez marha tiid6 artéria endotél sejteket (BPAEC) 16-22 passzalasi szamig
hasznaltunk fel. A sejteket 10% hdinaktivalt FBS (Sigma Aldrich; San Diego, CA, USA,;
#F9665), 1% nem esszencialis aminosav (Lonza; Bazel, Svajc; #13-114E), 1% natrium-
piruvat (Lonza, Bazel, Svajc; #BE13-115E;) és 2 mM L-glutamint tartalmazo MEM
(Minimum Essential Media, Lonza, Bazel, Svajc #12-611F) médiumban tenyésztettiik. A
T75-6s flaskdban tenyésztett sejteket 100 %-os konfluencia elérése utan passzaltuk.
Leszivtuk az elhasznalt médiumot, majd 10 ml 1xPBS-sel mostuk a sejteket. A PBS
eltavolitasa utan 2 ml tripszint (Lonza, Bazel, Svajc; BE17-141E) adtunk a sejtekhez és
1-2 percig 37 °C-on inkubaltuk. Friss médium hozzdadésa utan a sejteket szuszpendaltuk,
1:3 aranyban higitottuk, majd 37 °C-on 5 %-0s COz tartalom mellett tenyésztettiik tovabb.
A human tiidé artéria endotél sejteket (HPAEC) 10 % hdinaktivalt FBS és EGM-2
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SingleQuots novekedési faktor tartalma EGM-2 (Endothelial Cell Growth Medium 2)
médiumban tenyésztettiik. A HPAEC sejteket 5-7 passzalasi szamig hasznaltuk fel.

Transzfektalas és csendesités, kezelések

BPAEC sejtekbe a pCMV-myc TIMAP, pCMV-myc S69D TIMAP, pPCMV-myc S69A
TIMAP plazmid DNS-eket Lipofectamine 3000 (Invitrogen™; Carlsbad, CA, USA;
#L.3000015) transzfekcios reagenssel vittiik be. Az 500 ng plazmid DNS-t és 1 ul
P3000™ reagenst tartalmazd szérum mentes médiumot 15 percig inkubaltuk 1 pl
Lipofectamine™ 3000 reagenst tartalmazo szérum mentes médiumban. A DNS-lipid
komplexet tartalmazé mixet ezutan cseppenként a szérum mentes médiumban 1évo
sejtekhez adtuk, majd 4 6ran keresztiil a sejteket sejttenyésztd inkubatorban tenyésztettiik
tovabb. A 4 ora elteltével a sejteken lecseréltiik a médiumot komplett MEM-re és egy
¢jszakan keresztiil tenyésztettilk tovabb. Masnap, a sejtek mikroszkop alatt torténd
ellendrzése utan, a médiumot leszivtuk, majd a sejteket 1 ml PBS-sel mostuk. Ezt
kovetden a sejteket 2x mintapufferben vettiik fel és foztiik.

A TIMAP, ANXA2, PKC fehérjék csendesitéséhez 80 %-os konfluencidji HPAEC
sejteket specifikus siRNS-el transzfektaltuk Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen™,;
Carlsbad, CA, USA; #3778-150) reagens segitségével a gyarto altal javasolt protokoll
alapjan. Az SIRNS-t tartalmazd szérum mentes médiumot 5 percig inkubaltuk
Lipofectamine RNAIMAX reagenst tartalmazo szérum mentes médiumban. Az siRNS-
lipid komplexet tartalmazé mixet cseppenként a komplett médiumban 1évé sejtekhez
adtuk, majd a sejteket inkubatorban tenyésztettiik tovabb. A TIMAP esetében 50 nM-0s
végkoncentracioji TIMAP specifikus siRNS—el (ON-TARGET plus SMARTpool siRNA
(Dharmacon Inc, Lafayette, CO, USA; L-004065-00-0,) 72 6raig végeztiik a csendesitést.
Az ANXA2 esetében 10 nM-0s ANXA2 specifikus siRNS-el (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA; #sc-270151) 48 oraig torténd inkubdlassal csendesitettiink. A
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA,; #sc-36243) 72 oraig torténd inkubalassal
csendesitettiik. Kontrollként ON-TARGETplus sSiCONTROL nontargeting pool siRNS-t
(Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA; D-001810-10-01-05) hasznaltunk.

Az endotél sejteken végzett kisérleteink soran a kezelésekhez hasznélt anyagokat és

koncentraciokat a 6.tablazat foglalja ossze.
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6.tablazat. Endotél sejteken alkalmazott kezelések.

Alkalmazott

Kezelések végkoncentrdaciok 1do (min)
PMA 1 uM 30
G066983 1 uM 30
Okadansav (OA) 0,5nM 30
Tautomicetin (TM) 1 uM 30
Szfingozin-1-foszfat (S-1-P) 1 uM 30
YLT-11 0,5 uM 30

Immunfluoreszcencia

Az immunfluoreszcencids vizsgalatokhoz, a BPAEC és HPAEC sejteket fed6lemezen
tenyésztettiik. A sejteket 3,7 % formaldehid tartalmu fixalo oldattal fixaltuk. A médium
leszivasa utdn 1xTBS-sel mostuk a sejteket, majd fixalo oldatban 10 percig inkubaltuk
szobahémérsékleten. A fixalo oldat leszivasa utan mostuk a sejteket 1xTBS-sel, majd 0,5
%-0s Triton-X tartalmu permeabilizal6 oldatban 20 percig inkubaltuk. Az inkubalas utan
mosas kovetkezett, majd 2% BSA tartalmt 1xTBS oldatban fél 6ran keresztiil inkubaltuk
a fed6lemezeket. Az elsddleges (1:100) és masodlagos (1:300) antitesteket blokkolo
oldatban higitottuk ¢és nedves kamraban egy oOran keresztiill inkubaltuk
szobahOmérsékleten. A masodlagos antitestek fényérzékenyek, ezért ez az inkubacids
lépés sotétben tortént. Az aktin filamentumokat Texas Red Phalloidinnel, a sejtmagot
DAPI (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) festékkel tettilk lathatova. A festett
fed6lemezeket SlowFade Gold antifade reagent (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
ragasztd anyaggal rogzitettiik a targylemezekre. Az immunfluoreszcens felvételeket
Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkoppal (Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag)
HC PL APO CS2 63 x 1,40 NA immerzios objektivvel készitettiik. A képeket Las AF

szofter segitségével dolgoztuk fel.
Immunprecipitdcio

A médium leszivasa utan a sejteket 1x PBS-el mostuk, majd 600 ul immunprecipitacios
pufferrel kapartuk fel. A sejteket Branson Sonifer (AMS Materials, LLC, Jacksonville,
FL, USA) homogenizalo késziilékkel 30% duty cycle és 3-as output control beallitdsok
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mellett 25 mp-en keresztiil szonikaltuk, melyet egy centrifugalasi 1épés kovettet 13500 g-
n 20 percig 4 °C-on. A centrifugalas utan kapott feliiliszébol mintat vettiink, melyet 5x
SDS mintapufferben foztiik, ez adta a total mintat. Az aspecifikus kotohelyek eltavolitasa
érdekében 50 pl immunprecipitacios pufferrel elémosott protein G Sepharose gyantahoz
(GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) mértiik a centrifugalas utan kapott feliiluszot,
majd 4 °C-on 2 6ran keresztiil forgattuk. A protein G Sepharose gyantat 4 °C-on 10 percig
13500 g-n torténd centrifugalassal tavolitottuk el, majd a feliiluszot 50 ul friss protein G
Sepharose gyantara mértiik. Az antitest hozzdadasa utan 16 oran keresztiil 4 °C-on
forgattuk. Az inkubaciés 1épés utan 3x mostuk a gyantat immunprecipitacios pufferrel,

majd 120 pl 2x SDS mintapufferben 10 percig foztiik.
Sejtfrakcionalas

A citoplazma és a sejtmagi frakcio 1étrehozasahoz a konfluens endotél sejteket 1xPBS-el
ovatos kaparassal szobahdmérsékleten gytjtottik ossze. A PBS-t 200 g-n
szobahdmérsékleten 3 percig tarto centrifugalassal tavolitottuk el. A pellethez 10 térfogat
egységnyi frakciondlod puffert adtunk, majd vortexeltiik 10 masodpercig és 18-22 G-s
injekcios tavel ellatott fecskendével 20x Ovatosan athuztuk. 10 percig jégen valo
inkubaléas utan mintat vettiink, melyet 5x SDS mintapufferrel foztlink (total frakcio). A
mintakat ezt kdvetden ujra vortexeltiik, majd 500 g-n 7 percig centrifugaltuk 4 °C-on. A
centrifugdlds utdn kapott feliilisz6 adja a citoplazma frakcidt, melyet 5x SDS
mintapufferrel foztiink. A kapott pelletet par percre jégre tettilk, majd frakcionald
pufferrel mostuk, vortexeltiik és 2 percig jégen inkubaltuk. Az 500 g 7 percig 4 °C-on
torténd centrifugalas utan kapott pelletet 100 ul 2x SDS mintapufferrel foztiik (sejtmagi
frakcio). A membran frakciot ProteoJET™ Membrane Protein Extraction kit (Thermo
Fischer Scientific; Waltham, MA, USA,; #89842) felhasznalasaval a gyarto altal mellékelt
protokoll alapjan végeztiikk el. A szubcellularis sejtfrakciondlds hatékonysdganak
ellenérzésére membran markerként CD31 specifikus antitestet, citoplazma markerként 3-

tubulin, sejtmagi markerként lamin A/C antitesteket hasznaltunk a Western blot soran.
In vitro protein kindz C assay

A fehérjék foszforilacidjanak vizsgalatahoz in vitro PKC assay-t végeztiink. A GST,
GST-TIMAP ¢és GST-ANXA2 fehérjéket Glutathion-Sepharose 4B gyantan tisztitottuk.

A gyantaval torténd forgatas utan 600 g-n 3 percig 4°C-on centrifugaltuk a mintakat és
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3X 1x TBST-vel mosast végeztiink. A TBST leszivasa utan a gyantahoz k6todott tisztitott
fehérjéket nukleaz mentes vizben szuszpendaltuk, amely a szubsztrat mintat adta. Az in
vitro PKC foszforilaciot aktiv PKCa (SignalChem Biotech Inc, Richmons, BC, Kanada;
# P94-10G) hozzaadasaval végeztiik, negativ kontrollként aktiv PKCo-vel nem
foszforilalt fehérjéket hasznaltunk. Az in vitro foszforilaciohoz a 7.tablazat alapjan

allitottuk Ossze a reakcid kozeget.

7.tablazat. In vitro PKC foszforildciohoz dsszedllitott elegyek.

Minta/ Reagensek Foszforilalatlan mintak Foszforilalt mintak
Szubsztrat 30 pl 30 ul
PKC aktivator 10 pl 10 ul
ATP assay koktél 20 ul 20 ul
Higitott PKC (0,1ng/ nl) - 40 ul
Kinaz dilution puffer 40 pl -

A mintakat 30 °C-os vizfirdében 1 oran at inkubaltuk, majd 3 percig 600 g-n
szobahémérsékleten centrifugaltuk. A feliiliszo eltavolitasa utan 2x SDS mintapufferben
valo fozéssel elualtunk. Az in vitro foszforilacio sikerességét Western blot kisérlettel

ellenoriztiik.
Electric Cell-substrate Impedane Sensing (ECIS) mérés

Az ECIS (Electric Cell-substrate Impedane Sensing, Applied Biophysic Inc, Troy, NY,
USA) egy valos idejli, impedancia alapi modszer, mely lehet6vé teszi a sejtkultiraban
novesztett sejtek tanulmanyozasat, mint a morfoldgiai valtozasok, a sejtek mozgasanak
¢s citoszkeletalis rendszer altal iranyitott viselkedések tanulmanyozasat [134].
Kisérleteink soran az endotél sejtek barrier funkciojanak, a sejtek letapaddsanak és a
sebgyogyulasi folyamatok tanulmanyozasara alkalmaztuk. A TIMAP kolcsonhatod
partnerének vizsgalata soran az ECIS 8W10E 8 elektrodas tenyészt6 edényben tenyésztett
endotél sejteket nonsiRNS-el és ANXA?2 specifikus RNS-el csendesitettiik, majd 24 6ra
elteltével 1 uM-0s PMA-val kezeltiik és mértiik az id6 figgvényében a rezisztencia

értekeket. A sebgyogyulasi folyamatok vizsgalatdhoz az ECIS tenyésztd edényben

crer
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60 kHz frekvenciaju arammal az elektrodok feliiletén kiégettiik a sejteket, ezaltal egy
meghatarozott méretii ,,sebet” hoztunk 1éte, majd kdvettiik az impedancia érték valtozasat
a sebzés bezarodasaig. A TIMAP foszforilacios helyének vizsgalata soran ECIS tenyészto
edényben tenyésztett sejteket pPCMV-myc TIMAP, pCMV-myc TIMAP S69D, pCMV-
myc TIMAP S69A plazmid DNS-el transzfektaltuk, majd 24 ora elteltével mértik a
rezisztencia értékeket. A sebgyogyulasi vizsgalatok soran a plazmid DNS-el t torténd
transzfektalasok utan 24 oraval végeztik el a sebzést ECIS tenyésztd edényben
tenyésztett endotél sejteken. Ezzel egy idében 1 uM S-1-P kezelést, valamint 1 uM S-1-
P kezelést kovetd 0,5 uM YTL-11 kezelést hajtottunk végre a sejteken és a seb
bezarodasaig kovettiik az impedancia értékeket. A sejtmigraciés sebesség
meghatarozasahoz a kovetkez6 képletet hasznaltuk: v= r/t, ahol az ,,r” az elektrod

atmérdje (125um), a ,,t” a seb bezarodasaig eltelt ido.
Sejtek életképességi vizsgalata (MTT assay)

96 lyuku tenyészté edényben 1évé HPAEC sejteket nonsi és ANXAZ2 specifikus SiRNS-
el transzfektaltuk. A mintakat transzfektalast kovetéen 24, 48 és 72 oraval vizsgaltuk.
Minden lyukba 10 ul (5 mg/ml) MTT-t (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5- difenil-
tetrazolium bromid PBS-ben oldva) mértiink, majd 37 °C-on 2 6ran keresztiil inkubaltuk.
A médium leszivasa utan a keletkezett formazan kristalyokat 100 ul DMSO
hozzéadasaval feloldottuk. Az abszorbancia értékeket 540 nm-es hullamhosszon

LabSystems Multiskan Ms spektrofotométer segitségével detektaltuk.
LC/MS-MS

Az 10j kdlcsonhat6 partner azonositasa LC-MS/MS tomegspektrometrids méréssel tortént.
A GST-TIMAP mintdk pull-down Kkisérletét kovetden a fehérjéket SDS-PAGE
segitségével valasztottuk el és a savokat Coomassie Brillant Blue festéssel tettiik
lathatova. Az extra savot kivagtuk a gélbdl és tomegspektrometrias mérésre kiildtiik Dr.
Jandky Tamésnak és Dr. Szabd Zoltannak a Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos

Orvostudomanyi Kar Orvosi Vegytani Intézetébe.

Statisztika

Az abrakon a szérasi értékek a mintak atlagabol szarmazik (+ SD). A statisztikai elemzést

GraphPad Prism program segitségével Student t teszttel vagy ANOVA (egy- és
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tobbszempontos) analizissel végeztiik. A szignifikancia szinteket csillaggal (*) jeldltiik.

P < 0.05(*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***).

7. Eredmények

7.1. A TIMAP fehérje uj kolcsonhato partnerének azonositasa és a kolcsonhatas

fiziologia jelentoségének a vizsgalata

Az ANXA2 fehérje azonositasa, mint a TIMAP 1j kolcsonhato partnere endotél
sejtekben

Az endotél sejtekben nagy mennyiségben expresszalodo TIMAP fehérje szamos
kolcsonhatd partnerét és szubsztrat fehérjéjét azonositottak, melyek segitségével a
sejtekben betdltott fiziologids szerepét jobban megérthettiik. Korabban munkacsoportunk
sikeresen alkalmazta 0j kolcsonhatd partner kereséséhez a rekombinans GST-TIMAP
fehérjét pull-down kisérletben, amely soran az aktivalt protein kindz C receptor 1
(RACK1) és eukariota elongacios faktor 1 A 1 (eEF1A1) fehérjéket azonositottak a
TIMAP kolcsonhatd partnereként [76, 77]. A teljes hosszisagi rekombinans TIMAP
fehérje sajnos konnyen fragmentalodik, ezért tovabbi uj kolcsonhatd partnerének
keresésé¢hez, pGEX-4T-3 vektorba kloénozott N-terminalis és C-termindlis TIMAP
fragmentumokat hasznaltunk fel. Az alkalmazott N-terminalis fragmentum 290
aminosavbol all és az NLS szekvenciat, a PPlc ko6td motivumot és az 5 ankyrin
ismétlodést tartalmazza. A TIMAP C-terminalis része (291-567aa) rendezetlen régiokat
¢s CAAX prenilécios szignal szekvenciat tartalmaz. A fehérjék bakterialis expresszioja
¢s affinitas kromatografiaval torténd tisztitasa utan a rekombinans fehérjéket in vitro pull-
down kisérletben hasznaltuk fel. A tisztitott rekombinans fehérjéket marha tiidé artéria
endotél (BPEAC) sejtlizatummal, negativ kontrollként lizis pufferrel inkubaltuk. A
szlikséges mosasi [épések utan az eludlt fehérjéket SDS-PAGE segitségével valasztottuk
el (7.abra).
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7.abra. A TIMAP uj kolcsonhato partnerének keresése. A) A Glutathione Sepharose
4B gyantan immobilizalt GST, GST-N-termindlis (1-290aa) és GST-C-terminalis (291-
567aa) TIMAP fehérjéket BPAEC sejtlizatummal (+), valamint kontrollként lizis pufferrel
inkubdltuk (-). Az eludlt fehérjéket 12%-os SDS gélen elvdlasztottuk és Coomassie
Brillant Blue oldattal tettiik lathatova. B) A piros négyzettel jelolt nagyitott abra az
ujonnan megjelend savot mutatia a GST-N-termindlis TIMAP fehérjével inkubalt endotél
sejtlizatum mintdban.

Az endotél sejtlizatummal inkubalt GST-N-terminalis TIMAP mintaban a kontroll
mintakhoz viszonyitva (GST és lizis pufferrel inkubalt minta) a 36 kDa-nal ujonnan
megjelend savot a gélbdl kivagtuk ¢és tomegspektrometrids azonositasra kiildtiik
(7.B.abra). LC-MS/MS méréssel az ANXA2, RACK1, eEF1Al és PP1cd fehérjéket
azonositottak. A RACKI1, eEF1A1 és PP1lco fehérjek mar ismert TIMAP kolcsonhatod
partnerek, ezért lehetséges 0j kdlcsonhatd partnerként az ANXA?2 fehérjére fokuszaltunk.

ANXA?2 és TIMAP fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata endotél sejtekben

A rekombinans N-termindlis, valamint vad tipusu teljes hossziisagi TIMAP fehérje
ANXA2-vel valo kdlcsonhatasat a pull-down mintak Western blot analizisével erdsitettiik
meg (8.A.abra). A rekombinans GST-C-terminalis TIMAP fragmentum és ANXA2
fehérje kozott kolesonhatast nem detektaltunk annak ellenére sem, hogy a Coomassie
Brillant Blue-val festett SDS-poliakrilamid gélen nagyobb mennyiségii rekombinans C-
terminalis TIMAP fehérje lathato (8.B.abra).
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8.abra. A TIMAP és ANXA2 kolcsonhatasanak megerositése. A) A rekombindans GST,
GST-TIMAP WT(1-567aa), GST-N-termindlis TIMAP (1-290aa), valamint GST-C-
terminalis TIMAP (291-567aa) fehérjéket pull-down kisérletet kovetéen Western blottal
vizsgaltuk. A kolcsonhatast ANXA2 specifikus antitest segitségevel detektaltuk. (B) A
rekombindns fehérjék tisztasagat és mennyiségét a pull-down mintik SDS-PAGE
elvalasztasat kéveté Coomassie Brillant Blue festéssel vizsgaltuk.

Az ANXAZ2 fehérje a TIMAP N-terminalis régdjaval mutat kdlcsonhatast, ezért annak
vizsgalatara, hogy melyik TIMAP domén jatszik szerepet a kolcsonhatasban, az N-
terminalis TIMAP régio rovidebb GST-fuzios fragmentumait hasznaltuk fel tovabbi pull-
down kisérletekben. A TIMAP 1-165 aminosav hosszusagu fragmentuma az NLS-t, a
PP1c k&té motivumot, valamint az 1. 2. és 3. ankyrin ismétlédéseket tartalmazza. Az 52-
165aa fragmentum mar csak a PP1c koté motivumot és az 1. 2. 3. ankyrin ismétlodést, a
67-165aa fragmentum az 1. 2. és 3. ankyrin ismétlddést, mig a 165-290aa fragmentum

csak a 4. és 5. ankyrin ismétlédést tartalmazza (9.abra).

PP1c koté motivum

NLSlAl A2 A3 A4 AS CAAX
WT TIMAP
1-567aa M E e
N-term. TIMAP . L
1-290aa HEE EE NLS: nuklearis lokalizacios
szignal szekvencia
1-165aa
L BB | . . ’ " r
57-165aa A1-AS: ankyrin ismétlodések
. -
67-165aa - CAAX: prenilacios CAAX-box
165-290aa (-

9.abra. A kolcsonhatas kimutatasahoz felhasznalt TIMAP fragmentumok.
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A teljes hosszusagu (1-567aa) GST-TIMAP WT, valamint a 165 aminosav hosszusagu
GST-TIMAP (1-165aa) rekombinans fragmentumok mellett, az NLS-t (GST-TIMAP 52-
165aa) vagy a PP1c kotéhelyet (GST-TIMAP 67-165aa) nem tartalmazo fragmentumok
esetében is kimutathatd volt az ANXA2-vel valdo kolcsonhatas, ezért arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az 1-3. ankyrin ismétlédések jatszhatnak szerepet a
TIMAP ANXAZ2-vel valé kolcsonhatasaban (10.abra). A GST-TIMAP 165-290aa
fragmentuma, mely a 4. és 5. ankyrin ismétlddést kodolja, nem mutatott kdlcsonhatast az
ANXA?2 fehérjével a pull-down kisérletben, igy feltételeztiik, hogy ezek az ismétl6do

régiok nem jatszanak szerepet a két fehérje kolcsonhatasaban (10.abra).

s TIMAP
g S
Je 655587
2 9N TaN&
43kDa%Q\\\h\o\WB'
34kDa |®= ~ =——e————— | ANXA2
Bipe =
a 2
55kDa_| S —
43kDa | N SDS-
34kDa | - —=|PAGE
26kDa | = — —

10.4bra. A TIMAP fehérjével valo kolcsonhatas feltérképezése. A GST és a
rekombindns GST-TIMAP (teljes hosszusagu vad tipusu, 1-567 aminosav) fehérjeket,
valamint a GST-TIMAP fragmentumokat Glutathione Sepharose 4B gyantin
immobilizaltuk és BPAEC sejtlizatummal inkubaltuk (pull down). A teljes sejtlizatumot és
a pull down mintakat Western blot kisérletben, ANXA2 specifikus antitesttel vizsgaltuk
(WB:ANXA2). A rekombindns fehérjék mennyiségét a pull-down mintik SDS-PAGE
elvalasztasat koveté Coomassie Brillant Blue festéssel vizsgaltuk (SDS-PAGE).

Kovetkezd lépésként az endogén fehérjék kozotti kolcsonhatast vizsgaltuk
immunprecipitacios kisérlettel TIMAP és ANXAZ2 specifikus antitestek felhasznalasaval
(11.A.abra). A TIMAP antitesttel immunprecipitalt mintaban kimutattuk az ANXA2-t, az
ANXAZ2 specifikus antitesttel kezelt mintaban pedig a TIMAP fehérjét. A TIMAP a PP1c
regulator alegysége és a TIMAP-PP1c komplex szdmos szubsztrat defoszforilaciojaban
részt vesz, ezért megvizsgaltuk a PP1cd jelenlétét is az immunkomplexekben. A PP1cd

mind a TIMAP, mind az ANXA2 elleni antitesttel készitett immunprecipitacios mintaban
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jelen volt. Annak eldontésére, hogy a PP1co kozvetleniil kapcsolodik-e az ANXA2
fehérjéhez, vagy a TIMAP fehérjén keresztiil, TIMAP specifikus sSiRNS-el csendesitett
és kontroll endotél sejtekkel megismételtiik az immunprecipitaciot (11.B.abra). Az
ANXAZ2 antitesttel végzett immunprecipitacié soran csak a kontroll, nem csendesitett
mintaban detektaltuk a kélcsonhatast a PP1cd-val és a TIMAP fehérjével, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az ANXAZ2 és a PP1co kozott nincs kozvetlen kolesonhatas, csak a
TIMAP fehérjén keresztiil.

A B. oy
IS
5 N O 3
i f,j: < N 'l\iy \.\Qo
§ 55 5 S & &
2 &5 S & VB = &8
72kDa_, siTIMAP: - + - + -
-_— as - < TIMAP
55kDa 34kDa_| e == == = |ANXA2
34kDa | m——— ¢ ANXA2 72kDa |
26kDa] - ¢lgG sskDa | =™ TIMAP
34KDA | cm—— €PPlcd 4KkDa | — —— PPlcd
26kDa | €IgG L
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11.abra. A TIMAP és ANXA2 kozotti kolcsonhatas vizsgalata endotél sejtekben. A)
TIMAP és ANXA2 specifikus antitest felhaszndlasival BPAEC  sejtlizatumbol
immunprecipitdciot végeztiink. A kapott IP komplexek fehérjéit SDS-PAGE segitségével
valasztottuk el, majd a fehérjék jelenlétét Western blot kisérletben TIMAP, ANXA2 és
PPIcé specifikus antitestekkel teszteltiik. Kontrollként nyul szérumot hasznaltunk. B)
ANXAZ2 specifikus antitest felhasznaldsaval kontroll (-) és TIMAP specifikus SiRNS-el
csendesitett (+) BPAEC sejtlizatumbil végeztiink immunprecipitaciot, majd SDS-PAGE-
t koveto Western blottal vizsgaltuk az immunkomplexek fehérjéit.

A rekombinans GST-ANXAZ2 fehérje létrehozasa és kolcsonhatasa a TIMAP-PP1c-

vel

A TIMAP ANXAZ2 fehérjével valo kdlesonhatasanak tovabbi vizsgalatahoz pGEX-4T-2-
ANXA2 rekombinans plazmidot hoztunk létre. PCR reakcioval, specifikus primerek
segitségével sokszorositottuk az ANXA2 kodold szekvenciajat, melyet pGEX-4T-2
vektorba szubklonoztunk. A ligalast kovetéen a plazmidokat JM109 E. coli sejtekbe
transzformaltuk, szelektaltuk és a klonokat restrikcids emésztéssel ellendriztik. A
kivalasztott rekombinans plazmid szekvenaltatasaval meggy6zédtiink arrol, hogy a

PGEX-4T-2-ANXA2 vektor valoban az ANXA2 fehérjét kodolo DNS-t tartalmazza a
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megfeleld olvasasi keretben. A rekombinans fehérje termeltetéséhez a rekombindns
plazmidot BL21(DE3) E.coli kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd optimalizaltuk a
rekombinans fehérjék termeltetését. A termeltetés hatékonysaganak ellendrzése
érdekében az indukcio nélkiili és az IPTG-vel indukalt mintakat SDS-PAGE segitségével
vizsgaltuk (12.abra). Az ANXA2 egy 36 kDa méreti fehérje, mely a 26 kDa-os GST-vel
torténd fizio eredményeképpen 62 kDa molekulatomegnél jelenik meg varhatéan. Az
indukélatlan mintdhoz képest a vart molekulatomegii sdvban indukcié hatdsira egy
megnodvekedett intenzitdsu sav jelent meg, amely a rekombinans flzids fehérje

termeltetésének sikerességét jelzi.

GST-ANXA2

12.4bra. A GST-ANXA2 rekombinians fehérje expressziojanak optimalizalasa
BL21(DE3) E.coli sejtekben. 4 rekombinans GST-ANXA2 fehérje expressziojahoz a
rekombinans plazmidot BL21(DE3) E.coli sejtekbe transzformaltuk. A fehérje termeltetés
optimalizaldasa soran 25°C-ot (RT) és 37°C-ot, valamint tobbféle (0,ImM, 0,5mM és
1mM) IPTG koncentraciot is alkalmaztunk. A kontroll mintakhoz (-) IPTG-t nem adtunk.
A fehérje termelés hatékonysagat SDS-PAGE-et kéveto Coomassie Brillant Blue festéssel
ellendriztiik.

A fehérje termeltetést kovetden optimalizaltuk a rekombinans GST-ANXA2 fehérje
tisztitasat (13.abra). A rekombinans GST cimkével ellatott szobahdmérsékleten, illetve
37°C-on  0,ImM IPTG-vel indukalt mintakbol végeztik a fehérje affinitas
kromatografiaval val6 tisztitasat. A tisztitds hatékonysdganak ellendrzéséhez, a totél, a
feltart, valamint a gyantardl elutalt rekombinans fehérjéket SDS-PAGE-t koveto festéssel
vizsgaltuk. A sikeres tisztitds eredményeképpen az immobilizalt mintdkban egyetlen

intenziv savot kaptunk, a GST-ANXA2 méretének megfelelé molekulatomegnél.
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GST-ANXA2

13.4bra. A GST-ANXA2 rekombinans fehérje tisztitaisanak optimalizalasa. A
fehérjetisztitas sordn mintat vettiink a szonikaldassal nyert teljes lizatumbdl (total), az
annak centrifugadlasaval kapott feliiliiszobol (feltart), valamint a Glutathione Sepharose
4B gyantan immobilizalt fehérjékbol (immobilizalt). Az igy kapott mintdkat SDS-
poliakrilamid gélen valasztottuk el, majd Coomassie Brillant Blue festéssel tettiik
lathatéva.

A TIMAP ¢és a rekombinans GST-ANXA2 kolcsonhatasat pull-down kisérletben
vizsgaltuk (14.abra). A bakterialisan expresszalt és tisztitott, a Glutathione Sepharose-on
immobilizalt GST, valamint GST-ANXA?2 fehérjéket BPAEC endotél sejtlizatummal
inkubaltuk. A nem kot6dott fehérjék mosasi 1épéssel torténd eltavolitasa utan a fehérjéket
mintapufferben valo fézéssel elualtuk a gyantarol, majd TIMAP és PP1co specifikus
antitestek felhasznéalasaval vizsgaltuk a kolcsonhatast. A pull-downt kdveté Western blot
arekombinans GST-ANXA?2 fehérje TIMAP és PP1cd-val val6 kolcsonhatasat bizonyitja
(14.4bra).
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14.4bra. A TIMAP- PP1cd és a rekombinans GST-ANXA2 kozotti kolesonhatas
vizsgalata. A) A Glutathione Sepharose 4B gyantan immobilizalt GST, GST-ANXA2
rekombinans fehérjékhez szonikalassal feltart BPAEC sejtlizatumot adtunk. A 16 oras
4°C-on torténo inkubalds és mosasi lépések utan 2x SDS mintapufferrel valo fozéssel
eludltuk a gyantardl a specifikusan kotodott fehérjéket. A GST-ANXA2 és TIMAP-pal,
valamint PP1cd-val valo kélcsonhatasat Western blot analizissel vizsgaltuk. A pull-down
soran negativ kontrollként a GST-t hasznaltuk, mig a Western blot sordn pozitiv
kontrollként BPAEC sejtlizatumot. B) A rekombinans fehérjék tisztasagat és mennyiséget
a pull-down mintak SDS-PAGE elvalasztasat kéveté Coomassie Brillant Blue festéssel
vizsgaltuk.

Az ANXA2 Ser25-6s oldallancat a PKC foszforilalja endotél sejtekben

Az ANXA?2 fehérje esetében harom foszforilacids helyet azonositottak korabban a Serl1,
Ser25 és Tyr23-as oldallancokon. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a Ser25-6s oldallanc
egy potencialis PKC altali foszforilacios hely. Annak vizsgalatara, hogy az ANXA2
fehérjét valoban a PKC foszforilalja, in vitro PKC foszforilaciot végeztiink (15.4bra). A
GST, GST-ANXA2 ¢s GST-TIMAP fehérjék mennyiségét és tisztasagat SDS-PAGE-t
koveté Coomassie Brillant Blue festéssel igazoltuk (15.B.abra). A kisérletben a TIMAP
fehérjét pozitiv kontrollként hasznaltuk fel, ugyanis a TIMAP-r6l mar korabban
kimutattdk, hogy a Ser331-es oldallincon PKC altal foszforildlodik. A foszforilacio
sikerességét Western blot kisérletben a konszenzus PKC foszforilacios helyre specifikus
(foszfo-Ser PKC szubsztrat antitest), illetve foszfo-Ser25 ANXA2 specifikus antitestek
felhasznalasaval vizsgaltuk. A PKC enzimmel tortént inkubalads utan a foszfo-Ser PKC
szubsztrat antitest mind a GST-TIMAP, mind a GST-ANXA?2 fehérjék foszforilaciojat
igazolta (15.A.abra). A masik antitest, amely specifikusan az ANXA2 Ser25
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oldallancanak foszforilalt formajat ismeri fel azt bizonyitotta, hogy a PKCa az ANXA2
fehérjét a Ser25-6s oldallancon foszforilalja (15.A.4bra). Az abra ezen részén azonban

jelentds degradacio figyelheté meg.

A. GST- GST- B. GST- GST-
GST ANXA2 TIMAP GST ANXA2 TIMAP
PKCa: - + - + - + PKCo: - + - + - +
95kDa WB: 130D
72kDa | 77kDa ]
55kDa| __ m a
43kDa foszfo-Ser-PKC 55kDa_|_ —_—
3 4kDa_ szubsztrat 43kDa | — S
26kDa | 34kDa |
kDo 26kDa | e
2oxla = foszfo-Ser25
43kDa | = ANXA2
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15.abra. GST-ANXAZ2 fehérje in vitro foszforilacidja. A) 4 tisztitott rekombindns GST,
GST-ANXA2 és GST-TIMAP fehérjéket 30 percig inkubaltuk aktiv PKCa-val (+). Negativ
Kontrollként a fehérjékhez nem adtunk kindzt.. A Western blot soran anti-foszfo-Ser PKC
szubsztrat és foszfo-Ser25 ANXAZ2-specifikus antitestek alkalmazasaval vizsgaltuk a
fehérjék foszforilaciojat. A foszfo-Ser PKC szubsztrat antitest a PKC dltal foszforilalt
szerin oldallancokat ismeri fel. B) A fehérjék mennyiségét SDS-PAGE-t kévetd
Coomassie Brillant Blue festéssel vizsgaltuk

A TIMARP is a PKC enzim szubsztratja, ezért megvizsgaltuk, hogy a PKC altal Ser331-es
oldallancon foszforilalt TIMAP hatassal van-e az ANXA2 fehérjével valo kolcsonhatasra
(16.abra). A pull-down kisérletben vad tipusu, a Ser331-es oldallancon foszforilaciot
utanzo és foszfonull rekombinans TIMAP fehérjéket hasznaltunk fel. A foszforilaciot
utanz6 GST-S331D rekombinans TIMAP fehérjén a 331-es szerin aminosav
aszparaginsavra van kicserélve. A foszfonull GST-S331A rekombinans TIMAP fehérjén
pedig a szerin alaninra van mutalva. A kolcsonhatas vizsgalata soran nem talaltunk
kiilonbséget a TIMAP S331D vagy az S331A fehérjéck ANXA2-vel valo
kolcsonhatasaban a vad tipusa TIMAP-hoz képest, amely arra utal, hogy a TIMAP PKC

altali foszforilacidja nem befolyasolja az ANXA2-vel valo kolcsonhatasat (16.abra).
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16.abra. Vad tipusia és foszfomutans TIMAP fehérjék kolcsonhatasa az ANXA2
fehérjével. A rekombinans tisztitott GST, GST-vad tipusi TIMAP (WT), GST-TIMAP
S331D és TIMAP S331A fehérjéket BPAEC sejtlizatummal végzett pull-down kisérletben
hasznaltuk fel. A fehérjék kolcsonhatasat ANXA2 specifikus antitesttel detektaltuk
(WB:ANXA2). A TIMAP fehérjék mennyiségét SDS-PAGE-t koveté Coomassie- Brillant
Blue festéssel vizsgaltuk. (SDS-PAGE)

A TIMAP fehérje uj kolcsonhatd partnerét az ANXA2 fehérjét BPAEC sejtek
felhasznalasaval mutattuk ki, amelyekben a ,.konvencionalis” PKC ko&ziil csak a PKCa
fordul elé [84], valamint az eléz6ekben bemutatottin vitro PKC foszforilacios
eredményeink alapjan az ANXA2 a PKCa altal foszforilalodik. Az ANXAZ2 Ser25-6s
oldallanca sejten beliili foszforilaciojanak tovabbi vizsgalatahoz PKCa csendesitett
endotél sejteket hasznaltunk. Az endotél sejteket nem specifikus siRNS-el (nonsiRNS) és
PKCa-ra specifikus siRNS-el csendesitettiik. A csendesités sikerességét Western blot
kisérlettel PKCa ¢és aktin specifikus antitest felhasznalasaval vizsgaltuk (17.abra). A
PKCa csendesitett mintdkban PKCa jelet nem detektaltuk, amely a csendesités
sikerességét mutatja (17.abra). A PKCa csendesitett mintdkban az ANXA2
mennyiségében nem tapasztaltunk valtozast, azonban a foszfo-Ser25 ANXAZ2 a
csendesitett (siPKCa) mintdkban nem adott jelet, amely igazolja a PKC szerepét az
oldallanc foszforilacidjaban az endotél sejtekben. A PKC aktivalasdhoz PMA, mig
gatlasahoz G06983 kezelést alkalmaztunk [135, 136]. A PKCa csendesitett endotél
sejtekben a PMA kezelést kovetéen nem volt kimutathaté az ANXA2 foszforilacioja a
Ser25-6s oldallancon, hasonldéan a PMA kezelés nélkiili PKCa csendesitett mintahoz,
azonban a nonsiRNS-el transzfektalt, valamint a kontroll sejtekben a Western blot a

foszforilaciot igazold intenziv jelet mutatott. A kontroll, a nonsiRNS és az siPKCa
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csendesitett sejtekben a PKC inhibitoraval (G66983) tortént elokezelés utan a PMA nem
indukalt detektalhatdé foszforilaciot az ANXA2 Ser25 oldallancan (17.abra). Ezek az
eredmények tovabb bizonyitjdk, hogy az ANXA2 Ser25-6s oldallancanak

foszforilacigjaért a PKCa enzim felelds az endotél sejtekben.
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17.abra. A PKCa csendesités hatasa az ANXA2 fehérje foszforilaciojara endotél
sejtekben. Kontroll, nonsiRNS-e/ és PKC specifikus siRNS-el transzfektalt HPAEC
sejteken G66983(1uM, 30 perc) elékezelés utan PMA (1uM, 30 perc) kezelést végeztiink.
A total sejtlizatumokat PKCo, aktin, ANXA?2 és foszfo-Ser25 ANXA2 specifikus antitestek
felhaszndlasdval Western blot kisérletben vizsgaltuk.

A TIMAP-PP1c komplex ANXAZ2-vel valo kolcsonhatasa felveti azt a kérdést, hogy a
TIMAP-PP1c komplex részt vesz-e az ANXA2 Ser25 oldallancanak
defoszforilacidjaban. Ezért Osszehasonlitottuk a foszfo-Ser25 ANXA2 szintjének
valtozasat HPAEC sejtekben PKC aktivator és inhibitor, valamint foszfatiz
inhibitorokkal valo kezeléseket kovetden (18.abra). A fentebb leirt eredményeinkhez
hasonloan a PMA kezelés hatasara a foszfo-Ser25 ANXAZ szintje szignifikansan megnott
a kontroll sejtekhez képest, amit a PKC inhibitorral tortént elokezelés megakadalyozott.
A defoszforilacioban szerepet jatszo foszfatazok vizsgalatahoz az endotél sejtekben a PP1
aktivitasat tautomicetinnel, mig a PP2A-t okadansavas kezeléssel gatoltuk. A
tautomicetinnel torténd kezelés szignifikansan megemelte, mig az okadansavas kezelés
nem befolyasolta a foszfo-Ser25 ANXA2 mennyiségét. Ebbdl arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy a PP1 valdban szerepet jatszhat a Ser25-6s oldallanc defoszforilaciojaban.
A TIMAP fehérjének, mint a PP1c regulator alegységének csendesitése szignifikansan

megemelte a foszfo-Ser25 ANXA2 mennyiségét, hasonloan a PP1 tautomicetinnel
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torténd gatlasahoz, megerdsitve azt a feltételezésiinket, hogy az ANXA2 Ser25-6s
oldallancanak defoszforilaciojaban a TIMAP-PP1c komplex vesz részt (18.abra).
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18.abra. A foszfataz gatlo és PKC aktivalo kezelések hatasa az ANXA2 Ser25-os
oldallancanak foszforilacios szintjére. A) HPAEC sejtekben a PKC enzimet PMA
kezeléssel aktivaltuk, kontrollként a PMA (1uM, 30 perc) hozzaadasa elott Go6983 (1uM,
30perc) eldkezelést alkalmaztunk. 4 PP2A foszfatiz gatlisahoz okadansavas (OA;
0,5nM, 30perc), mig a PP1 foszfataz gatlasdahoz tautomicetin (TM; 1 uM, 30 perc) kezelést
vegeztiink. A TIMAP fehérje mennyiségét TIMAP specifikus SiRNS-el torténd
transzfektalassal csokkentettiik, melyhez kontrollként nonsiRNS-el torténd transzfektalast
is végeztiink. A sejtlizatumokat Western blot kisérletben ANXA2, foszfo-Ser25 ANXA2,
TIMAP, valamint aktin specifikus antitestekkel vizsgaltuk. B) A foszfo-Ser25 ANXA2
savok intenzitasat denzitometralassal hataroztunk meg. A foszfo-Ser25 ANXA2
mennyiségét az ANXA2 fehérje mennyiségére normalizaltuk. A szignifikancia szinteket *-
al jeloltiik. ***: p <0,001

Az ANXAZ2 fehérje a foszforilacio hatasara a sejtmembranba transzportalédik

Az endogén ANXA2 sejten beliili lokalizacidjanak vizsgadlatdhoz endotél sejteken
immunfluoreszcens festést végeztink ANXA2 ¢és TIMAP specifikus antitestek
hasznalataval (19.abra). A TIMAP fehérje féleg a sejt membranjaban és a sejtmagban
mutatott erételjes festodést, illetve halvanyabban a sejtek citoplazmajaban. Az ANXA2
fehérje a sejtmembranban, a citoplazmaban, valamint a sejtmagban is megjelent, mely
megegyezik mas sejttipusokban leirt irodalmi adatokkal [97, 98]. A TIMAP ¢és ANXA2
egyiittes eléfordulasat a sejtek membranjaban tudtuk detektalni, amelyet az abran fehér
nyillal jeloltiink az egyesitett képeken (19.A.abra). A PMA kezelés hatasra, a TIMAP
fehérjéhez hasonléan, az ANXA2 a sejtmembranban dasult fel. Megvizsgaltuk az
ANXAZ2 lokalizaciojat TIMAP csendesitett endotél sejtekben is. A TIMAP specifikus
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SIRNS-el torténd transzfektalast kovetéen ugyanolyan festodést tapasztaltunk az ANXA2
esetében, mint a PMA kezelést kovetd PKC aktivacio hatasara. Az a tény, hogy a PKC
aktivalas és a TIMAP csendesités egyarant az ANXAZ2 membranban valo duasulasat
valtotta ki arra utal, hogy az ANXAZ2 lokalizacioja foszforilacid fiiggéen valtozik. A
foszfo-Ser25 ANXAZ2 specifikus antitest és a TIMAP specifikus antitest is nyulban
termelt 1gG izotipust, igy nem teszi lehetévé egyiittes hasznalatukat, ezért kiilon
immunfluoreszcens kisérletben vizsgaltuk a foszfo-Ser25 ANXA2 lokalizaciojat
(19.B.abra). A foszfo-Ser25 ANXAZ2 specifikus antitesttel torténé immunfluoreszcens
festés soran a nonsiRNS-el transzfektalt és kontroll sejtekben gyenge festodést
tapasztaltunk, amely a PMA kezelés, valamint a TIMAP csendesités hatasara jelentdsen
erdsodott a sejtek membranjaban, mely kdzvetetten tovabb bizonyitja @ TIMAP szerepét
az ANXAZ2 Ser25-6s oldallancanak defoszforilacidjaban.

B foszfo-Ser25

B ANXA2 TIMAP egyesitett " ANXA2 egyesitett

kontroll

+PMA

nonsiRNS

siTIMAP

19.abra. Az ANXA2, foszfo-Ser25 ANXA2 és TIMAP fehérjék lokalizaciojanak
vizsgalata endotél sejtekben. Kontroll, PMA (1uM, 30 perc) kezelt, nonsiRNS-el,
valamint TIMAP specifikus siRNS-el transzfekta/t HPAEC sejteken immunfluoreszcens
festeést végeztiink el.  A) Az ANXA2 (piros) és a TIMAP (zold) fehérjék jeloléséhez
specifikus elsddleges antitesteket alkalmaztunk. A sejtmagot DAPI festéssel tettiik
lathatova. A fehér nyilak a membrdanban valo dusuldst mutatjdk. B) A foszforilalt ANXA2
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fehérjét (zold) foszfo-Ser25 ANXA2 specifikus elsédleges antitesttel jeloltiik, az aktin
filamentumot Texas-Red Phalloidinnel (piros) tettiik lathatova.

Az ANXAZ2 sejten beliili lokalizacidjanak tovabbi vizsgalatadhoz nonsi- és TIMAP
specifikus SiRNS-el transzfektalt sejtek sejtfrakcionalasat végeztiik el (20.abra). A
fehérjék lokalizaciojat az egyes frakciokban ANXAZ2, foszfo-Ser25 ANXA2 és TIMAP
specifikus antitesttel Western blot kisérlettel vizsgaltuk. A sejtfrakcionalas ellenérzésére
citoplazma markerként B-tubulin, sejtmagi markerként lamin A/C, mig membran
markerként CD31 specifikus antitestet hasznaltunk. A kontroll nonsiRNS-el transzfektalt
sejtekben az immunfluoreszcens festés soran tapasztaltakhoz hasonloéan a foszfo-Ser25
ANXA2 membranban val6 lokalizaciot mutattunk Ki, ugyanis a Western blot soran a total
¢s membran frakciokban tudtuk detektalni a foszfo-Ser25 ANXA2-t. A TIMAP fehérje
foként a sejtmagi és membran frakciokban adott intenzivebb jelet, még az ANXAZ2
fehérje a sejtmagi frakcidban, azonban mind a két fehérje a festéshez hasonldan a tébbi
frakcidban is jelen volt. A TIMAP csendesités hatasara az ANXA?2 a sejtmagi frakcioban
nem adott jelet, mig a foszfo-Ser25 ANXA2 mennyisége mind a total, mind sejtmembran
frakcioban jelentdsen megndtt csendesités hatasara a kontrollhoz képest (20.A.abra).
Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a TIMAP csendesités hatasara novekszik az
ANXA2 Ser25-6s oldallancanak foszforilacios szintje, valamint az ANXA2 fehérje
lokalizacidja is valtozik, ugyanis a TIMAP depletalt sejtekben az ANXA2 sejtmagban
mérhetd szintje csokkent, a membranban valod lokalizacidja viszont fokozodott
(20.B.abra). Mindezek az eredmények arra engednek kovetkezteti, hogy az ANXA2
defoszforilaciojaban a TIMAP-PPlc komplex fontos szerepet jatszik, valamint az

ANXAZ2 foszforilacidja a fehérje sejten beliili lokalizaciojat szabalyozza.
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20.abra. Az ANXAZ2 lokalizaciojanak valtozas TIMAP deplécio hatasara. A)
NonsiRNS-e/ és TIMAP specifikus siRNS-el transzfektalt endotél sejtekbdl végeztiik el a
sejtfrakcionalast. A totdl (T), citoplazma (CP), sejtmagi (N) és membran frakciokat (M)
Western blot kisérletben TIMAP, ANXA2 és foszfo-Ser-25 ANXA2 specifikus antitestek
felhasznalasaval vizsgaltuk. Az egyes frakciok tisztasaganak ellenorzésére membran
markerként CD31 specifikus antitestet, citoplazma markerként p-tubulin és sejtmagi
markerként lamin A/C specifikus antitesteket hasznaltunk a Western blot sordn. B) A
kiilonbozo sejtfrakciokban az ANXA2 szintjét a Western blottok denzitometraldasaval
elemeztiik. Az ANXA2 savokat a megfelelo sejtfrakcios marker savokra normalizaltuk.

ANXAZ2 szerepet jatszik a sejtek migraciojaban és az endotél sejtek barrier

funkcidjanak fenntartasaban

Az ANXA2 endotél sejtekben betoltott élettani funkcidjdnak tanulmanyozasiahoz a
fehérjét siRNS-sel depletaltuk. Az ANXAZ specifikus SiIRNS-el 48 dras inkubacio utan
nagy hatékonysaggal sikeriilt csendesiteni a fehérjét endotél sejtekben, mikdzben a

nonsiRNS-el torténd transzfektalas nem befolyasolta a fehérje mennyiségét (21.abra).
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21.abra. ANXA2 csendesitése endotél sejtekben. HPAEC sejteket nonsiRNS-el és
ANXA2 specifikus SiRNS-el transzfektaltunk. A kontroll és transzfektalt sejteket Western
blot kisérletben vizsgaltuk ANXA?2 és aktin specifikus antitestek felhasznaldasaval.
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Ellendriztiik az ANXAZ2 csendesités hatasat a sejtek életképességére. Endotél sejtek
ANXAZ2 specifikus SiIRNS-el, valamint kontrollként nonsiRNS-el torténd transzfektalasa
utdn 24, 48, valamint 72 oraval MTT assay-t végeztiink. A csendesités hatdsara
szignifikans valtozast nem tapasztaltunk a sejtek életképességében a kontroll sejtekhez
képest (22.abra).
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22.abra. ANXAZ2 csendesités hatasa a sejtek életképességére. A kontroll, valamint a
NonsiRNS-el és ANXA2 specifikus siRNS-el transzfektalt HPAEC sejtek életképességét
MTT assay-vel vizsgaltuk a transzfekciot koveto 24ora, 480ra és 720ra elteltével. A sejtek
életképességét szazalékos aranyban adtuk meg a 240rds kontroll sejtekhez viszonyitva.

A TIMAP és az ANXA2 kolokalizacioja és a foszfo-Ser25 ANXAZ2 jelenléte a
sejtmembranban, valamint TIMAP csendesités hatasara az ANXA2 membranban vald
feldusulasa mind arra utal, hogy az ANXA?2 szerepet jatszhat az endotél sejtek barrier
funkcidjaban. Ezért ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing) méréssel
Osszehasonlitottuk a kontroll és az ANXAZ2 csendesitett endotél sejtek barrier funkcidjat
(23.abra). Az ECIS egy valos idejii, elektromos impedancia alapii mérés, amely lehetévé
teszi in vitro koriilmények kozott az €16 sejtek barrier funkcidjanak tanulmanyozasat. A
sejtmembran szigeteld tulajdonsaganak koszonhetden a sejtek ellenallast hoznak 1étre az
elektromos arammal szemben, igy a mért rezisztenica értékekben bekdvetkezett
valtozasbol a barrier véaltozasarol kapunk informaciot. A kezelések hatasara csokkend
rezisztencia érték a barrier funkcid gyengiilésére, mig a ndvekedése a barrier funkciok
er6sodésére utal [137]. A sejteket elektrodat tartalmazo tenyészté edényben (ECIS plate)
ANXAZ2 specifikus siRNS-el, valamint kontrollként nonsiRNS-el transzfektaltuk, majd

mértilk 84 oran 4t mértikk a rezisztencia értékeket. A csendesités hatdsara (rozsaszin
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vonal) alacsonyabb rezisztencia értékeket mértiink a kontrollhoz (zold vonal) képest,
amely a barrier funkcid gyengiilésére utal (23.A.abra).

ECIS méréssel megvizsgaltuk a PMA kezelés hatasat ANXAZ2 csendesitett sejtek barrier
funkcidjara (23.B.abra). A nonsiRNS-el transzfektalt sejtek (z6ld vonal) a PMA
hozzaadasa utan eldszor a rezisztencia jelentds novekedésével reagaltak, amely 2-3 6ra
elteltével a kezdeti rezisztencia szint ala esett, majd fokozatosan visszaallt a normal kb.
1000 Ohm értékre. Ezzel szemben az ANXA2 depletalt sejtek esetében (rdzsaszin vonal)
a PMA hozzaadasakor a rezisztencia szignifikansan mérsékeltebb novekedését
tapasztaltunk és 2-3 o6raval késébb a sejtek ellenallasa a kiindulasi szint ala csokkent és
sokkal alacsonyabb maradt, mint a kontroll (z6ld vonal) sejtek ellenallasa (23.B.abra).
Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy az ANXA?2 fehérje szerepet jatszik az endotél

sejtek gat funkcidjanak fenntartasaban.
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23.abra. ANXA2 hatasa endotél sejtek barrier funkcidojara. A) HPAEC sejteket
S8WIOE ECIS edényekben tenyésztettiik, majd nonsiRNS-el és ANXA2 specifikus siRNS-el
végeztiink transzfektalast (fekete nyillal jelolt transzf.). A rezisztencia értékeket az idd
fliggvényében kovettiik. B) nonsiRNS-el és ANXA2 specifikus siRNS-el transzfektalt
HPAEC sejtek rezisztencia értékekeit kovettiik ECIS méréssel. Az dbran jeldlt 0
idépontban PMA (1uM, 30 perc) kezelést végeztiink, és kovettiik tovabb a rezisztencia
értékeket. Az abran harom-harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazo mérés szordsa és atlaga

lathaté. (n=3)

Megvizsgaltuk a kontroll és az ANXA?2 csendesitett sejtek migracios sebességét in vitro
sebgyogyulasi kisérletben, amelyet szintén ECIS méréssel végeztiink el (24.abra). A
sejtmigracio vizsgalatdhoz ECIS tenyésztd edényben endotél sejtek nonsiRNS-el és
ANXA2 specifikus SIRNS-el torténd transzfektalas utan valtakozo arammal az elektrodok
felilletén a konfluens réteget kiégettiik. A sebzés utan kovettiik a rezisztencia érték

valtozasat a sebzés begyogyuldsaig, majd meghatiroztuk a sejtmigracios sebességet

57



(24.abra). Az ANXA2 csendesitett sejtek szignifikansan alacsonyabb sejtmigracios
sebességet mutattak a kontroll sejtekhez képest, amely arra utal, hogy az ANXA?2 fehérje

nemcsak az endotél sejtek barrier funkciojanak fenntartasiban, hanem a sejtek
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24.abra. ANXA2 csendesitett sejtek sebgyogyulasi vizsgalata. A4 sejtmigracio
vizsgalatahoz nonsiRNS-el, valamint ANXA2 specifikus siRNS-el transzfektalt HPAEC
sejteket hasznaltunk az ECIS mérés soran. A konfluencia szint elérését kovetoen 30

crer

teriiletén kiégettiik a sejteket és kovettiik az impedancia értékek valtozasat a sebzés
begyogyulasaig, majd meghataroztuk a sejtmigrdcio sebességeét. Az dbra hdrom
reprezentativ mérés eredményét mutatja. (n=3) A szignifikancia szinteket *-al jeloltiik. p

< 0.01 (**).

A foszforilalt ANXA?2 és az S100A10 fehérje kolcsonhatasanak vizsgalata

Az ANXAZ2 fehérje legismertebb kolcsonhato partnerei az S100A fehérjecsalad tagjai,
amelyekkel ugynevezett heterotetramer komplexeket hoz 1étre. A klasszikus ANXA2
koté S100 fehérje az ST00A 10, komplexiik szerepet jatszik a sejt-sejt kdlesonhatasokban
¢és a sejt adhézios folyamatokban [98]. Immunprecipitacios kisérlettel megvizsgaltuk
endotél sejtekben az ST00A10 és ANXA2 fehérjék kolcsonhatasat (25.abra). Az ANXA2
specifikus antitesttel immunprecipitalt mintdban az SI00A 10 fehérje jelenlétét a vartnak
megfelelden kimutattuk és forditva, az SI00A10 specifikus antitesttel immunprecipitalt
mintdban pedig az ANXA2-t (25.4bra). Megvizsgaltuk, hogy az ANXA2 Ser25-6s
oldallancanak foszforilacidja milyen hatassal van az S100A10 fehérjével valo
kolesonhatasra. PMA kezelt endotél sejtekbdl késziilt immunprecipitalt mintdkban az
endogén ANXA2 ¢és S100A10 kozott nem volt kimutathatd kolcsonhatas. A PMA-val
nem kezelt sejtek esetében az S100A10 antitesttel immunprecipitalt mintaban a foszfo-

Ser25 ANXA2? jelenléte sem volt detektalhato (25.abra). Mivel a kontroll sejtekben az

58



ANXA?2 és S100A10 kolcsonhatasat mindkét oldalrdl kimutattuk, viszont PMA kezelés
utan mar nem volt detektalhatdé a kdlcsOnhatas, ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az ANXAZ2 Ser25-6s oldallancan torténd foszforilacio hatasara megsziinik az
ST100A10 fehérjével valo kolcsonhatasa.
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25.4bra. ANXAZ2 és S100A10 kolesonhatasa PKC foszforilacié hatasara. Kontroll és
PMA (1uM, 30 perc) kezelt HPAEC sejtekbol ANXA2 és S100A10 specifikus antitestek
felhasznaldsdval immunprecipitdciot végeztiink. Az IP komplexeket ANXA2, S100A10 és
foszfo-Ser25 ANXA2 specifikus antitestek felhaszndlasdaval Western blot kisérletben
vizsgdltuk.

7.2. A TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilaciojanak tanulmanyozasa

A rekombinans Ser69Asp és Ser69Ala TIMAP mutans fehérjék létrehozasa

Néhany tanulmany a TIMAP Ser69-es oldallancot potencialis foszforilacios helyként irja
le [138, 139]. Ez az oldallanc a PP1c-kot6 motivum és az NLS kozelében talalhato, ezért
feltételeztiik, hogy reverzibilis foszforilacioja szabalyozhatja a TIMAP és a PP1c¢ kozotti
kolcsonhatast, és/vagy befolyasolhatja a TIMAP sejten beliili lokalizacidjat. A fehérje
foszforilacigjanak vizsgalatdhoz, létrehoztunk egy, a Ser69 oldallanc foszforilaciojat
utanzo és egy foszfonull mutans TIMAP fehérjét. A foszforilaciot utanzé mutanshoz a
69. helyen 1év6 szerint aszparaginsavra cseréltiik, amely egy negativ toltésti oldallanc,
mig a foszfonull esetében alaninra modositottuk, amely az apolaris aminosavak
csoportjaba tartozik. A szerin-aszparaginsavra vagy alaninra torténd cseréje lehetdvé teszi
az adott fehérje reverzibilis foszforilaciojaval jard sejtszintli valtozasok vizsgalatat [140].
Az aminosav csere érdekében olyan specifikus primereket terveztiink, amelyek az adott

helyen tartalmaztak az aminosavcserének megfelelé kodont, ezen kiviil az 5° végiikon
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egy foszfat csoportot is. A ,,back-to-back” PCR soran a mar meglévé pGEX-4T-3-
TIMAP templatot hasznaltuk, illetve kiillonbozé homérsékleti profilokat is kiprobaltunk,

hogy a lehet6 legkedvezObb kitermelést érjiik el (3.tablazat).
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26.abra. S69A és S69D aminosavcserét kédolo TIMAP mutans plazmidok
létrehozasa. A rekombindns plazmidokat JMI109 E.coli kompetens sejtekbe
transzformaltuk, majd plazmid DNS-t izolaltunk. A rekombinans DNS-t BamHI és Xhol
restrikcios enzimekkel emésztettiik, majd 1%-os agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik.

A pGEX-4T-3 vektor 4900bp méretii, mig a TIMAP szekvenciak 1700bp, ezért Kkb.
6600bp-méretnél vartuk a mutans rekombinans DNS-eket. A TIMAP S69D és S69A
mutansok esetében a vart egyetlen savtol eltéréen tobb aspecifikus savot is detektaltunk
agardz gélelektroforézis utan. Ezeket az aspecifikus savokat a szekvencia G-C
gazdagsagaval magyarazhatjuk, valamint, hogy a primerek esetlegesen tobb helyre is
képesek voltak bekotédni. Az aspecifikus savok csokkentése érdekében probalkoztunk
tobb hémérsékleti profillal, DMSO hozzaadasaval, illetve specifikus puffer
alkalmazasaval a PCR reakcio soran. A reakcié végeredményeképpen kapott linaris
plazmidokat ligalassal gytriivé zartuk, JM109 E.coli sejtekbe transzformaltuk, majd
restrikcios emésztést hajtottunk végre BamHI és Xhol enzimekkel (26.4bra).
Kontrollként a pGEX-4T-3 TIMAP plazmidot hasznaltuk fel. Az emésztés
eredményeképpen az agaroz gélen megjelend 5000bp koriil sav a pGEX-4T-3 vektor, mig
az 1700bp méretti sav pedig megfelel a TIMAP kodold szekvenciajanak. Annak
ellendrzésére, hogy valdban sikeriilt a mutansok létrehozasa, a DNS mintdkat
szekvenaltattuk. A kapott eredmények azt mutattak, hogy a tervezett nukleotid cserét

sikeresen létrehoztuk, melynek koszonhetden a foszforilaciot utanzé S69D esetében a 69-
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es pozicidban 1évé szerin aszparaginsavra, mig a foszfonull S69A esetében alaninra

modosul a fehérje expresszidja soran.

A GST fuzionalt fehérjék termeltetéséhez a pGEX-4T-3 vad tipust és mutans (S69A,
S69D) TIMAP plazmidokat E.coli BL21(DE3) baktérium sejtekbe transzformaltuk, majd
a rekombinans fehérjék expresszidjat 0,5mM-0s IPTG hozzaadasaval indukaltuk, majd
ezt kovetden 25°C-on 3 6rdn at tovabb tenyésztettiik a baktérium kultarat. A TIMAP
fehérje 64 kDa molekulatomegii, mig a GST 26 kDa, igy a termeltetett fehérje vart mérete
90 kDa. Az indukalatlan mintahoz képest az IPTG hozzaadasa utan a rekombinans fehérje

a vart méretnél jelent meg, a mely a fehérje termeltetés sikerességét mutatja (27.abra).
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27.abra. A GST-fauziés vad tipusi és mutins TIMAP fehérjék termeltetése
BL21(DE3) E. coli sejtekben. A4 fehérje termeltetéshez a rekombinans plazmidokat
BL21(DE3) E.coli sejtekbe transzformaltuk, majd a TIMAP WT, valamint a két mutans
fehérje (TIMAP S69A, TIMAP S69D) expressziojat 0,5 mM-0s IPTG-vel indukd/tuk (+),
kontrollként mintat vettiink az IPTG hozzdadasa eldtt (-) iS. A fehérje termeltetés
hatékonysagat SDS-PAGE elvdlasztas utan Coomassie Brillant Blue festéssel
ellendriztiik.

A rekombinans fehérjéket Glutathione Sepharose 4B gyantan tisztitottuk (28.abra). A
GST-TIMAP WT, -S69A, valamint -S69D fehérjék tisztitasa soran nyert total, feltart és
immobilizalt mintdkat SDS-PAGE segitségével ellendriztiik. A TIMAP mutans fehérjék
tisztitasanak sikerességét az immobilizalt mintakban a vart 90 kDa-0S méretben

megjelend savok mutatjak (28.abra). A tisztitott mintakban a kisebb méretii savok
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megjelenését az magyarazza, hogy a TIMAP C-terminalis része rendezetlen régiokat

tartalmaz, ami jelentés mértékben degradalodik.

TIMAP WT TIMAP S69A  TIMAP S69D

28.abra. Rekombinans TIMAP WT, S69A, S69D fehérjék tisztitasa. A fehérjék
tisztitasanak ellendrzésére mintat vettiink a szonikalast koveto total lizatumbol (total) és
a centrifugdlas utani feliiluszobol (feltart). A Glutathione Sepharose 4B gyantdn kdotott
feherjéket mintapufferben valo fozés utan vizsgaltuk. A kapott mintakat SDS-
poliakrilamid gélen valasztottuk el, majd Coomassie Brillant Blue festéssel tettiik
lathatéva.

A TIMAP Ser69 oldallancanak foszforilaltsaga nem befolyasolja a PP1c, RACK1
és ERM fehérjékkel valo kolcsonhatasat

A Ser69-es oldallanc az 1. ankyrin ismétlodésen talalhaté és a PPlc-kotd motivum
kozelében helyezkedik el, ezért felmeriilhet, hogy a Ser69 foszforilacidos helyzete
befolyasolhatja a PPlc regulator alegység kotédését. Ezért pull-down kisérlettel
vizsgaltuk a vad tipust és foszfomutans rekombinans TIMAP fehérjék PP1co-val valo
kolcsonhatasat (29.abra). A kolcsonhatas vizsgalatahoz egyforma mennyiségii tisztitott
rekombinans fehérjét hasznaltunk, amelyet a festett SDS-poliakrilamid gél szemléltet
(29.B.abra). Mind a mutans, mind a vad tipusu TIMAP fehérjék esetében kimutattuk a
kolcsonhatast a PPlco-val, szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk a
kolcsonhatasokban (29.A.4abra). Korabban az ERM fehérjéket a TIMAP-PP1c komplex
szubsztratjaként azonositottak, valamint kimutattak, hogy a TIMAP fehérjén torténd
Ser331/333/337-es oldallancok foszforilacioja szabalyozza a foszfataz aktivitasat a
foszfo-ERM fehérjék iranyaba [84, 89]. Kovetkezé 1épésben megvizsgaltuk, hogy a
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TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilacidja, az elézéekhez hasonloan, hatassal van-e a
foszfo-ERM fehérjék defoszforilacidjara a PP1c aktivitasanak szabalyozasaval. A pull-
down kisérletiink soran a vad tipusa TIMAP fehérjénk mellett a Ser69-mutans TIMAP
fehérjék ERM és a foszfo-ERM fehérjékkel vald kolcsonhatasat Kimutattuk, azonban
szignifikdns kiilonbségéket nem tapasztaltunk a kolcsonhatasokban (29.A.abra). Ez
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TIMAP Ser69-es oldallancanak
foszforilacidja nem befolyasolja a TIMAP-PP1c komplex aktivitasat az ERM fehérjék
iranyaban. A RACK1 fehérjét szintén a TIMAP kolcsonhatd partnereként azonositottak,
amely kapcsolodasi feliiletet biztosit a TIMAP és a farnezil-transzferaz enzim szamara,
¢s ezaltal szerepet jatszik a TIMAP membranban valé megjelenésében. TIMAP mutansok
és a RACK1 kozotti kolesonhatasok szintén azonos kotédést mutattak, ami arra utal, hogy
a TIMAP Ser69 mutansok is prenilalodhatnak. A kontrollként hasznalt GST fehérjék
esetében a varakozasnak megfelelden, kolcsonhatast nem detektaltunk (29.A.abra). A
pull-down kisérleteinkkel tehat kimutattuk, hogy a TIMAP Ser69-es oldallanc
foszforilacidja nincs hatassal a PP1cd-val és RACK1 fehérjével vald kolcsonhatasra és

nem befolyasolja a foszfatdz aktivitasat a kordbban azonositott szubsztratok irdnyaba.
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29.abra. A vad tipusi (WT) és mutans TIMAP fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata
ismert TIMAP kolcsonhato partnerekkel. A) A Glutathione Sepharose 4B gyantdn
immobilizalt GST, GST-TIMAP WT, TIMAP S69A és TIMAP S69D rekombindns
fehérjékhez szonikdlassal feltart BPAEC sejtlizatumot adtunk. A 16 éras 4°C-0n torténd
inkubdlas és mosasi lépések utan 2x SDS mintapufferrel valo fozéssel elualtuk a gyantarol
amintdkat. A TIMAP mutansok és PP1co, ERM, pERM valamint RACKL fehérjékkel valo
kolcsonhatast Western blot analizissel vizsgaltuk. A pull-down sordn negativ kontrollként
GST-t hasznaltunk, mig a Western blot sordn pozitiv kontrollként BPAEC sejtlizatumot.
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B) A pull-down mintik tisztasiganak és mennyiségének ellenérzéséhez SDS-PAGE-t
koveté Coomassie Brillant Blue festést alkalmaztunk.

A TIMAP S69D mutacidja a sejtmembranba iranyitja a fehérjét

A mutansok endotél sejteken beliili lokalizacidjanak vizsgalatahoz emlbs expresszidra
alkalmas pCMV-myc plazmidba szubklonoztuk a TIMAP mutansokat kodolod
szekvencidkat. Az endotél sejtek rekombindns vektorokkal torténd transzfektalasat
kovetden, 24 ora elteltével a sejteket feltartuk és a fehérjék overexpressziojat Western
blottal c-myc specifikus antitesttel vizsgaltuk (30.abra). Bels6 fehérje kontrollként az
aktint alkalmaztuk. A c-myc specifikus antitest felhasznalasaval mind a 3 fehérje sikeres
overexpressziojat mutattuk ki. A kontroll, nem transzfektalt sejtek esetében a vartnak
megfeleléen, c-myc jelet nem detektaltunk (30.abra).
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30.abra. A TIMAP mutansok expresszidja endotél sejtekben. A TIMAP mutdinsokat
kédolo DNS szakaszokat pCMV-myc plazmidba szubklonoztuk, majd a rekombindns
vektorokat BPAEC sejtekbe transzfektaltuk. A nem transzfektalt (kontroll) és transzfektalt
sejteket 24 ora elteltével feltartuk és a fehérjék overexpressziojat \Western blottal c-myc
és aktin specifikus antitesttel vizsgdltuk.

A mutans TIMAP fehérjék endotél sejtekben valo lokalizacidjanak vizsgalatdhoz
transzfektalast kovetden immunfluoreszcens festést végeztiink (31.abra). A fehérjék
lokalizacigjat c-myc specifikus els6dleges antitesttel, majd erre specifikus Alexa 488-al
konjugalt masodlagos antitesttel mutattuk ki. A sikeresen transzfektalt sejtek a
mikroszkopos felvételeken zold szinnel jelentek meg. A transzfekcios kontroll esetében
a c-myc elleni antitesttel jelet nem kaptunk, ugyanis ebben az esetben a transzfekcio soran
pCMV-myc plazmidot nem alkalmaztunk, csak a transzfekcios reagenst. A foszfonull
TIMAP S69A fehérje a vad tipusu rekombinans TIMAP fehérjéhez hasonloéan az endotél
sejtek citoplazmajaban és a sejtmembranban is megjelent. A TIMAP S69D mutanst
expresszalo sejtek esetében intenzivebb membran festédést tapasztaltunk, és szamos

membran kitiiremkedést figyeltiink meg, a kontrollhoz képest (31.abra).
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transzfekcios ctr TIMAP WT TIMAP S69A TIMAP S69D

3l.abra. A vad tipusa (WT) és mutans (S69A, S69D) TIMAP fehérjék
lokalizacidjanak vizsgalata immunfluoreszcens festéssel. Az immunfluoreszcens festés
soran paraformaldehiddel fixalt sejteken c-myc specifikus elsddleges antitestet, majd
Alexa-488 konjugalt masodlagos antitestet (zold szin) hasznaltunk. A sejtmagokat DAPI
nukleinsav festékkel (kék) tettiik lathatovd. Kontrollként (transzfekcios ctr) nem
transzfektalt sejteket is festettiink. Skala: 25um. A felvételek fehér kerettel jelolt részét
tovabb nagyitottuk. A nagyitott dbran megfigyelheté a membranban valo eroteljesebb
festédes.

Az immunfluoreszcens festésnél megfigyelt eredményeket sejtfrakcionalassal is
megerdsitettiik (32.4bra). A vad tipusu €s mutans TIMAP transzfektalt endotél sejtekbol
sejtfrakciondléssal citoplazma és membran frakciot izolaltunk. A kapott totl, citoplazma
¢és membran frakciokban Western blot kisérlettel c-myc specifikus antitest
felhasznalasaval vizsgaltuk a mutans fehérjék lokalizaciojat. A citoplazma tisztasaganak
ellendrzése érdekében, citoplazma markerként p-tubulint, a membran frakcid
tisztasaganak ellenérzésére membran markerként CD31 specifikus antitestet
alkalmaztunk. A total sejtlizatum a vad tipust, S69A- és S69D- TIMAP fehérjék sikeres
expresszidjat mutatja (32.abra). Az S69A a vad tipusi TIMAP fehérjéhez hasonléan
egyforma mértékben volt kimutathatdé a citoplazmaban és a sejtmembranban, mig a
TIMAP S69D esetében a fehérje nagyobb mennyiségben volt detektalhato a
membranban. Az immunfluoreszcens festéssel ¢és a sejtfrakcionalassal kapott
eredményeink azt mutatjak, hogy a Ser69-es oldallancon torténd foszforilacié hatasara a

TIMAP fehérje a sejtmembranban feldasul.
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32.abra A pCMV-myc TIMAP (WT) és mutans (S69A és S69D) fehérjék sejten
beliili lokalizaciojanak vizsgalata sejtfrakcionalassal. BPAEC sejteket pCMV-myc
TIMAP WT, pCMV-myc TIMAP S69A és pCMV-myc TIMAP S69D plazmidokkal
transzfektaltunk. A szubcelluldris frakcionaldst a transzfekcio utan 24 oraval végeztiik. A
kapott total, citoplazma (cp) és membran frakciokat (mem) Western blot kisérlettel
vizsgaltuk c-myc specifikus antitest felhasznadldsaval. Citoplazma markerként S-tubulint,
membrdan markerkét CD31 specifikus antitestet alkalmaztunk. A Western blot sordn
kapott jeleket denzitometraltuk. A citoplazma frakcioban detektdlt c-myc jelet p-tubulin-
ra, a membran frakcioban kapott c-myc jelet CD31-re normalizaltuk. A mutansokra
kapott értékeket a vad tipusii (WT) TIMAP-hoz viszonyitottuk. A szignifikancia szinteket
*-al jeloltiik. *** : p <0,001

A TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilaciojaban szerepet jatszo kinaz azonositasa

Irodalmi adatok nem allnak rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy melyik kinaz felelds a
TIMAP Ser69-es oldallancanak foszforilaciojért, ezért a GPS 5.0 szoftver segitségével
olyan potencialis kinazt kerestiink, mely szerepet jatszhat ezen oldallanc
foszforilacidjaban. A protein kindzok szubsztratjaikat konszenzus szekvenciak /
motivumok mentén foszforilaljak, ezt kihasznalva a predikcios szoftver a fehérje
minden talalatra szamol egy gy nevezett ,,score” értéket, mely minél nagyobb, annal
valoszinlibb a foszforilacio [141, 142]. A szoftverrel torténd keresés soran a
~KKVSFEASVALLEAS” TIMAP régionak a foszforilacidjaban szerepet jatszo kinazt
kerestiik, ahol a vastaggal jelolt ,,S”, a potencialis Ser69-es oldallancot jeloli. A keresés
soran kapott talalati eredményeket a 8. tablazat tartalmazza, melyek koziil a legmagasabb
»score” értéket a Polo szer(i kinaz 4-re (PLK4) kaptuk. A NimA kapcsolt kinazra (NEK)
kaptuk a masodik legnagyobb értéket, azonban a NEK-nek nagyon sok forméaja fordul el6
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és a keresés eredménye nem adott specifikus eredményt, igy a PLK4 mellett a 3. talalati

kinazt az interleukin-1 receptor asszocialt kindzt (IRAK1) vizsgaltuk.

8.tablazat. 4 GPS5.0 szoftver segitségével azonositott protein kindzok.

Rovidités Név Score
PLK4 Polo szerti kinaz 4 516.61
NEK NimA kapcsolt kinaz 131.59
IRAK1 Interleukin-1 receptor asszocialt kinaz 91.236
MAPK13 Mitogen aktivalt protein kinaz 13 45.424
MAPKAPK5 MAPK aktivalt protein kinaz 5 27.422
PAK4 p21 (RACL1) aktivalt kinaz 4 19.81
QIK Qin-indukalt kKinaz 16.473
CAMK4 Kalcium/ kalmodulin fiiggd protein kinaz IV 12.037
GRK3 G-fehérje kapcsolt receptor kinaz 3 11.744
PIM3 Proto-onkogén szerin/treonin protein kinaz Pim- 5.169

1
ULK2 unc-51- szer( autofagiat aktivalo kinaz 2 4.583
TTBK2 Tau-tubulin kinaz 2 4.559
MARK4 mikrotubulus-affinitas regulalé kinaz 4 3.82

A lehetséges kinazokkal valo kdlcsonhatas vizsgalatadhoz a BPAEC sejlizatumbol TIMAP
specifikus antitest felhasznalasaval immunprecipitacios kisérletet végeztiink (33.abra). A
kapott immunkomplexeket Western blot kisérlettel vizsgaltuk, TIMAP, IRAK1 és PLK4

specifikus antitestek felhasznalasaval.
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33.abra. A TIMAP fehérje kolcsonhatasanak vizsgalata PLK4 és IRAK1 kinazzal.
A) TIMAP specifikus antitest felhasznaldsaval kezeletlen, illetve PLK4 specifikus
inhibitorral kezelt (YLT-71) BPAEC sejtlizatumbol immunprecipitaciot végeztiink. A
kapott IP komplexet SDS-PAGE segitségével vilasztottuk el, majd a kélcsonhatasokat
Western blot kisérlettel TIMAP, PLK4 és B) IRAKI specifikus antitesttel vizsgaltuk.
Kontrollként nyul szérumot hasznaltunk.

Eredményilink igazolta a TIMAP kolcsonhatasat a PLK4 kinazzal (33.A.abra). A
kolcsonhatas tovabbi vizsgalatdhoz a kezeletlen endotél sejtek mellett, specifikus PLK4
inhibitorral (YLT-11) kezelt endotél sejteket hasznaltunk fel az immunprecipitacios
kisérletben (33.A.abra). Az inhibitorral kezelt sejtekben a PLK4 és TIMAP kolcsonhatasa
a kezeletlen sejtekkel ellentétben mar nem volt kimutathatd. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a PLK4 kinaz feltehetéen részt vehet a TIMAP Ser69 foszforilaciojaban. A
TIMAP és IRAK1 fehérjék kozott nem detektaltunk kdlcsonhatast az immunprecipitacids
kisérlettel (33.B.abra).

A TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilaciojanak hatiasa a sejtmigraciora

A sejtfrakcionalasi és immunfluoreszcencias kisérleteink soran a TIMAP S69D fehérjét
nagy mennyiségben tudtuk kimutatni a sejtmembranban. Igy felvetddott a kérdés, hogy
ezen oldallanc foszforilacioja hatassal lehet-e az endotél sejtek barrier funkciojara, amit
ECIS méréssel vizsgaltunk meg (34.abra). A BPAEC sejteket ECIS tenyészté edényben
novesztettilk, majd emlds expresszidora alkalmas vad tipusi ¢és mutans TIMAP
plazmidokkal transzfektaltuk és mértiik a rezisztencia értékeket. A TIMAP kiilonb6zo
foszforilaciés formdit utanzé6 rekombindns fehérjéket overexpresszalo sejtek
ellenallasaban nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket, ami arra utal, hogy a Ser69-es
oldallancon torténd foszforilacid nincs hatassal az endotél sejtek barrier funkcidjara

(34.A.4bra).
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Korabbi irodalmi adatokbol tudjuk, hogy a PLK4 szerepet jatszik az oszteokarcindma és
embrionalis vese Sejtek motilitasaban [143, 144]. Mivel kolcsonhatast mutattunk ki a
TIMAP és a PLK4 koz6tt (33.A.abra), indokoltnak tartottuk megvizsgalni a PLK4 hatasat
TIMAP fehérjéket expresszalo endotél sejtek konfluens rétegén nagyfesziiltségii
elektromos arammal pontos és jol meghatarozott méretii sebet hoztunk létre. A
sebgyogyulas kinetikajat az id6 fliggvényében az ellenallas mérésével hataroztuk meg. A
TIMAP S69D fehérjét expresszald endotél sejtek esetében szignifikansan gyorsabb
sejtmigraciot detektaltunk, ezek a sejtek hamarabb nétték be a sebzett teriiletet a vad
tipusuy, illetve a TIMAP S69A fehérjét expresszalo sejtekhez képest. A kapott eredmény
arra utal, hogy a TIMAP Ser69-es oldallancanak foszforilacioja fokozza a sejtek
migracios képességét (34.B.abra). Ezt kovetden megvizsgaltuk a vad tipust és mutans
TIMAP fehérjéket expresszalo sejtek S-1-P kezelést kdvetd a sebgyogyulasi sebességét.
A szfingozin-1-foszfat (S-1-P), a szfingozin metabolizmus soran keletkez6 lipid
funkcio stabilitasat [145, 146]. Az S-1-P hatasara a vartaknak megfeleléen felgyorsult a
sejtek sebgyogyulasi folyamata a kezeletlen sejtekhez képest (34.B.abra). Amikor a
sebgydgyulasi vizsgalat soran a transzfektalt endotél sejteken az S-1-P kezelést kovetden
PLK4 inhibitort (YLT-11) is alkalmaztunk, a vad tipusu illetve TIMAP S69A fehérjéket
expresszald sejteknek csokkent a sebgyogyulasi sebessége, azonban a foszforilaciot
utanzo TIMAP S69D fehérjét expresszalo sejtekét nem befolyasolta az inhibitor kezelés
(34.B.abra). Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a TIMAP Ser69-es oldallancanak
foszforilacidja fokozza a sejtek migracios képességet és ezen oldallanc foszforilacidjaban

a PLK4 kindz jatszhat szerepet.
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34.abra. TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilaciojanak hatiasa az endotél sejtek
barrier funkcidjara és a sejtmigraciora. A) BPAEC sejteket SWI0E ECIS 8 elektrodas
tenyészté edényben novesztettiik, majd pCMV-myc TIMAP (WT), pCMV-myc TIMAP
S69A ¢s pCMV-myc TIMAP S69D plazmidokkal transzfektaltuk. A transzfekcio utin 24
oraval 4000Hz-en mértiik a rezisztenica értéket. Az abra harom reprezentativ mérés
eredményét mutatja. (n=3) B) A sejtmigracio vizsgalatihoz kezeletlen transzfektalt
sejteket, valamint transzfektalast kovets S-1-P-vel (1uM, 30 perc) kezelt, illetve S-1-P
kezelést koveté YLT-11-el (0,5uM, 30 perc) kezelt transzfektalt sejteket haszndltunk. A
konfluencia szint elérését kovetd kezelések utan 30 masodpercig 5 mA erdsségii 60 KHz
frekvenciaju drammal az elektrodok feliiletén kiégettiik a sejteket és kovettiik a
rezisztencia értéket a sebzés begyogyulasaig, majd meghataroztuk a sejtmigrdcio
sebességét. Az abra harom reprezentativ mérés eredményét mutatjia. (n=3) A
szignifikancia szinteket *-al jeloltik. p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***).
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8. Megbeszélés

A fehérjék reverzibilis foszforilacioja és defoszforilacidja az egyik legyakoribb
poszttranszlacios modositds, mely fontos szerepet jatszik a sejtekben zajlo
szignalutvonalak szabalyozasaban [147]. A fehérjék foszforilacios allapota a protein
kinazok és protein foszfatazok aktivitasanak egyensulyatol fiigg. A tiid6 artéria endotél
sejtek az erek lumen feldli oldalat bélelik egy régben, ahol féligatereszté gatként
funkciondlnak a vér és az interstitium kozott. Az érrendszerben bekdvetkezd strukturalis
valtozasok, mint a fehérjék foszforilacidja / defoszforilacidja vagy a megvaltozott
vazoaktiv anyagok termelédése olyan sulyos betegségek kialakulasahoz vezethet, mint az
akut respiracios distressz szindroma (ARDS), a tiidégyulladas vagy a tiid6odéma [148].
A protein foszfataz 1 regulator alegysége a TIMAP, magas szinten expresszalodik endotél
sejtekben, ahol barrier szabalyz6 szerepet tolt be [22, 60]. Szamos TIMAP fehérjével
kolesonhato partnert és szubsztrat fehérjét azonositottak, melyeken keresztiil kozelebb
juthattunk az endotél sejtekben betoltott funkcidjanak megértéséhez.

A TIMAP uj kolcsonhatd partnerének keresése soran az ANXA2 fehérjét azonositottuk
endotél sejtekben, amely az annexin csalad egyik leginkabb tanulmanyozott tagja. A két
fehérje kozotti kdlecsonhatast pull-down és immunprecipitacios kisérlettel is kimutattunk,
valamint a kdlcsonhatas kozelebbi vizsgalata soran igazoltuk, hogy az ANXA2 a TIMAP
N-terminalis részén talalhato 1. 2. és 3. ankyrin ismétlddéseihez kotddik. Az eddig
azonositott dsszes TIMAP szubsztrat és kolcsonhatod fehérje az N-terminalis régioval
lépett kolcsonhatasba (1-290aa), ami nem meglepd, hiszen ezen a région talalhatok a
fehérje-fehérje interakciok kialakitasaban szerepet jatszé ankyrin ismétlddéseket [149].
A fehérje C-termindlis részével, amely rendezetlen régiokbol all, kolcsonhatd fehérjét
még nem azonositottak [133].

A TIMAP fehérje egy potencidlis nuklearis lokalizacios szigndl szekvenciat és egy
prenilacios CAAX-box motivumot is tartalmaz, melynek koszonhetéen tiid6 artéria
endotél sejtek plazmamembranjaban és a sejtmagjaban is megjelenik [133]. Az endotél
sejtek membran régiojaban detektaltunk kolokalizaciot az ANXAZ és TIMAP fehérjékre
immunfluoreszcens festéssel. A fehérjék egyiittes megjelenése a membranban a PKC
aktivacio hatasara fokozodott. A PKC aktivalas és a TIMAP csendesités egyarant az
ANXA2 membranban val6 duasulasat valtotta, ki utalva arra, hogy az ANXAZ2

lokalizacidja foszforilacid fliggéen valtozik. Szdmos poszttranszlacids moddositast
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azonositottak az ANXAZ fehérjén, amely befolyasoljadk miikodését, szubcellularis
lokalizacigjat és mas fehérjékkel vald kolesonhatasait [91].

Szamos irodalmi adat utal arra, hogy az ANXA2 a PKC szubsztratja, mert kapcsolatot
talaltak a fehérje és a PKCe, PKCa valamint PKCB kozott [122, 125, 150]. Az
irodalomban az ANXA2 Ser25-6s oldallancat potencialis PKC foszforilacios helyként
irtak le [125, 151]. In vitro PKC foszforilacios kisérletiinkben kimutattuk az ANXA2
Ser25-6s oldallanc PKCa altali foszforilaciojat. A PKCa csendesitett endotél sejtekben
az ANXA2 mennyiségében nem tapasztaltunk valtozast, azonban a foszfo-Ser25 ANXA2
nem adott jelet, amely igazolta a PKC szerepét az oldallanc foszforilacigjaban az endotél
sejtekben. Megjegyzend, hogy a korabban azonositott TIMAP-PP1c komplex
szubsztratok, az endotelint konvertalé enzim-1 és az ERM fehérjék is a PKC-altal
foszforilalodnak [22, 35]. Emellett a PKC magat a TIMAP fehérjét is foszforilalja a
Ser331-es oldallancon [84], ezért megvizsgaltuk, hogy ezen oldallanc foszorilacidja
hatassal van-e az ANXA2 fehérjével valo kolcsonhatasra. Eredményeink szerint a
TIMAP Ser331-es oldallanc foszforilacidja nem befolydsolja az ANXA2 fehérjével vald
kolecsonhatésat.

Bar az ANXA2 foszforilaciojanak élettani szerepe még mindig nem teljesen ismert,
szamos tanulmany azt sugallja, hogy a foszforilacio befolyasolhatja a fehérje sejten beliili
lokalizaciojat és ezaltal szabalyozza annak sejtben betoltott funkcioit [122, 152]. TIMAP
sejtmembranba. Liu és munkatarsai LNCaP sejteken végzett tanulmanyaban Kimutatta,
hogy az ANXA2 Serll és Ser25 oldallanc egyidejt foszforilacidja hatassal van a fehérje
lokalizaciojara, ugyanis mind a két oldallanc foszforilacija megakadalyozta a fehérje
sejtmagban valo megjelenést [153]. Emellett kimutattak, hogy az endotél sejtekben az
ANXAZ2 kolcesonhatasba 1ép a VE-kadherinnel, szabalyozva a sejtek mozgékonysagat és
az aktin dinamikajat [154]. MDCK sejtek esetében az ANXA2-S100A10 komplex az E-
kadherin alapt adherens kapcsolatok kialakulasaban vald érintettségérdl szamoltak be
[155]. Ezen eredményekkel 6sszhangban az altalunk is kimutatott foszfo-Ser25 ANXA2
membran lokalizacidja, hangsulyozza szerepét a sejt-sejt kolcsonhatasokban és az endotél
sejtek altal kialakitott gat szabalyozasaban. Ezzel 6sszhangban az ANXA2 csendesitése
csOkkentette a sejtek bazalis rezisztencidjat és migracids sebességiiket. Zhang ¢és

munkatarsai kimutattak, hogy az ANXAZ2-specifikus siRNS-sel torténd csendesitése

72



jelentésen gatolta a fibroblasztokkal egyiitt tenyésztett hepatocellularis karcinoma sejtek
migracigjat és invaziojat in vitro kisérletekben [156].

Az ANXA2 defoszforilaciojaért felelos foszfatdzrol a szakirodalomban nem talalhato
adat. A foszfataz regulator TIMAP fehérjével valod kolcsonhatdsa alapjan feltételeztiik és
sikeresen igazoltuk is, hogy az ANXA2 Ser25-6s oldallancanak defoszforilaciojanak
szabalyozasaban részt vesz a TIMAP-PP1c komplex. A TIMAP fehérjének, mint a PP1c
regulator alegységének csendesitése hasonloan a PP1 tautomicetinnel torténé gatlasahoz,
szignifikansan megemelte a foszfo-Ser25 ANXA2 mennyiségét endotél sejtekben,
megerdsitve azt a feltételezésiinket, hogy az ANXA2 defoszforilaciojaban a TIMAP-
PP1c komplex vesz részt.

Az ANXA2 S100A10 fehérjével alkotott komplexét szamos kisérletben vizsgaltak,
ugyanis az S100A10 kotédése az ANXA2-hoz az ANXA2 szamos funkciojat
szabalyozza. A monomer ANXA?2 ¢és a heterotetramer ANXA2 biokémiai tulajdonsagai
jelentdsen eltérnek [157]. Az SI00A10 ANXA2-vel vald kotddése csokkenti az ANXA2
membranban valé megjelenést, valamint a kdlcsonhatasnak kdszonhetéen az S100A10
fehérje védve van a proteoszomalis degradaciotol [158, 159]. A PKC PMA-val torténd
talaltunk kolcsonhatast a foszfo-Ser25 ANXA?2 és az S100A10 fehérje kozott. Hasonlo
eredményt mutattak ki He és munkatarsai, akik arrdl szamoltak be, hogy az endotél
sejtekben a plazmin indukalja a PKC aktivalasat, amely foszforilalja az ANXA2 fehérjét
a Serll-es és Ser25-6s oldallancon, melynek hatasara az ANXA2-S100A10 komplex
disszocial [122]. Az S100A10 az ANXA2 N-terminalis régidjahoz kotodik, valamint a
Ser25-6s oldallanc is ezen a région helyezkedik el, ezért feltételezhetd, hogy a Ser25-6s
oldallancon torténd foszforilacio konformacios valtozast idéz eld a fehérje ezen részén,
tanulmanyozott, de a komplex szabalyozasarol nincs egységes vélemény [106]. Ugy
tlinik, hogy az ANXA?2 szabalyozas sejtspecifikus, ami tovabb tiikrozi a sokféle jelatviteli
ut megismerésének fontossagat.

Eredményeink Osszességében kimutattdk az ANXA2 és a TIMAP-PPlc komplex uj
kolcsonhatasat, valamint egy foszforilacio fiiggd szabalyozast, amely befolyasolja az

endotél sejtek migraciojat és barrier funkciojat.
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35.abra. Az ANXA2 foszforilacioja és defoszforilacidja. 4z ANXA2 fehérje PMA
kezelés hatasara a PKCo dltal Ser25-0s oldallancan foszforilalodik, majd a sejtek
membranjaban dusul fel. A PPlc tautomicetinnel, vagy a reguldtor alegységének
csendesitésével torténd gatlasaval az ANXA2 Ser25-0s oldallancanak foszforilacios
szintje nd, ezzel igazolja, hogy az ANXA2 Ser25-6s oldallincanak defoszforilacéjaért a
TIMAP-PP1c komplex felelos.

Phosphosite Plus adatbazisban torténd kereséssel soran szamos potencialis Ser/Thr és Tyr
foszforilacids oldallancot talalunk a TIMAP fehérjén. A fehérjét a Ser337-es oldallancon
a PKA, mig a Ser333-as oldallancon GSK3p kinaz képes foszforilalni [22, 88]. Munka
csoportunk tovabba korabban kimutatta a TIMAP Ser331-es oldallancanak PKC altal
foszforilaciojat is [84]. A Ser69 foszforilacios hely a TIMAP elsddleges szekvenciajaban
a PP1-k6té6 motivumhoz és az NLS-hez valo kozelsége miatt, felveti a kérdést, hogy
foszforilacios 4llapota befolydsolhatja-e a PP1 kotd képességét, vagy a TIMAP
szubcellularis lokalizaciojat.

A foszforilacid tanulmanyozashoz foszforilaciot utanzé S69D és nem foszforilalhato
S69A TIMAP rekombinans fehérjéket hoztunk létre, majd pull-downt kisérletekkel
kimutattuk, hogy a PP1c és a TIMAP fehérjék kozotti kdlesonhatast nem befolyasolja a
Ser69-es oldallanc foszforilacioja. A  TIMAP  Ser333/Ser337-es oldallancok
foszforilacidja, ugyan nem valtoztatjdk meg a TIMAP-PP1c ko6tddését, de novelik a
komplex aktivitasat a foszfo-ERM szubsztrat felé és a barrier funkcid szabalyozasaban
barrier stabilizal6 hatassal rendelkeznek [22]. A TIMAP fehérje PKC altali foszforilacidja
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a Ser331-es oldallancon egy gatld hatasu foszforilacid, amely csokkenti a foszfo-ERM
defoszforilacidjat és igy a barrier diszfunkcidjat eredményezi [84]. A vad tipusu és a
Ser69 foszfomutans TIMAP fehérjék azonban azonos mértékben kotédtek az ERM és a
foszfo-ERM fehérjékhez. Ennek ellenére nem zarhato ki, hogy egy még nem azonositott
TIMAP kolcsonhato partnerrel valo kdlesonhatast ezen foszforilacios hely befolyasolna.
A TIMAP fehérje C-terminalis részén 1év6 prenilacios motivum lehetdvé teszi a fehérje
sejtmembranjaban valo lokalizaciojat. A TIMAP kolcsonhatd partnereként azonositott
RACKI1 kotési feliiletet biztosit a TIMAP és a farnezil-transzferaz enzim szamara, ami
biztositja a TIMAP prenilacidjat és az ezt kovetd membranban valdé megjelenését, ahol a
PP1 regulator alegységeként betdltheti barrier védé szerepét [76]. Pull-down kiséreti
eredményeink alapjan a RACK1 egyarant kétodik mind a foszforilaciot utanzo, mind a
foszfonull Ser69 TIMAP mutansokhoz, ami azt sugallja, hogy a TIMAP membran
lokalizacidja a Ser69 foszforilaltsagatol fiiggetlen lehet. Immunfluoreszcens festéssel és
sejtfrakcionalédssal ezt meg is erdsitettiikk. A foszforilacidt utanzé S69D TIMAP mutans
fehérje azonban jellemzden a sejtmembranban dusul, és ezek a sejtek eltéré fenotipust

mutattak a kontroll sejtekhez képest.

A Ser69-es oldallanc foszforilacidjaért felelés potencidlis protein-kinazokat kindz
specifikus foszforilacios predikcids szofter segitségével kerestiik. A legmagasabb talalati
arannyal a PLK4 rendelkezett, amelyr6l immunprecipitacios kisérlet soran kimutattuk,
hogy kolcsonhat az endogén TIMAP-al az endotél sejtekben. A PLK4-et el6szor tumor
szuppresszioban és a mitotikus folyamatokban mutatott funkcidja alapjan azonositottak
[160]. A centriole duplikacioban betoltott szerepe mellett egyre tobb a bizonyiték arra,
hogy a PLK4 kulcsfontossagu szerepet jatszik a sejtek mozgékonysagaban [143, 144].
fokozza, hanem a sejtmembran kitiiremkedésekben is koncentralodik [143]. A TIMAP
S69D-t expresszalo sejtek immunfluoreszcens festése soran hasonld fenotipust talaltunk,
a sejtek fokozott membran nyulvanyokat és filopodia képzédést mutattak. Az endogén

PLK4 a mozgd sejtek filopodiumaiban, lamellipédiumaiban lokalizalodik ¢és a

crer

crer

TIMAP fehérjét expresszalo sejtek migracios sebessége szignifikansan magasabb volt,

mint a vad tipusu vagy S69A TIMAP-ot expresszalo sejteké. Az S-1-P, amely fokozza a
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cres

migracios sebességét, de a YLT-11 hozzaadasa, amely egy PLK4 inhibitor [161],
blokkolta az S-1-P altal eldidézett sejtmigraciot a vad tipusu és foszfonull TIMAP fehérjét

expresszalo sejtekben.

Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a TIMAP S69-es oldallanca reverzibilis
foszforilacioval moddosulhat és a foszforilaciot a PLK4 kindz szabélyozhatja.

Eredményeink bizonyitjak, hogy a TIMAP S69 foszforilacidja szerepet jatszik az endotél

cyey

- <
Ser333 Ser337 Ser331
Barrier stabilizalas Barrier diszfunkcio Fokozott sejtmigracio

36.abra. A TIMAP foszforilaciés allapotainak élettani hatasa. A TIMAP fehérje
Ser337-es oldallanc foszforilaciojaért a PKA, mig a Ser333-es hely esetében pedig a
GSK3p felelés. Az igy kétszeresen foszorilalt TIMAP részt vesz a foszfo-ERM
defoszforilaciojaban, amely a barrier stabilitasat eredményezi. A Ser331-es oldallanc
foszforildciojért a PKC felelds. A Ser331-es oldallinc foszforilacidja csokkenti a foszfo-
ERM defoszforilaciojat és igy a barrier diszfunkciojat eredményezi. A TIMAP Ser69-es
oldallancanak foszforilacojért a PLK4 kinaz felelds. A foszforilacio nincs hatassal az

crer
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9. Osszefoglalas

Endotél sejtekben a Ser/Thr specifikus foszfatazok koziil az egyik legjelentésebb a PP1
enzim, mely egy katalitikus és egy regulator alegységbdl all. llyen regulator alegység
csalad a miozin foszfataz regulator alegység, azaz MYPT fehérje csalad, melynek tagja
az endotél sejtekben magas expresszid szinttel rendelkezd TIMAP fehérje.

A TIMAP endotél sejtekben betdltott funkcidjanak vizsgalatakor, 1) kdolcsonhatd
partnerének keresése soran az ANXAZ2 fehérjét azonositottuk. Kimutattuk, hogy az
ANXA2 Ser25 oldallancanak foszforilaciojat az endotél sejtekben a PKC enzim
katalizalja. Az ANXA?2 foszforilacids szintje nagymértékben megndtt a PP1 gatlasa és a
szabalyoz6 alegysége, a TIMAP csendesités hatasara, ami arra utal, hogy TIMAP-PP1c
holoenzimnek szerepe van az ANXA2 defoszforilaciojaban. Immunfluoreszcens
kisérletekkel és szubcellularis frakcionalassal az endogén ANXA?2 foleg a citoplazmaban
¢s sejtmagban volt kimutathatd, mig a Ser25-6s oldallancon foszforilalt ANXAZ2-t
elsdsorban a membranban detektiltuk. Az ANXA2 TIMAP fehérjével valod
kolokalizacigjat szintén az endotél sejtek membranjaban mutattuk ki. Az ANXAZ2
foszforilacidjaval parhuzamosan, a S100A 10 fehérjével valo kolcsonhatasa megsziint. Az
ANXA?2 csendesités hatasara gyengiilt a bazalis endotelialis gat és a sejtmigracio, de a
fehérje hidnya a sejtek proliferaciojat vagy ¢Eletképességét nem befolyasolta.
Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az ANXA2 PKC-vel és PPl-gyel torténd
szabalyozasa kulcsfontossagu szerepet jatszhat az endotél sejtek jelatvitelében, kiilonosen
a barrier funkcidban és a sejtmigracioban.

A TIMAP fehérje Ser69-es oldallanc reverzibilis foszforilacidjanak vizsgalatahoz vad
tipusu foszforilaciot utanzé S69D és nem foszforildlhato S69A rekombinans TIMAP
fehérjéket hoztunk 1étre. Kimutattuk, hogy a Ser69-es oldallanc foszforilacioja nem
befolyasolja a TIMAP PP1c-vel, ERM-el vagy RACKI1 fehérjékkel vald kolcsonhatasat.
A fehérjék lokalizacidjanak vizsgalatakor azonban a foszforilaciét utdnzé mutdnst
expresszalo sejtekben a TIMAP S69D fokozott membran lokalizaciot mutatott. A TIMAP
S69D fehérjét expresszalo sejtek membranjan ezen kiviil megndvekedett szdmi membran
kitiiremkedést figyeltiink. ECIS méréseink azt igazoltak, hogy az S69D mutanst
expresszald sejtek gyorsabb sebgyogyulasi és migracios sebességgel rendelkeztek.
Immunprecipitacios kisérlettel a TIMAP és PLK4 kinaz kozotti kdlesonhatast mutattunk

ki, amely feltehet6en részt vehet a TIMAP Ser69-es oldallancanak foszforilacidjaban.

7



10. Summary

In endothelial cells, PP1 enzyme is one of the main Ser / Thr-specific phosphatases,
consisting of a catalytic and a targeting regulatory subunit. One type of the regulatory
subunit families is the myosin phosphatase regulatory subunit (MYPT) protein family and
its member protein, TIMAP has high expression level in endothelial cells.

ANXAZ2 protein was identified in the study of TIMAP function in endothelial cells and
in a search of its new interacting partners. We have shown that phosphorylation of Ser25
side chain of ANXAZ2 in endothelial cells is catalysed by the PKC enzyme.
Phosphorylation level of ANXAZ2 at Ser25 increased greatly by inhibition of PP1 or by
depletion of its regulatory subunit, TIMAP, implying the role of this PP1 holoenzyme
form in the dephosphorylation of ANXA2. By immunofluorescence experiments and
subcellular fractionation endogenous ANXAZ2 was revealed mainly in the cytoplasm and
nucleus, whereas Ser25 phosphorylated ANXAZ2 was detected primarily in the membrane.
Localization of ANXA2 with TIMAP protein was also detected in the membrane of
endothelial cells. In parallel with the phosphorylation of ANXAZ2, the interaction with the
S100A10 protein was abolished. ANXA2 depletion lowered the basal endothelial barrier
and inhibited cell migration, but the lack of protein had no significant effect on cell
proliferation or viability. Our results demonstrate that regulation of ANXA2 by PKC and
PP1 may play a role in endothelial cell signaling, especially in barrier function and cell
migration.

To study reversible phosphorylation of the Ser69 side chain of TIMAP protein, wild-type,
phosphomimic S69D and phosphonull S69A recombinant TIMAP proteins were made.
We have shown that phosphorylation of the Ser69 of TIMAP had no effect on the
interaction with PP1c, ERM or RACK1 proteins. However, S69D TIMAP showed
enhanced membrane localization in cells overexpressing this phosphomimic mutant form.
In addition, an increased number of membrane protrusions were observed on the
membrane of cells overexpressing TIMAP S69D protein. Significantly faster wound
healing and migration rate of the S69D mutant overexpressing cells were detected by
endothelial barrier resistance measurements (ECIS). By immunoprecipitation
experiment, specific interaction was shown between TIMAP and polo-like kinase 4

(PLK4), which may be a potential kinase to phosphorylate Ser69.
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