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3. BEVEZETES

A vaszkularis endotél sejtek konfluens sejtréteget képeznek az érrendszer belso felszinén,
¢és jelentds szerepet toltenck be szdmos élettani és patologias folyamatban. Az endotélium
elvalasztja a keringd vért a kornyezo szovetektdl és a kismolekulak mellett csak a fehérjék egy

részének engedi az atjutast a vérbol a szovetekbe.

Az endotél sejtek alakjat és a barrier funkcid fenntartasat nagymértékben befolyasolja a
kontraktilis és a feszitd er6k egyenstlya. Ha ez az egyensuly felbomlik és eltolodik a
kontraktilis erdk iranyaba, barrier diszfunkci6 alakul ki. Az endotél barrier funkcié zavara
szamos patologias allapotban, illetve betegségben megfigyelhetd, mint példaul gyulladasban,
szepszisben, trombozisban, diabetes mellitusban, metasztatikus tumorképzodés soran, illetve
akut tiidésériilésben, vagy sulyosabb esetben az akut respiracios distressz szindromaban is. Az
erek barrier diszfunkcidjanak negativ hatdsa van a gyogyszerek felszivodasara is. A tulzott
érpermeablilitds kovetkeztében a gydgyszermolekuldk feldusulhatnak az intersticialis térben

mellyel toxicitasuk lokalisan novekedhet, egyidejiileg szisztémas hatékonysaguk csokkenhet.

Az endotél sejtek alakjaban és motilitdsaban fontos szerephez jut a sejtek citoszkeletélis
¢és ehhez asszocialodd fehérjéinek reverzibilis foszforilacioja. Endotél sejtekben a TIMAP
(TGFB-gatolt membran asszocialt fehérje) a protein foszfataz 1 (PP1) regulator alegysége, egy
magas szinten expresszalodo fehérje. A TIMAP PPlc-vel alkotott holoenzimként tobb
endotelialis fehérje defoszforilaciojaban érintett, melyek hatdssal vannak az endotél sejtek

alakjara illetve egyéb €lettani folyamataira.

A disszertacioban Osszefoglalt munka soran két uj TIMAP kolcsonhatd partner, az
eukariota elongacios faktor 1 A 1 (eEF1A1) és a moezin-ezrin-radixin like protein (merlin)
azonositasat és jellemzését végeztiik. Vizsgalataink 0j ismereteket fednek fel a TIMAP fehérje

endotél sejtekben betdltott szerepérol.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. A vaszkularis endotél sejtek barrier funkcioja

Az endotélium kifejezést Wilhelm His svajci anatomus hasznalta el6szor 1865-ben a
testiiregek belsd sejtes rétegének a definialasara, megkiilonboztetvén az epitéliumtol (Aird,
2007). Az endotélium az emberi szervezet legnagyobb szerve, a mintegy 10-60 x 10*? endotél
sejt (EC) hozzavetdlegesen 300-1000 m? feliiletet borit be az erek belsd felszinén (4.1. abra)
(Feletou, 2011). Az endotél sejtek legfontosabb feladata, hogy szemipermeabilis barriert
képezve elvalasszak a keringd vért a kdrnyezd szovetektdl, és szabalyozzak a vérben keringd
makromolekuldk és sejtek atjutasat az erek falan, megorizve ezzel az érfal szelektiv

gatfunkciojat (Dejana, 2004; Mehta és Malik, 2006; Aird, 2007).

4.1. abra. Humdn koldokzsinor-véna belsé felszinét borito endotél sejtek. Konfokalis
mikroszkoppal készitett 3D-s vetiilet. PECAM-1 fehérje (membran marker) zélddel és a sejtmag

kékkel festve. Forras: http://www.kurzweilai.net/new-device-yields-close-up-look-at-cancer-

metastasis

A normadl barrier funkciot a sejt-sejt kapcsolatok, illetve az EC és az extracellularis matrix
kozott kialakuld kolcsonhatas biztositja (Dejana, 2004). Kiilonbozd fizikai, gyulladédsos, és
bioaktiv ingerek megvaltoztathatjak az endotél sejtréteg barrier funkciojat, ami paracellularis
rések kialakulasdhoz vezet, ennek kovetkeztében novekedett ér permeabilitas, majd végso

esetben elégtelen szervfunkcid alakulhat ki (Dudek és Garcia 2001; Mehta és Malik, 2006).

Az endotél sejtek fenotipusukat, morfologiajukat és élettani szerepiiket tekintve is nagy
heterogenitast mutatnak attol fiiggden, hogy artéridban vagy vénaban helyezkednek el, vagy,

hogy az adott ér milyen szervben talalhato (Feletou, 2011). A sejtek kozotti permeabilitas

9


http://www.kurzweilai.net/new-device-yields-close-up-look-at-cancer-metastasis
http://www.kurzweilai.net/new-device-yields-close-up-look-at-cancer-metastasis

alapjan az endotéliumnak harom f6 tipusat kiilonboztetjitk meg: (1) a folytonos endotéliumot
(példaul tiidében, illetve a folytonos endotélium kiilonleges valtozatat képezi az agy és a retina
kapillarisainak endotélje), (2) a fenesztralt (részben nyitott) endotéliumot, és végiil (3) a
diszkontinuus (vagyis hézagos) endotéliumot (Tuma és Hubbard, 2003; Hoffmann, 2004).

Az EC alakjat és mozgékonysagat a citoszkeletalis szerkezet aktin filamentumai, tovabba
az aktomiozin rendszeren keresztiil megvalosuld kontraktilis erék szabalyozzak. Az endotél
sejtek Osszehuzoddsa soran az aktin  polimerizacidja, tovabbad aktomiozin rostok
(stresszkabelek) kialakuldsa figyelhetd meg. Ismert, hogy az aktin polimerizacid és vele
parhuzamosan az aktin-citoszkeleton atrendezddése megndvekedett érpermeabilitashoz vezet,
aminek tiid6 6déma lehet a kovetkezménye (Ermert és mtsai.,1995). Ugyanez a jelenség
figyelheté meg a gyulladasos dgens trombin hatdséra is, amikor aktin polimerizaciot kovetden,
a sejtek kortikalis aktin filamentumai csokkennek, mig a stresszkébelek mennyisége novekszik
(Schaphorst és mtsai., 1997; Ehringer és mtsai., 1999; Mehta és Malik, 2006). Ezzel ellentétben,
ha a sejteket cytochalasin D-vel, egy aktin polimerizaciot gatld szerrel kezelték, megsziint a

kontrakcios allapot (Goeckeler és Wysolmerski, 2005).

A folytonos endotéliumban a sejtek szoros illeszkedése transzmembran adhézios
fehérjéken keresztiil valosul meg, melyek sejtkapcsolatokat (junkciok, junctions) hoznak 1étre
a sejtek kozott. A szorosan illeszked6 endotél sejtekre a réskapcsolatok (gap junctions, GJ),
szoros sejtkapcsolatok (tight junction, TJ) és az adherens kapcsolatok (adherent junctions, AJ)
is jellemzdek. A GJ-k transzmembran csatornakat alakitanak ki a sejtek kozott, mig a TJ-k és

AJ-k a pericellularis, foltszerii kapcsolatokat 1étesitenek az EC kozott (Mehta és Malik, 2006).

Mind az EC extracellularis matrixhoz asszocialodo fehérjék, mind a sejtek kozott
kialakulo  kiilonb6z6  junkciok  kialakitasaban  részvevd  fehérjék  reverzibilis

.....

szabalyozva ezzel az EC barrier funkciot.

4.2. A fehérje foszforilacié és defoszforilacio hatasa a vaszkularis endotél sejtek barrier

funkcidjara

4.2.1. Reverzibilis fehérje foszforilacio
A reverzibilis fehérje foszforilacio az egyik leggyakoribb poszttranszlacios modositas az
eukariota sejtekben (Davies és mtsai., 2000). Fontos szerepet tolt be a sejtek novekedésében és

szamos sejtélettani folyamatban, tobbek kozott a sejtciklusban, az apoptdzisban, a sejtek
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A fehérjék foszforilaciojat protein kindz enzimek katalizaljak, amely folyamat soran
nukleozid trifoszfatok (legtobb esetben ATP, néhany esetben GTP) y-foszfatcsoportja beépiil a
fehérjék szerin (Ser), treonin (Thr), tirozin (Tyr), vagy ritkabban hisztidin (His) oldallancaba
(Hunter, 1995; Attwood és mtsai., 2007). A folyamat megfordithatosagat a protein foszfatazok
biztositjak azaltal, hogy lehetévé teszik a fehérjékben az észter kotéssel kapcsolodo
foszfatcsoportok hidrolizisét (Cohen, 1989). A negativ toltési foszfat csoport beépiilése
hatéassal van a fehérjék biologiai aktivitasara. A fehérjék pillanatnyi foszforilaltsagi szintjét a
kinaz és foszfataz enzimek aktivitisanak aranya hatarozza meg (Shi, 2009). A fehérje
foszforilaciod jelentdségét mutatja, hogy az intracellularis fehérjék 30%-a foszfoprotein, és hogy
a protein kindzokat és foszfatazokat kodold gének az eukaridta genom mintegy 4%-at adjak. A
protein kinazok és foszfatazok miikodésében bekovetkezett rendellenesség szamos betegség
okozoja lehet; példaul daganatok, vagy immunologiai betegségek kialakulasahoz vezethet

(Barford, 1995).

A protein kindz enzimek véltozatos szabalyozasi moddot mutatnak és széles
szubsztratspecificitassal rendelkeznek. Aminosav szekvenciajukban tobb konzervalt motivum
jelenik meg, melyek magyarazatot adnak arra, hogy a diverz fehérjéknek hogyan sikertil ellatni
azonos funkciojukat. Szerkezetiikre jellemz6 a kinaz aktivitasaért felelds katalitikus domén és
szabalyoz6 domén. Egyik csoportositasuk azon alapul, hogy az enzim a foszfatcsoportot a
szubsztrat melyik oldallancéara kapcsolja. E szerint Ser/Thr és Tyr, vagy kettds specificitasu
protein kindzokat ismeriink, melyek a fehérjék Ser/Thr és Tyr oldallancat egyarant képesek
foszforilalni. Az osztalyozas a katalitikus domének aminosav szekvencidja szerint is torténhet.
Ezen feliil megkiilonbdztetiink receptor, €s nem receptor kinazokat (Hanks és Hunter, 1995). A
human genomban a protein kinazok szamat 500-nal is tobbre becsiilik (Manning és mitsai.,
2002). Ezek koziil 400 olyan kinazt ismeriink, amelyek a fehérjék Ser/Thr oldallancahoz
kapcsoljak a foszfat csoportot, vagy kettés specificitasuak (Venter és mtsai., 2001).

Az eukariota protein foszfatdzok harom géncsaldd termékei, melyek a fehérjék egy
szerkezetileg €s funkciondlisan diverz csoportjat alkotjdk. Ezek koziil kettd, a foszfoprotein
foszfatazok (PPP) és a fémion-fliggd foszfatdzok (PPM) a fehérjék foszfo-Ser/Thr oldallancat,
mig a tirozin foszfatdzok (PTP) a foszfo-tirozin oldallancokat defoszforilaljak. A PTP csaladon
beliili alcsalad az ugynevezett kettds specificitast protein foszfatazok (DSP), melyek a fehérjék
foszfo-Ser/Thr és foszfo-Tyr oldallancat is képesek defoszforilalni (Barford és mtsai., 1998). A
defoszforilaci6 mechanizmusat tekintve a Ser/Thr specifikus foszfatazok a foszfatcsoport
kozvetlen hidrolizisét katalizaljak, mig a Tyr specifikus foszfatdzok egy tiofoszforil

intermedieren keresztiil tavolitjak el a foszfatcsoportot (Denu és Dixon, 1998). A protein
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foszfatazokat kddold gének szama koriilbeliil 100, amibdl csupan 15, ami a fehérjék foszfo-

Ser/Thr oldallancan 1évé foszfatcsoport lehasitasat katalizalja (Venter és mtsai., 2001).

4.2.2. A foszfo-Ser/Thr specifikus protein foszfatazok osztalyozasa

A foszfo-Ser/Thr specifikus foszfatazok harom csoportra, azon beliill tovabbi
alcsoportokra bonthatok (4.2. abra). Az elsé nagy csoportot a mar korabban emlitett PPP-ok
tagjai alkotjak, melyek inhibitor fehérjékkel szembeni érzékenységiik alapjan tovabbi
csoportokra oszthatok: protein foszfataz 1 (PP1), protein foszfataz 2 (PP2), tovabba a PP4, PPS,
PP6 és PP7 enzimek (Shi, 2009).

DxHG 2 VORG GNH i
= I == RGEER
~PP2A [ | P11l | | | | ] 309
—PP4 [ | Iy 1 JEJEN | =07
—ppe [ I 1 1 [ Jaos
—PP1 [] | 1T ]330
Bed  CBD Al
~PP2B [ | 1 I | . BL_] 521
(Calcineurin)
PPP PR domam 2 o
PP5 [ 111 | 1 | 499

Catalytic core domain

R, DG DG, GxxDN,

PPM Pr2c [ 1 L 1N )l 382

L }
Catalytic core domain

D«DxT, T DDA
Sepl [ TRT] =
FCP/SCP Insartion BRCT doman

Fepl [ | I 1 - 1] ost

FCPH domain

4.2. dabra. A Ser/Thr specifikus protein foszfatizok csoportositisa.(Shi, 2009)

Fémion fiiggdségiik alapjan a PP2 enzimek tovabbi két alcsoportra oszthatok: a PP2A
enzim mitkodéséhez nem sziikséges fémion, mig a PP2B (méas néven kalcineurin) Ca?" fiiggo.
A PPM csaladba a Mg?*-fiiggd PP2C és a piruvét dehidrogenaz foszfatdz tartozik. A PP2C
haromdimenzids szerkezete azonban nagymértékben hasonlit a PP2A és PP2B enzimekhez. A
harmadik csoportot az ugynevezett aszpartat-alapu foszfatazok alkotjak (Cohen, 1997; Csortos
¢és mtsai., 2007; Shi, 2009).
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A PPP holoenzimek egy katalitikus alegységbdl, tovabba egy, vagy tobb kapcsolodd
regulator alegységbdl allnak, mely igy az enzim nagyfoku variabilitasat teszi lehetévé (Csortos

¢és mtsai., 2007; Shi, 2009).

4.2.2.1. Protein foszfataz 1

A PP1 a foszfo-Ser/Thr specifikus foszfatazok egyik legjelentésebb tagja, minden
eukariota sejtben expresszalodik. Kiemelten fontos szerepet tolt be szdmos sejtélettani
folyamatban, példaul a sejtosztddasban, apoptozisban, fehérje szintézisben, metabolizmusban,
citoszkeletalis szervezddésben, tovabba a membran-receptorok és -csatorndk miikodésének
szabalyozasaban (Ceulemansés mtsai., 2002). A sokféle bioldgiai funkcidval aranyban all az

enzim széles szubsztratspecificitasa.

Minden funkcionalis PP1 enzim egy katalitikus alegységbdl (PPlc) és a hozza
kapcsolodo regulator alegység(ek)bdl (R) all. A PP1 enzim katalitikus alegysége az egyik
legkonzervaltabb fehérje, az eukaridta szervezetekben koriilbeliil 70%-0s, vagy akar magasabb
szekvencia homologiat is mutathat (Cohen, 1997; Shi, 2009). Példaul, a Homo sapiens és a Bos
taurus fajok kozott a PP1 katalitikus alegységének & izoformaja kozott 100%-os homologia
figyelhet6 meg (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Emlés sejtekben a 35-38 kDa méretii PP1

katalitikus alegységet harom gén kddolja, a PP1ca, PP1co (mas nevezéktan szerint PP1cf3) és
PP1cy. A PPlca két splice variansa a PP1coués PPlcae, a PP1cy enzimé pedig a PPlcy: és
PP1cy, (Cohen, 1988). Az egyes PPlc izoformak kodzott nagyfokti a homologia (Shi, 2009).
Szerkezeti modellje a 4.3. abran lathato: az aktiv centrum a nagy-, és kis helikalis domén és a
B szendvics altal 1étrehozott Y alaku katalitikus drokban helyezkedik el, ahol két fémion (Fe?

és Mn?") talalhato.

nagy helikalis
domén |

\
/-

9% kis helikalis
domén

4.3. dbra. A PP1 enzim szerkezete. (Shi, 2009). Pirossal a Fe?* és Mn?* ionok az aktiv

centrumban, halvany rozsaszinnel az Y alaku drok van jelolve.
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A két fémion szerepe a defoszforilacio folyamata sordn a nukleofil reakcid inicialasa. A
fémionok koordindldsdban részt vevd esszencidlis aminosak (hdrom hisztidin, két
aszparaginsav €s egy aszparagin) a PPP csaladra jellemzden konzervalodtak (Egloff és mtsai.,
1995; Shi, 2009). A PP1c-hez kapcsolodod 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 kiilonb6zd, azonban
mindegyik szekvencidjaban azonositottak egy rovid motivumot (R/KVxF), amit altalanosan
PP1c k6té motivumnak szoktak nevezni (Egloff és mtsai., 1997; Cohen, 2002). A PP1c ko6t6
motivum a PP1c hidrofob arkahoz kotédik (Egloff és mtsai., 1997).

4.2.2.2. Protein foszfataz 2A és 2B

A PP1-hez hasonléan 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 foszfatazok
90%-at adjak (Depaoli-Roach és mtsai., 1994). Jelentdségét szamos sejtélettani folyamatban
leirtak (Zolnierowicz, 2000; Janssens és Goris, 2001). A PP2A az é16 sejtekben heterodimer és
heterotrimer formaban fordulhat el6. A dimer szerkezetli enzim egy 65 kDa nagysagu szerkezeti
alegységbodl (A alegység vagy PR65) és a hozza kapcsolodd 36 kDa nagysagh katalitikus
alegységbdl (PP2A C) 4ll. A heterodimer forma koétddhet a varidbilis regulétor alegységgel (B
alegyséq), kialakitva ezzel az enzim heterotrimer szerkezetét (Eichhorn és mtsai., 2009). Az
elnyult patk6é alaka A alegység koti a C és a B alegységeket, ily modon a holoenzim
Osszetartasat biztositja, a B alegység pedig az enzim szubsztratspecificitasaért és sejten beliili

lokalizaciojaért felelds (Janssens és Goris, 2001).

A protein foszfataz 2B, vagy mas néven Kalcineurin a PPP csaladba tartozd
Ca2*/kalmodulin-fiiggd protein foszfataz, mely a Ca®" ion kotésével valik aktiv enzimmé
(Aramburu és Klee, 2000; Rusnak ¢és Mertz, 2000). Szerepét leirtak tobbek kozott az
idegrendszer fejlodésében és a memoridban, immunoldgiai valaszokban, izom adaptacioban
illetve tobb jelatviteli Gtvonalban (példaul NF-kB, JNK, NFAT). A PP2B egy A katalitikus
alegységbdl (kalcineurin A, CNA) és egy hozz szorosan kapcsolodé konzervalodott Ca?*-koté
B alegységbdl (kalcineurin B, CNB) all (Klee és mtsai., 1979; Klee és mtsai., 1998; Shi, 2009).
Az 58-69 kDa nagysagu A alegységnek harom izoformaja van (a, B és y), a 16-19 kDa
molekulatomegli B alegységnek pedig két izoformajat irtak le (Klee és mtsai., 1998).
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4.2.3. A vaszkularis endotél sejtek kozotti kapcsolatok szabalyozasa reverzibilis
foszforilacioval

Az EC-ben a sejtek kozott kialakuld illeszkedésben és kommunikacioban fontos a
transzmembran fehérjék és a velilk asszocialodo intracellularis fehérjék foszforilaltsagi
allapota. A sejt-sejt kapcsolatok fontos elemei az intracellularis fehérjék, melyek a
transzmembran membranfehérjéket a sejtek citoszkeletalis szerkezetéhez kapcsoljak. A ZO-1
(zonula okkludens-1), a kateninek, a p120 katenin, illetve az aktinin mind olyan sejten beliili
fehérjék melyek a VE-kadherin, konnexin, klaudin és okkludin integrans membranfehérjéket
az EC citoszkeleton F-aktinjahoz illetve intermedier filamentumaihoz koétik (Dejana, 2004). A
réskapcsolatok  kialakitdsaért felelds konnexinek kozvetleniil is kapcsolodhatnak a

mikrotubulusokhoz (Giepmans, 2004) (4.4. abra).
AKTIN FILAMENTUMOK

11

o, katenm

i AKTIN FILAMENTUMOK

OKKLUDIN

KADHERINEK W KONNEXINEK

ADHERENS KAPCSOLAT SZOROS KAPCSOLAT RESKAPCSOLAT

4.4, abra. Az endotél sejtek intracelluldaris kapcsolatainak sematikus dabrdja. (Kasa és mtsai.,

2015, médositott abra)

Az AJ és TJ kialakitasaban részvevd fehérjék foszforilacioja a sejt-sejt kapcsolatok
szerkezetét is modositjak, igy szerepiik van a barrier kialakitdsaban. Az AJ-ban részt vevo egyik
fontos fehérjének, a VE-kadherinnek a foszforilacija hozzajarul a p-kateninnel torténd
kolesonhatasdhoz, ugyanakkor a -katenin foszforilacidja negativ hatassal van az interakciora
(Roura és mtsai., 1999; Huber és Weis, 2001). A PP2A Ba enzimrél munkacsoportunk

kordbban leirta, hogy a VE-kadherin ¢és [-katenin fehérjék defoszforilaciojan keresztiil
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szabalyozza az endotél citoszkeleton szerkezetét (Késa és mtsai., 2013). A trombocita endotél
sejt adhéziés molekula 1 (PECAM-1) szintén részt vesz a [-katenin foszforilacidjanak
vaszkularis endotelialis ndvekedési faktorrol (VEGF) szintén ismert, hogy érintett az sejt-sejt
kapcsolatok kialakitasaban, ugyanis szabalyozhatja az intracelluléris okkludin és ZO-1 fehérjék
foszforilacidjat (Antonetti és mtsai., 1999). A gyulladas kovetkeztében felszabadul6 hisztamin
¢s VEGF hatasara pedig a p120-katenin foszforilacids szintjének csokkenését tapasztaltak

(Wong és mtsai., 2000).

4.2.4. A vaszkularis endotél sejtek citoszkeleton szerkezetének szabalyozasa reverzibilis
foszforilacioval

Az EC citoszkeleton harom, monomerekbdl felépiild polimer fehérje halozat (aktin
filamentumok, intermedier filamentumok és mikrotubulusok) alkotta dinamikus rendszer, mely
gyors ¢€s jOl szabalyozott atrendezddésre képes, megszabva ezzel a sejtek alakjat és motilitasat
(Dudek ¢és Garcia, 2001). Az EC citoszkeleton barrier funkcioban betoltott szerepében is
kiemelten fontos a fehérjék reverzibilis foszforilacidja és defoszforilacioja (Ceulemans és
mtsai., 2002; Bogstcheva, 2008; Shi, 2009). Az EC barrier diszfunkcidjaban szerepet jatszo
utvonalakat alapvetden két csoportra oszthatjuk: miozin konnyti lanc kindz (MLCK) -fiiggd, és

-fliggetlen folyamatokra (4.5. abra) (Dudek és Garcia, 2001).

Az MLCK-fiiggd utvonal sordn a trombin proteolizissel aktivalja a protedz-aktivalt
receptor-1 (PAR-1)-et oly modon, hogy a trombin a PAR-1 N-terminalis végérol proteolizissel
lehasit egy rovid peptidszakaszt. Az igy kialakult ij N-terminalis a PAR-1 liganduma, melynek
areceptor extracellularis doménjéhez valé kotddése elinditja a jelatviteli folyamatokat. Inozitol
trifoszfat (IP3) koncentracié emelkedés kovetkezik be, melyet intracellularis Ca?* koncentracié
novekedés kovet. A Ca?* ionkoncentracidjanak emelkedése révén a Ca?*-kalmodulin
kolesonhatas aktivalja az MLCK-t, mely miozin kénnyt lanc (MLC) foszforilaciohoz vezet. A
foszforilacido eredményeként aktomiozon interakcio, illetve sejtkontrakcid lép fel. A MLC
foszforilacié masik lehetséges modja a Rho/Rho-kinaz (ROK) utvonalon lehetséges: a Rho-
GTP altal aktivalt Rho-kinaz az MLC foszfatdz gatlasahoz vezet, ami az MLC foszforilaciojat,

¢és kovetkeztében aktin stresszkdbel képzddését eredményezi (Dudek és Garcia, 2001).
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4.5. dabra. A barrier diszfunkcio kialakitisaban szerepet jatszo MLCK-fiiggo és MLCK-
fiiggetlen uitvonalak dsszefoglalasa. Az dbra a Dudek és Garceia 2001-ben a Journal of Applied
Physiology c. folyoiratban megjelent publikaciojanak egyik dbraja alapjan késziilt.

Az MLCK-fiiggetlen jelatviteli ut tobbféle ligand hatasara is aktivalodhat, kdzpontjdban
azonban minden esetben a Hsp27 hdésokk fehérje illetve a kaldezmon foszforilacidja all. A
pertusszisz toxin (PTX) egy eddig ismeretlen Gtvonalon keresztiil aktivalja a MAP kinaz
(MAPK) utvonal p38 fehérjéjét, ami a Hsp27 fehérje foszforilacigjat eredményezi, mely ezzel
az aktin polimerizaciot gatldo hatasat elveszitve, stresszkabel képzdédéshez és barrier
diszfunkciohoz vezet (Garcia és mtsai., 2002). PMA kezelés hatasara BPAE sejtekben protein
kinaz C (PKC) enzimaktivitas emelkedés tapasztalhato jelentés MLC foszforilacio nélkiil,
valoszinlsithetben az ERK-katalizalt kaldezmon foszforilacié altal, ami szintén aktin
polimerizaciohoz vezet (Bogatcheva és mtsai., 2006). Hasonloképpen, a gyulladasos citokin,
TNF-a receptordhoz torténd kapcsolodasa PKC-fiiggd tutvonalon éri el a citoszkeletélis
atrendez6st és a barrier diszfunkciot (Ferrero és mtsai., 2000). Bar a TNF-a-r6l ismert, hogy
pozitivan szabéalyozza az MLC foszforilacidjat, jelen esetben az EC barrier diszfunkciot ettdl
eltéréen, MLC foszforilaci6 nélkiil éri el (Dudek és Garcia, 2001). Szintén munkacsoportunk

egy korabbi munkdjabol ismert, hogy a PP2A overexpresszidja barrier védd hatassal bir endotél
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sejtekben azaltal, hogy defoszforilalja a Hsp27 és tau fehérjéket, melyek foszforilalt formaban

aktin polimerizacidt €s stresszkabel képzdodést idéznek el (Tar és mtsai., 2006).

4.2.5. A miozin foszfatiz enzim és regulator alegységeinek szerepe az endotél sejtek

barrier funkciéjaban

4.2.5.1. A miozin foszfataz holoenzim felépitése és szabalyozasa

A miozin foszfataz (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 regulator alegység 1 (MYPT1) és a 20 kDa molekulatomegli M20
alegységbOl. A MYPTI alegység szabalyozza a holoenzim szubsztratspecificitasat és a PPlc
ismert, hogy a Rho kinaz aktivalasaval, hatassal van a sejtek Ca®* érzékenyitésére (Alessi, 1992;

Hartshorne és mtsai., 1998a; Arimura et al., 2001; Shichi és mtsai., 2010).

A MP enzim aktivitasaban fontos szerepet tolt be a regulator alegység, a MYPT1 Thr696
¢s Thr853 oldallancokon torténd foszforilacioja. A két oldallanc foszforilacidja enzimaktivitas
csOkkenéshez vezet. A foszforilaciot katalizald kindzokat és a foszforilacid hatasat a PP1
aktivalasara sokoldaltan vizsgaltak (Hartshorne, 1998b; MacDonald és mtsai., 2001; Kiss és
mtsai., 2002; Muranyi és mtsai.,, 2002). A gatld helyek defoszforilacidjaban résztvevod
foszfatazokrol kevesebbet tudunk. A PP2A enzimrdl az irodalombol ismert, hogy a PPlc és
MYPT gatlo PKC-val aktivalodé 17 kDa-0s fehérjét (CPI-17) defoszforilalja, ami altal
szabalyozza a MP-t (Takizawa és mtsai., 2002). A PP2B enzimrél leirtak, hogy endotél
sejtekben szabalyozza az emlitett Thr oldallancok defoszforilaciojat, ezzel az MLC20
foszforilacigjat, igy fontos szerepet jatszik a barrier funkcid fenntartdsaban (Kolozsvari €s

mtsai., 2012).

4.2.5.2. AMYPT fehérjecsalad

A miozin foszfataz reguator alegység (MYPT) fehérjecsalad tagjai kozé soroljuk a
MYPT1, MYPT2, MYPT3, miozin koté alegység 85 (MBS85) és a TGF[-gatolt membran
asszocialt fehérje (TIMAP) fehérjéket.

A MYPTI1 szamos szovetben jelen van, de legnagyobb mennyiségben a simaizomban
expresszalodik (Okubo és mtsai., 1994; Takahashi és mtsai., 1997; Boudrez et al., 1999).
Szerkezetét tekintve a MYPT1 fehérjén talalhatd egy N-termindlishoz kozeli PPlc kotd

motivum (KVKF), hét ankirin ismétlddés, a C-terminalis véghez kozeli szabalyozo/gétlo
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Thr696 foszforilacios hely, és két nuklearis lokalizacids szignal (Ito és mtsai., 2004; Wu és
mtsai., 2005). A fehérje C-terminalis végén leucin cipzar motivum helyezkedik el (Hartshorne,
1998b). A 110 kDa molekulatomegi MYPT2 fehérje, ami a MYPT1-gyel 61%-os homologiat
mutat, a vazizomban, a szivizomban és az agyban expresszalodik (Fujioka és mtsai., 1998;
Grassie és mtsai., 2011). A 85 kDa-0s MBS85 39%-ban azonos aminosav szinten a MYPT1
fehérjével. Minden sejttipusban expresszalodik, a csaladon beliill a MYPT2 fehérjéhez nagyon
hasonlé szekvenciat mutat (Grassie és mtsai., 2011). A foként membran-asszocialt fehérjeként

leirt MYPT3 58 kDa molekulatdmegii, szivben, agyban és vesében expresszalodik.

A MYPT fehérjecsalad minden tagjara jellemzo6 a PP1c k6té motivum (MYPT2: RVRF,
MYPT3: KHVLF, MBS85: RTVRF, TIMAP: KVSF) (Ito és mtsai., 2004), tovabba az N-
termindlishoz kozeli konzervalt ankirin ismétlédések. Az MBS85 fehérjén a MYPT1 ¢és
MYPT2-h6z hasonldéan a C-terminalis végén talalhat6 egy leucin-cipzar motivum. A MYPT3
és a TIMAP a csalad tobbi tagjatol eltér6en egy prenilacios motivumot (CAAX box)

------

kotheto (4.6. abra) (Csortos és mtsai., 2007).

PP1c kotéo motivam Gatlo foszforilacios hely .
Thr696 Leucin cipzar
Ankirin ismétlodések Thr1853 motivum
Humén MYPTI #
1 1030
Thr646
Humin MYPT2 | #
982

MBS85 #
1 782
Homin MyeTs | [SIE
TIMAP #
1 567

4.6. dbra. A MYPT fehérjecsalad. (Csortos és mtsai., 2007)

4.2.5.3. TIMAP fehérje, a MYPT fehérjecsalad tagja
A TIMAP egy 64 kDa molekulatomegii fehérje, melynek kodold génje a human 20-as

crer

soran azonositottak elsdként, amikor glomerulus endotél sejtek TGF-B1-re adott valaszat

vizsgaltak. A kisérlet soran a TGF-B1 jelentdsen csokkentette a TIMAP mRNS szintjét, ami
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arra engedett kdvetkeztetni, hogy a TIMAP fehérjének fontos szerepe lehet a TGF-B1 altal
okozott valtozasok helyreéllitasdban, mint példaul apoptozis vagy barrier diszfunkcio. Endotél
sejtekben (azon beliil is vaszkularis endotél sejtekben) €s hematopoetikus dssejtekben magas

szinten expresszalodik mas sejttipusokhoz képest (Cao és mtsai., 2002).

Szerkezeti hasonlosag alapjan a MYPT fehérjecsalad tagja, leginkabb a MYPT3-hoz
hasonld, aminosav szinten 44,7%-os azonossagot mutatnak. A fehérje N-terminalis végéhez
kozel talalhatd egy nuklearis lokalizacids szignal, majd a PPlc koté motivum (KVSF). Ezt
koveti 6t ankirin ismétlédés, majd C-terminalis végén egy prenilacios motivum, a CAAX box,
melynek a fehérje membran lokalizacidjaban van szerepe (Cao és mtsai., 2002; Csortos és
mtsai., 2007) (4.6. abra). Szerkezeti jellegzetességeibdl adodoan a TIMAP fehérje
megtalalhatd az endotél sejtek plazmamembranjaban és sejtmagjaban egyarant (4.7. abra)

(Csortos és mtsai., 2008), bar a sejtmagi lokalizacio fizioldgiai szerepe eddig nem ismert.

4.7. abra. A TIMAP membrdn és sejtmagi lokalizdcioja HPAE sejtekben. (Csortos és mtsai.,
2008)

A fehérjének a MYPT1 fehérjével valo szerkezeti rokonsaga alapjan feltételezhetd volt,
hogy a PPlc regulator alegységeként funkcional. Munkacsoportunk megerdsitette a
feltételezést, tovabba igazolta, hogy a TIMAP a PP1cd izomformajahoz kotédik specifikusan.
A TIMAP foszforilaltsagi szintje hatassal van a PP1 enzim aktivitasara. Mindezek mellett
igazolodott, hogy a TIMAP foszforilacios helyei nem homoldégok a MYPT1 fehérje gatlo
foszforilacios helyeivel (Csortos és mtsai., 2008; Czikora és mtsai., 2011).

TIMAP depletalt human tiidé artéria endotél sejtekben (HPAEC) a barrier funkciot
csokkentd agensek (trombin, nokodazol) hatasa er6sodott, mig a barrier funkcidt védo anyagok
(szfingozin-1-foszfat, ATP) hatasa gyengiilt. Ezek az eredmények a TIMAP barrier funkciod
fenntartasat elésegité hatasara utalnak (Csortos és mitsai., 2008). Az endotél sejtek
lipopoliszacharid indukalta barrier diszfunkcidjanak vizsgalatakor szintén a TIMAP barrier

védo hatasa nyert bizonyossagot (Poirier és mtsai., 2011). Az a tény, hogy endotél sejtekben a
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TIMAP a PPlc regulator alegysége, felvetette a kérdést, hogy mely fehérjék lehetnek a
holoenzim kdlcsonhatd partnerei €s szubsztratjai. A 4.1. tablazatban a mar leirt kolcsonhato

partnereket soroltam fel.

4.1. tablazat. A TIMAP fehérje kolcsonhato partnerei

TIMAP kolcsonhato A TIMAP szerepe az érintett
Hivatkozas

partner neve kolcsonhato partnerrel vizsgalva

Kim és mtsai., 2005;

PP1cd A TIMAP a PP1cd regulator alegysége Csortos és mtsai., 2008;
Czikora és mtsai., 2011

A PP1c-TIMAP komplex részt vesz az Csortos és mtsai., 2008;
ERM ERM fehérjék defoszforilacidjanak Czikora és mtsai., 2011;
szabalyozasaban. Boratko és Csortos, 2017

A LAMR1 a PP1c-TIMAP komplex
LAMR1 kolcsonhaté partnere, a kdlcsonhatas Kim és mtsai., 2005

szerepe jelenleg nem ismert.

Az MLC a PP1c-TIMAP komplex .
MLC ) Shopik és mtsai., 2013
szubsztratja.

A RACKI biztositja a TIMAP és a
RACK1 farnezil-transzferaz enzim kolcsonhatasat, Boratko és mtsai., 2013

majd a TIMAP prenilaciojat.

Az ECE-1 a PP1c-TIMAP komplex

szubsztratja, a komplex szabalyozza az )
ECE-1 . Boratko és mtsai., 2016
endotelin-1 termelést az ECE-1

defoszforilacioja altal.

Munkacsoportunk vizsgalatai a TIMAP és az ezrin-radixin-moezin (ERM) fehérjék
kozotti kolcsonhatéast tartak fel. Az ERM fehérjék az aktin filamentumokat kapcsoljak a
plazmamembran fehérjéihez, igy tehat szerepiik van a sejtadhézidban és a sejtmozgéasban. A
PP1c-TIMAP komplex szerepet jatszik az endotél barrier funkcié fenntartdsaiban az ERM
fehérjék defoszforilacigjanak szabalyozéasaval (Csortos és mtsai., 2008; Czikora és mtsai.,
2011). Kim és munkatarsai a laminin receptor 1 (LAMRI) fehérjét, mint TIMAP kolcsonhato
partnert azonositottak, és leirtdk, hogy a LAMRI a PPlc-TIMAP komplex feltételezett
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szubsztratja (Kim ¢és mtsai., 2005), bar a munkacsoport ujabb eredményei ezt cafoljak, és az
MLC fehérjét jelolik meg a komplex szubsztratjaként (Shopik és mtsai., 2013). A RACK1
(aktivalt protein kinaz C receptora 1) fehérje kolcsonhatasat a TIMAP-pal munkacsoportunk
azonositotta. A RACKI1 egy adaptor fehérje, ami endotél sejtek citoplazmdjaban biztositja a
TIMAP és a farnezil transzferaz enzim kolcsonhatasat, ezaltal a TIMAP prenilaciojat, melyet a
TIMAP membranba torténd transzlokacidja kovet (Boratko és mtsai., 2013). Munkacsoportunk
tovabbi eredménye alapjan a PP1c-TIMARP érintett az EC endotelin-1 termelésében, oly modon,
hogy a PKC kinaz altal foszforilalt endotelin konvertalé enzim 1 (ECE-1) a PP1c-TIMAP

komplex szubsztratja (Boratko €s mtsai., 2016).

4.3. Az eEF1AL1 fehérje

Az eukariota elongacios faktor 1 A (eEF1A) egy erésen konzervalddott fehérje, melynek
szdmos sejten beliili folyamatban feltartdk a szerepét. Az elsddleges funkcidja a protein
szintézis elongacios l1épéséhez kotddik, ahol elésegiti az amino-acil-tRNS (aa-tRNS) GTP-
figgd kotddését a riboszomahoz (Lund és mtsai., 1996; Negrutskii és El’skaya, 1998). Az
fehérje I. doménje a GTP kotéséért felelds, a I1. domén pedig az aa-tRNS-t koti meg. Az 1. és a
II. domén is kolcsonhatasba 1€p a nukleotid cseréld faktor eEF1Ba-val, ami lehetdvé teszi a
fehérje inaktiv (GDP-kot6) formabol aktiv (GTP-koté) formaba keriilését. Igy az elongacios
faktor alkalmassa valik 0j aa-tRNS molekula kotésére, elkezddhet Gjra az elongacios ciklus
(Andersen 2000; Andersen, 2001; Andersen és Nyborg, 2001). A fehérjének két izoformaja
ismert. Az eEF1A1 fehérje minden emlds szovetben kifejezédik, kivéve a vazizomban és a
szivben ahol a vele 92%-os homoldgiat mutaté eEF1A2 fehérje expressszalodik. Az eEF1A1
fehérjét az EEF1A1 gén kodolja, mig az eEF1A2 fehérje kodolasaért az EEF1A2 gén felel
(Soares és Abbott, 2013).

Az eEF1A részt vesz a citoszkeleton atrendez6désének szabalyozasaban (Shiina és mtsai.,
1994; Pittman és mtsai.,, 2009), tovabba szerepet jatszik a fehérjék proteoszoma medialt
lebontasaban is (Chuang és mtsai., 2005). Az apoptozisban ¢és a daganatok kialakulasaban
bet6ltott szerepét mind a két izoforma esetében leirtak (Panasyuk és mtsai., 2008; Negrutskii
¢és mtsai., 2012; Pellegrino és mtsai., 2014; Schulz és mtsai., 2014). A fehérje részt vesz tovabba
a virusok (példaul a nyugat-nilusi lazat okoz6 virus, dohany mozaik virus) replikaciojaban

(Dreher, 1999; Davis és mtsai., 2007; Li és mtsai., 2009) (4.8. abra).
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4.8. dbra. Az eEF1A1 fehérje funkcioi. (Mateyak és Kinzy, 2010)

A nuklearis exportban betoltott szerepérdl irodalmi adatokbol ismert, hogy az exportin-5
(Exp5) fehérje exportalja az eEF1A1-t és a tRNS-t a sejtmagbdl, tovabba, hogy az eEF1A
fehérje eldsegiti a SNAG (Snail/GFI) domént tartalmaz6 fehérjék nuklearis exportjat az Exp5-
aminoacil-tRNS komplex kozremiikodésével (Calado és mtsai., 2002; Bohnsack és mtsai.,
2002; Mingot és mtsai., 2013). Ugyanakkor leirtdk, hogy az eEF1Al a nuklearis envelop
(sejtmagi burkolat) citoplazmatikus oldalan helyezkedik el, és az Exp5 vagy a klasszikus
CRMI1/NES tutvonaltdl fiiggetleniil segiti eld a polyA-kotd fehérje 1 (PABP1) és a von Hippel-
Lindau (VHL) fehérje nukleéris exportjat anélkiil, hogy belépne a sejtmagba. A PABP1 és a
VHL fehérjék aminosav szekvencidjaban talalunk egy rovid peptidszakaszt (DxGxxDxxL),
amit transzkripcid-fliggd nuklearis export motivumnak (TD-NEM) neveztek el, és aminek
megléte esszencialis az emlitett fehérjék és az eEF1A1 fehérje kotddésében és a fehérjék

eEF1A1 medialt sejtmagi exportjaban (Khacho és mtsai., 2008a; Khacho és mtsai., 2008b).

4.4. A merlin fehérje

A merlin (moezin-ezrin-radixin like protein) (Trofatter és mtsai.,1993), mas néven
schwannomin (Rouleau és mtsai., 1993), vagy neurofibromin 2 egy tumorszuppresszor fehérje
(Gusella és mtsai., 1999), mely funkcidjanak elvesztése tigynevezett neurofibromatozis 2
betegség kialakuldsadhoz vezethet, ami — els6sorban — az idegrendszert érintd tumorok
(leggyakrabban akusztikus neuromak) kialakulasat okozza (Scoles és mtsai., 2006). Emellett a
fehérje funkciovesztését figyelték meg malignus mezoteliomaban (Cheng és mtsai., 1999; Bott

¢és mtsai., 2011) és mas szolid tumorokban is (Bianchi et al., 1994; Rustgi és mtsai., 1995; Lau
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¢és mtsai., 2008; Dalgliesh és mtsai., 2010). A merlin egy evoltaciosan konzervalddott fehérje, a
Drosophilaban expresszalodé merlin tobb mint 50%-0S, mig az egérben kifejez6dé merlin
98%-0s homoldgiat mutat a human fehérjével (Golovnina és mtsai., 2005; McClatchey, 2013).
Minden felnétt, és szamos embrionalis human szdvetben kifejez6dik, de legnagyobb

mennyiségben a Schwann-sejtekben, a meningealis sejtekben és az idegekben expresszalodik

(Pecina-Slaus, 2013).

cres

exonbol all, a fehérjének 10 splice variansa ismert, de a leggyakrabban el6forduld és
legintenzivebben kutatott az 1-es és a 2-es izoforma (Morrow és Shevde, 2012). 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 (Zoch és mtsai., 2015). A 2-es izoformaban
azonban a 16-os exon stop kodonnal végzddik, igy a merlin 2-es izoformabol hidanyoznak azok
a C-terminalis aminosavak, amelyek az intramolekuldris kdlcsonhatas kialakitasaért felelosek
(Cooper és Giancotti, 2014). A merlin nagyfok( szekvencia homologiat mutat a citoszkeleton-
asszocialt ERM fehérjékkel, melyekkel egyiitt a Band 4.1 fehérjecsaladba soroljak (Shimizu és
mtsai., 2002). A merlin N-terminalis végén egy FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixin,
Moezin) domén talalhatd, melyet az a-helikalis, és végiil a C-terminalis domén kovet (4.9.

abra) (Sun és mtsai., 2002).

FERM domén a-helikalis domén C-terminalis domén
) )
A B B m C
1 98 112 212 220 311 479 595

4.9. abra. A merlin domén szerkezete. A szamok az aminosav szekvencia poziciot jelolik. A

FERM domeén esetében A, B és C-vel az aldomének lathatok.

Az ERM fehérjektdl eltéréen a merlin nem tartalmaz aktin-k6t6 domént, de az ERM
fehérjéken keresztiil kdzvetve kapcsolodni tud az aktin-citoszkeletonhoz (Stamenkovic és
mtsai., 2010). A merlin FERM doménje tovabbi harom aldoménra oszthaté. A FERM ¢s C-
terminalis domének kozott intramolekularis kdlcsonhatas alakulhat ki (Sherman és mtsai.,

1997; Gonzalez-Agosti és mtsai., 1999, Sun és mtsai., 2002).

A merlinnek fontos szerepe van a sejtek talnovekedésének gatlasdban. Konfluens sejtek
esetében kolcsonhatasba 1ép kiillonbdz6 membran asszocialt fehérjékkel, és ezzel szabalyozni

tudja a sejtmembran mikrodomének szervezddését (McCartney és Fehon, 1996). A merlin
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intracellularis lokalizacioja kozponti jelentdségli a sejten beliili mas fehérjékkel kialakitott
kapcsolatok tekintetében is, ami a merlin-deficiens szovetekben zavart szenved (Gladden és
mtsai., 2016). Leirtak, hogy a miikodéképes merlin a sejtek citoszkeletonja mellett figyelhetd
meg (Sainio és mtsai., 1997). Drosophiladban a merlin fehérje a sejtek plazmamembranjaban
dasul (McCartney ¢és Fehon, 1996; LaJeunesse és mtsai., 1998). Ez a megfigyelés jol korrelal
azokkal az eredményekkel, amelyek a merlinnek a konfluens sejtek adherens kapcsolatainak
létrehozasardl és a lamelliopodiumokban, valamint sejtmigracidban szerepet jatsz6 membran
fodrokban torténé lokalizaciojarol szolnak (Gonzalez-Agosti és mtsai.,1996; Scherer és
Gutmann, 1996; Shaw és mtsai., 1998; Lallemand és mtsai., 2003; Okada és mtsai., 2005).

A merlin kolcsonhatdsba 1ép tobb plazmamembran-, vagy a mellett lokalizal6do
fehérjével: az ERM fehérjékkel, az NHERF1 fehérjével, a CD44-gyel, tovabba az adherens
sejtkapcsolatokban szerepet jatszo a-kateninnel, illetve a szoros sejtkapcsolatokban
megtalalhat6 angiomotinnal (Sainio és mtsai.,1997; Murthy és mtsai., 1998; Morrison és mtsai.,
2001; Gladden és mtsai., 2010; Yi és mtsai., 2011). A merlin a citoplazma mellett a sejtmagban
is megtalalhato, ahol egyrészt gatolja az onkogén génexpressziot a Hippo tumor szuppresszor
Gitvonal aktivalasaval, masrészt gatolja az CRL4PCAF! E3 ubiquitin ligazt (4.10. 4bra)
(McClatchey és Fehon, 2009; Gladden és mtsai., 2010; Li és mtsai., 2010; Cooper és Giancotti,
2014).

A merlin Ser518 oldallancon defoszforilalt formaban aktiv, vagyis képes ellatni
tumorszuppressziv funkciojat. A p21 aktivalt kinaz (PAK) vagy protein kinaz A (PKA) altali
foszforilacidja kovetkeztében azonban a fehérje tumorszuppressziv funkcidja szempontjabol
jol ismertek az irodalomban. Az ezeket szabalyozo intra-, illetve extracellularis jelekrdl az
ismereteink egyre boéviilnek (Cooper és Giancotti, 2014). Leirtak, hogy a Cdc42 és a Rac
aktivalja PAK-ot a receptor tirozin kindz és integrinek altal kozvetitett promitogén jelatviteli
utvonalon. Az aktivalt PAK kozvetleniil foszforilalja a merlint a Ser518 oldallancon, ami
feltehetben a FERM domén és C-termindlis domén kozott kialakuld intramolekularis
kolcsonhatas erdsodéséhez vezet. Ez a szerkezeti valtozas vélhetéen elfedi a FERM domént,
melynek kovetkeztében fehérje-kotd képessége csokken, ezaltal a downstream jelatvitel, illetve

a fehérje nuklearis importja zavart szenved (Bretscher és mtsai., 2002; Li és mtsai., 2010).
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4.10. dabra. A merlin tumorszuppresszor funkciot betolto szerepének sematikus dbrdja. A
merlin fehérje foszforilacioja hatassal van a fehérje sejten beliili lokalizaciojara. A merlin
defoszforilalt formaban a sejtmagban aktivalni tudja a Hippo tumor szuppresszor utvonalat

illetve gatolja a CRL4°“"" E3 ubiquitin ligdzt.

A fehérje tumorszuppresszor aktivitdsdt befolyasoldé foszfo-Ser518 oldallancot
defoszforilacié foszfatazok tekintetében az ismereteink sokkal hianyosabbak. Endotél sejtekben
vizsgalddva nyitott a kérdés, hogy mely foszfatdz(ok) defoszforilalhatjak a merlint a Ser518

oldallancon.
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5. CELKITUZESEK

A TIMAP fehérje az endotéliumban egy magas szinten expresszalodo fehérje
Osszehasonlitva 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. A
megismerése altal nyertiink, melyek alapjan az endotél sejtek élettani szerepérél megszerzett

ismereteink egyre boviilnek.

Ezért munkank soran a TIMAP fehérje korabban nem ismert kdlcsonhatod partnereinek

azonositasat és vizsgalatat terveztiik vaszkularis endotél sejtekben.

Ehhez célul tiztik ki:

= A TIMARP fehérje 11j kdlcsonhatd partnerének azonositasat endotél sejtekben.
= A fehérjék kozotti kolecsonhatas szerkezeti elemzését.

» A kolcsonhatas fizioldgiai szerepének megismerését.

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

= A fehérjek kozotti kolcsonhatas szerkezeti elemzését.

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

defoszforilaciojaban.
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. Anyagok

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

masképp nincs jeldlve.

6.1.2. Pufferek, oldatok és taptalajok
1xPBS: 20 mM Na;HPOg4, 115 mM NaCl, pH 7,4

IXTAE: 4 mM Tris, 0,1 mM EDTA, 0,114% (m/V) ecetsav, pH 8,5

1XTBS: 25 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,5

IXTBST: 25 mM Tris-HCI, 0,15 M NacCl, 0,1% (m/V) Tween-20, pH 7,5

2xYT taptalaj: 16 g/1, 10 g/l élesztdkivonat, 5 g/l NaCl, pH 7,0

5xSDS mintapuffer: 50% (m/V) glicerin, 10% (M/V) SDS, 310 mM Tris, 0,01% (m/V)
bromfenokék, 5% (m/V) 2-ME frissen hasznalat el6tt hozzaadva

IP puffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM NazVOa4, 1% (m/V)

NP-40, proteaz inhibitor koktél frissen hasznalat el6tt hozzaadva

SDS-PAGE futtat6 puffer: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,25 mM SDS

Transzfer puffer: 120 mM Tris-HCI, 40 mM glicin, 20% (m/V) metanol

Lizis puffer: 50 mM Tris (pH 7,5), 0,1% (m/V) Tween-20, 0,2% (M/V) 2-ME, proteaz inhibitor

koktél frissen hasznalat el6tt az oldathoz adva

Coomassie Blue gélfesték: 50% (m/V) metanol, 10% (m/V) ecetsav, 1 g/l Coomassie Brilliant
Blue R-250

Blue Silver Coomassie gélfesték: 10 % (m/V) foszforsav, 10% (m/V) ammonium-szulfat, 20%
(m/V) metanol, 1,2 g/l Coomassie Blue G-250

Gélmosé folyadék: 7% (m/V) jégecet, 12% (m/V) metanol
LB (Luria-Bertani) taptalaj: 10 g/1 tripton, 5 g/l élesztokivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,0

LB (Luria-Bertani) agar taptalaj: 10 g/l tripton, 5 g/ éleszt6kivonat, 10 g/l NaCl, 1,5% agar,
pH 7,0
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SOC taptalaj: 20 g/l tripton, 5 g/1 éleszt6kivonat, 5 M NaCl, 1 M KCI, 1 M MgClz, 1 M MgSOsa,

20 mM gliikéz frissen hasznalat el6tt hozzaadva.

6.1.3. Baktériumtorzsek

Escherichia coli BL21 (DE3) fehérje expresszidra alkalmas sejtvonal (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA)

Escherichia coli IM109 klonozasra alkalmas sejtvonal (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA)

6.1.4. Oligonukleotidok

Az oligunukleotidokat az Integrated DNA Technologies (Coraville, IA, USA) cégtdl
szereztiik be (6.1. tablazat).
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6.1. tablazat. A kisérletek soran alkalmazott oligonukleotidok és vektorok

Konstrukt/gén Primerek szekvencidja

TIMAP F: 5 - TGGGATCCATGGCCAGTCACGTGGACC — 3’ pGEX. 554 658
1-257 (PGEX) R: 5"~ TTACTCGAGTCACACATCCACACGCACTCCATG - 3’ 4T3 591 656
TIMAP F: 5~ TGGGATCCATGGCCAGTCACGTGGACC — 3’ oGEX. 954 658
1-257 G252A (PGEX) . 5. TTACTCGAGTCACACATCCACACGCACTGCATG - 3° AT-3 591 656
F: 5~ ATGGATCCATGGGAAAGGAGAAGACCCA - 3’ 51,8 614
pGEX-

eEF1Al
R: 5~ TTACTCGAGTCATTTAGCCTTCTGAGCTTTC - 3’ T2 51 goa
TIMAP F:5° — TTGAATTCTTATGGCCAGTCACGTGGAC — 3’ oCMy- 538 599
1-257 (pCMV) R: 5’ — TTACTCGAGTCACACATCCACACGCACTCCATG - 3’ MYC 591 656
TIMAP F: 5’ - TTGAATTCTTATGGCCAGTCACGTGGAC — 3’ oCMy- 538 599
1-257 G252A (PCMV) . 5. TTACTCGAGTCACACATCCACACGCACTGCATG - 3 Myc 591 656
F: 5~ TTGAATTCCCATGGCCGGGGCCATCG -3’ pGEX- 594 643

merlin
R: 5’- TTCAGTCGACCTAGAGCTCTT -3’ A2 495 524
merlin F: 5~ TTGAATTCCCATGGCCGGGGCCATCG -3’ oGEX- 594 643
FERM domén R: 5~ TTAGTCGACTCACCTTCTCCTCATAAATAGATCAT -3’ T2 535 609
merlin F: 5" TCAAGGATCCATGAAAGCCGATTCTTTGGAAGTTCA3"  opy 548 633
o-helikalis domén R: - TAAGTCGACTCAAGACAGGCTGTCA -3’ AT-2 591 577
merlin F:5- ATTGGATCCATGTTCGACTTCAAAGATACTGACA -3 ey 528 608
C-terminalis domén R: 5’- TTCAGTCGACCTAGAGCTCTT -3 T2 495 524
e (s G F: 5 — ACG TAC CCG CCC ATG AAC CCAATT C -3’ 61
- i -

izoforma*) R: 5’ — TCT TCA CTC AGC TGG GGA AAG TTC T -3’ 577

Az endonukledzok felismerési szekvencidi dolt betiivel vannak jelélve. F: forward, R: reverse.
*a merlin 1-es és 2-es izoformajdanak felsokszorozasdra haszndlt primerpar.
Tml: endonukledzok szekvencidja és az extra nukleotidok nélkiil szamolt olvaddaspont.

Tm?2: teljes hosszusagu primer olvadaspontja.
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6.2. Modszerek

6.2.1. Reverz transzkripcié (RT) és polimeraz lancreakcié (PCR)

Az endotél sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk ZR RNA MicroPrep™ (Zymo Research
Corporation, Irvine, CA, USA) kit segitségével a gyarto utasitasa szerint. A reverz transzkripcid
soran a reakciokozeg az alabbiakat tartalmazta: 2 ug RNS, 1 pl oligo dT15 és nukleaz-mentes
viz Gigy, hogy a reakciokozeg végtérfogatat 10 ul-re egészitse ki. A reakciolegyet 5 percig 70°C-
os vizfiirddben inkubaltuk, majd 2 percre jégre helyeztiik. Ezutan kiegészitettik 5 pul RT
pufferrel, 1,25 pul 5 mM-os dNTP-vel, 1 ul M-LVR RT-vel és 7 ul nukleaz-mentes vizzel. 1
oran at 37°C-on inkubaltuk, majd az elkésziilt cDNS-t -20°C-on taroltuk.

A PCR reakcidkban elsdként denaturaltuk a DNS-t 98°C-on 1 percig. Ezt kovette egy 5
ciklusos szakasz: denaturacié 98°C-on 10 masodpercig, hibridizacié a 6.1. tablazatban
megadott Tm1 °C-ok alapjan meghatarozott hdmérsékleten 10 masodpercig, és szintézis 72°C-
on 15-30 masodpercig. Ezt kovette egy 30 ciklusbol allé szakasz, ahol a homérséklet és az
idétartam megegyezett, kivéve a hibridizacios 1épést ahol a Tm2 értékek alapjan szamolt
hémérsékletet alkalmaztunk. Ezutdn a mintakat 1 percig a szintézis hdmérsékletén tartottuk. Az
5 ciklusos 1épés azért volt sziikséges, mert a primerek 5’ végén a szekvencia harmada nem
komplementer a templathoz, ugyanis ez tartalmazza a klénozashoz sziikséges restrikcios hasito
helyek szekvencigjat. A PCR reakciokhoz Phire® vagy Phusion® DNS polimeraz enzimet
(Thermo Scientific, Inc. Waltham, MA, USA) hasznaltunk.

6.2.2. Plazmidok, klonozas
Klonozas soran pGEX-4T-2, pGEX-4T-3 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)
bakterialis és pCMV-Myc (Thermo Scientific, Inc. Waltham, MA, USA) eml6s expresszidra

alkalmas vektorokat hasznaltunk (6.1. abra).
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A

PGEX-4T-2

Thrombin

ILeu Val Pro Arg"'GIy SerlPro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCA GGAATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCATCG TGA
BamHI ECORl —smar Sl —Xnor  Notl
PGEX-4T-3
Thrombin

Stop codon

ILeu Val Pro Arg¢GIy Ser]Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr As

CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC ATC GTG ACT GAC TGA
BomHl  EcoRl t Smal it Xho! ot Stop codons

PS)10880m7Stop7

pGEX

~4900 bp

/|CAG_enh(31, 318

) rward20_pn(3775, 0)
CMV_tmmearly_pro(36, 528)

M13_pUC_fwd_pn(3760, 3782)

Stul(769)
. Apal(824)
< Sacl(334) | MscI(874)
EcoRI(S87)

CMV_immearly_pro(36, 528)d

CMV_pro(486, 555)

pCEP_fiwd_pri(529, 548)
LNCX_pri(531, 55

PCMV_pri Notl(920)
SV40_late_19s_int(672, 702 Eagl(920)

modSV40_late_16s_int(672

pCMV-Myc

orY 2

3.8kb

sgillin
jeil
AwD

c_myc{832, 867)

SV40_PA_term(940, 1059)

EBV_rev_pn(954, 973
M13_pUC_rev_pri(l
lac_pro(l

PBR322_origil

6.1. dbra. A pGEX (A4) és a pCMV-Myc (B) vektor térképe.
Forras: A: http://studylib.net/doc/8234585/pgex-vectors--gst-gene-fusion-system, és

B: http://www.biovisualtech.com/bvplasmid/pCMV-Myc.htm
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6.2.2.1. Agaroz gélelektroforézis, a DNS kinyerése agaroz gélbol

A DNS darabok elvalasztasara 1-1,2%-os agar6z gélt hasznaltunk. Az agarézt 1XTAE
pufferben oldottuk fel melegitéssel. A DNS lathatova tételére GelRed nukleinsav festéket
(Biotium Inc., Fremont, CA, USA) hasznaltunk. A kivagni kivant fragmenteket UV asztal
(Hoefer Inc., Holliston, MA, USA) f616tt tavolitottuk el a gélbol.

A DNS-t GeneJET Gel Extraction kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA) alkalmazasaval nyertiik ki a gélbdl a gyart6 utasitasait kdvetve. Az eluciot 55°C-on 30
ul nukledz-mentes vizzel végeztiik, majd a DNS koncentracidjat és tisztasagat NanoDrop 2000
Spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) segitségével hataroztuk

meg.

6.2.2.2. Restrikcios emésztés

A restrikcios hasitashoz 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 gyartd eldirasai szerint, 10X FastDigest puffert

alkalmazva. Az enzimek mennyisége nem haladta meg a teljes reakciokozeg 10%-at.

6.2.2.3. Ligalas
Ligélas soran 1:3 = vektor:inzert molaris aranyt alkalmaztunk. A ligdlasi elegyben 6t
egység DNS T4 Ligaz (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) enzimet, és a

gyarto altal biztositott puffert hasznaltunk. A ligalast szobahdmérsékleten 1 oran at végeztiik.

6.2.2.4. Kompetens sejtek eléallitasa

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 tenyésztettiilk. Masnap a kultarat LB
tapfolyadékban 1:100 aranyban higitottuk, és ODe00=0,3-0,5-ig tenyésztettik. Ezutan a
baktérium kultirat jégre helyeztiik 10 percre, majd centrifugaltuk 2500 g-n 5 percig 4°C-on. A
sejteket tartalmazo pelletet 30 ml 100 mM-os CaClz (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 CaCl (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.
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6.2.2.5. Transzformalas

A plazmidokat, vagy a ligalasi elegyet 100 ul jégen felolvasztott kompetens sejthez adtuk,
¢és 20 percen at jégen inkubaltuk, 45 masodpercig 42°C-0s hésokkot alkalmaztunk, majd a
mintakat ismét jégre helyeztiik 2 percig. A sejtekhez 900 ul SOC médiumot adtunk, és ferdén
elhelyezve 180 rpm-en, 45 percig, 37°C-on razattuk. Ezt kovetéen a sejteket 100 pg/ml
ampicillin antibiotikum tartalmu LB-agar taptalajra szélesztettik. A konstruktot nem
tartalmazo kontroll mintat antibiotikumot tartalmazo, és ampicillin mentes LB-agar taptalajra

is szélesztettiik. A lemezeket 16 oran at 37°C-os termosztatban inkubaltuk.

6.2.2.6. Plazmid preparalas

A plazmid DNS-t tartalmazo baktérium tenyészet egyetlen telepét 3 ml 100 ug/ml
ampicillin tartalmt LB tapfolyadékba oltottuk, és egy éjszakan at 37°C-on 180 rpm-en razatva
tenyésztettilk. A plazmid kinyeréséhez GeneJET Plasmid Miniprep kitet (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) hasznaltunk a gyarté utasitasai szerint. Az izolalt plazmid

crer

Waltham, MA, USA) hataroztuk meg.

6.2.2.7. DNS szekvenalas

A Kklonok ellenérzése végett a beépiilt inzertek szekvenciajat DNS szekvenalassal
ellendriztik. A szekvenalds a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Laboratoriumi Medicina Intézet Klinikai Laboratériumi Kutatdé Tanszékének Molekularis

Genetikai Laboratoriumaban végezték a laboratériumban beallitott protokoll szerint.

6.2.3. A fuzios fehérjék eloallitasa

A GST-, vagy c-myc-cimkével fizionalt rekombinans fehérjék expresszidja soran minden
soran elséként a megfeleld plazmidot tartalmaz6 baktériumokat LB-agar taptalajra szélesztettiik
és 16 oran at tenyésztettiik 37°C-on. Az agarlemezrdl egy kiilonallo telepet 3 ml 2xYT
tapfolyadékba oltottunk és 16 oran 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 a 6.2. tablazatban osszefoglaltak szerint végeztiilk minden esetben 3 6ran
keresztiil. Ezt kovetden a sejteket centrifugalassal gytijtottik dssze (5000 g, 10 perc, 4°C). A
pelletet 1XPBS-sel mostuk, mikrocentrifuga csdvekbe szétosztottuk, ismét centrifugaltuk, majd

a pelletet -70°C ra helyeztiik.
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6.2. tablazat. A fuzios fehérjék eloallitasa sordan hasznalt IPTG koncentraciok és

homeérsékletek

Konstrukt IPTG koncentracio Hémérséklet (°C)

TIMAP wt-pGEX-4T-3 1 mM 25°C
TIMAP 1-165-pGEX-4T-3 1 mM 25°C
TIMAP 1-290-pGEX-4T-3 1mM 25°C

TIMAP 165-290-pGEX-4T-3 1mM 25°C
TIMAP 291-567-pGEX-4T-3 1mM 25°C
TIMAP 1-257-pGEX-4T-3 0,1 mM 37°C
TIMAP 1-257 G252A-pGEX-4T-3 0,1 mM 37°C
eEF1A1-pGEX-4T-2 1mM 25°C
merlin-pGEX-4T-2 0,1 mM 25°C

merlin FERM domén-pGEX-4T-2 0,1 mM 25°C
merlin a-helikalis domén-pGEX-4T-2 0,1 mM 25°C
merlin C-terminalis domén-pGEX-4T-2 0,1 mM 37°C
TIMAP 1-257-pCMV-Myc 0,1 mM 37°C
TIMAP 1-257 G252A-pCMV-Myc 0,1 mM 37°C

6.2.4. Az endotél sejtek tenyésztése

A kisérletekhez hasznalt marha tiid6 artéria endotél sejteket (BPAEC, Bovine Pulmonary
Artery Endothelial Cell) a 8. passzalasnal vasaroltuk meg az American Type Culture
Collection-t61 (Manassas, VA, USA,; sejtvonal: CCL 209) és a 15-22 passzalas kozott
hasznaltuk fel. A sejteket 10% hdinaktivalt FBS, 1% nem-esszencialis aminosav és 1% Na-
piruvat tartalma, Minimal Essential Médiumban (MEM) (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA) tenyésztettiik 37°C-on 5% szén-dioxidot tartalmazo6 atmoszféraban.
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6.2.5. Immunprecipitacio

Immunprecipitacios kisérletekhez az endotél sejteket 100 mm atmérdjii sejttenyésztd
edénybe passzaltuk a kisérlet kezdete elott 24 6raval. Felhasznalas elott a sejteket haromszor
mostuk hideg 1xPBS-sel, majd 600 ul IP pufferben kapartuk fel dket. A sejteket 4°C-on
szonikaltuk 20 masodpercig Branson Sonifer (AMS Materials, LLC, Jacksonville, FL, USA)
homogenizald késziilékkel 30% duty cycle és 3-as output control beallitaisok mellett, majd a
mintakat 12000 g-n, 15 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A feliiliszohoz IP pufferrel mosott 50 pl
Protein G Sepharose gyantat (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) adtunk és 3 oran at 4°C-
on forgattuk az aspecifikusan kotddd fehérjék eltavolitasa végett. A gyantat centrifugélassal
eltavolitottuk, majd feliiluszot a megfeleld specifikus antitesttel inkubaltuk 1 6ran at 4°C-on.
Ezutan 50 pl friss Protein G Sepharose gyantaval 1 éjszakan at 4°C-on forgattuk. A mosasi

lépéseket kdvetéen a mintakat 1xSDS mintapufferben foztiik.

6.2.6. Endotél sejtek traszfekcioja

6.2.6.1. Endotél sejtek traszfekciéja plazmidokkal

BPAE sejtek transzfekcidoja pPCMV-Myc TIMAP 1-257 vad tipusu (wt), vagy pCMV-
Myc 1-257 TIMAP G252A mutans (mu) plazmiddal tortént Lipofectamine 2000 transzfekcids
reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval a gyartd utasitasai szerint. 24 6ra
utan a sejtek mosasa 1XTBS-sel tortént, majd immunfestéshez, vagy szubcellularis

frakcionalashoz lettek felhasznalva.

6.2.6.2. Endotél sejtek transzfekcioja siRNS-sel

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 a1 SiRNS-
sel (sc-77232, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) tortént. Az SIRNS-ek
inkubalasa Lipofectamine RNAIMAX transzfekcios reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) tortént a gyarté utasitasai szerint. A komplexet inkubacioja szobahémérsékleten tortént.
A sejtekkel torténd inkubacid szérummentes médiumban, 6 6ran keresztiil zajlott. Ezt kovetden
a sejtek tenyésztése komplett médiumban tortént tovabbi 48 oran 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.
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6.2.7. Immunfestés és konfokalis mikroszkopia

Immunfestéshez a sejtek tenyésztése 0,2%-os zselatinnal eldkezelt iiveg lemezeken
tortént. A médium eltavolitdsa és a mosasi 1épéseket kovetden a sejtek fixalasa 3,7%-0s
paraformaldehidet tartalmazo 1XTBS-sel tortént 15 percen at, a permeablizalas 0,5% Triton X-
100-at tartalmazo 1XTBS pufferrel 15 percig, a blokkolas pedig 2%-0s BSA TBS-ben oldott
oldataval tortént 30 percig. Az elsédleges és masodlagos antitestekkel torténd inkubacid 1 6ran
at, sotétben zajlott (6.3. tablazat). Minden kisérleti 1épés szobahdmérsékleten 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 tiveglemezek mosasa 3x tortént IXTBS-sel. A lemezek targylemezre rogzitése
ProLong Gold Antifade (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) médium
felhasznalaséaval tortént, majd a képek elkészitése Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkopon
(Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag), HC PL APO CS2 63 x 1.40 NA oil immerzids
objektivvel, DMI6000 mikroszkopon, 25°C-on tortént. A képek feldolgozasara LAS AF v3.1.3
szoftverrel keriilt felhasznalasra. A masodlagos antitestek nem-specifikus kotédése kontroll

kisérletekben lett ellendrizve.

6.3. tablazat. A fluoreszcens festéshez alkalmazott elsodleges és mdsodlagos antitestek

jellemzése

Antitest Gyarté Izotipus Higitas

_ _ Cell Signaling Technology
anti-foszfo-merlin (Ser518) nyul IgG 1:100
Inc., Beverly, MA, USA

Elsodleges {i-CD31 (PECAM1) Cell Signaling Technology ( 1oG 66
i anti- eger :
antitestek Inc., Beverly, MA, USA gers

; Thermo Fischer Scientific,
anti-c-myc egér IgG 1:100
Waltham, MA, USA

Molecular Probes, Eugene,
Alexa Fluor® 488 konjugalt nyul IgG 1:500
Maisodlagos OR, USA

antitestek

; Molecular Probes, Eugene,
Alexa Fluor® 594 konjugalt egér IgG 1:500
OR, USA
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6.2.8. Szubcellularis frakcionalas

BPAE sejtek szubcellularis frakcionalasa ProteoJET™ Cytoplasmic and Nuclear Protein
Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA), illetve Mem-PER™ Plus
Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)
felhasznalasaval tortént a gyartd utasitdsai szerint. A frakciondlds 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, ¢s specifikus lamin A/C elleni antitest (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), mint sejtmag marker volt alkalmazva Western blot

kisérletben.

6.2.9. Affinitas kromatografia és in vitro GST pull down assay

A GST cimkével fuzionalt fehérjéket tartalmazo baktérium sejteket 600 ul hideg lizis
pufferben tartuk fel, jeges vizben szonikaltuk 1 percig Branson Sonifer (AMS Materials, LLC,
Jacksonville, FL, USA) homogenizalo késziilékkel 30% duty cycle és 3-as output control
beallitasok mellett, majd a sejtlizatumot 12000 g-n, 20 percig, 4°C-on centrifugaltuk.

A GST-TIMAP 1-257 és GST-TIMAP 1-257 G525A overexpresszalt fehérjék feltarasa
hagymanyos lizis pufferrel torténd feltarassal nem volt hatékony, ezért ezeket a konstruktokat
tartalmazo baktérium sejtek feltarasa eltért: azokat 0,2% szarkozil tartalmu lizis pufferben
tartuk fel, majd a centrifugalasi 1épést kdvetden a mintak feliiliszdjat ugy higitottuk lizis

pufferrel, hogy a szarkozil koncentracidja 0,008% legyen (Park, 2011).

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 kotddott fehérjéket mosassal tavolitottuk el, majd a gyantat

1xSDS mintapufferben foztiik és a mintdkat SDS-PAGE-sel vizsgaltuk.

Pull down kisérletek esetében a gyantara immobilizalt GST cimkével ellatott fehérjéket
mostuk a nem kotddott fehérjék eltavolitasa céljabol, majd BPAE sejtlizdtummal inkubaltuk. A
BPAE sejteket hideg 1xPBS-sel mostuk, majd 600 pl hideg lizis pufferben felkapartuk, 4°C-
on, 20 masodpercig szonikaltuk Branson Sonifer (AMS Materials, LLC, Jacksonville, FL,
USA) homogenizal6 késziilékkel 30% duty cycle és 3-as output control beallitasok mellett, ami
utan 15 percig 12000 g-n, 4°C-on centrifugaltuk. A feliiliszot a gyantan kik6todott fehérjéhez
adtuk, és egy ¢jszakan at 4°C-on forgattuk. A mosasi 1épéseket kovetden a mintdkat 1xSDS

mintapufferben foztiik 10 percig.
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6.2.10. SDS-PAGE és Western blot

A fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasat 10-12%-0s SDS-poliakrilamid
gélektroforézissel Bio-Rad késziiléken végeztiik. A molekulatomegek azonositasara elofestett
fehérje létrat hasznaltunk (ProSieve™ Protein Colored Marker, Lonza, Bazel, Svajc). A
géleken a szétvalasztott fehérjesavokat Coomassie Brillant Blue, vagy Blue Silver festéssel
detektaltuk.

Western blot esetében a molekulatomeg szerint elvalasztott fehérjéket 0,45 pm
porusméretli Hybond ECL nitrocellul6z membranra (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)
transzferaltuk. A membran szabad kotohelyeinek blokkoldsat 5%-os sovany tejpor IXTBST
pufferben oldott oldataval végeztiikk 1 6ran at szobahdmérsékleten. A blokkolast kdvetden a
membrant a vizsgalt fehérje ellen termeltetett specifikus antitesttel egy éjszakan at 4°C-on (6.4.
tablazat).

Ezutan a membrant a megfelelé peroxidazzal jelzett masodlagos antitesttel (anti-
egér/anti-nyal IgG, HRP-konjugalt masodlagos antitest, CellSignaling Technology Inc.,
Beverly, MA, USA) 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az egyes 1épések kozott a
membrant 1XTBST-vel mostuk 2 x 5 percig, illeteve 1XTBS-sel 1 x 5 percig. A kotodott
antitesteket kemilumineszcencias modszerrel detektaltuk WesternBright ECL-HRP substrate
(Advansta Inc., Menlo Park, CA, USA) oldattal Alpha Innotech FluorChem® FC2 Imager (Lab
Merchant, London, Egyesiilt Kirdlysag) késziilékkel.
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6.4. tablazat. A Western blot kisérleteinkhez hasznalt elsddleges antitestek jellemzése

Antitest Gyarto Izotipus Higitas

. Santa Cruz Biotechnology Inc.,
aktin (H-300) G A, UEA nyal [gG 1:2000
anta Cruz, CA,

. Upstate Biotechnology, Lake )
B-tubulin STl N USA egér IgG 1:2000

Cell Signaling Technology Inc.,
CD31 (PECAM1) egér IgG 1:1000
Beverly, MA, USA

Thermo Fischer Scientific,
c-myc egér IgG 1:2000
Waltham, MA, USA

eEF1A1 Abgent Inc., San Diego, CA, USA nyul IgG 1:1000

BD Transduction Laboratories™,
eEFla ) egér IgG 1:1000
Heidelberg, Németorszag

) Cell Signaling Technology Inc.,
foszfo-merlin (Ser518) nyul IgG 1:1000
Beverly, MA, USA

) Santa Cruz Biotechnology Inc.,
lamin A/C (H-110) nyul IgG 1:2000
Santa Cruz, CA, USA

. Cell Signaling Technology Inc.,
merlin (D1D8) St A, USA nyul IgG 1:1000
everly, )
A DE AOK OVI* Miozin Foszfataz

Laboratériuma bocsatotta

MYPT1 nytl IgG 1:1000
rendelkezésiinkre (Lontay és mtsai.,
2004)
Upstate Biotechnology, Lake
PP1c delta . nyul IgG 1:1000
Placid, NY, USA
PPP1R16B .
Abgent Inc., San Diego, CA, USA nyul IgG 1:1000
(TIMAP)

*DE A4OK OVI: Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomadnyi Kar Orvosi Vegytani Intézet
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6.2.11. Az endotél sejtek specifikus foszfatazgatlo kezelése
BPAE sejteket specifikus foszfatazgatlokkal kezeltiink a 6.5. tablazatban 6sszefoglaltak
szerint. Kontrollként (vehikulum) DMSO kezelést alkalmaztunk. A kezeléseket kovetden a

sejteket lizis pufferben felkapartuk, majd 1xSDS mintapufferben féztiik 10 percig.

6.5. tablazat. A BPAE sejtek foszfatiz enzimeinek gatlasdra felhasznalt gatloszerek

jellemzése

Alkalmazott Ebben a koncentracioban

Foszfatazgatl6 neve : _ o e Idé6 (min)
végkoncentracio a gatlészer specificitasa

Tautomicetin (TM) 1uM PP1 30
Okadansav (OS) 5nM PP2A 30
Ciklosporin A (CsA) 2 uM PP2B 30

6.2.12. LC-MS/MS analizis

A GST pull down kisérletet kovetden a fehérjéket SDS-PAGE-sel elvalasztottuk, majd
Blue Silver oldattal festettiik (Candiano, 2004). Az analizisre szant fehérjesavokat tartalmazo
géldarabokat kivagtuk, és tomegspektrometrids elemzésre kiildtiik Dr. Jandky Tamasnak a
Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi 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.

6.2.13. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést SigmaStat (Systat Software Inc., London, Egyesiilt Kiralysag)
programmal ANOVA analizissel végeztiik. A szignifikancia szintvaltozasokat csillaggal
jeloltiik: *** (P<0,001). A Western blot kisérletek soran nyert fehérjesdvok intenzitasat ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, MA, USA) szoftverrel értékeltiik ki, a normalizalas

részletei a vonatkozo, 7.2.6. fejezetben olvashato.
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7. EREDMENYEK

7.1. A TIMAP uj kolcsonhat6 partnerének azonositasa

7.1.1. Az eEF1A1 a TIMAP uj kolcsonhato partnere endotél sejtekben

A TIMAP fehérje endotél sejtekben magas szinten expresszalodik mas sejttipusokhoz
képest (Csortos és mtsai., 2008), a szerepér6l azonban még mindig kevés informacié all
rendelkezésiinkre, bar az elmult években tobb TIMAP kolcsonhato partnert is azonositottunk
(Csortos és mtsai., 2008; Czikora és mtsai., 2011; Boratko6 ¢és mtsai., 2013; Boratké és mtsai.,
2016). Munkank soran tovabbi TIMAP kolcsonhato partnerek keresését végeztiik endotél
sejtekben. Ehhez GST cimkével ellatott overexpresszalt TIMAP fehérjét glutation Sepharose
4B gyantdhoz immobilizaltunk, majd a kiko6t6dott fehérjét BPAE sejtlizatummal inkubaltuk.
Kontrollként két féle mintat hasznaltunk: az elsé kontroll minta esetében immobilizalt GST
fehérjéhez BPAE sejtlizatumot adtunk, a méasodik kontroll minta esetében pedig a bakterialisan
overexpresszalt TIMAP fehérjét immobilizaltuk glutation Sepharose 4B gyantahoz majd lizis
pufferrel inkubaltuk. A mosasi l1épéseket kdvetden a gyantarol a kikotdott fehérjéket 1xSDS
minta pufferben valo f6zéssel eludltuk. A mintainkat SDS-poliakrilamid gélen méret szerint
szétvalasztottuk, Blue Silver festékkel festettiik, €s az endotél sejtlizatummal inkubalt TIMAP
eluatumban a kontroll mintdkhoz képest extraként jelentkezd savot kivagtuk, és LC-MS/MS
analizisre kiildtiik (Dr. Janaky Tamas, Szegedi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi
Kar Orvosi Vegytani Intézet). Az analizis sordan az 50 kDa nagysagl eukariota elongacios faktor
1 A 1 fehérjét azonositottak (gén: EEF1AL, UniProtKB azonosito szam: P68104). Ezutan GST
cimkével ellatott overexpresszalt eEF1A1 fehérjét glutation Sepharose 4B gyantdhoz
immobilizaltunk, majd a kikotddott fehérjét BPAE sejtlizdtummal inkubéltuk. Kontrollként
olyan mintat hasznaltunk ahol immobilizalt GST fehérjét BPAE sejtlizdtummal inkubaltunk. A
TIMAP és az eEF1A1 fehérjék kdlcsonhatasat a pull down mintak Western blot analizisével
megerdsitettiik specifikus TIMAP, illetve eEF1A1 elleni antitestekekkel (7.1. abra A és B).

Az endogén fehérjék kozotti kolcsonhatast immunprecipitacids kisérletben vizsgaltuk. A
TIMAP immunprecipitatumaban kimutattuk az eEF1A1 fehérjét, és forditva, az eEF1A1
immunprecipitdtumaban a TIMAP-ot. Munkacsoportunk korabbi eredményeibdl ismert, hogy
a TIMAP a PP1cd regulator alegysége endotél sejtekben (Csortos és mtsai., 2008; Czikora és
mtsai., 2011), ezért az immunprecipitdtumokban a PPIc jelenlétét is vizsgaltuk. A TIMAP
mellett az eEF1 A1 immunprecipitaitumaban is detektalni tudtuk a PP1c-t, ami az eEF1A1 és a

PP1c-TIMAP komplex kdlcsonhatasara enged kdvetkeztetni (7.1. abra C).
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7.1. dbra. Az eEF1A1 és TIMAP kélcsonhatisdanak detektilasa endotél sejtekben.
Bakteridlisan overexpresszalt glutation-S-transzferdz (GST) és GST cimkével ellatott vad tipusu
TIMAP (A) vagy GST cimkével ellatott eEF1A1 (B) fehérjéket glutation Sepharose 4B gyantdn
immobilizaltunk az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint. A sziikséges mosasi
lépéseket kovetden az immobilizalt fehérjéket BPAEC lizatummal (SL), vagy lizis pufferrel (LP)
inkubdltuk (pull down). A nem kotodott fehérjéket mostuk, majd a gyantat I1xSDS
mintapufferben foztiik. Az endotél sejtlizatumban és eluatumokban a fehérjéket Western blottal
vizsgaltuk specifikus TIMAP és eEF1Al antitestekkel az Anyagok és modszerek fejezetben
leirtak szerint (C). Az endogén fehérjék kolcsonhatasat BPAE sejtlizatumok specifikus eEF1A1,
vagy TIMAP elleni antitesttel késziilt immunprecipitatumaban Western blottal vizsgaltuk
specifikus TIMAP, eEF1A1 illetve PP1c elleni antitestek felhaszndlasaval. Kontrollként nyul
19G-¢ tartalmazo szérumot hasznaltunk. Az eEF1AI immunprecipitatumaban koriilbeliil 55
kDa-nal megjelend extra sav az IgG nehéz lancanak felel meg. Az abra harom fiiggetlen kisérlet

reprezentativ eredményét mutatja.

7.1.2. A TIMAP és az eEF1A1 kolcsonhatasanak szerkezeti elemzése

A két fehérje kozotti kdlesonhatas pontosabb megismerése érdekében a kdvetkezdkben
megvizsgaltuk, hogy a TIMAP mely részén keresztiil kotddik az eEF1A1 fehérjéhez.
Kisérleteink soran els6ként a GST-TIMAP kiilonb6z6 roviditett formait hasznaltuk pull down

kisérletben. Az alkalmazott GST-TIMAP fragmentumokat a 7.2. abra mutatja be. Az
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eluatumokat Western blottal vizsgaltuk specifikus eEF1A1 elleni antitest felhasznalasaval. Azt
tapasztaltuk, hogy az eEF1A1 fehérje a teljes hosszusagth TIMAP (1-567 aminosav) fehérjén
kiviil csak azokhoz a TIMAP fragmentumokhoz kot6dott, melyek a fehérje 4-es és 5-6s ankirin

ismétlédését tartalmazzak (7.2. abra alsé rész).

Irodalmi adatokbol ismert, hogy az eEF1 A1 fehérje szerepet jatszik tobb fehérje sejtmagi
exportjaban, és hogy ehhez, valamint eEF1A1 medialt nuklearis exportjukban sziikséges egy
ugynevezett TD-NEM motivum megléte (Khacho és mtsai., 2008a; Khacho és mtsai., 2008Db).
A TIMAP szekvencigjanak gondos elemzését kovetden megallapitottuk, hogy a 250-260
aminosav kozotti szakaszon talalhatd egy olyan szekvencia részlet, ami a TIMAP TD-NEM
szerii motivumanak felelhet meg (TD-NEM: DxGxxDxxL., TIMAP:
250DHGVRVDVKDW260).

PP1c kotd eEF1A1
TIMAP motvum kolcsonhatas
NLS l.—\l A2 A3 Ad AS, CAAX
WT . . 4
165-290 ; n
[
291-567 s _
GST-TIMAP
o A
Oy @(b
A "c/>\ fc(>° Cbg oja’ N
> P PN E P e
kgg - a» eo=ae eEF1A1
' pull down I

7.2. abra. A TIMAP fehérje kolcsonhato régioinak feltérképezése. GST feherjét, rekombinans
teljes hosszusdagu GST-TIMAP (1-567 aminosav) fehérjét, vagy tovabbi GST-TIMAP
fragmentumokat, (az abra felsé részén sematikusan dbrazolva), glutation Sepharose 4B
gyantan immobilizaltunk, és BPAE sejtlizatummal inkubdltuk (pull down). A teljes sejtlizatumot
(SL) és a pull down eludtumokat Western blottal vizsgaltuk, specifikus eEF1A1 elleni antitesttel.

Az abran harom fiiggetlen kisérlet reprezentativ eredménye lathato.
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7.1.3. A TD-NEM motivum szerepe a TIMAP és az eEF1A1 kolcsonhatiasaban és a
TIMAP nuklearis exportjaban

7.1.3.1. A TIMAP TD-NEM szerii motivumat kodolé vad tipusi és mutans roviditett
rekombinans fehérjék eloallitasa

Az el0z0 alfejezetben leirtak tiikrében felmeriilt a kérdés, hogy a TIMAP TD-NEM szert
motivumanak szerepe van-e az eEF1A1 fehérjével valo kdlcsonhatasaban. Az irodalomban
arrol is beszamoltak, hogy az eEF1Al és a TD-NEM motivumot tartalmazo fehérjék
kolcsonhatasaban és a nuklearis exportjukban a TD-NEM els6 két konzervalt aminosavanak
van a legnagyobb szerepe. Az interakcioban leginkabb a masodik konzervalt aminosav, a glicin

(G) alaninra (A) torténd valtoztatasa volt hatassal (Khacho és mtsai., 2008a).

Mi is megvizsgaltuk ennek a mutacionak a hatasat az eEF1A1 és TIMAP
kolcsonhatasaban. Ezért 1étrehoztunk két TIMAP roviditett konstruktot. A vad tipusa TIMAP
1-257 konstrukt a fehérje 1-257 aminosavat kodolta, mig a mutins TIMAP 1-257 G252A

konstrukt a 252. aminosav esetében glicin helyett alanint kodolt.

A vad tipust és mutans TIMAP-ot (1-257 aminosav) kodolo felsokszorozott PCR
terméket agardz gélen futattuk (7.3. abra A), majd a fragmentumoknak megfeleld méretnél
jelentkez6 savokat kivagtuk ¢és tisztitottuk. A tisztitott DNS-t pGEX-4T-3 vektorba
szubklonoztuk, majd a rekombinans plazmidokat restrikcios emésztéssel ellendriztiik (7.3.
abra B). Mind a vad tipust, mind a mutans plazmid esetében két-két klont vizsgaltunk, és
ahogy az abran lathato, mind a négy klon tartalmazta az inzertet. Tovabbi munkankhoz a vad

tipus esetében a 2. klont, mig a mutans plazmid esetében az 1. klont hasznaltuk.

A plazmidokat szekvenalassal ellendriztiik. A TIMAP 1-257 vad tipust plazmid esetében
mutéacio nélkiil sikertilt beépiteniink az inzertet a vektorba, mig a TIMAP 1-257 G252 A mutéans

plazmid esetében a 252. aminosav esetében alanint kodolo szekvenciat kaptunk.
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7.3. dbra. A vad tipusi (wt) és mutins (mu) TIMAP 1-257 konstruktok elddllitisa.
A: A TIMAP 1-257 (wt és mu) PCR-rel felsokszoroztuk, majd 1%-os agaroz gélen futtatuk. A
771 bp méretii terméket UV asztal folott kivagtuk a gélbél, majd tisztitottuk. B: A rekombindns
plazmidok két-két klonjat restrikcios emésztéssel ellenoriztiik BamHI és Xhol restrikcios
endonukledazok felhaszndlasaval. 5000 bp kornyékén a pGEX-4T-3 vektor jelent meg (4900 bp),
mig 750 bp folétt az inzerteknek megfelelé méretetnél kaptunk savot (TIMAP 1-257 wt és mu
inzert: 771 bp).

A sikeresen létrehozott plazmidokat E. coli BL21 (DE3) sejtekbe transzformaltuk, és a
fehérje termeltetést az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint optimalizaltuk. 55 kDa
méretnél minden kondicid esetében egy erds sav jelent meg a kontroll, IPTG-vel nem indukalt
mintahoz képest, ami a GST cimkével ellatott vad tipusua TIMAP 1-257 (7.4. abra A) és mutans
TIMAP 1-257 G252A (7.4. abra B) fehérje méretének felel meg.
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A késobbi kisérleteinkhez mindkét konstrukt esetében a 0,1 mM IPTG koncentraciot és

a 37°C-os homérsékletet hasznaltuk.

A
TIMAP 1-257 vad tipus

GST-TIMAP
1-257 wt

37°C 25°C

TIMAP 1-257 mutans

\
(\6@ IPTG koncentracioja

S &

8 ‘o\\
kDa Qee\l@‘ ,\«\‘“ %

100— ny,—-:

72— ww "

55— . GST-TIMAP
é1 -257 mu

NP
¢ "6\'\‘& o?

37—

j

37°C 25°C
7.4. abra. Vad tipusu TIMAP 1-257 és mutans TIMAP 1-257 G252A bakteridlis fehérje
expresszio optimalizdaldsa. A: GST-TIMAP 1-257 wt optimalizdasolasa. B: GST-TIMAP 1-257
wt optimalizasolasa. A feherje termeltetés optimalizalasa 37°C illetve 25°C-on, tobbféle IPTG
koncentracio felhaszndlasaval tortént mindkét konstrukt esetében. A kontroll mintihoz nem
adtunk IPTG-t. A bakteridlis teljes sejtlizatumokat 1XSDS mintapufferben foztiik, majd 10%-0S
poliakrilamid gélen futtattuk. A fehérjesavokat Coomassie Blue festéssel tettiik lathatova. Wt:

vad tipus, mu: mutdns.
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7.1.3.2. A TIMAP TD-NEM szerii motivuma esszencialis az eEF1A1 fehérjével valo
kolcsonhatasban

Az overexpresszalt fehérjék baktérium sejtekbdl torténd kinyerését szarkozilt tartalmazo
lizis pufferben végeztilk az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint. A lizis puffer
szarkozillal torténé kiegészitésére azért volt sziikség, mivel a hagyomanyos lizis pufferrel
torténd sejtfeltaras nem volt sikeres. A szarkozilos feltarast kovetden az overexpresszalt vad
tipustt és mutans TIMAP 1-257 fragmentumokat affinitds kromatografiaval tisztitottuk. A
tisztitas eldtti teljes sejtlizatumban 55 kDa-nal jelentkezo erds sav a GST-TIMAP vad tipusu 1-
257, illetve mutans TIMAP 1-257 G252A overexpresszalt fehérjének felel meg. A gyantarol
eludlt mintdk esetében egy savot detektdltunk a GST-TIMAP vad tipusia és mutans
overexpresszalt fehérjének megfeleléen, ami a tisztitas sikerességét bizonyitja (7.5. abra A). A
GST-vel fuzionalt roviditett vad tipust és mutans fragmentumokat pull down kisérletben
vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a glicin helyett alanint tartalmazé6 mutans TIMAP
fragmentumhoz az eEF1 A1 nem tudott kotédni, mig a vad tipusu roviditett fehérjéhez igen (7.5.
abra B). Ez az eredmény azt igazolja, hogy a TIMAP TD-NEM szer(i motivumanak fontos
szerepe van a két fehérje kozotti kolcsonhatasban, a TD-NEM motivum konzervalt
aminosavaban bekovetkezett muticio megakadalyozta az eEF1A1 fehérjével valo

kolcsonhatasat.
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7.5. abra. A TIMAP TD-NEM szerii motivumdanak szerepe az eEFIAIl fehérjével valo
kolcsonhatisaban. A: Vad tipusu TIMAP 1-257 és mutins TIMAP 1-257 G252A
fragmentumokat affinitds kromatografiaval tisztitottunk. A baktériumsejteket hideg lizis
pufferben szonikaltuk, centrifugaltuk, majd a feliiliszobol mintdt vettiink, és IxSDS
mintapufferben foztiik (Bakteridlis sejtlizatum). A feliiluszohoz mosott glutation Sepharose 4B
gvantat adtuk, majd a mintakat 4°C-on forgattuk. A gyantarol a fehérjét fozéssel eludltuk
(Tisztitott fehérje). A bakteridlis sejtlizatumot és a tisztitott fehérjét tartalmazo mintdkat SDS-
PAGE-t koveté Coomassie Blue festéssel vizsgaltuk. B: A vad tipusu TIMAP 1-257 és mutans
TIMAP 1-257 G252A fehérjéket glutation Sepharose 4B gyantan immobilizaltuk. A sziikséges
mosasi lépéseket kévetéen az immobilizalt fehérjéket BPAE lizatummal (SL) inkubdltuk (pull
down). Kontrollként (GST) olyan mintdt hasznaltunk ahol GST fehérjét immobilizaltunk, majd
a kikotodott fehérjét BPAE sejtlizatummal inkubadltuk. A nem kotodott fehérjéket mostuk, majd
a gyantat 1xSDS mintapufferben foztiik. Az endotél sejtlizatumban és eludtumokban a
fehérjéket Western blottal vizsgaltuk specifikus eEFI1AI elleni antitesttel. Az dbra hdrom

fliggetlen kisérlet reprezentativ eredményét mutatja.
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Ezutan, a vad tipusu és a G252A mutans TIMAP 1-257 aminosavat kodolo szekvenciat
pPCMV-Myc vektorba szubklonoztuk és emlds sejtben expresszalhaté plazmidokat hoztunk
1étre.

A plazmidokat munkacsoportunk tagjai BPAE sejtekbe transzfektaltak és specifikus c-
myc elleni antitest felhasznalasaval immunfluoreszcens festést végeztek, majd a mintakban
konfokalis mikroszkoppal megvizsgaltak a roviditett fehérjék sejten beliili lokalizacidjat. Az
eredmények alapjan a vad tipust és a mutdns konstrukt is megjelent a sejtmagban és a
citoplazmaban egyarant, de a G252A mutans fehérje a sejtmagban jelentésebb mértékben volt
detektalhat6 (7.6. abra A).

A BPAE sejtek szubcellularis frakcionalasat kovetéen munkacsoportunk tagjai Western
blottal is vizsgaltak a roviditett vad tipusu és mutans TIMAP lokalizaciéjat specifikus c-myc
elleni antitest felhasznalasaval. A frakcionalas ellenérzése céljabdl citoplazma markerként
specifikus B-tubulin elleni, sejtmag markerként specifikus lamin A/C elleni, mig membran
markerként specifikus CD31 elleni antitest lett felhasznalva (7.6. abra B).

A TIMAP membranba torténd lokalizacidjanak eléfeltétele a fehérje prenilacidja (Cao €s
mtsai., 2002). Mivel a roviditett plazmidok nem kodoltak a TIMAP prenilaciés motivumat, igy
— ahogy az vérhat6 volt — sem a roviditett vad tipusu, sem a roviditett G252A mutans fehérje
nem volt detektdlhaté a plazmamembranban. A vad tipust és a mutans roviditett fehérjék
cipoplazmatikus/sejtmagi eloszlasat megvizsgalta azt volt tapasztalhato, hogy mig a vad tipusu
roviditett fehérje kortilbeliil 50-50%-ban oszlott meg a citoplazmaban ¢és a sejtmagban, addig a
mutans roviditett fehérje dontden a sejtmagban lokalizalodott. 20%-ban a citoplazméban, mig

80%-ban a sejtmagban volt jelen (7.6. abra C).
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7.6. dbra. pCMV-Myc-TIMAP 1-257 vad tipusu (Wt) és G252A mutdns (mu) fehérje
lokalizdacidja endotél sejtekben. A: BPAE sejtek pPCMV-Myc-TIMAP 1-257 wt és pCMV-Myc-
TIMAP 1-257 G252A mu plazmiddal lettek transzfektalva. A fehérjék detektilasara
immunfluoreszcens festéssel tortént specifikus c-myc elleni elsédleges antitest és Alexa 488-cal
konjugalt masodlagos antitest felhaszndlasdval (zéld). A sejtmag festésére TO-PRO-3 lodide
(keék) festéssel tortént. Az abran a fehér nyil a roviditett feherjékkel overexpresszalt sejteket
mutatja, mig a piros nyil a kontroll (a roviditett fehérjét nem expresszélo) sejtekre mutat. A
masodlagos antitestek nem-specifikus kotédése kontroll kisérletben lett ellendrizve, mely
eredmeények a disszertacioban nem szerepelnek. Lépték: 20 um. B: pCMV-Myc-TIMAP wt és
pCMV-myc-TIMAP G252A mu plazmiddal transzfektalt BPAE sejtekol szubcellularis
frakcionaldssal citoplazma (CP), sejtmag (N) és membrdn (M) frakciok lettek izoldlva, majd a
totdl sejtlizatum és a frakciok Western blot kisérletben lettek vizsgalva sepcifikus c-myc elleni
antitesttel. Citoplazma markerként specifikus f-tubulin elleni, sejtmag markerként specifikus
lamin A/C elleni, membran markerként specifikus CD31 elleni antitest lett felhasznalva. C: a
Western blottal nyert savok kvantitativ elemzését kovetoen meghatdrozdsra keriilt a roviditett
fehérjék citoplazmatikus (C) és sejtmagi (N) eloszlasa. Az abra hdarom fiiggetlen kisérlet

reprezentativ eredményét mutatja. (Dr. Boratko Anita eredménye)
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7.1.3.3. Az eEF1AL1 fehérje szerepe a TIMAP sejtmagi exportjaban

Az eEF1A1 fehérjének a TIMAP sejtmagi exportjaban betdltott lehetséges szerepének
vizsgalatara munkacsoportunk tagjai specifikus siRNS felhasznalasaval eEF1A1 csendesitést
hajtottak végre BPAE sejteken. Kontrollként olyan sejteket voltak hasznalva, amelyek nem-
specifikus siRNS kezelést kaptak. A csendesitett sejtekbdl citoplazma, sejtmag és membran
frakciok lettek izolalva szubcelluldris frakciondlassal. A frakciokat Western blot kisérletben
vizsgaltak specifikus eEF1A1 és TIMAP elleni antitestek felhasznalasaval. A frakciok
tisztasaganak ellendrzésére specifikus CD31 elleni antitestet, mint membran markert,
specifikus B-tubulin elleni antitestet, mint citoplazma, és specifikus lamin A/C elleni antitestet,
mint sejtmag markert hasznaltak (7.7. abra). A csendesités sikerességét jelzi, hogy az eEF1A1
fehérje nem volt detektalhato a specifikus SiRNS-sel kezelt mintakban. A kontroll, nem
specifikus siRNS-sel kezelt mintak citoplazma, sejtmag és membran frakcidjaban is megjelent
az eEF1A1 fehérje. Ugyanakkor, a vart eredménytdl eltéréen a TIMAP fehérjét nem csak a
kontroll, nem specifikus siRNS-sel kezelt mitak citoplazma és membran frakcidiban lehetett

detektalni, hanem az eEF1A1 depletalt mintak citoplazma és plazmamembran frakcidiban is.

total CP N M
sieEF1A1: - + - + - + - + \WB
kDa 50 s -— PR eEF1A1
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505 | e———— tubulin
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7.7. abra. Az eEF1A1 fehérje csendesitésének hatisa a TIMAP sejten beliili lokalizdcidjara.
Specifikus SiRNS-sel és nem-specifikus SiIRNS-sel kezelt BPAE sejtek szubcelluldris
frakciondlasat kovetoen az eEF1AI és a TIMAP lokalizacidja specifikus eEFI1A1 és TIMAP
elleni antitestekkel lett vizsgalva. Citoplazma (CP) markerként specifikus tubulin, sejtmag (N)
Markerként specifikus lamin A/C, membran (M) markerként specifikus CD31 elleni antitestek
lettek felhaszndlva. Az dbra harom fiiggetlen kisérlet reprezentativ eredményét mutatja. (Dr.

Boratko Anita eredménye)
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7.2. A merlin és a PP1c-TIMAP komplex fehérje kolesonhatasanak vizsgalata

Az ERM fehérjék és a TIMAP kolcsonhatasat munkacsoportunk mar kordbban leirta, és
igazolta, hogy a PP1c-TIMAP komplex részt vesz az endotél barrier szabalyozasaban az ERM
fehérjék defoszforilacidjan keresztiil (Csortos €s mtsai., 2008; Czikora és mtsai., 2011, Boratko
és Csortos 2017). Az ERM fehérjékkel rokon merlin Ser518 oldallancon torténé PAK/PKA
medialt foszforilacidja a fehérjében bekdvetkezé konforméacio valtozassal jar €s befolyasolja a
fehérje bioldgiai aktivitasat (Cooper és mitsai., 2014). A defoszforilaciot végzé foszfataz

enzimet/enzimeket endotél sejtekben még nem vizsgaltak.

7.2.1. Merlin izoformak vizsgalata vaszkularis endotél sejtekben

A merlin fehérjének 10 izoformaja ismert, de a sejtekben legnagyobb mennyiségben
kifejezddo 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 kodold

szekvencia: 6091 bp, forras: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/).

Megvizsgaltuk, hogy az endotél sejtekben az 1-es, vagy a 2-es, esetleg mindkét merlin
izoforma kifejezodik-e. Ennek eldontésére olyan primerpart terveztiink, amely a 2-es
izoformaban kifejez6d6 16-0s exont kozrefogja (7.8. abra A). A 16-os exon megléte/hianya
kovetkeztében egy 45 bp-nyi kiilonbség véarhaté 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) cDNS-t
hasznalva templatként. Negativ kontrollként olyan reakciot allitottunk Ossze, amelyben a
cDNS-t nukledz mentes vizzel helyettesitettiik. A PCR termékeket agardz gélen futtatuk, majd
a DNS-be interkalalodott GelRed festéket UV asztal folott vizsgaltuk. Az endotél cDNS-bol
végzett PCR termékben két savot kaptunk, melyek mérete a merlin 1-es €s 2-es izoformanak
felel meg (7.8. abra B), bizonyitva azt, hogy endotél sejtekben mind az 1-es, mind a 2-es merlin
izoforma kifejezddik. Tovabbi kisérleteinkhez a merlin 1-es izoformajat hasznaltuk. A merlin
1-es izoforméjat kodoldo DNS szakaszt felsokszoroztuk és pGEX-4T-2 vektorba klénoztuk. A

plazmidot szekvenalassal ellendriztiik.
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7.8. dbra. Merlin l-es és 2-es izoformdak vizsgdlata endotél sejtekben. A: HPAEC-ben
kifejezodo a merlin szekvencidjara specifikus primerpart terveztiink, ami kozrefogja a csak a 2-
es izoformaban expresszalodo 16-0S exont. B: a PCR termék agaroz geélelektroforezis képe
1,2%-os gélen futtatva. Templatként HPAEC cDNS-t alkalmaztunk. 4 negativ kontroll esetében
HPAEC cDNS helyett nukledz mentes vizet tartalmazott a reakcio. A DNS lathatova tételére
GelRed DNS festéket hasznaltunk. Az abra harom fiiggetlen kisérlet reprezentativ eredményét

mutatja.

7.2.2. A merlin és a PP1c-TIMAP komplex kolcsonhatasanak detektalasa

A merlin és a PPlc-TIMAP komplex kozotti kdlcsonhatast pull down kisérlettel
vizsgaltuk. Az overexpresszalt merlin, illetve TIMAP fehérjéket glutation Sepharose 4B
gyantan immobilizaltuk, majd BPAE sejtlizatummal inkubaltuk. A total sejtlizatumot és a pull
down mintakat Western blottal vizsgaltuk specifikus merlin, TIMAP, illetve PP1c elleni
antitestek felhasznéaldsédval. Eredményeink alapjan a merlin és a TIMAP kdlcsonhatnak
egymassal endotél sejtekben, tovabba a pull down mintakban a PPlc enzim jelenlétét is

detektalni tudtuk. (7.9. abra A és B).
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7.9. dbra. A merlin és a PP1c-TIMAP komplex kolcsonhatasanak detektdldsa. Bakterialisan

overexpresszalt glutation S-transzferdz (GST) és GST cimkével jelolt vad tipusii TIMAP (A),
vagy GST cimkével jelolt merlin (B) fehérjét glutation Sepharose gyantan immobilizaltunk. A
mosasi lépéseket kovetdoen a gyantat marha tiido artéria endotél sejtlizatummal (SL) inkubaltuk
(pull down). Az aspecifikusan kotédott fehérjéket mostuk, majd a specifikusan koétédott
fehérjéket 1XSDS mintapufferben valo fozéssel elualtuk. A sejtlizatumot és a pull down mintdkat
Western blottal vizsgaltuk specifikus merlin, TIMAP és PPlc elleni antitestekkel. Az dbra

harom fiiggetlen kisérlet reprezentativ eredményét mutatja.

7.2.3. Az endogén fehérjék kolcsonhatasanak detektalasa

Munkank kovetkezd 1épéseként az endogén fehérjék kolcsonhatasat vizsgaltuk
vaszkuldris endotél sejtekben. A merlin immunprecipitituméban detektaltuk a TIMAP fehérjét,
¢és forditva, a TIMAP immunprecipitatumaban a merlint. A pull down kisérletekkel
egybehangzon az IP mintakban is detektaltuk a merlin illetve a PP1c-TIMAP komplex

kolcsOnhatasat.

Mindezek mellett kivancsiak voltunk, hogy a TIMAP kotédik-e a merlin Ser518
oldallancon foszforilalt formajahoz. A TIMAP immunprecipitditumaban sikeresen detektaltuk
a foszfo-Ser518-merlin fehérjét, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a TIMAP-nak szerep lehet

a foszfo-Ser518-merlin defoszforilaciojaban (7.10. abra).
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7.10. abra. A merlin és a PPlc-TIMAP komplex kélcsonhatasanak detektildasa endotél
sejtekben. BPAE sejtlizatumok merlin, vagy TIMAP elleni specifikus antitesttel késziilt
immunprecipitatumat Western blottal vizsgaltuk anti-merlin, -TIMAP, -PP1c vagy foszfo-
Ser518-merlin elleni antitestekkel. Kontrollként nyul IgG-t tartalmazo szérumot hasznaltunk.

Az abra hdarom kisérlet reprezentativ eredményét mutatja.

7.2.4. A merlin és a PP1c-TIMAP komplex kolcsonhatasanak feltérképezése

7.2.4.1. A kolcsonhatas vizsgalata a TIMAP oldalarél

A két fehérje kolcsonhatdsanak feltérképezése érdekében pull down kisérleteket
végeztiink. Elséként a TIMAP oldalarél kivantuk feltdrni az interakciot. Ehhez a
laboratoriumunkban rendelkezésre allo teljes hosszasagu vad tipusa (1-567 aminosav) mellé a

crer

konstruktokat valasztottuk, amelyek sematikusan abrazolva a 7.11. abran lathatoak.

A teljes hosszusagt, valamint az N-terminalis és C-terminalis TIMAP fragmentumokat
glutation Sepharose 4B gyantan immobilizaltuk, majd a gyantara kik6tddott fehérjéket BPAE
sejtlizatummal inkubaltuk. A total sejtlizdtumot és a pull down mintdkat Western blot
kisérletben vizsgaltuk specifikus merlin elleni antitest felhasznalasaval (7.11. abra also rész).
A kisérlet eredménye alapjan, — ahogy az varhato volt — a teljes hosszasagi TIMAP fehérje
kotédott a merlinhez, tovabba kimutattuk, hogy a kdlcsonhatasban a TIMAP N-terminalis
régidja érintett. A fehérjének ez a régioja rendezett szerkezetet mutat ellentétben a C-terminalis
felével. Itt talalhaté a TIMAP nukledaris lokalizacios szignalja, a PP1c k6td motivum tovabba a

fehérje-fehérje kolcsonhatasokeért felelds ankirin ismétlédések.

56



PPlc koté MERLIN

TIMAP motivum kolcsoénhatas
NLS A1 A2A3 A4A5 CAAX
WT ‘ +
I .567

1 290

Z

291-567 —. -

2901 —07

GST-TIMAP

(‘o\/

%\/ %\/ %\/ /\x

P SN

\I

kDa o & ~° NV 2 we
72 | s — — MERLIN

pull down

7.11. abra. A TIMAP merlin kélcsonhatas feltérképezése. A fehérjék kolcsonhato régioinak
feltérképezésére vad tipusu és roviditett TIMAP fehérjékkel pull down kisérletet végeztiink. A
sejtlizatumot (SL) és a pull down mintakat Western blottal vizsgaltuk specifikus merlin elleni

antitesttel. Az dbra hdrom fiiggetlen kisérlet reprezentativ eredményét mutatja.

7.2.4.2. A Kkolcsonhatas vizsgalata a merlin oldalardl

A merlin fehérje harom doménbdl all, melyek az FERM, az a-helikalis, valamint a C-
termindlis domén (Sun és mtsai., 2002). Annak eldontésére, hogy a merlin melyik doménje(1)
kotik a PP1c-TIMAP komplexet merlin FERM domén, a-helikalis domén és C-terminalis

domén rekombindns fehérjéket hoztunk létre.

Els6 1épésként a merlin fehérje doménjeit kodold rekombinans plazmidokat allitottuk eld,
ahol templatként a kordbban eldallitott teljes hosszsagu vad tipust merlin plazmid szolgalt. A
merlin egyes doménjeire specifikus primereket terveztiink, majd PCR reakcidoban a DNS-t
felsokszoroztuk. A PCR termékeket agar6z gélen futtatuk (7.12. abra A), majd a savokat
kivagtuk és tisztitottuk az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint. A tisztitott terméket
pGEX-4T-2 vektorba szubklonoztuk, majd a rekombinans plazmidokat restrikcios emésztéssel
ellendriztiik (7.12. abra B). A FERM domén esetében két, az o-helikalis domén esetében
harom, mig a C-termindlis domén esetében négy klont vizsgaltunk. Az abran lathato, hogy

mindharom domén esetében volt legalabb egy klon, ami tartalmazta az inzertet. Az abran
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pirossal bekeretezve lathatéak azok a klonok melyeket a tovabbi kisérletekhez felhasznaltunk.

A plazmidokat szekvenalassal ellendriztiik.
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7.12. abra. A merlin FERM, a-helikalis és C-terminalis domén konstruktok eldallitasa. A: a
merlin FERM, a-helikalis és C-termindlis doménjeit kédolo DNS szakaszokat PCR-rel
felsokszoroztuk, majd 1%-os agaréz gélen futtatuk. A PCR termékeket UV asztal folott kivagtuk
a gélbol, majd tisztitottuk az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint. B: a harom domén
rekombinans klonjait restrikcios emésztéssel ellenoriztiik EcoRI és Sall (FERM domén
esetében), illetve BamHI és Sall (a-helikalis és C-terminalis domén esetében) restrikcios

endonukledazok felhasznaldasaval. 5000 bp kornyékén a pGEX-4T-2 vektor jelent meg (4900 bp).
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A sikeresen létrehozott plazmidokat E. coli BL21 (DE3) sejtekbe transzformaltuk, majd
a fehérje termelést az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint optimalizaltuk. A kés6bbi
kisérletekhez mindharom domén esetében 0,1 mM IPTG koncentracioét valamint, a FERM
domén és az a-helikalis domén esetében 25°C-ot, mig a C-terminalis domén esetében 37°C-ot

alkalmaztunk.

Az overexpresszalt FERM, oa-helikalis és C-terminalis domén fragmentumokat affinitas
kromatografiaval tisztitottuk az Anyagok és modszerek fejezetben leirt modon. A gyantarol
elualt mintdk poliakrilamid gélen torténd futtatasat és Coomassie Blue festését kovetden
mindharom domén esetében a vart méretnél (GST-FERM domén: 60 kDa, GST-a-helikalis
domén: 47 kDa, GST-C-terminalis domén: 37 kDa) kaptunk egy erds savot, ami az affinitas
kromatografia sikerességét jelzi. A C-termindlis domén tisztitdsa esetében a dupla sav

feltehetden proteolitikus degradacido eredménye (7.13. abra). A bekeretezett savok alatt
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7.13. dbra Merlin domének tisztitisa affinitis kromatografiaval. A merlin FERM, a-helikalis
és C-termindlis domén fragmentumokat affinitas kromatogrdfiaval tisztitottunk. A
baktériumsejteket hideg lizis pufferben feltartuk, szonikaltuk, centrifugaltuk, majd a
feliiluszobol mintat vettiink, és IxSDS mintapufferben foztiik (Bakterialis sejtlizatum). A
feliiluszohoz mosott glutation Sepharose 4B gyantat adtuk, majd a mintakat 4°C-on forgattuk.
A gyantardl a fehérjét fozéssel elualtuk (Eluatum). A bakterialis sejtlizatumot és az eluatumot

SDS-PAGE-t koveté Coomassie Blue festéssel vizsgaltuk.
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Ezt kovetéen a GST-vel fuzionalt FERM, a-helikalis és C-terminalis merlin domén
fragmentumokat pull down kisérletben vizsgaltuk (a merlin domén szerkezete sematikus
abrazolva a 7.14. abra felsé részén). Eredményeink alapjan a merlin a FERM-doménjén
keresztiil kotédik a TIMAP fehérjéhez, tovabba ezen a doménen kapcsolodik a PP1lc-hez is

(7.14. abra alsé rész).
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7.14. dabra. A TIMAP és a merlin domének kolcsonhatdsanak feltérképezése. A fehérjék
koélcsonhato régioinak feltérképezésére vad tipusu és roviditett merlin fehérjékkel pull down
kisérletet végeztiink. A BPAE sejtlizatumot (SL), és a pull down mintakat Western blottal
vizsgaltuk specifikus TIMAP és PPlc elleni antitestekkel. Az abra hdrom fiiggetlen kisérlet

reprezentativ eredményét mutatja.
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7.2.5. A TIMAP csendesités hatasanak vizsgalata a merlin és PPlc-TIMAP
kolcsonhatasara, illetve a merlin foszforilacidojara

Munkacsoportunk tagja eldszor megvizsgalta, hogy a TIMAP csendesitése miként
befolyasolja a merlin és PP1c enzim kolcsonhatasat. A TIMAP csendesitése specifikus SiIRNS-
sel tortént, kontrollként pedig nem-specifikus sSiRNS-sel kezelt mintak lettek alkalmazva. A
csendesitést kovetéen merlin elleni anitesttel immunprecipitacios kisérlet lett végrehajtva, majd
a teljes endotél sejtlizaitum ¢és az immunprecipitaitumok Western blot kisérletben lettek
vizsgalva a TIMAP depletalt mintak és a nem-specifikus siRNS-sel kezelt mintak esetében is
(7.15. abra A). A fehérje csendesitése sikeresnek bizonyult, ahogy az a 7.15. abran is lathaté a
TIMAP specifikus SiRNS-sel kezelt sejtlizatumban nem volt detektalhato a fehérje. A nem-
specifikus SiRNS-sel kezelt mintak immunprecipitatumaban specifikus antitesttekkel
detektalhato volt a merlin, a TIMAP, a PP1c, valamint a MYPT1 jelenléte egyarant. A TIMAP
depletalt mintdk immunprecipitaitumaban azonban nem volt kimutathaté a PP1c. Mindezek
mellett nem volt detektalhato a MYPT1 fehérje sem a merlin immunprecipititumaban
fiiggetlentil a TIMAP jelenlététdl, vagy hianyatol. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy
egyrészt a merlin és a PP1¢ kozotti kolesonhatas nem kdzvetlen, hanem az interakcio a TIMAP
fehérjén keresztiil valosul meg, masrészt, hogy a TIMAP-nak szerepe lehet a foszfo-Ser518-

merlin defoszforilaci6janak szabalyozéasaban.

A Kkisérlet tovabbi részében munkacsoportunk arra a kérdésre kereste a valaszt, hogy a
TIMAP fehérje csendesitése miként befolyasolja a merlin Ser518 oldallancon torténd
defoszforilacidjat. BPAE sejtek immunfluoreszcens festését kovetden az volt tapasztalhato,
hogy foszfo-Ser518-merlin szintje megemelkedett az endotél sejtek plazmamembranjaban a

kontroll, nem-specifikus siRNS-sel (nonsi-RNS) kezelt sejtekhez képest (7.15. abra B).
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7.15. abra. A TIMAP csendesités hatasanak vizsgdalata a merlin és a PPIc kolcsonhatdasdra
és a foszfo-Ser518-merlin sejten beliili lokalizdcidjara. A: endotél sejtekben siRNS medialt
TIMAP csendesités, majd specifikus merlin elleni antitestte/ immunprecipitdcios kisérlet lett
végrehjtva. A csendesitett és nem-Specifikus SiRNS-sel kezelt sejtek totdl lizatuma és
immunprecipitatuma Western blot kisérletben lett vizsgadlva specifikus merlin, TIMAP, PP1c és
MYPT1 elleni antitestekkel. B: BPAE sejtekben siRNS medidalt csendesitést kiovetden
immunfluoreszcens festés lett végezve specifikus foszfo-Ser518-merlin (zéld) és CD31 (piros)
antitestekkel. A sejtmag festése DAPI-val (kék) tortént. A masodlagos antitestek nem-specifikus
kotddese kontroll kisérletben lett ellenérizve, melyet a disszertacioban nem mutatok be. Az abra

harom fiiggetlen kisérlet reprezentativ eredményét mutatja. (Dr. Boratko Anita eredménye)
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7.2.6. A PPl enzim gatlasa noveli a merlin Ser518 oldallancanak foszforilacios
szintjét endotél sejtekben

Miutan a korabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a PP1c-TIMAP komplex kotédik a
merlin Ser518 oldallancon foszforilalt formajahoz (7.10. abra), illetve azt tapasztaltuk, hogy a
TIMAP csendesitése hatassal van a foszfo-Ser518-merlin membranbeli feldasulasaban (7.15.
abra), bizonyitani akartuk, hogy a holoenzim szerepet jatszhat a foszfo-Ser518-merlin

defoszforilacidjaban.

Ehhez, BPAE sejteket tautomicetinnel, mint specifikus PP1 enzim gatld szerrel,
okadansavval, mint specifikus PP2A enzim gatlo szerrel és ciklosporin A-val, mint specifikus
PP2B enzim gatl6 szerrel kezeltiink 30 percig az Anyagok és modszerek fejezet 6. tablazataban
leirt koncentracidkban. Ezutan a sejteket felkapartuk, majd a kontroll sejtlizatumot
(vehikulum), illetve a specifikus gatloszerekkel kezelt teljes sejtlizitumokat 1xSDS
mintapufferben foztiik, és Western blottal vizsgaltuk specifikus foszfo-Ser518-merlin, merlin

és aktin elleni antitestek felhasznalasaval (7.16. abra A).
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7.16. dbra. Foszfataz gatlo kezelések hatisa a merlin Ser518 oldallinc foszforilaltsagi
szintjére. A: endotél sejteket specifikus foszfataz gatlo szerekkel kezeltiink. Kisérleteinkhez PP1
gatlo tautomicetint (TM), PP2A gatlo okadansavat (OS) és PP2B gatlo ciklosporin A-t
hasznaltunk. A sejtlizatumokat Western blot kisérletben vizsgaltuk specifikus foszfo-Ser518-
merlin, merlin és aktin elleni antitestekkel. B: a sdvok denzitometrids kiértékelését kovetden az
eredményeket abrazoltuk. A szignifikanciat csillaggal jeloltiik: ***: p < 0,001. Az abra harom

fliggetlen kisérlet reprezentativ eredményét mutatja.
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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 gatldszer, a tautomicetin hatasara koriilbeliil kétszeresére emelkedett a kontroll,

okadansavval, vagy ciklosporin A-val kezelt mintakhoz képest (7.16. abra B).

Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a PP1 enzim gatladsanak hatasara a foszfo-Ser518-
merlin szintje szignifikansan (p<0,001) megemelkedett, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a

foszfo-Ser518-merlin defoszforilacidjanak szabalyozasaban a PP1 enzim jatszik szerepet.
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8. MEGBESZELES

A disszertacidban bemutatott két i) TIMAP kolcsonhato partner, az eEF1A1 és a merlin
megismerésével tovabb bdviiltek ismereteink az endotél sejtekben magas szinten
expresszalodd, PPlc regulator alegység, TIMAP fehérjérol. Eredményeink alapkutatasbol
sziilettek, ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a foszfatazok miikodésének szabalyozasa ma
mar tobb betegség gyogyitdsaban is haszndlatos (Zhang ¢s mitsai., 2013), az endotél sejtek
barrier funkcidjanak molekularis ismerete pedig nélkiilozhetetlen szdmos betegség

kezelésében/gyogyitasaban.

Az endotél sejtek gat funkcidja szamos jelatviteli Gtvonaltdl fligg, melyekben jelent6s
szerephez jut a fehérjék reverzibilis foszforilacidja. A PP1lc-TIMAP komplexnek tobb
kolesonhato partnerét is azonositottak a kozelmultban, melyek ismerete egyre tobb informaciot
szolgéaltat a holoenzim endotéliumban betdltott funkcidirol (Cao és mtsai., 2002; Kim és mtsai.,
2005; Adyesev ¢és mtsai., 2006; Csortos és mtsai., 2008; Czikora és mtsai., 2011; Shopik és
mtsai., 2013, Boratko és mtsai., 2013; Boratko és mtsai., 2016; Boratko és Csortos, 2017).

Egyik, Gjonnan azonositott kdlcsonhatd partner az altalunk leirt eEF1A1 fehérje. A
fehérje azonosositasat tomegspektrometrids analizissel végeztik, 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, igynevezett ,,moonlighting” funkcidjat irtak le (Mateyak
¢és Kinzy, 2010). A nuklearis exportban betoltott szerepét a VHL és a PABP1 fehérjék kapcsan
detektaltak (Khacho és mtsai., 2008b). A fehérjének ez a sejtélettani funkcigja kiilondskeépp
érdekesnek bizonyult szdmunkra, mivel a TIMAP fehérjét endotél sejtekben a plazmamembran
mellett a sejtmagban, és a mag koriili régidban is detektaltuk (Csortos és mtsai., 2008), de sem
a sejtmagi szerepérdl, sem pedig az onnan torténd exportjarél nincsenek informaciéink. fgy
megvizsgaltuk, hogy a TIMAP nuklearis exportjaban az eEF1A1 fehérje részt vesz-e, amit
tobbféle kisérleti metodikaval is megprobaltunk igazolni. In vitro pull down moédszerrel
a fehérje 4-es és 5-0s ankirin ismétlodését. Az eEF1A1 sejtmagi exportban betoltott szerepe
kapcsan feltartadk, hogy az interakcid Iétrejottében sziikséges a kolcsonhatd fehérjék
szekvenciajaban az Ugynevezett transzkripcio-fiiggd nuklearis export motivum (TD-NEM,
DxGxxDxxL) megléte (Khacho és mtsai.,, 2008a; Khacho és mtsai., 2008b). A TIMAP
szekvenciajanak gondos elemzését kdvetden megallapitottuk, hogy a TIMAP, eEF1A1 fehérje
kolesonhato régiojakeént feltart szekvencidban van egy rovid szakasz, ami a TIMAP TD-NEM
szeri motivumanak felelhet meg (250DHGVRVDVKDW360). A TD-NEM motivum harom
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konzervalt aminosavat tartalmaz (félkdvérrel vannak jelolve a szekvencidban). Az eEF1A1 altal
mediadlt nukledris exportban esszencidlis szereppel bir6 TD-NEM motivumot leir6
munkacsoport eredményei alapjan az e¢EF1A1 és a kolcsonhatd partnerei kozotti
kolcsonhatasban a masodik konzervalt aminosavnak (G) kitlintetett szerepe van. Bemutattak,
hogy a glicin alaninra torténd valtoztatdsa dramaian lecsokkentette az eEF1A1 és a VHL,
valamit PABP1 fehérjék kolcsonhatasat (Khacho és mtsai., 2008a; Khacho és mtsai., 2008b).
Ezért kisérleteink sordn 1étrehoztunk két olyan réviditett TIMAP fehérjét, amelyek egyikében
a vad tipust, glicint kodolé TD-NEM szerti motivum szerepelt, mig a masik, mutans konstrukt
a glicin helyett alanint kodolo szekvenciat tartalmazott. Eredményeink egybehangzodak voltak
az irodalmi eredményekkel, a TIMAP TD-NEM szerii motivumaban létrehozott aminosav csere
megakadalyozta az eEF1A1 fehérjével valo kolcsonhatast, bizonyitva, hogy a VHL és PABP1
fehérjéken tal a TIMAP esetében is esszencidlis a TD-NEM szerli motivum az interakcid

kialakitasaban.

A munka tovabbi részében munkacsoportunk tagjai immunfluoreszcens festéssel és
szubcellularis frakcionaldssal megvizsgaltdk az eEF1A1 szerepét a TIMAP nuklearis
exportjaban. Elsdként roviditett TIMAP 1-257 vad tipusu és 1-257 G252A mutans plazmidot
BPAE sejtekbe transzfektaltak, és azt tapasztaltdk, hogy a mutdns fehérje nagymértékben a
sejtmagban lokalizalodott a vad tipusu fehérjéhez képest. Az eEF1A1 fehérje csendesitését
kovetéen azonban a TIMAP fehérje detektalhatd volt mind a sejtek citoplazmajaban és
plazmamembréanjaban egyarant. igy tehat a kisérleti eredmények nem voltak meggy6zdek a
tekintetben, hogy az eEF1A1 fehérjének kizarolagos szerepe lenne a TIMAP sejtmagi
exportjaban. Az eredmények azt sugalljadk, hogy bar a TD-NEM motivum valoban
elengedhetetlen a TIMAP ¢s az eEF1A1 fehérje kolcsonhatasdban, mégis a TIMAP nuklearis
exportjadban nem az eEF1 A1, vagy nem kizardlag vesz részt, igy a TIMAP sejtmagi exportjaban

szereppel bird fehérjék feltérképezése tovabbi kisérletes munkat igényel.

A TIMAP-ot szerkezete alapjan a MYPT fehérjecsaladba soroljak (Cao és mtsai., 2002;
Csortos és mtsai., 2007). A fehérjecsaladra jellemz6 ankirin ismétlédések lehetvé teszik, hogy
a csaladba sorolt fehérjék kolcsonhatasba Iépjenek kiilonbozd fehérjékkel (Sedgwicz és
Smerdon 1999; Ito et al., 2004). Mivel a TIMAP TD-NEM szer(i motivuma a fehérje egyik
ankirin ismétlédésén talalhato, felmertilt a kérdés, hogy a TD-NEM motivum megtalalhat6-€ a
MYPT fehérjecsalad tobbi tagjaban is. A MYPT csalad tagjainak aminosav szekvencia
Osszehasonlitdsat kovetden az a konklizido vonhatd le, hogy a csalad tobbi tagjaban nem
talalhatoak meg a TD-NEM motivumra jellemz6 konzervalodott aminosavak. (TD-NEM
motivum: 250DHGVRVDVKDWo60, vastag: TD-NEM konzervalt aminosav, aldhuzott: a
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MYPT fehérjecsaladban konzervalddott aminosav). Ez alapjan feltételezheté, hogy a MYPT
csalad tagjai koziil a TIMAP kizarolagos kdlcsonhato partnere az eEF1A1 fehérjének.

Béar az eEF1Al fehérje TIMAP sejtmagi exportjaban betoltott szerepét nem sikertilt
egyértelmiien bizonyitanunk, ugyanakkor kizarni sem tudjuk annak a lehetdségét, hogy az
eEF1AT1 részt vesz ebben a folyamatban. A TIMAP a sejtmagbdl exportalodva a citoplazmaban
prenilalodik, majd a plazmamembranba transzlokalodik, ahol kiemelt szerepet tolt be az endotél

sejtek barrier fenntartasaban (8.1. abra).
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8.1. abra. A TIMAP fehérje sejtmagi exportjat, az azt kovetd poszttranszlacios modosulasait,
illetve sejten beliili lokalizdacidjat dsszefoglalo dbra. A TIMAP az endotél sejtekben a
sejtmagjabol a citoplazmaba transzlokalodik eddig iSmeretlen modon, melyben az eEF1A1
fehérje szereppel birhat. A sejtek citoplazmajaban a RACK1 fehérje kétodesi felszint biztosit a
TIMAP-nak és a farnezil transzferaz (FT) enzimnek. A TIMAP PKA és GSK3p altali
foszforilaciojat koveto konformacio valtozasat kévetéen a FT enzim prenildlja a TIMAP-ot,

melyet a fehérje plazmamembranba torténd transzlokacicja kovet.
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A sejtmagi exporton betdltott — egyeldre nem egyértelmii — funkcioé mellett az eEF1AL
endotél sejtekben betdltott szerepének tovabbi vizsgalatai soran a munkacsoportunk
eredményei arra utalnak, hogy az eEF1A1 a PP1c-TIMAP komplex szubsztratja, és az eEF1A1
Thr oldallancon torténd defoszforilacidjat kovetden a plazmamembranba lokalizalodik, ahol és
eldsegiti az endotél sejtek szétterjedését €s letapadasat. (Ezeket az eredményeket nem mutattam

be a disszertacioban.)

Az eEF1A1 mellett az ERM és az ECE-1 fehérjéket is munkacsoportunk aznositotta
korabban, mint a PP1c-TIMAP komplex szubsztratjait (Csortos €s mtsai., 2008; Cszikora ¢€s
mtsai., 2011; Boratko6 és mtsai., 2016). A PP1c-TIMAP elengedhetetlen a sejtek endotelin-1
termelésének szabdlyozasdban azaltal, hogy befolyasolja a PKC altal foszforilalt ECE-1
defoszforilacidjat (Boratkd és mitsai., 2016). Az ERM fehérjék defoszforilacigjan 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 nagyfoki szekvencia
homoldgia figyelhetdé meg, mely elsésorban a FERM domén els¢ 300 aminosavat érinti
(Bretscher és mtsai., 2002; Sun és mtsai., 2002). A TIMAP és a moezin kdlcsonhatasa, illetve
a PP1c-TIMAP holoenzim ERM defoszforilaciojaban betoltott szerepe felvetette a kérdést,

hogy a merlin k6lcsonhato partnere-e a PP1c-TIMAP holoenzimnek.

A merlin a sejtekben tumorszuppresszorként funkcional, és részt vesz a sejtproliferacio
szabalyozasaban. A fehérjének 10 izoformaja ismert, de a leginkabb az 1-es és a 2-es izoforma
kutatott és jellemzett (Morrow és Shevde, 2012). Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy
endotél sejtekben mindkét izoforma kifejezodik. A teljes hosszusagi vad tipusu 1-es merlin
1izoformat kodold 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 végzddik, mely egyrészt
egy rovidebb atirddott terméket eredményez, masrészt nem kddolja a C-terminalis domént,
aminek az intramolekularis kdlcsonhatasok kialakitasaban van esszencialis szerepe (Sherman

¢és mtsai., 1997; Gonzalez-Agosti és mtsai., 1999).

Ezt kovetden a PP1c-TIMAP komplex és a merlin kdlcsonhatasanak kimutatasara pull
down és immunprecipitacids kisérleteket végeztiink, és a mintdk Western blot analizisével
igazoltuk, hogy a merlin és a TIMAP kdlcsonhatnak egymassal BPAE sejtekben. Roviditett
TIMAP fehérjéket pull down kisérletben felhasznalva megallapitottuk, hogy a TIMAP
rendezett fehérjeszerkezetet mutatdo N-terminalis felével (1-290 aminosav) — ami tartalmazza a
nukledris lokalizacios szignalt, a PP1c k6té motivumot és az 6t ankirin ismétlédést — kotddik a
merlinhez, mig a TIMAP kevésbé rendezett C-terminalis fele (291-567 aminosav) nem tudott
kotédni a fehérjéhez, hasonléan az ERM-ekhez (Boratko és Csortos, 2017). A merlin
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kolcsénhato partnereirdl és a kdlcsonhatasok természetérdl viszonylag sok informacié all a
rendelkezésiinkre, koszonhetden annak, hogy a merlin fehérjét mintegy husz éve kutatjak.
Ismert, hogy a large tumor suppressor kindz 1 és 2 (Lats 1/2) a merlin FERM doménjén
keresztiil kapcsolodik a fehérjéhez, és a kdlcsonhatés fizikailag blokkolja a merlin FERM ¢és C-
terminalis doménjén keresztiil megvalosul6 auto-inhibicigjat (Li és mtsai., 2015). Egy masik
publikacié arrol szamol be, hogy a merlin tubulinhoz valé kétédése a FERM doménen, illetve
a C-terminalis doménen keresztiil jon 1étre Schwann sejtekben (Muranen és mtsai., 2007). Sajat
Kisérleteink soran azt az eredményt kaptuk, hogy a PP1c-TIMAP komplex kotésében a merlin
FERM doménje a felelds, hasonloan, ahhoz, ahogy az az irodalomban korabban merlin
kolesonhatd partnerként azonositott legtobb fehérje esetében teljesiil (Muranen és mtsai., 2007,

Li és mtsai., 2015).

Jol ismert tény, hogy a merlin Ser518 oldallancon torténd foszforilacidja hatassal van a
fehérje bioldgiai aktivitasara, intra-, és intermolekuldris kdlcsonhatasaira, tovabba sejten beliili
lokalizaciojara (Cooper és Giancotti, 2014). A foszforildlatlan merlin tumorszuppresszor
funkci6t 1at el a sejtekben, mig a Ser518 oldallancon foszforilalt forma a tumorszuppresszor
funkié szempontjabdl inaktiv (Okada és Giancotti, 2007; Fehon és mtsai., 2010; Bretscher ¢s
mtsai., 2012). Kisérleteink soran immunprecipitacios kisérletben sikeresen kimutattuk, hogy a
PP1c-TIMAP komplex kdlcsonhatasba 1ép a merlin Ser518 oldallancon foszforilalt formajaval
IS. A munkank tovabbi részében azt vizsgaltuk, hogy a merlin és a PP1c-TIMAP komplex
kolcsonhatasanak fiziologiai hatterében szerepet jatszik-e a foszfo-Ser518-merlin PP1c-
TIMAP Aaltali defoszforilacidja. Szdmos, az irodalombol ismert eredmény tiikrében logikus
feltételezésnek tiint, hogy endotél sejtekben a PP1c-TIMAP komplex lassa el ezt a funkciot.
Ismert, hogy egyes sejttipusokban a MYPT fehérjecsalad mas tagja szolgal a PP1c regulator
alegységeként, mig endotél sejtekben a TIMAP tolti be ezt a funkciot. Példaul, Fukata és
munkatarsai az MYPT1 fehérjét jelolik meg MDCK epitél sejtekben, mint a moezin
defoszforilacigjat végzé PPlc regulator alegységet (Fukata és mitsai., 2006), ugyanakkor
endotél sejtekben ezt a funkciot a TIMAP latja el (Csortos és mtsai., 2008). Emelett pankreas
karcinoma, melanoma, ovarium adenokarcindma, majtumor, tiid6, illetve emlé karcinoma
sejtvonalakon vizsgalodva azt talaltak, hogy a merlin defoszforilaciojat a PP1c-MYPT1
komplex végzi (Jin és mtsai., 2006). 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 kotddott a merlinhez. Az immunprecipitaitumokban a MYPT1
jelenlétét vizsgalva kidertilt, hogy a merlin nem 1épett kdlcsonhatasba a MYPT1-gyel sem a

TIMAP csendesitett, sem a kontroll, nem-specifikus siRNS-sel kezelt sejtekben. Ez a
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megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a TIMAP iranyitja a PP1 enzim Katalitikus
alegységét a merlinhez. Tovabbi vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy a TIMAP csendesitése
hatassal van a foszfo-Ser518-merlin lokalizacidjara és 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

PP1c-TIMAP komplex foszfo-Ser518-merlin defoszforilacidjaban vald részvételét sugallja.

Végiil, megvizsgaltuk, hogy a PP1 enzimen kiviil mas foszfatdz szereppel birhat-e a
foszfo-Ser518-merlin  defoszforilaciojaban. A merlin  Ser518 oldallancon  torténd
defoszforilacidjardl kevés adat all rendelkezésiinkre (Jin és mtsai., 2006), endotél sejtekben
pedig ezidaig egyaltalan nem vizsgaltadk a jelenséget. BPAE sejteket kiilonbozd foszfataz
gatlokkal kezeltiink. A tautomicetin egy természetes eredetii toxin, mely koncentraciofiiggd
moddon szelektiv gatloszere a PP1 enzimnek. A tautomicetin mellett az okadansavrol kozismert,
hogy megfelelé koncentracioban alkalmazva specifikus PP2A, mig a ciklosporin A-rél, hogy
specifikus PP2B gitl6 toxin (Sheppeck és mtsai., 1997). A foszfatazgatlok kezelését kovetden
Western blot analizist végeztiink, és azt tapasztaltuk, hogy a specifikus PP1 gatloszer
tautomicetin hatasara szignifikansan 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 defoszforilacidjaért kozvetleniil, vagy kozvetve a PP1 enzim felel.

A merlin endotél sejtekben betdltott szerepét tovabb vizsgalva munkacsoportunk tagjai
azt talaltak — az irodalmi adatokkal 6sszehangban (Stamenkovic és Yu, 2010) —, hogy a merlin
foszforilalt formaja ezzel ellentétes hatassal bir. (Ezt az eredményt nem mutattam be a

disszertacioban.)

Az értekezésben ismertetett két uj PPlc-TIMAP szubsztrattal Gjabb fehérjék nevét
irhatjuk fel a komplex szubsztratjait 0sszegytijto listara (8.2. abra). Ezeknek a fehérjéknek, és
a holoenzimmel valo6 kolcsonhatasuknak a megismerésével egyre tobb ismeretet nyerhetiink az
endotél sejtekr6l, melyek optimalis milkdodése elengedhetetlen szerveink megfeleld

mukodésében.
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8.2. dbra. A PP1lc-TIMAP komplex valosziniisitett szubsztratjai. Szines téglalapban a

szubsztradt neve lathato, mig a szines keretben a kélcsénhatas funkciojanak leirasa olvashato.
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9. OSSZEFOGLALAS

Az endotél sejtek barrier funkcidja fontos szerepet tolt be a szervek megfeleld
mikodésében, melyben kdzponti szerepet jatszik az endotél sejtek citoszkeletonjanak és az
ehhez kapsolodd fehérjéknek a foszforilaltsagi szintje. A TIMAP (TGFB-gatolt membran
asszocialt fehérje) a protein foszfataz 1 Kkatalitikus alegységének (PP1c) regulator
alegységeként azonositott fehérje, melynek expresszids szintje endotél sejtekben nagyon magas
mas sejttipusokhoz képest. Tobb kolcsonhatd partnere ismert, melyekkel egyiitt a TIMAP

fehérjének fontos szerepe van a barrier funkcié fenntartasaban.

Munkank soran sikeresen azonositottuk az eukaridta elongacios faktor 1 A 1 (eEF1A1)
fehérjét, mint uj TIMAP kolcsonhat6 partnert. Igazoltuk, hogy a két fehérje kolcsonhatasaban
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 kolcsonhatasaban, a motivum masodik konzervalt aminosavanak
glicinrdl alaninra torténd cseréje negativ hatdssal volt az eEF1A1-TIMAP interakcidra. A
mutans roviditett TIMAP fehérje dontden a sejtmagban lokalizalodott, ugyanakkor az eEF1A1

csendesitése nem volt hatdssal a TIMAP sejtmagi exportjara.

Ezen kiviil igazoltuk, hogy a PP1c-TIMAP koélcsonhatd partnere a tumorszuppresszor
merlin (moezin-ezrin-radixin like protein) fehérjének. Kimutattuk, hogy a PP1c-TIMAP
komplex a merlin Ser518 oldallancon foszforilalt forméjaval is kdlcsonhatasba 1ép, mely
oldallanc foszforilaltsaga/defoszforilaltsaga kulcsszerephez jut a fehérje tumorszuppresszor
funkcidjaban. Feltérképeztiik a két fehérje kozotti kdlcsonhatést, amikor is azt talaltuk, hogy a
TIMAP N-terminalis felével, mig a merlin a FERM-doménjén keresztiil vesz részt a
kolcsonhatasban. A TIMAP csendesitését vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a TIMAP fehérje
hianyaban a merlin nem tudott k6tddni a PP1c enzimhez. A merlin és a MYPT1 kdlcsonhatasat
sem a TIMAP fehérje jelenlétében, sem hidnyaban nem tudtuk detektalni. Immunfluoreszcens
festést kovetéen 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 defoszforilacidjanak szabalyozasaban.

Az itt leirt két i) TIMAP kdlcsonhato partner azonositasaval tovabb bdviiltek ismereteink

a TIMAP endotél sejtekben betoltott — lathatdoan — sokszinti funkci6irdl.
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10. SUMMARY

TIMAP (TGFp-inhibited membrane associated protein) is a highly abundant in
endothelial cells (EC). It is a member of the MYPT (myosin phosphatase target subunit) protein

family, and a regulatory subunit of PP1c.

In this study, we identified eEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1 A 1) as a
new interacting partner of TIMAP. Besides its canonical role in translation, eEF1Al may
participate in the nuclear export of proteins with TD-NEM (transcription-dependent nuclear
export motif), a newly recognized nuclear export signal (DxGxxDxxL) which is crucial in
binding to eEF1A1 and in the nuclear export. TIMAP localizes in the nucleus and at the plasma
membrane in EC. Since TIMAP contains a region (DHGVRVDYV) highly homologous to the
TD-NEM motif, we hypothesized that eEF1A1 may be involved in the nuclear export of
TIMAP. We found that this TD-NEM-like motif of TIMAP has a critical role in its specific
binding to eEF1A1. However, according to our results eEF1AL is not or not exclusively
responsible for the nuclear export of TIMAP. Merlin (moesin-ezrin-radixin like protein), the
product of neurofibromatosis type 2 gene, was primarily recognized as a tumor suppressor, but
it also functions as a membrane-cytoskeletal linker and regulator of multiple signaling
pathways. The activity and localization of merlin is regulated phosphorylation of the Ser518
side chain. Merlin localizes in the nucleus when the Ser518 side chain is not phosphorylated,
while the phosphorylated form is present in the cytoplasm and the plasma membrane. We
showed that EC express both merlin 1 and 2 isoforms. Furthermore, we identified a protein-
protein interaction between PP1c-TIMAP and identified the N-terminal part of TIMAP and
FERM domain of merlin as critical regions of the interaction. In addition, we detected that
TIMAP is able to bind phospho-Ser518-merlin. In EC co-immunoprecipitation of merlin with
PP1c-TIMAP was also shown, but there was no detectable interaction between merlin and PP1c
in TIMAP depleted cells. In addition MYPT1 is expressed in EC, but no interaction was
detected with merlin regardless the presence or absence of TIMAP. Results of
immunofluorescent staining of TIMAP depleted and non-siRNA treated EC suggest that the
complex regulates dephosphorylation of phospho-Ser518-merlin. To test whether PP1c is alone
responsible for dephosphorylation of merlin, EC lysates were treated with specific phosphatase
inhibitors. In the presence of tautomycetin, a potent PP1 inhibitor, the phosphorylation level of
merlin was elevated implying that a type-1 phosphatase dephosphorylates phospho-Ser518-

merlin.

In summary, this work focused on two newly identified interacting partner of TIMAP in
EC, which provide important informations about the role of TIMAP protein in EC.
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