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1. Irodalmi attekintés

1. 1. Az endotél sejtek és élettani szerepiik

Az endotél sejtek (EC) az érrendszer egyik legfontosabb szabalyozo elemei, ugyanis
egy félig ateresztd monolayer sejtréteget (endotéliumot) alkotva valasztjak el a kering6 vért a
kornyez6 szovetektol. Szabalyozzék az erek rugalmassagat, a vérerek ateresztoképességét, a
véralvadas és a gyulladasi folyamatokat. Az endotéliumot alkot6 sejtek szerkezete, illetve
funkcionalis integritasa kitiintetett szereppel bir az érfal és a megfeleld keringés fenntartasaban.
Az extracellularis matrix (ECM) elengedhetetlen az EC érképzési folyamataiban,
fenntartasaban. Az EC-k a keringésen beliili fizikai, illetve kémiai ingerekre reagalnak, ezéltal
szabalyozzak tobbek kozott a véralvadast, a vazomotoros tonust, valamint az immun-, €s

gyulladasos valaszokat. Kulcsfontossagliak a vaszkulogenezis és angiogenezis folyamataiban.

1.2. Az angiogenezis folyamata

A kezdeti vérerek az embridban az un. vaszkulogenezis révén képzédnek, mely soran a
prekurzor sejtek (angioblasztok) EC-ké differencialodnak és vaszkularis labirintust alkotnak.
Ezzel szemben az angiogenezis soran 11j erek keletkeznek a meglévé érrendszerbdl, amely az
érhaldzat bovitéséért és kialakulasaért felelés. Az angiogenezis szamos ¢élettani folyamatban
jatszik fontos szerepet, példaul fejlédésben, szaporodasban és sebgyodgyulasban, ugyanakkor
patologias folyamatokban, példaul daganatos megbetegedésekben is kiemelt jelentdséggel bir.
Az angiogenezis egy erésen szabalyozott folyamat, amelyben szamos oldhat6 és membranhoz
kotott molekula, valamint egyéb faktorok vesznek részt. Ezt a folyamatot kiilonb6z6 citokinek,
novekedési faktorok és matrixfehérjek irdnyitjak. Ilyen szabalyozd molekula példaul az
vaszkularis endotél novekedési faktor (VEGF), az angiopoietinek és Tie receptorok,
transzformalo novekedési faktor béta (TGF-P) és a fibroblaszt névekedési faktor (FGF) csalad
tagjai. Az angiogenezis elsé 1épése az aktivacio, amelynek f6 modulatorai az alacsony oxigén-
¢és tapanyagellatas, valamint a gyulladas. Ezen fizioldgias allapotok kiilonboz6 folyamatok
révén fokozzak a citokinek és egyéb novekedési faktorok expresszidjat. Kronikus gyulladas
kovetkeztében az EC-k aktivalodnak, amely tovabb serkenti az érrendszeri csirazast,

rendellenes érszerkezetet és funkcidt eredményezve.



1.3. Protein foszfatazok

A fehérjék reverzibilis foszforilacidja szamos sejtfolyamat szabalyozasanak alapjat
képezi. Eukariota sejtekben a fehérjék Ser, Thr és Tyr oldallancokon foszforilalodhatnak. A
fehérjék foszforilacids allapota az élettani sziikséglettdl fliggéen valtozik, melyet a protein
kinazok, illetve protein foszfatazok szabalyoznak. A protein foszfatdzok a foszfoproteinekrdl
foszfat csoportot tavolitanak el, mikdzben foszforsav-monoésztereket hidrolizalnak
foszfatcsoportta és szabad hidroxil csoportot tartalmazé molekulava. Szubsztratspecificitasuk
alapjan a protein foszfatdzokat harom csoportba soroljak: Ser/Thr specifikus foszfatazok, Tyr
specifikus foszfatazok, illetve vannak kettds specificitassal rendelkezd protein foszfatazok. A
Ser/Thr specifikus protein foszfatazok szerkezetiik alapjan lehetnek foszfoprotein foszfatazok
(PPP), fémion fiiggd protein foszfatdzok (PPM), valamint CTD-foszfatazok (FCP/SCP). A
PPP-ket tovabbi hét alcsaladba lehet sorolni: PP1, PP2A, PP2B (kalcineurin), PP4, PP5, PP6,
PP7.

1.4. A protein foszfataz 2A (PP2A) szerkezete

A PP2A egy széles korben tanulmanyozott Ser/Thr specifikus protein foszfatdz, szdmos
sejttipusban expresszalodik, illetve tobb biologiai folyamatban is fontos szerepet jatszik. A
sejtekben a PP2A heterodimer és heterotrimer formaban is eléfordulhat. A szerkezeti A
alegységbdl (PP2A A/ PPP2ARI1/PR65) és katalitikus C alegységbdl (PP2A C/PPP2C) allo
heterodimer formahoz (core dimer) kotddhet a regulator B alegység, kialakitva a heterotrimer
format. Mind a szerkezeti A alegység, mind a katalitikus C alegység két kozel azonos
nukleinsav szekvencidjii izoformaval rendelkezik. Heterotrimer formédban a szerkezeti
funkcioval biré PP2A A alegységéhez eldszor a katalitikus C alegység kotodik, megkonnyitve
ezzel a regulator alegység, illetve az egyéb szubsztratokkal torténd kolcsonhatas kialakitasat. A
regulator B alegység csaladnak négy, szerkezetileg eltérd fehérje alcsaladja van (B/B55/PR5S,
B’/B56/PR61, B”/B72/PR72, B’”/PR93(SG2NA)/PR110(Striatin). Az alcsaladok tagjai nem
mutatnak szerkezeti hasonldsagot, valamint a valtozatossagot tovabb fokozza az alcsalddokon
beliil eléforduld tobb izoforma. A regulator alegységek alcsaladtol €és izoformatdl fiiggetleniil
biokémiai vizsgalatok is igazoltak, hogy a kiilonb6z6 B regulator alegységek hatarozzak meg a

holoenzimek sejten beliili lokalizacidjat és szubsztratspecificitasat. A lehetséges A-B-C



alegységekbdl felépiildé holoenzimek szamat 96-ra becsiilik, azonban a valoban 1étezd

komplexek pontos szama nem ismert.

1.5. A PP2A bioldgiai funkciodja

A PP2A holoenzim valtozatos szerkezetébdl adoddan tobb bioldgiai folyamatban is
szerepet jatszik, mint példaul a sejtciklusban, a DNS replikdcioban, a transzkripcidban és
transzlacidban, a jelatvitelben, a sejtproliferacidban, a citoszkeleton dinamikéjaban, a sejtek
mozgéasaban, valamint az apoptozisban is. Virdlis fehérjékkel torténd kolcsonhatasa révén
befolyasolja a sejttranszfomdciot, valamint tumorszupersszor hatdsat is kimutattdk. A
holoenzim szerkezetét6l fliggéen képes elGsegiteni, mind a pro-, mind az anti-apoptotikus
jelatviteli folyamatokat. A citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban a kiilonb6z6

citoszkeletalis és mikrotubulushoz kotott fehérjék defoszforilacidja révén jatszik szerepet.

1.6. A flotillin-1 fehérje

A flotillin fehérje csaladod a flotillin-1 (reggie-2) és a flotillin-2 (reggie-1) fehérjék
alkotjdk. Ezen fehérjék szdmos sejttipusban megtalalhatoak, bar a fehérjék lokalizacioja
sejttipusonként valtozd. A flotillin fehérjék szerkezeti jellemzdje az N-terminalis végen
talalhatdé SPFH (stomatin, prohibitin, flotillin és HfIK/C) vagy mas néven PHB (prohibitin)
domén, valamint a C-termindlis région talalhaté alaninban és glutamétban gazdag révid
ismétl6dé motivumok (flotillin ismétlddések). Ezen fehérjék olyan membranfehérjék, melyek
a sejt felszini receptorok és a citoszkeleton kozti kapcsolatok kialakitasaban, illetve a jelatviteli
folyamatokban jatszanak szerepet. A flotillin-1 poszttranszlacidos moddositasait tekintve,
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egyetlen palmitoilaciods hely (Cys®¥) ismert, valamint a Fyn kinaz a fehérjét a Tyr'® oldallancon

foszforilalja.

1.7. A thrombospondin-1 (TSP1) fehérje

A thrombospondinok (TSP-k) matricellularis glikoproteinek, melyek szamos
sejttipusban expresszalodnak. Fizioldgias koriilmények kozott alacsony szinten vannak jelen az
ECM-ben, azonban szovetkarosodds vagy koros allapotok esetén expresszids szintjiik
szignifikansan megemelkedik. A TSP fehérjecsaladot 6t fehérje alkotja (TSP1, TSP2, TSP3M
TSP4 ¢és TSP5/COMP). A TSP fehérjék kulcsfontossagl szerepet jatszanak a sejt-sejt és sejt-



matrix kozti kommunikacio kialakitasaban. A TSP1 fehérjét el6szor, mint ,,thrombin-érzékeny”
fehérje azonositottak. Szamos sejttipus szekretalja, tobbek kozott az EC-k is. Szerkezetét
tekintve a TSP1 egy amino-terminalis (N-terminalis) és egy karboxil-terminalis (C-terminalis)
globularis doménbdl, egy homolog prokollagén (PC) régiébol (mas néven von Willebrand C
ismétlédésbol (VW) all, melyet harom specifikus ismétlodo szekvencia kovet: az 1-es, 2-es
¢s 3-as tipusu ismétlédo szekvencia (TSR). A domének tobb kiilonb6zé molekula megkotésére
képesek, ebbdl adéddan a fehérje széleskorli funkcioval rendelkezik. Az integrinekkel valod
kolcsonhatdsa révén szerepet jatszik a sejttapadasban, migracioban, proliferacidban ¢és
terjedésben, ezaltal befolyasolva az EC-k bioldgiai funkciojat. Sokféle szabalyozo szerepet tolt
be a sejtfolyamatokban, de legjelentdsebb feladata, hogy kiillonb6zé kolesonhatasok révén
képes gatolni az angiogenezis folyamatat. A TSP1 poszttranszlacios modositasairol keveset

tudunk, azonban a fehérje szekvencidja szdmos potencialis helyet tartalmaz.



2. Célkituzés

Munkacsoportunk egyik kiemelt kutatasi teriilete a PP2A enzim szerepének részletesebb
feltarasa EC-kben. A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok csaladjaba tartozo PP2A szamos
fontos sejtfunkciot szabalyoz. Korabbi kutatasainkban kimutattuk, hogy a B55a regulator
alegységet tartalmazdé PP2A holoenzim kulcsszerepet jatszik az endotél barrier funkciod
szabalyozasaban, valamint a B-catenin defoszforilacidjaban. Jelenlegi munkank célja volt, hogy
tovabbi ismereteket szerezziink a PP2A holoenzim szubsztrat fehérjéirdl, illetve az EC-k
fiziologiai folyamataiban betdltott szerepérdl. Ennek érdekében a PP2A egy 1) kdlcsonhato
partnerének azonositdsat €s a kolcsonhatds fiziologias jelentdségének feltardsat terveztiik.

Ehhez alabbi kutatasi célokat tliztuk ki:

% Korabban létrehozott rekombinans GST-PP2A B55a fehérje felhasznalasaval 1j
kolcsonhato partner azonositasa EC-kben.

¢ Az Ujonnan felfedezett kolcsonhatd partner és a PP2A B55a fehérjék kozotti
kolesonhatds igazolasa pull down, Western blot, Far Western blot,
immunprecipitacios, illetve immunfluoreszcens technikakkal.

s A PP2A és a kolcsonhat6 partner enzim-szubsztrat kapcsolatanak feltérképzése,

kiilonos tekintettel az esetleges defoszforilacio szerepére az EC-k miikodésében

A PP2A szamos biologiai folyamatban jatszik fontos szerepet, mint példaul a sejtosztodas, a
citoszkeleton dinamikdja és a sejtmobilitds. Ezen kiviil tumorszuppresszorként is miikddik és
foszfataz aktivitasan keresztiil az EC-k angiogenezisére is hatassal lehet. Ezek alapjan szerettiik
volna a PP2A B55a szerepét megvizsgalni az angiogenezishez kapcsolodo jelatviteli

utvonalakban, az alabbi célkitiizéseken keresztiil:

0y ey

% A PP2A B55a fehérje deplécidjanak hatasanak vizsgélata az angiogenezishez
kapcsolddo fehérjékre Proteome profiler angiogenezis array felhasznalasaval.

% A kolcsonhatas feltérképezése molekularis biologiai technikakkal.

% A PP2A B55a ¢és a célfehérjéi kozotti kapesolat tanulméanyozasa, beleértve az
enzim-szubsztrat viszonyt.

s A PP2A B55a szerepének vizsgalata az angiogenezis soran az 1j kolcsonhatd

partner szabalyozasan keresztiil.



3. Anyagok és mddszerek

Polimeraz lancreakcio (PCR). A PP2A B55a, a flotillin-1 és a TSP1 kodold szekvenciajanak
cDNS-bdl, vagy templat szekvenciabdl torténd felsokszorositasahoz specifikus primer parokat
alkalmaztunk. A létrehozott DNS szekvenciakat bakterialis vagy emlOs expressziora alkalmas

vektorba klonoztuk.

Kvantitativ Real-Time PCR (QPCR). A reakciohoz Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mixet (Thermo Scientific) alkalmaztunk a gyart6 altal ajanlott protokoll alapjan. A mérésekhez

a LightCycler 480 Thermocycler (Roche, Basel, Svajc) miiszert hasznaltuk.

Agaroz gélelektroforézis és DNS tisztitas gélbol. A vizsgalandd DNS méretétd] fliggéen 0,9%-
1,2% agarozt, illetve 2000x higitasban GelRed (Biotium Inc) nukleinsav festéket tartalmazo
géleket hasznaltunk fel. A fragmentumok méretének ellenérzésére 1kb DNS 1étrat (Thermo
Fischer Scientific) alkalmaztunk. A futtatast 60-80 V-on végeztiik 1xXTAE pufferben. A gélbdl
UV megvilagitas mellett, steril szikével vagtuk ki a DNS savokat, majd Thermo GeneJET Gel
Extraction (Thermo Fischer Scientific) kit segitségével, a gyarté altal leirt protokoll alapjan a
DNS-t kinyertiik a gélb6l. A DNS elualasat 50-55°C-os vizflirddben nukleazmentes vizben

segitségével mértiik le.

Restrikcios emésztés. A klonozashoz hasznalt inzerteket és vektorokat, valamint a back-to-back
PCR soran felsokszorositott terméket a megfeleld restrikciés endonukleazokat tartalmazo
reakcio kozegben emésztettiik 1 oran keresztiil, 37°C-os vizfiirdében. A felhasznalt FastDigest

restrikcios endonukledzok mindegyike a Thermo Scientific™-t8l szarmazott.

Ligalas. Az el6zlleg restrikcios enzimekkel elokésztett vektort €s inzertet, illetve a linedris
back-to-back foszfomutans plazmidokat steril koriilmények kozott, T4 DNS ligaz enzim
(Thermo Fischer Scientific) jelenlétében 1 oran keresztiil szobahOmérsékleten, vagy egy
¢jszakan keresztiil 4°C-on inkubaltuk, majd a ligalasi elegyeket JM109 E.coli kompetens

sejtekbe transzformaltuk.

Transzformalas. A ligalasi elegyet 100ul JM109 E.coli kompetens sejthez mértiik és 20 percen
keresztiik jégen inkubdltuk. Ezt kovetden a mintdkat 45 masodpercig 42°C-os vizfiirddbe
helyeztiik, majd Ojra 2 percig jégen inkubaltuk. Ezutan 20mM gliik6z tartalmt SOC oldatot

adtunk a sejtekhez és 45 percen keresztiil, 37°C-on 180rpm fordulatszamon réazattuk, hogy



kialakuljon az antibiotikum rezisztencia. A transzformalt sejtekbdl antibiotikum tartalma LB-

agar plate-re szélesztettiink, melyeket egy éjszakan keresztiil 37°C-os inkubatorba helyeztiink.

Plazmid tisztitas és DNS szekvendltatas. A felnétt telepeket antibiotikum tartalmt LB
tapoldatba oltottunk és 16-18 oran keresztiik 37°C-on, 180rmp-en razattuk. A baktérium
sejtszuszpenzid mennyiségétol fliggden Thermo GeneJET Plazmid Miniprep Kittel (Thermo
Fischer Scientific), vagy GeneJET plazmid Maxiprep Kittel (Thermo Fischer Scientific)
tisztitottuk a DNS-t. Az izolalt DNS-t NanoDrop 2000 miiszerrel és restrikcidos emésztéssel
ellendriztiik. A Iétrehozott pontmutacidkat és a klonozas sikerességét szekvenaltatassal

validaltuk, amelyet a BIOMI Kft. (G6doll0) végzett.

Bakterialis fehérje expresszio optimalizalasa, GST-fuzios fehérjék termeltetése. A GST-
cimkével ellatott fehérjéket kodold plazmidokat BL21(DE3) E.coli kompetens sejtekbe
transzformaltuk. A leoltott telep 16-18 oOras razatasat kdvetden a sejtszuszpenziot 1:1000
aranyban higitottuk 2xYT oldatban és ODsoo: 0,5-1g ndvesztettiik a sejteket, 37°C-on, 180rpm-

crer

galaktozid (IPTG) és kiilonb6z6 homérsékleten (13°C, 25°C és 37°C) optimalizaltuk.

Rekombindns fehérjék tisztitasa. A baktérium sejteket proteaz inhibitor koktélt (1:1000)
tartalmazo lizis pufferben szuszpendaltuk, majd Branson Sonifer (AMS Materials) miiszerrel
homogenizaltuk. Ultrahangos kezelést kovetden mintat vettiink (total), majd a maradék feltart
lizatumot 12000 rpm-en, 4°C-on, 20 percen keresztiil centrifugaltuk. Ezt kovetden jabb mintat
vettiink (feltart minta), majd a feliiluszot el6zdleg 1x PBS-sel atmosott glutathion Sepharose

4B gyantara mértiik és 4°C-on forgattuk.

Tiid6 artéria endotél sejtek tenyésztése. Kisérleteinkhez marha tiido artéria EC-ket (BPAEC)
hasznaltunk. A sejteket 10% hdéinaktivalt FBS-t (Sigma Aldrich), 1% nem esszencialis
aminosavat (Lonza), 1% Na-piruvat-ot (Lonza) és 2mM L-glutamint tartalmaz6 komplett
médiumban (Minimum Essential Media, Lonza) tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO; tartalmu és
95% paratartalma inkubatorban. A BPAEC sejteket a 16.-21. passzaldsi szam kozott

hasznaltuk.

Transzfektalas, géncsendesités és kezelések. A 80%-os konfluenciaval rendelkez6 BPAEC
sejteket Lipofectamine 3000 és P-reagens felhasznalasaval (InvitrogenTM; #L.3000015)
transzfektaltuk a rekombinans plazmidokkal, a gyartd protokollja alapjan. A géncsendesités
soran fehérje specifikus siRNS-t hasznaltunk Lipofectamine RNAIMAX transzfekcids

reagenssel (Invitrogen™). A kezeléseket kdvetd poszttranszfekcids iddtartamot optimalizaltuk.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L3000015

Pull down technika. A glutathione Sepharose 4B gyantan immobilizalt rekombinans

fehérjékhez endotél sejtlizatumot adtunk és a mintakat 16-18 o6ran keresztiil 4°C-on forgattuk.

SDS-PAGE, Western blot és Far Western blot. A fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasat
8-12% akrilamidot tartalmaz6 poliakrilamid gélen végeztiik. Az elvalasztott fehérjéket 0,45um
pérusu nitrocellul6z membranra (Advantec MFS Inc.) transzferaltuk at. Ezutdn a membréant
5%-0s sovany tejporban (TBST-ben oldva) inkubaltuk 1 6ran keresztiil, majd 16-18 dran
keresztiil, 4°C-on 0,1% BSA-t és elsddleges fehérje-specifukus antitest tartalmia TBST oldattal
inkubaltuk. Mésnap a membrant 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten anti-egér/anti-nyul IgG,
HRP-konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk. A fehérjéket Chemidoc Touch (Bio-Rad)
miuszerrel detektaltuk. Far Western blot esetében a GST-cimkével ellatott fehérjéket SDS-
PAGE gélen valasztottuk el, majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membrant 1 6ran
keresztiil 5%-0s BSA-ban blokkoltuk 1 6ran keresztiil, majd endotél sejtlizaitummal inkubaltuk
16-18 dran keresztiil 4°C-on. Kovetkez6 nap a membrant 4 6ran keresztiil 4°C-on specifikus
els6dleges antitesttel (0,1% BSA, TBST), majd anti-nytl/anti-egér IgG, HRP konjugalt
masodlagos antitesttel inkubaltuk. A kemilumineszcencias jeleket Chemidoc Touch miiszerrel

detektaltuk.

Proteome Profiler Angiogenesis Array. A Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit
(Bio-Techne R&D System Kft) specialis membranjara, amely 55 human angiogenezishez
kapcsolodo fehérjét képes egyidejlileg felismerni, nem targetalo-, és siRNS-sel transzfektalt
sejtlizatumot mértiink a gyarté protokolljanak megfeleléen. A membranokat egyidejiileg 30
masodperces expozicioval fotoztuk. Az eredmények kiértékeléseéhez Imagel szoftvert

hasznaltunk.

Immunprecipitacié (IP). Az EC-ket szonikalassal feltartuk majd centrifugaltuk. El6tisztitasi
1épésben a nem specifikusan kotddo fehérjéket eltavolitottuk, majd az immunprecipitalni kivant
fehérjére specifikus antitestet és protein G-Sepharose-t (GE Healthcare) adtunk a feliiliszohoz
¢és 16-18 oran keresztiik 4°C-on forgattuk. Masnap a mintakat mostuk és 2x SDS mintapufferrel

fozéssel elualtuk.

Immunfluoreszcencia (IF) és konfokalis mikroszkopia. A fed6lemezeken tenyésztett sejteket
3,7% paraformaldehid tartalmt PBS oldattal fixaltuk, 0,5% Triton X-100 tartalma TBS oldattal
permeabilizaltuk, majd 2% BSA-val blokkoltuk. Ezt kovetden a sejteket 1 Oran keresztiil fehérje
specifikus elsédleges antitesttel, majd 1 oran keresztiil, fénytdl elzarva fényérzékeny

masodlagos antitesttel inkubaltuk. SlowFade Gold antifade reagens (Molecular Probes)



segitségével rogzitettiik a fedolemezeket targylemezekre. Az immunfluoreszcens képeket Leica
TCS SP8 konfokalis mikroszképpal, HC PL APO CS2 63x 1.40NA immerzios objektivvel

készitettiik. Az immunfluoreszcens felvételeket a Las AF szoftverrel értékeltiik ki.

Proximity Ligation Assay (PLA). Az EC-k fixalasat, permeabilizalasat és blokkolasat kdvetden,
a fehérjékre specifikus elsddleges antitestekkel inkubaltuk egyszerre 1 6ran keresztiil. A PLA-
ta Duolink In Situ Kit-tel (Sigma-Aldrich) a gyarté utasitasi szerint végeztiik. A sejtekrdl Leica
TCS SP8 konfokalis mikroszkoppal készitettiink felvételeket.

In vitro PKC foszforilacio és in vitro defoszforilacio. In vitro foszforilacio esetén a tisztitott
rekombinans fehérjéket aktiv PKC enzimmel inkubaltuk 30°C-on 2 6ran keresztiil a gyart6 altal
javasolt pufferben. A foszforilacio sikerességét Western blot technikaval, foszfo-specifikus
antitest felhasznalasaval ellendriztiik. In vitro defoszforilacido soran glutathion Sepharose
gyantan immobilizalt és foszforilalt rekombinans fehérjékhez kiilonbozo kezelt EC-k lizatumat
adtuk. A fehérjék defoszforilaciojat foszfo-specifikus antitest felhasznalasaval Western blottal

ellendriztik.

Sejtfrakcionalas. A sejtek membran és citoplazma frakcidinak izolalasra ProteoJET Membrane
Protein Extraction Kit-et (Thermo Scientific) alkalmaztunk a gyart6 altal leirt protokoll alapjan.

A frakcidk tisztasagat membran, citoplazma és magi markerekkel ellendriztiik.

NanoBIT rendszer. Pozitiv kontrollként a gyarto altal 1étrehozott SmBiT-PRKACA és LgBiT-
PRKAR2A plazmidokat alkalmaztuk, melyek a protein kinaz A (PKA) katalitikus, illetve
regulator alegységeit kodoljak. Negativ kontrollként a HaloTag-SmBiT-et kodold NanoBiT
negativ kontroll vektort Kko-transzfektaltuk az altalunk eldallitott LgBiT-PP2A BS55a
plazmiddal. A kolcsonhatasbdl szarmazo lumineszcencias jeleket Tecan Spark multimode

microplate reader (Tecan Group) segitségével detektaltuk.

ECIS mérések (electric cell-substrate impedance sensing). A sejtek letapadasat, migraciojat és
sebgyogyulasat nagy érzékenységli, nem invaziv biofizikai modszerrel vizsgaltuk az irodalmi
hivatkozasoknak megfelelden. Sebgyogyulasi kisérletek soran egyszeri magas impulzussal

eldidézett sebzés gydgyuldsat valds idoben kovettiikk nyomon.

Scratch assay. Az endotél sejtrétegen egyenletes mozdulattal karcolast végeztiink. A sejtek
sebgyogyulasi képességét oranként fotéztuk Leica MC 120 HD mikroszkoppal, 5x nagyitasa

objektiv haszndlataval. A sebzarodas mértékét az Imagel szoftver segitségével értékeltiik ki.



In vitro angiogenezis. Az EC-ket kondicionalt médium jelenlétében Matrigel-t tartalmazo -
Slide plate-be (Ibidi) mértiik. A sejtek érképzési képességét orankénti fotdzassal kovettiik
nyomon, Leica MC 120 HD mikroszkop felhasznalasaval. Az érképzés kiértékelését Imagel

szoftverrel végeztiik el.

3D magneses sejttenyésztés. Az EC-ket NanoShuttle-PL magneses gyongyokkel magnetizaltuk
a gyarto leirasa alapjan. A magnetizalt sejteket sejttaszité edénybe mértiik, majd az edény ala
specialis magneses modult helyeztiink, amely altal 16-18 6ra inkubalas soran a magnesezett
sejtek egy pontba tomoriilve 3D szferoidokat képeztek. A modul eltavolitasat kdvetéen
meghatarozott idépontokban készitett felvételekkel kovettiik nyomon a szferoidok valtozasait.

A készitett fotokat ImageJ programmal értékeltiik ki.

Anti V5-agaroz affinitas gél. A BPAEC sejteket V5-His-cimkét tartalmazé rekombinans
konstruktokkal transzfektaltuk. Masnap a transzfektalt sejteket szonikalassal tartuk fel, majd a
feltart sejtlizatumhoz anti-V5 agar6z gyantat adtunk és 5 oran keresztiil 4°C-on forgattuk.

Mosast kovetden a mintakat 1x SDS mintapufferrel elualtuk és Western blottal ellendriztiik.

Statisztikai analizis. Az eredményeket atlag £ SD forméaban adtuk meg. A statisztikai analizist
GraphPad Prism (8.0.1-es verzio) szoftverrel végeztik a megjelolt tesztek alapjan. A
szignifikans kiilonbségek csillaggal (*) jeloltiik (p<0.05 (*); p<0.01 (**); p<0,001(***)). Az

immunblottok denzitometralasat Imagel (1.54h verzid) szoftver segitségével végeztiik.



4. Eredmények

4.1. A PP2A egy uj kolcsonhaté partnerének azonositasa és ezen kolcsonhatas fiziologias
jelentoségének feltarasa

4.1.1. Aflotillin-1 fehérje azonositasa, mint a PP2A B550. uj kélcsénhato partnere endotél
sejtekben

A PP2A B55a alegység 0j kolcsonhato partnerének azonositasahoz létrehoztuk a pGEX-
4T-2-PP2A BS55a rekombinans plazmidot. A GST és GST-PP2A B55a fehérje glutation
Sepharose 4B gyantan torténd tisztitasat kovetden, az immobilizalt fehérjéket marha tiidd
artéria EC sejtlizatummal inkubéltuk. Az EC sejtlizatummal inkubélt mintanal a kontroll GST
mintakhoz képest 45kDa-nal egy halvany extra sav jelent meg, melyet a gélbdl kivagtuk és LC-
MS/MS tomegspektrometrias azonositasra kiildtiik, ahol a flotillin-1 fehérjeként azonositottak.
APP2A B55a és flotillin-1 fehérjék kozti kolcsonhatas kimutatasat a pull down mintak Western

blot analizisével is igazoltuk.

4.1.2. A rekombinans GST-flotillin-1 fehérje létrehozasa

A flotillin-1 kodolo szekvenciajat PCR technikéval sokszorositottuk fel human tiido
artéria EC-kbdl szdrmazd cDNS felhasznalasaval. A PCR terméket agardz gélelektroforézissel
valasztottuk el. Izolalast, ligdlast, transzformalast és tisztitdst kovetden a rekombindns
plazmidokat restrikcios emésztéssel ellendriztiik. A restrikciés analizis eredményeként
megallapitottuk, hogy a plazmidok tartalmazzék a flotillin-1 szekvencidjat, melyet a BIOMI
Kft. altal tortént szekvenalas is megerdsitett.

A szekvenaltatott rekombinans plazmidokat BL21 (DE3) E. coli kompetens sejtekbe
transzformaltuk, melyet kiilonbozé homérsékleten és IPTG koncentraciokkal indukaltuk. Az
optimalizalast kovetden a GST-cimkével ellatott flotillin-1 fehérjét glutathion Sepharose 4B
gyantan tisztitottuk.

Pull down vizsgalattal és immunprecipitacioval igazoltuk, hogy a flotillin-1 fehérje a
PP2A holoenzim B55a (regulator) alegységével kozvetlen vagy kozvetett moédon kdlcsonhat.
Tovabba anti V5-agar6z affinitas gél felhasznalasaval kimutattuk, hogy a flotillin-1 izoforma

specifikusan csak a PP2A B55a alegységgel 1ép kdlcsonhatasba.

4.1.3. APP2A B55a és flotillin-1 fehérje kolokalizal az endotél sejtekben



EC-kben az endogén fehérjék immunfluoreszcens festése alapjan a PP2A B55a fehérje
egyenletesen oszlott el a citoplazmaban, mig a flotillin-1 fehérje szintén a citoplazmaban volt
megtalalhato, de szdlas szerkezetet mutatott. A két fehérje a sejtek citoplazmdjaban, jellemzden

a sejtmag kortil mutatott ko-lokalizaciot.

4.1.4. A PP24 aktivitasanak hatasa a flotillin-1 fehérje sejten beliili lokalizaciojara

A sejteken immunfluoreszcens festést megel6zéen kiilonbozé kezeléseket
alkalmaztunk, melyek a PP2A, valamint a PKC aktivitasara voltak hatassal. A PKC enzimet
PMA hozziadasaval aktivaltuk és G66976 kezeléssel gatoltuk. A PP2A enzim aktivitasat
okadansavval gatoltuk, valamint a B55a csendesitett sejteken is elvégeztiik az immunfestést. A
flotillin-1 fehérje sejtmag koriili feldusulasat okozta. A PKC enzim PMA-val torténd
aktivacioja hasonlo lokalizacios valtozast idézett el6 a flotillin-1 esetében. Azonban a PKC

crer

eredményeket sejtfrakcionalast kovetd Western blot analizissel is alatamasztottuk.

4.1.5. Foszfomutans flotillin-1 fehérjék 1étrehozasa pontmutacioval

315 1dallancon foszforilalodik. Ennek

Irodalmi adatok alapjan a flotillin-1 fehérje a Ser
vizsgilatdhoz PCR technika felhasznalasaval, pontmutacioval Ser®™® foszfonull (S315A) és
foszforilaciot utanzé (S315D) flotillin-1 mutansokat hoztunk 1étre. A rekombinans
plazmidoknal szekvenaltatassal igazoltuk, hogy tartalmazzak a mutacidhoz sziikséges nukleotid
cseréket, majd l1étrehoztuk a GST-cimkével ellatott flotillin-1 S315A és S315D rekombindns
fehérjéket. A fehérjék lokalilacidjanak vizsgalata alapjan a vad tipusu- és a foszfonull S315A
flotillin-1 fehérjék homogén elrendez6dést mutattak a citoplazmaban, mig a foszforilaciot

utanzo flotillin-1 S315D a sejtmag koriil halmozddott fel, mely 6sszhangban van az endogén

fehérje lokalizacios valtozasaival.

4.1.6. A flotillin-1 Ser®® oldallancanak foszforilacicja hatassal van a PP2A fehérjével valo

kolcsonhatasara

Kontrol és PMA-val kezelt sejtekkel Proximity Ligation Assay (PLA) modszert
végeztiink. A kezeletlen sejtekben iS detektaltunk kolcsonhatast, azonban PMA kezelés
hatasara szignifikansan tobb fluoreszcens jel jelent meg, mely arra utal, hogy a foszforilalt

flotillin-1 és PP2A kozott erdsebb a kdlesOnhatas.



A glutathion Sepharose 4B gyantan tisztitott vad tipust, S315A és S315D GST-flotillin-
1 fehérjékkel in vitro PKC foszforilacios kisérletet végeztiink. A rekombinansok
foszforilacigjat Western blot technikaval vizsgaltuk, foszfo-Ser PKC szubsztrat specifikus
antitest felhasznalasaval. A Western blot eredmények alapjan, csak a vad tipusu GST-flotillin-
1 mutatta a PKC foszforilacio jelét, mig a foszfonull, illetve foszforilacidt utanzd mutansok

315 oldallancot foszforilalja a flotillin-1 fehérjét.

nem. Ezek alapjan a PKC enzim csak a Ser
Az EC-ket pcDNA3.1 myc/His A (-) — flotillin-1 WT ¢és S315A konstruktokkal
transzfektaltuk, majd PMA-val kezeltlik 6ket és immunprecipitacios technikéval kimutattuk,

315

hogy a PKC enzim a Ser°* oldallancot foszforilalja.

4.1.7. A PP24 defoszforildlja a flotillin-1 fehérjét endotél sejtekben

A PP2A B55a és flotillin-1 fehérjék kolcsonhatdsanak dinamikajat tgynevezett
NanoBiT rendszerrel vizsgaltuk. A rendszer két alegységbdl az LgBiT-bol (17,6 kDa) és az
SmBIiT-bél (11 aminosav) all, amelyeket rekombinans médon kapcsoltunk a vizsgalando
fehérjékhez. Amennyiben a fehérjék kozott kolcsonhatas alakul ki, az LgBiT és SmBiT
alegységek 0Osszekapcsolodasa lumineszcens jelet generdl. A sziikséges konstruktokat
klonozassal allitottuk el6, majd az EC-ket ko-transzfektaltuk az LgBiT-PP2A B55a és SmBiT-
flotillin-1 vad tipusu, illetve foszfomutans konstruktokkal. A lumineszcens jel igazolta a PP2A
B55a, illetve a flotillin-1 mindharom formaja ko6zotti kolcsonhatast. A legerésebb
lumineszcencia jelet a PP2A B55a és a foszforilaciot utanzo flotillin-1 S315D kdlcsonhatasa
okozta. A vad tipusu flotillin-1 és a PP2A B55a koz6tti kdlcsonhatas dinamikaja 0sszefiiggésbe
volt hozhato a flotillin-1 reverzibilis foszforilaciojaval.

A flotillin-1 fehérje defoszforilacidjanak vizsgalatahoz glutathion Sepharose 4B
gyantan immobilizalt GST-flotillin-1 fehérjét foszforilaltuk PKC enzimmel, majd a foszforilalt
flotillin-1 fehérjét lizis pufferrel, sejtlizatummal, okadansavval, tautomicetinnel (TM, PP1
inhibitor), nem targetalé siRNS-sel illetve PP2A BS55a specifikus siRNS-sel elékezelt
sejtlizatummal inkubaltuk. A nem kezelt, TM-t tartalmazo6 és nonsiRNS-sel kezelt sejtlizatum
defoszforilalta a rekombinans fehérjét, de az okadansavval (OA) vagy PP2A B55a specifikus
SIRNS-sel kezelt sejtlizatum esetében a defoszforilacio gatolt volt, igy a fehérje foszforilalt

allapotban maradt, ezek alapjan a flotillin-1 fehérje a PP2A B55a szubsztratja.

4.1.8. A foszfonull flotillin-1 forma megnovekedett membran lokalizaciot mutat, tovabba

szerepet jatszik a sejtmigracioban és az angiogenezisben.



Az EC-ket vad tipusu-, S315A-, illetve S315D flotillin-1 fehérjét kodold plazmidokkal

transzfektaltuk, majd immunfluoreszcens technikéval festettiik meg. A vad tipusu flotillin-1 a
sejtek citoplazmajaban lokalizalddott. A foszforilaciot utanzoé flotillin-1 S315D a sejtmag kortil
duasult fel, mint az endogén flotillin-1 fehérje PKC aktivalast vagy PP2A gatlast kovetéen. A
foszfonull flotillin-1 az egész sejtben jelen volt, kivéve a sejtmagot. A transzfektalt sejtekbol
sejtfrakcionalast is végeztiink. A rekombinans fehérjék koziil, csak a foszfonull flotillin-1
fehérje volt jelen a membran frakcioban, illetve a PKC aktivitas gatlasanak hatasara a vad tipusu
flotillin-1 szintén megjelent a sejtek membran frakciojaban.
Ezt kovetéen ECIS mérésekkel nyomon kovettiik, hogy a flotillin-1 fehérje foszforilaciot
foszfonull flotillin-1 fehérjét expresszald sejtek gyorsabban tapadtak le és teriiltek el, mint a
kontroll vagy a foszforilaciot utanzo flotillin-1 fehérjét overexpresszalo sejtekhez. Ezutan in
vitro sebgyogyulasi assay-t és karcolasos ,,scratch assay”-t végeztiink a kiilonbozé flotillin-1
formakkal transzfektalt sejtek felhasznalasaval. A vad tipusu és a foszfonull S315A flotillin-1
fehérjét expresszalod sejtek migracios sebessége szignifikansan nagyobb volt, mint a kontroll,
illetve a foszforilaciot utanz6 S315D flotillin-1 mutanst expresszalo sejteké.

A kiilonb6z6é flotillin-1 ~ foszfo-formakkal —transzfektalt sejtek angiogenikus
tulajdonsaganak vizsgalatahoz Matrigel extracellularis matrixot hasznaltunk. A sejtek érképzési
képességének meghatarozasdhoz a sejtek altal kialakitott erek hosszat ¢s az elagazasi pontok
szamat hasonlitottuk Ossze. Mind az Ossz érhossz és az elagazdsok szama szignifikdnsan

nagyobb volt a vad tipusu, illetve a foszfonull flotillin-1 fehérjét expresszalo sejtek esetében.

4.2. PP2A B55a szerepének vizsgalata az angiogenezishez kapcsolodoé jelatviteli
utvonalakban

4.2.1. APP2A B55a deplécio hatasa a TSP expressziojara endotél sejtekben

A PP2A B55a angiogenezisben betoltott szerepének feltérképezése érdekében a
BPAEC sejteket PP2A Bb55a-ra specifikus siRNS-sel (SiPPP2R2A) transzfektaltuk. Ezt
kovetden a sejtlizatumokat Proteome Profiler Angiogenezis Array Kit segitségével vizsgaltuk
meg, amely 55 angiogenezishez kotott fehérje egyidejli detektalasara alkalmas. A PP2A B55a
csendesités hatasara szignifikdns csokkenést figyeltink meg a TSP1 fehérje szintjében,
Osszehasonlitva a nem targetald siRNS-sel kezelt sejtlizitummal. Ezen TSP1 fehérje szint

csokkenést Western blot analizissel is megerdsitettiik. Tovabba qPCR technikaval kimutattuk,



hogy a B55a hidanya nem csak fehérje, hanem mRNS szinten is jelentds TSP1 csokkenést

eredményez.

4.2.2. APP2A B55a és a TSPI fehérjek kozti kolcsonhatasa kimutatasa

A B55a regulator alegységet tartalmazd PP2A holoenzim és a TSP1 fehérje kozti
kolcsonhatds vizsgalatara immunprecipitacidos kisérletet végeztink BPAEC  sejtekbol.
Kimutattuk, hogy a TSP1 fehérje kozvetleniil, vagy kozvetve kdlcsonhatasba 1ép a PP2A
holoenzim alegységeivel. A PP2A BS55a ¢és TSP1 ko-lokalizacigjat EC-kben
immunfluoreszcens festéssel, illetve PLA technikaval is igazoltuk. Tovabba anti-V5 agar6z
affinitas gél felhasznalasaval megallapitottuk, hogy a TSP1 izoforma specifikusan kizarélag a

B55a regulator alegységet tartalmazd PP2A holoenzimmel 1ép kdlcsonhatasba.

4.2.3. A TSPI fehérje a PKC enzim szubsztradtja

A TSP1 és PP2A kozti specifikus kdlcsonhatas a fehérje reverzibilis foszforilacidjara
utalt, ezért megvizsgaltuk a protein kindz A (PKA) és protein kinaz C (PKC) aktivitasanak és
gatlasdnak hatasat a TSP1 fehérje szintjére. Ennek vizsgdlatara kiilonbozé kezeléseket
alkalmaztunk az EC-ken. A kezelt sejtek Western blot analizise, valamint a kezelt sejtekbdl
végzett QPCR mérések eredményei arra utalnak, hogy a TSP1 PKC foszforilacioja szerepet
jatszhat a fehérje mennyiségi szabalyozasaban.

Annak igazoladsara, hogy a PKC valoban foszforilalja a TSP1 fehérjét, kontroll és PMA-
val kezelt EC-kbdl immunprecipitaciot végeztiink foszfo-specifikus antitest felhasznalasaval.
A total lizatumok és az immunkomplexek Western blot analizisével kimutattuk, hogy a PKC

enzim a TSP1 fehérjét Ser oldallanco(ko)n foszforilalja.

4.2.4. Bakterialis expressziora alkalmas rekombindns TSPI konstruktok létrehozdsa

A TSP1 kodol6 szekvenciajat HeLa sejtekbdl szarmazd cCDNS-bdI sokszorositottuk fel,
fészek primerek felhasznalasaval, mely eredményeként a kodold szekvencidnal hosszabb
méretll termeket kaptunk. Ezen hosszii szekvenciabol amplifikdltuk a TSP1 kodold
szekvenciajat. A PCR terméket pGEM T-Easy vektorba ligaltuk, majd transzformalast és
szelekciot kovetden, DNS-t izolaltuk. Restrikcios emésztés soran a vektorbdl kihasitottuk a
TSP1 kodold szekvenciajat, melyet tisztitast kovetden elokészitettilk a pGEX-4T-2 vektorral

torténd ligalasra. A ligalast és transzfomalast kovetden a rekombinans pGEX-4T-2-TSP1



plazmidokat restrikcidés emésztéssel ellendriztiik. A rekombinans plazmidok szekvenciajat a

BIOMI Kft. altali szekvenaltatas is megerdsitette.

4.2.5. Rekombinans TSP1 fehérje fragmentumok létrehozdsa

A PKC altal foszforilalhatd potencialis oldallanc(ok) azonositasahoz GPS 5.0
foszforilacids predikcios szoftvert hasznaltunk, amely 6t potencialis szerin oldallancot talalt a
teljes hosszisaga TSP1 szekvenciajaban: Ser**, Ser®, Ser?®’ Serl¥ &g Ser!l®, Ezen
oldallancoknak megfeleléen, a teljes hosszusagih pGEX-4T-2-TSP1 plazmidbdl, rekombinans
GST-cimkét tartalmazé TSP1 fehérje fragmentumokat kodold plazmidokat hoztunk 1étre. A
rekombinans fehérje fragmentumok termeltetési koriilményeit optimalizaltuk tobbféle IPTG
koncentraciot, homérsékletet ¢és termeltetési iddintervallumot kiprobalva. A megfeleld
termeltetési koriilmények meghatarozasat kovetden a fehérjék affinitdas kromatografias

oszlopon torténd tisztitasat is optimalizaltuk.

4.2.6. ATSP1 a Ser®® oldalléncon szabdlyozédik a PKC/PP2A B55a dltal

A PKC altal foszforilalt szerin oldallanc(ok) azonositasahoz in vitro PKC foszforilacios
kisérletet végeztiink a glutathion Sepharose 4B oszlopon immobilizalt rekombinans TSP1
fehérje fragmentumokkal. A mintdkat foszfo-Ser-PKC szubsztrat specifikus antitest
felhasznalasaval vizsgaltuk Western blot technikéval. Az eredmények azt mutattak, hogy a
TSP1 potencialis foszforilacios helye a Ser* és/vagy a Ser® lehet. Pontmuticidval szimpla
(S44A vagy S93A) és dupla (S44A és S93A) foszfonull mutansokat hoztunk Iétre. Az Gjonnan
létrehozott rekombinans foszfonull mutans fragmentumokkal megismételtiik az in vitro PKC
foszforilacios kisérletet, mely alapjan kimutattuk, hogy a PKC a TSP1 fehérjét a Ser®
oldallancon foszforilélja.

Ezt kovetden a PP2A B55a és a rekombinans GST-TSP1 fragmentumok kozti
kolcsonhatést pull down technikéaval vizsgaltuk. Az eredmények alapjan a BS5a kdlcsonhatasba
lépett a PKC foszforilacids helyet tartalmazd N-termindlis fragmentummal. Tovabba
pontmutacioval létrehoztuk a GST-TSP1 S93D foszforilacidt utanzé mutanst is, melyet pull
down kisérletben felhaszndlva kimutattuk, hogy a PP2A B55a a vad tipusu és foszfonull
mutanshoz képest, gyengébb kdlcsonhatast alakit ki a foszforilaciot utdnzé mutanssal.

In vitro defoszforilacios kisérletben kimutattuk, hogy a PKC altal foszforilalt TSP1

Ser®® oldallanc defoszforilaciojaért a PP2A B55a holoenzim a felel®s.



4.2.7. A PP24 B55a nélkiilozhetetlen a TSP1 szabalyozdsdhoz a sebgyogyulds soran

A PP2A B55a regulator alegység élettani szerepének vizsgalatdhoz scratch assay
modszerrel elemeztiik az EC-k sebgyogyulasi képességét, dsszehasonlitva a nem-targetalo
SIRNS-sel transzfektalt és B55a depletalt sejteket. Az eredmények azt mutattak, hogy a B55a
depletalt sejtek sebzarodasi képessége lassabb volt, mint a kontroll sejteké. A sebgyogyulés
alatt a TSP1 és PP2A B55a fehérjék expresszids szintjét Western blot technika segitségével
nyomon kovettiik. Eredményeink arra utalnak, hogy a TSP1 fehérje szabalyozasahoz a PP2A
B55a hozz4jarul a sebgyogyulasi folyamatokban.

4.2.8. A PP24 B55a részt vesz a 3D szferoidok stabilitasaban és az endotél sejtek
érképzésében

Kovetkez6 1épésként megvizsgaltuk a PP2A B550 deplécié hatasat az EC-k
angiogenikus tulajdonsagaira, mint a szferoid-, illetve érképz6 képességiikre. A szferoidok
valtozasait kiillonb6z6 id6pontokban készitett fényképekkel dokumentaltuk. A kapott
eredmények alapjan a B55a hidnya befolyasolta a sejtek szferoidképzo képességét. A B55a
depletalt sejtekbdl képzddott szferoidok kezdetben nagyobb méretiiek voltak és 48 6ra elteltével
a szferoidok fragmentélodtak.

A sejtek érképzési képességét Matrigel 3D matrix segitségével vizsgaltuk. A B55a
regulator alegység hidnydban a sejtek szignifikansan tobb eldgazasi pontot és hosszabb ér

szegmensekkel rendelkeztek, mint a kontroll sejtek.

4.2.9. A TSP1 S93D foszforilaciot utanzo mutansa gatolja az angiogenezist endotél sejtekben

A TSP1 Ser®® oldallancon térténd foszforilaciojanak élettani szerepének vizsgalatahoz,
emlOs expressziora alkalmas pcDNA3.1 myc-His-TSP1 rekombinans plazmidokat hoztunk
létre. A rekombindns plazmidokkal transzfektalt sejtek szferoid képzési képességét
megvizsgaltuk. A kapott eredmények azt mutattak, hogy mig a c-myc cimkével ellatott TSP1
fehérjét overexpresszald sejtek mar a kiindulasi idépontban (0 perc) nagyobb méretli
szferoidokat képeztek, mint a kontroll sejtek, addig a foszforiladciot utanzo6 TSP1 S93D-t
expresszalo sejtek kisebb, de kompaktabb szferoidokat hoztak 1étre.

A TSP1 foszfomutansok hatasat az EC-k érképzési képességére is megvizsgaltuk. A
kapott eredményeink arra utalnak, hogy a PKC foszforilaciéos hely modositasa, igy
feltételezhetéen a TSP1 PKC foszforilacioja is, szabalyozza az EC-k angiogenikus

tulajdonsagait.



5. Osszefoglalas

Az EC-k szamos funkcidt latnak el azaltal, hogy szemipermeabilis monolayer réteget
(endotéliumot) alkotva elvalasztjak a vér keringését a kornyez6 szovetektdl. Az EC-k vérerekbe
valo szervezOdésében, illetve a barrier funkcid szabalyozasaban elengedhetetlen mechanizmus
a fehérjék foszforilacidja, illetve defoszforilacidja. Az EC-k funkcioinak €s ezek molekularis
mechanizmusainak alaposabb megértése kulcsfontossdgu az érrendszeri betegségek és egyéb
kapcsolodo korképek vizsgalata szempontjabol. A PP2A az egyik legjelentésebb Ser/Thr
specifikus protein foszfataz, szerkezetébdl adoddan szamos funkcioval rendelkezik. A PP2A a
B55a regulator alegysége révén részt vesz a barrier funkcio kialakitasaban és fenntartasaban,
valamint az angiogenezis szabalyozasaban. Kutatdsunk sordn azonositottuk a flotillin-1 fehérjét
mint a PP2A B55a 1) kolcsonhatd partnerét. Megallapitottuk, hogy a két fehérje kozotti
interakci6 foszforilaciofiiggd, és a PKC enzim aktivitasa jelentds hatdssal van ra. Kimutattuk,
hogy a flotillin-1 foszforilacioja és defoszforilacidja befolyasolja annak sejten beliili
lokalizéciojat, amely kulcsszerepet jatszik az endotél barrier kialakitdsdban és fenntartasaban.

Munkank tovabba feltarta, hogy a PP2A B55a kiemelten fontos az angiogenezis
folyamatdban. Hidnya az EC-k érszerli struktirainak instabilitdsdhoz vezetett, amit 3D
extracellularis matrix kisérleteink is alatdmasztottak. Megallapitottuk, hogy a B55a hianyaban
a TSP1 fehérje szintje jelentdsen csokkent, ami szintén hozzajarult a sejtek érrendszeri
stabilitdsdnak romlasdhoz. Emellett kimutattuk, hogy a B55a hianya kedvezdtleniil befolyéasolta
a sebgyogyulast és a sejtek 3D struktirainak fenntartasat.

Kutatasunk eredményei ravilagitanak az EC-k komplex szabalyozési halozatara, és
hangsulyozzédk a PP2A B55a szerepét az érrendszeri stabilitas €s regeneracio fenntartasaban.
Ezek az ismeretek hozzdjarulhatnak 1j terapias stratégidk kifejlesztéséhez érrendszeri
betegségek kezelésére. Az EC-k milkddését érintd szabalyozéasi mechanizmusok jobb
megértése révén lehetdség nyilik olyan innovativ gyogyszerek kifejlesztésére, amelyek
emellett hozzajarulhat az érrendszeri betegségek diagnosztikajanak javitasahoz, lehetévé téve

a korai beavatkozast.
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