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2. Roviditések

aa - aminosav

AMP - adenozin-monofoszfat

AMPK - AMP-fiiggé kinaz

ATP - adenozin-trifoszfat

Bcl-2 - B sejtes limfoma 2

bp - bazispar

BPAEC - marha tiid6 artéria endotél sejtvonal

BSA - borju szérum albumin

Cdc2 - ciklin-fiiggé kinaz 2

COMP - porc oligomer matrix fehérje

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol

dNTP - dezoxinukleotid-trifoszfat

EC - endotél sejt

ECIS - Electric Cell-substrate Impedane Sensing

ECL - megndvelt kemilumineszcencia (Enhanced Chemiluminescence)
ECM - extracellularis matrix

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

EG-VEGF - belso elvalasztasu mirigy eredetli vaszkularis endotelialis novekedési faktor
ES - endosztatin

FCP - RNS-polimeraz II-es CTD-foszfataz TFIIF-asszocialé komponense
FGF - fibroblaszt novekedési faktor

FRSK - forskolin


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/rna-polymerase-ii

GST - glutation-S-transzferaz

HEAT motivum - huntigtin/elongation/A subunit/TOR motivum
HeLa - immortalizalt méhnyakrak daganat sejtvonal
HepG2 - hepatoblasztoma sejtvonal

HIF - hipoxia-indukalhat6 faktor

HPAEC - human tiid6 artéria endotél sejtvonal

IAP - integrin-asszocialt fehérje

IP - immunprecipitacio

IPTG - izopropil-béta-D-1-tiogalaktopiranozid

kDa - kilodalton

LC-MS/MS - folyadék kromatografia-tandem tomegspektrometria
LP - lizis puffer

MEM - minimalis esszencialis tapfolyadék

MDCK - Madin-Darby kutya vesesejt

MMP - metalloproteaz

NO - nitrogén-monoxid

OA - okadansav

PBS - foszfattal pufferelt sboldat

PC - prokollagén

PCR - polimeraz lancreakcio

PD - pull down

PF4 - vérlemezke faktor 4

PHB - prohibitin



PHD - prolil hidroxildz domén

PK - protein kinaz

PLA - Proximity Ligation Assay

PMA - phorbol 12-mirisztat 13-acetat

PP - protein foszfataz

PSPN - persephin

SPFH domén - stomatin, prohibitin, flotillin és HfIK/C vagy mas néven PHB domén
PPM - fémion-fiiggd protein foszfataz

PPP - foszfoprotein foszfataz

PTP - foszfotirozin specifikus foszfataz

gPCR - kvantitativ PCR

S1P - szfingozin-1-foszfat

SCP - kis CTD foszfataz

SDS - natrium-dodecil-szulfat

SDS-PAGE - SDS poliakrilamid-gélelektroforézis
SOC - 20mM gliikoz tartalmu szuper optimalis tapkdzeg
PHB - prohibitin homoldg domén

TGF-p - transzformalo novekedési faktor 3

Tm - olvadasi homérséklet

TM - tautomicetin

TNFa - tumor nekrdzis faktor a

TSP- thrombospondin

TSR - thrombospondin ismétlddd szekvencia



VEGF - vaszkularis endotél novekedési faktor
vWC - von Willebrand C
WB - Western blot

WT - vad tipusu



3. Bevezetés

Az endotél sejtek alkotjak az erek belso falat félig ateresztd barriert 1étrehozva a vér és a
kornyez6 szovetek kozott. Az sejtek altal kialakitott endotéliumnak szamos ¢€lettani funkcigja
van, ezért tobb folyamatban meghatarozo szerepet tolt be, beleértve az angiogenezist is. Az
angiogenezis egy szigoran szabalyozott mechanizmus, amely soran meglévo erekbdl 01 erek
képzddnek. Minden sejtfolyamat szabalyozasaban a fehérjék reverzibilis foszforilacioja
kulcsfontossagu szerepet jatszik. Mig a protein kinadzok foszfat csoportot kapcsolnak a fehérjek
szerin (Ser), treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr) oldallancahoz, addig a protein foszfatazok ezeket
a csoportokat hidrolizissel tavolitjak el.

A protein foszfataiz 2A (PP2A) egy foszfo-Ser foszfo-Thr specifikus protein foszfataz,
mely a sejtfolyamatok széles skalajat szabalyozza. Szerkezetét tekintve egy szerkezeti ,,A”
alegységbdl, egy katalitikus ,,C” alegységbdl, valamint egy célra iranyitd regulator ,,B”
alegységbdl all. A kiilonféle regulator ,B” alegységek hatarozzdk meg az enzim
szubsztratspecificitasat és sejten beliili lokalizacidjat. Ezen szerkezeti valtozatossagbol adodik
a fehérje széles korti funkcioja.

A flotillin-1 fehérje szamos sejttipusban megtalalhato, de lokalizacidja sejttipus fiiggéen
valtozik. A flotillin fehérjecsaladot két, aminosavszekvenciajukban 50%-ban homolog fehérje,
a flotillin-1 és flotillin-2 alkotja. Ezek a fehérjék fontos szerepet tdltenek be a sejtfelszini
receptorok ¢és a citoszkeleton kozti kapcsolat 1étrehozasdban, valamint a jelatviteli folyamatok
iranyitasaban. Korabbi kutatasok tobbféle poszttranszlaciés modositasukat is feltartak, azonban
a Ser/Thr foszfatazokkal valo kolcsonhatasukat nem tartak még fel.

A thrombospondin-1 (TSP1) egy matricellularis glikoprotein, amelyet el6szor természetes
angiogenezis gatldo fehérjeként azonositottak. Szerkezeti felépitésébdl addddan szadmos
sejtproliferacioban €s az apoptdzisban is. Bar a TSP1 poszttranszlaciés modositasai és azok
hatasa a fehérje altal szabalyozott folyamatokra kevésbé ismertek, a fehérje szekvenciaja
szamos potencialis poszttranszlacidos modositasra alkalmas helyet tartalmaz.

Jelen disszertacio a PP2A enzim flotillin-1 és TSP1 fehérjéken keresztiili szerepét
mutatja be az angiogenezis folyamatdban. A vizsgalatok sordn kapott eredmények tovabb
bovitik az ismereteinket a PP2A bioldgiai funkcioirdl és az angiogenezisben betdltott

szerepérol.



4. Irodalmi attekintés

4. 1. Az endotél sejtek és élettani szerepiik

Az endotél sejtek (EC-K) az érrendszer egyik legfontosabb szabalyozo elemei (1. abra).
Heterogén populaciot alkotva szamos ¢€lettani folyamatban elengedhetetlen a szerepiik. Az EC-
k monolayer sejtréteget, mas néven endotéliumot alkotnak, amely az érrendszert és a
nyirokrendszert szegélyezi. Az endotéliumot egy celofan tipusu barrierként irtdk le eldszor,
mely elvalasztja a vért a kornyezd szovetektdl. Ezek a sejtek hozzdjarulnak az erek
rugalmassagahoz, a vérerek ateresztoképességének, a véralvadas €s a gyulladasi folyamatok
szabalyozasahoz is. Az endotél sejtszerkezet és funkcionalis integritds fontos az érfal és a
megfeleld keringés fenntartasdban, ugyanis az endotélium félig ateresztd gatként szabalyozza
a kis ¢és nagy molekuldk atjutdsat. Habar maga az endotélium kevesebb, mint 0,2 pm
vastagsag, mégis 1-6x10%° endotél sejtbél 4ll, melyek tomege egy Aatlagos emberben
meghaladja az 1kg-ot [1]. Mindemellett, felszinének teljes teriilete becslések szerint koriilbeliil
350m?[2]. Az EC-k kiilonbozé tipust adhézids struktiirakkal és sejt-sejt kapcsolatokkal hozzak
létre a monolayer endotéliumot. A morfologiai €s funkcionalis jellemzésiik alapjan haromféle
kapcsolodasi tipust irtak le az endotél sejteknél: szoros kapcsolat (tight junction), adherens
kapcsolat (adherens junction), illetve a réskapcsolodas (gap junction) [3, 4]. Ezt a harom
kapcsolodasi format kiilonféle transzmembran fehérjék alkotjak, melyek szerepet jatszanak a
sejtek kozti kolcsonhatds kialakitdsdban, tovabba eldsegitik az intracellularis jelatvitelt. A
kiilonb6z6é szervekben funkcidfiiggd modon az endotél rétegben taldlhatd sejtkapcsolatok
felépitése eltérd [5], valamint az EC-k nem csak morfologiailag térnek el egymastol, de fehérje-
¢és feliileti marker expresszidjuk tekintetében is heterogének [6, 7]. Ezen heterogenitas
hozz4jarul a sejtfunkcidk sokféleségehez.
morfogenezisében, illetve a sejtek stabilitdsdnak biztositdsdhoz ¢és a tulélésiikhoz 1is
elengedhetetlen az extracellularis matrix (ECM) [8]. A citoszkeletont kialakité aktin- és
intermedier filamentumok, valamint a mikrotubulusok kozrejatszanak az EC-k morfologiai
megjelenésében, igy a barrier megfeleld kialakitasaban és fenntartasaban [9]. Tovabbi sejten
beliili alapvetd szabalyozasi mechanizmus a fehérjék foszforilacidja, illetve defoszforilacioja,
mely az EC-k minden fiziologiai funkciojaban kitiintetett szereppel bir [10].

Az EC-k a keringésen beliili fizikai, illetve kémiai ingerekre reagalnak, ezaltal

szabalyozzak tobbek kozott a véralvadast, a vazomotoros tonust, valamint az immun-, és
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gyulladésos valaszokat. Kulcsfontossagtiak a vaszkulogenezis €s angiogenezis folyamataiban.
Az EC-k sériilése, aktivalodasa vagy diszfunkcidja szamos kéros allapot jellemzéje, beleértve

az ateroszklerozist, a félig atereszté membran funkcid vesztését, valamint a trombozist [11].

Barrier
integritas

Angiogenezis Antikoagulans
hatas

Endotélium
funkcidja

Vazodilatacio, Gyulladas

vazokonstrikcio szabélyozas

1. abra Az endotél sejtek altal felépitett endotélium élettani szerepe

4.2. Az angiogenezis folyamata

Az embridban megjelend kezdeti vérerek a vaszkulogenezis révén képzddnek, mely
folyamat magéba foglalja a prekurzor sejtek (angioblasztok) EC-ké torténd differencialodasat,
melyek ezt kdvetden vaszkularis labirintussa allnak ssze (2.A ébra) [12] . Az angiogenezis
soran ezzel szemben egy mar 1étez6 érrendszerbdl 0j erek alakulnak ki, ezaltal ez a folyamat
felel6s az érhalozat bovitéséért, illetve kialakitasaért [13]. A klasszikus angiogenezisnek harom
tipusat irtak le: a leggyakrabban vizsgalt csirdzo angiogenezis (2.B abra), a nem-csirazo
(intusszuszceptiv) mikrovaszkularis novekedés (2.C abra) [14], valamint a glomeruloid
vaszkularis proliferacio [15], mely a rakos szovetek egyik jellemzéje is lehet. Alapvetd

fontossaguak a fejlédésben, szaporodasban, valamint a sebgyogyulas folyamataban.

11



A. Vaszkulogenezis (embrionalis fejlodés)

differenciacio

5 . erek kialakulasa
progenitor sejtek
B. Csirazo angiogenezis

EC aktivacio lumen

kialakulasa

_—— torzs
citokinek ™ i sk

EC v intraluminalis kettevalas
- szovettartod '
oszlopok
képzddése

C. Nem csirazo angiogenezis

2. abra Fobb érképzodési mechanizmusok

A fiziologias koriilmények kozott lejatszodod angiogenezis mellett, szamos betegség esetén is
fontos szerepet jatszanak, mint példaul rakos megbetegedések, diabéteszes retinopatia,
valamint reumatoid artritisz soran [12]. Ezen funkciokat tekintve az angiogenezis egy erdsen
szabalyozott folyamat, melyet specifikus angiogén molekulak inditanak el és allithatjak is meg
[16]. Szamos oldhatd, illetve membranhoz kotdtt molekula, valamint egyéb faktorok vesznek
részt az angiogenezis szabalyozasiaban [17]. Az angiogenezis folyamatat szamos citokin,
novekedési faktor, matrix fehérje €s egyéb fontos kozvetitd kozotti egyensuly segiti eld. Ilyen
szabalyoz6é molekuldk példaul a vaszkularis endotél ndvekedési faktor (VEGF) csalad tagjai
[18-22], az angiopoietinek és Tie receptorok [23, 24], transzformald novekedési faktor béta
(TGF-B) [25] és a fibroblaszt novekedési faktor (FGF) tagjai [26-29].

A hipoxia az angiogenezis egyik legerdsebb serkentdje. A hipoxia-indukalhatd faktor
(HIF) és a prolil hidroxildz domént (PHD-t) tartalmaz6 enzim expresszioja lehetové teszi a
sejtek szamara az oxigénszint érzékelését. Alacsony oxigénszint esetén a PHD inaktiv marad
¢s nem hidroxiléalja a HIF-et, amely igy a VEGF transzkripcioja révén fokozza az angiogenezist
[30, 31]. Az alacsony oxigénszintet gyakran alacsony tapanyagellatas kiséri, ami szintén
modulalja az angiogenezist. A hipoxiaval és glilkdzmegvonassal jard energia kimeriilés

aktivalja az adenozin-monofoszfat (AMP)-fiiggd kinazt (AMPK-t) és stimulalja a katabolikus
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utvonalakat, annak érdekében hogy ATP-t generaljon [32], ami szintén fokozza a VEGF
expresszidjat [33]. Az oxigén- és tapanyag ellatason til a gyulladas is az angiogenezis egyik f6
modulatora. A gyulladésos sejtek, mint példaul neutrofilek, monocitak és makrofagok, szdmos
vazoaktiv citokint és novekedési faktort valasztanak ki. Akut gyulladas esetén a citokinek
érdilataciot indukalnak a véraramlas €és az érrendszer permeabilitdsdnak novelése érdekében,
mely lehet6vé teszi, hogy tobb sejt jusson be és javitsa a szovetkarosodast [34, 35]. Kronikus
gyulladas soran az EC-K aktivalodnak és ,,proangiogén kapcsolon” mennek keresztiil (amikor
a pro- és antiangiogén tényezok egyensulya a proangiogén iranyba tolodik el [36]), ahol az
interleukinek és a tumor nekroézis faktor (TNFa) serkentik az érképzddést. Ezen kiviil a
makrofagok klasszikus proangiogén faktorokat, VEGF-et szekretalhatnak, tovabb fokozva az
érrendszeri csirazast, mely gyakran koordinalatlan modon torténik, ami rendellenes

érszerkezetet és funkciot eredményez [37].

4.3. Protein foszfatazok

A reverzibilis fehérje foszforilacido szamos sejtfolyamat szabalyozasanak az alapja,
amelyek extracelluldris ingerekre, példaul hormonokra, mitogénekre, citokinekre és idegi
impulzusokra adott valaszként aktivalodnak [38]. Eukariota sejtekben a fehérjék a Ser, Thr és
Tyr oldallancon foszforildlodhatnak. A sejt fiziologiai sziikségletétdl fliggden a fehérjék
atmenetileg foszforilalt és defoszforilalt allapotok kozott valtoznak, melyet a protein kinazok
(PK) és protein foszfatazok (PP) szabalyoznak [39]. A protein kinazok és foszfatazok
miikddésének zavara szdmos betegség kialakulasahoz vezethet.

A PP-0k a fehérjék egy igen valtozatos csoportja, melyek a foszfoproteinekrdl foszfat
csoportot tavolitanak el, mely soran a foszforsav-monoésztereket foszfatcsoportokka és szabad
hidroxil csoporttal rendelkez6 molekulava hidrolizaljak [40]. A PP-okat a szubsztrat
specificitasuk szerint harom nagy csoportba soroljak: Ser/Thr specifikus PP, Tyr specifikus PP,
illetve kettds specificitasu foszfatazokat, melyek mind Ser/Thr, mind Tyr oldallancrdl egyarant
képesek a foszfat csoportot lehasitani [10]. Mig a foszforilaciés folyamatok kozel 96%-a
Ser/Thr oldallancokon megy végbe, addig a Tyr oldallancokon t6rténd foszforilacio koriilbeliil
2% [41-43].

A Ser/Thr specifikus foszfatazok szerkezetiik alapjan tovabbi harom csaladba
sorolhatok: foszfoprotein foszfatazok (PPP-k), fémion fiiggd protein foszfatazok (PPM-k) és a
CTD-foszfatazok (RNS-polimerdz II CTD-foszfataz TFIIF-hez asszocidld komponense;
FCP/SCP) (3.abra) [41, 44-46]. A PPP csaladot tovabbi alcsaladokra osztottak: PP1, PP2A,
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PP2B (kalcineurin), PP4, PP5, PP6, PP7 [41]. A PPM csaladba tartoznak a mangan/magnézium
ionoktol fiiggd PP-ok, mint példaul a PP2C és a piruvat-dehidrogenaz foszfatiz. A PPP
csaladdal ellentétben a PPM csalad tagjai nem rendelkeznek szabalyoz6 alegységgel, hanem
kiilonb6z6 doméneket és konzervalt motivumokat tartalmaznak, melyek segithetnek
meghatarozni a szubsztratspecificitast [47, 48]. A CTD-foszfatazok aszpartat alapu foszfatazok,
amelyeket az FCP/SCP (RNS-polimeraz II CTD-foszfataz TFIIF-hez asszocial6 komponense)
képvisel [49].
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[ [ S v

PP2A 0 ]309
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pr2B[] T NN 1 | | ] W] s2t
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RxxxD, DGxxG, DG, GxxDN,
PPM szcl | I | L1 ] ] 382
Katalitikus domén
DxDXT, T DD/,
Scp | N ] 261
FCP/SCP Inzercié BRCT domén
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3. dbra A SerlThr specifikus protein foszfatizok csoportositasanak sematikus
abrazolasa - Yigong Shi; Serine/Threonine Phosphatases Mechanism through Structure (2009)
[41]

4.4. A PP2A szerkezete

A PP2A egy Ser/Thr specifikus protein foszfataz, mely tobb bioldgiai folyamatban is
fontos szerepet jatszik. A szamos szOvettipus altal expresszalt holoenzimet széleskoriien
tanulmanyozzék biologiai szerepe miatt. A sejtekben a PP2A heterodimer €és heterotrimer
formaban is eléfordulhat. Heterodimer formaban két alegységbdl épiil fel, egy 65 kDa-0s
szerkezeti alegységbdl (PP2A A/PPP2ARI1/PR65) valamint egy 36 kDa méretli katalitikus
alegységbdl (PP2A C/PPP2C). Ez a heterodimer forma (core dimer) képes kotni egy harmadik
regulator alegységet (PP2A B), ezzel kialakitva a heterotrimer format (4.4bra). A PP2A A
szerkezeti alegység két izoformaval rendelkezik (a és B), melyeket a PPP2R1A ¢s PPP2R1B
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gének kodolnak [50]. A két izoforma nukleinsav szinten 86%-o0s azonossagot mutatnak,
azonban regulator alegységet kotd képességik eltér egymastol [51]. A holoenzimek
tobbségében (~90%) az Aa izoformdt tartalmazzak, ugyanis az AP izoforma az embrionalis
fejlodés soran detektalhatd igen magas szinten, azonban felnétt szovetekben csak ritkédn fordul
elé [52]. Az embriogenezist kovetéen az AP izoforma mennyiségi csokkenésével
parhuzamosan az Ao izoforma mennyisége fokozatosan n6 [53]. Heterotrimer formaban a
szerkezeti funkcioval bir6 PP2A A alegységéhez el0szor a katalitikus alegység kotddik,
megkonnyitve a reguldtor alegység, illetve az egyéb szubsztratokkal torténd kolcsonhatas
kialakitasat [54]. Az A alegység aminosav szekvencidjaban 15 db 39-39 aminosavbol allo
tandem 1smétl6do részt tartalmaz, melyet HEAT (huntigtin/elongation/A subunit/TOR)
motivumnak neveztek el [55]. A B regulator alegység az A alegység N-terminalis végén 1évo
1-10. HEAT ismétlddo egységekhez, mig a katalitikus alegység a C-terminalis végen a 11-15.
1smétlédod egységekhez kotddnek.

Regulator ,,B” alegység Katalitikus ,,C

alegység

Szerkezeti ,,A” alegység

4. abra A PP24 holoenzim sematikus heterotrimer szerkezete mely egy katalitikus C

alegységbil, egy szerkezeti A alegységbdl és egy variabilis B alegységbdl all

A katalitikus C alegységnek szintén két izoformdja van (a és B), amelyek nukleotid
szekvenciajukban 97%-ban homoldgok [56]. A katalitikus alegységre globularis szerkezet
jellemzd és expresszidjat tekintve szinte minden szOvettipusban megtaldlhatd, azonban
legnagyobb mennyiségben az agyban, illetve a szivben expresszalodik. Mig a Ca izoforma a
korai embriondlis fejlodési szakaszban a plazmamembranban lokalizalodik, addig a Cp
izoforma a citoplazmaban és a sejtmagban [54]. Az izoformak ugyan expresszios szintjiikben
kiilonboznek egymastol, de katalitikus aktivitasuk azonos, igy az izoformak eltérd funkcioiért
nem az enzimaktivitas és nem az alegységek kozotti kotédés felelds [57].

A regulator B alegységnek minimum 26 kiilonb6z6 altipusa van az emberi genomban,
melyeket legalabb 15 gén kodol. A regulator alegységnek négy, szerkezetileg eltérd fehérje
alcsaladja van (B/B55/PR55, B’/B56/PR61, B”/B72/PR72,
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B’”/PR93(SG2NA)/PR110(Striatin). Ezek a fehérjék nem mutatnak szerkezeti hasonlosagot,
valamint ezt a valtozatossagot tovabb fokozza az alcsaladokon beliil eléforduld tobb izoforma.
A regulator alegységek alcsaladtol és izoformatdl fliggetleniil a szerkezeti A alegység
ugyanazon szekvencidjat ismerik fel és kotddnek hozza [54]. Genetikai és biokémiai
vizsgalatok igazoltak, hogy a kiilonb6z6 B regulator alegységek hatdrozzdk meg a holoenzimek
sejten belili lokalizaciojat és szubsztratspecificitasat [58, 59]. A lehetséges A-B-C
alegységekbdl felépiildé holoenzimek szamat 96-ra becsiilik, azonban a valdban 1étezo

komplexek pontos szdma nem ismert [60].

4.5. A PP2A biologiai funkcioi

A holoenzim sokféleségébdl adoddan a PP2A szamos funkcidval rendelkezik, tobbek
kozott kiillonbozdé enzimek aktivitasanak szabdlyozasaval iranyitja a sejtek metabolizmusat,
mint példaul a glikolizist, a lipid anyagcserét és a katekolamin szintézist [61]. Szerepe van tobb
bioldgiai folyamatban is, igy a sejtciklusban, a DNS replikacioban, a transzkripcidban és
transzlacidban, a jelatvitelben, a sejtproliferacioban, a citoszkeleton dinamikajaban, a sejtek
mozgéasaban, valamint az apoptozisban is. A PP2A virdlis fehérjékkel valé kolcsonhatasa
befolyasolja a sejttranszformaciot €s szamos kozlemény szamolt be tumorszupresszor hatasarol
is [62-65]. A sejtciklus soran a G2/M atmenet egyik kulcsenzimeként képes inaktiv formaban
tartani a ciklin dependens kinaz 1 (Cdc2)/ciklin-B komplexet, mellyel megakadalyozza, hogy
a sejtek G2 fazisbol M fazisba 1épjenek [66, 67]. Az apoptdzisban kettds szabalyozo szerepe
van, el@segitheti mind a pro-, mind az anti-apoptotikus jelatvitelt a holoenzim szerkezetétdl és
a célzott jelatviteli utvonaltol fiiggden [54, 68]. A kaszpaz-3-mal, B-sejtek limfoma 2-vel (Bcl-
2) és adenovirus Edorfd-gyel vald kolcsonhatasa is a foszfataz fontos szerepére utal az
apoptozis soran. Ezen feliil a PP2A szamos citoszkeletalis és mikrotubulushoz kot6dott fehérje
defoszforilacidjan keresztiil részt vesz a citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban is.
Vastagbél daganatos sejtekben a B55a alegységet tartalmazd PP2A a Wnt-jelatvitel soran
defoszforilalja a p-katenint [69], ezaltal a PP2A szerepet jatszik a tumorképzddés
szabalyozasaban. Emellett a PP2A katalitikus alegysége fontos szerepet jatszik a plazma

membranban 1év6 E-kadherin és f-katenin stabilizalasaban is [70].
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4.6. A flotillin-1 fehérje

A membran asszocialt fehérjék csaladjaba tartozo flotillin csaladot két fehérje alkotja, a
flotillin-1 (reggie-2) és a flotillin-2 (reggie-1), melyek aminosav szekvenciajukban 50%-0s
homologiat mutatnak (5.abra) [71]. Mindkét flotillin fehérje az eddig tanulmanyozott Gsszes
sejttipusban megtalalhato [72-74]. A flotillin fehérjék kozos szerkezeti jellemzOje az N-
terminalis végen talalhatdo SPFH (stomatin, prohibitin, flotillin és HfIK/C) vagy mas néven PHB
(prohibitin) domén [75, 76], valamint a C-terminalis région talalhato alaninban és glutamatban
gazdag rovid ismétlddé motivumok (flotillin ismétlédések) [71], melyek fontos szerepet
jatszanak a homo- és heterooligomerek kialakitasaban [77].

Flotillin-1

- ) 190-362 :
NH, SPFH/PHB domén I 1 COOH

A

Flotillin-2

S 188 428
193-365
SPFH/PHB domén I !
N ;I,ZJ * l . L COOH
. e flotillin domén/
/ mirisztit palmitit * funkcionilis tirozin I—l AEAE ismétlédés

5. abra A flotillin fehérje csaladot alkoto flotillin-1 és flotillin-2 fehérje szerkezete

A flotillin-1 legmagasabb szinten az agyban, szivben, tiid6ben, placentaban és a
hematopoetikus sejtekben expresszalodik [78, 79]. Bar a flotillin-1 tutaj fehérjeként ismert [80],
sejttipus fliiggd mddon leirdk mar a membranban, az endoszémaban, a Golgiban és a sejtmagban
is [81-84]. Bizonyos sejtvonalakban, mint a HepG2 (hepatoblasztoma sejtvonal) és a Hela
(immortalizalt méhnyakrak daganat sejtvonal), a flotillin-1 a plazmamembranban helyezkedik
el, mig masokban, mint példaul a MDCK (Madin-Darby kutya vesesejtek) sejtekben
intracellularis lokalizacio jellemzo6 [76]. A flotillin-1-et eldszor aranyhalakban azonositottak,
reggie-2-nek nevezték [85]. A flotillin-1 és -2 fehérjék olyan nem-Kaveolaris
mikrodoménekben talalhatd membranfehérjék, amelyek a sejtfelszini receptorok és a

citoszkeleton kozti kapcsolat 1étrehozasaban, illetve a jelatviteli folyamatok kialakitasaban
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jatszanak szerepet. Bar topologiailag hasonlitanak egymasra, szekvencidjukban nem mutatnak
rokonsagot a kaveolinekkel [86].

Tobb poszttranszlacios modositast is azonositottak a flotillin fehérjéken. A flotillin-2
membranhoz valo ktddését mirisztoilacios (Gly?) és palmitoilacios helyek (Cys?, Cyst®, Cys?)
biztositjak [87, 88], mig a flotillin-1 fehérjében egyetlen palmitoilacios hely (Cys®*) ismert [89].
A Cys* modositasa a vesesejtekben elengedhetetlen a flotillin-1 membran lokalizacidjahoz,
addig a zsirsejtekben nem ez a médositas felelds érte [76]. Az SPFH domén hidrofob szakaszai
(10-36 és 134-141 aminosavak) szintén hozzajarulnak a fehérje membranhoz valé kotédéséhez.
A flotillin fehérjék foszforilacios poszttranszlacios modositasairdl keveset tudunk. A Fyn kinaz
a flotillin-1 fehérjét a Tyr'® oldallancon, mig a flotillin-2 fehérjét a Tyr'®® oldallancon
foszforilalja [90]. A flotillin-2 Tyr®® oldallanca és a flotillin domén fontos szerepet jatszanak a

homo- és hetero-oligomerek kialakitasaban [87, 91].

4.7. A thrombospondin-1 (TSP1) fehérje

A thrombospondinok (TSP-k) szamos sejttipusban expresszalddd kalciumkoto
matricellularis glikoproteinek. Ezek a nem strukturalis fehérjék fiziologias koriilmények kozott
alacsony koncentracioban vannak jelen az ECM-ben, azonban szdvetkarosodas vagy bizonyos
koros allapotok esetén expresszids szintjiik jelentésen megnovekedhet [92]. A TSP
fehérjecsalad ot tagbol all, melyeket szerkezetiik alapjan tovabbi két alcsaladba sorolnak. Az
,»A” alcsaladba a trimer TSP1 és TSP2 tartozik, mig a ,,B” alcsalddba a pentamer szerkezetii
TSP3, TSP4 és TSP5/COMP (porc oligomer matrix protein) [93-95]. A TSP1-et és TSP2-6t a
thrombospondin ismétlédé szekvencia (TSR) szupergén csaladba is besoroljak, mivel
szerkezetiikben tobb thrombospondin ismétlddést tartalmaznak [96]. A TSP fehérjék fontos
szerepet jatszanak a sejt-Sejt és a sejt-matrix kommunikacioban. A TSP1 volt az els6 fehérje a
TSP-K koziil, melyet ,,thrombin-érzékeny” fehérjeként azonositottak, mivel thrombin-stimulalt
vérlemezkék a-granulumabdl izolaltak [92], de szamos mas sejttipus iS szekretalja, példaul
endotél sejtek [97, 98], fibroblasztok [99, 100], simaizom sejtek [99], pneumocitak [101],
makrofagok, monocitak [102] valamint kiilonb6z6 tumorsejtek [103-105]. A TSP1 extra- és
intracellularis kolcsonhatdsokat is képes kialakitani kiilonféle fehérjékkel, receptorokkal vagy
ligandumokkal [106-108].

A TSP1 funkcidi széleskoriiek, szerkezeti felépitése és az adott kolcsonhatd partnere
hatarozza meg hogyan miikodik egy adott kornyezetben. Mindegyik TSP1 alegység egy amino-

terminalis (N-terminalis) és egy karboxil-terminalis (C-terminalis) globularis doménbdl, egy
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homolog prokollagén (PC) régiobol (mas néven von Willebrand C ismétlddésbol (vWC)) all,
melyet hadrom specifikus ismétlodo szekvencia kdvet: az 1-es, 2-es €s 3-as tipusu ismétlodo
szekvencia (TSR1-3) (6.abra). A szerkezeti alegységeken beliil tobb kotohely talalhatd, melyek
heparint, heparan-szulfat proteoglikant, dekorint, kiilonféle integrineket, proteazokat,
citokineket és novekedési faktorokat ismernek fel. Az N-terminalis domén integrinekkel (a381;
adBl; a6Pl; a9p1) vald kolcsonhatasa révén szerepet jatszik a sejttapadasban, terjedésben,
proliferacioban és migracidban, valamint a fibrinogénhez, illetve heparinhoz valoé kotédésen
keresztiil a vérlemezke aggregacioban [109-111]. A TSR domének kolcsonhato partnerei révén
a TSP1 tovabbi sejtfunkciokat is ellat és kolcsonhatasba 1ép példaul a CD36 [112], CD47 és
integrin-asszocialt fehérjékkel (IAP) [113], ezaltal befolyasolva az EC-k viselkedését és
biologiai funkcidjat [114].

[smétlodo régiok

L. tipus IL tipus  III. tipus

vWC

1 NH, T e ML coon 1171

6. abra A TSP1 fehérje sematikus szerkezete - N-terminalis globularis domén, vWC/PC
domén, TSR ismétléds szekvencidak, C-termindlis globuldris domén

A TSP1 szabdlyozza a sejtek adhéziojat, migracidjat, és szerepet jatszik a
sejtproliferacioban és az apoptozisban [95, 115], legfontosabb funkcidja azonban, hogy az
els6ként azonositott természetesen el6forduld angiogenezist gatld fehérje [116]. Az 1-es tipust
CD36-t0l fliggetlen modon gatolja az EC migraciot és proliferaciot [117], mikézben apoptdzis-
indukciot is okoz [95]. A leginkabb tanulmanyozott kolcsonhatas a TSP1 C-terminalis régidja
€s a CD47 kozotti kapesolat. A TSP1 kotédése a CD47-hez szabalyozza a nitrogén-monoxid
(NO) jelatvitelt, ezaltal hatassal van az érténusra és az olyan biologiai folyamatokra, mint az
adhézid, migracid, apoptozis €s proliferacio.

Bar a TSP1 poszttranszlacidos modositasairdl keveset tudunk, szekvencidja szdmos

potencialis helyet tartalmaz. A Lys'’3, Lys?®? Lys3% ¢s a Lys*?

oldallancokat potencialis
ubikvitinacios helyként irtak le [118, 119], azonban a TSP1 fehérje Ser/Thr oldallancon térténd

foszforilacidjat még nem irtak le.
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5. Célkitlizés

Munkacsoportunk egyik kiemelt kutatasi teriilete a PP2A enzim szerepének részletesebb
feltarasa EC-kben. A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok csaladjaba tartozo PP2A szamos
fontos sejtfunkciot szabalyoz. Korabbi kutatasainkban kimutattuk, hogy a B55a regulator
alegységet tartalmazdo PP2A holoenzim kulcsszerepet jatszik az endotél barrier funkcid
szabalyozasaban, valamint a 3-Katenin defoszforilacidjaban. Jelenlegi munkank célja volt, hogy
tovabbi ismereteket szerezziink a PP2A holoenzim szubsztrat fehérjéirdl, illetve az EC-k
fiziologiai folyamataiban betoltott szerepérdl. Ennek érdekében a PP2A egy 0j kdlcsonhato
partnerének azonositasat és a kolcsonhatds fiziologias jelentOségének feltarasat terveztiik.

Ehhez al4abbi kutatasi célokat tuztiik ki:

¢ Korabban létrehozott rekombinans GST-PP2A B55a fehérje felhasznalasaval 1j

kolcsonhato partner(ek) azonositasa EC-kben.

X/
L X4

Az Ujonnan felfedezett kolcsonhato partner(ek) és a PP2A B55a fehérjék kozotti
kolcsonhatas igazolasa pull down, Western blot, Far Western blot,

immunprecipitacios, illetve immunfluoreszcens technikakkal.

>

* A PP2A ¢és a kolcsonhatd partner(ek) enzim-szubsztrat kapcsolatanak
feltérképzése, kiilonos tekintettel az esetleges defoszforilacio szerepére az EC-k

mukodésében

A PP2A szamos biologiai folyamatban jatszik fontos szerepet, mint példaul a sejtosztodas, a
citoszkeleton dinamik4ja és a sejtmobilitas. Ezen kiviil tumorszuppresszorként is mitkddik és
foszfataz aktivitasan keresztiil az EC-k angiogenezisére is hatassal lehet. Ezek alapjan szerettiik
volna a PP2A Bb55a szerepét megvizsgalni az angiogenezishez kapcsolodd jelatviteli

utvonalakban, az alabbi célkitiizéseken keresztiil:

crer

¢
>
0
U
N
>
o
ol
o1
Q
ok
=
-
.
o
o,
(¢}
o
=
o~
(@)
P
L
o
=
o
=
=
)
o+
-
&.
=
)
=
<
=.
N
n
(0)e]
[N
=
)
-+
o
~
N
o
=
()]
.
o
()]
(¢}
=
(@)
N
o
»n
=
(¢}
N

kapcsolodo fehérjékre Proteome profiler angiogenezis array felhasznalasaval.

X/
L X4

A kolcsonhatas(ok) feltérképezése molekularis biologiai technikakkal.

3

%

A PP2A B55a és a célfehérjéi kozotti kapcsolat tanulmanyozasa, beleértve az

enzim-szubsztrat viszonyt.

X/
£ %4

A PP2A B55a szerepének vizsgélata az angiogenezis soran az Uj kolcsonhatd

partner(ek) szabalyozasan keresztiil.
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6. Anyagok és mddszerek

6.1 Anyagok

6.1.1. Pufferek, oldatok

*
*

X3

%

X/
L X4

33

%

X/
*

1x TAE puffer - 0,114% ecetsav, 0,1 mM EDTA, 4 mM Tris, pH 8,5

2xYT -5 g/l NaCl, 16 g/l tripton, 10 g/1 éleszt6kivonat, pH 7,0

5X mintapuffer - 0,01% bromfenolkék, 10% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 50%
glicerin, 100 mM dithiothreitol (DTT), 310 mM Tris, 5% 2-merkaptoetanol hasznalat
eldtt frissen hozzaadva

Coomassie Blue gélfesték - 10v/v% ecetsav, 50v/v% metanol, 1 g/l Coomassie Brilliant
Blue R-250

Frakcionalo puffer - 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM KCI, 0,1 mM etilén-diamin-
tetraecetsav (EDTA), 1% NP-40, (proteaz inhibitor koktél kozvetleniil hasznalat el6tt
hozzaadva)

Immunprecipitacios puffer - 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, 2 mM natrium
vanadat, 2 MM EDTA, 1% NP-40, (proteaz inhibitor koktél kdzvetleniil hasznalat elott
hozzaadva)

Kinaz assay puffer - 2 mM EDTA, 5 mM egtazinsav (EGTA), 12,5 mM B-glicerol-
foszfat, 25 mM MgClz, 25 mM MOPS, pH 7,2

LB-agar taptalaj - 5 g/ éleszt6 kivonat, 10 g/l NaCl, 10 g/l trypton, 1,5% agar, pH 7,0
LB tapoldat - 5 g/1 éleszt6 kivonat, 10 g/l NaCl, 10 g/l trypton, pH 7,0

Lizis puffer - 0,1% Tween-20, 0,2% 2-merkaptoetanol, 50 mM Tris, pH 7,5 (proteaz
inhibitor koktél kdzvetleniil hasznalat el6tt hozzaadva)

PBS - 20 MM Naz2HPO4, 115 mM NaCl, pH 7,4

PKC lipid aktivator - 1 mM CaClz, 20 mM MOPS, pH 7,2

SDS elektroforézis puffer - 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,25 mM SDS

SDS gélfesték - 2,5 g/l Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 v/v% cc. ecetsav, 90 v/v%
metanol

SDS-gélmoso6 oldat - 12 v/v% metanol, 7 v/v% jégecet

SOC - 20 g/l tripton, 2 g/1 élesztd, 0,6 g/l NaCl, 10 mM MgClz, 10 mM MgSOa4, 20 mM
gliikéz, pH 7,0

TBS - 150 mM NacCl, 25 mM Tris-HCI, pH 7,5
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s TBST - 150 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI, 0,1% Tween-20, pH 7,5
% Transzfer puffer - 20 v/v% metanol, 40 mM glicin, 120 mM Tris-HCI

6.1.2. Sejtvonal
% Marha tiid6 artéria endotél sejtvonal, BPAEC: Bovine Pulmonary Artery Endothelial
Cells, (American Type Tissue Culture Collection, CCL-209)
6.1.3. Baktérium térzsek
¢+ Escherichia coli BL21 (DE3) - Thermo Fischer Scientific
¢+ Escherichia coli JM109 - Thermo Fischer Scientific

6.1.4. Felhasznalt vektorok

33

%

pGEX-4T-2 vektor - Clontech Laboratories Inc.

pcDNA 3.1/myc-His (-) A vektor - Life Technologies
pBiT1.1-C TK/LgBIT vektor - Promega

s pBiT2.1-C-TK/SmBIT vektor - Promega

s pGEM T-Easy vector - Promega

X/
L X4

X/
L) o

L)

6.1.5. Alkalmazott antitestek

X/
L X4

aktin (anti-nyul poliklonalis antitest) - Sigma Aldrich (#A5060)

7/
L X4

anti-egér IgG tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt antitest - Cell Signaling Technology,
Inc. (#7076)

anti-nyul IgG HRP-konjugalt antitest - Cell Signaling Technology, Inc. (#7074)

CD31 - Cell Signaling Technology, Inc. (#3528S)

c-myc (anti-egér monoklonalis antitest) - Invitrogen (#13-2500)

X3

%

X/
L X4

7/
L X4

R/
L X4

flotillin-1 (anti-egér monoklonalis antitest) - LifeSpan BioSciences (LS-C307575)

X3

%

flotillin-1 (anti-nyul poliklonalis antitest) - Cell Signaling Technology, Inc. (#3253S)

X/
L X4

foszfo-Ser PKC szubsztrat (anti-nyul poliklonalis antitest) - Cell Signaling Technology,
Inc. (#22615S)

PP2A A (anti-nyul poliklonalis antitest) - Cell Signaling Technology, Inc. (#2039S)
PP2A B55a (anti-nyul poliklonalis antitest) - Cell Signaling Technology, Inc. (#2290S)

53

%

X/
£ %4

X3

%

PP2A B55a (anti-egér monoklonalis antitest) - Cell Signaling Technology, Inc.
(#5689S)

22



X/
£ %4

PP2A C (anti-nyul poliklonalis antitest) - Cell Signaling Technology, Inc. (#2038S)

X3

%

thrombospondin-1 (anti-nyul poliklonalis antitest) - Cell Signaling Technology, Inc.
(#14778)

thrombospondin-1 (anti-egér monoklonalis antitest) - Santa Cruz Biotechnology (sc-
393504)

% V5 (anti-egér monoklonalis antitest) - Thermo Scientific (R960-25)

X3

%

4

X/
*

*
*

V5 (anti-egér monoklonalis antitest) - Cell Signaling Technology, Inc. (#13202)

6.2. Modszerek

6.2.1. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A flotillin-1 kodolo szekvenciajat a laborunkban mar korabban eldallitott human tiido
artéria endotél sejtekbdl (HPAEC) szdrmazd cDNS felhasznéldsaval sokszorositottuk. Az
amplifikacié soran a pGEX-4T-2 vektorba valo klonozashoz sziikséges hasitohelyeket (lila

szinnel jelolve) tartalmazo primereket alkalmaztuk.

Primerek szekvenciaja:

Forward: 5° - TGG AAT TCC TATGTT TTT CACTTG TGG CCC A -3’ (Tma: 56,4°C /
Tma: 69,7°C)

Reverse: 5’ - ATG CTC GAG TCA GGC TGT TCT CAAAGG C -3’ (Tmw: 57,5°C / Tmz:
71,8°C)

1. tablazat. PCR soran alkalmazott homérsékleti profil

Lépés | Homérséklet | Idotartam Ciklusszam
l. 98°C 1 perc 1x
1. 98°C 10 masodperc
54°C 10 masodperc | 5X
72°C 15 masodperc
1. 98°C 10 masodperc
66°C 10 masodperc | 30x
72°C 15 masodperc
V. 72°C 1 perc 1x
V. 4°C 0
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A foszfomutans pGEX-4T-2-flotillin-1 Ser315Ala (foszfonull) és Ser315Asp (foszforilaciot
utanzod) plazmidok létrehozasdhoz back-to-back PCR technikat alkalmaztunk, mely sordn a mar
meglévo vad tipusu pGEX-4T-2-flotillin-1 plazmidot hasznaltuk templatként. A mutaciohoz
sziikséges nukleotidcserét a PCR soran felhasznalt forward primerek tartalmaztak (piros szinnel

jelolve a kicserélt nukleotidokat).

Primerek szekvencidja:

Ser315Ala forward: 5°/Phos/ - GAA GCC GCG GCT GTG CGG ATG C -3’ (Tm: 71,6°C)
Ser315Asp forward: 5°/Phos/ - GAA GCC GCG GAT GTG CGG ATG C -3’ (Tm: 69,5°C)
Ser315 reverse: 5°/Phos/ - TGC CTC CGC CTG CAT AAT TAG TTG GG - 3’ (Tm: 69,5°C)

2. tablazat: A flotillin-1 mutansok létrehozasahoz hasznalt PCR profil

Lépés | Homérséklet Idétartam Ciklusszam
l. 98°C 1 perc 1x
1. 98°C 5 masodperc
65°C | 66°C | 67°C | 5 masodperc 30x
72°C 90 mésodperc
1. 72°C 1 perc 1x
V. 4°C 0

Az emlds expressziora alkalmas pcDNA 3.1/myc-His (-) A vektorba valo klonozashoz a
flotillin-1 kodold szekvenciajat a korabban eldallitott pPGEX-4T-2 vektorba klonozott flotillin-
1 inzert felhaszndldsdval sokszorositottuk. Az amplifikdciohoz alkalmazott primerek

tartalmaztak a klonozashoz sziikséges hasitohelyeket (lila szinnel jel6lve).

Primerek szekvenciaja:

Forward: 5° - TGG AAT TCC TATGTT TTT CACTTG TGG CCC A - 3° (Tma: 56,4°C/
Tma: 69,7°C)

Reverse: 5’- ATA TAA GCT TGG CTG TCC TCA AAG GCT TGT G - 3° (Tma: 63,2°C/
Tma: 70,9°C)
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3. tablazat: Alkalmazott PCR profil

Lépés | Homérséklet | Idétartam Ciklusszam
l. 98°C 1 perc 1x
1. 98°C 10 masodperc
58°C 10 masodperc | 5X
72°C 13 masodperc
1. 98°C 10 masodperc
66,5°C 10 masodperc | 30X
72°C 13 mésodperc
V. 72°C 1 perc 1x
V. 4°C 0

A NanoBIT rendszerhez a PP2A B55a ¢és flotillin-1 kodold szekvenciajat a kovetkezd
primerekkel amplifikaltuk PCR technikaval. A felsokszorositott szekvencidkat a pBiT1.1-C-
TK/LgBIT illetve a pBiT2.1-C-TK/SmBIT vektorokba szubklonoztuk.

PP2A B55a esetében hasznalt primerek:
Forward: 5> - TAG AAT TCC ATG GCA GGA GCT GGA G - 3’ (Tm: 67,4°C)
Reverse: 5° - ATACTC GAG GCATTCACT TTG TCT TGA AAT ATATA -3’ (68,2°C)

flotillin-1 esetében hasznalt primerek:
Forward: 5° - GCG AAT TCCATG TTT TTC ACT TGT GGC CCA -3’ (Tm: 70,8°C)
Reverse: 5° - TAT CTC GAG ATG GCT GTT CTC AAAGGC TTG -3’ (Tm: 70,8°C)

A TSP1 kodolé szekvenciajat HeLa sejtekbdl szarmazo ¢cDNS-bol amplifikaltuk fészek
primerek felhasznalasaval, igy egy 4017 bazispar hosszusdgi szekvencidt kaptunk, amely

tartalmazza a TSP1 fehérje 3513 bazispar hosszu kodold szekvencigjat.

Primerek szekvenciaja:
Forward: 5> - GGC AAG CTT GGG ATC TCT ACATTC GTATTT -3’ (Tm: 69,2°C)
Reverse: 5’ - CCT TAG TGC TTT GGC CTC TGC TCC - 3’ (Tm. 68,5°C)
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4. tablazat. Fészek-PCR soran alkalmazott homérsékleti profil

Lépés | Homérséklet | Idotartam Ciklusszam
l. 98°C 2 perc 1x
1. 98°C 7 masodperc
71°C 7 masodperc 30x
72°C 1 perc
1. 72°C 1 perc 1x
V. 4°C 0

Ezt a PCR terméket templatként hasznalunk a TSP1 kodold szekvencijanak
felsokszorositasahoz. Az emlds expressziora alkalmas pcDNA 3.1/myc-His (-) A vektorba valo
klonozashoz az amplifikaciohoz felhasznalt primerek tartalmaztdk a klonozashoz sziikséges

hasitohelyeket (lila szinnel jelolve).

Primerek szekvencidja (pcDNA 3.1/myc-His () A vektorba valé kldénozashoz):
Forward: 5° - TAC TCG AGT AAT GGG GCT GGC CTG G -3’ (Tmy: 54,2°C/ Tmz: 70,7°C)
Reverse: 5° - GGC AAG CTT GGG ATC TCT ACATTC GTA TTT -3’(Tmu: 55.4°C / Tma:
69,2°C)

PGEX-4T-2 vektorba torténd klonozashoz a TSP1 kddold régidvjat GoTaq G2 Flexi
Polymerase-t (Promega, #M7801) felhasznalasaval amplifikaltuk. A PCR-hez hasznalt
primerek a bakterialis expressziora alkalmas pGEX-4T-2 vektorba vald klénozashoz sziikséges

hasitohelyeket tartalmaztak (lila szinnel jelolve).

Primerek szekvenciaja (pGEX-4T-2 vektorba valo klébnozashoz)

Forward: 5° - TAT GTC GAC CAT GGG GCT GGC CTG GG - 3’ (Tma: 58,4°C / Tmz: 74°C)

Reverse: 5’ - ACT ACG GTA CCT TAG GGA TCT CTA CAT TCG TAT TTC -3° (Tma:
58,4°C/ Tmz2: 73,3°C)

26



5. tablazat: A TSP1 kodolo szekvencidjanak felsokszorositasdahoz hasznalt PCR profil

Lépés | Homérséklet Idétartam Ciklusszam

l. 95°C 2 perc 1x
95°C 15 masodperc

1. 53,4-62°C 15 méasodperc 5X
72°C 3 perc 40 masodperc
95°C 15 masodperc

1. 68,3-72°C 15 masodperc 30x
72°C 3 perc 40 masodperc

V. 75°C 5 perc 1x
4°C 00

A PCR terméket 1% agardz gélen valasztottuk el, majd a Gel Extraction Kit segitségével

tisztitottuk ki a gyart6 altal leirt protokoll alapjan. A tisztitott DNS-t ezt kovetéen pGEM T-

Easy Vector System (Promega, #A1360) felhasznélasaval ligaltuk.

A TSP1 szekvencidjat lefedd, rovidebb fragmentjeinek 1étrehozasdhoz hasznalt primereket a 6.

tablazat tartalmazza. A fragmentek létrehozasahoz templat DNS-ként a teljes hosszisagu

pGEX-4T-2-TSP1 plazmidot hasznaltuk. A pGEX-4T-2 vektorba valo klénozashoz sziikséges

hasitohelyeket lila szin jeldli.

6. tablazat: TSPI fragmentek létrehozasahoz felhasznalt primerek

Konstrukt

Forward primer

Reverse primer

(1-221aa)

pGEX-4T-2-TSP1

5- TTA GGA TCC ATG GGG
CTGGCCTGG GG -3’
(Tm1: 61,8°C / Tm2: 74°C)

5°- GTA CTC GAG TCA GGT
TCC AAA GAC AAA CCT
CAC -3’

(Tmi: 59,8°C / Tma: 73,7°C)

(222-314aa)

pGEX-4T-2-TSP1

5- TGA ATT CCC ACA CCA
GAA GAC ATCCTCAGG-3¥
(Tma: 61,2°C/ Tm2: 72,1°C)

5°- GTT CTC GAG CTA CCG
CCTCAGCTCATTG-3
(Tma: 53,5°C / Tm2: 73°C)

(315-697aa)

pGEX-4T-2-TSP1

5’-TAT CCC GGG CCT CCCCTA
TGC TAT CAC AA -3
(Tmu: 58,4°C / Tmz: 73,2°C)

5~ TAT CTC GAG CTA TCA
TCC AGG TCT GTG TCC TC
- 3’

(Tma: 59,5°C / Tma: 73,8°C)

(698-1171aa)

pGEX-4T-2-TSP1

5- GTT GGA TCC GAG GAC
ACA GAC CTG GAT G - 3’
(Tm: 59,5°C / Tmz: 73°C)

5’- GAC CTC GAG TTA GGG
ATCTCTACATTCGTATTT
c-3¥

(Tma: 60,9°C / Tm2: 72,8°C)
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A pcDNA 3.1/myc-His (-) A -TSP1 foszforilaciot utanzo, illetve foszfonull mutansainak
l1étrehozasara helyspecifikus mutagenezist alkalmaztunk, mely soran a vad tipusu pcDNA
3.1/myc-His (-) A - TSPI1 plazmidot hasznaltuk templatként. A foszforilacidt utanzé mutans
esetében a potencialis Ser oldallancot aszparaginsavra, mig foszfonull mutans esetében alaninra
cseréltiilk. A pontmutaciot okozé nukleinsaveseréket a PCR sordn hasznalt forward primerek

tartalmaztak (piros szinnel jelolve).

Primerek szekvenciaja Serd4 esetében:
Serd44Ala forward: 5’-/Phos/ CGC AAG CGG GCT GGG CGC CGA -3’ (Tm: 73,1°C)
Serd4 reverse: 5° -/Phos/ CGC AAG GGG GAT GGG CGC CGA -3’ (Tm. 71°C)

Primerek szekvencidja Ser93 esetében:

Ser93Ala forward: 5°-/Phos/ TTC TGG CAG CCC TGA GGC AGA - 3’ (Tm: 65,3°C)
Ser93Asp forward: 5’-/Phos/ TTC TGG CAG ACC TGA GGC AGA -3’ (Tm: 63,2°C)
Ser93 reverse: 5’-/Phos/ CGT GCC CCG GGT CTT CTT CA -3’ (Tm: 64,6°C)

A pGEX-4T-2-TSP1121%@ Ser44Ala/Ser93Ala duplamutins 1étrehozasandl az Ser93Ala
forward - Ser93 reverse nukleotidsav cseréhez sziikséges primerpart alkalmaztuk a pGEX-4T-
2-TSP11-221% Ser44 Ala konstruktot felhasznalva templatként.

6.2.2. RT-PCR és kvantitativ valds idejii PCR (qPCR)

Az RT-PCR soran EC-kbdl GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific;
#K0732) felhasznalasaval eldszor totadl RNS-t izolalunk. 500ng total RNS-bdl oligo-dT
primerek, illetve RevertAid reverz transzkriptdz enzim (Thermo Scientific; #EP0441)
segitségével cDNS-t szintetizaltunk.

A gPCR soran az EC-kbdl szarmazo cDNS-t alkalmaztuk templatként. A reakcidohoz
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mixet (Thermo Scientific; #K0221) alkalmaztunk a
gyart6 altal ajanlott protokoll alapjan. A mérésekhez a LightCycler 480 Thermocycler (Roche,
Basel, Svajc) miiszert hasznaltuk a 7. tabldazatban talalhaté PCR profilt alkalmazva. A mérések
soran a 8. tablazatban lathatd génspecifikus primerparokat alkalmaztuk. Minden biologiai
ismétlés soran harom technikai parhuzamossal dolgoztunk. Az eredmények kiértékelése soran
a kapott értékeket (Ct érték) B-aktinra és/vagy GAPDH-ra normalizéltuk, ezt kdvetden a

normalizalt értékeket 224 képlet alapjan szamoltuk ki.
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7.tablazat: A qPCR soran hasznalt PCR profil

Lépés | Ciklus neve Hoémérséklet Idétartam Ciklusszam
. UDG-eldkezelés 50°C 2 perc 1x
1. Pre-inkubacid 95°C 10 perc 1x
1. Amplifikalas 95°C 15 masodperc 40x
60°C 1 perc
V. Olvadasi gorbe analizis | 95°C 5 masodperc 1x
60°C 1 perc
97°C 10 masodperc
V. Hités 40°C 30 mésodperc 1x
8.tablazat: A qPCR soran hasznalt specifikus primer parok
Gén Forward primer Reverse primer
TSP1 5’- CCT GGA CTT GCT GTA GGT | 5° - CCT CTC GGT GTT GAT GAA
TATG-3 GAAG-3
PP2A A | 5- GCT GGC CAT CAT CGA GTA | 5°- CCA TGC ACA AGG AGT TGA
TATG-3 GT-3
PP2AC | 5’- GAT GGG CAG ATC TTC TGT | 5’- GTC ACA CAT TGG ACC CTC
CTAC-3% AT -3
PP2A 5’- CAA CCG GAG ATA AAG GTG | 5’- GGC TCT GAA AGG TGC TGT
B55a GTAG-3% AA -3’
PP2A BB | 5’- GAC TTA CCA GGT TCA CGA | 5’- ATG ACA CTG TCT GAC CCA
CTAC-3% TTC-3
PP2A By | 5°- ATG ACG TCT ACA GCA CTT | 5’- GGG AGC CAC TTG ATC TTG
TCC-3’ TT-3
PP2A B3 | 5°- TGG ACA TCA AGC CTG CTA | 5°- GCT ACT GCT GTA GAC GAA
AC-3’ CAC-3
GAPDH | 5’- GAT GCT GGT GCT GAG TAT | 5’- GCA GAA GGT GCA GAG ATG
GT-3% AT -3
B-aktin 5’- GCA AGT ACT CCG TGT GGA | 5°- GAC TCA TCG TAC TCC TGC

TT-3

TTG-3
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6.2.3. Agar6z gélelektroforézis és DNS tisztitas gélbol

A DNS méret szerinti elvalasztasara alkalmazott agardz gélelektroforézishez hasznalt
agarozt IXTAE pufferben melegitéssel oldottunk fel, majd a DNS fragmentumok
detektalasanak érdekében 20000x higitdsban GelRed (Biotium Inc.; #41003) nukleinsav
festéket adtunk az oldathoz. A vizsgalandé DNS elvalasztdsdhoz méretétdl fiiggden 0,9%-1,2%
agardz tartalmu géleket hasznaltunk fel. Az oldatot buborékmentesen futtatd talcaba ontottiik,
majd hagytuk megszilardulni. A fragmentek méretének ellenérzésére 1kb DNS 1étrat (Thermo
Fischer Scientific; #SM0311) alkalmaztunk. A futtatast 60-80 V-on végeztik 1xTAE
pufferben. A gélbdl steril szikével jol korbehataroltan a megfeleld méretnél megjelend DNS
savokat kivagtuk UV megvilagitasnal, majd Thermo GeneJET Gel Extraction (Thermo Fischer
Scientific; #K0692) kit segitségével, a gyarto altal leirt protokoll alapjan a DNS-t kinyertiik a
g¢lbdl. A DNS eluélasat 50-55°C-os vizflirdoben nukledzmentes vizben végeztiik. A gélbdl

crer

mértiik le. Az izolalt DNS-t a Azso280= 1,8-2,0 értéke kozott tekintettiik tisztanak.

6.2.4. Restrikcios emésztés

A klénozashoz hasznalt inzerteket és a pGEM T-Easy, pGEX-4T-2-, illetve pcDNA
3.1/myc-His (-) A vektorokat a jelolt restrikcios enzimekkel emésztettiik 37°C-os vizfiirdében
1 oran keresztiil, ezaltal kialakitva a kompatibilis tapadés DNS végeket. Back-to-back PCR
soran felsokszorositott vektor-inzert termékeket, futtatast és tisztitast kovetden Dpnl restrikcids
enzimmel emésztettiik, mely metilacid alapjan a templat DNS-ként hasznalt DNS-t hasitja el,
ezaltal meghagyva a tiszta, PCR altal amplifikalt terméket. Dpnl enzimmel valé emésztés soran

szintelen 10x Fast Digest puffert alkalmaztunk, majd gél extrakcios kittel tisztitottuk.

Felhasznélt FastDigest restrikcios endonukledzok mindegyike a Thermo Scientific™-

t6l szarmazik:

% BamHI - 5’...GGATCC...3’ (#FD0054)
% ECORI-5’...GGATTC...3’ (#FD0274)

* Hindlll - 5°...AAGCTT...3> (#FD0504)
% Kpnl-5°...GGTACC...3’ (4FD0524)

% Notl - 5°...GCGGGCCGC...3’ (#FD0596)
% Sall - 5°...GTCGAC...3> (#FD0644)
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% Scal - 5’...AGTACT...3’ (#FfD0434)
% Xhol - 5’...CTCGAG...3” (#FD0695)
% Xmal -5°...CCCGGQG...3’ (#ERO171)

6.2.5. Ligalas

A ligalasi elegyet steril koriilmények kozott mértiik 6ssze, 1,5 ml-s mikrocentrifuga
csovekbe. Az eldzdleg restrikcios enzimekkel elokésztett pGEX-4T-2 vektort €s flotillin-1 vagy
TSP1 inzertet (1:3, 1:5 vagy 1:7 inzert:vektor molaris aranyban), illetve a linearis back-to-back
foszfomutans plazmidokat T4 DNS ligaz enzim (Thermo Fischer Scientific, #15224025)
jelenlétében 1 oOran keresztiil szobahdmérsékleten, vagy egy ¢éjszakan keresztiil 4°C-on

inkubaltuk, majd a ligalasi elegyeket JM109 E.coli kompetens sejtekbe transzformaltuk.

6.2.6. Transzformalas

A JM109 E.coli kompetens sejteket jégen felolvasztottuk majd egy 15 ml-s centrifuga
cs6be 100ul kompetens sejtet mértiink, melyhez hozzaadtuk a ligdlasi elegyeket és 20 percen
keresztiil jégen inkubaltuk. A kontrollként hasznalt kompetens sejthez nem adtunk DNS-t. Az
inkubacios 1d0 lejarta utan a mintakat 45 masodpercig 42°C-os vizfiirddbe helyeztiik, majd ujra
2 percig jégen inkubaltuk. Ezutan 20 mM gliikoz tartalma szuper optimalis tapkozeg (SOC)
oldatot adtunk a sejtekhez és 45 percen keresztiil, 37°C-on 180 rpm fordulatszdmon razattuk
Oket, hogy kialakuljon az antibiotikum rezisztencia. A razatast kovetéen a transzformalt
mintakbol 50 pl-t ampicillin tartalmt LB-agar plate-re szélesztettiink, mig a kontroll mintakat
LB-agarra ¢és antibiotikumot is tartalmazd LB plate-re kentiik ki, amelyeket egy éjszakan

keresztiil 37°C-os inkubatorban helyeztiik.

6.2.7. Plazmid tisztitas és DNS szekvenaltatas

Az antibiotikumtartalmi LB taptalajon felnétt telepek koziil 2-4 darabot 3 ml
antibiotikumtartalmi LB tapoldatba oltottunk és 16-18 6ran keresztiil 37°C-on, 180 rpm-en
razattuk. Az inkubéacid utan a baktérium sejtszuszpenziébdl Thermo GeneJET Plazmid

Miniprep Kittel (Thermo Fischer Scientific; #K0503) a gyartd protokollja alapjan tisztitottuk a
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DNS-t. Nagyobb mennyiségli plazmid DNS kinyeréséhez a 16-18 6ran keresztiil rdzatott
mintakat 1:1000 higitasban antibiotikum tartalmti LB tapoldatba mértiik és az el6zéekben leirt
paramétereknek megfeleléen razattuk. Ezen plazmidok tisztitisihoz GeneJET plazmid
Maxiprep kitet (Thermo Fischer Scientific; #K0492) hasznaltunk. Az izolalt DNS tisztasagat
plazmidokat restrikcios emésztéssel is ellendriztiik. A létrehozott pontmutéaciokat és a klonozas

sikerességét szekvenaltatassal validaltuk, amelyet a BIOMI Kft. (G6dollo) végzett.

6.2.8. Bakterialis fehérje expresszid optimalizalasa, GST-fuzi6s fehérjék termeltetése

A glutation S-transzferaz (GST) cimkével ellatott rekombinans fehérjék
expresszidjanak optimalizalasahoz a kitisztitott rekombinans plazmidokat BL21(DE3) E. coli
kompetens sejtekbe transzformaltuk. Az optimalizalés els6 1épéseként egy telepet leoltottunk,
amelyet 16-18 oran keresztiil 37°C-on, 180 rmp-en razattunk. Kovetkezé nap 1:1000 aranyban
higitottuk a baktériumokat 2xYT oldatban €s ODsoo: 0,5-ig ndvesztettiik a sejteket, 37°C-on,
180 rpm-en. Ezt kovetben a sejtszuszpenzidt 7db 50 ml-s falkoncsébe porcidztuk majd
kiilonbdz6 koncentracidban izopropil-1-tio-pf-D-galaktozidot (IPTG) adtunk hozzéjuk, és
kiilonb6z6 homérsékleten (13°C, 25°C és 37°C) razattuk a mintakat. A kontroll mintdhoz nem
adtunk IPTG-t. A mintakbol 100 pl-t 5x SDS mintapufferrel denaturaltunk, majd a fehérje
termeltetés sikerességét SDS-PAGE-en ellendriztiik. A csdvekben maradt baktériumokat
centrifugéldssal 6sszegytijtottiik (3750 rpm, 5 perc, 4°C), majd a pelletet 1x PBS-sel mostuk és
felhasznalasig -70°C-on taroltuk. A 9. tablazat tartalmazza az optimalizalads eredményeként

kapott, tovabbiakban felhasznalt termelési koriilményeket.
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9. tablazat: A rekombinans fehérjék termeltetésének indukalasahoz hasznalt paraméterek

Fehérje IPTG Hoémérséklet | Indukalasi ido
koncentracio
GST 0,5mM 37°C 3 6ra
GST-flotillin-1 0,1ImM 25°C 3 ora

GST-flotillin-1 Ser315Ala
GST-flotillin-1 Ser315Asp
GST-TSP11-22L, 0,1mM 13°C 16-18 ora
GST-TSP1'22! Ser44Ala
GST-TSP11%2 Ser93Alla,
GST-TSP11221 Ser93Asp,
GST-TSP1122! Ser44Ala/Ser93Ala

GST-TSp1222314 1ImM 37°C 3 ora
GST-TSP1315-697 0,1ImM 25°C 16-18 6ra
GST-TSp16%-1i7t 0,5mM 25°C 3 ora

6.2.9. A rekombinans fehérjék tisztitasa

A baktérium sejteket proteaz inhibitor koktélt (1:1000) tartalmazé lizis pufferben
szuszpendaltuk, majd Branson Sonifer (AMS Materials) homogenizaldéval 30% duty cycle és
3-as output kontrol beallitassal a GST-flotillin-1 vad tipust és foszfomutans fehérjék esetében
2x45 masodpercen keresztiil jégen tartuk fel. Az ultrahangos kezelést kovetden 50 pl mintat 2x
SDS mintapufferrel forraltuk (total minta), mig a maradék feltart lizatumot 12000 rpm-en, 4°C-
on, 20 percen keresztiil centrifugéltuk. Ezt kdvetden Gjabb mintat vettiink (feltart minta), majd
a maradék feliiltiszot el6zéleg 1x PBS-sel mosott 20 pul glutathion Sepharose 4B gyantara (GE
Healthcare) mértiik €s 2 o6ran keresztiil 4°C-on forgattuk. A nem kotédott fehérjék eltavolitasa
érdekében a gyantat 3x mostuk 1x TBST oldattal, majd a kotédott fehérjéket 60 pl 2x SDS
mintapufferrel f6zéssel eluadltuk. A fehérje tisztitas sikerességét 10%-0s poliakrilamid

gélelvalasztassal ellendriztiik.

A TSP1 fehérje fragmentek tisztitasa hasonlé modhoz zajlott, de a GST-TSP112%a
fragmentek esetében (vad tipust vagy foszfomutans) a feltarashoz 1%-0s Na-lauril-szarkozin-
t hasznaltunk, amely alkalmas a zarvanytestek szolubilizalasara. A feltaras utan a sejtlizatum

Na-lauril-szarkozin tartalmat 0,008%-ra higitottuk ¢és Triton-X detergenssel (1:200)
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egészitettiik ki [120]. Ezenkiviil a TSP1 fragmentek immobilizalasahoz eltérd idGintervallumot
hasznéltunk (10. tibldzat). A GST-TSP1%22314@ rekombinans fehérje nagy mennyiségben

termelddott az indukcid hatésara, igy az immobilizaldshoz 16-szoros higitast alkalmaztunk.

10. tabldzat: GST-TSP1 fragmentek tisztitdsi, immobilizaldsi kériilményei

Rekombinans fehérje | Na-lauril-szarkozin | Feltaras (masodperc) | Immobilizalas
GST-TSp11221aa 1% 2 x45” 16-18 ora, 4°C
GST-TSpj222-314a - 45” 3-4 6ra, 4°C
GST-TSp1315-697a - 2 x45” 16-18 6ra, 4°C
GST-TSp]6%-1i71aa - 60” 16-18 ora, 4°C

6.2.10. Tdo artéria endotél sejtek tenyésztése

Kisérleteinkhez marha tiidé artéria endotél sejteket (BPAEC) hasznaltunk. A sejteket
10% hdinaktivalt fotalis marha szérumot (FBS) (Sigma Aldrich; #F9665), 1% nem esszencialis
aminosavat (Lonza; #13-114E), 1% Na-piruvat-ot (Lonza; #BE13-115E) és 2mM L-glutamint
tartalmazé komplett médiumban (Minimum Essential Media (MEM), Lonza; #12-611F)
tenyésztettiik 37°C-on, 5% COztartalmu €s 95% paratartalmu inkubatorban. A BPAEC sejteket
a 16.-21. passzalasi szam kozott hasznaltuk. Amikor a sejtek elérték a 100%-os konfluenciat, a
tapoldatot steril koriilmények kozott leszivtuk, majd a letapadt sejteket 10 ml PBS oldattal
mostuk. Ezt kovetéen 2 ml Tripszin-EDTA-t (Lonza; BE17-141E) adtunk a sejtekhez, 2 percre
az inkubatorba tettiik, hogy a sejtek a flaska aljatol felvaljanak. A tripszint friss, komplett
médium hozzdadéasaval inaktivaltuk, a sejteket szuszpendaltuk, majd 1:3 aranyban higitottuk és

felhasznalasig/kovetkezd passzalasig visszahelyeztiik az inkubatorba.

6.2.11. Transzfektalds, géncsendesités és kezelések

A BPAEC sejteket Lipofectamine 3000 reagens felhasznalasaval (InvitrogenTM;
#L.3000015) transzfektaltuk a rekombinans plazmidokkal (pcDNA3.1/myc-His (-) A - flotillin-
1 vad tipus, - flotillin-1 Ser315Ala, - flotillin-1 Ser315Asp illetve pcDNA3.1/myc-His (-) A -
TSP1 vad tipus, TSP1 Ser93Ala, TSP1 Ser93Asp). A gyarto protokollja alapjan a DNS-hez P-
reagenst adtunk, mig a Lipofectamine reagens szérummentes médiumban higitottuk. A lipid-

DNS komplexet 6vatosan cseppenként adtuk a szérummentes médiumban 1év6 sejtekhez, majd
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4 oréra inkubatorba helyeztiik. Az inkubacids utdn a szérummentes médiumot komplett MEM-
re cseréltiik és tovabbi 24 oran keresztiil tenyésztettiik a sejteket.

Az EC-k PP2A B55a génjének csendesitéséhez 50nM PP2A B55a specifikus
SMARTpool siRNS-t (GE Healthcare Dharmacon, Inc.; L-004824-00) vagy PP2A B55a
specifikus siRNS-t (Santa Cruz Biotechnology; sc-39185) hasznaltunk Lipofectamine
RNAIMAX transzfekciés reagenssel (Invitrogen™; #3778-150). Az SiRNS-t és a
Lipofectamine RNAIMAX mixet tartalmazo szérummentes médiumot 5 percig inkubaltuk,
majd ovatosan a komplett médiumban 1év6 sejtekhez adtuk és 48 oran keresztiil tenyésztettiik
a sejteket. Kontrollként ON-TARGETplus siCONTROL nem targetalo pool siRNS-t (Thermo
Fisher Scientific; D-001810-10-01-05) hasznaltunk.

crer

tartalmazza.

11. tablazat: Endotél sejteken hasznalt kezelések

Kezelés Hatas Kezelési Idétartam
koncentracio
phorbol 12- PKC aktivator 1uM 30 perc
mirisztat 13-acetat
(PMA)
G66976 PKC inhibitor 1uM 30 perc
Okadansav (OA) foszfataz inhibitor (PP2A) 5nM 30 perc
Tautomicetin (TM) foszfataz inhibitor (PP1) 1uM 10 perc

6.2.12. Pull down (PD)

A T75-0s tenyésztd flaskaban 1év6, 100% konfluencidgji BPAEC sejteket 1x PBS
oldattal mostuk, majd protedz inhibitor tartalmu (1:1000) lizis pufferben jégen tartuk fel. A
sejtlizatumot 25 masodperces szonikalassal tartuk fel, majd 12000 rpm-en, 4°C-on, 20 percen
keresztiil centrifugéaltuk. A centrifugalas utan a feliilluszobol mintat vettiink, melyet 2x SDS
mintapufferrel fOztlink meg (total sejtlizatum). A glutathion Sepharose 4B gyantan
immobilizalt GST és GST-fuzionalt rekombinans fehérjékhez adjuk a feltart sejtlizatumot és a

mintdkat 16-18 ordn keresztiil 4°C-on forgattuk. Mésnap a pull down mintakat haromszor
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mostuk 1x TBST oldattal és a kotodott fehérjéket 100ul 2x SDS mintapufferrel f6zéssel elualtuk
a gyantarol. A pull down mintdkat SDS-PAGE gélfestéssel és Western blot technikéaval

vizsgaltuk.

6.2.13. SDS-PAGE, Western blot (WB) és Far Western blot

A fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasat a vizsgalt fehérje méretétdl fiiggden 8-
12% akrilamidot tartalmazé poliakrilamid gélen végeztiik. A gélfestéshez hasznalt mintakbol
10 pl-t vittiink fel, 0,75 mm vastag SDS-PAGE gélre, amelyet 120 V-on futtattunk 1,5 6ran
keresztiil. Az elektroforézist kdvetden a fehérjék detektalasanak érdekében a gélt 15 percig
Coomassie Brilliant Blue festékkel festettiik, majd SDS gélmos6 folyadékkal mostuk mig
lathatova valtak.

A Western blothoz hasznalt mintdkbol 20 pl-t vittiink fel 1,5 mm vastag SDS-PAGE
gélre, amelyet szintén 120 V-on futtattunk. Az elvéalasztott fehérjéket transzfer pufferben 0,45
pm porusu nitrocelluldz membranra (Advantec MFS Inc.) transzferaltuk at (100 V, 1,5 6ra).
Ezutdn a membrant 5%-0s sovany tejporban (TBST oldva) inkubaltuk 1 6rdn keresztiil, hogy a
membran szabad kotohelyeit blokkoljuk. Blokkolast kovetéen a membrant TBST-vel mostuk,
majd 16-18 oran keresztiil, 4°C-on inkubaltuk 0,1% BSA-t és elsddleges fehérje-specifukus
antitest tartalmt TBST oldattal. Mésnap a membrant 3x 5 percig mostuk TBST oldattal, majd
1 oran keresztil szobahOmérsékleten inkubéltuk anti-egér/anti-nyul IgG, HRP-konjugalt
masodlagos antitesttel (0,1% BSA tartalma TBST oldatban 1:5000 higitva). A membrant 2x5
percig TBST-vel és 1x5 percig TBS-sel mostuk. A fehérjéket Chemidoc Touch (Bio-Rad)
miszerrel detektaltuk Western Bright megnovelt kemilumineszcencia (ECL)-HRP substrate
reagenst (Advansta MFS Inc.) felhasznalva, kemilumineszencids modon.

A Far Western blot esetében a bakteridlisan termeltetett, tisztitott GST, GST-flotillin-1
¢s GST-flotillin-2 fehérjéket SDS-PAGE gélen elvalasztottuk, majd nitrocelluléz membranra
transzferaltuk. A membrant 5% szarvasmarha-szérumalbumin (BSA) tartalmtt TBST oldatban
1 6ran keresztiil blokkoltuk szobahdmérsékleten, majd 5 percen keresztiil TBS oldattal mostuk.
A BPAEC sejteket PBS-sel atmostuk, majd protedz inhibitor tartalmu (1:1000) lizis pufferben
szonikalassal feltartuk. Centrifugalast (12000 rpm, 20 percen, 4°C) koveten a feliiliszot a
membranra mértiikk és 16-18 6radn keresztiill 4°C-on inkubaltuk. Negativ kontrollként a
membrant lizis pufferrel inkubaltuk. A kdvetkezé napon a membrant 5 perces TBS mosas utan

1:1000 higitasa PP2A B55a specifikus elsddleges antitesttel (0,1% BSA, TBST) inkubaltuk 4
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oran at, 4°C-on. A membrant TBS-sel mostuk, majd 1:5000 aranyban higitott anti-nyal/anti-
egér IgG, HRP konjugélt méasodlagos antitesttel inkubaltuk. A kemilumineszcencias jeleket

Chemidoc Touch muszerrel detektaltuk.

6.2.14. Proteome Profiler Angiogenesis Array

A Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit (Bio-Techne R&D System Kft.,
ARY007) egy membran alapu szendvics immunoassay. Kisérleteink sordn a nem targetalo-,
illetve PP2A B550 specifikus siRNS-sel transzfektalt sejtek azonos fehérjetartalmu
sejtlizatumat hasznaltuk a gyartd protokolljanak megfeleden. A membranokat egyidejiileg 30
masodperces expozicidval fotéoztuk. Az eredmények kiértékeléséhez Image] szoftvert

hasznaltunk.

6.2.15. Immunprecipitacio (IP)

A T75-6s flaskaban tenyészett BPAEC sejteket PBS-sel torténd mosas utan proteaz
inhibitor tartalma IP pufferben kapartuk fel. A sejtlizatumot 25 mdésodperces szonikalassal
tartuk fel és 12000 rpm-en, 4°C-on 20 percig centrifugaltuk. A centrifugalast kovetden a
feliiluszobol mintadt vettlink, amit 5x SDS mintapufferrel foztiink meg (totdl IP minta). A
maradéek feliiluszot 20 pl eldmosott protein G- Sepharose gyantara (GE Healthcare) mértiik és
3 oran keresztiil 4°C-on forgattuk (el6tisztitasi 1€pés). A gyantat centrifugalassal (12000rpm,
4°C, 20 perc) eltavolitottuk, igy megszabadulva az aspecifikusan kotodott fehérjéktol. Az
eldtisztitott feliiluszot 20 pl elémosott protein G gyantahoz mértiik és az antitest hozzaadéasat
kovetden 16 oran keresztiil forgattuk 4°C-on. Masnap a mintékat centrifugéaltuk (3000rpm, 3
perc, 4°C) és mostuk haromszor TBST-vel, majd a kotddott fehérjéket 2x SDS mintapufferrel

fozéssel elualtuk.

6.2.16. Immunfluoreszcencia (IF) és konfokalis mikroszkopia

A BPAEC sejteket 12 lyuku sejttenyészté edényben steril iiveg feddlemezeken
tenyésztettilk. A médium leszivasa utan a sejteket TBS-sel mostuk, majd 3,7% paraformaldehid
tartalm PBS-oldattal fixaltuk, 10 percig szobahomérsékleten. A fixalast kovetden a sejteket
TBS-sel mostuk, majd 20 percig 0,5% Triton X-100 tartalma TBS oldattal permeabilizaltuk.
Mosas utdn 2% BSA tartalmi TBS-sel blokkoltuk 30 percen keresztiil. A sejteket 1:100
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aranyban blokkold oldatban higitott fehérje specifikus elsddleges antitesttel 1 6ran keresztiil,
nedveskamraban inkubaltuk. Mosast kovetden a mintdkat 1 6ran keresztiil, fénytdl elzarva,
nedves kamraban inkubaltuk 1:300 aranyban blokkold oldatban higitott fényérzékeny
masodlagos antitesttel. Az aktin filamentumokat Texas Red Phalloidin- vagy Phalloidin 633
festékkel jeloltiik. A sejtek mosasa utan TO-PRO-3 lodide vagy 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) nukleinsav festéket alkalmaztunk a sejtmagok jelolésére. A magi festés utan a mintakat
kétszer mostuk TBS-oldattal, majd SlowFade Gold antifade reagens (Molecular Probes)
segitségével rogzitettiik a feddlemezeket tdrgylemezekre. Az immunfluoreszcens képeket Leica
TCS SP8 konfokalis mikroszképpal, HC PL APO CS2 63x 1.40NA immerzids objektivvel

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

6.2.17. Proximity Ligation Assay (PLA)

A PLA Duolink In Situ kit-et (Sigma-Aldrich) a fehérjék kozti kolcsdnhatas
kimutatasara hasznaltuk. A BPAEC sejteket az immunfluoreszcens festéshez hasonloan liveg
fed6lemezen fixaltuk, permeabilizaltuk és blokkoltuk. Blokkolast kdvetden a sejteket anti-
flotillin-1 vagy anti-TSP1 és anti-PP2A B55a elsddleges antitestekkel egyszerre inkubaltuk 1
oran keresztiil nedves kamraban. A sejteket 2x5 percig mostuk, majd 1:5 aranyban higitott
oligonukleotidokkal ellatott masodlagos antitestekkel (PLA probak) inkubéltuk 1 o6rdn
keresztiik a nedves kamraban. A sejteket 1x moséd puffer A-val (DUO82047) mostuk 2x5
percig. Az 5x ligacios puffert nukledzmentes vizben higitottuk, melyhez a ligdz enzimet 1:40
aranyban adtuk és a mintdkat 30 percen keresztiil nedves kamraban inkubaltuk. A sejteket 2x2
percig mostuk mosé puffer A-val, majd az amplifikacios pufferben 1:80 aranyban higitott
polimerdz enzimmel inkubaltuk 100 percen keresztiil nedves kamrdban 37°C-on. Az
amplifikacié utan a mintakat 2x10 percig 1x mos6 puffer B-vel (DUO82048) majd 1 percig
0,01x Moso puffer B-vel mostuk. A mintakat DAPI nukleinsav festéket tartalmazo Duolink In
Situ Mounting Medium felhasznalasaval ragasztottuk targylemezekre. 15 perc elteltével a
sejtekrdl Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkdppal készitettlink felvételeket, melyeket Las AF

szoftver felhasznalasaval értékeltiink ki.

6.2.18. In vitro PKC foszforilacid és in vitro defoszforilaciod

A rekombinans fehérjéket glutathion Sepharose 4B gyantan immobilizaltuk. A gyantat

centrifugaltuk (3000 rpm, 3 perc, 4°C) és haromszor mostuk TBST-vel, majd az immobilizalt
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fehérjét tartalmazo gyantat nukleaz mentes vizben szuszpendaltuk, amely szubsztrat mintaként
szolgalt. Az in vitro PKC foszforilaciot kinaz pufferben higitott aktiv PKCa (Signal Chem)
hozzaadéasaval végeztiik, PKC aktivator ¢s ATP jelenlétében. A negativ kontroll mintdk nem
tartalmaztak aktiv PKCa enzimet. A mintakat 2 6ran keresztiil 30°C-os vizfiirdében inkubaltuk,
majd centrifugéltuk (3000 rpm, 3 perc, szobahdmérsékleten). A feliiluszo eltavolitasat kovetden
a fehérjéket 2x SDS mintapufferrel f6zéssel elualtuk. A foszforilacio sikerességét Western blot

technikaval vizsgaltuk.

12. tablazat: Az in vitro PKC foszforilaciohoz hasznalt reakcio elegyek

Reagens Foszforilalatlan mintak | Foszforilalt mintdk
Szubsztrat 30ul 30ul

PKC aktivator (1M CaCl2) 10ul 10ul

ATP assay koktél 20ul 20ul

Aktiv PKC (1U) - 40ul

Kinaz puffer 40ul -

A fehérjék in vitro defoszforilacios vizsgalatahoz tisztitott, glutathion Sepharose
gyantan immobilizalt foszforilalt rekombinans fehérjét hasznaltunk, melyekhez lizis puffert,
sejlizatumot, okadansavval vagy tautomicetinnel kezelt sejtlizatumot, nem targetald siRNS-sel
illetve PP2A B55a specifikus siRNS-sel transzfektalt sejtlizatumot adtunk. A fehérje
defoszforilaciot foszfo-specifikus antitest felhasznalasdval Western blottal ellendriztiik, amely

soran a membran aspecifikus kotohelyeit 5% BSA oldattal blokkoltuk.

6.2.19. Sejtfrakcionalas

A sejtek membran és citoplazma frakcioinak izolalasra ProteoJET Membrane Protein
Extraction Kit-et (Thermo Scientific) alkalmaztunk. A 6 lyuka sejttenyészté edényben 1évo
sejteket 1 ml PBS-sel mostuk, majd 500 ul PBS-ben 6vatosan felkapartuk és centrifugalassal
(300 g, 5 perc) gytijtottiik dssze. A pellethez moso oldatot adtunk és ismét centrifugaltuk (500
g, 5 perc). A sejtpellethez proteaz inhibitor tartalmua (1:1000) permeabilizald puffert adtunk,
vortexeltiik, majd 10 percen keresztiil jégen inkubaltuk. Ezt kdvetden mintat vettiink és 5x SDS
mintapufferrel foztik (total frakcid). A permeabilizalt sejteket 16000 g-n, 15 percig
centrifugaltuk 4°C-on, majd a feliilluszobol mintat vettiink és 5x SDS mintapufferrel foztiik

(citoplazma frakcid). A pelletet protedz inhibitort tartalmazd szolubilizdlé pufferrel
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szuszpendaltuk és 30 percen keresztiil, 4°C-on egyenletesen kevertettiik. A mintakat 16000 g-
n 15 percen keresztiil 4°C-on centrifugaltuk, majd a feliiluszobol mintat vettliink és 5x SDS
mintapufferrel foztiilk (membran frakcid). A sejtfrakciondlas sikerességét Western blottal

ellendriztik.

6.2.20. NanoBIT rendszer

A BPAEC sejteket pBiT1.1-C TK/LgBIiT-PP2A B55a ¢és pBiT2.1-C-TK/SmBIT
flotillin-1 vad tipust; Ser315Ala és Ser315Asp konstruktokkal kotranszfektaltuk. Pozitiv
kontrollként a gyart6 altal 1étrehozott SmBiT-PRKACA és LgBiT-PRKAR2A plazmidokat
alkalmaztuk, melyek a PKA Katalitikus, illetve regulator alegységeit kodoljak. Negativ
kontrollként a HaloTag-SmBiT-et kodold NanoBiT negativ kontroll vektort kotranszfektaltuk
az altalunk eldallitott LgBiT-PP2A B55a plazmiddal. A PP2A B55a ¢és flotillin-1 fehérjék
kozott kialakult kolcsonhatdsbol szdrmazo lumineszcencids jelet Tecan Spark multimode

microplate reader (Tecan Group) segitségével detektaltuk.

6.2.21. ECIS mérések (electric cell-substrate impedance sensing)

A kontroll és pcDNA3.1/myc-His (-) A flotillin-1 WT, Ser315Ala, Ser315Asp
transzfektalt BPAEC sejtek letapadasanak és elteriilését a transzfekcido utani 24 oraval
vizsgaltuk. A transzfektalt sejteket specialis, 8 elektrédas SWI10E plate-ekbe helyeztiik ¢s a
kiilonboz6 flotillin-1 formakat overexpresszald konfluens BPAEC sejteken vizsgaltuk in vitro
sebzési modszerrel. A konfluens sejtek impedancia értékei 1000-1300 Q kozott voltak. A
elektroda felszinén kiégettiik a sejteket, igy egységes méretii ,,sebet” hoztunk Iétre. Ezutan 10
oran at mértiik a sejtek impedancia valtozasat a seb bezarddasaig. A sejtek migracios sebességét
a kovetkezd képlet alapjan szamitottuk: v=r/t, ahol r az elektroda atmérdje (125 um), t pedig a
sebzarddas ideje. A sejtletapadasi €s elteriilési kisérleteknél az impedanciat 64 kHz-en, mig a

sejtmigracios vizsgalatokban 4 kHz-en mértiik.
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6.2.22. Scratch assay

A 24 lyuku sejttenyészté plate-ben 1évé BPAEC sejteket pcDNA3.1/myc-His (-) A
rekombinans plazmidokkal transzfektaltuk. 24 ora elteltével a médiumot steril 1,5 ml-s
eppendorf csévekbe gyljtottiik (kondiciondlt médium), majd a sejtekre 500 pl PBS oldatot
mértiink. Egy steril 1 ml-s pipettaheggyel egyenletes mozdulattal karcoldst végeztiink a
sejtrétegen. A PBS eltavolitasa utan a kondicionalt médiumot visszaadtuk a sejtekre. A
karcolast, valamint a sejtek sebgyogyulasi képességét oranként fotoztuk Leica MC 120 HD
mikroszkoppal, 5x nagyitast objektiv hasznalataval. A sebzarodas mértékét az Imagel szoftver

segitségével értékeltiik ki.

6.2.23. In vitro angiogenezis

Az érképzddési képesség vizsgalatdhoz Matrigel extracellularis matrixot hasznaltunk.
A p-Slide plate-be (Ibidi) jégen, buborékmentesen, 10 pl/lyuk Matrigel-t mértiink ki, majd 30
percre inkubatorba helyeztiik. Ek6zben a kontroll és pcDNA3.1/myc-His (-) A rekombinans
plazmidokkal transzfektalt BPAEC sejtek kondicionalt médiumat 6sszegytijtottiik. A sejteket
tripszinezéssel felvalasztottuk a szovettenyésztd edénybdl és megszamoltuk. Mintanként 3x10%
sejtet felszuszpendaltunk a kondicionalt médiumban, majd 50 pl-t mértiink a Matrigelt
tartalmazo lyukakba. Maradék sejteket Western blot analizisre készitettiik eld. A sejtek
érképzési képességét drankénti fotdzassal kovettilk nyomon. A felvételeket Leica MC 120 HD
mikroszkoppal készitettiik. Az F-aktin festést 5 oraval a sejtkirakas utan végeztiik, a képeket a
Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkoppal készitettiik. Az érképzés kiértékelését Imagel

szoftverrel végeztiik el.

6.2.24. 3D magneses sejttenyésztés

A 3D magneses sejttenyésztés soran az EC-ket magnetizaljuk NanoShuttle-PL
magneses gyongyokkel, amelyek a sejtmembranhoz kotddnek, igy magneses erd hatasara 3D
szferoidokat képeznek, amelyek utdnozzak a nativ szdveti kornyezetet. A géncsendesitett €s
transzfektalt sejtek magnetizdldsa a gyartd leirdsa alapjan tortént. Roviden, a 100%-0S
konfluenciaju EC-ket NanoShuttle-PL gyongyokkel (1u1/10000 sejt) inkubaltuk egy éjszakan
at. Az optimalizalt sejtszam(i magnesezett sejteket 96 lyuku sejttaszitdo edénybe helyeztiik és 20

percre az inkubatorba helyeztiik. A szferoidok kialakitasahoz specialis magnes modult
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hasznaltuk, amelyet a sejttaszitdo edény ald helyeztiink €s egy €jszakan at egyiitt inkubaltuk,
hogy a magnesezett sejtek egy pontba gylilve 3D szferoidokat képezzenek. A magnes modul
eltavolitasa utan a képzodott szferoidokrol kiilonbozo idépontokban fotokat készitettiink, hogy
nyomon kovethessiik a szferoidok valtozasait. A készitett fotokat Image) programmal

értékeltiik ki.

6.2.25. Anti-V5-agar6z affinitas gél

A BPAEC sejteket a munkacsoportunk altal korabban 1étrehozott pcDNA3.1 V5-His
PP2A B55a és pcDNA3.1 V5-His PP2A B’y konstruktokkal transzfektaltuk. 24 ora elteltével a
sejteket PBS-sel mostuk, majd 600 pl proteaz inhibitor tartalmu lizis pufferben szonikalassal
feltartuk. A sejtlizatumot 10000 g-n, 10 percig 4°C-on centrifugaltuk ¢és a feliiluszohoz 50 ul
anti-V5 agar6z gyantat (Sigma Aldrich, A7345) adtuk és 5 6ran keresztiil 4°C-on forgattuk. A
gyantat haromszor mostuk 1x PBS oldattal majd 1x SDS mintapufferrel f6ztiik meg és Western

blot-tal vizsgaltuk.

6.2.25. Tandem tomegspektrometria (LC-MS/MS)

Az 1j kolesonhatd partner azonositasahoz a pull-down kisérletét kovetden az elvalasztast SDS-
PAGE modszerrel végeztilk, majd a fehérjéket Coomassie Brilliant Blue festéssel tettiik
lathatova. Az extra savot kivagtuk a gélbdl, és tomegspektrometrids analizis céljabol Dr. Janaky

Tamasnak kiildtiik el a Szegedi Tudomanyegyetemre.
6.2.26. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag = SD formaban adtuk meg. A statisztikai analizist GraphPad
Prism (8.0.1-es verzid) szoftverrel végeztik a megjelolt tesztek alapjan. A szignifikans

kiilonbségek csillaggal (*) jeloltiik (p<0.05 (*); p<0.01 (*¥*); p<0,001(***)). Az immunblottok

denzitometralasat ImageJ (1.54h verzid) szoftver segitségével végeztiik.

42



7. Eredmények

7.1. A PP2A egy uj kolcsonhato partnerének azonositasa és ezen kolcsonhatas fiziologias
jelentéségének feltarasa

7.1.1. Aflotillin-1 fehérje azonositasa, mint a PP2A B55a 0j kdlcsonhatd partnere endotél
sejtekben

A PP2A B55a alegység 11j kolesonhatd partnerének azonositdsdhoz 1étrehoztuk a pGEX-
4T-2-PP2A B55a rekombinans plazmidot, melyet GST cimkével jelolt fehérje termeltetéshez
és tisztitashoz hasznaltunk fel. Az E.coli baktériumban jol expresszalhato GST egy 26kDa
molekulatomegii fehérje, amely glutationt tartalmazo6 affinitas oszlopon (Glutathion Sepharose)
konnyen tisztithatd. A GST és GST-PP2A B55a fehérje glutation Sepharose 4B gyantan torténd
tisztitasat kovetéen, az immobilizalt fehérjéket BPAEC sejtlizatummal inkubaltuk. Negativ
kontrollként a gyantan kikotott fehérjéhez az EC-k feltarasahoz hasznalt lizis puffert adtuk. A
pull down mintékat ezt kovetéen SDS-PAGE-n valasztottuk el, majd Coomassie Brilliant Blue-
val festettiik. Az EC sejtlizatummal inkubalt mintanal a kontroll GST mintdkhoz képest 45kDa-
nal egy halvany extra sav jelent meg, melyet a gélb6l kivagtuk és LC-MS/MS

tomegspektrometrias azonositasra kiildtiik, ahol a flotillin-1 fehérjeként azonositottak (7. abra).

GST-

PP2A Ba

GST
+ - +_:Sejtlizatum

7. abra PP2A BS55a fehérje uj kélcsonhato partnerének azonositisa - Bakterialisan
expresszalt GST és GST-PP2A B55a rekombindns fehérjét Glutathion Sepharose 4B gyantdin
immobilizaltuk, majd tiidé artéria endotél sejtlizatummal (+), illetve lizis pufferrel inkubaltuk
(-). A 2x mintapufferben fozéssel eluadlt pull down mintakat SDS-PAGE-n vdlasztottuk el, majd
Coomassie Blue Brilliant festékkel detektaltuk. A piros négyzet a PP2A B55a fehérjének egy
lehetséges uj kolcsonhato partnerét jeloli, melyet LC-MS/MS tomegspektrometrids méréssel a
flotillin-7 fehérjeként azonositottak.
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A PP2A B55a ¢és flotillin-1 fehérjék kozti kdlesonhatas kimutatasat a pull down mintak
Western blot analizisével is igazoltuk, ahol pozitiv kontrollként sejtlizatumot hasznaltunk. A
mintakat 11%-0s SDS-PAGE gélen valasztottuk el, majd a fehérjéket nitrocellul6z membranra
transzferaltuk. A membrant blokkoltuk, majd flotillin-1 elleni antitesttel ¢s HRP-konjugalt
masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A sejtlizatumban a flotillin-1 fehérje ~47kDa-nal lathato.
A PP2A B55a fehérjével vald kolcsonhatast a sejtlizitummal inkubalt GST- PP2A B55a

mintanal megjelend flotillin-1 jel igazolja (8. abra).

.sfs

& GST-
\Da § & PP2ABa
77 _* + - + :sejtlizitum
55_ WB:
37 _|[o= | FLOT-1

pull down

8. dbra A PP2A B55a és flotiliin-1 fehérjék kozti kolcsonhatds igazoldsa - Bakterialisan
expresszalt GST és GST-PP2A B55a fehérjéket Glutathion Sepharose 4B gyantin

immobilizaltuk, majd a mintakat lizis pufferrel, illetve BPAEC sejtlizatummal inkubaltuk 16
oran keresztiil, 4°C-on. Pull downt kovetéen a mintakat SDS-PAGE-n valasztottuk el és
flotillin-1 specifikus antitesttel vizsgaltuk Western blottal.

7.1.2. A rekombinans GST-flotillin-1 fehérje l1étrehozasa

A kolcsonhatas tovabbi vizsgalatahoz szerettiik volna 1étrehozni a rekombinans GST-
flotillin-1 fehérjét. A flotillin-1 kodold szekvencigjat PCR technikaval sokszorositottuk fel
HPAEC-bdl szdrmazd cDNS felhasznéldsaval. A felhasznalt primereket ugy terveztiikk meg,
hogy a PCR termék alkalmas legyen a pGEX-4T-2 vektorba vald klonozashoz. Az
amplifikédlashoz hasznalt homérsékleti profil (Anyagok ¢és modszerek 1. tablazat)
megtervezésében figyelembe vettiik a primerek olvadasi hdmérsékletét (Tm). A folyamat elsd
ot ciklusaban a flotillin-1 szekvenciajara illeszked6 Tm értéket alkalmaztuk, mig a tovabbi
harminc ciklusban a klonozashoz sziikséges teljes hosszusagu primerek Tm értékét vettiik
figyelembe, mellyen kialakitottuk a vektorba valé illesztéshez sziikséges EcoRI illetve Xhol
hasitohelyeket. A Phusion DNS polimerdz nagy szoveghiiségii, hdstabil enzim, ezaltal a reakcid

soran a DNS denaturalasa 98°C tortént, mig az elongéacid 72°C-on. A PCR termékeket (két
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parhuzamos minta) 1,2% agar6z gélen valasztottuk el. A flotillin-1 szekvenciajanak
megfeleléen, a vart méretnél, 1284 bazisparnal kaptunk jelet (9.A abra), amelyet UV
megvilagitas mellett steril szikével kivagtunk a gélbdl, majd GelExtraction Kit segitségével
izolaltuk a gélbdl a DNS-t. Az igy kapott inzertet EcoRI és Xhol restrikcios enzimekkel
emésztettiik, majd a pGEX-4T-2 vektorba ligaltuk. A ligalasi elegyet E.coli IM109 sejtekbe
transzformaltuk. A feln6tt telepekb6l DNS-t izolaltuk, majd a pGEX-4T-2 vektort és a pGEX-
4T-2-flotillin-1 rekombinans plazmidokat EcoRI illetve EcoRI/Xhol restrikcios enzimekkel
megemésztettiik és 1,2%-o0s agardz gélen futtattuk. Az iires vektor esetében mindkét emésztési
kozegben a vektor méretében (4970 bazispar) kaptunk savot, mig a rekombinans plazmidnal
EcoRI enzimmel valdo emésztésnél 6200 bazispar méretnél jelent meg sav, EcoRI és Xhol
emésztésnél pedig a pGEX-4T-2 vektor valamint a flotillin-1 méretében kaptunk savot (9.B
abra). A restrikcids analizis eredményeként megallapitottuk, hogy a plazmidok tartalmazzak a

flotillin-1 szekvenciajat, melyet a BIOMI Kft. altal tortént szekvenalas is megerdsitett.
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9. dbra Babkteridlis expressziora alkalmas flotillin-1 rekombindnsok létrehozdsa - A) A
flotillin-1 kddolo szekvencidjat HPAEC c¢DNS felhasznadlasaval PCR technika segitségével
felsokszorositottuk, majd a két parhuzamos PCR terméket (minta 1, minta 2) agaroz gélen
elvdlasztottuk. B) A pGEX-4T-2 vektort, valamint a két parhuzamos pGEX-4T-2-flotillin-1
rekombindns plazmidot (kién 1; kion 2) ECORI illetve ECORI és Xhol restrikcios enzimekkel
emesztettiik, majd 1,2%-os agaroz gélen valasztottuk el. A pGEX-4T-2 vektor mérete 4970 bp,
a flotillin-1 kédolo szekvenciaé 1284bp.

A rekombinans GST-flotillin-1 fehérje eléallitasanak els6é 1épéseként a rekombinans
plazmidokat fehérje expressziora alkalmas BL21 (DE3) E. coli kompetens sejtekbe

transzformaltuk. A rekombinans GST-flotillin-1 fehérje termeltetéséhez sziikséges
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legoptimalisabb koriilmények megtalalasa érdekében a pGEX-4T-2-flotillin-1 plazmidot
hordozé kompetens sejteket kiilonbozé hdmérsékleten (25°C; 37°C) és IPTG koncentraciokkal
(0,2 mM; 0,5 mM; 1 mM) indukaltuk. Kontrollként indukalatlan mintat is hasznaltunk mindkét
hémeérsékleten. A mintakat az indukciot kdvetden 3 oraval vettiik, melyeket SDS-PAGE gélen

crer

25°C-on inkubalt mintaban kaptuk a GST-flotillin-1 fehérje méretében (71kDa) (10. abra).

Hoémérséklet: 25°C 37°C

IPTG mM): |0 01 05 10/l01 05 1,0/
e 0 0 TTeET—
75kDa_| L "

B GST-flotillin-1
55kDa_ i
37kDa

25kDa
17kDa_

10. dbra A GST-flotillin-1 fehérje expressziojanak optimalizdaldsa - A rekombindns fehérje
overexpressziojanak ellendrzésére indukciot kévetden a tenyészetekbol mintat vettiink és SDS-
PAGE-en vdlasztottuk el. A fehérjéket Coomassie Blue Brilliant festékkel detektaltuk. A piros
nyil a GST-flotillin-1 fehérje méretét jelili.

A GST-cimke lehetdvé teszi a fehérje affinitas kromatografias tisztitasat, ezért a GST-
flotillin-1 fehérjét szolubilizaltuk és glutathion Sepharose 4B gyantan tisztitottuk. A tisztitas
sikerességének ellendrzése érdekében mintat vettiink a szonikalast kovetd lizatumbol (total), a
centrifugalas utani feliiliszobol (feltart minta), valamint a glutathion Sepharose 4B gyantan
immobilizalt fehérjékbol. Kontrollként GST-t alkalmaztunk. A mintakat 11%-0s SDS-PAGE
gélen valasztottuk el, majd a fehérjéket Coomassie Blue Brilliant festékkel detektaltuk. A GST
¢és a GST-flotillin-1 fehérjék esetében is a vartnak megfeleléen kaptunk savot, mely a tisztitas
sikerességét igazolja (11. abra). A GST-flotillin-1 esetében a gélfestésen megjelend extra savok

a fehérje degradacios termékei.
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<«—— GST mérete

11. dbra Rekombinans GST-flotillin-1 fehérje tisztitasa - A GST és GST-flotillin-1 fehérjék
tisztitasahoz glutathion Sepharose 4B gyantadt haszndltunk. Indukciot kévetéen mintdat vettiink
a total lizatumokbdl (totdl mintak), a szonikadlassal torténd feltart mintakbol (feltart mintak) és
végiil a gyantan immobilizalt mintakbol (gyanta mintak). A GST fehérje mérete 26kDa, mig a
GST-flotillin-1 esetében a vartnak megfeleléen 75kDa alatt kaptunk savot (a piros nyilak jelolik
a fehérjéket).

Mivel a flotillin-1 és flotillin-2 fehérjék aminosav szekvenciaja 50%-ban hasonlosagot
mutat [71], ezért a flotillin-1 fehérjéhez hasonléan eléallitottuk a pGEX-4T-2 flotillin-2
rekombinans plazmidot és optimalizaltuk a GST-flotillin-2 fehérje termeltetését is. A PP2A
B55a ¢és flotillin fehérjék kozotti kdlesonhatas vizsgalatdhoz pull down maddszert alkalmaztunk.
A GST-flotillin-1, illetve GST-flotillin-2 rekombinans fehérjéket immobilizaltuk, majd EC
sejtlizatummal inkubaltuk. A pull down mintdkat Western blot analizissel vizsgaltuk PP2A
B55a specifikus antitest felhasznalasaval (12.A abra). Eredményeink alapjan a PP2A B55a
csak a flotillin-1 fehérjével 1ép kolcsonhatasba. A PP2A BS55a és flotillin fehérjék kozti
kolcsonhatast Far Western blot technikaval is megvizsgaltuk. A GST-flotillin-1 és GST-
flotillin-2 rekombinans fehérjék affinitas kromatografiaval tisztitottuk. A fehérjék tisztasaganak
ellendrzésére a mintakat SDS-PAGE-n valasztottuk el, majd a fehérjéket Coomassiec Blue
Brilliant festékkel detektaltuk. Ezzel parhuzamosan a tisztitott fehérjéket 11%-0s poliakrilamid
gélen valasztottuk el, majd nitrocelluloz membranra transzferaltuk. Blokkolas utan a membrant
4 6ran keresztiil EC sejtlizatummal inkubaltuk. Mosasi 1épéseket kovetden a membrant PP2A
B55a specifikus elsddleges antitesttel inkubaltuk, majd HRP konjugalt masodlagos antitesttel.

A kemilumineszcens jeleket Chemidoc Touch miiszerrel detektaltuk. (12.B abra). A pull downt
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kovetd Western blot illetve a Far Western blot eredményei alapjan kijelenthetjiik, hogy a PP2A
B55a specifikusan csak a flotillin-1 fehérjével 1ép kdlcsonhatasba, mig a flotillin-2 fehérjével

nem alakul ki kolcsonhatas.
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12. dbra A PP2A B55a és a flotillin fehérjék kozotti Kolcsonhatds vizsgdlata -A) Glutathion
Sepharose 4B gyantin immobilizalt GST, GST-flotillin-/ és GST-flotillin-2 rekombindns
fehérjéket endotél sejtlizatummal inkubaltuk. A fehérjék kozti kélcsonhatist PP2A B55o
specifikus antitest felhasznalasaval ellendriztiik Western blot kisérletben. B) A kolcsonhatas
vizsgalatahoz GST, GST-flotillin-1 és GST-flotillin-2 fehérjéket Far Western blot technikaval
vizsgaltuk. A rekombindns fehérjék tisztasiganak ellenorzésére a mintakat SDS-PAGE-n
valasztottuk el és a tisztitott fehérjéket Coomassie Blue Brilliant festékkel tettiik detektdlhatova.

Annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy a flotillin-1 kdlcsonhatasba 1ép az egész PP2A
holoenzimmel, a pull down mintdkat a PP2A alegységeire is megvizsgaltuk. Eredményeink
alapjan a flotillin-1 fehérje a PP2A holoenzim A (szerkezeti), BS5a (regulator), illetve C
(katalitikus) alegységével kdzvetlen vagy kozvetett modon kdlcsonhat (13.A abra).

A kolcsonhatas tovabbi vizsgalatahoz BPAEC sejtekbél immunprecipitaltunk a flotillin-
1 ¢és PP2A B55a fehérjéket specifikus antitestek felhasznalasaval. Az immunkomplexeket
Western blot technikaval vizsgaltuk, pozitiv kontrollként sejtlizatumot, negativ kontrollként
egér IgG-t hasznalva (13.B abra). A fehérje-specifikus antitestek képesek voltak megkotni az
endogén fehérjéket, tovabba a PP2A B55a jelen volt a flotillin-1 immunprecipitatumaban, mig
a flotillin-1 fehérjét sikeresen detektaltuk a PP2A B55a immunprecipitatumaban. A negativ
kontrollként hasznalt egér IgG mintaban nem detektaltuk a fehérjéket.

A kovetkezd 1épésben azt szerettiik volna igazolni, hogy a flotillin-1 fehérje
specifikusan a PP2A B55a izoformajahoz ko6tddik. Ehhez olyan a laborunkban korabban
eldallitott plazmidokat hasznaltunk fel, melyek a B55a és egy masik B regulator alegységet a

48



B’y-t kodoljak, valamint a fehérjék expresszidjakor V5 cimkével latjak el dket. Endotél sejteket
pcDNA V5-His PP2A BS55a, valamint pcDNA V5-His PP2A B’y konstruktokkal
transzfektaltuk, majd a sejteket 24 6ra mulva feltartuk. A V5-cimkét tartalmazd PP2A B55a és
PP2A B’y fehérjéket anti-V5 affinitds gélen tisztitottuk. A transzfekcid sikerességét és a
kolcsonhatast Western blot technikaval mutattuk ki V5 antitest felhasznalasaval (13.C abra).

Eredményeink alapjan a flotillin-1 fehérje izoformaspecifikusan csak a B55a regulator

alegységhez kotodott.
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13. abra A flotillin-1 kélesonhatdsa a PP2A B55a holoenzimmel - A) A glutathion Sepharose
4B gyantan immobilizalt GST és GST-flotillin-1 fehérjéhez BPAEC sejtlizatumot adtunk. A pull
down mintakat Western blot analizissel vizsgaltunk a PP2A holoenzim alegységeire specifikus
antitestek felhasznalasaval. B) Endotél sejtlizatumbol immunprecipitaltuk a PP2A B550. és a
flotillin-1 fehérjéket, majd az immunkomplexeket SDS-PADE-n valasztottuk el és a fehérjékre
specifikus antitestek felhasznaldasaval Western blottal vizsgaltuk. A kontrollként hasznalt
Mintdhoz egérbdl szdarmazo IgG-t adtunk az immunprecipitdcio soran. C) pcDNA3.1 V5-His
PP2A B55a és pcDNA3.1 V5-His PP2A B’y plazmidokkal transzfektalt sejtlizatumokat anti-V'5
agaroz affinitas géllel inkubaltuk. A total sejtlizatumokat és az immobilizalt mintakat SDS gélen
valasztottuk el, majd Western blot technikaval vizsgaltuk, PP2A B55a. és flotillin-1 specifikus

antitestek felhasznalasaval.

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

A két fehérje sejten beliili kolcsonhatasanak vizsgalatdhoz el6szor az endogén fehérjék
lokalizaciojat vizsgaltuk meg immunfluoreszcens technikaval. Ehhez a BPAEC sejteket liveg
feddlemezeken tenyésztettiik, majd fixaltuk, permeabilizaltuk és blokkoltuk 6ket. Ezutan PP2A
B55a vagy flotillin-1 fehérjékre specifikus elsédleges antitestekkel inkubaltuk a sejteket. Az
inkubalés utan a sejteket az elsddleges antitestre specifikus Alexa488 konjugalt anti-nyul IgG
és anti-egér IgG masodlagos antitesttel inkubaltuk. A sejtmagokat TO-PRO-3 Iodide festékkel

tettiik detektalhatova. Az immunfluoreszcens festés alapjan a PP2A B55a fehérje egyenletesen
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oszlott el a citoplazmaban, mig a flotillin-1 fehérje szintén a citoplazmaban volt megtalalhato,

de szalas szerkezetet mutatott (14. abra).

flotillin-1 TOPRO-3 egyesitett kép

PP2A Ba TOPRO-3 egyesitett kép

14. abra Az endogén PP2A B55a és flotillin- 1 fehérjék lokalizdciojanak vizsgdlata - A BPAEC
sejteket PP2A B55a (nyul), valamint flotillin-1 (egér) specifikus elsédleges antitestekkel
inkubaltuk, majd Alexa488 konjugalt masodlagos antitestekkel (zéld). A sejtmagot TO-PRO-3
lodide nukleinsav festékkel tettiik detektalhatova (kék). Skala: 20um

A két fehérje ko-lokalizaciojat is immunfluoreszcens technikaval vizsgaltuk, mely soran
az EC-ket egyszerre inkubaltuk anti-egér flotillin-1 illetve anti-nyul PP2A BS55a elleni
elsddleges antitestekkel. Ezt kovetden a mintdkat Alexa488 konjugalt anti-egér IgG és
Alexa546 konjugalt anti-nyul IgG méasodlagos antitestekkel inkubéltuk. A sejtmagot szintén
TO-PRO-3 Iodide festékkel festettiik. Az immunfestés egyesitett képe alapjan a két fehérje a

sejtek citoplazmajaban, jellemzoéen a sejtmag koriil mutatott ko-lokalizaciot (sarga) (15. abra).
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TOPRO-3 egyesitett
e TR

15. abra PP2A B55a és flotillin-1 fehérjék ko-lokalizdciojanak vizsgalata endotél sejtekben -
Az endotél sejteket a fehérjékre specifikus elsédleges antitestekkel egyszerre inkubaltuk, majd
az ezekre specifikus A488- (zdold, flotillin-1) és A546- (piros, PP2A B55a) mdsodlagos
antitesteket haszndltuk fel. A sejtmagok detektdlasahoz TO-PRO-3 lodide nukleinsav festéket
hasznaltunk (kék). Skala: 20um

7.1.4. A PP2A aktivitasanak hatasa a flotillin-1 fehérje sejten beliili lokalizacidjara

A kovetkezokben a két fehérje kozti kolesonhatas fiziologiai szerepét vizsgalatuk.

Irodalmi adatokbél ismert, hogy a flotillin-1 a Tyr'®

a Ser®®® oldallancon a PKC altal [90, 121]. Mivel a PP2A egy foszfo-Ser /Thr specifikus protein

oldallancon foszforilalhat6 a Fyn kindz és

foszfataz, ezért feltételeztiik, hogy a PP2A részt vehet a flotillin-1 Ser®*® defoszforilaciojéban.

crer

ugyanis ennek hidnyaban a PP2A nem tud a szubsztratjdhoz kotédni. A B55a alegység
csendesitése sikeres volt, tovabba nem volt hatassal a holoenzim szerkezeti-, illetve katalitikus

alegységének, valamint a PP2A B’y alegység expresszidjara sem (16. abra).
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16. abra B55a reguldtor alegység depléciojanak hatdsa - Kontroll, nem targetalo RNS és
PP2A B55a specifikus RNS kezelt sejteket PP2A A, PP2A C, PP2A B55a, PP2A B’y és aktin
specifikus antitestek felhasznaldasaval Western blot kisérletben vizsgaltuk.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a PP2A lehetséges szerepét a flotillin-1
defoszforilaciojaban, immunfestést megelézéen a sejteken kiilonbozd kezeléseket
alkalmaztunk, melyek a PP2A, valamint a PKC aktivitdsara voltak hatassal. A PKC enzimet
PMA hozzdadasaval aktivaltuk és G66976 kezeléssel gatoltuk. A PP2A enzim aktivitasat
okadansavval gatoltuk, valamint a B55a csendesitett sejteken is elvégeztiik az immunfestést. A
kezeletlen, kontroll sejtekben az endogén PP2A homogén elrendezddést mutatott a kordbban
leirtakhoz hasonldan, a flotillin-1 pedig az EC-k citoplazmajaban lokalizalodott. A PP2A
lokalizaciojaban se az okadansav, se a PMA kezelés hatdsara sem tortént szignifikans valtozas.
A fehérjek kolokalizacigjanak mértékét a Pearson-féle koefficiens kiszdmolasaval elemeztiik.
A konfokalis képek egyesitett abrajan a Pearson-féle koefficiens magas értéke demonstralja a
két fehérje ko-lokalizaciojat. A PP2A aktivitasanak gatlasa okadansavval vagy a regulator B55a
val torténd aktivacidja hasonlo lokalizacios valtozast idéz eld a flotillin-1 esetében, valamint a
Pearson-féle koefficiensre magasabb értékeket kaptunk, ami a fehérjék kifejezettebb
kolokalizacigjara utalt (17.A abra). A PKC aktivitasanak gétlasara azonban a Pearson-féle
koefficiens is kisebb volt, melyet a flotillin-1 fehérje sejtmembranba torténd transzlokacidja
okozott (17.B abra).
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kontroll +PMA +G066976 +0A nonsiRNA siPP2A Ba

egyesitett

17. abra A PP2A B55a és a flotillin-1 fehérjék sejten beliili kolokalizdcidjanak valtozdsai -
A) Kontroll, PMA (1 uM, 30 perc), G66976 (1 uM. 30 perc), okaddnsav (OA, 5 nM, 30 perc),
nem targetalo SIRNS és PP2A B550. specifikus SiIRNS (50 nm) kezelt sejteket inkubaltuk flotillin-
1 (piros) és PP2A B55a (z6ld) specifikus elsodleges antitestekkel, majd specifikus masodlagos
antitestekkel. A sejtmagot DAPI festékkel festettiik. Skala: 25um. B) A kinagyitott rész (feher
négyzettel bekeretezve) a G66976 kezelt sejteket mutatja. A fehér nyilak jelzik a flotillin-1
fehérje lokalizaciojat a membran régioban.

Az immunfestés soran kapott eredményeinket sejtfrakcionalassal is alatimasztottuk,
amit kontroll és kezelt sejtekbdl végeztiink. A sejtfrakcionalast megelézden a sejteket PMA-
val, okadansavval és G66976-tal kezeltiik, majd membran és citoplazma frakciokat allitottunk
eld. A kapott mintdkat Western blot technikaval vizsgéltuk, flotillin-1 specifikus elsddleges
antitest felhasznalasaval. A frakciok tisztasagat anti-aktin (citoplazma), illetve anti-CD31
(membran) markerekkel ellendriztilk. Eredményeink alapjan a kontroll, valamint az
okadansavval vagy PMA-val kezelt sejtekben a flotillin-1 a citoplazmaban lokalizalodik, mig a
G06976 kezelés hatdsara a fehérje a sejtmembranba transzlokalodik (18. abra). A PKC
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aktivitasanak gatlasa a flotillin-1 fehérje sejten beliili lokalizaci6 valtozasat eredményezte, mely

arra utal, hogy a flotillin-1 lokalizaciojanak valtozasa Osszefiigghet a fehérje reverzibilis

foszforilacidjaval.
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18. dbra A flotillin-1 fehérje sejten beliili lokalizacio valtozdsanak vizsgadlata
sejtfrakcionalassal - Kezeletlen, PMA, G66976 és okaddnsav kezelt sejtek total lizatumat,
citoplazma és membran frakcioit vizsgaltunk Western blottal, flotillin-1 specifikus antitest
felhasznalasaval. CD31 antitestet membran markerként, mig az aktin specifikus antitestet
citoplazma markerként hasznaltuk.

7.1.5. Foszfomuténs flotillin-1 fehérjék létrehozdsa pontmutacioval

Korabbi kutatdsok mar kimutattak, hogy a flotillin-1 foszforilalodik a Ser®™® oldallancon
[121]. Eddigi eredményeinkbdl azt tapasztaltuk, hogy a PKC aktivitas gatlasa megvaltoztatja a
fehérje lokalizaciojat, tovabba kimutattuk, hogy a PKC aktivalasa és a PP2A gatlasa erésebb
ko-lokalizaciot eredményez a flotillin-1 és PP2A kozott. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a
flotillin-1 Ser®™® oldallancon torténé reverzibilis foszforilacidjaban a PP2A is értintett. Ennek
vizsgalatdhoz pontmuticiéval olyan mutansok létrehozasat terveztiik, amelyekben a Ser3!®
oldallancot alaninra (foszfonull) vagy aszparaginsavra (foszforilaciot utdnzo) modositottuk.
El6szor a foszfomutansok 1étrehozasat végeztiik el a bakteridlis expressziohoz alkalmas pGEX-
4T-2 vektorban, a pGEX-4T-2-flotillin-1 vad tipusti rekombinans plazmidot hasznalva
templatként. Az amplifikacio soran olyan primereket hasznaltuk, amelyek kodoljak a kivant
aminosavcserét, az Anyagok és modszerek rész 2. tablazataban leirt back-to-back PCR profil
alapjan. A PCR termékeket agar6z gélen valasztottuk el és a pGEX-4T-2-flotillin-1
Ser315Ala/Ser315Asp méretében (6254 bazispar) megjelend savot UV megvilagitasnal
kivagtuk, majd tisztitottuk (19.A abra). A ligalas, transzformalas és szelekcid utan a klonokat
restrikcios emésztéssel (EcoRI és Xhol) ellendriztiikk (19.B abra). A rekombinans plazmidot

szekvenaltatassal igazoltuk, hogy tartalmazzak a mutaciohoz sziikséges nukleotid cseréket.
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19. dbra Pontmutdciot tartalmazo flotillin-1 rekombindns plazmidok létrehozdsa - A) A
pontmutdciot tartalmazé pGEX-4T-2-flotillin-1 plazmidokat back-to-back PCR technikdival
hoztuk létre a forward primerbe tervezett nukleotid cserékkel. A PCR termékeket 1,2%-0S
agaroz gélen valasztottuk el. B) A vad tipusu, illetve foszfomutdans rekombindns plazmidokat
EcoRI és Xhol enzimekkel emésztettiik. A kontrollként hasznalt vad tipusu rekombinans
plazmidhoz viszonyitva, mind a foszforilaciot utanzo (Ser315Asp), mind a foszfonull mutdns
(Ser315Ala) esetében is a vartnak megfelelden a vektor méretében (4970 bazispar) és a flotillin-
1 méretében (1284 bazispar) kaptunk jelet.

A rekombinans plazmidok létrehozasa utan a foszfomutans pGEX-4T-2-flotillin-1
rekombinans plazmidokat BL21 (DE3) E.coli kompetens sejtekbe transzformaltuk a GST-
flotillin-1 Ser315Ala/Ser315Asp fehérjék termeltetéséhez és tisztitdsahoz. A rekombinans
fehérjék termeltetéséhez, a vad tipusu GST-flotillin-1 fehérje termeltetésénél mar optimalizalt
0,ImM IPTG indukciot hasznaltuk 25°C-on. A termeltetés utan a GST-flotillin-1
Ser315Ala/Ser315Asp fehérjéket glutathion Sepharose 4B gyantan tisztitottuk, majd a total,
feltart és immobilizalt mintdkat SDS-PAGE segitségével valasztottuk el. A foszfomutans

fehérjék méretét a vad tipusi GST-flotillin-1 fehérjéhez hasondan 75kDa alatt vartuk (20. abra).
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20. dbra Rekombindns GST-flotillin-1 fehérjék tisztitasa - A rekombindns GST-flotillin-1
fehérjék tisztitasa glutathion Sepharose 4B gyantan tortént. Mintdat vettiink az indukciot kovetd
total lizatumbol (T), a szonikaldssal feltart lizatumbol (F) valamint a gyantdin immobilizalt,
kitisztitott mintabol (1). A mintakat SDS-PAGE-en vdlasztottuk el. Mind a foszfonull (pGEX-4T-
2-flotillin-1 Ser315Ala), mind a foszforilaciot utinzé (pGEX-4T-2-flotillin-1 Ser315Asp)
rekombinans fehérje a vart méretnél, 75kDa alatt adott jelet (pirossal bekeretezett).

Kovetkez6 1épésként a foszfomutans flotillin-1 Ser315Ala és Ser315Asp inzerteket
emlés sejtekben vald expressziora alkalmas pcDNA3.1 myc/His A (-) vektorba klonoztuk. Az
amplifikalast kovetéen a PCR termékeket agar6z gélen valasztottuk el, majd a sdvokat UV
megvilagitasnal Kivagtuk (21.A abra). A tisztitott termékeket és a pcDNA3.1 myc/His A (-)
vektort Xhol és HindIII restrikcios enzimekkel hasitottuk, igy kialakitva a ligalashoz sziikséges
tapados végeket. A ligalast, transzformalast és szelekciot kovetéen a rekombinans plazmidokat
restrikcios hasitassal ellendriztiik (21.B abra). A pozitiv klonokat szekvenaltatissal is

megerésitettiik, hogy tartalmazzak a megfelelé nukleotid cseréket az aminosav mutaciokhoz.
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21. dabra Emlés expressziora alkalmas flotillin-1 plazmidok létrehozdsa - A) pGEX-4T-2-
flotillin-1 rekombindnsok felhaszndldasdval PCR technikdval felsokszorositottuk a pcDNA3. 1
myc-His A (-) vektorba valo klonozashoz sziikséges flotllin-1 szekvenciakat. A PCR termékeket
1,2%-o0s agardz gélen valasztottuk el. A flotillin-1 méretének megfeleléen 1284 bazispdrndl
kaptunk jelet. B) A pcDNA3.1 myc-His flotillin-1 rekombindns plazmidokat EcoRI és HindIIl
restrikcios enzimekkel emésztettiik. A kapott savok megfelelnek mind a vektor méretének (5500
bazispar) és a flotillin-1 kodolo szekvencidjanak (1284 bazispar).

Ezutan a foszfomutans flotillin-1 fehérjék fiziologias szerepét vizsgaltuk, kiilondsen a
fehérjék lokalizacios valtozasat immunfluoreszcens festéssel. Az EC-ket vad tipusu, foszfonull
(Ser315Ala) és foszforilaciot utanzo (Ser315Asp) pcDNA3.1 myc/His A (-) - flotillin-1
plazmidokkal transzfektaltuk. Masnap immunfestést végeztiink a transzfektalt sejteken. Mivel
a rekombindns flotillin-1 fehérjék a vektornak koszonhetéen hordoznak egy c-myc cimként, az
immunfestés soran anti-c-myc antitestet alkalmaztunk a rekombinans fehérjék detektalasara.
Az eredmények alapjan a vad tipusu- és a foszfonull Ser315Ala flotillin-1 fehérjék homogén
elrendez6dést mutattak a citoplazmaban, mig a foszforilaciot utanzé flotillin-1 Ser315Asp a
sejtmag koriil halmozoédott fel. Ez 0Osszhangban van az endogén fehérje lokalizacios
valtozasaival. A kontroll sejteket iires pcDNA3.1 myc/His A (-) plazmiddal transzfektaltuk,
amelyben a start kodon hianya miatt nem keletkezett c-myc jel (22. abra).
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22. abra A foszfomutdans flotillin-1 fehérjék lokalizacidja endotél sejtekben - A pcDNA3.1
myc/His A (-) - flotillin-1 rekombindnsokkal traszfektalt endotél sejteket c-myc specifikus
elsodleges antitesttel inkubaltuk, majd az erre specifikus Alexa488 konjugdlt masodlagos
antitestet alkalmaztunk (zold). Az aktint Texas Red Phalliodinnal (piros), a sejtmagot DAPI-val
(kék) festettiik. Skala: 10um

flotillin-1
WT

S315A

flotillin-1

S315D

flotillin-1

kontroll

7.1.6. A flotillin-1 Ser3®® oldalldncanak foszforildcidja hatassal van a PP2A fehérjével valo
kdlcsonhatasara

A flotillin-1 és PP2A fehérjék kozotti kolcsonhatast korabban immunprecipitacios és
pull down kisérletekkel igazoltuk. A tovabbi vizsgalatokhoz kontroll és PMA-val kezelt
sejtekkel PLA moddszert végeztiink. A PLA egy hatékony modszer a sejten beliili endogén
fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgélatdra, ahol az interakciok fluoreszcens pontokként
jelennek meg [122]. Az liveg fed6lemezen tenyésztett EC-ket 1 uM PMA-val kezeltiik 30
percig, majd az immunfluoreszcencidhoz hasonldé mddon fixaltuk, permeabilizaltuk és 2%-0s
BSA oldattal blokkoltuk. A PLA tovabbi 1épéseit az Anyagok és mddszerek részben leirtak
alapjan végeztiik. A kontroll és PMA kezelt mintakat flotillin-1 és PP2A B55a specifikus
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elsédleges antitestekkel inkubaltuk. A kezeletlen kontroll mintdhoz nem adtunk PMA-t, mig a
negativ kontroll mintdkhoz csak a flotillin-1 fehérjére specifikus elsddleges antitestet
hasznaltunk. A fluoreszcens pontokat sejtenként megszamoltuk €s statisztikai probat végeztiink
az eredmények alapjan. A kezeletlen sejtekben is detektaltunk kdlcsonhatast, de PMA kezelés
hataséara szignifikdnsan tobb fluoreszcens jel jelent meg, mely arra utal, hogy a foszforilalt

flotillin-1 és PP2A ko6z6tt er6sebb a kolcsonhatas (23. abra).

kontroll +PMA neg. kontroll 16
14 @
12
10

Normalizalt PLA jel

o kontroll
o+PMA

N A OV

23. abra A PP2A B55a és a flotillin-1 fehérjék kozti kolcsonhatas vizsgalata PLA modszerrel
- Kontroll és PMA (1uM, 30min) kezelt sejteket PP2A B55a. és flotillin-1 specifikus elsédleges
antitesttel inkubaltuk. A negativ kontrollként hasznalt sejteket csak flotillin-1 specifikus
antitesttel kezeltiik. A sejtmagokat DAPI nukleinsav festékkel festettiik (kék). A PLA jelek (piros
pont) jel/sejt alapjan lettek megszamolva és kiértékelve. A statisztikai analizist t-teszttel
vegeztiik (Nn=10). Skdla: 50um

Irodalmi adatok és eddig eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a flotillin-1 fehérjét
a PKC enzim foszforildlja a Ser®™® oldallancon. Ennek tovabbi vizsgilatidhoz in vitro PKC
foszforilacids kisérletet végeztiink a glutathion Sepharose 4B gyantan tisztitott vad tipusu,
Ser315Ala és Ser315Asp GST-flotillin-1 fehérjékkel. A rekombinans fehérjék foszforilacidjat
Western blot technikéval vizsgaltuk, foszfo-Ser PKC szubsztrat specifikus antitesttel, amely
felismeri a PKC altal foszforilalt szerin oldallancokat a konszenzus szekvencia alapjan. Az in
vitro foszforilacios kisérletben a fehérjék azonos mennyiségét SDS-PAGE-t koveté Coomassie
Blue Brilliant gélfestéssel ellendriztiik (24.A abra). A Western blot eredmények alapjan, csak
a vad tipust GST-flotillin-1 mutatta a PKC foszforilacio jelét, mig a foszfonull, illetve
foszforilaciot utdnzé mutansok nem. Ezek alapjan a PKC enzim csak a Ser®™® oldallancot
foszforilalja a flotillin-1 fehérjén.
A foszforilacio sejten beliili igazolasara az EC-ket pcDNA3.1 myc/His A (-) - flotillin-1 WT és
Ser315Ala konstruktokkal transzfektaltuk, majd PMA-val kezeltiik 6ket. A kontroll és PMA

kezelt vad tipusu ¢és foszfonull flotillin-1-et expresszalo sejtekbdl foszfo-Ser PKC szubsztrat
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specifikus antitesttel immunprecipitaltuk a fehérjéket. A totdl lizatumokat és
immunkomplexeket Western blot technikdval, c-myc specifikus antitest felhasznalasaval
detektaltuk. Az expresszid mindkét fehérjénél azonos volt a total mintdkban, de hasonldan az
in vitro PKC foszforilacios kisérlethez, csak a PMA-val kezelt vad tipusu flotillin-1 fehérje
mutatott jelet az immunprecipitalt mintakban. Eredményeink azt igazoljak, hogy a PKC enzim

a Ser®® oldallancot foszforilalja EC-kben (24. B 4bra).

A. B
WT S315A S315D
PKC: ™-——+1T——+17- %' WB: WT S315A WT  S315A
gg_ e pSer PKC PMA: " -  +'" - 41T T T4
72 szubsztrat 55_ WB:
55— A NG A el st N .;2-'” 5 e Bl — o c-mycC
ol § o SDS- g
e TR PAGE total IP:pSer
26_ TR PKC szubsztrat

24. abra A flotillin-1 fehérje PKC foszforildacidja - A) Vad tipusu (WT), foszfonull (Ser315Ala)
és foszforilaciot utanzo (Ser315Asp) GST-flotillin-1 fehérjéket glutathion Sepharose gyantin
tisztitottuk, majd in vitro PKC assay-t végeztiik. A flotillin-1 fehérje foszforilaciojat Western
blottal ellendriztiik foszfo-szerin PKC szubsztrat specifikus antitest felhasznalasaval. A fehérje
mennyiségeket Coomassie Blue Brilliant festékkel ellendriztiik. B) pcDNA3.1 myc-His (A)-
flotillin-1 vad tipusii és pcDNA3.1 myc-His (A)-flotillin-1  foszfonull mutinsokat
overexpresszalo sejteket PMA-val kezeltiik (1uM, 30perc). A kezelt és kezeletlen transzfektalt
sejtekbol foszfo-szerin PKC szubsztrat specifikus antitesttel immunprecipitaltunk. A total
sejtlizatumokat és az immunkomplexeket c-myc specifikus antitest felhasznalasaval Western
blot analizissel vizsgaltuk.

A rekombinans flotillin-1 fehérjék és a PP2A B55a kozti kolcsonhatast pull down
modszerrel is megvizsgaltuk. A glutathion Sepharose 4B gyantan immobilizalt fehérjékkel
végzett kisérletekben a pull down mintak Western blot analizisével, PP2A B55a specifikus
antitesttel detektaltuk a kolcsonhatast. A foszforilaciot utanzo (Ser315Asp) flotillin-1 nagyobb
mennyiségben kototte a PP2A B55a-t, mint a vad tipusu-, vagy a foszfonull (Ser315Ala)
flotillin-1 fehérje. Ez az eredmény Gsszhangban all a PLA kisérlet eredményeivel és arra utal,
hogy a flotillin-1 foszforilacigja konformacios valtozasokat idézhet eld, amelyek fokozzak a

fehérje-fehérje kolcsonhatasokat (25. abra).
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25. abra A flotillin-1 foszfomutinsok és a PP2A B55a fehérjék kélcsonhatisa - A
bakterialisan expresszalt GST és GST-flotillin-1 vad tipusu és foszfomutans fehérjéket
glutathion Sepharose 4B gyantan immobilizaltuk, majd BPAEC sejtlizatummal inkubdltuk 16
oran keresztiil 4°C-on. Az endotél sejtlizatumot, valamint az eluadlt pull down mintakat Western
blot technikaval vizsgaltuk, PP2A B55a. specifikus antitest felhaszndlasaval. A tisztitott fehérjék
mennyiséegét gélfestéssel ellendriztiik. Az eredmények kiértékeléséhez t-teszt statisztikai
analizist hasznaltunk (n=3).

7.1.7. A PP2A defoszforildlja a flotillin-1 fehérjét endotél sejtekben

A kovetkezd lépésben a PP2A B55a és flotillin-1 fehérjék kolesonhatasanak
dinamikajat ugynevezett NanoBiT rendszerrel vizsgaltuk. A NanoBiT egy lumineszcencia
alapt modszer, amely fehérje-fehérje kolcsonhatas valos idejii kovetésére alkalmas [123]. A
rendszer két alegységbdl az LgBiT-bol (17,6 kDa) és az SmBiT-bdl (11 aminosav) all,
amelyeket rekombinans modon kapcsoltunk a vizsgalandé fehérjékhez. Amennyiben a fehérjék
kozott kolesonhatas alakul ki, az LgBiT és SmBiT alegységek dsszekapcsolddasa lumineszcens
jelet general. A pBiT1.1-C TK/LgBIiT-PP2A B55a, pBiT2.1-C-TK/SmBIiT-flotillin-1 WT,
Ser315Ala és Ser315Asp konstruktokat klonozassal allitottuk eld, majd az EC-ket ko-
transzfektaltuk az LgBiT-PP2A B55a és SmBiT-flotillin-1 vad tipusu, illetve foszfomutans
konstruktokkal. Pozitiv kontrollként az EC-ket SmBIT-PRKACA (PKA katalitikus alegysége)
¢s LgBiT-PRKAR2A (PKA regulator alegysége) plazmidokkal ko-transzfektaltuk. Negativ
kontrollként az SmBiT-Halotag ¢és LgBiT-PP2A B55a konstruktokat hasznaltuk. A
lumineszcens jel igazolta a PP2A B55a, illetve a flotillin-1 mindharom formaja kozotti

kolcsonhatast. A legerésebb lumineszcencia jelet a PP2A B55a és a foszforilaciot utanzo
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flotillin-1 Ser315Asp kolcsonhatasa okozta. A PKC enzim PMA altali aktivalasa a
foszfomutans formaknal nem valtoztatta meg a fehérjék kozti kdlcsonhatas erdsségét. Azonban
a vad tipusu flotillin-1 és a PP2A B55a koz6tti kdlcsonhatds PMA hatasara er6sodott és 10 perc
elteltével a jel elérte a maximumat, ezutan csokkeni kezdett, ami a fehérjék kozti kdlcsonhatas
gyengiilését jelezte. Abban az esetben, ha a vad tipust flotillin-1 és a PP2A BS55a-t
koexpresszald sejteket okadansavval kezeltiik, a két fehérje kdlcsonhatasa gyengiilni kezdett.
Ez a valtozas 6sszefliggésbe hozhato a flotillin-1 reverzibilis foszforilaciojaval (26.A abra). A
kisérleteink soran a kapott lumineszcens jeleket a kontroll mintak altal kapott jelerésségekhez

viszonyitva értékeltiik ki (26.B abra).

A.

Ba+FLOT-1 WT

Ba + FLOT-1 WT + PMA
Ba + FLOT-1 WT + OA

Ba + FLOT-1 S315A

Ba + FLOT-1 S315A + PMA
Ba + FLOT-1 S315D

Ba +FLOT-1 S315D + PMA
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26. abra A flotillin-1 Ser315 oldallancanak foszforildcidja fokozza a kélcsonhatist a PP2A
B55a fehérjével - A) Endotél sejteket LgBiT-PP2A B55a és SmBiT-flotillin-1 vad tipusu, -
foszfonull, -foszforilaciot wutdanzé konstruktokkal —ko-transzfektiltuk. A  fehérjék kozti
kélcsonhatas eredmeényeként létrejovo lumineszcens jelet 35 percen keresztiil nyomon kévettiik.
Az otodik percben a ko-transzfektalt sejteket PMA-val (1uM) vagy okadansavval (5SnM) kezeltiik
(& kezelés idopontjat a piros nyil jeloli). B) Pozitiv kontrollként endotél sejteket ko-
transzfektaltuk SmBiT-PRKACA, illetve LgBIT-PRKAR2A plazmidokkal, mig negativ
kontrollként a sejteket SmBiT-Halotag és LgBiT-PP2A B55a plazmidokkal ko-transzfektaltuk.
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A flotillin-1 defoszforilaciojanak vizsgalatahoz in vitro defoszforilacios kisérletet
végeztink a foszforilalt flotillin-1 fehérje felhasznalasaval. Annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk a PP2A B55a szerepét a flotillin-1 defoszforilacidjaban elsé 1épésben a
glutathion Sepharose 4B gyantan immobilizalt GST-flotillin-1 fehérjét foszforilaltuk PKC
enzimmel. A foszforilalt flotillin-1 fehérjét lizis pufferrel, sejtlizaitummal, okadansavval,
tautomicetinnel (TM, PP1 inhibitor), nem targetalé siRNS-sel illetve PP2A B55a specifikus
SiRNS-sel el6kezelt sejtlizatummal inkubaltuk. Az in vitro defoszforilaciot kovetden a mintakat
Western blot technikaval vizsgaltuk, foszfo-Ser PKC szubsztrat specifikus antitestet
felhasznalva. A kisérletben felhasznalt fehérjemennyiséget Coomassie Blue Brilliant festéssel
ellendriztiik. A nem kezelt, TM-t tartalmaz6 és nonsiRNS-sel kezelt sejtlizatum defoszforilalta
a rekombinans fehérjét, de az okadansavval (OA) vagy PP2A B55a specifikus siRNS-sel kezelt
sejtlizatum esetében a defoszforilacio gatolt volt, igy a fehérje foszforilalt allapotban maradt.
Mivel a PP1 gatldsa nem, csak a PP2A gatlasa hatasara nem defoszforilalodott a fehérje,
eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a flotillin-1 fehérje a PP2A B55a szubsztratja (27.
abra).

WB:

pSer PKC
szubsztrat

SDS-PAGE

27. abra Aflotillin-1 fehérje defoszforilacioja - Aflotillin-1 defoszforilaciéjanak vizsgalatihoz
a foszfo-flotillin-1 fehérjét (kontroll) lizis pufferrel, kezeletlen sejtlizatummal, OA vagy TM
elokezelt sejtlizatummal, valamint nem targetdlo RNS, illetve PP2A B550. specifikus siRNS-sel
kezelt BPAEC sejtlizatumokkal inkubaltuk. A mintakat Western blottal ellenoriztiik foszfo-
szerin PKC szubsztrat specifikus antitest felhasznalasaval. A felhasznalt mintak fehérje
mennyiségének ellenorzésére Coomassie Blue festéket hasznaltunk.

63



7.1.8. A foszfonull flotillin-1 forma megndvekedett membran lokalizaciot mutat, tovabba
szerepet jatszik a sejtmigracidoban és az angiogenezisben

A Kkovetketd 1épésben megvizsgaltuk a rekombinans flotillin-1 fehérjék sejten beliili
lokalizacigjat. Az EC-ket vad tipust-, Ser315Ala-, illetve Ser315Asp flotillin-1 fehérjét kodolo
plazmidokkal transzfektaltuk, majd immunfluoreszcens technikaval festettiik meg. A vad tipusu
flotillin-1 a sejtek citoplazmajaban lokalizalodott, hasonléan az endogén flotillin-1 fehérjéhez.
A foszforilaciot utdnzo flotillin-1 Ser315Asp a sejtmag koriil dusult fel, mint az endogén
flotillin-1 fehérje PKC aktivalast vagy PP2A gatlast kovetden. A foszfonull flotillin-1 az egész
sejtben jelen volt, kivéve a sejtmagot (28.A abra). A rekombinans fehérjék sejten beliili
lokalizaciojat a transzfektalt sejtek membran és citoplazma frakcidinak vizsgélataval is
megerdsitettiik. A rekombinans flotillin-1 fehérjét c-myc specifikus antitesttel detektaltuk,
valamint a frakciok tisztasagat anti-CD31 (membran marker) és anti-aktin (citoplazma marker)
antitestekkel detektaltuk. A rekombinans fehérjék koziil, csak a foszfonull flotillin-1 fehérje
volt jelen a membran frakcioban (28.B 4abra). Amennyiben a vad tipusu flotillin-1
rekombinanssal transzfektalt sejteket G66976-tal kezeltiik, a PKC aktivitas gatlasanak hatasara,

a vad tipusu flotillin-1 fehérje szintén megjelent a sejtek membran frakciojaban (28.C abra).
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28. dbra A foszfomutins flotillin-1 fehérjék sejten beliili lokalizdacidja - A)
Immunfluoreszcensen festettiik a pcDNA3.1 myc-His (A) - flotillin-1 vad tipusu (kezeletlen és
G66976 kezelt), -Ser315Ala, -Ser315Asp overexpresszalo BPAEC sejteket. A festés sordan c-
myc specifikus elsodleges antitestet hasznaltunk (zold). Az aktint Texas Red Phalloidinnal
(piros), mig a sejtmagot DAPI nukleinsav festékkel (kék) festettiik. Skala: 25um. B) Kontroll,
vad tipusu, Ser315Ala és Ser315Asp flotillin-/ konstruktokkal transzfektalt sejtek totdal
sejtlizatumat és membran frakciojat vizsgaltuk Western blot analizissel anti-c-myc, anti-aktin
(citoplazma marker) és anti-CD31 (membran marker) antitestek felhasznadlasaval. C) BPAEC
sejteket pcDNA3.1 myc-His (A) - flotillin-1 vad tipusu rekombindnssal transzfektaltuk, majd
G66976-tal kezeltiik. A kezelt és kezeletlen transzfektalt sejtekbdl szarmazo totdl -, membran -
és citoplazma frakciot Western blottal ellendriztiik.
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Ezek utan azt vizsgaltuk, hogy a PKC 4altal foszforilalt, illetve PP2A BS55a éltal
defoszforilalt flotillin-1 hogyan befolyasolja a sejtek élettani folyamatait. ECIS mérésekkel
ECIS kizardlag a sejt-matrix kolcsonhatast méri, igy képesek voltunk Osszehasonlitani a
kiilonb6z6 flotillin-1 formakat overexpresszald sejtek letapadasat és elteriilési képességét. A
vad tipusu ¢€s a foszfonull flotillin-1 fehérjét expresszald sejtek gyorsabban tapadtak le és

teriiltek el, mint a kontroll vagy a foszforilaciot utanzo flotillin-1 fehérjét overexpresszalé sejtek
(29.A ébra).
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29. abra A flotillin-1 rekombindansok hatdsa a sejtek letapaddsdra és migrdcidjara - A)
Kontroll, illetve pcDNA3.1 myc-His (A) - flotillin-1 vad tipusu, -foszfonull, és -foszforildciot
utanzo plazmidokkal transzfektalt sejtek letapadasat és szétteriilését kovettiik nyomon ECIS
meéréssel. Az dbran négy-négy fiiggetlen mérés eredményei ldathato. B) Az in Vitro
sebgyogyulssalt a kontroll, illetve vad tipusu, Ser315Ala és Ser315Asp flotillin-1 fehérjét
overexpresszdlo sejtek migrdcios képességét ECIS késziilékkel vizsgaltuk. C) Az in vitro
sebgyogyulas statisztikai kiértékelését t-teszt alkalmazasaval végeztiik el (n=9).
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Ezutan in vitro sebgyogyulasi assay-t végeztink ECIS segitségével, hogy
meghatarozzuk a kiilonb6z6 flotillin-1 formakkal transzfektalt sejtek migracios képességét.
Miutéan a sejtek konfluens monolayert alkottak (1200-1400 ohm), 5 mA erdsségii ¢s 60 kHz
feliiletén, ezzel 1étrehozva egy ,,sebet” a sejtrétegben. A seb koriil elhelyezkedo sejtek a halott
sejtek helyére migralnak, ezzel elinditva a sebgydgyulas folyamatat, melyet az emelkedd
impedancia érték mutat. A vad tipusu és a foszfonull Ser315Ala flotillin-1 fehérjét expresszalod
sejtek migracios sebessége szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kontroll, illetve a foszforilaciot

utanzo6 Ser315Asp flotillin-1 mutans expresszalo sejteké (29.B és C abra).

Az ECIS sebgyogyulasi eredményeit karcolasos ,scratch assay”-vel is
megerdsitettiik a kontroll, valamint a vad tipust-, Ser315Ala-, és Ser315Asp rekombinans
flotillin-1 fehérjét expresszalod sejteken. 24 oraval a transzfekcio utan a sejtek konfluens
monolayerén egy 1 ml-s steril pipettaheggyel karcolast ejtettiik a sejtrétegen, ezzel 1étrehozva
programmal értékeltiik ki, hogy meghatarozzuk a sebzardédas mértékét. A scratch assay
eredményei megegyeztek az ECIS mérések soran kapott adatokkal. Az Ser315Ala flotillin-1
mutans expresszalo sejtek migracios sebessége szignifikansan magasabb volt, mint a kontroll,
a vad tipusu-, illetve az Ser315Asp mutanst expresszalo sejteké (30.A abra). A scratch assay
utdin a sejteket Western blottal vizsgaltuk, hogy megbizonyosodjunk a transzfekcid

sikerességérol és az azonos mennyiségi flotillin-1 expressziorol (30.B abra).
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30. dbra A flotillin-1 rekombindnsok hatdsa a sejtmigrdaciora - A) Kontroll, vad tipusu-,
Ser315Ala-, Ser315Asp flotillin-1 transzfektalt sejtek migrdcios képességét reprezentativ
sebgyogyulasi scratch assay alkalmazasaval vizsgaltuk. A képek a karcolast koveto nulladik
perchen, illetve 24 ora elteltével késziiltek. Skala: 250um. B) A scratch assay soran felhasznalt
sejtek  transzfekciojanak  sikerességét  Western blottal  ellendriztiik c-myc — antitest
felhasznalasaval, belso kontrollként aktin specifikus antitestet haszndltunk.
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A sejtek angiogenikus tulajdonsagait endotél érképzodési kisérlet soran vizsgaltuk,
Matrigel extraxellularis matrix felhasznalasaval. A kontroll, valamint a pcDNA3.1 myc/His A
(-) - flotillin-1 vad tipusu-, Ser315Ala és Ser315Asp plazmiddal transzfektalt sejteket Matrigel-
re mértiik, majd a sejtek érképzddési folyamatat fény mikroszkdppal kdvettiik nyomon (31.

abra).
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31. dabra A flotillin-1 fehérje szerepe az angiogenezisben - A) Kontroll és a kiilonboza flotillin-
1 foszfoformakat overexpresszalo sejtek angiogenikus tulajdonsaganak vizsgalatahoz a sejteket
Matrigel-lel bevont u-Slide Angiogenezis plate-be helyeztiik. Az endotél sejtek ér formaldsat a
a plate-be helyezést kiveté otodik oraban fotoztuk le Leica MC 120 HD microszkoppal (a-d)
valamint Leica TCS SP8 konfokdlis mikroszkdppal (e-h). Az aktin mikrofilamentumot Texas Red
Phalloidin festékkel festettiik meg (piros). Skala: 250um (a-d) és 100um (e-h). B) A kontroll és
aflotillin-1 foszfoformdkkal transzfektalt sejtekrdl késziilt képek statisztikai kiértékelését t-teszt
alkalmazasaval végeztiik el (n=6).

A konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételekhez az aktin filamentumokat Texas Red
Phalliodinnel festettiik meg. Az 6todik oraban értékeltiik ki a sejtek altal kialakitott kapillaris
halozatot. Az értékelés soran a kiilonboz6 flotillin-1 formakat expresszalo sejtek altal kialakitott
erek hosszat és az elagazési pontok szaméat hasonlitottuk dssze. Mind az 0ssz érhossz €s az
elagazdsok szama szignifikdnsan nagyobb volt a vad tipusu, illetve a foszfonull flotillin-1

fehérjét expresszald sejtek esetében. Eredményeink igazoljak a nem foszforilalt flotillin-1
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szabalyozd szerepét az EC-k élettani folyamataiban, beleértve a sejtek mozgasat és az

angiogenezist.
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7.2. PP2A B55a szerepének vizsgalata az angiogenezishez kapcsolddo jelatviteli
utvonalakban

7.2.1. APP2A B55a deplécid hatasa a TSP1 expresszidjara endotél sejtekben

A PP2A B55a angiogenezisben betoltott szerepének feltérképezése érdekében a
BPAEC sejteket PP2A B55a-ra specifikus SiRNS-sel (siPPP2R2A) transzfektaltuk. A
transzfekciot kdvetd 72 ora elteltével mind a nem targetald siRNS-sel, mind a B55a specifkus
SIRNS-sel kezelt sejtlizatumokat megvizsgaltuk egy Proteome Profiler Angiogenezis Array Kit
segitségével, amely 55 angiogenezishez kotott fehérje egyidejii detektalasara alkalmas (32.A
abra). A vizsgalt 55 fehérje koziil 13 mutatott magas expresszios szintet a kezeletlen EC-kben.
A PP2A B55a deplécigja tobb fehérje szintjére is hatdssal volt, beleértve az endokrin eredetii
vaszkuladris endotelidlis novekedési faktort (EG-VEGF), endosztatint (ES), matrix
metalloproteaz (MMP)-8-at, persephint (PSPN), vérlemezke faktor 4-et (PF4) és a TSP1-et. A
TSP1 estében szignifikans csokkenést figyeltiink meg a PP2A B55a csendesités hatasara,

Osszehasonlitva a nem targetald siRNS-sel kezelt sejtlizatummal (32.B abra).
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32. abra A B55a regulator alegység depléciojanak hatdisa az angiogenezishez kitheté
fehérjék expressziojara - A. BPAEC sejteket nem targetadlo-, illetve B55a specifikus siRNS-sel
(SIPPP2R2A) kezeltiik. Az Angiogenezis Proteome Profiler Arrayben taldlhato membrdnokat a
transzfektalt sejtek lizatumaval inkubaltuk. A membranokat a kitben [évé antitest koktél
segitségével detektdltuk. A piros négyzetek a TSPI fehérje jelét jelzi. B. A kiértékelést ImageJ
szoftverrel végeztiik az oszlopok a duplikalt pontok atlagat + SD jelzik. A statisztikai analizist
paratlan t-teszttel végeztiik (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001).
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A TSPI szintjének csokkenését kezeletlen, nem targetalo-, és PP2A B55a specifikus
SIRNS-sel transzfektalt sejtek felhasznalasaval Western blot technikaval is igazoltuk, amely
soran B55a, TSP1, illetve aktin specifikus elsddleges antitestet hasznaltunk. A PP2A B55a
fehérjeszintje a depletalas utan megkdzelitdleg 70%-kal csokkent, emellett a TSP1 fehérje

szintje is jelentdsen csokkent (33. 4bra).
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33. abra A PP2A B55a hianya befolyasolja a TSP1 fehérje szintjét - Kontroll, nem targetalo
és specifikus B55o specifikus siRNS-sel kezelt endotél sejteklizatumokat Western blot
segitségével teszteltiik, B55a, TSP1 és aktin specifkus antitestek felhaszndlasaval. A kvantitativ
analizist a membranon detektalt jelek denzitometrialasaval végeztiik, az aktin jeleiker hasznalva
a normalizalashoz. A statisztikai elemzést ANOVA Tukey-teszttel végeztiik (n=3; *** p<0,001).

A PP2A B55a deplécid hatasanak tovabbi vizsgalatdhoz a nem targetald-, és specifikus
B55a siRNS kezelt sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk €s kvantitativ PCR-rel megvizsgaltuk a
PP2A B55a és TSP1 expresszios valtozasait. Az EC-kben a B55a hianya nemcsak fehérje,

hanem mRNS szinten is jelentés TSP1 cs6kkenést eredményezett (34. 4bra).
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34. abra A B55a deplécio mRNS szinten is csékkenti a TSP1 expressziojat - A qPCR méréseket
nonsiRNS és B55a depletalt (siPPP2R2A) endotél sejtekbol szarmazo mRNS felhasznalasaval
vegeztiik. A7 eredmények kiéertékelése soran GAPDH belso kontroll gént hasznaltunk. A
szignifikans valtozasokat paratlan t-teszttel hataroztuk meg (n=3; *** p<0,001).
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7.2.2. APP2A B55a ¢és a TSP1 fehérjék kozti kolesonhatasa kimutatasa

A kovetkezd 1épésben a B55a regulator alegységet tartalmazé PP2A holoenzim és a
TSP1 fehérje kozti kdlcsonhatast vizsgaltuk EC-kben. Ehhez immunprecipitacios kisérletet
végeztiink BPAEC sejtekbdl PP2A B55a és TSP1 specifikus antitestek felhasznalasaval, nyul
IgG-t hasznalva kontrollként. Az immunkomplexeket ezt kovetden Western blot technikaval
vizsgaltuk TSP1, illetve a PP2A holoenzim alegységeire specifikus antitestek felhasznalasaval
(35. abra). Kimutattuk, hogy a B55a regulator alegység és a TSP1 fehérje kdlcsonhatasba
lépnek egymassal, tovabba a PP2A szerkezeti A-, illetve katalitikus C alegységeket is
detektaltuk az immunprecipitatumokban. Ez azt jelezte, hogy a TSP1 fehérje kozvetleniil vagy

kozvetve kolesonhatdsba 1ép a PP2A holoenzim mindegyik alegységével.
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35. dbra A Kélcsonhatis kimutatasa a PP2A holoenzim és a TSP1 fehérjék kizott -
Immunprecipitaltuk a TSP1 és PP2A B55a fehérjéket endotél sejtekbil. A total lizatumokat és
az immunkomplexeket Western blot analizissel vizsgaltuk TSPI és a PP2A A-, B55a- és C
alegységeire specifikus antitestekkel. Kontrollként nyul IgG-t hasznaltunk.

A PP2A BS55a és TSPl ko-lokalizaciojat EC-kben immunfluoreszcens festéssel
vizsgaltuk meg. A sejtek fixalasa, permeabilizalasa és blokkolasa utan anti-egér TSP1 és anti-
nyul PP2A B55a elleni elsddleges antitestekkel inkubaltuk a feddlemezeken 1évd endotél
sejteket. Az els6dleges antitestekre specifikus Alexa488 konjugalt anti-nytl IgG és Alexa546
konjugalt anti-egér IgG masodlagos antitestekkel kezeltiik a mintakat. A sejtmagot DAPI
festékkel jeloltik. A PP2A B55a és a TSP1 kolokalizacidja a sejtek citoplazmajaban volt
megfigyelhetd, mely kolcsonhatast a Pearson’s koefficiens (r=0,4-0,59) is megerdsitett (36.
abra).
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36. dbra PP2A B55a és a TSP1 fehérjék sejteken beliili kolokalizdcidjanak vizsgdlata endotél
sejtekben - A BPAEC sejteket anti-TSP1 (zéld) és anti-PP2A B55a (piros) antitestekkel jeloltiik
és immunfluoreszcens festést végeztiink. A sejtmagot DAPI-val (kék) festettiik. Skala: 50um.

Az endogén fehérjék kolcsonhatasanak tovabbi igazoldsara PLA-t végeztiink. A
fluoreszcens pontokként megjelend PLA jelek tovabb igazoltdk a TSP1 és a PP2A B55a
kolcsonhatasat az EC-kben (37. abra). A negativ kontroll mintaban, melyhez nem adtunk

elsddleges antitestet, nem detektaltunk jelet.

.
37. abra PP2A B55a és a TSP1 fehérjék kozti kolesonhatas vizsgalata Priximity Ligation
Assay (PLA) maodszerrel - A Duolink in situ PLA vizsgalatot anti-B55a és anti-TSP1 elsddleges
antitestek felhasznalasaval végeztiik (a.). Negativ kontrollként (b.) a sejteket csak masodlagos

antitestekkel festettiik meg. A sejtmagot DAPI-val (kék) tettiik detektdalhatova. Skala: 50um. Az
a. és b. panel fehér téglalappal keretezett teriilete a c. és d. panelen ldathato nagyitva.

A Kkolcsonhatas izoformaspecificitasanak igazolasara anti-V5 agardz affinitas gélt

hasznaltunk. Az EC-ket a korabban is hasznalt pcDNA3.1-His PP2A B55a vagy pcDNA3.1-
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His PP2A B’y plazmidokkal transzfektaltuk, majd a V5 cimkével rendelkezd fehérjéket anti-
V5 affinitas gélen tisztitottuk. A total mintdkat, valamint a tisztitott mintdkat Western blottal
elemeztiik, V5-cimke, PP2A A, PP2A C és TSPI specifikus antitestek felhasznalasaval (38.
abra).

total anti-V5
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38. dbra Kolcsonhatds izoforma specificitasanak igazolisa a PP2A B55a és TSP1 fehérjék
kozott - pcDNA3.1 V5-His PP2A B55a és pcDNA3.1 V5-His PP2A B’y transzfektalt sejtek
lizatumat anti-V35 affinitas géllel inkubaltuk. A total sejtlizatumot és az affinitdas gélrol elualt
mintakat Western blot segitségével teszteltiik V5-cimke, TSP1, PP2A A és C alegységekre
specifikus antitestek felhasznaldasaval.

A B55q, illetve a B’y alegységek overexpresszidja €s tisztitasa sikeres volt. Mindkét
alegység kolcsOnhatasba 1épett a PP2A A és C alegységével is, azonban csak a B55a regulator
alegység esetében detektaltuk a TSP1 fehérje jelét. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy
a TSP1 izoforma specifikusan kizardlag a B550 regulator alegységet tartalmazo PP2A

holoenzimmel 1ép kolcsonhatasba.

7.2.3. A TSP1 fehérje a PKC enzim szubsztratja

A TSP1 és PP2A kozti specifikus kdlcsonhatas a fehérje reverzibilis foszforilacidjara
utalt, ezért megvizsgaltuk a PKA és PKC aktivitdsdnak és gatlasanak hatasat a TSP1 fehérje
szintjére. A forskolin (FRSK, PKA aktivator) és a H89 (PKA inhibitor) kezelések nem
befolyasoltak a TSP1 fehérje expressziojat az EC-kben. Azonban a PKC aktivitasanak gatlasa
G66976 kezeléssel, illetve aktivalasa PMA-val jelentdsen megvaltoztatta a TSP1 fehérje
szintjét (39. abra). Ez arra utal, hogy a TSP1 fehérje szintje dsszefiigg a PKC aktivitasaval.
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39. dbra A PKA és PKC aktivitasanak hatdsa a TSPI1 fehérje szintre - Az endotél sejteket 12
oran keresztiil kezeltiik 50nM PKC aktivatorral (PMA), 1uM PKC inhibitorral (G66976)
valamint PKA aktivator forskolinnal (FRSK) és H89-cel amely PKA inhibitor. Ezt kovetden a
sejteket osszegyijtottiik és 2x mintapufferrel foztiik, majd a TSP1 fehérje szintjének valtozasait
Western blot technikaval elemzetiik, specifikus TSP1 és aktin antitestek felhaszndlasaval.

A PMA, G66976 és OA kezelt mintakat tovabb vizsgaltuk Western blottal, specifikus
TSP1 és aktin antitestek felhasznalasaval, majd statisztikai analizist végeztiink (40.A abra). Mig
a PKC aktivalasa csokkentette a TSP1 fehérje mennyiségét, addig a Go66976 kezelés
szignifikdnsan megemelte annak szinjtét. A PP2A gatlasa OA-val, hasonléan a PP2A

deplécidhoz, csokkentette a TSP1 fehérje expresszidjat.
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40. abra A PKC és PP2A aktivitasa hatdssal van a TSP1 expresszios szintjére - A. BPAEC
sejteket 50nM PMA-val, 1uM G66976 vagy SnM OA-val kezeltiik 12 ordn keresztiil. A
sejtlizatumokat Western blottal teszteltiik TSP1 és aktin specifikus antitestekkel. A TSP1 jelek
kiértékelése soran az aktin jelére tortént a normalizalas. A statisztikai elemzést ANOVA
Dunnett-teszttel végeztiik (n=3; *** p<0,001). B. A qPCR kisérleteket, kontroll, PMA, valamit
G66976 kezelt sejtekbol izolalt mRNS felhasznadlasaval végeztiik. Az adatok kiértékeléséhez a
GAPDH jelére normalizaltunk. A statisztikai analizist ANOVA Dunnett-teszttel végeztiik el
(n=3; ** p<0,01).
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A kezelt sejtekben a TSP1 expresszigjadt mRNS szinten is megvizsgaltuk qPCR
segitségével. A G66976 kezelés hatasara a TSP1 mRNS szintje megemelkedett, azonban a
PMA kezelés nem okozott szignifikans valtozast a TSP1 mRNS szintjében a kontrollhoz képest
(40.B abra). Ezen eredmények arra utalnak, hogy a TSP1 PKC foszforilacidja szerepet jatszhat

a fehérje mennyiségi szabalyozasaban is.

Annak igazolasara, hogy a PKC valoban foszforilalja a TSP1 fehérjét, kontroll és PMA-
val kezelt EC-kbdl immunprecipitaciot végeztiink foszfo-szerin-PKC szubsztratra (pSer-PKC
szubsztrat) specifikus antitesttel (41. abra). A total lizatumokat és az immunkomplexeket
foszfo-szerin-PKC szubsztrat és TSP1 specifikus antitestekkel Western blottal vizsgaltuk. A
kontroll mintaban is detektaltunk TSPI1 jelet, amely a fehérje alacsony foszforilacids szintii
formajanak jelenlétére utal, PKC aktivalas nélkiil. A PMA-val kezelt mintaban erés TSP1 jelet
detektaltunk, ami igazolja, hogy a PKC enzim a TSP1 fehérjét Ser oldallanco(ko)n foszforilalja.

BMA total IP
—~ ® = &F :
o p——

a
72kDa ] ! =
55kDa | e == e |PSer-PKC
43kDa szubsztrat
34kDa_|
26kDa_| pun S « - S
180kDa_[iasimt e [ TSP

41. abra A TSPI fehérje PKC dltali foszforildacidjanak igazoldsa - Kontroll és PMA kezelt
endotél sejtekbél immunprecipitiltunk foszfo-szerin-PKC szubsztrat specifikus elsddleges
antitest felhasznalasaval. A total lizatumokat és az immunkomplexeket Western blottal
vizsgaltuk, foszfo-szerin-PKC szubsztrat, illetve TSP1 specifikus antitestek felhasznaldsaval.

7.2.4. Bakterialis expressziora alkalmas rekombinans TSP1 konstruktok 1étrehozasa

A TSP1 kodolo szekvencidjanak felsokszorositdsdhoz HeLa sejtekbdl szarmaz6 cDNS-
hasznaltunk. Az alkalmazott primereket ,,fészek primereknek” nevezziik, mivel a TSP1 fehérje
amely tartalmazza a TSP1 kodold szekvenciat is. Az amplifikalashoz az Anyagok ¢és
modszerekben 1év6 4. tablazatban leirt hémérsékleti profilt alkalmaztuk. A pGEX-4T-2
vektorokba torténé klonozashoz a 4017bp hosszasagi PCR terméket GoTagq G2 flexi
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Polymerase enzim felhasznalasaval sokszorositottuk, amely olyan AAA talnytld véget alakit
ki a PCR terméken, amely komplementere a pGEM T-Easy vektor altal hordozott TTT talnyulo
végnek. Ezért ebben az esetben a felhasznalt primerek tartalmaztak olyan restrikcios
hasitohelyeket, melyek sziikségesek voltak a bakteridlis expressziora alkalmas pGEX-4T-2
vektorokba valé klonozashoz. A pGEM T-Easy vektor T7 és SP6 RNS polimerazt tartalmaz,
melyek egy tobbszords klonozo régiot hatarolnak a B-galaktoziddz enzim a-peptidjét kodolod
régioban. A ligalast kovetéen a plazmidokat IM109 E.coli kompetens sejtekbe transzformaltuk,
majd a transzformalt sejteket X-gal tartalmt LB taptalajra szélesztettiik. A vektorban 1évé a-
peptid inszercios inaktivalasa lehetdvé tette a rekombinansok kék/fehér szelekcion alapulod
azonositasat. A rekombinans plazmidokat tartalmazo telepekbdl DNS-t izolaltunk, majd Scal,
Kpnl, Sall restrikcids enzim mixszel hasitottunk, kivagva a TSP1 kodolo szekvenciajat a pGEM
T-Easy vektorbdl (42.A abra).
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42. abra A pGEX-4T-2-TSP1 rekombindns plazmidok létrehozdsa - A. PCR, ligdlas és
transzformalast kovetden a kitisztitott pPGEM T-Easy-TSP1 plazmid DNS-eket Scal+Kpnl+Sall
restrikcios endonukledzokkal emésztettiik. Kontrollként a pGEM T-Easy vektort Scal enzimmel
emesztettiik. A pirossal bekeretezett savok a TSPI inzertek (3513bp), melyeket a tovabbi
klonozasi lépésben haszaltunk fel. B. A pGEX-4T-2-TSP1 klonokat Sall+Kpnl, illetve csak Sall
enzimmel emésztettiik (linearizaltuk), a vartnak megfeleléen a két enzimmel torténo emésztés
esetében a vektor (4970bp) és a TSP1 (3513bp) méretében kaptunk jelet.

A gélbdl valo tisztitast kovetden az TSP1 inzertet és a Notl enzimmel hasitott pGEX-
4T-2 vektort Klenow enzimmel kezeltiik, amely a hasitast kovetd tapados végeket tompava
alakitotta. Eztuan a vektort és inzertet is Sall enzimmel emésztettiik. A tisztitasi 1épés utan a

vektort tovabb kezeltiik FastAP Thermosensitive Alkalikus Foszfataz (Thermo Fisher)
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enzimmel, az onzarddas elkeriilése végett. Végil a ligalast és transzfomalast kovetden a
rekombinans pGEX-4T-2-TSP1 plazmidokat restrikcidos emésztéssel ellendriztiik (42.B éabra).

A rekombinans plazmidok szekvenciajat a BIOMI Kft. altali szekvenaltatas is megerdsitette.

7.2.5. Rekombinans TSP1 fehérje fragmentumok létrehozasa

A PKC éltal foszforildlhatd potencialis oldallanc(ok) azonositasdhoz GPSS5.0
foszforilacids predikcios szoftvert hasznéltunk, amely 6t potencialis szerin oldallancot talalt a
teljes hossziisagi TSP1 szekvenciajaban: Ser*t, Ser®, Ser?®’, Ser'13 ¢s Ser''®3. A TSP1 domén
szerkezetét figyelembe véve, tobb rovidebb fragmentet klonoztunk a pGEX-4T-2 vektorba,
hogy GST cimkével ellatott rekombinans TSP1 fehérje fragmentumokat hozzunk 1étre (43.
abra).

TSR1 TSR2 TSR3

TSP1 | ! !
fragment 1 | 223.

(@3): 231 | 314 | 315-697 6981171
. Serl113
PKC  Serdd Ser297 82:1161

helyek: Ser93

43. abra A TSPI1 fehérje sematikus domén szerkezete - A lehetséges PKCa foszforilacios
helyek (piros) sematikus abrazolasa a TSP1 fehérjén (GPS5.0 szoftver altali adatok alapjan).
A TSPl domén szerkezetét figyelembe véve rovid fragmenteket hoztunk létre a jelzett
aminosavak szerint.

A fragmentumok létrehozasdhoz az Anyagok és modszerek részben leirt primereket és
PCR profilokat alkalmaztunk. Mindegyik fragment amplifikalasanal a teljes hossziisagh pGEX-
4T-2-TSP1 plazmidot hasznaltuk templatként. A PCR termékeket agaroz gélelektroforézissel
valasztottuk el, tisztitas és ligalas utan pedig a rekombinans plazmidokat BL21 (DE3) E.coli
kompetens sejtekbe transzformaltuk. A rekombinans GST-TSP11-221@ GST-TSp1222314aa
GST-TSP13156978 &g 3 GST-TSP16%81171% fehérjék termeltetési koriilményeit optimalizaltuk
tobbféle IPTG koncentraciot, hdmérsékletet és termeltetési iddintervallumot kiprobalva. A
legidedlisabb termelési feltételek a kovetkezéek voltak: GST-TSP1122%: 01 mM
IPTG/13°C/16-18 6ra; GST-TSP12%2314: 1 mM IPTG/37°C/3 éra; GST-TSP1315-697%: 0,1 mM
IPTG/25°C/16-18 6ra; GST-TSP18%8-11718: 05 mM IPTG/25°C/3 ora. A fehérjék affinitas
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kromatografids oszlopon torténd tisztitasat optimalizalast kdvetden az Anyagok és modszerek
10. tablazata alapjan végeztiik el. A tisztitas sikerességének ellenérzésére mintat vettiink a teljes
lizatumbol, a feltart mintabol, valamint a glutathion Sepharose 4B gyantan immobilizalt
fehérjékbol. A mintakat SDS-PAGE gélen valasztottuk el, majd Coomassie Blue festékkel
detektaltuk a fehérjéket (44. abra).

1-221 - 315-697. 698-1171
GST-TSP1 GST-Tep1 712 GST-TSPT 0% GsT-Tspr 1

44. dbra A rekombindns TSPI1 fragment fehérjék affinitis kromatogrdfids tisztitasa - A
rekombindns GST-TSP1 fragment fehérjék tisztitasa Glutathion Sepharose 4B gyantdn tortént.
Mintat vettiink az indukciot kéveto totdl lizatumbol, a szonikalassal feltart valamint a gyantan
immobilizalt, tisztitott mintabol. A mintakat SDS-PAGE-en valasztottuk el. A piros négyzetek
jelolik a kitisztitott fehérjéket. GST-TSP1'-22188 50kDa; GST-TSP12223143 34kDa; GST-
TSP1315-69%8aa 79k Da; GST-TSP16%-1171aa 95k D,

7.2.6. A TSP1 a Ser® oldallancon szabalyozodik a PKC/PP2A B55a 4ltal

A PKC altal foszforilalt szerin oldallanc(ok) azonositasahoz in vitro PKC foszforilacios
kisérletet végeztiink a glutathion Sepharose 4B oszlopon immobilizalt rekombinans TSP1
fehérje fragmentumokkal. A fragmentumokat 2 6ran at inkubaltuk aktiv PKC enzimmel, mig a
negativ kontroll mintdk nem tartalmaztak aktiv PKC enzimet. A mintakat foszfo-szerin-PKC
szubsztrat specifikus antitest felhasznalasaval vizsgaltuk Western blot technikéval (45.A abra).
Az eredmények azt mutattak, hogy a PKC kizardlag az els6 fragmentumot (1-221aa)
foszforilalta, ami azt sugallta, hogy a TSP1 potencialis foszforilacids helye a Ser** és/vagy a
Ser®® lehet. A GST-TSP1?2%@ fragmentumbol pontmutacidval szimpla (Ser44Ala vagy
Ser93Ala) és dupla (Serd4Ala és Ser93Ala) foszfonull mutansokat hoztunk létre, ahol a
potencidlis szerin oldallanco(ka)t alaninra cseréltiik. A mutagenezis sikerességét

szekvenaltatassal igazoltuk. Az 1jonnan létrehozott rekombindns foszfonull mutans
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fragmentumokkal megismételtiik az in vitro PKC foszforilacios kisérletet, a vad tipusua GST-
TSP1%-2213 rekombinans fragmentumot felhasznalva kontrollként. A Western blot analizis
eredményei alapjan a vad tipust, illetve az Ser44Ala GST-TSP122% fragmentumok
foszforilalodtak, mig az Ser93Ala és a duplamutins Ser44Ala/Ser93Ala GST-TSp1l-22la
fragmentumok nem (45.B abra). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a TSP1 fehérje a PKC enzim

altal csak a Ser® oldallancon foszforilalodik.

A B.

. 1- 222- 315- 698-
TSP1 aa:
221 314 697 1171 WT  S44A S93A S44A/S93A

y PKC: — + — + — + — + :
PRG: — + — & — 3 — 4 pSer-PKC

130kDa - —
95kDa 43kDa_| szubsztrat

72kDa_
55kDa_ pSer-PKC
43kDa_ - szubsztrat

43kDa_|— — — — — T —— TSP1
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55kDa_ - PAGE

45. abra A PKCa foszforilacios helyének azonositisa a TSP1 fehérjén - A. A GST-TSP1
fragment fehérjéket Glutathione Sepharose 4B gyongyokon tisztitottuk és aktiv PKCo enzimmel,
vagy enzim nélkiil inkubaltuk 2 oran keresztiil 30°C-on. A mintdkat Western blot technikaval
ellendriztiik foszfo-szerin-PKC szubsztrat specifikus antitest felhaszndlasdaval. Az SDS-PAGE
gelen az elvalasztott fehérjéket Coomassie Blue festéssel tettiik detektdalhatova. B. A
rekombindns GST-TSP11-222al WT, GST-TSP1!-221a2 Ser44Ala, GST-TSP1!2%182 Ser93Ala és a
GST-TSP1221aa Ser44Ala/Ser93Ala fehérjéket gyantan tisztitottuk és aktiv PKC-val, vagy
nélkiile inkubaltuk. A fehérjék foszforilaciojat foszfo-szerin-PKC szubsztrat antitesttel
vizsgaltuk, Western blot technikaval.

Ezt kovetéen a PP2A B55a és a rekombindns GST-TSP1 fragmentumok kozti
kolcsonhatast pull down technikaval vizsgaltuk. Az immobilizalt fehérje fragmentumokat
BPAEC lizdtummal inkubaltuk egy ¢jszakan at, majd a mintdkat Western blot segitségével
B55a specifikus antitesttel analizaltuk. Az eredmények alapjan a B55a kdlcsonhatasba 1épett a
PKC foszforilaciés helyet tartalmazo (GST-TSP11221%) N-terminalis fragmentummal (46.A
4bra). Annak tesztelésére, hogy a Ser® foszforilacios dllapota befolydsolja-e a TSP1 és PP2A
B55a kozti kdlesonhatast, létrehoztuk a GST-TSP1'221% Ser93Asp foszforilaciot utanzod
mutanst. Pull down kisérletet végeztiink a GST-TSP1221%@ - WT, Ser93Ala és Ser93Asp

fehérjékkel. A Western blot analizis alapjan a B550 mindhdrom fragmentummal
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kolcsonhatdsba lépett, de a leggyengébb kolcsonhatas a GST-TSP11%21%  Ser93Asp
foszforilacidt utdnzé mutansnal volt megfigyelhetd a vad tipusu és a foszfonull mutanshoz

képest (46.B abra).

A. B
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pull down Y
GST-TSP1

46. abra A TSP1 N-terminalis fragmentum és a PP2A B55a kozti kolcsonhatds kimutatdsa -
A. BPAEC sejtlizatummal pull down kisérletet végeztiink bakterialisan expresszalt és gyantan
tisztitott GST és GST-TSP1 fragmentek felhasznalasaval. Az elualt mintakat B550. specifikus
antitesttel ellendriztiik Western blottal. B. Immobilizalt GST-TSP11221aa \WT - Ser93Ala, -
Ser93Asp rekombinans fehérjéket BPAEC sejtlizatummal inkubaltuk. A pull down mintdk
Western blot analizisét B55a és TSP1 specifikus antitestekkel végeztiik.

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a PP2A foszfataz szerepet jatszik-e a foszfo-TSP1
defoszforilacidjaban. A vizsgalathoz az in vitro PKC altal foszforilalt GST-TSP1l-22la
fragmentumot hasznaltuk szubsztratként és a foszforilacids szintjét Western blot segitségével
elemeztiik (47. abra). A defoszforilacids kisérlet soran a foszforilalt TSP1 fragmentumot
BPAEC sejtlizdtummal, nem targetald vagy B55a specifikus siRNS-sel kezelt sejtlizatummal,
illetve PP1 vagy PP2A inhibitorral kezelt sejtlizatummal inkubaltuk. A sejtlizatum, a nem
specifikus siRNS-sel kezelt sejtlizatum, valamint a PP1 gatolt tautomicetinnel kezelt
sejtlizdtum defoszforilalta a TSP1 fehérjét. A defoszforilacio a PP2A regulator B55a
alegységének hidnyaban és a PP2A okaddnsavval torténd gatlasakor nem valosult meg. Ezek
az eredmények arra utaltak, hogy a PP2A B55a holoenzim felelés a Ser®® oldallancon

foszforilalt TSP1 defoszforilaciojaért.
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47. dbra A foszfo-Ser93 TSPI fehérjét a PP2A B55a defoszforildlja - Az immobilizadlt és in
vitro PKC foszforilalt GST-TSP1-2213 fohérije fragmentek defoszforilacidjanak vizsgdlatdt
lizispuffer (LP, mint defoszforilacios negativ kontroll), BPAEC sejtlizatum, nem-targetalo-
(nonsi-), valamint sSiPPP2R2A siRNS-sel transzfektalt sejtlizatum, tovabba SnM okaddnsavval
(OA) és 1 uM tautomicetinnel (TM) eldkezelt sejtlizatum hozzdaddasaval végeztiik. Pozitiv
kontrollként in vitro PKC foszforildlt GST-TSP1Y221% mig negativ kontrollként PKC enzimmel
nem kezelt GST-TSP1%22'42 glkalmaztunk. A B55a csendesitésének sikerességét a mintdik B550
fehérje szintjének ellendrzésével igazoltuk. A foszforilalt rekombindns fehérje fragmentumok
foszforilacios szintjét TSPI1 és foszfo-szerin-PKC szubsztrdat antitest felhaszndlasaval
ellendriztiik, Western blot technikaval.

7.2.7. A PP2A B55a nélkiilozhetetlen a TSP1 szabalyozasahoz a sebgyogyulas soran

A PP2A B55a regulator alegység élettani szerepének vizsgalatdhoz eldszor scratch
assay modszerrel elemeztik az EC-k sebgyogyuldsi képességét, Osszehasonlitva a nem-
targetald siRNS-sel transzfektalt és B550 depletalt sejteket (48. abra). A karcolas utan a
sebgyogyulds folyamatat meghatdrozott idokozonként késziilt fotokkal kovettilk nyomon,
melyeket az Image] szoftverrel értékeltiik ki. Az eredmények azt mutattdk, hogy a B55a

depletalt sejtek sebzarodasi képessége lassabb volt, mint a kontroll sejteké.
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48. abra A PP2A B55a hianya csékkenti az endotél sejtek sebgyogyuldsi képességeét - A 12
lyukii  plateben [évé endotél sejteket nem targetalo-, és BS55a  specifikus siRNS-Sel
transzfektaltuk. Transzfekciot kdvetéen 48 ordval a monolayer sejtréteget Iml-s pipettaheggyel
megkarcoltuk. A sejtek sebgyogyulasi folyamatat a jelzett idopontokban (4 ora, 8 ora, 12 ora,
24 ora) fotozassal kovettiik nyomon. Skala: 250 um. A sebzarodast Imagel szoftverrel
ertékeltiik ki. A statisztikai elemzést t-teszttel végeztiik el (n=3, * p<0,05, ** p<0,01).

A sebgyogyulas alatt a TSP1 ¢s PP2A B55a fehérjék expresszids szintjét is nyomon
kovettiik. A karcolt, nem-targetalo- és a PP2A B55a SiRNS-sel kezelt sejteket kiilonbozo
idépontokban dsszegylijtottiik, majd a mintdkat Western blot soran aktin, TSP1 és PP2A B55a
specifikus antitesttel detektaltuk (49. abra). A TSP1 fehérje szintje megemelkedett a sebzarodas
soran a nem targetald siRNS-sel kezelt sejtek esetében, mely Osszehangban all az irodalmi
adatokkal [124]. Ezzel szemben a B55a depletalt sejtekben ez az emelkedés nem volt
tapasztalhatd. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TSP1 fehérje szabalyozasdhoz a PP2A
B55a hozzajarul a sebgyogyulasi folyamatokban.
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49. dbra A TSPI fehérje expresszios valtozdsa sebgydgyulds sordn - A karcolatlan (kontroll)
és karcolt, nem targetdlo siRNS-sel transzfektalt és B55a depletalt sejteket mostuk 1x PBS-sel,
majd protedz inhibitor koktélt tartalmazo lizispufferben osszegyiijtottiik a jelolt idopontokban
0, 4, 8, 12, 24 ora). A mintakat Western blot modszerrel teszteltiik TSP1, B550 és aktin
specifikus antitestek segitségével. A denzitometrids kiértékelés soran az aktin jelére tortént a
normalizalas. A statisztikai analizis ANOVA Tukey-teszttel tortént (n=3, ** p<0,01; ***
p<0,001).
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7.2.8. A PP2A B55a részt vesz a 3D szferoidok stabilitdsaban és az endotél sejtek
érképzésében

Kovetkez 1épésként megvizsgaltuk a PP2A B550 depléci6 hatasat az EC-K
angiogenetikus tulajdonsagaira, mint a szferoid-, illetve érképz6 képességiikre. A 3D szferoid
sejttenyésztéshez specidlis Bioprinting Kit-et hasznaltunk. A sejteket NanoShuttle-PL
magneses gyongyokkel kezeltiik. A szferoidok valtozasait a magneses kozegbdl torténd
eltavolitast kdvetden (0 perc) kiilonbdzd iddpontokban készitett fényképekkel dokumentaltuk
(50.A abra). A szferoidok méretét az Imagel szoftver segitségével mértiik meg és elemeztiik.

A deplécio sikerességét a magnesezett sejtek Western blot analizisével ellendriztiik (50.B abra).
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50. abra A PP2A B55a deplécioja hatdssal van az endotél sejtek 3D szferoid formdlo
képességére - A. A kontroll, nonsiRNS és siPPP2R2A-valkezelt sejteket NanoShuttle-PL
magneses gyongyokkel inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. A magnesezett sejteket sejttaszito
plate-be tettiik at, majd specidlis mdgneses lemezen inkubadltuk tovibbi 24 ordan keresztiil a
szfeoid képzés inicializalasanak érdekében. A szferoid kialakuldsat kovetéen a magneses lemezt
eltavolitottuk (0 perc) és a feltiintetett idopontokban képeket készitettiink. A szferoidok méretét
ImageJ segitségeével értékeltiik ki. A statisztikai elemzést ANOVA Tukey-teszttel végeztiik (n=3,
** p<0,01; *** p<0,001). Skdla: 500 um B. A szferoidképzéshez haszndlt sejtek ellendrzése
Western blot analizissel.

A kapott eredmények alapjan a B550 hianya befolyasolta a sejtek szferoidképzo
képességét. A B55a depletalt sejtekbdl képzodott szferoidok kezdetben nagyobb méretiiek

voltak és 48 ora elteltével a szferoidok fragmentalddtak és elkezdtek szétesni. A fragmentdlod
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mértékét a 48 és 72 oOras szferoidmintak esetében kiértékeltiik és szamszertsitettiik (51.A abra).
A fragmentacio mértéke a B55a depletalt sejtek szferoidjaiban szignifikansan nagyobb volt,

mint a kontroll, illetve nem-targetald siRNS-sel kezelt sejtek esetében (51.B abra).

A. B.
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51. abra A PP2A B55a hianydnak tovabbi hatdasa a 3D szferoid strukturdkra - A. A szferoidok
széteseset (%) a leszakadt sejtek vagy sejtcsoportok/a szferoid teljes teriilete x 100 képlet
alapjan szamitottuk ki. B. Reprezentativ abra a leszakadt sejtekrol (fehér) és a szferoidok
magszerkezetérol. Skala: 500 um

A sejtek érképzési képességét Matrigel 3D matrix segitségével vizsgaltuk. Kontroll,
nem-targetald és B55o siRNS-sel kezelt sejteket helyeztiink Matrigellel bevont p-Slide
angiogenezis plate-ekbe, majd idokozonként készitett fényképekkel kovettiik nyomon a sejtek
érképzési folymatat. A B55a csendesitett sejtek mar 3 oraval a Matrigel-re helyezést kvetéen
érszerli strukturdkat alakitottak ki. Az igy kialakult erek hosszat és az elagazdsok szamat
Osszehasonlitottuk a kontroll és a depletalt sejtekben. Az eredmények alapjan a B55a regulator
alegység hianyéaban a sejtek szignifikdnsan tobb eldgazasi pontot és hosszabb ér szegmensekkel

rendelkeztek, mint a kontroll sejtek (52. abra).
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52. dbra A PP2A B55a hatdsa az endotél sejtek érképzési képességére - A nonsiRNS-sel és
B55a (PPP2R2A) siRNS-sel transzfektalt sejteket Matrigel bevonatu u-Slide angiogenezis
lemezre tettiik és kovettiik a sejtek érképzését. A reprezentativ képek a sejtkirakast kovetoen 3
ora elteltével késziiltek. Skala: 500um. Az érképzésrol késziilt képeket az ImageJ szoftver
Angiogenesis Analyzer programjaval értékeltiik ki. Az érképzés statisztikai elemzését paratlan
t-teszt probaval végeztiik (n=3, ** p<0,01; *** p<0,001).

7.2.9. A TSP1 Ser93Asp foszforilaciot utdnzé mutansa gatolja az angiogenezist endotél
sejtekben

Kisérleteink folytatdsdhoz sziikség volt a TSPl emlds expresszidjahoz alkalmas
rekombinans vektorra, ezért 1étrehoztuk a pcDNA3.1 myc-His-TSP1 rekombinans plazmidot,
a bakterialis expressziora alkalmas plazmidok létrehozéasanal is alkalmazott fészek primerek
felhasznalasaval. A primerekkel amplifikalt, majd gélb6l visszanyert 4017bp hosszsagu
terméket templatként hasznalva, ujra amplifikaltuk a TSP1 kodold szekvencidjat olyan
primerekkel, amelyek tartalmazzak a klonozashoz sziikséges hasitohelyeket az emlds
expressziora alkalmas pcDNA3.1 myc-His A (-) vektorba. A ligalas és JM109 E.coli sejtekbe
torténd transzformalas és tisztitas utan a rekombindns plazmidokat restrikcidés emésztésekkel

ellendriztiik (53. abra).
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53. dbra A pcDNA3.1 myc-His-TSP1 plazmid létrehozdsa - Tisztitast, ligaldst és
transzformalast kovetoen a két darab pPCONA-TSP1 kion ellendrzéséhez restrikcios emésztést
alkalmaztunk. Az Xhol+EcoRI enzimekkel tortéend emésztésnél a klonok a vartnak megfeleloen
1193bp-ndl, illetve 7813bp-ndl adtak sdvot. Tovibba Xhol+HindIIll enzimek esetében a
plazmidot 5500bp, mig az inzertet 3513bp méretnél detektaltuk.

A kovetkezOkben a TSP1 fehérje overexpresszidjanak hatasat vizsgaltuk a sejtek
szferoid formalo képességére. Az endotél sejteket pcDNA3.1 myc-His-TSP1 plazmiddal
transzfektaltuk, majd a transzfekcio utan 24 o6raval megkezdtiik a sejtek szferoid képzését a
fentebb leirt médon. A kapott eredmények azt mutattdk, hogy a c-myc cimkével ellatott TSP1
fehérjét overexpresszald sejtek mar a kiindulasi idépontban (0 perc) nagyobb méretli
szferoidokat képeztek, mint a kontroll sejtek, annak ellenére, hogy minden mintdhoz azonos

szamu sejtet hasznaltunk fel (54. abra). Ez a méretkiilonbség 72 6ran keresztiil fennmaradt.
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54. abra A TSPI overexpresszidja noveli a szferoidok méretét - Lipofectamine kontroll és
pcDNA3.1myc-His A TSP1 transzfektalt sejtekhez NanoShuttle-PL mdgneses gyongyoket
adtunk és egy éjszakan at inkubaltuk. A kialakult szferoidokat fotozassal kovettiik nyomon.

Meretiiket ImageJ szoftver segitségével értékeltiik ki. A statisztikai analizist ANOVA Tukey-teszt
haszndlataval végeztiik el (n=3, ** p<0,01, *** p<0,001).

Ezt kdvetden pontmutacioval foszforilaciot utanzo (Ser93Asp) és foszfonull (Ser93Ala)
teljes hosszisagh TSP1 konstruktokat hoztunk létre, mely soran a teljes hosszsaga
pcDNA3.1myc-His A-TSP1 plazmidot hasznaltuk templatként. A pontmutaciok sikerességét
szekvenaltatassal ellendriztiik.

A sejteket transzfektaltuk a pcDNA3.1 myc-His-TSP1 WT, Ser93Ala és Ser93Asp
plazmidokkal. Ezt kovetden megvizsgéltuk a TSP1 foszforildcios allapotanak lehetséges
hataséat a sejtek szferoidformald képességére. A kiilonbozd TSP1 formékat overexpresszald
sejteket magneses gyongyokkel kezeltiik és a képzodott szferoidokat kiilonb6z6 idépontokban
készitett felvételekkel kovettiik nyomon (55.A abra). A transzfekcio sikerességét Western
blottal ellendriztiik, c-myc és aktin specifikus antitestek felhasznalasaval (55.B abra).
Eredményeink szerint a foszforilaciot utdnzéo TSP1 Ser93Asp-t expresszald sejtek kisebb, de
kompaktabb szferoidokat képeztek a 48 és 72 6ras idépontokra, dsszehasonlitva a vad tipusu

vagy a foszfonull TSP1 format expresszalo sejtekkel.
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55. abra A TSPI fehérje foszforilacios allapota hatdssal van a sejtek szferoid formalasi
képességére - A. BPAEC sejteket pcDNA-TSP1 WT; Ser93Ala és Ser93Asp plazmidokkal
transzfektaltuk. A kialakult szferoidok méretét megadott idopontokban késziilt felvételekkel
kovettiik nyomon. A szferoidok méretének kiertékelése ANOVA Tukey-teszt segitségevel tortent
(n=3, * p<0,05; ** p<0,01). B. 4 szferoidképzéshez haszndlt sejtek ellendrzése Western blot
analizissel.

Megvizsgaltuk tovabba a TSP1 foszfomutdnsok hatasat az EC-k érképzési képességére
is. A sejteket a TSP1 vad tipusu és kiilonboz6 foszfo-formakat tartalmazo plazmidokkal
transzfektaltuk, majd Matrigelre helyeztiik (56. abra). A foszforilaciot utanzé TSP1 Ser93Asp
fehérjét overexpresszalo sejtek altal 1étrehozott kapillaris halozatban szignifikansan kevesebb
volt az eldgazasok szdma, valamint az erek hossza, mint a vad tipust, vagy a foszfonull
formakat expresszald sejteké. Eredményeink arra utalnak, hogy a PKC foszforilacids hely
modositasa, igy feltételezhetéen a TSP1 PKC foszforilacioja is, szabalyozza az EC-k

angiogenikus tulajdonsagait.
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56. dabra Az endotél sejtek érképzési képességét befolydsolja a TSP1 foszforilacios dllapota -
pcDNA-TSP1 WT, Ser93Ala és Ser93Asp transzfektdlt sejteket Matrigel bevonatu u-Slide
angiogenezis plate-be tettiik. A reprezentativ képek a kitevést kovetéen 5 oraval késziiltek. A
sejtek érképzo képesseg szignifikans valtozasait ANOVA Tukey-teszttel elemeztiik (n=3, **
p<0,01; *** p<0,001). Skala: 500um.
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8. Megbeszélés

A fehérjék Ser,Thr vagy Tyr oldallancon torténd foszforilacidja az egyik legfontosabb
¢s leggyakrabban el6fordul6 poszttranszlacios modositas, amelyet a protein kinazok és protein
foszfatazok 6sszehangolt miikddése tesz reverzibilissé [125]. A foszforilacié megvaltoztathatja
molekularis kdlcsonhatasokat [126].

Az emldsokben a PP1 mellett a PP2A az egyik legfontosabb intracelluldris protein
foszfataz, amelynek szerepe folyamatosan bdviil az Gjonnan azonositott szubsztrat fehérjék
révén. Ezek a felfedezések egyre tobb, korabban nem ismert sejtfolyamatban vilagitanak ra
ennek az enzimnek a jelentdségére, kiegészitve az eddig ismert funkciot [127]. A PP2A
holoenzim szerkezetében a regulator ,,B” alegység az, amely célzd6 modulatorként mitkodik,
biztositva a szubsztratspecificitast és szubcellularis lokalizaciot [59,128].

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a PP2A B55a reguldtor alegységet
tartalmazd holoenzim szabédlyozza a BPAEC-k barrier funkcidjat a citoszkeletalis és a sejt
kapcsolatok fehérjéinek foszforilacidjan keresztiil [129-131]. A PP2A tovabbi szerepének
feltarasa érdekében a rekombindns B55a alegység felhasznéalasaval, 0j kdlcsonhato partnereket,
esetleges szubsztrat fehérjéket kerestink az EC-kben. Kisérleteink soran egy 47 kDa
molekulaméretii fehérjét, a flotillin-1 (reggie-2) fehérjét azonositottuk. A flotillin fehérjecsalad
két tagja, a flotillin-1 és a flotillin-2, 90%-o0s hasonlosagot mutat és a legtobb sejttipusban jelen
van [72-74]. A flotillin-1 szerepét kimutattak mar a sejt adhézidoban [132, 133] és a jelatviteli
folyamatokban is [134], mely 6sszhangban all korabbi eredményeinkkel a PP2A szerepérdl az
endotél sejtkapcsolatokban. A PP2A holoenzim és a flotillin-1 fehérjék kozti kdlesonhatast
szamos modszerrel igazoltuk, tobbek kozott pull down kisérlettel, immunprecipitaciéval, PLA-
val és NanoBit rendszerrel torténd mérésekkel is. Mig a flotillin-1 kdlcsonhatasba 1épett a PP2A
holoenzimmel, addig a flotillin-2 nem, mely tovabb igazolta a PP2A és flotillin-1 kdzotti
kolcsonhatas specifikussagat. Bar a flotillineket membran asszocialt fehérjéknek tartjak [135,
136], a sejten beliili eloszlasuk nagyban fiigg a sejt tipusatol és allapotatol [75, 90, 137]. Az
EC-kben a flotillin-1 fehérjét a sejtek citoplazmajaban detektaltuk. Azonban, a PP2A vagy a
PKC gatlasa, vagy a PKC enzim aktivaldsanak hatdsara a flotillin-1 fehérje sejten beliili
lokalizacioja megvaltozott, mely a flotillin-1 foszforilacio fiiggd szabalyozaséara utalt.
Igazoltunk, hogy a PKC a flotillin-1 Ser®® oldallancat foszforilalja, melynek megfelelé
homolég hely nem talalhaté meg a flotillin-2 fehérjében. A PP2A B55a és a flotillin-1 fehérjék
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kozti kolecsonhatdas PKC aktivalas hatasara megerdsodott, valamint a flotillin-1 Ser315Asp
foszfomutans nagyobb mértékben kototte a BS5S5a regulator alegységet. A lokalizacios
vizsgalatok eredményei szerint csak a foszfonull Ser315Ala flotillin-1 forma jelenik meg a
sejtmembranban, mellyel 6sszhangban a PKC aktivitasanak gétlasara a vad tipusu flotillin-1
fehérje is a membranba transzlokalodott. Tobb PP2A szubsztrat esetében is ismert a
foszforilacio fliggd lokalizacié valtozas, példaul a hiszton-deacetilaz [138], valamint a KSR
(kinase suppressor of Ras), vagy Raf-1 fehérjéknél [139]. Korabban HEK293 sejtek

felhasznalasaval kimutattak, hogy a PKC a Ser®™®

oldallancon foszforilalja a flotillin-1 fehérjét
[121], melyet az EC-kben is igazoltunk. NanoBit rendszer felhasznalasaval a flotillin-1 és a
PP2A B55a fehérjék kozotti kolcsonhatast dinamikajat is leirtuk. Az EC-k megfelel6 barrier
funkcidja és az érképz0 képességiik jelentds mértékben fiigg a sejtek migraciojatol,
adhéziojatol, valamint az EC-K kozotti kapcsolatoktol. A PP2A B55a jelenléte kifejezetten
sziikséges volt az EC-k angiogenikus tulajdonsagaihoz, elésegitve a kialakult érhalozatok
stabilitasanak fenntartasat [140]. A PKC aktivalasa ezzel szemben résképzodést és ezzel az EC-
elésegiti az endotél barrier kialakitasat, valamint szerepet jatszik az angiogenezisben. Ezen
hatasok a flotillin-1 PKC - PP2A B55a altali Ser®™® oldallanc foszforildcidjan keresztiil
szabalyozottak (57. ébra).

A flotillin-PP2A kozti kélcsonhatas tovabbi lehetséges jelatviteli kovetkezménye a
szfingozin-1-foszfathoz (S1P) kothetd. A PP2A ,,C” Kkatalitikus alegysége deaktivalja a
szfingozin kinaz 1-et, ezaltal a szfingozin nem alakul 4 S1P-td, azonban a relevans PP2A
holoenzim format még nem azonositottak [142]. A flotillinek egyik alapveté szerepe a
szfingozinek membranba torténd visszaszoritasa a S1P szintjének fenntartasa érdekében [143].
Feltételezhet6en a PP2 A kiilonb6zd formai egyiittesen irdnyitjak a flotillin €s a szfingozin kinaz
szabalyozza az EC-k fizioldgiai tulajdonsagait, mint példaul az ér permeabilitasat, gyulladast

¢és az angiogenezist [144].
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57. abra A flotillin-1 fehérje foszforildcios szabdlyozdsa — A flotillin-1 fehérjét a PKC enzim
foszforildlja a Ser®™® oldalldncon, melynek kévetkeztében a foszforilalt fehérje a citoplazmdba
transzlokalodik. A fehérje defoszforilaciojaért a PP2A B55 a a felelos, defoszforilaciot
kovetéen a flotillin-1 visszajut a sejtmembrdanba ahol eldsegiti az angiogenezist, illetve a
sejtmigraciot.

Az angiogenezis egy finoman szabalyozott folyamat, amelyet a pro- és anti-angiogén
jelek egyenstlya iranyit. A Ser/Thr-specifikus foszfatazok szamos jelatviteli utvonalban
az érképzddést - ez utobbi az angiogenezis alapvetd folyamata. Kordbbi kutatasok kimutattak,
hogy a PP2A foszfataz szubsztrat fehérjéi tobbek kozott az Akt [145] és az endotelialis
nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS) is [146, 147], amelyek kulcsszerepléi az angiogén
jelatvitelnek. Emellett a PP2A a VEGF-utvonal szabalyozasaban is részt vesz [148]. A PP2A
foszfatdz szerepét szdmos tanulmany vizsgalja tumorszupresszorként, hogy jobban megértsék
diagnosztikai és prognosztikai markerként a tumorok esetében [149]. A daganatok oxigén- és
tapanyagellatisa szempontjabol elengedhetetlen az 0j érhaldzat kialakuldsa, amely eldsegiti a
tumor novekedését és progresszidjat. Kutatasunk célja a PP2A B55a holoenzim tovabbi
szerepének feltarasa volt az angiogenikus utvonalakban. Az angiogenezishez kapcsolodo
fehérjéket Proteome Profiler Angiogenesis Array alkalmazasdval vizsgaltuk, amely soran
megallapitottuk, hogy a TSP1 fehérje szintje szignifikansan csokkent a B55a regulator alegység

amely szamos fiziologias és koros folyamatban sokrétii szerepet tolt be, jelentds hatést
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gyakorolva az érképz6dés mechanizmusaira [150]. A TSP1 egy olyan fehérje, amely mind pro,
mind antiangiogén hatasokkal rendelkezik. Az EC-kel valé kdlesonhatasa soran képes gatolni
153]. Masrészt a TSP1 képes kozvetett modon eldsegiteni az angiogenezist azaltal, hogy
modulalja mas novekedési faktorok aktivitasat és jelatviteli Gtvonalait [154-156]. A TSP1
poszttranszlacios modositasai kozott megtalalhatd a glikozilacio és a diszulfid-hidak
kialakulasa, amelyek hozzajarulnak a fehérje szerkezeti és funkcionalis sokféleségéhez [114,
157, 158]. Munkank soran kimutattuk, hogy kdzvetlen kolcsonhatas all fenn a TSP1 és a PP2A
kozott. Mivel a foszfatdzok alapvetd szerepet jatszanak a kindzok aktivitdsanak
ellensulyozasaban, vizsgalataink arra is kiterjedtek, hogy a kinazok hatasa hogyan befolyasolja
a TSP1-t. Kimutattuk, hogy a PKC aktivitasdnak serkentése vagy gatlasa szignifikansan
megvaltoztatta a TSP1 szintjét, ami alatdmasztja a PKC szerepét a TSP1 szabalyozasaban.
Immunprecipitacios kisérleteink igazoltak, hogy a TSP1 szerin oldallanc(ok)on foszforilalodik
a PKC altal. Foszforilacios predikcids szoftverrel tobb potencidlis foszforilacids helyet
azonositottunk a TSP1 fehérjén, majd in vitro kisérletekkel megerdsitettiik, hogy a PKC a TSP1
N-terminalis doménjének 93-as szerin oldallancat foszforilalja.

A TSP1 N-terminalis doménje képes kotddni sejtfelszini receptorokhoz, példaul a
CD36-hoz [159]. A CD36 kotodése a TSP1 1. tipust TSR ismétlédéséhez anti-angiogén jeleket
indit el, amelyek az EC-k apoptozisahoz vezetnek [160, 161]. Ezenkiviil a TSP1 N-terminalis

crer

crer

sebgyodgyulas €s a szoveti atalakulds szempontjabol. A TSP1 N-terminalis doménje azonban
érzékeny a MMP-k proteolitikus hasitasara [162]. Ezek a hasitasok kisebb fragmentumok
1étrejottehez vezetnek, amelyek funkcidja jelentdsen eltérhet a teljes hosszusagi TSPI
molekulaétol. A TSP1 expresszidjat szamos tényezd szabdlyozza, és a kiillonbozo élettani és
koéros koriilmények kozott zajlo jelek Osszetett kolcsonhatasa befolyasolja. Példaul hipoxias
kornyezetben a TSP1 expresszidja megnovekedhet, mikdzben a TGFB aktivitasanak
szabalyozasaban is részt vesz [163]. Kutatasunk eredményei azt mutattak, hogy a PP2A B55a
regulator alegység hianya EC-kben a TSP1 mRNS- és fehérjeszintjének csokkenését okozza. A
B550 deplécid lassabb sebzarddast okoztott és a sejtek megvaltozott érszerli strukturakat
alakitottak ki, ami a PP2A B55a jelentOs szerepét hangsulyozza az érhalozat stabilitasaban. Ez
inaktivalasahoz vezet, illetve elésegiti a sejtmigraciot és az angiogenezist [164]. A

szferoidképzddési kisérletek azt mutattak, hogy B55a hidnyaban a szferoidok fokozott szétesést
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mutattak a kontrollhoz képest. Ez a sejt-sejt kolcsonhatasok destabilizalédasara utalhat.
Korabbi kutatasok alatdmasztjak, hogy a B55a-hianyos EC-k kezdetben stabilnak tiind
halozatokat hoznak 1étre, amelyek azonban gyorsan instabilla valnak és 6sszeomlanak [140].
Eredményeink a PP2A komplex szerepére utalnak, amely szdmos szubsztratjdn keresztiil
befolydsolja az angiogenezist; azonban annak érdekében, hogy specifikusan vizsgalhassuk a
TSP1 defoszforilacidjat, foszfo-TSP1 mutansokat alkalmaztunk. A TSP1 Ser93Asp
overexpresszalo sejtek kisebb ¢és kompaktabb szferoidokat képzetek, valamint ezen sejtek
gyenge kapillaris képzddést mutattak, mely egy jobb angiogenezis gatlo hatashoz vezet. Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy a PKC altal kozvetitett foszforilacid jelentésen befolyasolja
a TSP1 funkcidjat az angiogenezis szabalyozasaban (58. 4bra).

Bar a TSP1 fehérjét foként extracellularis szerepe miatt ismerték fel, egyre tobb
bizonyiték utal arra, hogy intracelluldrisan is fontos funkcidkat tolt be, és kozvetleniil
befolyasolja a sejtek miikodését [150]. A TSP1 antiangiogén hatasai igéretes célpontot
jelentenek a rakterapidban, mivel az angiogenezis gatlasaval csokkenthetd a tumor vérellatasa,

ami akadalyozza annak novekedését és metasztazisat.

TSP1
PP2ABq, PKC
/ Ser93

«P
TSP1 szint csokkenése -
lassabb sejtmigracio TSP1
gyorsabb érképzés
szferoidok szétesése angiogenezis gatlasa

szferoidok stabilitasa

58. abra A TSP1 reverzibilis foszforilicidjanak hatisa - A TSPI fehérje Ser®® oldallancanak
foszforilacios szintjet a PKC és PP2A B550 szabdlyozza. A PP2A B55a alegység hianya
csokkenti a TSP fehérje és mRNS szintjét az endotél sejtekben. A foszforilaciot utanzo
Ser93Asp TSP1 fehérjet overexpresszalo sejteknél csokkent érképzodést és kompaktabb szferoid
formdkat irtunk le, mely alapjan a foszforilalt TSPI hatdsosabb angiogenezis gatlonak
tekintheto.
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9. Osszefoglalas

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

Munkank tovabba feltarta, hogy a PP2A B55a kiemelten fontos az angiogenezis
folyamatdban. Hianya az EC-k érszerti struktirainak instabilitdsahoz vezetett, amit 3D
extracellularis matrix kisérleteink is alatdmasztottak. Megallapitottuk, hogy a BS5a hianyaban
a TSPl fehérje szintje jelentésen csokkent, ami szintén hozzdjarult a sejtek érrendszeri
stabilitasdnak romlasahoz. Emellett kimutattuk, hogy a B55a hianya kedvezdtleniil befolyasolta
a sebgydgyulast és a sejtek 3D struktirainak fenntartasat.

Kutatdsunk eredményei réavilagitanak az EC-k komplex szabalyozéasi halozatara, és
hangsulyozzak a PP2A B55a szerepét az érrendszeri stabilitas és regeneracio fenntartasaban.
Ezek az ismeretek hozzdjarulhatnak 1j terapias stratégidk kifejlesztéséhez érrendszeri
betegségek kezelésére. Az EC-k miikodését érintd szabalyozdsi mechanizmusok jobb
megértése révén lehetdség nyilik olyan innovativ gydgyszerek kifejlesztésére, amelyek
emellett hozzajarulhat az érrendszeri betegségek diagnosztikajanak javitdsahoz, lehetové téve

a korai beavatkozast.
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10. Summary

Endothelial cells perform numerous functions by forming a semipermeable monolayer
(endothelium) that separates blood circulation from surrounding tissues. The phosphorylation
and dephosphorylation of proteins are essential mechanisms in the organization of endothelial
cells into blood vessels and the regulation of barrier function. Understanding the functions of
endothelial cells and their molecular mechanisms in greater detail is critical for studying
vascular diseases and other related conditions.

PP2A is one of the most significant Ser/Thr-specific protein phosphatases, with a wide
range of functions due to its structure. Through its B55a regulatory subunit, PP2A participates
in the establishment and maintenance of barrier function, as well as in the regulation of
angiogenesis. In our research, we identified flotillin-1 as a novel interacting partner of PP2A
B550. We found that the interaction between these two proteins is phosphorylation-dependent
and significantly influenced by the activity of the PKC enzyme. Furthermore, we demonstrated
that the phosphorylation and dephosphorylation of flotillin-1 affect its intracellular localization,
which plays a key role in the formation and maintenance of the endothelial barrier.

Our work also revealed that PP2A B55a is critically important in the process of
angiogenesis. Its absence led to the instability of vascular-like structures formed by endothelial
cells, as supported by our 3D extracellular matrix experiments. We observed that the depletion
of B55a resulted in a significant reduction in the levels of TSP1 protein, which further
contributed to the loss of vascular stability. Additionally, we showed that the absence of B55a
adversely affected wound healing and the maintenance of 3D cellular structures.

Our findings highlight the complex regulatory network of endothelial cells and
emphasize the role of PP2A B55a in maintaining vascular stability and regeneration. These
insights may contribute to the development of new therapeutic strategies for the treatment of
vascular diseases. By improving our understanding of the regulatory mechanisms affecting
endothelial cell function, we can explore innovative drug development targeting vascular
stability and regeneration. Moreover, uncovering new pathways can enhance the diagnostics of

vascular diseases, enabling earlier interventions and improving patient outcomes.
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