Doktori (PhD) értekezés tézisei

A TIMAP, mint a protein foszfataz 1 regulator szerepének

vizsgalata tiido artéria endotél sejtekben

Kiraly Nikolett

Témavezeto: Dr. Boratkd Anita

DEBRECENI EGYETEM
Molekuléris Orvostudomany Doktori Iskola

Debrecen, 2022



A TIMAP, mint a protein foszfataz 1 regulator szerepének vizsgalata tiido
artéria endotél sejtekben

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az Elméleti Orvostudomanyok tudomanyagban
frta: Kiraly Nikolett okleveles molekularis biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem Molekuléris Orvostudomany Doktori Iskolaja
(Jelatviteli folymatok sejt- ¢s molekuldris bioldgiaja programja) keretében

Témavezetd: Dr. Boratkd Anita, PhD

Az értekezés biraloi: )
Dr. Telbisz Agnes, PhD
Dr. Hajdu Péter Béla, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Csernoch Laszld, az MTA doktora
tagok: Dr. Telbisz Agnes, PhD

Dr. Hajdu Péter Béla, PhD
Dr. Madi Andras, PhD
Dr. Veréb Zoltan Janos, PhD.

Az értekezés védésének (online formatumban) idépontja: 2022. aprilis 8. 12:00 ora.

A nyilvanossagot online mddon biztositjuk. Amennyiben részt kivan venni, Ugy jelezze a
kiraly.nikolett@med.unideb.hu e-mail cimre kiildott tizenetben a vitat megel6zé nap (2022,
aprilis 7.) 16 oraig. A hataridd lejartat kovetden technikai okok miatt mar nincs lehetdség a
védéshez kapcsolodni.



MEGHIVO

A Debreceni Egyetem Orvostudoményi Doktori Tanacsa meghivja Ont
Kiraly Nikolett

A TIMAP, mint a protein foszfataz 1 regulator szerepének vizsgalata tiido
artéria endotél sejtekben

cimi egyetemi doktori (PhD) értekezésének
2022. aprilis 8-an, 12 érakor tartand6 nyilvanos vitajara.

A nyilvanosséagot online mddon biztositjuk. Amennyiben részt kivan venni, ugy jelezze a
kiraly.nikolett@med.unideb.hu e-mail cimre kiildott iizenetben a vitat megel6z6 nap (2022.
aprilis 7.) 16 oraig. A hataridd lejartat kovetden technikai okok miatt mar nincs lehetdség a

védéshez kapcsolddni.

A vitat vezeti: Prof. Dr. Csernoch Laszlo, az MTA doktora
Hivatalos birdlok:  Dr. Telbisz Agnes, PhD
Dr. Hajdu Péter Béla, PhD

Az értekezés megtekinthetd a DE Kenézy Elettudomanyi Konyvtarban. A nyilvanos vitdban
minden jelenlevd részt vehet és irasban eldzetesen észrevételt tehet.

A DE Orvostudomanyi Doktori Tanacsa



IRODALMI ATTEKINTES

Az endotél sejtek és fiziologias funkcidjuk

Az endotél sejtek egy rétegben boritjdk az erek lumen fel6li oldalat és ép rétegilik
elengedhetetlen az érfal normalis miikodéséhez. Az egymas mellett szorosan elhelyezked6 és
Osszehangoltan miikodé sejtek olyan gatat képeznek, mely korlatozza a viz, a fehérjék és a
vérsejtek mozgasat a véraram és a szdvetek kozott. Osszehangoltan, gyorsan képesek reagalni
az eret ér6 fiziologias stresszhatasokra. Az endotél sejtréteg integritasanak megtartasaban a
sejtek kozotti szoros-, rés- és adherens kapcsolatok jatszanak szerepet. A kiilonbo6z6 fizikai
hatasok, gyulladasok és bioaktiv ingerek megvaltoztathatjak az endotél sejtek kozott kialakulo
barriert, ami paracellularis rések kialakulasahoz vezethet, novelve ezzel az erek permeabilitasat,
veszélyeztetve a szervek normalis funkciojat. A citoszkeletont alkot6 aktin filamentumok,
intermedier filamentumok és mikrotubulusok fontos szerepet jatszanak a sejtek alakjanak
meghatarozasaban és egy jol miikodé barrier l1étrehozasaban és fenntartasaban. Az endotél
sejtek barrier funkcidjanak szabalyozasaban a fehérjék foszforilacioja és defoszforilacidja egy

alapvet6 szabalyozasi mechanizmus.
A fehérjék reverzibilis foszforilacios szabalyozasa

A fehérjék reverzibilis foszforilacidja és defoszforilacidja a jelatviteli folyamatok egyik
legfontosabb mechanizmusa mellett az egyik leggyakoribb poszttranszlacios modositas,
melyben a protein foszfatazok és kinazok jatszanak kulcsfontossagli szerepet. A fehérjék Ser,
Thr vagy Tyr aminosav oldallancan egy foszfat csoport jelenléte vagy hianya megvaltoztathatja
kolcsonhatasat. A kinazok legnagyobb csoportjat alkoto protein kinazok, az adenozin-trifoszfat
(ATP) y-foszfatjanak atvitelét katalizaljak egy szubsztrat fehérje hidroxil csoportjara. A protein
foszfatazok a kinadzokkal ellentétes reakcidkat katalizalnak. A foszfoproteinekrdl a
foszfatcsoport eltavolitdsa sordn a foszforsav-monoésztereket foszfatcsoportokka és szabad
hidroxil csoporttal rendelkez6 molekulava hidrolizaljak. A protein foszfatazokat harom nagy
csoportba sorolhatjuk. Megkiilonboztetiink foszfo-Ser/Thr specifikus foszfatazokat, foszfo-Tyr
specifikus foszfatazokat ¢és kettds specificitasu foszfatazokat, amelyek Ser/Thr és Tyr
oldallancrol egyarant képesek foszfat csoportot lehasitani. A Ser/Thr specifikus foszfatazok

csaladjaba tartoznak a foszfoprotein foszfatazok (PPP), a fémion-fiiggd protein foszfatazok



(PPM), valamint az aszpartat alapt foszfatazok (FCP/ SCP). A protein-foszfataz 1 (PP1), a
PP2A, a PP2B (mas néven kalcineurin), a PP4, a PP5, a PP6 és a PP7 a PPP csaladot alkotjak.

A protein foszfataz 1

A PP1 szerepet jatszik az endotél sejtek normalis mikodésének fenntartasaban, a barrier
funkcié védelmében, tovabba a citoszkeletalis rendszer szabalyozasaban. A PP1 holoenzimben
az er6sen konzervalt katalitikus alegység (PPlc) egy vagy két regulator alegységgel
kapcsolodik. A katalitikus alegységnek tobb izoformaja fordul el6. Emldsokben
megkiilonboztethetiink PP1ca, PP1cf/d (tovabbiakban PP1¢d), PP1cy katalitikus alegységeket,
melyeket harom gén a PPP1CA, PPP1CB és PPP1CC kodolnak. A PP1c izoformak kortilbeliil
90% -ban azonosak aminosav-szekvenciajukban, a f6 kiilonbségek az N- és a C-terminalis
régiokon talalhatok. Az emlés PPlc izoformdk kiilonbozd szoveti és sejten beliili eloszlast
mutatnak. Emlésokben tobb mint 100 fehérjét azonositottak, amelyekrdl ismert, hogy a PP1c
katalitikus alegységével specifikus dimer vagy trimer PP1-holoenzimeket képeznek. A
kolcsonhato fehérjék lehetnek a katalitikus aktivitas inhibitorai (inhibitorok), szubsztrat
specificitast meghatarozo alegységek (S-S alegységek), célzo (targeting) alegységek vagy

szubsztratok.
Protein foszfataz 1 regulator alegységek

A PP1c katalitikus alegységével nagyon sokféle regulator alegység kapcsolodhat, melyek
tobbsége (kivéve, ha izoformak) nem rendelkezik szignifikans szekvencia hasonlosagokkal, igy
adatbazis kereséssel nem azonosithatoak. Tobb mint 50 féle regulator alegységet azonositottak,
amelyek egyedi holoenzimeket hoznak 1étre a PP1c-vel és ezaltal szamos sejtbéli folyamat
szabalyozasaban vesznek részt. A regulator alegységek tobbsége egy rovid, konzervalt PP1c-
koté motivummal rendelkezik: K/RVxF, ahol az X barmilyen aminosav maradék lehet a prolin
kivételével. Vannak olyan kdlcsonhato fehérjék is, amelyek nem rendelkeznek ezzel a KIRVXF
motivummal. Ilyen fehérje a human C1 faktor (HCF, mas néven host cell factor), vagy a
retinoblasztoma fehérje. A kiilonb6z6 regulator alegységek kozvetleniil befolyasolhatjak a PP1

holoenzim sejten beliili lokalizacigjat, illetve szubsztrat specificitasat.
A MYPT csalad

A miozin foszfataz (MP) az endotél barrier fenntartasanak egyik kulcs eleme. Szerkezetét

tekintve heterotrimer, amelyben a PPlco felelos a katalitikus aktivitasért, a f6 szabalyzo


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/phosphoprotein-phosphatase-1

alegység a miozin-foszfataz regulator alegység (MYPTL1) a defoszorilaciés folyamatokban a
szubsztrat specificitasért felel, mig az M20 funkcidjarol jelenleg keveset tudunk.

A MYPT1 az tigy nevezett MYPT csalad tagja, amelybe aMYPT2, MBS85, MYPT3 és TIMAP
fehérjék is beletartoznak. Szamos konzervalt domént tartalmaznak, mint a PP1c kotésért felelés
K/RVXF motivum ¢és az ankyrin ismétlédések, amelyek a fehérje-fehérje kélcsonhatasokban
jatszanak szerepet. Az ankyrin ismétlodéseket egy kozponti régio koveti, amely elsésorban a
MYPT funkcid szabalyozasahoz kapcsolodik. A konzervalt doméneken kiviil a MYPTL,
MYPT2 és MBS85 szamos foszforilacios helyet és leucin-cipzar domént is tartalmaznak,
amelyek részt vesznek a dimerizacioban és a fehérje—fehérje kolesonhatasban. A csalad masik
két tagja, a MYPT3 és a TIMAP nem rendelkezik leucin-cipzar doménnel, de C-terminalis
résziikon egy CAAX-boxot (prenilacios hely; ahol az ,,a” alifas aminosavat jelol) tartalmaznak,
amely a fehérjék membranhoz valo iranyitasaban vesz részt. A MYPT csalad tagjai tobb
szabalyozasi folyamatban részt vesznek, igy szamos megbetegedéssel hoztak kapcsolatba dket,
mint példaul a magas vérnyomas, a Parkinson-kor, rakos megbetegedések ¢és a Helicobacter

pylori altal kivaltott kronikus gastritisben.
A TIMAP, a PP1 regulator alegysége, az endotél sejtek fiziologias folyamataiban

A MYPT csaladhoz tartoz6 TGF-gatolt membran asszocialt fehérjét (TIMAP) glomerularis
endotél sejtekben azonositottak differencial analizis soran, ahol TGF-f1 hatasara a TIMAP
expresszios szintje csokkent. Human tiid6 artéria endotél sejtekben (HPAEC) az endogén
TIMAP jelenlétét mind a sejtmagban, mind a plazmamembranban kimutattak, ahol a PP1c
regulator alegységeként a barrier szabalyozasaban jatszik szerepet. A TIMAP és PPlc
kolcsonhatasanak vizsgalata soran kideriilt, hogy a TIMAP a PP1c izoformak koziil a PP1cé
izoformat koti specifikusan, amellyel holoenzimet alkotva szerepet jatszik egyes fehérjék
defoszforilacidjaban. TIMAP fehérje mas fehérjékkel vald kolesonhatasanak vizsgalata soran
kimutattak, hogy a TIMAP képes kotni a 37/67 kDa-os laminin receptort (LAMR1). A
legfrissebb LAMRI1 fehérjéhez kapcsolodd eredmények alapjan a TIMAP-PP1c komplex
kotédése a LAMR 1-hez aktivalja a PP1c foszfataz aktivitasat és szabalyozzaa LAMR1 Thr125-
es oldallancanak a foszforilaciojat. A RACKL (aktivalt protein kinaz C receptora 1) fehérjét
szintén a TIMAP kolcsonhatd partnereként azonositottak. A fehérje szerkezetébdl adodoan
egyidejlileg tobb fehérjével is képes kdlcsonhatasba 1épni, igy a RACK1 fehérjéhez a TIMAP
fehérje és a farnezil transzferaz enzim egyidejileg képes kotédni, mely a TIMAP

prenilaciojahoz sziikséges. Pull-down, LC-MS/MS és immunprecipitaciés modszerekkel a



TIMAP és az cukariota elongacios faktor 1 A (eEF1A1) kolcsonhatasat igazoltak. A ROCK
altal Tyr oldallancon foszforilalt eEF1A1 fehérjét a TIMAP-PP1c komplex szubsztratjaként
azonositottak, valamint kimutattak, hogy a TIMAP szabalyozza az eEF1A1 lokalizaciojat,
ugyanis az eEF1A1 a TIMAP-al egyiitt az endotél sejtek membranjaban lokalizalodik. Az ERM
fehérjék az aktin filamentum és a plazmamembran fehérjék kozotti kdlesonhatasban jatszanak
szerepet, ezaltal részt vesznek a barrier szabalyozasaban. A foszforilalt ERM fehérjék Thr
oldallancanak defoszforilaciojaban a TIMAP-PPlc komplex jatszik szerepet az endotél
sejtekben, melynek kovetkeztében a citoszkeleton és membran kolcsonhatasa és a sejtek alakja
is megvaltozik. Az ERM fehérjékkel rokon merlin fehérjét szintén a TIMAP-PPlc
szubsztratjaként azonositottak és bizonyitottak, hogy a merlin Ser518-as oldallancanak
defoszforilacidjaban a TIMAP-PP1c¢ komplex jatszik szerepet.

A TIMAP fehérjén a Ser331, Ser333 vagy Ser337 oldallancanak foszforilacigja kitlintetett
szerepet tolt be a TIMAP-PP1c komplex szabalyozasdban. A TIMAP Ser337-es oldallanc
foszforilacigjaban a protein kinaz A (PKA) jatszik szerepet, mely segiti a Ser333-es oldallanc
glikogén szintaz kinaz 3 béta (GSK3p) altali foszforilaciojat. A TIMAP a Ser333/Ser337 helyén
torténd foszforilacioja nem, vagy csak mérsékelten modositja TIMAP és a PP1c kapcsolodasat,
azonban a PP1c aktivitasara hatassal van. A PKA és GSK3p altali TIMAP foszforilacio részt
vesz az ERM fehérjék foszforilacids szintjének szabalyozéasaban és egyben a sejtek barrier
funkcidjanak szabalyozasaban. A TIMAP a Ser331-es oldallancon a protein kinaz C (PKC)
altal foszforilalodik. A PKC aktivalasa utan a TIMAP-PP1c nem tudja defoszforilalni a foszfo-
ERM fehérjéket és ennek kovetkeztében a szintjiik megemelkedik a sejtek membranjaban. A
TIMAP Ser331-es oldallanc PKC altali foszforilacidja egy gatld hatasu foszforilacid, amely

csokkenti a foszfo-ERM defoszforilaciojat és igy a barrier diszfunkciojat eredményezi.
Annexin A2 szerkezete és fiziologias szerepe

Az annexin csalad legszélesebb korben vizsgalt tagja az annexin A2 (ANXA2), amely a sejtek
¢és szovetek tobbségében expresszalodik és tobb ligandumhoz is képes kotédni. Az ANXA2
lokalizaciojat tekintve a sejtmembranban, a citoplazmaban, a magban és az extracellularis
matrixban is megtalalhatd. Két 6 doménbdl épiil fel, egy nagyon valtozatos amino-terminalis
részbdl, melyet ,,feji régionak™ is hivnak, valamint egy karboxi-terminalis ,,core” doménbol. A
fehérje N-terminalis régidja szamos poszttranszlaciés modositasi helyet tartalmaz, példaul
foszforilacios helyeket, Serl-acetilezési helyet, ezen kiviil nuklearis export szekvenciat (NES)

valamint szdmos ligandum és fehérje szamara kolcsonhatasi helyként szolgal, mint példaul a



S100A10. A karboxi-terminalis régio tartalmazza a kalcium, foszfolipid, heparin és F-aktin
kotéhelyeket. A fehérje monomerként vagy heterotetramer komplexként fordulhat eld, melynek
aranya sejttipustol figg. A heterotetramer forma két monomer ANXA2-bdl és S100A10
homodimerbdl all. Az ANXAZ2 az S100A10 fehérjével valé kolcsonhatdsa soran védi az
S100A10 fehérjét az ubiquitinaciotol és a proteoszomalis lebomlastol, noveli az ANXA2 Ca?*
érzékenységét ¢s igy a membran és F-aktin megkotd képességét.

Az ANXAZ hirom azonositott foszforilacds helyet tartamaz a Serll, Ser25 és Tyr23
oldallancokon. A legtobb Serll oldallanc foszforilaciojara iranyuld kisérlet az ANXA2-
S100A10 kozotti kdlecsonhatasra 6sszpontositott. Ennek oka az, hogy az S100A10 kotShely és
a Serll-es foszforilacios hely atfed, mivel az ANXA2 elsé 12 aminosava jatszik szerepet a
kolcsonhatasban. Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy a PKC felelés ezen oldallanc
foszforilacigjaért, mig mas kutatécsoportok szerint a cAMP kindz és a kalmodulin kindz
nagyobb affinitast mutat, mint a PKC.

A Ser25-6s oldallanc potencialis PKC altali foszforilaciojat in vivo és in vitro eredmények is
egyarant aldtdmasztjak, azonban ezen oldallanc defoszforilacidjaban szerepet jatszo6 foszfatazt
még nem sikeriilt azonositani. Az ANXAZ2 {6 foszorilacios helye a Ser25-6s oldallanc, melynek
foszforilacidja indukalhatja a Serll-es oldallanc foszforilaciojat, tigynevezett hierarchikus
foszforilaciés mechanizmussal. Az ANXA2 fehérjéket a pp60src (Rous sarcoma virus
transzformalo fehérje) szubsztratjaként is azonositottak, ami a Tyr23 oldallancot foszforilalja.
Ezenkiviil szamos receptor aktivaciojanak eredményeként foszforilalodhat ez az oldallanc, mint
példaul az inzulinreceptor, az epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR) vagy a
vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGF). Tyr23 oldallanc foszforilacioja a citoszkeletalis
rendszer megvaltozasat eredményezte, ami a sejt alakjanak €s mozgékonysaganak valtozasat
okozta, valamint a fehérje fokozott lokalizacidjat mutatta a sejtek membranjaban. A Tyr23

oldallanc defoszforilacigjaban szerepet jatszo foszfatazt szintén nem sikeriilt még azonositani.



CELKITUZES

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

a sejtproliferacio.
Munkank soran ezért célul tiztik ki:

I. A TIMAP fehérje tovabbi 0 kdlesonhato partnerének azonositdsat és a kdlcsonhatas
fiziologia jelentdségének a vizsgalatat.

e Rekombinans GST- N-termindlis ¢és C-termindlis TIMAP  fehérjék
felhasznalasaval 0j kolcsonhatd partner keresése BPAEC sejtekben pull-down
modszerrel.

® Az Uj kolcsonhatd partner és TIMAP-PPlc fehérjék kozotti kolesonhatas
vizsgalata pull-down, Western blot, immunprecipitacios kisérletekkel és
immunfluoreszcens festéssel.

e A TIMAP-PP1c komplex szerepének vizsgalata az uj kolcsonhatd partner
defoszforilacidjaban.

e Az j kolesonhat6 partner endotél sejtekben betdltott szerepének vizsgélata.

Foszfoprotein analizis eredmények adatai alapjan a TIMAP Ser69-es oldallanca egy olyan
potencialis foszforilacios hely, amely a PP1c¢ kot motivum és a nuklearis lokalizacios szignal
szekvencia kozelében talalhatd. Ez arra utal, hogy a foszforilacié befolyasolhatja a PPlc
aktivitasat és affinitasat, valamint hatassal lehet a lokalizaciojara.

Ezért tovabbi célunk volt:

Il. A TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilacidjanak tanulmanyozasa:

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

e A TIMAP mutansok és a PP1lc, ERM és foszfo-ERM fehérjék kozotti
kolcsonhatas vizsgalata pull-down és Western blot modszerrel.

e A TIMAP mutansok endotél sejten beliili lokalizacidjanak vizsgalata.
e A Ser69-es oldallanc foszforilacidjaért felelds kindz azonositasa.

e A TIMAP mutansok hatasanak vizsgalata az endotél sejtek barrier funkcidjara
€s a sejtmigraciora.



EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK

I. A TIMAP fehérje uj kolcsonhato partnerének azonositasa és a kolcsonhatas fiziologia

jelentoségének a vizsgalata

Az ANXA?2 fehérje azonositasa, mint a TIMAP 1j kolcsonhaté partnere endotél
sejtekben

Az endotél sejtekben nagy mennyiségben expresszalodd TIMAP fehérje szamos kolcsonhatd
fiziologias szerepét jobban megérthettiik. Korabban munkacsoportunk sikeresen alkalmazta 1j
kolesonhato partner kereséséhez a rekombindns GST-TIMAP fehérjét pull-down kisérletben,
amely soran a RACK1 ¢és eEF1A1 fehérjéket azonositottdk a TIMAP kolcsonhaté partnereként.
A teljes hossziisagu rekombinans TIMAP fehérje sajnos konnyen fragmentalodik, ezért tovabbi
Uj kolecsonhato partnerének kereséséhez, pGEX-4T-3 vektorba klonozott N-terminalis és C-
termindlis TIMAP fragmentumokat hasznaltunk fel. Az alkalmazott N-terminalis fragmentum
290 aminosavbol all és az NLS szekvenciat, a PP1c koté motivumot és az 5 ankyrin ismétlddést
tartalmazza. A TIMAP C-terminalis része (291-567aa) rendezetlen régiokat és CAAX
prenilacios szignal szekvenciat tartalmaz. A fehérjék bakteridlis expresszioja €s affinitas
kromatografiaval torténd tisztitasa utan a rekombinans fehérjéket in vitro pull-down kisérletben
hasznéltuk fel. A tisztitott rekombindns fehérjéket marha tiidé artéria endotél (BPEAC)
sejtlizatummal, negativ kontrollként lizis pufferrel inkubaltuk. A sziikséges mosasi 1épések utan
az elualt fehérjéket SDS-PAGE segitségével valasztottuk el. Az endotél sejtlizatummal inkubalt
GST-N-terminalis TIMAP mintaban a kontroll mintakhoz viszonyitva (GST és lizis pufferrel
inkubalt minta) a 36 kDa-nal tGjonnan megjelené savot a gélbél kivagtuk és
tomegspektrometrids azonositasra kiildtiik. LC-MS/MS méréssel az ANXAZ2, RACKI,
eEF1A1 és PP1cd fehérjéket azonositottdk. A RACKI1, eEF1A1 és PP1cd fehérjék mar ismert
TIMAP kolcsonhaté partnerek, ezért lehetséges 0j kolcsonhatd partnerként az ANXA2

fehérjére fokuszaltunk.
ANXA?2 és TIMAP fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata endotél sejtekben

A rekombinans N-terminalis, valamint vad tipusu teljes hossziusagi TIMAP fehérje ANXA2-
vel vald kolesonhatasat a pull-down mintak Western blot analizisével erdsitettiik meg. A
rekombinans GST-C-terminélis TIMAP fragmentum és ANXA2 fehérje kozott kdlcsonhatast
nem detektaltunk annak ellenére sem, hogy a Coomassie Brillant Blue-val festett SDS-

poliakrilamid gélen nagyobb mennyiségli rekombinans C-terminalis TIMAP fehérje volt
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lathato. Az ANXA?2 fehérje a TIMAP N-terminalis régojaval mutat kolcsonhatast, ezért annak
vizsgalatara, hogy melyik TIMAP domén jatszik szerepet a kdlcsonhatasban, az N-terminalis
TIMAP régi6 rovidebb GST-fuzios fragmentumait hasznaltuk fel tovabbi pull-down
kisérletekben. A kolcsonhatas kézelebbi vizsgalata soran igazoltuk, hogy az ANXAZ2 a TIMAP
N-terminalis részén talalhat6 1. 2. és 3. ankyrin ismétlddéseihez kotddik. Az eddig azonositott
0sszes TIMAP szubsztrat és kolcsonhato fehérje az N-terminalis régioval 1épett kdlcsonhatasba
(1-290aa), ami nem meglepd, hiszen ezen a région talalhatok a fehérje-fehérje interakciok
kialakitdsaban szerepet jatszd ankyrin ismétlodéseket.

Az endogén fehérjék kozotti kdlesonhatast immunprecipitacios kisérlettel vizsgaltuk, amiben a
TIMAP antitesttel immunprecipitalt mintaban kimutattuk az ANXA2-t, az ANXAZ2 specifikus
antitesttel kezelt mintaban pedig a TIMAP fehérjét. A TIMAP a PPlc regulator alegysége és a
TIMAP-PP1c komplex szamos szubsztrat defoszforilacidjadban részt vesz, ezért megvizsgaltuk
a PP1cd jelenlétét is az immunkomplexekben. A PP1cd mind a TIMAP, mind az ANXA?2 elleni
antitesttel készitett immunprecipitacidos mintaban jelen volt. Annak eldontésére, hogy a PP1¢d
kozvetleniil kapcsolodik-e az ANXA2 fehérjéhez, vagy a TIMAP fehérjén keresztiil, TIMAP
specifikus SiRNS-el csendesitett és kontroll endotél sejtekkel megismételtik az
immunprecipitaciot. Az ANXA2 antitesttel végzett immunprecipitacié soran Kimutattuk, hogy
az ANXA2 és a PP1co kozott nincs kozvetlen kolesonhatas, csak a TIMAP fehérjén keresztiil.

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

A TIMAP ANXA2 fehérjével valo kolcsonhatasanak tovabbi vizsgalatdhoz pGEX-4T-2-
ANXA2 rekombinans plazmidot hoztunk Ilétre. A rekombinians GST-ANXA2 fehérje
felhasznalasaval pull-down kisérletben vizsgaltuk a TIMAP és a rekombinans GST-ANXA2
kolcsonhatasat. A pull-downt kovetd Western blot a rekombinans GST-ANXA2 fehérje
TIMAP és PP1co-val valo kdlesonhatasat bizonyitotta.

Az ANXAZ2 Ser25-6s oldallancat a PKC foszforildlja endotél sejtekben

Az ANXA2 fehérje PKC altali foszforilacidjank vizsgalatahoz, in vitro PKC foszforilaciot
végeztiink. A GST, GST-ANXAZ2 és GST-TIMAP fehérjék mennyiségét és tisztasagat SDS-
PAGE-t kovetd Coomassie Brillant Blue festéssel igazoltuk. A PKC enzimmel tortént inkubalas
utan a foszfo-Ser PKC szubsztrat antitest mind a GST-TIMAP, mind a GST-ANXA?2 fehérjék
foszforilacigjat igazolta. Az ANXAZ2 Ser25 oldallancanak foszforilalt formajara specifikus
antitest pedig bizonyitotta, hogy a PKCa az ANXA2 fehérjét a Ser25-6s oldallancon
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foszforilalja. A TIMAP is a PKC enzim szubsztratja, ezért megvizsgaltuk, hogy a PKC altal
Ser331-es oldallancon foszforilalt TIMAP hatassal van-e az ANXA2 fehérjével vald
kolcsonhatasra. A kolcsonhatas vizsgélata soran nem talaltunk kiilonbséget a TIMAP S331D
vagy az S331A fehérjék ANXA2-vel valo kolcsonhatasaban a vad tipust TIMAP-hoz képest,
amely arra utal, hogy a TIMAP PKC altali foszforilacidja nem befolyasolja az ANXA2-vel valo
kdlcsonhatésat.

Az ANXAZ2 Ser25-6s oldallanca sejten beliili foszforilaciojanak tovabbi vizsgalatahoz PKCa
csendesitett endotél sejteket hasznaltunk. Az endotél sejteket nem specifikus siRNS-el
(nonsiRNS) és PKCa-ra specifikus siRNS-el csendesitettiik. A PKCa csendesitett mintakban
az ANXA2 mennyiségében nem tapasztaltunk valtozast, azonban a foszfo-Ser25 ANXAZ2 a
csendesitett (siPKCa) mintakban nem adott jelet, amely igazolja a PKC szerepét az oldallanc
foszforilacigjaban az endotél sejtekben. A PKCa csendesitett endotél sejtekben a PMA kezelést
kovetden nem volt kimutathaté az ANXA?2 foszforilacioja a Ser25-6s oldallancon, hasonléan a
PMA kezelés nélkiili PKCoa csendesitett mintdhoz, azonban a nonsiRNS-el transzfektalt,
valamint a kontroll sejtekben a Western blot a foszforilaciot igazolo intenziv jelet mutatott. A
kontroll, a nonsiRNS és az siPKCa csendesitett sejtekben a PKC inhibitoraval (G66983) tortént
elékezelés utdn a PMA nem indukdlt detektilhatdo a foszforilaciot az ANXA2 Ser25
oldallancan. Ezek az eredmények tovabb bizonyitjak, hogy az ANXA2 Ser25-6s oldallancanak
foszforilacigjaért a PKCa enzim felelds az endotél sejtekben.

A TIMAP-PP1c komplex ANXAZ2-vel valo kolcsonhatasa felveti azt a kérdést, hogy a TIMAP-
PPlc komplex részt vesz-e az ANXA2 Ser25 oldallancanak defoszforilaciojaban. A
defoszforilacioban szerepet jatszd foszfatdzok vizsgalatdhoz az endotél sejtekben a PPI
aktivitasat tautomicetinnel, mig a PP2A-t okadansavas kezeléssel gatoltuk. A tautomicetinnel
torténd kezelés szignifikansan megemelte, mig az okadansavas kezelés nem befolyasolta a
foszfo-Ser25 ANXA2 mennyiségét. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PP1 valoban
szerepet jatszhat a Ser25-0s oldallanc defoszforilaciojaban. A TIMAP fehérjének, mint a PP1c
regulator alegységének csendesitése szignifikansan megemelte a foszfo-Ser25 ANXA2
mennyiségét, hasonléan a PP1 tautomicetinnel torténd gatlasahoz, megerdsitve azt a
feltételezésiinket, hogy az ANXA2 Ser25-6s oldallancanak defoszforilacijaban a TIMAP-

PP1c komplex vesz részt.
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Az ANXAZ2 fehérje a foszforilacio hatasara a sejtmembranba transzportalodik

Az endogén ANXA2 sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalatahoz endotél sejteken
immunfluoreszcens festést végeztiink ANXA2 és TIMAP specifikus antitestek hasznélataval.
A TIMAP és ANXA2 egyiittes el6fordulasat a sejtek membranjaban tudtuk detektalni. A PKC
aktivald6 PMA kezelés hatasra, a TIMAP fehérjéhez hasonloan, az ANXAZ2 a sejtmembranban
dusult fel. Megvizsgaltuk az ANXAZ2 lokalizaciojat TIMAP csendesitett endotél sejtekben is.
A TIMAP specifikus siRNS-el torténd transzfektalast kovetden ugyanolyan festédést
tapasztaltunk az ANXA2 esetében, mint a PMA kezelést koveté PKC aktivacio hatasara. Az a
tény, hogy a PKC aktivalas és a TIMAP csendesités egyarant az ANXA2 membranban valod
dusulasat valtotta ki arra utal, hogy az ANXAZ2 lokalizacidja foszforilacio fliggéen valtozik. A
foszfo-Ser25 ANXA2 specifikus antitesttel torténé immunfluoreszcens festés soran a
nonsiRNS-el transzfektalt és kontroll sejtekben gyenge festodést tapasztaltunk, amely a PMA
kezelés, valamint a TIMAP csendesités hatasara jelentdsen er6sodott a sejtek membranjaban,
mely kozvetetten tovabb bizonyitja a TIMAP szerepét az ANXA2 Ser25-6s oldallancanak
defoszforilacidjaban.

Az ANXAZ2 sejten beliili lokalizaciojanak tovabbi vizsgalatdhoz nonsi- és TIMAP specifikus
siRNS-el transzfektalt sejtek sejtfrakcionalasat végeztiik el. A kontroll nonsiRNS-el
transzfektalt sejtekben az immunfluoreszcens festés soran tapasztaltakhoz hasonléan a foszfo-
Ser25 ANXA2 membranban valo lokalizaciot mutattunk ki. A TIMAP fehérje foként a sejtmagi
¢s membran frakciokban adott intenzivebb jelet, mig az ANXA?2 fehérje a sejtmagi frakcioban,
azonban mind a két fehérje a festéshez hasonldan a tobbi frakcidban is jelen volt. A TIMAP
csendesités hatasara az ANXA2 a sejtmagi frakcioban nem adott jelet, mig a foszfo-Ser25
ANXA2 mennyisége mind a total, mind a sejtmembran frakcidoban jelentdsen megnétt a
csendesités hatasara a kontrollhoz képest. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a TIMAP
csendesités hatdsara novekszik az ANXAZ2 Ser25-6s oldallancanak foszforilacids szintje,
valamint az ANXA?2 fehérje lokalizacidja is valtozik, ugyanis a TIMAP depletalt sejtekben az
ANXA?2 sejtmagban mérhetd szintje csokkent, a membranban vald lokalizicidja viszont
fokozddott. Mindezek az eredmények arra engednek kovetkezteti, hogy az ANXA2
defoszforilacijadban a TIMAP-PP1c komplex fontos szerepet jatszik, valamint az ANXAZ2

foszforilacigja a fehérje sejten beliili lokalizaciojat szabalyozza.
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ere s

funkciojanak fenntartasaban

Az ANXA?2 endotél sejtekben betoltott €lettani funkcidjanak tanulményozasahoz a fehérjét
SIRNS-sel depletaltuk. El6szor ellendriztik az ANXAZ2 csendesités hatasat a sejtek
¢letképességére, amely soran szignifikans valtozast nem tapasztaltunk a kontroll sejtekhez
képest. Kovetkezé 1épésként ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing) méréssel
Osszehasonlitottuk a kontroll és az ANXA2 csendesitett endotél sejtek barrier funkciojat. A
csendesités hatasara alacsonyabb rezisztencia értékeket mértiink a kontrollhoz képest, amely a
barrier funkcio gyengiilésére utalt. Szintén ECIS méréssel vizsgaltuk a PMA kezelés hatasat
ANXAZ2 csendesitett sejtek barrier funkcidjara. A nonsiRNS-el transzfektalt sejtek a PMA
hozzdadasa utdn eldszor a rezisztencia jelentdés novekedésével reagaltak, amely 2-3 o6ra
elteltével a kezdeti rezisztencia szint ala esett, majd fokozatosan visszaallt a normal kb. 1000
ohm értékre. Ezzel szemben az ANXA2 depletalt sejtek esetében a PMA hozzaadasakor a
rezisztencia szignifikdnsan mérsékeltebb novekedését tapasztaltunk és 2-3 oraval késobb a
sejtek ellenallasa a kiindulasi szint ala csokkent és sokkal alacsonyabb maradt, mint a kontroll
sejtek ellenallasa. Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy az ANXA2 fehérje szerepet jatszik
az endotél sejtek gat funkcidjanak fenntartasaban.

Végezetiil pedig megvizsgaltuk a Kkontroll és az ANXA2 csendesitett sejtek migracios
sebességét in vitro sebgyogyulasi kisérletben, amelyet szintén ECIS méréssel végeztiink el. Az
ANXA2 csendesitett sejtek szignifikdnsan alacsonyabb sejtmigracids sebességet mutattak a

kontroll sejtekhez képest, amely arra utal, hogy az ANXA2 fehérje nemcsak az endotél sejtek

crer

A foszforilalt ANXA2 és az S100A10 fehérje kolcsonhatasanak vizsgalata

Az ANXA2 fehérje legismertebb kolcsonhatdo partnerei az S100A fehérjecsalad tagjai,
amelyekkel ugynevezett heterotetramer komplexeket hoz létre. A klasszikus ANXA2 kotd
S100 fehérje az S100A10, komplexiik szerepet jatszik a sejt-sejt kolcsonhatasokban és a sejt
adhézios folyamatokban. Az ANXA2 specifikus antitesttel immunprecipitalt mintaban az
S100A10 fehérje jelenlétét a vartnak megfelelden kimutattuk és forditva, az S100A10
specifikus antitestte] immunprecipitalt mintadban pedig az ANXA2-t. Megvizsgaltuk, hogy az
ANXA2 Ser25-6s oldallancanak foszforildcidja milyen hatdssal van az S100A10 fehérjével
valo kolcsonhatasra. PMA kezelt endotél sejtekbdl késziilt immunprecipitalt mintdkban az

endogén ANXA2 és S100A10 kozott nem volt kimutathatd kolcsonhatas. A PMA-val nem
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kezelt sejtek esetében az SI00A10 antitesttel immunprecipitalt mintaban a foszfo-Ser25
ANXA2 jelenléte sem volt detektalhato. Mivel a kontroll sejtekben az ANXA2 és S100A10
kolcsonhatasat mindkét oldalrél kimutattuk, viszont PMA kezelés utan mar nem volt
detektalhaté a kolcsOnhatas, ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ANXA2 Ser25-6s
oldallancan torténd foszforilacio hatdsara megsziinik az S100A10 fehérjével valo
kdlcsonhatésa.

Eredményeink 0Osszességében kimutattdk az ANXA2 és a TIMAP-PP1lc komplex 1j
kolcsOnhatasat, valamint egy foszforilacid fliggd szabalyozast, amely befolyasolja az endotél

sejtek migraciojat és barrier funkciojat.

1. A TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilaciojanak tanulmanyozasa

A rekombinans Ser69Asp és Ser69Ala TIMAP mutans fehérjék létrehozasa

Phosphosite Plus adatbédzisban torténd kereséssel szamos potencidlis Ser/Thr és Tyr
foszforilacios oldallancot talaltunk a TIMAP fehérjén. A Ser69 foszforilacios hely a TIMAP
els6dleges szekvenciajaban a PP1-k6té motivumhoz és az NLS-hez valo kozelsége miatt felveti
a kérdést, hogy foszforilacios allapota befolyasolhatja-e a TIMAP PP1 kotd képességét, vagy
szubcellularis lokalizaciojat. A fehérje foszforilacidjanak vizsgalatdhoz létrehoztunk egy, a
Ser69 oldallanc foszforilacidjat utanzo és egy foszfonull mutans TIMAP fehérjét. A
foszforilaciot utanzo mutanshoz a 69. helyen 1évé szerint aszparaginsavra cseréltiik, amely egy
negativ toltésii oldallanc, mig a foszfonull esetében alaninra modositottuk, amely az apolaris
aminosavak csoportjaba tartozik. Az aminosav csere érdekében olyan specifikus primereket
terveztiink, amelyek az adott helyen tartalmaztak az aminosavcserének megfelelé kodont, ezen
kiviil az 5° végiikon egy foszfat csoportot is. A ,,back-to-back” PCR-t kovetden kapott linaris
plazmidokat ligalassal gytrivé zartuk, majd JM109 E.coli sejtekbe transzformaltuk. Annak
ellenérzésére, hogy valoban sikeriilt a mutansok 1étrehozasa, a DNS mintakat szekvenaltattuk.
A GST fuzionalt fehérjék termeltetéséhez a pGEX-4T-3 vad tipusti és mutans (S69A, S69D)
TIMAP plazmidokat E.coli BL21(DE3) baktérium sejtekbe transzformaltuk, majd a
rekombinans fehérjék expressziojat IPTG hozzaadasaval indukaltuk. A sikeresen termeltetett
rekombinans fehérjéket Glutathione Sepharose 4B gyantan tisztitottuk. A GST-TIMAP WT, -
S69A, valamint -S69D fehérjék tisztitasa soran nyert total, feltart és immobilizalt mintakat
SDS-PAGE segitségével ellendriztik.
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A TIMAP Ser69 oldallancanak foszforilaltsaga nem befolyasolja a PP1c, RACKI1 és
ERM fehérjékkel valo kolcsonhatasat

A Ser69-es oldallanc az 1. ankyrin ismétlddésen talalhat6 és a PP1c-k6td motivum kozelében
helyezkedik el, ezért felmeriilhet, hogy a Ser69 foszforilacids helyzete befolyasolhatja a PP1c
regulator alegység kotddését. Ezért pull-down kisérlettel vizsgaltuk a vad tipusu és
foszfomutans rekombinans TIMAP fehérjék PP1co-val vald kolecsonhatasat. Mind a mutans,
mind a vad tipusit TIMAP fehérjék esetében kimutattuk a kolcsonhatast a PPlcd-val, a
kolcsonhatasokban Szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk. Kovetkezé 1épésben
megvizsgaltuk, hogy a TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilacidja, az el6zéekhez hasonldan,
hatassal van-e a foszfo-ERM fehérjék defoszforilaciojara a PP1c aktivitasanak szabalyozasaval.
Pull-down kisérletiink soran a vad tipusu TIMAP fehérjénk mellett a Ser69-mutans TIMAP
fehérjék ERM és a foszfo-ERM fehérjékkel vald kolcsonhatasat egyarant Kimutattuk és
szignifikans kiilonbségeket nem tapasztaltunk a kélcsonhatasokban. A RACK1 fehérjét szintén
a TIMAP koélcsonhatd partnereként azonositottak, amely kapcsolodasi feliiletet biztosit a
TIMAP ¢s a farnezil-transzferaz enzim szamara, ¢és ezaltal szerepet jatszik a TIMAP
membranban valé megjelenésében. TIMAP mutansok és a RACK1 kozotti kdlesonhatasok
vizsgalatanak eredményei szintén azonos kotédést mutattak, ami arra utal, hogy a TIMAP Ser69
mutansok is prenilalodhatnak. A pull-down kisérleteinkkel tehat kimutattuk, hogy a TIMAP
Ser69-es oldallanc foszforilacidja nincs hatassal a PPlcé-val és RACKL fehérjével vald
kolcsonhatasra és nem befolyasolja a foszfataz aktivitdsat a kordbban azonositott ERM

szubsztratok iranyaba.
A TIMAP S69D mutacidja a sejtmembranba iranyitja a fehérjét

A mutansok endotél sejteken beliili lokalizacidjanak vizsgalatahoz emlés expressziora alkalmas
pCMV-myc plazmidba szubklonoztuk a TIMAP mutansokat kodolé szekvenciakat. A mutans
TIMAP fehérjék endotél sejtekben valo lokalizaciojanak vizsgalatahoz transzfektalast kovetden
immunfluoreszcens festést végeztiink. A foszfonull TIMAP S69A fehérje a vad tipusu
rekombinans TIMAP fehérjéhez hasonléan az endotél sejtek citoplazmajaban és a
sejtmembranban is megjelent. A TIMAP S69D mutanst expresszalo sejtek esetében intenzivebb
membran festddést tapasztaltunk, és szamos membran kitiiremkedést figyeltiink meg, a
kontrollhnoz  képest. Az immunfluoreszcens festésnél megfigyelt eredményeket
sejtfrakcionaléassal is megerdsitettiik. A vad tipust és mutans TIMAP transzfektalt endotél

sejtekbdl sejtfrakcionalassal citoplazma és membran frakciot izolaltunk. Az S69A a vad tipusu
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TIMAP fehérjéhez hasonléan egyforma mértékben volt kimutathaté a citoplazmaban és a
sejtmembranban, mig a TIMAP S69D esetében a fehérje nagyobb mennyiségben volt
detektalhaté a membranban. Az immunfluoreszcens festéssel és a sejtfrakcionalassal kapott
eredményeink azt mutatjak, hogy a Ser69-es oldallancon torténé foszforilacio hatasara a

TIMARP fehérje a sejtmembranban feldasul.
A TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilaciéjaban szerepet jatszo kinaz azonositiasa

Irodalmi adatok nem &llnak rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy melyik kindz felelds a
TIMAP Ser69-es oldallancanak foszforilacidjért, ezért a GPS 5.0 szoftver segitségével olyan
potencialis kinazt kerestiink, mely szerepet jatszhat ezen oldallanc foszforildciojaban. A
szoftverrel torténd keresés soran a legmagasabb talalati értéket a Polo szer(i kinaz 4-re (PLK4)
kaptuk. A NimA kapcsolt kinaz (NEK) adta a masodik legnagyobb értéket, azonban a NEK-
nek nagyon sok formaja fordul el és a keresés eredménye nem adott specifikus eredményt, igy
a PLK4 mellett a 3. taldlati kinadzt az interleukin-1 receptor asszocialt kinazt (IRAKI)
vizsgaltuk. A lehetséges kinazokkal vald kolcsonhatas vizsgalatahoz BPAEC sejlizatumbol
TIMAP specifikus antitest felhasznalasdval immunprecipitacidos kisérletet végeztiink.
Eredményiink igazolta a TIMAP kdlcsonhatasat a PLK4 kindzzal. A kolcsonhatds tovabbi
vizsgalatahoz a kezeletlen endotél sejtek mellett, specifikus PLK4 inhibitorral (YLT-11) kezelt
endotél sejteket hasznaltunk fel az immunprecipitacios kisérletben. Az inhibitorral kezelt
sejtekben a PLK4 és TIMAP kolcsonhatasa a kezeletlen sejtekkel ellentétben mar nem volt
kimutathatd. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PLK4 kinaz feltehetéen részt vehet a
TIMAP Ser69 foszforilaciojaban. A TIMAP és IRAKI1 fehérjék kozott nem detektaltunk

kolesonhatast az immunprecipitacios kisérlettel.
A TIMAP Ser69-es oldallanc foszforilacidjanak hatasa a sejtmigraciéra

A sejtfrakcionalési és immunfluoreszcencids kisérleteink sordn a TIMAP S69D fehérjét nagy
mennyiségben tudtuk kimutatni a sejtmembranban. Igy felvetédott a kérdés, hogy ezen
oldallanc foszforilacidja hatassal lehet-e az endotél sejtek barrier funkcidjara, amit ECIS
méréssel vizsgaltunk meg. A TIMAP kiilonboz6 foszforilacids formait utanzé rekombinans
fehérjéket overexpresszalo sejtek ellenallasdban nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket, ami
arra utal, hogy a Ser69-es oldallancon torténé foszforilacio nincs hatassal az endotél sejtek
barrier funkcidjara. A Korabbi irodalmi adatokbol tudjuk, hogy a PLK4 szerepet jatszik az

oszteokarcinoma ¢és embrionalis vese sejtek motilitdsaban. Mivel kolcsonhatast mutattunk ki a
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TIMAP és a PLK4 ko6zott, indokoltnak tartottuk megvizsgalni a PLK4 hatasat endotél sejtek
gyorsabb sejtmigraciot detektaltunk, ezek a sejtek hamarabb nétték be a sebzett teriiletet a vad
tipusu, illetve a TIMAP S69A fehérjét expresszalo sejtekhez képest. A kapott eredmény arra
utal, hogy a TIMAP Ser69-es oldallancanak foszforilacidja fokozza a sejtek migracios
képességét. Ezt kovetden megvizsgaltuk a vad tipusu és mutans TIMAP fehérjéket expresszalo
sejtek S-1-P kezelést kdvetd a sebgyogyulasi sebességét. A szfingozin-1-foszfat (S-1-P), a
szfingozin metabolizmus soran keletkezé lipid mediator, amely segiti az endotél sejtek
szétterjedését, migracigjat és noveli a barrier funkcio stabilitasat. Az S-1-P hatdsara a vartaknak
megfelelden felgyorsult a sejtek sebgyogyulasi folyamata a kezeletlen sejtekhez képest. Amikor
a sebgyogyulési vizsgalat soran a transzfektalt endotél sejteken az S-1-P kezelést kdvetden
PLK4 inhibitort (YLT-11) is alkalmaztunk, a vad tipusu illetve TIMAP S69A fehérjéket
expresszalo sejteknek csokkent a sebgyogyulédsi sebessége, azonban a foszforilaciot utanzo
TIMAP S69D fehérjét expresszalod sejtekét nem befolyasolta az inhibitor kezelés. Ezek az
eredmények azt bizonyitjak, hogy a TIMAP Ser69-es oldallancanak foszforilacidja fokozza a

sejtek migracids képességet €és ezen oldallanc foszforilacidjaban a PLK4 kinaz jatszhat szerepet.
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OSSZEFOGLALAS

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

A TIMAP endotél sejtekben betdltott funkcidjanak vizsgalatakor, 0 kolcsonhatd partnerének
keresése soran az ANXAZ2 fehérjét azonositottuk. Kimutattuk, hogy az ANXA2 Ser25
oldallancanak foszforilaciojat az endotél sejtekben a PKC enzim katalizalja. Az ANXA2
foszforilacids szintje nagymértékben megnétt a PP1 gatlasa és a szabalyozo alegysége, a
TIMAP csendesités hatasara, ami arra utal, hogy TIMAP-PP1c holoenzimnek szerepe van az
ANXA2  defoszforilacidjaban.  Immunfluoreszcens  kisérletekkel és  szubcellularis
frakciondlassal az endogén ANXA?2 fbleg a citoplazmaban és sejtmagban volt kimutathat6, mig
a Ser25-6s oldallancon foszforildlt ANXAZ2-t els6sorban a membranban detektaltuk. Az
ANXA2 TIMAP fehérjével valod kolokalizaciojat szintén az endotél sejtek membranjaban
mutattuk ki. Az ANXA2 foszforilaciojaval parhuzamosan, a S100A10 fehérjével vald
kolcsonhatdsa megsziint. Az ANXA?2 csendesités hatasara gyengiilt a bazalis endotelialis gat és
Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az ANXA2 PKC-vel és PP1-gyel torténd szabalyozasa
kulcsfontossagu szerepet jatszhat az endotél sejtek jelatvitelében, kiilonosen a barrier
funkcidban és a sejtmigracioban.

A TIMAP fehérje Ser69-es oldallanc reverzibilis foszforilacidjanak vizsgalatahoz vad tipusa
foszforilaciot utanz6 S69D és nem foszforilalhatd S69A rekombinans TIMAP fehérjéket
hoztunk létre. Kimutattuk, hogy a Ser69-es oldallanc foszforilacidja nem befolyasolja a TIMAP
PP1c-vel, ERM-el vagy RACKI1 fehérjékkel valo kolcsonhatasat. A fehérjék lokalizaciojanak
vizsgalatakor azonban a foszforilaciot utdnzé mutanst expresszalod sejtekben a TIMAP S69D
fokozott membran lokalizdciot mutatott. A TIMAP S69D fehérjét expresszalo sejtek
membranjan ezen kivill megndvekedett szdmi membran kitiiremkedést figyeltiink. ECIS
méréseink azt igazoltak, hogy az S69D mutanst expresszalo sejtek gyorsabb sebgyogyuldsi és
migracios sebességgel rendelkeztek. Immunprecipitacios kisérlettel a TIMAP és PLK4 kinadz
kozotti kolesonhatast mutattunk ki, amely feltehetéen részt vehet a TIMAP Ser69-es

oldalldncanak foszforilaciéjaban
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