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IRODALMI ATTEKINTES

A vaszkularis endotél sejtek barrier funkcioja

Az endotél sejtek (EC) egyik legfontosabb funkcidja, hogy szemipermeabilis barriert képezve
elvalasszak a keringd vért a kornyezd szovetektdl, és szabalyozzak a vérben keringd
makromolekuldk és sejtek atjutdsat az erek falan, meglrizve ezzel az érfal szelektiv
gatfunkcidjat. A normal barrier funkciot a sejt-sejt kapcsolatok, illetve a sejt-sejt
kapcsolatokban a szomszédos sejtek extracellularis matrixa kozott kialakuld kolcsonhatas
biztositja. Az endotél sejtréteg barrier funkcidjanak sériilésekor paracellularis rések
alakulhatnak ki, ami novekedett ér permeabilitds, végsé esetben pedig elégtelen
szervfunkciohoz vezethet. Mind az EC extracellularis matrixahoz asszocial6do fehérjék, mind
a  sejt-sejt  kapcsolatok  kialakitasaban  részt  vevd  fehérjék  reverzibilis

.....

szabalyozva ezzel az EC barrier funkciot.

A fehérje foszforilacio és defoszforilacio hatasa a vaszkularis endotél sejtek barrier

funkcidjara

Reverzibilis fehérje foszforildacio, a protein foszfatazok csoportositisa

A fehérjek foszforilaciojat protein kindz enzimek katalizaljak, amely folyamat sordn nukleozid
trifoszfatok y-foszfatcsoportja beépiil a fehérjék szerin (Ser,), treonin (Thr), tirozin (Tyr), vagy
ritkdbban hisztidin (His) oldallancédba. A folyamat megfordithatosagat a protein foszfatazok
biztositjadk azaltal, hogy lehetdvé teszik a fehérjékben az észter kotéssel kapcsolodod
foszfatcsoportok hidrolizisét. A fehérjék pillanatnyi foszforilaltsagi szintjét a kinaz és foszfataz
enzimek aktivitasanak aranya hatarozza meg.

Az eukaridta protein foszfatdzok hdrom géncsaldd termékei, melyek a fehérjék egy
szerkezetileg és funkciondlisan diverz csoportjat alkotjak. Ezek koziil kettd, a foszfoprotein
foszfatazok (PPP) és a fémion-fiiggd foszfatazok (PPM) a fehérjék foszfo-Ser/Thr oldallancat,
mig a tirozin foszfatazok (PTP) a foszfo-tirozin oldallancokat defoszforilaljak. A PTP csaladon
beliili alcsalad az igynevezett kettds specificitasu protein foszfatazok (DSP), melyek a fehérjék
foszfo-Ser/Thr és foszfo-Tyr oldallancat is képesek defoszforilalni. A foszfo-Ser/Thr specifikus
foszfatazok harom csoportra, azon beliil tovabbi alcsoportokra bonthatok. Az elsd nagy
csoportot a mar kordbban emlitett PPP-ok tagjai alkotjak, melyek inhibitor fehérjékkel
szembeni érzékenységiik alapjan tovabbi csoportokra oszthatok: protein foszfatdz 1 (PP1),

protein foszfataz 2 (PP2), tovabba a PP4, PPS5, PP6 és PP7 enzimek. Fémion fliggdségiik alapjan

3



a PP2 enzimek tovabbi két alcsoportra oszthatok: a PP2A enzim miikddéséhez nem sziikséges
fémion, mig a PP2B (m4s néven kalcineurin) Ca®* fiiggd. A PPM csaladba a Mg?*-fiiggé PP2C
¢és a piruvat dehidrogenéz foszfatdz tartozik. A harmadik csoportot az ugynevezett aszpartat-

alapu foszfatazok alkotjak.

A protein foszfataz 1 jellemzése

A foszfo-Ser/Thr specifikus foszfatazok egyik legjelent6sebb tagja, minden eukaridta sejtben
expresszalodik. Kiemelten fontos szerepet tolt be szamos sejtélettani folyamatban. A sokféle
bioldgiai funkcioval aranyban 4all az enzim széles szubsztratspecificitdsa. Minden funkcionalis
PP1 enzim egy katalitikus alegységb6l (PP1c) és a hozza kapcsolddo regulator alegység(ek)bol
(R) all. EmlGs sejtekben a 35-38 kDa méretti PP1 katalitikus alegységet harom gén kodolja, a
PPlca, PP1cod (mas nevezéktan szerint PP1cf) és PPlcy. Szerkezetére jellemzd az aktiv
centrum a nagy-, és kis helikalis domén és a 3 szendvics altal 1étrehozott Y alaku katalitikus
arokban helyezkedik el, ahol két fémion (Fe** és Mn?") talalhatd. A PP1 Kkatalitikus
alegységekhez kapcsolodd regulator alegységgel vagy alegységekkel az igy kialakult
holoenzim aktivitdsa modosul. A PP1 enzim lehetséges regulator alegységeinek szama 50 ¢és
100 kozé tehetd. Aminosav szekvencidjuk és méretiik is nagyon kiilonb6z6 lehet, azonban
mindegyik szekvencidjaban azonositottak egy rovid motivumot (R/KVxF), amit altalanosan

PPlc kotd motivumnak szoktak nevezni. A PPlc ko6td motivum a PPlc hidrofob arkdhoz

kotodik.

A protein foszfataz 2A és a protein foszfataz 2B jellemzése

A PP2A enzim minden sejtben expresszalodo foszfataz, ami a teljes sejt-fehérje tartalom 1%-
at is kiteheti. A PP1 enzimmel egyiitt a Ser/Thr specifikus foszfatdzok 90%-at adjak.
Jelentdségét szamos sejtélettani folyamatban leirtak. A PP2A az €16 sejtekben heterodimer és
heterotrimer formdban fordulhat elé. A dimer szerkezetli enzim egy 65 kDa nagysagu szerkezeti
alegységbdl (A alegység vagy PR65) és a hozzd kapcsolddd 36 kDa nagysagl katalitikus
alegységbdl (PP2A C) all. A heterodimer forma kotddhet a varidbilis regulator alegységgel (B
alegység) kialakitva ezzel az enzim heterotrimer szerkezetét.

A protein foszfataz 2B, vagy mas néven kalcineurin a PPP csaladba tartozé Ca®*/kalmodulin-
fliggd protein foszfataz, mely a Ca®" ion kotésével valik aktiv enzimmé. Szerepét leirtdk tobbek
kozott az idegrendszer fejlédésében és a memoridban, immunologiai valaszokban, izom
adaptacioban illetve tobb jelatviteli Utvonalban. A PP2B egy A katalitikus alegységbdl
(kalcineurin A, CNA) és egy hozza szorosan kapcsolédd konzervalodott Ca®*-kotd B

alegységbdl (kalcineurin B, CNB) all.



A vaszkularis endotél sejtek kozotti kapcsolatok szabdlyozdsa reverzibilis foszforilacioval

Az EC-ben a sejtek kozott kialakuld illeszkedésben ¢s kommunikédcioban fontos a
transzmembran fehérjék és a veliik asszocialodo intracellularis fehérjék foszforilaltsagi
allapota. A sejt-sejt kapcsolatok fontos elemei az intracelluldris fehérjék, melyek a
transzmembran membranfehérjéket a sejtek citoszkeletalis szerkezetéhez kapcsoljak. Az EC
citoszkeleton harom, monomerekbdl felépiilé polimer fehérje halozat (aktin filamentumok,
intermedier fimalementumok, mikrotubulusok) alkotta dinamikus rendszer, mely gyors és jol
szabalyozott atrendezodésre képes, megszabva ezzel a sejtek alakjat és motilitasat. Az EC
citoszkeleton endotél barrier funkcidban betoltott szerepében is kiemelten fontos a fehérjék
reverzibilis foszforilacidja és defoszforilacidja. Az EC barrier diszfunkcidjaban szerepet jatszo
utvonalakat alapvetden két csoportra oszthatjuk: miozin konnyi lanc kindz (MLCK) —fliggd, és
—fiiggetlen folyamatokra, melyekben a PP1, PP2A és a miozin foszfatdz enzimnek is fontos

szerep jut.

A miozin foszfataz enzim és regulator alegységeinek szerepe az endotél sejtek barrier

funkciojaban

A miozin foszfataz holoenzim felépitése és szabdlyozdsa

A miozin foszfatdz (MP) holoenzim harom alegységbdl épiil fel: a 38 kDa nagysagu
PP1cd katalitikus alegységbdl és a hozza kapcsolodo két regulator alegységbdl, a 110 kDa
nagysagu miozin foszfataz reguléator alegység 1 (MYPT1) és a 20 kDa molekulatomegii M20
alegységbdl. A MP enzim aktivitdsaban fontos szerepet tolt be a regulator alegység, a MYPT1
Thr696 és Thr853 oldallancokon torténd foszforilacidja. A két oldallanc foszforilacidja
enzimaktivitds csokkenéshez vezet. A foszforilaciot katalizalo kinazokat és a foszforilacio
hatasat a PP1 aktivaldsara sokoldaluan vizsgaltak. A gatlo helyek defoszforilaciojaban
résztvevld foszfatazokrol kevesebbet tudunk. A PP2A enzimrdl az irodalombdl ismert, hogy a
PPlc és MYPT gatlo CPI-17 fehérjét (PKC-val aktivalodd 17 kDa-os fehérje) defoszforilalja,
ami altal szabalyozza a MP-t. A PP2B enzimrdl leirtdk, hogy endotél sejtekben szabéalyozza az
emlitett Thr oldallancok defoszforilaciojat, ezzel az MLC20 foszforilaciojat, igy fontos szerepet

jatszik a barrier funkci6 fenntartasaban.

A MYPT fehérjecsalad
A MYPT fehérjecsalad tagjai kozé soroljuk a MYPT1, MYPT2, MYPT3, MBS85 (miozin kotd
alegység 85) ¢és TIMAP (TGFp-gatolt membran asszocialt fehérje) fehérjéket. A MYPT1

szamos szdvetben jelen van, de legnagyobb mennyiségben a simaizomban expresszalodik.



Szerkezetét tekintve a MYPT1 fehérjén talalhaté egy N-termindlishoz kozeli PPlc kotod
motivum (KVKF), hét ankirin ismétlddés, a C-terminalis véghez kozeli szabalyozo/gatld
Thr696 foszforilacios hely, €s két nukledris lokalizacids szignal. A fehérje C-termindlis végén
leucin cipzar motivum helyezkedik el. A 110 kDa molekulatomegii MYPT2 fehérje, ami a
MYPT1-gyel 61%-0s homoldgiat mutat, a vazizomban, a szivizomban ¢és az agyban
expresszalodik. A 85 kDa-0s MBS85 39%-ban azonos aminosav szinten a MYPT1 fehérjével.
Minden sejttipusban expresszalodik, a csaladon belill a MYPT2 fehérjéhez nagyon hasonld
szekvenciat mutat. A foként membran-asszocialt fehérjeként leirt MYPT3 58 kDa
molekulatdmegii, szivben, agyban és vesében expresszalddik. A MYPT fehérjecsalad minden
tagjara jellemz6 a PP1c koté motivum, tovabbéa az N-terminalishoz kozeli konzervalt ankirin
ismétlédések. Az MBS8S5 fehérjén a MYPT1 és MYPT2-hoz hasonléan a C-terminalis végén
talalhat6 a leucin-cipzar motivum. A MYPT3 és a TIMAP a csalad tobbi tagjatol eltérden egy

prenilaciés motivumot (CAAX box) tartalmaznak C-terminalis végiikon, melynek szerepe a

------

TIMAP fehérje, a MYPT fehérjecsaldd tagja

A TIMAP endotél sejtekben (azon belill is vaszkuldris endotél sejtekben) és hematopoetikus
dssejtekben magas szinten expresszalodik mas sejttipusokhoz képest. Szerkezeti hasonlosag
alapjan a MYPT fehérjecsalad tagja, leginkabb a MYPT3-hoz hasonlo, aminosav szinten
44,7%-0s azonossagot mutatnak. A fehérje N-terminalis végéhez kozel taladlhato egy nukledris
lokalizaci6s szignal, majd a PP1c koté motivum (KVSF). Ezt koveti 6t ankirin ismétlédés, majd
C-terminalis végén egy prenilaciés motivum, a CAAX box, melynek a fehérje membran
lokalizaciojaban van szerepe. Szerkezeti jellegzetességeibdl addodéan a TIMAP fehérje
megtalalhat6 az endotél sejtek plazmamembranjdban és sejtmagjaban egyarant, bar a sejtmagi
lokalizacio fiziologiai szerepe eddig nem ismert. A fehérje EC-ben a PP1c regulator
alegységeként funkcional és a PP1cd izomformajahoz kotédik specifikusan. A PP1c-TIMAP
komplex szerepet jatszik az EC barrier funkci6 fenntartasaban az ERM fehérjék
defoszforilacigjanak szabalyozasa altal. Az irodalombol ismert, hogy a laminin receptor 1
(LAMR1) fehérje a TIMAP kolcsonhatd partnere, de a kdlcsonhatas funkcidja jelenleg nem
ismert. A miozin konnyi lanc (MLC) fehérje a PP1c-TIMAP komplex szubsztratja. A RACK1
(aktivalt protein kinaz C receptora) fehérjét munkacsoportunk azonositotta, mint TIMAP
kolcsonhatot. A RACK1 egy adaptor fehérje, ami endotél sejtek citoplazmdjaban biztositja a
TIMAP ¢és a farnezil transzferdz enzim kolcsonhatésat, ezaltal a TIMAP prenilacigjat melyet a

TIMAP membranba torténd transzlokacioja kovet. Munkacsoportunk tovabbi eredménye



alapjan a PP1c-TIMAP holoenzim érintett az EC endotelin-1 termelésében oly modon, hogy a
PKC kinaz altal foszforilalt endotelin konvertald enzim 1 (ECE-1) a PP1c-TIMAP komplex

szubsztratja.

Az eEF1A1 fehérje

Az eukariota elongacios faktor 1 A (eEF1A) egy erdsen konzervalddott fehérje. Két izoformaja
ismert (eEF1A1 és eEF1A2) melyek kozott 92%-os homologia figyelhetd meg. Az eEF1A
elsddleges funkcidja a protein szintézis elongacids 1épéséhez kotddik, ahol elésegiti az amino-
acil-tRNS (aa-tRNS) GTP-fiiggé kotddését a riboszomahoz. Az eEF1A részt vesz a
citoszkeleton atrendezOdésének szabalyozasaban, tovabba szerepet jatszik a fehérjék
proteoszoma medialt lebontasaban is. Az apoptozisban és a daganatok kialakulédsaban betoltott
szerepét mind a két izoforma esetében leirtak, valamint részt vesz a virus replikacioban. A
sejtmagi exportban betoltott szerepérdl ismert, hogy az eEF1Al a nukledris envelop
citoplazmatikus oldalan helyezkedik el, és az Exp5 vagy a klasszikus CRM1/NES ttvonaltol
fliggetleniil segiti ¢l6 a polyA-koté fehérje 1 (PABP1) és a von Hippel-Lindau (VHL) fehérje
nuklearis exportjat anélkiil, hogy belépne a sejtmagba. A PABP1 és a VHL fehérjék aminosav
szekvenciajaban talalhaté egy rovid peptidszakasz (DxGxxDxxL), amit transzkripcio-fiiggd
nukledris export motivumnak (TD-NEM) neveztek el, és aminek megléte esszencidlis az
emlitett fehérjék és az eEF1A1 fehérje kotddésében és a fehérjék eEF1A1 medialt sejtmagi

exportjaban.

A merlin fehérje

A merlin (moezin-ezrin-radixin like protein) egy tumorszuppresszor fehérje mely funkciojanak
elvesztése uigynevezett neurofibromatozis 2 betegség kialakulasahoz vezethet. Minden felndtt,
és szamos embrionalis human szdvetben kifejezddik, de legnagyobb mennyiségben a Schwann-
sejtekben, a meningedlis sejtekben ¢és az idegekben expresszalodik. A 22912 pozicidoban
elhelyezked6 NF2 gén 17 exonbol all, a fehérjének 10 splice varidnsa ismert, de a
leggyakrabban el6forduld és legintenzivebben kutatott az 1-es és a 2-es izoforma. A 1-es
izoforma nem tartalmazza a 16-os exont, amely igy rovidebb atirodott terméket eredményez a
16-o0s exont tartalmazo 2-es izoformahoz képest. A 2-es izoformédban azonban a 16-0S exon
stop kodonnal végzddik, igy a merlin 2-es izoformabol hianyoznak azok a C-terminalis
aminosavak, amelyek az intramolekularis kolcsonhatas kialakitasaért feleldsek. A merlin
nagyfoku szekvencia homologiat mutat a citoszkeleton-asszocialt ERM fehérjékkel, melyekkel
egyiitt a Band 4.1 fehérjecsaladba soroljak. A merlin N-terminalis végén egy FERM (Four-

point-one, Ezrin, Radixin, Moezin) domén talalhat6, melyet az a-helikalis, és végiil a C-
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termindlis domén kovet. A FERM ¢és C-termindlis domének kozott intramolekularis
kolcsonhatds alakulhat ki. A merlinnek fontos szerepe van a sejtek talndvekedésének
gatlasaban. Konfluens sejtek esetében kolcsonhatasba 1€p kiilonb6zé membranasszocialt
fehérjékkel, és ezzel szabalyozni tudja a sejtmembran mikrodomének szervezédését. A merlin
a citoplazma mellett a sejtmagban is megtaldlhato, ahol egyrészt gatolja az onkogén
génexpressziot a Hippo tumor szuppresszor utvonal aktivalasdval, mdasrészt gatolja az
CRLA4PCAFL E3 ybiquitin ligazt. A merlin Ser518 oldallincon defoszforilalt forméaban aktiv,
vagyis képes ellatni tumorszuppressziv funkciojat. A p21 aktivalt kinaz (PAK) vagy a protein
kinaz A (PKA) altali foszforilacidja kovetkeztében azonban a fehérje tumorszuppressziv
funkcioja szempontjabol inaktivva valik. A korabban emlitett kinazok kozvetleniil
foszforilaljak a merlint a Ser518 oldallancon, ami feltehetéen a FERM-domén és C-terminalis
domén kozott kialakuld intramolekularis kolcsonhatas erdsodéséhez vezet. Ez a szerkezeti
valtozéas vélhetden elfedi a FERM-domént, melynek kovetkeztében fehérje-kotd képessége
csokken, ezaltal a downstream jelatvitel, illetve a fehérje nuklearis importja zavart szenved. A
fehérje tumorszuppresszor aktivitasat befolyasold foszfo-Ser518 oldallancot defoszforilacid
foszfatazok tekintetében az ismereteink sokkal hianyosabbak. Endotél sejtekben vizsgalodva

nyitott a kérdés, hogy mely foszfataz(ok) defoszforilalhatjak a merlint a Ser518 oldallancon.



CELKITUZESEK

A TIMAP fehérje az endotéliumban egy magas szinten expresszalodo fehérje dsszehasonlitva
mas sejttipusokkal. Az EC-ben betdltott szerepének megismerésére iranyuld eddigi kutatasok
alapjan igazolddott, hogy fontos szerepet tolt be az EC barrier funkcio szabalyozasaban,
mindezek mellett részt vesz egyéb, fontos fiziologias folyamatokban is. A TIMAP élettani
melyek alapjan az endotél sejtekrdl szerzett ismereteink egyre boviilnek. Ezért munkank soran
a TIMAP fehérje kordbban nem ismert kdlcsonhatd partnereinek azonositasat €s vizsgalatat

terveztiik vaszkularis endotél sejtekben.

Ehhez célul tiztik ki:

= A TIMAP fehérje 1j kdlcsonhatd partnerének azonositasat endotél sejtekben.
= A fehérjék kozotti kolcsonhatas szerkezeti elemzését.

= A kolcsonhatas fizioldgiai szerepének megismerését.

= Az ERM fehérjékkel rokon merlin és a TIMAP kolcsonhatasanak detektalasat
vaszkularis endotél sejtekben.

= A fehérjék kozotti kolecsonhatés szerkezeti elemzését.

= A PP1c-TIMAP komplex lehetséges szerepének vizsgalatat a foszfo-Ser518-merlin

defoszforilacidjaban.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Reagensek és vegyszerek
A reagenseket és vegyszereket a Sigma (St Louis, MO, USA) cégtdl szereztiik be, ha masképp

nincs jelolve.
Modszerek

Reverz transzkripcio (RT) és polimeraz lancrteakcio (PCR)

Az endotél sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk ZR RNA MicroPrep™ (Zymo Research
Corporation, Irvine, CA, USA) segitségével a gyartd utasitidsa szerint. A PCR reakciékhoz
Phire® vagy Phusion® DNS polimeraz enzimet (Thermo Scientific, Inc. Waltham, MA, USA)

hasznaltunk.

Plazmidok, klonozas
Klonozas soran pGEX-4T-2, pGEX-4T-3 bakterialis és pCMV-Myc emlds expressziora
alkalmas vektorokat (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) hasznaltunk.

Agaroz gélelektroforézis, a DNS kinyerése agaroz gélbol

A DNS darabok elvélasztdsdra 1-1,2%-0s agar6z gélt hasznaltunk. A kivagni kivant
fragmenteket UV asztal (Hoefer Inc., Holliston, MA, USA) f616tt tavolitottuk el a gélbdl. A
DNS-t GeneJET Gel Extraction kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)
alkalmazasaval nyertiik ki a gélbdl a gyartd utasitasait kovetve. Az eluciot 55°C-on 30 pl
Spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) segitségével hataroztuk

meg.

Restrikcios emésztés és ligalas

A restrikciés hasitdshoz a Thermo Fischer Scientific cég (Waltham, MA, USA) FastDigest
enzimeit (BamHI: G"GATCC, EcoRIl: G'AATTC, Notl: GC"GGCCGC, Sall: G'TCGAC,
Xhol: C"'TCGAG) hasznaltuk a gyarto eldirasai szerint, 10x FastDigest puffert alkalmazva. Az
enzimek mennyisége nem haladta meg a teljes reakciokozeg 10%-at. Ligéalas sordn 1 : 3 =
vektor : inzert molaris aranyt alkalmaztunk. A ligalasi elegyben 6t egység DNS T4 Ligaz
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) enzimet, és a gyartd altal biztositott

puffert hasznéaltunk. A ligélast szobahOdmérsekleten 1 6ran at végeztik.

10



Kompetens sejtek eloallitasa és transzformadldsa

Az E. coli tenyészet (JM109 vagy BL21 (DE3)) egyetlen telepét 3 ml LB tapfolyadékba
oltottuk, és egy ¢éjszakan at 37°C-on 180 rpm-en razatva tenyésztettiik. Masnap a kulturat LB
tapfolyadékban 1:100 aranyban higitottuk, és ODese0=0,3-0,5-ig tenyésztettiik. Ezutan a
baktérium kultarat jégre helyeztiik 10 percre, majd centrifugéaltuk 2500 g-n 5 percig 4°C-on. A
sejteket tartalmazo pelletet 30 ml 100 mM-o0s CaCl> (pH 7,4) oldatban szuszpendaltuk, majd
jégen inkubaltuk 30 percig, amit ismét centrifugalas kovetett. A feliiliszot eltavolitottuk, a
pelletet pedig 3 ml hideg 100 mM-os CaClz (pH 7,4) oldatban szuszpendaltuk fel. Az igy kapott
szuszpenziot 400 pl-ként steril csovekbe pipettaztuk 15% steril glicerollal kiegészitve. A
sejteket -70°C-on taroltuk. Transzformalas esetén a plazmidokat, vagy a ligalasi elegyet 100 pl
jégen felolvasztott kompetens sejthez adtuk, és 20 percen 4t jégen inkubaltuk, 45 masodpercig
42°C-0s hdsokkot alkalmaztunk, majd a mintakat ismét jégre helyeztiik 2 percig. A sejtekhez
900 pl SOC médiumot adtunk, és ferdén elhelyezve 180 rpm-en, 45 percig, 37°C-on razattuk.
Ezt kovetden a sejteket ampicillin antibiotikum tartalmt LB-agar taptalajra szélesztettiik. A
konstruktot nem tartalmazo6 kontroll mintat antibiotikumot tartalmazo, és antibiotikum mentes

LB-agar taptalajra is szélesztettiik. A lemezeket 16 o6ran at 37°C-os termosztatban inkubaltuk.

Plazmid prepardlas

A plazmid DNS-t tartalmaz6 baktérium tenyészet egyetlen telepét 3 ml antibiotikum tartalmt
LB tapfolyadékba oltottuk, ¢és egy éjszakan at 37°C-on 180 rpm-en razatva tenyésztettiik. A
plazmid kinyeréséhez GeneJET Plasmid Miniprep kitet (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA) hasznaltunk a gyartd utasitdsai szerint. Az izolalt plazmid DNS

crer

MA, USA) hataroztuk meg.

DNS szekvendalas

A klonok ellendrzése végett a beépiilt inzertek szekvencidjat DNS szekvenaléassal ellendriztiik.
A szekvenalas a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Laboratériumi Medicina
Intézet Klinikai Laboratoriumi Kutaté Tanszékének Molekularis Genetikai Laboratoriumaban
késziilt a laboratdriumban bedllitott protokoll szerint.

GST-fuzios fehérjék eloallitasa

ampicillin antibiotikumot hasznaltunk. Az expresszid soran els6ként a megfelelé plazmidot

tartalmazo baktériumokat L.B-agar taptalajra szélesztettiik és 16 6ran at tenyésztettiik 37°C-on.
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Az agarlemezrdl egy kiilonallo telepet 3 ml 2xY T tapfolyadékba oltottunk €s 16 6ran at 37°C-
on 180 rpm-en razatva tenyésztettiik, majd a tenyészet 200 pl-ét 10 ml-re higitottuk, és 2 6ran
at razattuk (ODeoo= 0,5-0,6). A rekombinans fehérjék expresszigjat 0,1-1 M IPTG
koncentracioval, 25°C vagy 37°C-on végeztiik minden esetben 3 6ran keresztiil. Az inkubacios
id6 utan a sejteket centrifugalassal gyijtottikk 6ssze (5000 g, 10 perc). A pelletet 1XxPBS-sel
mostuk, mikorcentrifuga csdvekbe szétosztottuk, ismét centrifugaltuk, majd a pelletet -70°C-ra

helyeztiik.

Az endotél sejtek tenyésztése

A kisérletekhez hasznalt marha tiidé artéria endotél sejteket (BPAEC, Bovine Pulmonary
Artery Endothelial Cell) a 8. passzaldsnal vasaroltuk meg az American Type Culture
Collection-t6l (sejtvonal: CCL 209) és a 15-22 passzalas kozott hasznaltuk fel. A sejteket 10%
héinaktivalt FBS, 1% nem-esszencialis aminosav és 1% Na-piruvat tartalmu, minimal essential

médiumban (MEM) tenyésztettiik 37°C-on 5% szén-dioxidot tartalmazé atmoszféraban.

Immunprecipitacio

Immunprecipitacios kisérletekhez az endotél sejteket 100 mm atmérdji sejttenyésztd edénybe
passzéltuk a kisérlet kezdete eldtt 24 o6raval. Felhasznalas el6tt a sejteket hdromszor mostuk
hideg 1xPBS-sel, majd 600 pl IP pufferben kapartuk fel 6ket. A sejteket 4°C-on szonikaltuk 20
masodpercig, majd 12000 g-n, 15 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A feliiluszohoz IP pufferrel
mosott 50 ul Protein G Sepharose gyantat (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) adtunk és 3
oran at 4°C-on forgattuk az aspecifikusan kot6dd fehérjék eltavolitasa végett. A gyantat
centrifugalassal eltavolitottuk, majd feliiluszot a megfeleld specifikus antitesttel inkubaltuk 1
oran at 4°C-on. Ezutan 50 pl friss Protein G Sepharose gyantaval 1 éjszakdn 4t 4°C-on

forgattuk. A mosasi lépéseket kovetden a mintdkat 1xSDS mintapufferben foztiik.

Endotél sejtek transzfekcioja

BPAE sejtek transzfekcidja pCMV-Myc TIMAP 1-257 wt és pCMV-Myc 1-257 TIMAP
G252A mutans plazmiddal tortént Lipofectamine 2000 transzfekcios reagens (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) felhasznaldsaval a gyartd utasitdsai szerint. 24 ora utdn a sejtek mosasa
IXTBS-sel tortént, majd immunfestéshez, vagy szubcellularis frakcionalashoz lettek
felhasznalva.

A TIMAP csendesitése 50 nM ON-TARGET plus SMARTpool siRNS-sel (L-004065-00-0,
Dharmacon, Lafayette, CO, USA), az eEF1A1 csendesitése pedig 10 nM EF-1 al siRNS-sel
(sc-77232, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) tortént. Az siRNS-ek
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inkubalasa Lipofectamine RNAIMAX transzfekcids reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) tortént a gyart6 utasitasai szerint. A komplexet inkubacidja szobahdmérsékleten tortént.
A sejtekkel torténd inkubacid szérummentes médiumban, 6 6ran keresztiil zajlott. Ezt kovetden
a sejtek tenyésztése komplett médiumban tortént tovabbi 48 dran at 37°C-on 5% szén-dioxidot
tartalmazo termosztatban. Kontrollként ONTARGETplus siCONTROL nontargeting pool (D-
001810-10-01-05; Dharmacon, Lafayette, CO, USA) siRNS volt alkalmazva.

Szubcellularis frakciondlas

BPAE sejtek szubcellularis frakcionaldsa ProteoJET™ Cytoplasmic and Nuclear Protein
Extraction Kit, illetve Mem-PER™ Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) felhasznalasaval tortént a gyartd utasitasai szerint. A
frakciondlas hatékonysaganak ellendrzésére specifikus CD31 elleni antitest (Cell Signaling
Technology Inc., Beverly, MA, USA), mint membran marker, specifikus B-tubulin elleni
antitest (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), mint citoplazma marker, és specifikus
lamin A/C elleni antitest (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), mint sejtmag

marker volt alkalmazva Western blot kisérletben.

Immunfestés és konfokdlis mikroszkdpia

Immunfestéshez a sejtek tenyésztése 0,2%-os zselatinnal el6kezelt liveg lemezeken tortént. A
médium eltdvolitdsa ¢és a mosasi Iépéseket kovetden a sejtek fixalasa 3,7%-0S
paraformaldehidet tartalmazo 1xTBS-sel tortént 15 percen at, a permeablizalas 0,5% Triton X-
100-at tartalmaz6 1xTBS pufferrel 15 percig, a blokkolas pedig 2%-0s BSA TBS-ben oldott
oldataval tortént 30 percig. Az elsddleges és masodlagos antitestekkel torténd inkubacid 1 6ran
at, sotétben zajlott. Minden kisérleti 1€épés szobahOmérsékleten zajlott. A sejtmag festésére
DAPI (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) vagy TO-PRO-3 lodide (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA) lett alkalmazva 1:1000 x higitasban. Az egyes 1épések kozott
az liveglemezek mosésa 3x tortént 1XTBS-sel. A lemezek targylemezre rogzitése ProLong Gold
Antifade (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) médium felhasznalasaval
tortént, majd a képek elkészitése Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkopon (Leica
Microsystems, Wetzlar, Németorszdg), HC PL APO CS2 63 x 1.40 NA oil immerzios
objektivvel, DMI6000 mikroszkopon, 25°C-on tortént. A képek feldolgozasara LAS AF v3.1.3
szoftver kerilt felhasznalasra. A masodlagos antitestek nem-specifikus kotddése kontroll

kisérletekben lett ellen6rizve.
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SDS-PAGE és Western blot

A fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasat 10-12%-0s  SDS-poliakrilamid
gélektroforézissel Bio-Rad késziiléken végeztiikk. A géleken a szétvalasztott fehérjesavokat
Coomassie Brillant Blue vagy Blue Silver festéssel detektaltuk. Western blot esetében a
molekulatomeg szerint elvalasztott fehérjéket 0,45 pm porusméretii Hybond ECL nitrocelluléz
membranra (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) transzferaltuk. A membran szabad
kotohelyeinek blokkolasat 5%-os sovany tejpor 1XTBST pufferben oldott oldataval végeztiik 1
oran at szobahdmérsékleten. A blokkolast kdvetden a membrant a vizsgalt fehérje ellen
termeltetett specifikus antitesttel egy éjszakan at 4°C-on, majd a megfeleld, peroxidazzal jelzett
masodlagos antitesttel 1 oran at szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az egyes Iépések kozott a
membrant IXTBST-vel mostuk 3 x 5 percig. A kotédott antitesteket kemilumineszcencias
modszerrel detektaltuk WesternBright ECL-HRP substrate (Advansta Inc., Menlo Park CA,
USA) oldattal Alpha Innotech FluorChem® FC2 Imager (Lab Merchant, London, Egyesiilt
Kiralysag) késziilékkel.

Affinitas kromatogrdfia és in vitro GST pull down assay

A GST cimkével fuzionalt fehérjéket tartalmazo baktérium sejteket 600 pl hideg lizis pufterben
tartuk fel, jeges vizben szonikaltuk 1 percig, majd a sejtlizatumot 12000 g-n, 20 percig, 4°C-on
centrifugaltuk. A GST-TIMAP 1-257 és GST-TIMAP 1-257 G525A konstruktokat tartalmazo
baktérium sejtek feltarasa ettdl eltért: azokat 0,2% szarkozil tartalmu lizis pufferben tartuk fel,
majd a centrifugalasi 1épést kovetden a mintak feliiluszojat ugy higitottuk lizis pufferrel, hogy
a szarkozil koncentracidja 0,008% legyen. Minden feltart fehérje esetében a feliiliszohoz 50 pl
IXTBST-vel mosott glutathinone Sepharose 4B gyantat (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)
adtunk, és 4°C-on forgatassal immobilizaltuk a fehérjét. A nem kotédott fehérjéket mosassal
tavolitottuk el, majd a gyantat 1xSDS mintapufferben foztiik és a mintakat SDS-PAGE-sel
vizsgaltuk. Pull down kisérletek esetében a gyantara immobilizalt GST cimkével ellatott
fehérjéket mostuk a nem kotddott fehérjék eltavolitasa céljabol, majd BPAE sejtlizatummal
inkubaltuk. A BPAE sejteket hideg 1xPBS-sel mostuk, majd 600 ul hideg lizis pufferben
felkapartuk, 20 masodpercig jeges vizben szonikaltuk, ami utan 15 percig 12000 g-n, 4°C-on
centrifugaltuk. A feliiliszot a gyantan kikotodott fehérjéhez adtuk, és egy éjszakan at 4°C-on

forgattuk. A mosasi Iépéseket kovetden a mintdkat 1xSDS mintapufferben foztiik 10 percig.
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Az endotél sejtek specifikus foszfatazgatlo kezelése

BPAE sejteket specifikus foszfatazgatlokkal kezeltiink 30 percen keresztiil. A PP1 gatlasa
érdekében 1 uM tautomicetinnel, a PP2A gatlasa érdekében 5 NM okadansavval, mig a PP2B
gatlasa végett 2 uM ciklosporin A-val kezeltiik a sejteket. Kontrollként (vehikulum) DMSO
kezelést alkalmaztunk. A kezeléseket kovetden a sejteket lizis pufferben felkapartuk, majd

1xSDS mintapufferben foztiik 10 percig.

LC-MS/MS analizis

A GST pull down kisérletet kdvetéen a fehérjéket SDS-PAGE-sel elvalasztottuk, majd Blue
Silver oldattal festettiik. Az analizisre szant fehérjesavokat tartalmazo géldarabokat kivagtuk,
¢és tomegspektrometrias elemzésre kiildtiik Dr. Jandky Tamésnak a Szegedi Tudoméanyegyetem
Altaldnos Orvostudoméanyi Kar Orvosi Vegytani Intézetébe. Az eredmények értékelése
ProteinLynx GlobalServer 2.4 (Waters, Milford, MA, USA) és Mascot 2.04 (Marrix Science,
Boston, MA, USA) szoftverrel tortént.

Statisztikai analizis, az adatok kiértékelése

A statisztikai elemzést SigmaStat (Systat Software Inc., London, Egyesiilt Kiralysag)
programmal ANOVA analizissel végeztilk. A szignifikancia szintvaltozésokat csillaggal
jeloltik: *** (P<0,001). A Western blot kisérletek soran nyert fehérjesavok intenzitasat ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, MA, USA) szoftverrel értékeltiik ki.
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EREDMENYEK

A TIMAP uj kolcsonhato partnerének azonositasa

Az eEF1AI a TIMAP uj kélcsonhato partnere endotél sejtekben

A TIMAP fehérje endotél sejtekben magas szinten expresszalodik mas sejttipusokhoz képest, a
szerepérdl azonban még mindig kevés informacié all rendelkezésiinkre, bar az elmult években
tobb TIMAP kolcsonhatd partnert is azonositottunk. Munkank soran tovabbi TIMAP
kolcsonhato partnerek keresését végeztilk endotél sejtekben. Ehhez GST cimkével ellatott
overexpresszalt TIMAP fehérjét glutatione Sepharose 4B gyantahoz immobilizaltunk, majd a
kikotodott fehérjét BPAE sejtlizatummal inkubaltuk. Kontrollként két féle mintat hasznaltunk:
az elsé kontroll minta esetében immobilizalt GST fehérjéhez BPAE sejtlizatumot adtunk, a
masodik kontroll minta esetében pedig a bakteridlisan overexpresszalt TIMAP fehérjét
immobilizaltuk glutatione Sepharose 4B gyantahoz majd lizis pufferrel inkubaltuk. A mosasi
1épéseket kovetden a gyantardl a kikotddott fehérjéket 1xSDS minta pufferben vald fézéssel
eludltuk. A mintainkat SDS-poliakrilamid gélen méret szerint szétvalasztottuk, Blue Silver
festékkel festettiik, és az endotél sejtlizatummal inkubalt TIMAP eluatumban a kontroll
mintakhoz képest extraként jelentkezd savot kivagtuk, és LC-MS/MS analizisre kiildtiik (Dr.
Janaky Tamas, Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Orvosi Vegytani
Intézet). Az analizis soran az 50 kDa nagysagl eukariota elongacios faktor 1 Al (eEF1A1)
fehérjét azonositottdk (gén: EEF1Al, UniProtKB azonositd szam: P68104). Ezutan GST
cimkével ellatott overexpresszalt eEF1A1 fehérjét glutation Sepharose 4B gyantdhoz
immobilizaltunk, majd a kik6t6dott fehérjét BPAE sejtlizaitummal inkubaltuk. Kontrollként
olyan mintat hasznaltunk ahol immobilizalt GST fehérjét BPAE sejtlizdtummal inkubaltunk. A
TIMAP és az eEF1A1 fehérjek kolcsonhatasat a pull down mintak Western blot analizisével
megerdsitettiik specifikus TIMAP, illetve eEF1A1 elleni antitestekekkel. Az endogén fehérjék
kozotti  kolcsOnhatdst — immunprecipitacios  kisérletben  vizsgaltuk. A TIMAP
immunprecipitdtumaban kimutattuk az eEF1Al fehérjét, ¢és forditva, az eEF1Al
immunprecipitatumaban a TIMAP-ot. Munkacsoportunk korabbi eredményeibdl ismert, hogy
a TIMAP a PP1co regulétor alegysége endotél sejtekben, ezért az immunprecipitatumokban a
PPlc jelenlétét is vizsgaltuk. A TIMAP mellett az eEF1A1 immunprecipititumaban is
detektalni tudtuk a PP1c-t, ami az eEF1A1 és a PP1c-TIMAP komplex kdlcsonhatasara enged

kovetkeztetni.
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Az eEF1AI a TIMAP kélcsonhatasanak szerkezeti elemzése

A két fehérje kozotti kdlcsonhatds pontosabb megismerése érdekében a kovetkezdkben
megvizsgaltuk, hogy a TIMAP mely részén keresztiil kotddik az eEF1A1 fehérjéhez.
Kisérleteink soran els6ként kiilonboz6 GST-TIMAP roviditett fehérjéket (1-567 aminosav
(teljes hosszasagu TIMAP), 1-165 amonosav, 1-290 aminosav, 165-290 aminosav és 291-567
aminosav) hasznaltunk pull down kisérletben, és az eluatumokat Western blottal vizsgaltuk
specifikus eEF1A1 elleni antitest felhasznalasaval. Azt tapasztaltuk, hogy az eEF1A1 fehérje a
teljes hosszusagn TIMAP (1-567 aminosav) fehérjén kiviil csak azokhoz a TIMAP
fragmentumokhoz kotddott, melyek a fehérje 4-es €s 5-0s ankirin ismétlodését tartalmazzak.
Irodalmi adatokbol ismert, hogy az eEF1Al fehérje szerepet jatszik tobb fehérje sejtmagi
exportjaban, és hogy a szoban forgd fehérjék és az eEF1A1l kdlcsonhatdsaban, valamint
eEF1A1 medialt nukledris exportjukban sziikséges egy ugynevezett TD-NEM motivum
megléte. A TIMAP szekvenciajanak gondos elemzését kovetéen kideriilt, hogy ebben a
régidban, a 250-260 aminosav kozotti szakaszon talalhaté egy olyan szekvencia részlet, ami a
TIMAP TD-NEM motivumanak felelhet meg (TD-NEM: DxGxxDxxL, TIMAP:
250DHGVRVDVKDW2¢0).

A TD-NEM motivum szerepe a TIMAP és az eEF1A1 kélcsonhatdsdaban

Az el6z6 alfejezetben leirtak tiikrében felmeriilt a kérdés, hogy a TIMAP TD-NEM
motivumaénak szerepe van-€ az eEF1A1 fehérjével vald kdlcsonhatasban. Az irodalomban arrél
is beszamoltak, hogy az eEF1Al1 ¢és a TD-NEM motivumot tartalmazé fehérjék
kolcsonhatdsaban és a nuklearis exportjukban a TD-NEM els6 két konzervalt aminosavanak
van a legnagyobb szerepe. Az interakcidban leginkabb a méasodik konzervalt aminosav, a glicin
(G) alaninra (A) torténd valtoztatasa volt hatdssal. Mi is megvizsgaltuk a mutacio hatdsat az
eEF1A1 és TIMAP kolcsonhatasban. Létrehoztunk két TIMAP roviditett konstruktot. A vad
tipusu TIMAP 1-257 konstrukt a fehérje 1-257 aminosavat kddolta, mig a mutans TIMAP 1-
257 G252A konstrukt a 252. aminosav esetében glicin helyett alanint kodolt. A sikeresen
overexpresszalt vad tipustl és mutans TIMAP 1-257 fragmentumokat affinitas kromatografiaval
tisztitottuk. A gyantarol elualt mintak esetében egy savot detektaltunk a GST-TIMAP vad
tipusu €s mutans overexpresszalt fehérjének megfelelden, ami a tisztitas sikeress€gét bizonyitja.
A GST-vel fuzionalt roviditett vad tipust és mutans fragmentumokat pull down kisérletben
vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a glicin helyett alanint tartalmaz6 mutans TIMAP
fragmentumhoz az eEF1 A1 nem tudott k6tddni, mig a vad tipust roviditett fehérjehez igen. Ez

az eredmény azt igazolja, hogy a TIMAP TD-NEM szerli motivuménak fontos szerepe van a
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két fehérje kozotti kolcsonhatasban, a TD-NEM motivum konzervalt aminosavaban
bekovetkezett mutacido megakadalyozta az eEF1A1 fehérjével valo kdlcsonhatasat.

Ezutan, a vad tipusu és a G252 A mutans TIMAP 1-257 aminosavat kodolo szekvenciat pCMV-
Myc vektorba szubklonoztuk ¢és emlds sejtben expresszalhatdo plazmidokat hoztunk létre. A
plazmidokat munkacsoportunk tagjai BPAE sejtekbe transzfektaltak és specifikus c-myc elleni
antitest felhasznalasaval immunfluoreszcens festést végeztek, majd a mintakban konfokalis
mikroszkdppal megvizsgaltak a roviditett fehérjék sejten beliili lokalizaciojat. Az eredmények
alapjan a vad tipusu ¢és a mutans konstrukt is megjelent a sejtmagban ¢és a citoplazméban
egyarant, de a G252A mutans fehérje a sejtmagban jelentésebb mértékben volt detektalhatd. A
BPAE sejtek szubcellularis frakcionalasat kovetden munkacsoportunk tagjai Western blottal is
vizsgaltak a roviditett vad tipusu és mutans TIMAP lokalizaciojat specifikus c-myc elleni
antitest felhasznalasaval. A frakciondlés ellendrzése céljabol citoplazma markerként specifikus
B-tubulin elleni, sejtmag markerként specifikus lamin A/C elleni, mig membran markerként
specifikus CD31 elleni antitest lett felhaszndlva. A TIMAP membranba torténd
lokalizaciojanak elofeltétele a fehérje prenilacidja. Mivel a roviditett plazmidok nem kodoltak
a TIMAP prenilacios motivumat, igy — ahogy az varhat6 volt — sem a roviditett vad tipusu, sem
a roviditett G252A mutans fehérje nem volt detektalhat6é a plazmamembranban. A vad tipusa
¢s a mutans roviditett fehérjék cipoplazmatikus/sejtmagi eloszlasat megvizsgalta az volt
tapasztalhatd, hogy mig a vad tipusu roviditett fehérje koriilbeliil 50-50%-ban oszlott meg a
citoplazmaban ¢és a sejtmagban, addig a mutans roviditett fehérje dontéen a sejtmagban

lokalizalodott, 20%-ban a citoplazmaban, mig 80%-ban a sejtmagban volt jelen.

Az eEF1A1 fehérje szerepe a TIMAP sejtmagi exportjaban

Az eEF1A1 fehérjének a TIMAP sejtmagi exportjdban betoltott lehetséges szerepének
vizsgalatara munkacsoportunk tagjai specifikus siRNS felhasznalasaval eEF1A1 csendesitést
hajtottak végre BPAE sejteken. Kontrollként olyan sejtek voltak hasznalva, amelyek nem-
specifikus siRNS kezelést kaptak. A csendesitett sejtekbdl citoplazma, sejtmag és membran
frakcio lett izolalva szubcellularis frakcionalassal. A frakciokat Western blot kisérletben
vizsgaltak specifikus eEF1A1 és TIMAP elleni antitestek felhaszndlasaval. A frakciok
tisztasaganak ellendrzésére specifikus CD31 elleni antitestet, mint membran marker, specifikus
B-tubulin elleni antitestet, mint citoplazma, és specifikus lamin A/C elleni antitestet, mint
sejtmag markert hasznaltak. A csendesités sikerességét jelzi, hogy az eEF1A1 fehérje nem volt
detektalhato a specifikus siRNS-sel kezelt mintakban. A kontroll, nem specifikus siRNS-sel

kezelt minték citoplazma, sejtmag és membran frakciojaban is megjelent az eEF1A1 fehérje.
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Ugyanakkor, a vart eredménytol eltérden a TIMAP fehérjét nem csak a kontroll, nem specifikus
SIRNS-sel kezelt mitak citoplazma és membran frakcidiban lehetett detektalni, hanem az
eEF1A1 depletdlt mintdk citoplazma és plazmamembrén frakcidiban is. Ezek az eredmények
azt sugalljak, hogy bar a TIMAP TD-NEM motivumanak valoban fontos szerepe van az
eEF1A1 fehérjével valo kolcsonhatasaban, de a TIMAP sejtmagi exportjaban nem az eEF1A1,

vagy nem kizardlag vesz részt.

A merlin és a PP1c-TIMAP komplex kolesonhatasanak vizsgalata

Az ERM fehérj¢k és a TIMAP kolcsonhatasat munkacsoportunk mar koradbban leirta, és
igazolta, hogy a PP1c-TIMAP komplex részt vesz az endotél barrier szabalyozasaban az ERM
fehérjék defoszforilaciojan keresztiill. Az ERM fehérjékkel rokon merlin Ser518 oldallancon
torténd PAK/PKA medialt foszforilacioja befolyasolja a fehérje bioldgiai aktivitasat. A

defoszforilaciot végzo foszfataz enzimet/enzimeket endotél sejtekben még nem vizsgaltak.

Merlin izoformak vizsgalata vaszkularis endotél sejtekben

A merlin fehérjének 10 izoformaja ismert, de a sejtekben legnagyobb mennyiségben kifejezodo
és legintenzivebben kutatott az 1-es és a 2-es izoforma. A két izoforma kozott 45 bp kiilonbség
van (merlin 1-es izoforma kodold szekvencia: 6046, merlin 2-es izoforma kodolo szekvencia:
6091 bp). Megvizsgaltuk, hogy az endotél sejtekben az 1-es, vagy a 2-es, esetleg mindkét merlin
izoforma Kkifejezodik-e. Ennek eldontésére olyan primerpart terveztiink, amely a 2-es
izoforméban kifejez6dd 16-os exont kozrefogja. A 16-os exon megléte/hidnya kdvetkeztében
egy 45 bp-nyi kiilonbség varhato a két izoforma kozott. A primerek altal kozrefogott termék az
1-es izoforma esetében 493 bp, mig a 2-es izoforma esetében 538 bp. A primerparral PCR-t
végeztink HPAEC (Human Pulmonary Artery Endothelial Cells) c¢DNS-t hasznalva
templatként. Negativ kontrollként olyan reakciot allitottunk 6ssze, amelyben a cDNS-t nukleaz
mentes vizzel helyettesitettiik. A PCR termékeket agaroz gélen futtatuk, majd a DNS-be
interkalalddott GelRed festéket UV asztal f6lott vizsgaltuk. Az endotél cDNS-bdl végzett PCR
termékben két savot kaptunk, melyek mérete a merlin 1-es és 2-es izoformanak felel meg,
bizonyitva azt, hogy endotél sejtekben mind az 1-es, mind a 2-es merlin izoforma kifejezddik.
Tovabbi kisérleteinkhez a merlin 1-es izoformdjat hasznaltuk. A merlin 1-es izoformdjat kodold
DNS szakaszt felsokszoroztuk ¢s pGEX-4T-2 vektorba klonoztuk. A plazmidot szekvenalassal

ellen6riztik.
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A merlin és a PP1c-TIMAP komplex kélcsonhatasanak detektdaldasa

A merlin és a PP1c-TIMAP komplex kozotti kdlesonhatéast pull down kisérlettel vizsgaltuk. Az
overexpresszpresszalt merlin, illetve TIMAP fehérjéket glutation Sepharose 4B gyantan
immobilizaltuk, majd BPAE sejtlizadtummal inkubaltuk. A total sejtlizatumot és a pull down
mintakat Western blottal vizsgaltuk specifikus eEF1A1, TIMAP, illetve PPlc elleni
antitestetekkel. Eredményeink alapjan a merlin és a TIMAP kolesonhatnak egymassal endotél
sejtekben, tovabba a pull down mintakban a PP1c enzim jelenlétét is detektalni tudtuk, mely
igazolja, hogy a merlin k6lcsonhatasba 1ép a PP1c-TIMAP holoenzimmel. Munkank kovetkezo
Iépéseként az endogén fehérjék kolcsonhatasat vizsgaltuk vaszkularis endotél sejtekben. A
merlin immunprecipititumaban detektaltuk a TIMAP fehérjét, és forditva, a TIMAP
immunprecipititumaban a merlint. A pull down kisérletekkel egybehangzén az IP mintakban
is detektaltuk a merlin illetve a PP1c-TIMAP komplex kolcsonhatasat. Mindezek mellett
kivancsiak voltunk, hogy a TIMAP kotddik-e a merlin Ser518 oldallancon foszforilalt
formajahoz. A TIMAP immunprecipitatumaban sikeresen detektaltuk a foszfo-Ser518-merlin
fehérjét, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a TIMAP-nak szerep lehet a foszfo-Ser518-merlin

defoszforilacidjaban.

A merlin és a PP1c-TIMAP komplex kélcsonhatdasanak feltérképezése

A két fehérje kolesonhatasanak feltérképezése érdekében pull down kisérleteket végeztiink.
Elsdként a TIMAP oldalardl kivantuk feltarni az interakciot. Ehhez a laboratériumunkban
rendelkezésre allo teljes hosszusagh vad tipusu (1-567 aminosav) mellé a tobb féle roviditett
valasztottuk. A teljes hosszlisagl, az N-terminalis és a C-terminalis TIMAP fragmentumokat
glutation Sepharose 4B gyantan immobilizaltuk, majd a gyantara kikotodott fehérjéket BPAE
sejtlizatummal inkubaltuk. A totdl sejtlizatumot ¢és a pull down mintdkat Western blot
kisérletben vizsgaltuk specifikus merlin elleni antitest felhasznalasaval. A kisérlet eredménye
alapjan, — ahogy az varhato6 volt — a teljes hossztusdga TIMAP fehérje kotddott a merlinhez,
tovabba kimutattuk, hogy a kolcsonhatasban a TIMAP N-terminalis fele érintett. A fehérjének
ezen fele rendezett szerkezetet mutat ellentétben a C-terminalis felével. Itt talalhaté a TIMAP
nuklearis lokalizaciés szignalja, a PPlc koté motivum tovabba a fehérje-fehérje
kolcsonhatasokért felelds ankirin ismétlddések és elmondhatd, hogy az eddig leirt TIMAP
kolcsonhato partnerek dontden a fehérje ezen feléhez kapcsolodnak. Kovetkezd 1épésként
megvizsgaltuk, hogy a PP1c-TIMAP komplex melyik merlin domén(ek)hez kapcsolodik. A

merlin fehérje harom doménbdl all, melyek az N-termindlis, az a-helikalis, valamint a C-
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terminalis domén. Annak eldontésére, hogy a merlin melyik doménje(i) kotik a PP1c-TIMAP
komplexet merlin FERM-domén, oa-helikalis domén és C-terminalis domén rekombinans
fehérjéket hoztunk létre. Elsé 1épésként a merlin fehérje doménjeit kodold rekombinans
plazmidokat allitottuk eld, ahol templéatként a korabban eldallitott teljes hossziasagh vad tipusa
merlin plazmid szolgalt. Ezt kovetden a GST-vel fuzionalt FERM, a-helikalis és C-terminalis
merlin domén fragmentumokat pull down kisérletben vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a
merlin a FERM-doménjén keresztiil kotédik a TIMAP fehérjéhez. Irodalmi adatokbol ismert,
hogy a merlinnel k6lcsonhato fehérjék tobbsége a fehérje FERM-doménjéhez kapcsolodik.

A TIMAP csendesités hatasanak vizsgalata a merlin és a PPlc-TIMAP kolcsonhatdsdra
illetve a merlin foszforilacidjara

Munkacsoportunk tagja eldszor megvizsgalta, hogy a TIMAP csendesitése miként befolyasolja
a merlin és PP1c enzim kolcsonhatasat. A TIMAP csendesitése specifikus siRNS-sel tortént,
kontrollként pedig nem-specifikus siRNS-sel kezelt mintak lettek alkalmazva. A csendesitést
kovetden merlin elleni anitesttel immunprecipitacios kisérlet lett végrehajtva, majd a teljes
endotél sejtlizatum és az immunprecipititumok Western blot kisérletben lettek vizsgalva a
TIMAP depletalt mintak és a nem-specifikus SiRNS-sel kezelt mintak esetében is. A fehérje
csendesitése sikeresnek bizonyult, a TIMAP specifikus siRNS-sel kezelt sejtlizitumban nem
volt detektalhato a fehérje. A nem-specifikus SiRNS-sel kezelt mintak immunprecipitatumaban
specifikus antitesttekkel detektalhatd volt a merlin, a TIMAP, a PPlc, valamint a MYPTI1
jelenléte egyarant. A TIMAP depletalt mintdk immunprecipititumédban azonban nem volt
kimutathatd a PP1c. Mindezek mellett nem volt detektalhato a MYPT1 fehérje sem a merlin
immunprecipitatumaban fliggetleniil a TIMAP jelenlététdl, vagy hianyatol. Ezen eredmények
azt sugalljak, hogy egyrészt a merlin és a PP1c kozotti kolcsonhatas nem kozvetlen, hanem az
interakci6 a TIMAP fehérjén keresztiil valosul meg, masrészt, hogy a TIMAP-nak szerepe lehet
a foszfo-Ser518-merlin defoszforilacidjanak szabalyozasaban. A kisérlet tovabbi részében
munkascoportunk arra a kérdésre kereste a valaszt, hogy a TIMAP fehérje csendesitése miként
befolyasolja a merlin Ser518 oldallancon torténd defoszforilaciojat. BPAE sejtek
immunfluoreszcens festését kovetden az volt tapasztalhatd, hogy foszfo-Ser518-merlin szintje
megemelkedett az endotél sejtek plazmamembranjaban a kontroll, nem-specifikus siRNS-sel
kezelt sejtekhez képest, amely eredmény tovabb erdsitett azt a feltételezést, hogy a merlin
Ser518 oldallancon torténd defoszforilacidjanak szabalyozésaban a TIMAP fehérje érintett

lehet.
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A PPlc enzim gatlasa noveli a merlin Ser518 oldallancon torténd foszforilaciojat endotél
sejtekben

Miutén a korabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a PP1c-TIMAP komplex kotddik a merlin
Ser518 oldallancon foszforilalt formajahoz, illetve azt tapasztaltuk, hogy a TIMAP csendesitése
hatassal van a foszfo-Ser518-merlin membranbeli feldtisulasdban, bizonyitani akartuk, hogy a
PP1 enzim jatszhat szerepet a foszfo-Ser518-merlin defoszforilaciojaban. Ehhez, BPAE
sejteket tautomicetinnel, mint specifikus PP1 enzim gatlé szerrel, okadansavval, mint
specifikus PP2A enzim gatlo szerrel és ciklosporin A-val, mint specifikus PP2B enzim gatlo
szerrel kezeltiink. Ezutan a sejteket felkapartuk, majd a kontroll sejtlizatumot (vehikulum),
illetve a specifikus gatloszerekkel kezelt teljes sejtlizatumokat 1xSDS mintapufferben foztiik,
¢s Western blottal vizsgaltuk specifikus foszfo-Ser518-merlin, merlin és aktin elleni antitestek
felhasznalasaval. A Western blottal nyert savokat denzitometraltuk, majd a foszfo-Ser518-
merlinre kapott jelet a merlin fehérjére normalizaltuk. A merlin Ser518 oldallancon foszforilalt
formaja a specifikus PP1 gatloszer, a tautomicetin hatasara koriilbeliil kétszeresére emelkedett
a kontroll, okadansavval, vagy ciklosporin A-val kezelt mintdkhoz képest. Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a PPl enzim gatlasanak hatasara a foszfo-Ser518-merlin szintje
szignifikansan (p<0,001) megemelkedett, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a foszfo-Ser518-

merlin defoszforilacidjanak szabalyozasaban a PP1 enzim jatszik szerepet.
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MEGBESZELES

A disszertacioban bemutatott két uj TIMAP kolcsonhatd partner, az eEF1A1 és a merlin
megismerésével tovabb bdviiltek ismereteink az endotél sejtekben magas szinten
expresszalodo, PPlc regulator alegység, TIMAP fehérjérél. Eredményeink alapkutatasbol
sziilettek, ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a foszfatazok miikodésének szabalyozasa ma
mar tobb betegség gydgyitasaban is hasznélatos. Az endotél sejtek barrier funkcidjanak
molekularis ismerete pedig nélkiillozhetetlen szamos betegség kezelésében/gydgyitasaban. Az
endotél sejtek gat funkcidja szdmos jelatviteli utvonaltol fiigg, melyekben jelentds szerephez
jut a fehérjék reverzibilis foszforilacidoja. A PP1c-TIMAP komplexnek tébb kolcsonhatd
partnerét is azonositottak a kdzelmultban, melyek ismerete egyre tobb informaciot szolgaltat a
holoenzim endotéliumban betdltott funkcioirol.

Egyik, Gjonnan azonositott kdlcsonhatod partner az altalunk leirt eEF1A1 fehérje. A fehérje
azonosositasat  tomegspektrometrids  analizissel végeztikk, majd pull down ¢és
immunprecipitacios kisérletekkel igazoltuk kocsonhatasat a PP1c-TIMAP komplex-szel. Az
eEF1A1 elsédleges élettani funkcidja a transzlacié elongécios 1épéséhez kothetd. Emellett az
irodalomban a fehérjének tobb egyéb, ugynevezett ,,moonlighting” funkcigjat irtdk le. A
nukledris exportban betoltott szerepét a VHL és a PABP1 fehérjék kapcsan detektaltdk. A
fehérjének ez a sejtélettani funkcidja kiilonosképp érdekesnek bizonyult szdmunkra, mivel a
TIMAP fehérjét endotél sejtekben a plazmamembran mellett a sejtmagban, és a mag koriili
régioban is detektaltuk, de sem a sejtmagi szerepérdl, sem pedig az onnan térténd exportjarol
nincsenek informéaciéink. igy megvizsgaltuk, hogy a TIMAP nuklearis exportjaban az eEF1A1
fehérje részt vesz-e, amit tobbféle kisérleti metodikaval is megprobaltunk igazolni. In vitro pull
ami tartalmazza a fehérje 4-es €s 5-0s ankirin ismétlodését. Az eEF1A1 sejtmagi exportban
betdltott szerepe kapcesan feltartak, hogy az interakcid létrejottében sziikséges a kolcsonhatod
fehérjék szekvencidjdban az ugynevezett transzkripcid-fliggd nukleéris export motivum (TD-
NEM, DxGxxDxxL) megléte. A TIMAP szekvencidjanak gondos elemzését kovetden
megallapitottuk, hogy a TIMAP, eEF1A1 fehérje kdlcsonhato régiojaként feltart szekvenciaban
van egy rovid szakasz, ami a TIMAP TD-NEM szerli motivumanak felelhet meg
(250DHGVRVDVKDW3g0). A TD-NEM motivum harom konzervalt aminosavat tartalmaz
(félkovérrel vannak jeldlve a szekvenciaban). Az eEF1A1 altal medialt nuklearis exportban

esszencialis szereppel bir6 TD-NEM motivumot leir6 munkacsoport eredményei alapjan az
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eEF1AL és a kdlcsonhato partnerei kozotti kolcsonhatasban a masodik konzervalt aminosavnak
(G) kitiintetett szerepe van. Bemutattdk, hogy a glicin alaninra torténd valtoztatdsa dramaian
lecsokkentette azeEF1A1 és a VHL, valamit PABP1 fehérjék kdlcsonhatasat. Ezért kisérleteink
soran létrehoztunk két olyan roviditett TIMAP fehérjét, amelyek egyikében a vad tipusu, glicint
kodoldo TD-NEM szeri motivum szerepelt, mig a masik, mutans konstrukt a glicin helyett
alanint kodolo szekvenciat tartalmazott. Eredményeink egybehangzoak voltak az irodalmi
eredményekkel, a TIMAP TD-NEM szerli motivuméaban létrehozott aminosav csere
megakadalyozta az eEF1A1 fehérjével valo kdlcsonhatast, bizonyitva, hogy a VHL és PABP1
fehérjéken tal a TIMAP esetében is esszencialis a TD-NEM szerli motivum az interakcio
kialakitasaban.

A munka tovabbi részében munkacsoportunk tagjai immunfluoreszcens festéssel és
szubcellularis frakcionaldssal megvizsgaltdk az eEF1Al szerepét a TIMAP nukleéris
exportjaban. Elséként roviditett TIMAP 1-257 vad tipust €s 1-257 G252A mutéans plazmidot
BPAE sejtekbe transzfektaltak, és azt tapasztaltdk, hogy a mutans fehérje nagymértékben a
sejtmagban lokalizaloédott a vad tipusu fehérjéhez képest. Az eEF1A1 fehérje csendesitését
kovetéen azonban a TIMAP fehérje detektalhatd volt mind a sejtek citoplazmdjaban és
plazmamembranjaban egyarant. fgy tehat a kisérleti eredmények nem voltak meggy6zoek a
tekintetben, hogy az eEF1A1 fehérjének kizardlagos szerepe lenne a TIMAP sejtmagi
exportjdban. Az eredmények azt sugalljak, hogy bar a TD-NEM motivum valdban
elengedhetetlen a TIMAP és az eEF1A1 fehérje kolcsonhatasaban, mégis a TIMAP nuklearis
exportjaban nem az eEF1 A1, vagy nem kizarolag vesz részt, igy a TIMAP sejtmagi exportjaban
szereppel bird fehérjek feltérképezése tovabbi kisérletes munkat igényel.

A TIMAP-ot szerkezete alapjan a MYPT fehérjecsaladba soroljak. A fehérjecsaladra jellemz6
ankirin ismétlédések lehetdvé teszik, hogy a csalad tagjai kdlcsonhatasba 1épjenek kiilonbozo
fehérjékkel. Mivel a TIMAP TD-NEM szerli motivuma a fehérje egyik ankirin ismétlédésén
talalhato, felmeriilt a kérdés, hogy a TD-NEM motivum megtaldlhato-e a MYPT fehérjecsalad
tobbi tagjaban is. A MYPT csalad tagjainak aminosav szekvencia 0sszehasonlitasat kdvetden
az a konklizid vonhato le, hogy a csalad tobbi tagjadban nem taldlhatdak meg a TD-NEM
motivumra jellemzd konzervalodott aminosavak. (TD-NEM motivum:
250DHGVRVDVKDW.360, vastag: TD-NEM konzervalt aminosav, alahuzott: a MYPT
fehérjecsaladban konzervalddott aminosav). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a MYPT csalad
tagjai koziil a TIMAP kizarolagos kdlcsonhato partnere az eEF1A1 fehérjének.

Bar az eEF1Al fehérje TIMAP sejtmagi exportjaban betdltott szerepét nem sikeriilt

egyértelmiien bizonyitanunk, ugyanakkor kizérni sem tudjuk annak a lehetdségét, hogy az
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eEF1AL1 részt vesz ebben a folyamatban. A TIMAP a sejtmagbdl exportalddva a citoplazméaban
prenilalodik, majd a plazmammebranba transzlokalddik, ahol kiemelt szerepet tolt be az endotél
sejtek barrier fenntartasaban.

A sejtmagi exporton betoltott — egyeldre nem egyértelmi — funkcié mellett az eEF1A1 endotél
sejtekben betoltott szerepének tovabbi vizsgalatai soran a munkacsoportunk eredményei arra
utalnak, hogy az eEF1A1 a PP1c-TIMAP komplex szubsztratja, s az eEF1A1 Thr oldallancon
torténd defoszforilacigjat kdvetden a plazmamembranba lokalizalodik, ahol és eldsegiti az
endotél sejtek szétterjedését és letapadasat. (Ezeket az eredményeket a tézisfiizetben nem
mutattam be.)

Az eEF1A1 mellett az ERM ¢és az ECE-1 fehérjéket is munkacsoportunk aznositotta korabban,
mint a PP1c-TIMAP komplex szubsztratjait. A PPlc-TIMAP elengedhetetlen a sejtek
endotelin-1 termelésének szabalyozasaban azaltal, hogy befolyasolja a PKC altal foszforilalt
ECE-1 defoszforilaciojat. Az ERM fehérjék defoszforilacidjan keresztiil pedig a komplex
szabalyozni képes az EC barrier funkciot. Az ERM-eket a Band 4.1 fehérjecsaladba soroljak a
merlinnel egyiitt. A két fehérje kozott nagyfoku szekvencia homologia figyelhetd meg, mely
elsdsorban a FERM domén els6é 300 aminosavat érinti. A TIMAP és a moezin kolcsonhatasa,
illetve a PP1c-TIMAP holoenzim ERM defoszforilacidjaban betdltott szerepe felvetette a
kérdést, hogy a merlin koélcsonhatd partnere-e a PP1c-TIMAP holoenzimnek. A merlin a
sejtekben tumorszuppresszorként funkcional, és részt vesz a sejtproliferacio szabalyozasaban.
A fehérjének 10 izoformaja ismert, de leginkabb az 1-es és a 2-es izoforma kutatott és
jellemzett. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy endotél sejtekben mindkét izoforma
kifejezddik. A teljes hossziisagu vad tipust 1-es merlin izoformat kodolo DNS-t a késobbi
kisérletekhez bakterialis vektorba szubklonoztuk. Azért az 1-es izoformat valasztottuk, mivel a
merlin 2-es izoformaja tartalmaz egy plusz exont (16-0s exon) az 1-es izoformahoz képest, ez
az exon azonban stop kodonnal végzdédik, mely egyrészt egy rovidebb atirodott terméket
eredményez, masrészt nem kodolja a C-terminalis domént, aminek az intramolekularis
kolcsonhatasok kialakitasaban van esszencialis szerepe. Ezt kovetéen a PP1c-TIMAP komplex
és a merlin kolcsonhatdsdnak kimutatasara pull down és immunprecipitacios kisérleteket
végeztiink, és a mintdk Western blot analizisével igazoltuk, hogy a merlin és a TIMAP
kolcsonhatnak egymassal BPAE sejtekben. Roviditett TIMAP fehérjéket pull down kisérletben
felhasznalva megallapitottuk, hogy a TIMAP rendezett fehérjeszerkezetet mutatd N-terminalis
felével (1-290 aminosav) — ami tartalmazza a nuklearis lokalizacios szignalt, a PP1c kotd
motivumot és az 6t ankirin ismétlédést — kotddik a merlinhez, mig a TIMAP kevésbé rendezett

C-termindlis fele (291-567 aminosav) nem tudott kotddni a fehérjéhez, hasonléoan az ERM-

25



ekhez. A merlin kdlcsonhato partnereirdl €s a kolcsonhatasok természetérdl viszonylag sok
informdci6 all a rendelkezésiinkre, koszonhetden annak, hogy a merlin fehérjét mintegy hiisz
¢ve kutatjak. Ismert, hogy a large tumor suppressor kinaz 1 és 2 (Lats 1/2) a merlin FERM
doménjén keresztiil kapcsolodik a fehérjéhez, és a kdlcsonhatas fizikailag blokkolja a merlin
FERM ¢és C-terminalis doménjén keresztiill megvaldsuldo auto-inhibiciojat. Egy masik
publikacié arrdl szamol be, hogy a merlin tubulinhoz val6 kétédése a FERM doménen, illetve
a C-termindlis doménen keresztiil jon 1étre Schwann sejtekben. Sajat kisérleteink sordn azt az
eredményt kaptuk, hogy a PP1c-TIMAP komplex kotésében a merlin FERM doménje a felelds,
hasonldéan, ahhoz, ahogy az az irodalomban korabban merlin kolcsonhatd partnerként
azonositott legtobb fehérje esetében teljesiil. JOI ismert tény, hogy a merlin Ser518 oldallancon
torténd foszforilacidja hatassal van a fehérje bioldgiai aktivitasara, intra-, és intermolekularis
kolcsonhatasaira, tovabba sejten Dbeliili lokalizacidjara. A  foszforilalatlan merlin
tumorszuppresszor funkciot 1at el a sejtekben, mig a Ser518 oldallancon foszforilalt forma a
tumorszuppresszor funkié szempontjabol inaktiv. Kisérleteink soran immunprecipitacios
kisérletben sikeresen kimutattuk, hogy a PP1c-TIMAP komplex kolcsonhatasba 1ép a merlin
Ser518 oldallancon foszforilalt formajaval is. A munkank tovabbi részében azt vizsgaltuk, hogy
a merlin és a PP1c-TIMAP komplex kdlcsonhatasanak fiziologiai hatterében szerepet jatszik-e
a foszfo-Ser518-merlin PP1c-TIMAP altali defoszforilacioja. Szamos, az irodalombol ismert
eredmény tlikrében logikus feltételezésnek tiint, hogy endotél sejtekben a PPlc-TIMAP
komplex lassa el ezt a funkciot. Ismert, hogy egyes sejttipusokban a MYPT fehérjecsalad mas
tagja szolgal a PPlc regulator alegységeként, mig endotél sejtekben a TIMAP tolti be ezt a
funkciot. Példaul, Fukata €s munkatarsai az MYPT1 fehérjét jelolik meg MDCK epitél
sejtekben, mint a moezin defoszforilacidjat végzd PPlc regulator alegységet, ugyanakkor
endotél sejtekben ezt a funkciot a TIMAP latja el. Emelett pankreas karcinoma, melanoma,
ovarium adenokarcindma, majtumor, tiidd, illetve emld karcinoma sejtvonalakon vizsgaldédva
azt talaltdk, hogy a merlin defoszforilacigjat a PPlc-MYPT1 komplex végzi. Annak
igazolasara, hogy endotél sejtekben valoban a TIMAP szerepel, mint a PPlc regulator
alegysége, munkacsoportunk elvégezte a TIMAP csendesitését. A sejtlizatumok Western blot
analizise azt az eredményt hozta, hogy TIMAP depletalt sejtekben a PP1c nem kotédott a
merlinhez. Az immunprecipitaitumokban a MYPT1 jelenlétét vizsgalva kidertilt, hogy a merlin
nem Iépett kdlcsonhatasba a MYPT1-gyel sem a TIMAP csendesitett, sem a kontroll, nem-
specifikus siRNS-sel kezelt sejtekben. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a
TIMAP iranyitja a PP1 enzim katalitikus alegységét a merlinhez. Tovabbi vizsgalatok alapjan

elmondhat6, hogy a TIMAP csendesitése hatassal van a foszfo-Ser518-merlin lokalizaciojara
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¢s a foszforilalt fehérje szintjének emelkedésére. A kisérletek azt az eredményt hoztak, hogy
TIMAP hianyaban a foszfo-Ser518-merlin szintje megemelkedett és a plazmamembranban
dusult. Ez az eredmény ismételten a PPIlc-TIMAP komplex foszfo-Ser518-merlin
defoszforilaciojaban valo részvételét sugallja.

Végiil, megvizsgaltuk, hogy a PP1 enzimen kiviil mas foszfataz szereppel birhat-e a foszfo-
Ser518-merlin defoszforilacidjaban. A merlin Ser518 oldallancon torténd defoszforilacigjarol
kevés adat all rendelkezésiinkre, endotél sejtekben pedig ezidaig egyaltalan nem vizsgaltak a
jelenséget. BPAE sejteket kiilonbozoé foszfatdz gatlokkal kezeltiink. A tautomicetin egy
természetes eredetli toxin, mely koncentraciofiiggd modon szelektiv gatloszere a PP1
enzimnek. A tautomicetin mellett az okadansavrol kozismert, hogy megfelel koncentracioban
alkalmazva specifikus PP2A, mig a ciklosporin A-rdl, hogy specifikus PP2B gatlo toxin. A
foszfatazgatlok kezelését kovetden Western blot analizist végeztiink, és azt tapasztaltuk, hogy
a specifikus PP1 gatloszer tautomicetin hatasara szignifikdnsan megemelkedett a foszfo-
Ser518-merlin szintje, mig a masik két gatloszer hatasara nem tortént valtozas. Ez azt igazolja,
hogy endotél sejtekben a foszfo-Ser518-merlin defoszforilaciojaért kdzvetleniil, vagy kozvetve
a PP1 enzim felel.

A merlin endotél sejtekben betdltott szerepét tovabb vizsgalva munkacsoportunk tagjai azt
talaltak — az irodalmi adatokkal 6sszhangban—, hogy a merlin defoszforilalt formaban gatolja
hatassal bir. (Ezt az eredményt a tézisfiizetben nem mutattam be.)

Az értekezésben ismertetett két (1j PP1c-TIMAP szubsztrattal Gjabb fehérjék nevét irhatjuk fel
a komplex szubsztratjait 0sszegyljtd listara. Ezeknek a fehérjéknek, €s a holoenzimmel valo
kolcsonhatdsuknak a megismerésével egyre tobb ismeretet nyerhetliink az endotél sejtekrol,

melyek optimalis miikddése elengedhetetlen szerveink megfelelé mitkddésében.
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OSSZEFOGLALAS

Az endotél sejtek barrier funkcidja fontos szerepet tolt be a szervek megfelelé miikdodésében,
melyben kdzponti szerepet jatszik az endotél sejtek citoszkeletonjanak és az ehhez kapsolodo
fehérjéknek a foszforilaltsagi szintje. A TIMAP (TGFB-gatolt membran asszocialt fehérje) a
protein foszfataz 1 katalitikus alegységének (PP 1c) regulétor alegységeként azonositott fehérje,
melynek expresszids szintje endotél sejtekben nagyon magas mas sejttipusokhoz képest. Tobb
kolesonhato partnere ismert, melyekkel egylitt a TIMAP fehérjének fontos szerepe van a barrier
funkci6 fenntartaséban.

Munkénk soran sikeresen azonositottuk az eukariota elongacios faktor 1 A 1 (eEF1AT1) fehérjét,
mint 4j TIMAP kolcsonhatéd partnert. Igazoltuk, hogy a két fehérje kdlcsonhatdsaban fontos
szerepet kap egy, a TIMAP szekvenciajaban fellelheté rovid peptid szakasz, melyet
transzkripcio-fiiggd nuklearis export motivumnak (TD-NEM) neveznek. A TD-NEM megléte
esszencialis a két fehérje kolesonhatasaban, a motivum masodik konzervalt aminosavanak
glicinrdl alaninra torténd cseréje negativ hatassal volt az eEF1A1-TIMAP interakcidra. A
mutans roviditett TIMAP fehérje dontéen a sejtmagban lokalizalodott, ugyanakkor az eEF1A1
csendesitése nem volt hatassal a TIMAP sejtmagi exportjara.

Ezen kiviil igazoltuk, hogy a PP1c-TIMAP kolcsonhatd partnere a tumorszuppresszor merlin
(moezin-ezrin-radixin like protein) fehérjének. Kimutattuk, hogy a PP1c-TIMAP komplex a
merlin Ser518 oldalldncon foszforilalt forméjaval is kolcsonhatasba 1ép, mely oldallanc
foszforilaltsaga/defoszforilaltsaga  kulcsszerephez jut a fehérje tumorszuppresszor
funkcidjaban. Feltérképeztiik a két fehérje kozotti kdlcsonhatast, amikor is azt talaltuk, hogy a
TIMAP N-terminalis felével, mig a merlin a FERM-doménjén keresztill vesz részt a
kolcsonhatasban. A TIMAP csendesitését vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a TIMAP fehérje
hianyaban a merlin nem tudott ko6tddni a PP1c enzimhez. A merlin és a MYPT1 kdlcsonhatasat
sem a TIMAP fehérje jelenlétében, sem hidnyaban nem tudtuk detektalni. Immunfluoreszcens
festést kovetden kimutattuk, hogy a foszfo-Ser518-merlin szintje megemelkedett a sejtek
plazmamembranjaban. Specifikus foszfatazgatlok alkalmazasat kovetden arra az eredményre
jutottunk, hogy a specifikus PP1 gatl6 tautomicetin hatdsara szignifikansan megemelkedett a
foszfo-Ser518-melin szintje, ami a PP1c-TIMAP komplex szerepét igazolja a foszfo-Ser518-
merlin defoszforilaciojanak szabalyozasaban.

Az itt leirt két ) TIMAP kolcsonhatd partner azonositasaval tovabb bdviiltek ismereteink a

TIMAP endotél sejtekben betoltott — lathatoan — sokszini funkcidirol.
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KOVETKEZTETESEK

1. Az eEF1A1 a TIMAP 1j kolesonhato partnere endotél sejtekben.
2. A kolcsonhatas a TIMAP 165-290 aminosav (4-es és 5-0s ankirin ismétlodés) régidjan

keresztiil valosul meg.

3. A kolcsOnhatas kialakitasaban esszencialis a TIMAP TD-NEM szeri motivuma.
4. Endotél sejtekben kifejezodik a merlin 1-es és 2-es izoformaja egyarant.

5. A merlin fehérje a PP1c-TIMAP komplex kdlcsonhato partnere endotél sejtekben.

6. A kolcsonhatas a TIMAP oldalardl a fehérje N-terminalis ,,felén”, a merlin oldalarél a
FERM-doménen keresztiil valosul meg.

7. A PP1c-TIMAP komplex érintett a foszfo-Ser518-merlin defoszforilaciojanak

szabalyozasaban.

KULCSSZAVAK

endotél sejtek, reverzibilis fehérje foszforilacio, PP1, TIMAP, eEF1A1, merlin, foszfo-Ser518-

merlin, pull down, immunprecipitacid
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