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1. BEVEZETES

1.1.  Fehérjék reverzibilis foszforilacioja

A sejtek biokémiai folyamatainak egyik nagyon fontos szabalyozdsa a fehérjék
foszforilalodasan ¢és defoszforildlodasan keresztiil torténik. A két egymassal szoros
kapcsolatban 1év0, de ellentétes mechanizmusért a protein kindzok és protein foszfatdzok a
felelosek. A foszfatcsoport fehérjelanchoz torténd kovalens kapcsoldsa, illetve lehasitasa
allosztérikusan regulalhatja az adott fehérje bioldgiai aktivitdsat, pl. enzimaktivitasat,
gatolhatja vagy aktivalhatja azok katalitikus centrumat, igy egyes enzimek be- ¢és
kikapcsolhatok, fehérje komplexek keletkezhetnek, illetve bomolhatnak fel. A szubsztrat
fehérjék foszforilaltsagi fokat a kindzok és foszfatazok aktivitdsanak egymashoz vald
viszonya hatdrozza meg. A humdn genomban kozel 150 foszfatdz van kodolva és a
csoportositasuk szubsztrat specificitdsuk, reakciomechanizmusuk és aminosav szekvenciajuk

alapjan torténhet.

1.2. A protein foszfatazok csoportositasa és jellemzésiik

A protein foszfatdzok csoportosithatéak aszerint, hogy a foszfofehérjék milyen
aminosav oldalldncat defoszforilaljdk. Eszerint a foszfatazok egy csoportja a fehérjék
foszfoszerin és foszfotreonin oldalldncat defoszforillja, kiilon csoportba tartoznak a fehérjék
foszfotirozin oldallancéat defoszforilalok, valamint egy harmadik csaladba soroljuk a kettds
specificitast foszfatazokat, amelyek a fehérjék Ser/Thr és Tyr oldallancair6l egyarant képesek
a foszfatot lehasitani. A szubsztratspecificitas €s a hdstabil inhibitor fehérjékkel szembeni
érzékenységiik alapjan a Ser/Thr specifikus foszfatazok két nagy csoportba sorolhatdak,
protein foszfataz-1 (PP1) és -2 (PP2) tipus.

A Ser/Thr specifikus foszfatazok szerkezete, szekvencidja és a katalitikus
mechanizmus alapjan  torténd felosztasa szerint megkiilonboztetiink foszfoprotein
foszfatdzokat (PPP) és fémion-fliggd protein foszfatizokat (PPM). A Tyr specifikus
foszfatazok illetve kettds specificitast foszfatazok egy kiilon géncsaladot alkotnak (PTP).

A Ser/Thr oldallancokra specifikus foszfatdzok funkcidjanak betoltéséhez a katalitikus
alegységekhez tovabbi regulator alegység(ek), illetve mas kolcsonhaté fehérjék
kapcsolodhatnak, hogy a megfeleld helyre és/vagy szubsztratokhoz iranyitsdk azokat és
szabalyozzak aktivitasukat. A sejtekben a PPl és PP2A, valamint a PP2B foszfatdzok a
legelterjedtebb és leginkabb vizsgalt Ser/Thr specifikus foszfatazok.



1.3.  Protein foszfataz 1

A PPI1 a Ser/Thr foszfatdzok egyik legjelentdsebb képviseldje, amely az eukaridta
sejtekben szinte mindeniitt jelentés mértékben expresszalodik. A PP1 a foszforilaz kinaz o és
B alegységei koziil a B alegységet (mig a PP2 foszfatdzok a foszforildz kindz o alegységet)
defoszforildlja specifikusan, aktivitdsa I-1 és I-2 hdstabil inhibitor fehérjékkel gatolhato.
Kiemelked6 szerepet tolt be a sejtekben végbemend folyamatok nagy tobbségében, mint
példaul a sejtciklusban, az apoptozisban, a fehérjeszintézisben, sejttranszformacioban, a
citoszkeleton jrarendezddésében, vagy a membran receptorok €s csatornak szabalyozasaban.
A nagyszamu bioldgiai folyamat szabdlyozasaban valo részvétellel dsszhangban van a PP1
sz€les szubsztrat specificitisa. A human PP1 katalitikus alegységének harom izoformaja
ismert: PPla, PP1B és PP1ly. A y izoformanak tovabbi két splice variansa van: yl és y2. A
kiilonféle regulator alegységek a holoenzimet a sejtek alkotoelemeihez irdnyithatjak,
szabalyozhatjdk a szubsztrat specificitast, fokozva vagy éppen gatolva a PPl enzim
aktivitasat, de akar szubsztratként is viselkedhetnek. A katalitikus és regulator alegység
kozotti kolesonhatds ezért kulcsszerepet tolt be a PP1 miikodésében. A funkcionalis PP1
holoenzimek 4ltalaban dimer felépitéstick - egy katalitikus alegységbdl és egy regulator
alegységbdl allnak. Az ismert PP1 regulator alegységek aminosav szekvencidja nagyon eltéro,
de mindegyik tartalmaz egy rovid (R/K)VxF motivumot. Ezt a konzervalt motivumot
elsédlegesnek tartjdk a PP1 katalitikus alegységhez (PPlc) valdo kotddésben, habar a
szomszédos szekvencia részletek is jelentdsen befolyasoljak az affinitast. Ezen kiviil tovabbi
PPlc kotd doméneket is leirtak, amelyek segitségével egyetlen PP1 katalitikus alegység
nemcsak egy, de tobb regulator alegységhez is képes egyszerre kotddni, igy heterotrimer

szerkezet holoenzimek is kialakulhatnak.

1.4. A miozin foszfataz enzim felépitése és regulator alegységei

A miozin foszfatdz (MP) holoenzim egy katalitikus alegységbdl (PP1cP) és két
regulator alegységbdl épiil fel, a nagyobb, ~110 kDa-os miozinhoz is kot6dé regulator
alegységbdl (MYPT1), valamint egy kisebb, 20 kDa alegységbdl (M20). A MYPT1 az N-
terminalis végén a PPlc katalitikus alegységgel, a C-termindlis végén az M20 regulator
alegységgel van kolcsonhatasban, ily médon hozva létre a holoenzimet. A MYPT1 izoformak
szerkezetében alapvetd jelentdségli a hét ankirinszerti ismétlédés, amely a MYPT1 izoformak
N-terminalis részének legkonzervaltabb szekvenciarészlete, valamint a PP1¢ kot6 motivum az
ankirinszeri ismétlddések N-termindlis szélén. Fontos megemliteni a MYPT1 foszforilacios

helyeit, amelyek egyarant eredményezhetnek MP aktivalodast, vagy gatlast.
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A MYPT1 szamos szovetben kifejezddik, bar a legtébb a simaizomban
expresszalodik. A MYPTI1 klonozasa elséként csirke z0zabol €s patkany aortabodl tortént.

Tobb izoforméjat azonositottak, de az izoformakat egyetlen gén kodolja.

1.4.1. A MYPT fehérjecsalad

A MYPT csaladhoz sorolnak még tovabbi négy masik fehérjét is, amelyek szerkezete
kiilonb6z6 mértékben hasonlit a MYPTI1-hez. Ezek a MYPT2, MBS85 (myosin binding
subunit 85), MYPT3 ¢és a TIMAP (TGF-B-inhibited membrane associated protein). A négy
kiilonb6z6é molekula koziil a legjobban a MYPT2 (61%) és az MBS85 (39%) hasonlitanak a
MYPT1-hez aminosav szinten. Minden MYPT csaldd fehérje tartalmazza a PPlc kotd
motivumot. Ezen kiviil szekvencidjukban t6bb konzervalt régié taldlhatd, ezek az
N-termindlis ankirinszerli ismétlddések, a szekvencia kozépsd részét lefedd gatlo
foszforilaciods helyek, és a C-termindlison talalhaté leucin-cipzar motivum. A MYPT1 és -2-
tol eltéréen a MYPT3 és TIMAP fehérjék C-termindlis végén egy prenilacios felismerdhely

(CAAX motivum) van, amely lehetdvé teszi a membranhoz valé kotédésiiket.

1.4.2. A TIMAP fehérje

A TIMAP-ot (TGFB-inhibited membrane associated protein) reprezentacios
differencidl-analizis (RDA) soran detektaltdk eldszor, mikdzben glomerulus endotél sejtek
valaszat vizsgaltak a transzformalod ndvekedési faktor-bétara (TGF-f1). A TGF-B1 jelent6sen
lecsokkenti a TIMAP mRNS szintézisét, ezért feltételezhetd, hogy a TIMAP-nak fontos
szerepe van az endotéliumban tortént TGF-B1 okozta valtozadsok helyreallitdsaban, mint
példaul apoptozis, kapillaris morfogenézis és barrier diszfunkcio. A TIMAP egy 64 kDa
méretli fehérje, expresszios szintje az endotél sejtekben igen magas. A mar korabban emlitett
szerkezeti elemek kozil a TIMAP szekvencidjaban megtalalhato a PPlc kotémotivum, a
jellegzetes ankirin ismétlddések, és a membranhoz vald lokalizacioért felelés prenilacios
motivum is. A MYPT fehérjékhez valo hasonldsag alapjan feltételezhetd volt, hogy a TIMAP
is a PP1 regulatora. Eleszté és bakterialis két-hibrid rendszer segitségével korabban néhany
lehetséges fehérje partnert valdszinisitettek, ezek koziil a TIMAP-pal kdlcsonhato 37/67-kDa
méretli laminin receptorrol (LAMRI1) kdzvetett bizonyitékok alapjan feltételezték, hogy egy
TIMAP-fiiggd PP1c szubsztrat lehet.



1.5. Foszfatazok szerepe az endotél barrier funkcioban

Az endotél sejtek az erek belsd falat boritdé konfluens monolayert alkotod sejtek. A
sejtek kozotti kommunikaciét az adherens kapcsolatok, a szoros kapcsolatok és a rés
kapcsolatok biztositjak. F6 szerepiik, hogy egy ugynevezett barriert alkossanak a véredények
belsé tere és az azt koriilvevd szovetek kozott, ily modon szabdlyozva az intersticilis
folyadék és a vérplazma kozott a makromolekuldk aramlasat/atjarasat. Az endotél sejtek
egymashoz valo tapadasat a homofil sejt-sejt kapcsolatokért felelds transzmembran adhézios
fehérjéken keresztiil a kiillonbozd sejtkapcsold strukturdk alakitjdk ki. Ezen transzmembran
fehérjék olyan intracellularis partnerekhez kotddnek, amelyek eldsegitik annak a
citoszkeletonhoz valdé horgonyzasat, kovetkezésképpen stabilizaljak a sejt-sejt kozotti
kapcsolatokat. Az endotél sejtek alakja és ily modon a vaszkularis permeabilitas is
nagymértékben fligg tehat a citoszkeleton elemeinek valtozasaitél. Az aktin
mikrofilamentumok, valamint a foszforilacié/defoszforilacid altal szabalyzott aktin-miozin
kolcsonhatasok nagymértékben hozzajarulnak a vaszkularis permeabilitds novekedéséhez, de
a citoszkeletonhoz asszociadlodd fehérjék foszforilacidja/defoszforilacioja is fontos szerepet
tolt be az endotél barrier funkcid szabalyozdsdban. Hasonléan a mar részletesen
tanulméanyozott simaizomhoz az ATP, Ca*"-ion, kalmodulin és az EC MLCK fontos elemei az
endotélium szabdlyozasdnak. Az EC MLCK aktivitdsanak ndvekedése MLC foszforilaciot
valt ki, amelynek kovetkeztében az endotél sejtek Osszehuzodnak, a sejtek kozott rések
alakulnak ki, ezzel egyiitt n6 a permeabilitas. Két jelatviteli utvonal is szerepet jatszhat a MP
gatlasa révén a gatfunkcid szabalyozasdban. Az egyik a vazoaktiv agensek altal indukalt,
foként a ROK altal szabalyzott RhoA/Rho-kindz utvonal. Pontosabban a ROK 4ltal gatlo
(Thr696 és Thr853) oldallancokon foszforildlt MYPT és az igy gatolt MP eredményezi az
endotél permeabilitas megnovekedését, mert a difoszfo-MLC akkumuldlodik és kontrahalnak
a sejtek. A masik utvonal pedig a CPI-17 altali MP aktivitas gatlas, melynél a PKC enzim
foszforilalja az inhibitor fehérjét. Ez egyrészt magara a PPlc-re lehet hatassal, vagy a MP
holoenzimet szabalyozhatja anélkiil, hogy az disszocidlna. Akut gyulladas kovetkeztében a
kibocsajtott ATP mennyiségének novekedését tapasztaltdk, ami a barrier funkcid
megerdsddését okozza. Az ATP altal kivaltott gatfunkcid erdsités mechanizmusanak egyik
kulcsmomentuma a MP aktivalodasa, ami azt igazolja, hogy a MP aktivitas barriert védo
hatast. A sejtek kozott rések keletkezhetnek, barrier diszfunkcid alakulhat ki a sejtvaz
atszervezddésének kovetkeztében, melyet kiilonféle bioaktiv dgensek (pl. trombin) valthatnak
ki. A gyulladast kivalté trombin és hisztamin agensek gyors MLC foszforilaciot valtanak ki,

megemelik az aktin-miozin kolcsonhatast, ezaltal novekszik az endotélium permeabilitasa is.
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A TGF-B szinttn MLC foszforilaciot okoz az endotéliumban ¢€s megemeli annak
permeabilitasat. A PPIl-gyel 0Osszehasonlitva sokkal kevesebb tényt ismeriink a PP2A
aktivitdsanak az endotél sejtek citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban betoltott
szerepérol. In vitro kisérletek azt mutattdk, hogy a PP2A felelds a CPI-17 defoszforilalasaért
sima izomban. Ezen felil az okadansav indukalt foszforilacidja ¢és transzlokalédasa a
MYPTI1-nek is PP2A és valtozo mértékben ROK kinadz fliggd folyamat HEPG2 sejtekben.
Ezen adatok szolgéltatnak bizonyitékot arra, hogy a PP2A részt vesz a MP szabalyozasdban.
A PP2B, mas néven Kkalcineurin, mindharom izoformdja expresszalodik a human
endotéliumban, és trombin kezelés hatdsdra az aktivitdsa is novekszik, amely egyben a
katalitikus elegység foszforilacigjaval jar egyiitt. Tovabbi megfigyelések tdmasztjak ala a
citoszkeletonban, barrier funkcidban betoltott szerepét, mint példaul a kalcineurin gatlasa
csokkenti a trombin kezelés kovetkeztében foszforilalodott citoszkeletalis fehérjék

defoszforilaciojat.

1.6. Az ERM fehérjecsalad

Ismert, hogy a MP elsddleges szerepe a miozin defoszforilacidja, de szdmos mas
folyamat szabalyozéasaban is részt vehet. A MP regulator alegysége, a MYPT1 ugyanis
kozvetleniil képes kotdédni az F-aktinhoz kotddd fehérjékhez, mint példdul az ERM
fehérjecsaldd tagjaihoz. Az ide tartozd fehérjék (ezrin, radixin, moezin) egyik fontos
szerepe a plazmamembran és az aktin filamentumok kozotti keresztkotés biztositasa. Az
ERM fehérjék N-terminalis FERM (Fourpoint-one ERM) doménje kozvetleniil vagy
kozvetve kotddik valamilyen nélkiilozhetetlen membranfehérjéhez, a C-terminalis domén
pedig kozvetleniil az aktinnal 1ép kolcsonhatdsba. Részt vesznek tehat a membran
struktarak morfogenézisében és a sejt adhézios folyamatokban is, amelyek molekuléris
mechanizmusa még nem teljesen jellemzett. A C-termindlis régi6é aktin kotd doménje
mindhdrom fehérje esetében tartalmaz egy foszforilacios helyet, melyek protein kindz C
theta (PKCO) vagy Rho kinaz altal foszforilalhatdak. Foszforildlatlan formaik ,head to
tail” dimereket valamint oligomereket alkotnak egymadssal. A foszforiladci6 konformécio
valtozassal jar, amely lehetové teszi a fehérjék transzlokalédasat, oldhaté formabol
,membran-sejtvaz asszocialt” formara valtanak in vivo. A legtobb kisérletes sejt- €s szovet
rendszerben az ERM-ek kolcsonhatdsa a membrannal és a sejtvdzzal mindig szorosan

Osszefiigg a fehérjék fokozott foszforilacids szintjével.



2.  CELKITUZESEK

A TIMAP a MYPT csalad tagja, szerkezetébdl adddoan is feltételezhetd, hogy a PPlc
regulator alegysége, de ahogy az irodalmi &sszefoglaloban is utaltam erre, a TIMAP PP1
regulator szerepe még feltaratlan teriilet.
funkcidja egyarant arra utal, hogy a TIMAP, amely az endotél sejtekben mas sejtekhez
viszonyitva jelent0sen expresszalodik, feltehetéen membran/membranhoz asszocialodo
fehérjék foszforilaltsagi szintjének szabalyozasaval részt vehet az endotél barrier funkcid
szabalyozéasaban.

Ezek alapjan fogalmaztuk meg a kovetkezd célkitlizéseket:

e TIMAP ¢és PPlc fehérjék kolesonhatasanak vizsgalata kiilonbozé vizsgalati
modszerek felhasznalasaval.

e A TIMAP PPlc aktivitast regulalod szerepének igazolasa, szubsztratok azonositasa.

e A TIMAP lehetséges foszforilacios helyeinek és szerepiik vizsgalata a TIMAP-PPIc
kozotti kdlesonhatasban, illetve a PP1c enzim aktivitasanak szabalyozéasaban.

e A TIMAP endotél barrier funkcidban betoltott szerepének tanulmanyozasa



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Reverz transzkriptaz (RT) reakcio és polimerdz lancreakcio (PCR)

Az endotél sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk, majd a reverz transzkriptdz reakcio utan
az atirodott RNS-t PCR reakcidban hasznéltuk fel templatként.
A szubklénozashoz sziikséges hasitasi helyeket tartalmazo primerekkel szintetizaltattuk a
kiilonbozé gének szekvencidit polimerdz lancreakcioval. A kapott termékeket agardz

gélelektroforézissel ellendriztiik 1-1,2%-o0s gélben.

Restrikcios hasitds
Minden restrikcios hasitdst az enzimet gyartd cég adott enzimre vonatkoz6 eldirdsai
szerint hajtottunk végre, az enzimnek megfeleld pufferben. A restrikciés enzim mennyisége

sohasem haladta meg a teljes hasitasi kozeg 10%-at.

DNS kinyerése agaroz gélbol
Az agardz gélelektroforézis utdn a megfeleld sdvokat kivagtuk és a kinyeréshez a
QIAquick gélextrakcios kitet hasznaltuk fel. A tisztitast a gyartd cég altal mellékelt protokoll

szerint végeztiik.

Ligalas
A ligalast T4 DNS ligazzal végeztiik (Promega). A ligalasi kozeg 0sszeallitasanal 1:1

molaranyt alkalmaztunk a gyart6 cég altal biztositott ligaz pufferben.

E. coli transzformacio

Frissen tenyésztett (OD= 0,4) DH5a és BL21 E. coli sejteket kalcium-kloriddal kezelve
tettlink kompetenssé, majd egyenld részekre osztottuk. 10 percig jégen inkubdltuk a
sejtszuszpenzidt, majd az egyik részlethez hozzaadtuk a DNS-t. 45 perc Gjabb inkubalés
kovetkezett jégen, majd 50 masodperc 42° C-os hdsokk, amit 2 perces jégen vald inkubalas
kovetett, majd a sejtekhez SOC tenyésztd oldatot adtunk és 1 oran at 37° C-on razattuk.
Ezutan a transzformalt sejteket antibiotikumtartalmt LB agar lemezre oltottuk ki. Az LB agar

lemezeket 16 oran at 37° C-on inkubaltuk.



Plazmid prepardlas

A plazmidokat Novagen és Qiagene mini, midi vagy maxi plazmid izolald kit
segitségével izolaltuk a cég leirdsa szerint. A beépiilt DNS méretét a plazmid megfeleld
restrikcios enzimmel torténd emésztését kovetden agardz gélelektroforézissel ellendriztiik 1

%-os gélen.

DNS szekvenalas

A klonok ellenérzésére a beépiilt DNS-t szekvenaltattuk az MTA SZBK Szegedi
Biologiai Kutatdé Kozpont DNS Szekvenaldé Laboratériumdban, illetve Chicago-ban
(Sequencing Facility, Cancer Research Center, University of Chicago, Chicago, IL)

vektorspecifikus pGEX primerek felhasznalasaval.

GST-fuzios fehérjék eléallitasa és tisztitdsa

A vadtipust- és mutins TIMAP (Al-71 aminosav) valamint a vadtipusi moezin
fehérjéket Escherichia coli BL21(DE3) sejtekben, pGEX-4T expresszios rendszert hasznéalva
allitottuk el glutation-S-transzferaz (GST) fuzids fehérjékként.

A fehérje tisztitdsat GST SpinTrap Purification Module kit (GE Healthcare) segitségével
végeztiik Ugy, hogy a lizatum oldhatd frakcidjat centrifugaléssal valasztottuk el, és a
feliiliszoban levd fehérjét glutation-Sepharose 4B MicroSpin oszlopon torténd inkubalassal
immobilizaltuk. A matrixot mostuk és a kotdédott rekombinans fehérjét 10 mM glutationt
tartalmazé 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) pufferrel eludltuk. A moezinrdl a glutation S-transzferaz
tag eltavolitasat trombin proteaz segitségével proteolitikus hasitassal végeztiikk a gyartd cég
altal mellékelt leiras szerint. A hasitast kovetden a trombin proteaz eltavolitdsa az oldatbol
p-aminobenzamidin-agar6zzal tortént. Az eluadlt GST tag nélkiili moezin fehérjét

SDS-PAGE-sel ellendriztiik.

Sejtkultura
A marha tiidé artéria endotél sejteket (BPAEC) és a humdan tiid6 artéria endotél
sejteket (HPAEC) 20% (v/v) borju szérumot tartalmazé MEM médiumban illetve 10% FBS-t

tartalmazé EBM-2 médiumban tenyésztettiik.

TIMAP csendesitése siRNS technikaval
HPAEC sejteken siRNS technikdval TIMAP géncsendesitést hajtottunk végre.
SMARTSselection-designed TIMAP-specifikus és nemspecifikus siRNS-oligonukleotidokat
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(SMARTpool reagens) hasznaltunk. A sejteket 70%-os konfluencia elérése utdn

crer

¢s a 48 oras poszttranszfekcios 1d6 elteltével tovabbi kisérletekben hasznaltuk fel.

In vitro GST Pull-Down Assay

HPAEC sejteket 100% konfluencia eléréséig tenyésztettiik, mostuk, majd feltartuk. Az
1-1 pumol GST és GST-TIMAP valamint GST-TIMAP mutans fuzids fehérjéket glutation-
Sepharose matrixon immobilizaltuk, majd a HPAEC sejtlizdtummal inkubaltuk egy oran at
4°C-on. Az oszlopokat 3x mostuk PBS oldattal és 1x SDS mintapufferrel foztiik.

Centrifugalassal elvalasztottuk a matrixot és a feliiluszot Western blot analizissel vizsgaltuk.

Immunprecipitacio

A HPAEC ill. BPAEC sejtek monolayerét mostuk, majd immunprecipitacids
pufferben tartuk fel. A centrifugalassal nyert feliiluszot elétisztitottuk Protein G-Sepharose-
zal 3 oran at, 4 °C-on torténd kevertetéssel, majd centrifugaltuk. Az igy eldtisztitott feliiliszot
specifikus antitesttel inkubaltuk 1 oran 4t 4 °C-on, majd Protein G-Sepharose-zal egy
¢jszakan keresztiill allandd keverés mellett. Mosast kovetden a gyantdt centrifugalassal
gyljtottik 0ssze, majd 1x SDS-mintapufferrel foztilk 10 percig. Az igy kapott mintakat

Western blottal analizaltuk.

Immunofluoreszcencia

A HPAEC ¢és BPAEC sejteket feddlemezeken tenyésztettiik, PBS-sel mostuk és 3.7 %
paraformaldehidet tartalmazé PBS-ben fixaltuk. A permeabilizalas (0.25 % Triton-X
100/TBST) utan a sejteket blokkoltuk 2 % BSA/TBST-vel. Az elsddleges antitestekkel
(blokkold oldatban 1:100 ardnyban higitott), majd ezutan a masodlagos antitestekkel is
inkubaltuk a sejteket. A fedélemezeket ProLong Gold Antifade médiummal targylemezekre
rogzitettilk és 60x nagyitds mellett Nikon Eclipse TE300 mikroszkoppal, vagy Olympus
Fluoview FV1000 mikroszkdppal elemeztiik a mintakat.

SDS-PAGE, Western-blot

A fehérjeck  molekulatomeg szerinti elvalasztasat SDS-poliakrilamid
gélelektroférizissel (SDS-PAGE) végeztik. Az elektroforézist kovetden az elvalasztott
fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A blokkoléast kdvetden a primer antitesttel,

utana pedig a szekunder, peroxiddz jelzett antitesttel inkubaltuk a membrant. A k&todott
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antitesteket kemilumineszcencias modszerrel detektaltuk, ECL reagenssel, és az eredményt

rontgenfilmen rogzitettiik.

Protein foszfataz aktivitas meghatarozasa

Foszfataz  aktivitdisméréshez  rekombindns moezin  fehérjét  Rho-kindzzal
foszforilaltunk, majd 30 percen at 30°C-on kiilonb6z6 effektorok jelenlétében és tavollétében
(vad tipusu, mutans GST-TIMAP, egyszer foszforilalt GST-TIMAP, kétszer foszforilalt GST-
TIMAP ¢és kontrollként GST fehérje) rekombinans PP1cp-val defoszforilaltuk. A reakciot a
szubsztrat hozzaadasaval inditottuk, majd forro, 5x SDS mintapufferrel allitottuk le és
Western Blot kisérletben ellendriztiik foszfo-ERM antitesttel.

A foszfataz aktivitast [y->*P]-ATP-vel foszforilalt miozin kénny( lanc szubsztrattal is
mértilk. A mérési kozeg 1/3-4t alkotta az enzimet tartalmazd kivonat, 1/3-4t a megfeleld
effektor, vagy TM puffer. A reakciot 1/3 Ossztérfogatnyi szubsztrattal inditottuk. Az elegyet
10 percen at 30 °C-on inkubaltuk, 10%-os TCA-val allitottuk le, centrifugalassal iilepitettiik,
majd a feliiliszobol szcintillacios szamlaloban mértiik a szubsztratbol felszabaditott 32Pi

mennyiségét.

Transzendotél elektromos ellendlldas (TER)

A sejtek barrier funkciojanak tanulmanyozasara ECIS (electrical cell-substrate
impedance sensing system) mérési modszert hasznaltunk. A sejteket arany elektroddal (10
cm®) ellatott specilis szovettenyésztd edényekben tenyésztettiik és elektrolitként a tenyészté

médiumot hasznaltuk.

Feliileti plazmon rezonancia

A TIMAP kiilonb6zo formai és a PPlc kozotti kolesonhatast feliileti plazmon
rezonancia (SPR) mérésekkel vizsgaltuk Biacore 3000 késziilékkel. CMS szenzor chip
felilletére anti-GST antitesten keresztlil fehérjéket kotottiink ki. A fehérje-fehérje
kolesonhatés kinetikai paramétereinek (asszocidcios és disszociacids sebességi allandok)
meghatarozasara rekombinans PP1c-t injektaltunk a felszinre. Az id6 fliggvényében abrazolva
az immobilizalt fehérjékhez kotdédott PPlc mennyiségének (RU) ndvekedését, gorbéket
(szenzogrammokat) kaptunk, amelyek kiértékelését a BIAevalution 3.1 szoftver (Biacore)

segitségével végeztiik.
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In vitro fehérje foszforilacio

A rekombindns vad tipusu GST-TIMAP in vitro foszforildcidja soran a PKA
katalitikus alegységével tiofoszforilaltunk ATP-y-S szubsztrattal. A reakciot protein kinaz
hozzaadasaval inditottuk. A reakcioelegyet 30 °C-on inkubaltuk egy oran at. A kétszer
foszforilalt GST-TIMAP eldallitdisahoz a mar egyszeresen tiofoszforilalt GST-TIMAP-bol
indultunk ki, amelyet GSK3p kinazzal tiofoszforilaltunk szintén 30 °C-on 30 percig. A
tovabbi kisérleteinkben (Plazmon rezonancia és aktivitaismérés) a TIMAP ezen foszforilalt

formait hasznaltuk fel.

Adatok elemzese, kiertékelese

Az amplifikécidhoz felhasznalt oligonukleotid primereket a DNASTAR program
[URL: http://www.dnastar.com/] segitségével terveztiik. A DNS szekvencia adatok
Osszehasonlitdsat ~az NCBI  honlapjan  talalhato align  funkcio [URL:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] segitségével végeztiik el.
Az immunfluoreszcencids felvételek szerkesztése az Adobe Photoshop CS5 képszerkesztd
programmal tortént.

Az eredmények statisztikai értékeléséhez (szords-SD, t-proba) az Excel szoftvert
(Microsoft Corporation) hasznaltuk.

A Western blot eredmények értékelésekor a fehérjesavok intenzitdsat Imagel 1.42q
szoftver (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html) segitségével denzitometralassal hatiroztuk

meg.
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4. EREDMENYEK

4.1. TIMAP és a PP1c kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgalata tiidoé artéria
endotél sejtekben

A fehérjék kozotti kolcsonhatast kiillonbozo modszerek segitségével tanulmanyoztuk.
Immunfluoreszcencidval a két fehérje részleges kolokalizacidjat tapasztaltuk human illetve
marha tiid6 artéria endotél sejtekben, kiilonosen trombin kezelést kdvetden. Az endogén
TIMAP ¢és PPlc kozotti kolesonhatast endotél sejtlizaitumban immunprecipitacioval is
megvizsgaltuk. Az anti-PP1c (a,f) antitesttel kapott immunprecipitatumban TIMAP antitesttel
kimutathaté a 64 kDa-os fehérje, mig forditott immunprecipitacios kisérletben, a TIMAP
antitest immunkomplexében detektalhaté a PP1c fehérje jelenléte. Az endothel sejtek barrier
funkcigjat befolyasold kezelések (ATP, SIP, nokodazol ¢és trombin) hatdsdra az
immunprecipitatumban a fehérjék mennyisége nem mutat jelentds mennyiségi valtozast.
Mindezen eredmények a nativ TIMAP ¢s PP1c fehérjék kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatést
igazoltdk endotél sejtek lizdtumaban. Rekombindns TIMAP fehérjével pull-down kisérletben
vizsgaltuk, hogy egy endotél sejtlizaitumbodl a nativ PP1c mely izoforméjat koti meg. Azt
talaltuk, hogy a kotddés izoforma specifikus, a PP1c B izoformdja kotodott a vadtipusa GST-
TIMAP-hoz, az o izoforma azonban nem.
Az immunfluoreszcencids, az immunprecipitacios ¢€s pull-down kisérletek eredményei
egyarant igazoltdk a fehérje-fehérje kolcsonhatist. A TIMAP ¢és PPlc fehérjék
kolcsonhatasanak tovabbi jellemzése céljabol feliileti plazmon rezonancian (SPR) alapul6
kotédési kisérleteket végeztiink. Meghataroztuk a TIMAP és PPlc kdlcsonhatasara jellemzo
asszociacios allandot (Kx=1,8 x 10° 1/M), valamint az asszociacids és disszociacios sebességi

allandokat, amelyek értéke a TIMAP és a PP1c kozotti specifikus kdlesonhatést bizonyitja.

4.2. A TIMAP szerepet jatszik az EC barrier funkciéban

A TIMAP barrier funkcidoban betdltott szerepének igazolasara TIMAP specifikus
siRNS-sel csendesitettiik HPAEC sejtekben a fehérjét és mértiik a transzendotél elektromos
ellenallas (TER) valtozédsat a monolayeren kiilonb6z6 kezelések utan. Az ellenallas
novekedése a barrier funkcid stabilizalodasat, mig csokkenése a barrier funkcid gyengiilését
jelzi. A TER mérések sordn azt tapasztaltuk, hogy a barrier funkciot erdsité S1P és ATP
hatasa csokkent, masrészt a barrier diszfunkcidt kivalté trombin és nokodazol hatdsa pedig
fokozoddott azokban a sejtekben, amelyekben a TIMAP-ot csendesitettiik, a kontroll sejtekhez
képest. EbbOl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a TIMAP fehérje valoban szabalyozo
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szerepet tolt be az endotél sejtek barrier funkcigjaban, eredményeink azt sugalljak, hogy a

TIMAP-nak gatfunkciot védo szerepet tulajdonithatunk.

4.3. Moezin/ERM, mint a TIMAP lehetséges célpontjai

Ismert, hogy az ERM (ezrin, radixin, moezin) fehérjék az F-aktin filamentumokat a
plazmamembran fehérjékhez irdnyitjdk, ezaltal a citoszkeletont stabilizaljdk. Ez a folyamat
foszforilacid/defoszforilaciod altal szabalyozott.

Immunprecipitacioval és pull-down kisérletekkel igazoltuk a HPAEC lizdtumokban a
nativ PP1c és moezin, illetve a TIMAP és moezin egymashoz valé kétddését, majd pull-down
kisérletekben a rekombinans TIMAP ¢€s nativ moezin, illetve az ERM fehérjék foszforilalt
formai kozotti kdlesonhatasat. Immunfluoreszcenciaval kezeletlen sejtek esetében nem lathatod
kolokalizacié a moezin és a TIMAP kozott, ezzel ellentétben trombin kezelés utan a fehérjék
kolokalizacigjat tapasztaltuk a sejtmembrannal, amibdl szintén a TIMAP és moezin kozotti
kolcsonhatasra kovetkeztetiink. A trombin kezelés jelentdsen megemelte a foszfo-moezin
szintjét az HPAEC sejtekben és a membranhoz lokalizalodé moezin is foszfo formaba keriil.
Eredményeink igazoljdk annak a lehetdségét, hogy a TIMAP a PPlc-t az ERM fehérjékhez

iranyithatja és ezaltal szabalyozhatja azok defoszforilaciojat.

4.4. TIMAP foszforilacio hatasa az ERM foszforilacio szintjére és az endotél barrier
funkciora

A TIMAP nem tartalmazza a MYPT csaladra jellemzé gatlo foszforilacids helyet.
Ellenben a TIMAP fehérjével legnagyobb homologiat mutato MYPT3 foszforilacidja noveli a
PPlc aktivitasat. In vitro kisérletben kimutattuk, hogy a TIMAP fehérje PKA-val és GSK38-
val foszforilalhato. Ezért HPAEC sejteket egy adenilat-ciklazt aktivalo agenssel, forskolinnal
kezeltiink, hogy PKA aktivitdsndvekedést indukaljunk és ezzel TIMAP foszforilaciot valtsunk
ki. A forskolin kezelés (feltételezésiink szerint a TIMAP foszforilacidja) kovetkeztében az
ERM fehérjék foszforilalt formdinak eloszldsdban nem tapasztaltunk jelentds véaltozast a
kontrollhoz képest. Trombin kezelés megndvelte a sejtekben a foszfo-ERM forma
mennyiségét, amelynek jelentds része a membranba transzlokéalodott. Forskolin eldkezelés
viszont megakadalyozta a trombin okozta stresszkabelek és sejtek kozotti rések kialakulasat,
¢s megsziintette a foszfo-ERM festddést a sejt-sejt kapcsolatok mentén. TIMAP csendesitett
HPAEC sejteken viszont immunfluoreszcenciaval azt tapasztaltuk, hogy a forskolin a trombin
hatasdt nem tudta csokkenteni, a sejt-sejt kapcsolatok mentén a csak trombinnal kezelt

sejtekhez hasonloan a foszforilalt ERM fehérje feldusulasat figyeltiik meg. Kontroll és
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TIMAP siRNS-sel kezelt sejtek transzendotél ellenallasat megmérve a csendesitett sejtekben a
forskolin védé hatdsa a trombin kezeléssel szemben szintén szignifikdnsan kisebbnek
bizonyult, mint a kontroll sejtekben. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az ERM
foszforilacids szint — és ezen keresztiil a barrier funkcio szabalyozasaban a TIMAP fehérje

jelenléte (szerepe) €s foszforilacidja esszencialis.

4.5. A TIMAP foszforilaciéo hatasa a protein foszfataz 1 aktivitasara

Bakteridlis expresszioval rekombinans moezint allitottunk eld, amelyet Rho kinazzal
foszforilaltunk és foszfataz mérésekhez szubsztratként hasznaltunk. A vad tipusa TIMAP-ot
(GST-TIMAP) tiofoszforilaltuk PKA-val (GST-TIMAP-P, Ser337), majd a minta egy részét
tovabb tiofoszforilaltuk GSK3B-val (GST-TIMAP-PP, Ser333) ¢és az in vitro foszfatiz
aktivitds mérésekben vizsgaltuk hatdsukat. A GST-TIMAP ¢és a GST-TIMAP-P jelentdsen
(~60% és ~50%) csokkentette a PPlc aktivitdsat, ezzel ellentétben a GST-TIMAP-PP
esetében nem tapasztaltuk ugyanezt (<10%). Hasonldo eredményeket kaptunk a P-MLC
szubsztrattal is, igy megallapithatjuk, hogy a vad tipusi TIMAP gitl6 hatisa a PPlc
aktivitdsra nem szubsztrat specifikus, de fiigg a TIMAP foszforilaltsagatol.

4.6. A TIMAP Ser333 és Ser337 oldallancok foszforilaciojanak hatasa a PP1c-vel valo
kolcsonhatasra

Feliileti plazmon rezonancias kisérletekben megvizsgaltuk a GST-TIMAP kiilonb6z6
nem foszforilalt ¢és foszforilalt formdinak kolcsonhatdsit a PPlc-vel. A komplex
képzddésének sebességi allandojat (k,) a PKA-val tortént foszforilacié nem valtoztatta meg,
de a disszociacids sebességi allando (kg) csokkent a nem foszforiladlt TIMAP-hoz képest. Az
egyszeresen foszforilalt TIMAP-PP1c asszociacids allandd koriilbeliil négyszeres értéke (K=
7,39 x 10° M) mérsékelten erésebb kolcsonhatésra utal. A kétszeresen foszforilalt TIMAP
(PKA ¢s GSK3p foszforilalt) esetében mindkét érték, k, és kq is csOkkent. Az asszociacids
allando értéke pedig azt mutatja, hogy a kétszeresen foszforilalt TIMAP-PP1c (Ka= 1,93 x
10° M) esetén a kotédés kozel azonos erdsségii, mint a nem foszforilalt TIMAP-PP1c (Ka=
1,28 x 10° M) esetében. A TIMAP foszforilacioja tehat hatassal van a TIMAP és PPlc
kozotti kolesonhatas kinetikajara, viszont jelentésen nem befolyasolja a fehérje-fehérje

kolesonhatést, a fehérje komplex nem disszocial.
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4.7.  GSK3p gatlasa csokkenti a forskolin HPAEC sejtekre kifejtett védo hatasat
trombinnal szemben

A foszfataz aktivitds mérések soran a PKA illetve PKA és GSK3B-val egyszeresen,
illetve kétszeresen foszforilalt TIMAP hatésa eltéré PPlc aktivitidst eredményezett a foszfo
moezin szubsztrattal szemben. Ezért megvizsgaltuk, hogy az endotél sejtekben az ERM
defoszforilaciojadban a PKA-val foszforilalt TIMAP, vagy a PKA-val és GSK3pB-val
egylittesen  foszforilalt TIMAP jatszik inkdbb szerepet. Immunfluoreszcenciaval
tanulmanyoztuk a foszforilalt ERM mennyiségét és eloszlasait BPAEC sejtekben kontroll,
forskolin, trombin valamint forskolin és trombin kezelések utan GSK3p gatloszer jelenlétében
¢és tavollétében. A GSK3p inhibitor jelenléte a foszfo-ERM szintjében csekély novekedést
okozott a kontroll és a forskolinnal kezelt BPAEC sejtek plazmamembranjaban. A forskolin,
ahogyan mar korabban is tapasztaltuk, megsziintette a lazan érintkez6 sejtek feliiletén lathatd
tiiskéket. A GSK3p inhibitor és forskolin kezelés utan a sejtek morfologidja a kezeletlen
sejtekre hasonlit a legjobban, amely bizonyiték lehet arra, hogy a forskolin altal indukalt PKA
aktivalodas utan a GSK3f is aktivalodik. Ugyancsak erre utal, hogy a GSK3p gatlasa a
trombin hatasat fokozta és a GSK3p inhibitor jelenlétében a forskolin nem tudta kifejteni
trombinnal szembeni véd0 hatasat, rések alakultak ki a sejtek kozott és az ERM is
foszforilalédott. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az ERM fehérjék
foszforilacids szintjének szabalyozasdban a TIMAP PKA és GSK3f altali foszforilacioja
egyarant fontos. A sejtek ugyanezen kezelése utdn Western blot-tal is hasonlé tendenciat
talaltunk a foszfo-ERM szint véltozasaban. Tovabba transzendotél ellenallas mérésekkel azt
talaltuk, hogy a GSK3p inhibitor jelenléte a forskolinnal elékezelt, majd trombinnal kezelt
sejteknél szamottevo ellendllas csokkenést okozott, tehat a GSK3p aktivitas gatlasa jelentdsen
csokkentette a forskolin védd hatdsat a trombinnal szemben. Kovetkezésképpen a TIMAP
GSK3p altali foszforilacidja is sziikséges ahhoz, hogy a TIMAP ki tudja fejteni hatdsat a
trombinnal indukalt barrier diszfunkcioval szemben.

Osszegzésképpen a TIMAP és PPlcp fehérjék kozotti specifikus kdlesdnhatast tobb
modszerrel (immunprecipitacid, pull-down ¢és feliileti plazmon rezonancia) is sikeriilt
igazolnunk, valamint meghatdroztuk a kolcsonhatds asszocidcids allandgjat. Elsoként
kimutattuk, hogy a TIMAP kiilonb6z6 foszforilalt formainak PP1c aktivitast reguldlo szerepe
van, valamint a TIMAP pozitiv szerepet tolt be az endotélium barrier funkcidjanak

szabalyozasaban.
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5.  OSSZEFOGLALAS

A fehérjék foszfo-Ser/Thr oldallancainak defoszforilacidjaval a protein foszfatdz 1
(PP1) szamos sejtfolyamat szabalyozasaban vesz részt. Kisérleteink sordn a 64 kDa méreti
TIMAP fehérjét vizsgaltuk, amely a PPlc katalitikus alegység egyik lehetséges reguléator
alegysége, a MYPT csalad tagja. Célunk volt a TIMAP és PPlc kozotti kolesonhatés,
valamint a TIMAP Ser333 ¢és Ser337 oldallancai foszforilacidja hatdsanak vizsgalata. A
TIMAP expresszios szintje az endotél sejtekben mas sejttipusokhoz viszonyitva magas és a
fehérje a plazmamembranhoz asszocialodik. Ezért kisérleteinkkel a TIMAP human illetve
marha tiidé artéria endotél sejtek barrier funkcidjdnak szabdlyozdsdban betoltott szerepét is
igyekeztlink feltarni.

Kiilonb6z6 modszerek alkalmazasaval igazoltuk a TIMAP ¢és a PP1 katalitikus
alegysége kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatast. Eredményeink szerint a PPlc B izoformaja
kotédik specifikusan a TIMAP-hoz (K.=1.8x10° M™). A TIMAP tiofoszforilaciéja PKA-val
illetve PKA- és GSK3f enzimekkel alig vagy csak kis mértékben modositotta a TIMAP ¢és
PPlc kozotti kolcsonhatasra jellemzd asszocidcios konstans értékekét. Viszont a nem-, az
egyszeresen- illetve a kétszeresen foszforilalt TIMAP kiilonb6z6 mértékben gatolja PP1cp
aktivitasat.

A TIMAP endotél barrier funkcioban betoltott szerepének vizsgalata soran siRNS
modszert hasznaltunk és mértiik a sejtek elektromos rezisztencidjat kiilonb6zd effektorok
jelenlétében. Kimutattuk, hogy a TIMAP csendesitett sejtekben a kontrollhoz képest a barrier
funkciot erdsitd szfingozin-1 foszfat és ATP hatdsa lecsokkent, mig a barrier diszfunkciot
kivalto agenseké, trombin és nokodazol, megemelkedett. Tovabba forskolin eldkezelés (PKA
aktivalas) a trombin altal kivaltott ERM foszforilaciot és barrier diszfunkciot a kontroll
sejtekben kivédte, viszont az siRNS-sel kezelt sejteknél a forskolin ugyanezen hatasat nem
tapasztaltuk. GSK3p inhibitor alkalmazasaval igazoltuk, hogy endotél sejtekben a PKA
aktivalast GSK3[ aktivalodas koveti, és mindkét kindz aktivalasa sziikséges a forskolin
endotél barrier funkcidt védoé hatdsanak kifejtéséhez. Mindezekbdl arra kovetkeztetiink, hogy
a TIMAP részt vesz az ERM fehérjék foszforilaltsagi szintjének szabalyozasaban és ez a
funkcioja PKA aktivitds altal kontrollalt, valamint a TIMAP a barrier funkcidt pozitivan

szabalyozza.
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