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2.  ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATCC - American Type Culture Collection

BSA - borjui szérum albumin

bp - bazispar

c¢DNS - komplementer DNS

cpm - beiités per perc (counts per minute)

dNTP - dezoxi-nukleozid-trifoszfat

DTT - ditio-treitol

EC — endotél sejtek (endothelial cells)

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

EGF - epidermalis ndvekedési faktor

EGTA - etilén-glikol-bisz-(2-amino-metil-éter)-tetraecetsav
ERM - ezrin, radixin, moezin fehérjék

FBS - {otélis borjuszérum

GSK3p - glikogén szintaz kinaz 33

IPTG - izopropil-p-D-tio-galaktopiranozid

M20 - miozin foszfatdz 20 kDa regulator alegysége
MBS - miozin kot6 alegység

MLC - miozin kénnytilanc

MLCK - miozin kénnytlanc kinaz

MP - miozin foszfataz

MYPT - miozin foszfatdz regulator alegysége

MT - mikrotubulus

OD - optikai denzitas

PAGE - poliakrilamid gélelektroforézis

PBS - foszfattal pufferolt sdoldat (phosphate buffered saline)
PBST - PBS + 0,01 % Tween

PKA - cAMP-fiiggd protein kindz, protein kinaz A
PKC - protein kindz C

PMSF - fenil-metil-szulfonil-fluorid

PP1 - protein foszfataz 1

PP2A - protein foszfataz 2A

PP2B - protein foszfatdz 2B



PP2C - protein foszfataz 2C

ROK - Rho kinéz

rpm - percenkénti fordulatszdm

SDS - natrium-dodecil-szulfat

SOB - Super Optimal Broth

SOC - SOB + 20 mM gliik6z

St - standard

TIMAP- TGFB-inhibited membrane associated protein
TCA - triklor-ecetsav

Tris - tris-(hidroxi-metil)-amino-metan



3. BEVEZETES

Az endotél sejtekben a kontraktilis és feszitd erdk egyenstlya eredményezi a jol
miikdddé barrier funkciot. Bioaktiv agensek (pl. trombin) hatdsira ez az egyensuly
felbomolhat, a kontraktilis er6k keriilnek talstlyba, a sejtek kozott rések jelennek meg.
Ennek kovetkeztében ndvekszik a permeabilitas, az érfal elvesztheti funkcigjat és az
érintett szervek muikodése megvaltozhat. A sejtek kontrakciojat, pillanatnyi alakjat,
egymashoz val6 illeszkedését, valamint a citoszkeleton elemeinek atrendezddését és
ezaltal a barrier funkciot is, szdmos citoszkeletdlis és ahhoz asszocialodd fehérje
foszforilaltsagi allapota befolyasolja. A kontrakcio létrejottében az akto-miozin
kolcsonhatas €s a miozin konnytilanc foszforilacidja az endotéliumban is részletesen
jellemzett. A miozin kdnnytilinc (MLC) miozin konnytllanc kinaz altali foszforilacioja
barrier diszfunkciot valt ki hasonldan a simaizom sejtekhez. Az MLC defoszforilaciojat
pedig a miozin foszfatdz (MP) katalizalja [1], amely a protein foszfatdz 1 katalitikus €s
MYPT (myosin phosphatase target subunit) regulator alegységekbdl all. A citoszkeleton
tovabbi elemei (intermedier filamentumok, mikrotubulus) és a hozzajuk kapcsolodo
fehérjék foszforilacids szintjének szabdlyozdsa, valamint a PP1 mas holoenzim
formainak szerepe kevéssé ismert. A MYPT fehérjecsalad tagjai kozé soroljak a
részletesen tanulmanyozott MYPT1 fehérjén kiviil még a MYPT2, valamint a hozzajuk
hasonl6 MBS85, MYPT3 és TIMAP (TGFp-inhibited membrane associated protein)
fehérjéket. A MYPT-tel valo szerkezeti rokonsag alapjan feltételezhetd volt, hogy a
TIMAP fehérje is szabalyozhatja a protein foszfatdz 1 aktivitasat. A TIMAP
expresszioja magas az endotéliumban mas sejttipusokhoz képest ¢és elsdsorban
membranfehérjeként azonositottdk, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az endotél
barrier funkcié szabdlyozasiaban szerepe lehet. A disszertacioban 0Osszefoglalt

eredményeink mindkét feltételezés helyességét igazoltak.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. Fehérjék reverzibilis foszforilacioja

A sejtek biokémiai folyamatainak, mint pl. energia metabolizmusanak, a sejtek
osztodasdnak, novekedésének ¢&s differencidloddsdnak, mozgéasanak, valamint
anyagcsere folyamatainak egyik nagyon fontos szabalyozasa az ezekben a
folyamatokban résztvevd fehérjék foszforilalodasan és defoszforilalodasan keresztiil
torténik [2, 3]. A két egymadssal szoros kapcsolatban 1évd, de ellentétes mechanizmusért
a protein kinadzok és protein foszfatdzok a felelések. A regulacids mechanizmus - a
protein kinazok altal foszfat csoport beépitése fehérjék Ser-, Thr- vagy Tyr-oldallancara
¢€s a protein foszfatazok altal a foszfat csoport lehasitasa (hidrolizise) - csak akkor képes

szerepét betdlteni, ha ez a folyamat reverzibilis (4.1. dbra).

O

4.1. dabra. A fehérjék foszforilaciéjanak és defoszforilaciojanak mechanizmusa
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A foszfatcsoport fehérjelanchoz torténd kovalens kapcsolasa, illetve lehasitasa
allosztérikusan reguldlhatja az adott fehérje biologiai aktivitasat, pl. enzimaktivitasat,
gatolhatja vagy aktivalhatja azok katalitikus centrumat, igy egyes enzimek be- és
kikapcsolhatok, fehérje komplexek keletkezhetnek, illetve bomolhatnak fel. A
szubsztrat fehérjék foszforilaltsagi fokat a kindzok és foszfatdzok aktivitasanak
egymashoz valo viszonya hatarozza meg [4]. Ezért nagyon fontos a protein kindzok és
protein foszfatdzok kozotti egyensuly, mikodésiiknek dsszhangban kell lenniiik. Ha ez
az egyensuly felbomlik, bizonyos fehérjék tul- vagy éppen alulfoszforilalt allapotba

keriilhetnek, és ezaltal elveszthetik funkcidjukat.



A human genomban kozel 150 foszfatdz van kodolva €és a csoportositasuk kiilonb6zo
modokon torténhet, szubsztrat specificitdsuk, reakcidomechanizmusuk ¢és aminosav

szekvenciajuk alapjan [3, 4].

4.2. A protein foszfatazok csoportositasa és jellemzésiik

A protein foszfatazok csoportosithatoak aszerint, hogy a foszfofehérjék milyen
aminosav oldallancéat defoszforilaljak. Eszerint a foszfatdzok egy csoportja a fehérjék
foszfoszerin ¢és foszfotreonin oldallancat defoszforilalja, a kovetkezd csoportba
tartoznak a fehérjék foszfotirozin oldallancat defoszforilalok, és van egy harmadik
csalad is, amelybe a kettds specificitdsu foszfatazok (DSP) sorolhatoék [5]. Ezek a
fehérjék Ser/Thr és Tyr oldallancairdl egyarant képesek a foszfatot lehasitani [6]. A
szubsztratspecificitds €s a hdstabil inhibitor fehérjékkel szembeni érzékenységiik
alapjan a Ser/Thr specifikus foszfatazok két nagy csoportba sorolhatéak, protein
foszfataz-1 (PP1) és -2 (PP2) tipus. A kettes tipusu foszfatdzok, a fémion fiiggésiik
alapjan tovabb osztalyozhatok. A PP2A aktivitdsdhoz nincs sziikség fémionra, a PP2B
Ca*"-ion stimulalt, mig a PP2C Mg*"-ion fiiggs.

A Ser/Thr specifikus foszfatdzok szerkezete, szekvencidja és a katalitikus
mechanizmus alapjan torténd felosztasa szerint megkiilonboztetiink foszfoprotein
foszfatazokat (PPP) és fémion-fiiggd protein foszfatazokat (PPM) (4.2. abra) [3, 7, 8].
Ide tartoznak a klasszikus és a legutobb megismert, de még kevésbé jellemzett
enzimek, amelyek kiilonboz6 fajokbol szarmaznak [3, 8, 9]. A hasonlé szekvenciaju
PPP alcsaladhoz tartoz6 foszfatdzok koziil megemlithetdk a Zn/Fe tartalmi enzimek
(PP1, PP2A ¢és a PP2B) valamint az 4j tipusu foszfatazok (PP4, PP5, PP6 és a PP7) [3,
10]. A PP2C, amelynek aktivitasthoz Mg*"-ion sziikséges a Mg®/Mn”" fliggd protein
foszfatazok (PPM) alcsaladjaba tartozik.

Ismeriink még haloacid dehalogendz (HAD)-szeri foszfatazokat, valamint
specifikus foszfatazokat (SCP). Az FCP/SCP foszfatazok eddig ismert egyediili
szubsztratja az RNS polimerdaz II C-teminalis doménje, amely szerinben gazdag
tandem ismétlodéseket tartalmaz [11]. A Tyr-specifikus foszfatazok, illetve kettds
specificitasi foszfatazok egy kiilon géncsaladot alkotnak (PTP), kozos jellemzdyjiik,

hogy a katalitikus reakcioban kitiintetett szerepe van az aktiv centrumban elhelyezkedd



cisztein aminosavnak. A PTP csalddba tartoz6 foszfatdzok kétlépéses folyamatban

végzik a defoszforilaciot tiofoszforil enzim intermedier képzédése kdzben [12, 13].
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4.2. dabra. A Ser/Thr protein foszfatazok csoportositasa (Shi és munkatarsai, 2009).

A human sejtekben taldlhato fehérjék talnyomoreszt Ser (86,4%), Thr (11,8%)
¢s Tyr (1,8%) oldallancaikon foszforilalédnak [14]. Genetikai vizsgéalatok lehetové
tették egy katalogus Osszedllitdsat, mely tartalmazza az eukaridta szervezetekben
megtalalhatd kindzokat és foszfatdzokat. A human DNS 518 protein kindzt kédol,
melybdl 428-at tartanak feleldsnek a Ser/Thr oldallancok foszforilacidjaért és 90-re
tehetd a Tyr oldallancot foszforilald kinazok szama [15, 16]. Ezzel szemben, minddssze
147 human protein foszfatazt ismeriink, amelyek koziil 107 tartozik a Tyr foszfatdzok
kozé [15, 17, 18]. Erdekes, hogy a fehérjék foszforilacidjanak tobb mint 98%-a a Ser és
Thr oldallancokon torténik, és a 147 ismert foszfataz koziil csupan ~40 felel ezek
defoszforilaciojaért. Ez az ellentmondas a foszfatazok célzott, de sokféle modon térténd
szabalyozasaval magyarazhat6. A ~40 foszfatazbol 18 PP2C enzim, amelyhez nem
tarsul mas regulator alegység. A tobbi Ser/Thr oldallincokra specifikus foszfataz
funkciojanak betoltéséhez a katalitikus alegységekhez tovabbi regulator alegység(ek),
illetve mas kolcsonhato fehérjék kapcsolodhatnak, hogy a megfeleld helyre és/vagy



szubsztratokhoz iranyitsak azokat és szabalyozzak aktivitasukat [19]. A sejtekben a PP1
¢és PP2A, valamint a PP2B foszfatazok a legelterjedtebb és leginkabb vizsgalt Ser/Thr

specifikus foszfatazok.

4.3. Protein foszfataz 1

A PP1 a Ser/Thr foszfatazok egyik legjelentdsebb képviseldje, amely az
eukariota sejtekben szinte mindeniitt jelentds mértékben expresszalodik. A PPl a
foszforilaz kindz a és B alegységei koziil a B alegységet (mig a PP2 foszfatazok a
foszforilaz kinaz o alegységet) defoszforilalja specifikusan [20, 21], aktivitasa I-1 és -2
héstabil inhibitor fehérjékkel gatolhatd. Kiemelkedd szerepet tolt be a sejtekben
végbemend folyamatok nagy tobbségében, mint példaul a sejtciklusban, az
apoptézisban, a  fehérjeszintézisben, sejttranszformaciéban, a  citoszkeleton
ujrarendez0désében, vagy a membran receptorok €s csatornak szabalyozasaban [17, 22].
A nagyszadmu biologiai folyamat szabalyozasaban valo részvétellel 6sszhangban van a
PP1 széles szubsztratspecificitasa.

A PPl Kkatalitikus alegység aminosav sorrendje erdsen konzervalodott az
evolucid soran az eukaridta szervezetekben, ez a fehérje szekvenciaban koriilbeliil 70
%-o0s vagy akar nagyobb homoldgiat jelent. Megallapithaté az is, hogy a PPP csalad
tagjainak szerkezete, a fehérjék harmadlagos szerkezete thlnyomorészt hasonlo,
valamint az aktiv centrum is hasonloan helyezkedik el [3]. A huméan PP1 katalitikus
alegységének harom izoformaja ismert: PPla, PP1B/6 és PPly. A y izoformdnak
tovabbi két splice varidnsa van: yl és y2. A Saccharomyces cerevisiae kivételével
(egyetlen PP1 génnel (glc7)) minden eukaridta genomja tobb PP1 gént kodol
(Arabidopsis thaliana: 8, Drosophila melanogaster: 4, Caenorhabditis elegans:
feltehetdleg 30) [19].

A 4.3. abran a PPlcp kristalyszerkezete lathato 2,7 A felbontasban egyik
reguldtora, a MYPT1 N-terminalis (1-299) régidjaval komplexben. A fehérje
feltekeredése két szorosan Osszekapcsolodd domént hoz 1étre: egy N-termindlis o/
domént (1-160 aminosav), valamint a C-terminalis B domént (161-327 aminosav),
amely szintén tartalmaz harom a-hélixet. A B-redok nagyrészt a két domén belsd
hatarfeliilete felé¢ kozelitenek, és igy alakitjak ki a két B-redébdl allo B-szendvicset. A
PP1 katalitikus helye az Y alaku résben fekszik a két domén kozott [23-25]. Az Y rés

harom szaran helyezkedik el a hidrofob arok, a savas arok és a C-terminalis arok. A

10



savas- ¢s a C-termindlis arkot valasztja el egy kiallo hurok (Asn271-Asp277),
amelynek nagy szerepe van a kiillonboz6é szubsztratok és inhibitorok kotddésében az
enzimhez. A PPlc-MYPT1,,99 komplex katalitikus centrumaban kétféle fémiont
azonositottak, az egyik a Mn”"-ion, amelyet a tisztitas és kristalyositas soran sikeriilt
kimutatni. A masik lehetséges fémion a Fe*, ahogyan a PP1cy-wolframat komplexben

is kimutathat6 [26].
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4.3. abra. A PP1c-MYPT,. ;99 komplex modellje. A PP1cf a-hélix és hurok szerkezeti
egységei kék szinnel, a B-reddk lila szinnel, valamint a MYPT1 piros szinnel és a két fémion
helye a katalitikus centrumban pedig narancssarga szinnel vannak kiemelve (Terrak ¢és

munkatarsai, 2004)

A kilonféle regulator alegységek a holoenzimet a sejtek alkotdelemeihez
iranyithatjak, szabalyozhatjak a szubsztratspecificitast, fokozva vagy éppen gatolva a

PP1 enzim aktivitasat, de akidr még szubsztratként is viselkedhetnek [8, 17]. A
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katalitikus és reguldtor alegység kozotti kolcsonhatas ezért kulcsszerepet tolt be a PP1
mikodésében [3]. A funkciondlis PP1 holoenzimek altalaban dimer felépitésiick - egy
katalitikus alegységbdl és egy regulator alegységbdl allnak (4.4. édbra).

Az ismert PP1 regulator alegységek aminosav szekvenciaja nagyon eltérd, de
mindegyik tartalmaz egy rovid (R/K)VxF motivumot. Ezt a konzervalt motivumot
elsddlegesnek tartjak a PP1 katalitikus alegységhez (PPlc) valo kdtddésben, habar a
szomszédos szekvencia részletek is jelentdsen befolyasoljdk az affinitast [8, 17, 27,
28]. Szamos regulator alegység PPlc kotd motivum szekvencidjanak alaposabb
vizsgélata alapjan egy altalanosabb, komplexebb motivumot javasoltak: [R/K]-Xo.;-
[V/1]-X-[F/W]. Ebben az 6sszes lehetséges aminosav szerepelhet, kivéve a prolint [29].
Ezen kiviil tovabbi PP1c koté doméneket is leirtak, amelyek segitségével egyetlen PP1
katalitikus alegység nemcsak egy, de tobb regulator alegységhez is képes egyszerre
kotddni, igy heterotrimer szerkezetli holoenzimek is kialakulhatnak [30, 31]. A
kotdmotivumot  tartalmazd fehérjékre torténd sziirések kiilonb6zd eukariota
szervezetekben a reguldtor alegységek szdmanak robbanésszerii novekedését josoljak

[19].

4.4. abra. A protein foszfataz 1 lehetséges kolcsonhato fehérjéi (Virshup és

munkatarsai, 2009).

Modern szerkezeti vizsgalatok segitségével betekintést nyerhettiink abba,
hogyan ismerik fel a foszfataz holoenzimek a szubsztratjaikat. Példaul a PP1 katalitikus
alegység ¢és az M110, mas néven miozin foszfatdz regulator alegység 1 (MYPTI,

PPP1R112A) egyiittes kristalyositasa kimutatta, hogy az M110 ankirin ismétlddések és
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a PPI1 Kkatalitikus centrumanak hatarfeliilete jelentdsen megnoveli a szubsztratkotod

helyet [32, 33].

4.4. A miozin foszfataz enzim felépitése és regulator alegységei

A miozin foszfatdz (MP) holoenzim egy katalitikus alegységbdl (PP1cp) és két
regulator alegységbdl épiil fel, a nagyobb, ~110 kDa-os, miozinhoz is k6tédo regulator
alegységbol (MYPTI1), valamint egy kisebb, 20 kDa-os alegységbdl (M20) [34]. A
MYPT1 az N-terminalis végén a PPIc katalitikus alegységgel, a C-terminalis végén az
M20 regulator alegységgel van kolcsonhatasban, ily modon hozva létre a holoenzimet.
A MYPT] izoformak szerkezetében alapvetd jelentdségli a hét ankirinszeri ismétlodés,
amely a MYPT]1 izoforméak N-terminalis részének legkonzervaltabb szekvenciarészlete,
valamint a PPlc ko6td motivum az ankirinszerli ismétlédések N-terminalis szélén.
Fontos megemliteni a MYPT1 foszforilaciés helyeit, amelyek egyarant
eredményezhetnek MP aktivalodast, vagy gatlast [35]. Elsoként a MP-t gatlé Thr695
foszforilacids helyet mutattdk ki [36], amelyet szdmos kinaz képes foszforilalni, mint
példaul a Rho-kinaz, integrinekhez kapcsolddo kinaz (ILK), a p21-aktivalt kinaz (PAK),
az MDPK, ZIP kinaz és Raf-1 kindz [37-43]. A Thr850 oldallanc foszforilacidjanak -
amelyet szintén a ROK katalizal - hatdsa az enzim aktivitdsira még nem teljesen
tisztazott. A gatlo foszforilacios helyek mellett aktivalo helyeket is talalunk a MYPT1
szekvenciajaban, ezek a Ser691, Ser694 és Ser849, amelyeket ciklikus nukleotid-fiiggd
kindzok, PKA ¢és PKG foszforilalhatnak [44]. Tovabbi foszforilacios helyek még a
Thr432, a Thr435, amelyek a PPlc-hez vald asszociacid ndvelésével az enzim
aktivalodasat eredményezik [45]. A Thr34 oldallanc PKC altali foszforilacidja nincs
foszforilalja a MYPT1-t, ami gyengiti az MP alegységei kozotti kolcsonhatast [46].

A MYPT gént egy housekeeping génnek tartjak, ugyanis a MYPT1 szamos
szovetben kifejezddik, bar a legtobb a simaizomban expresszalddik [47, 48]. A MYPTI
klonozasa elsdként csirke z(zabol és patkany aortabol tortént. Tobb izoformajat
azonositottdk, de az izoformakat egyetlen gén kodolja, ami a 12ql5-q21.2
kromoszéman helyezkedik el [49]. A MYPT1 izoformék splice varidnsként jonnek
1étre. Ismeriink példaul kazetta-tipusu splice variansokat, ilyen példaul a csirke MYPTI1
két izoformaja, amelyeknél az eltérést az M 130 és az M 133 kozott egy 123 nukleotidbol

allo exon hidnya vagy jelenléte okozza [50]. Tovabbi splice variansokban a kiilonbség a
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C-terminalis végen levo leucin-cipzar motivum hidnyaban, illetve jelenlétében nyilvanul
meg. gy a csirke MYPT1 esetében egy alternativ 31 nukleotidnyi exon hidnya hozza
létre a leucin-cipzar pozitiv varidnst, mig a leucin-cipzar negativ varians esetében az
exon jelenléte az olvasasi keretet eltolja az el6z6hoz képest, igy a stop kodon a motivum

elé kertil [51].

4.4.1. A MYPT fehérjecsalad

A MYPT csaladhoz sorolnak még tovabbi négy masik fehérjét is, amelyek
szerkezete kiilonb6zo mértékben hasonlit a MYPT1-hez. Ezek a MYPT2, MBS85
(myosin binding subunit 85), MYPT3 ¢és a TIMAP (TGF-B-inhibited membrane
associated protein). A négy kiilonbdz6 molekula koziil a legjobban a MYPT2 (61%) és
az MBS85 (39%) hasonlitanak a MYPT1-hez aminosav szinten. Minden, a MYPT
csaladba tartoz6 fehérje tartalmazza a PP1c-koté motivumot; a MYPT1-nél ez KVKF, a
MYPT2-nél RVRF, az MBS85-nél RTVRF, a MYPT3-nal KHVLF ¢és a TIMAP-nal
KVSF [52]. A MYPT csaldad tagjai tobb konzervalt régidt tartalmaznak
szekvenciajukban, ezek az N-termindlis végen taldlhatd ankirinszerti ismétlddések, a
szekvencia kozépsd részét lefedd gatld foszforilacidés helyek, és a C-terminalison
talalhat6 leucin-cipzar motivum (4.5. abra). A MYPT2 fehérje ~110 kDa méretii, féleg
csont- €s szivizom sejtekben expresszalodik, de elészor humén agybol klonoztak [53].
A MYPT2 két izoformdja ismert, amelyek a C-terminalis végilikben térnek el egymastol,
egy méretben kisebb MYPT2A ¢és egy 112 kDa méreti MYPT2B [52]. Az MBS85 egy
85 kDa méretli molekula, melyet a Cdc42-MRCK kinaz szubsztratjaként azonositottak
[54]. A MYPT2 ¢és MBS85 gének az 1-es és 19-es human kromoszémakon, azok q32.1
illetve q13.3-13.4 régidiban taldlhatbak. A MYPT3 egy viszonylag uj tagja a MYPT
csaladnak. Eleszté két-hibrid modszer segitségével izolaltak egér adipocita cDNS-bél
csaliként PP1ca-t hasznalva, kodolo génje a 15-0s egér kromoszéman helyezkedik el
[55]. A MYPT csaldd tobbi tagjaval 30-40%-ban azonos aminosav szinten,
szerkezetében megtalalhatd 6t N-termindlis ankirin ismétlddés és a PP1c kotésért felelds
kotémotivum (KHVLF), hasonléan a MYPT1 és -2 fehérjékhez. Ugyanakkor a mérete
kisebb, 58 kDa és a C-terminalis végén nem taldlhaté meg a leucin cipzar motivum és a
gatld foszforilacios helyek sem, de a MYPT1 és -2-tdl eltérden C-terminalis végén egy
prenilacios felismeréhely (CAAX motivum) van, amely lehetové teszi a membranhoz

valo kotddését. Ezek mellett még ATP/GTP-kotd motivumot is tartalmaz. A MYPT3
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képes kotddni a PPlc-hez, valamint kimutattdk, hogy a PPlcy aktivitdsat gétolja
foszforilaz a és foszfo-MLC szubsztratokkal szemben [55]. Mas MYPT fehérjékkel
ellentétben nem tartalmazza ugyan a konzervalt szabalyozé foszforilacids helyet, de a
protein kindz A szubsztratja lehet, és in vitro kimutattak, hogy foszforilalt allapotban P-

MLC szubsztrattal szemben ndveli a PP1c aktivitasat [56].

Gatlé foszforilacioés

PP1ckotd helyek Leucin
motivum Thr696 Thrgs3  cipzar
Ankirin ismétlédések | 3 motivum
Human MYPT1 : E
1 * 1030 aa
56 aa Thr614
delécid
Human MYPT2 L £
1 o : :974 aa
Prenilaciés
motivum (CaaX)
MYPT3
1 528 aa
TIMAP
1 567 aa
Thr560
| -
MBS85 : g
1 * 782 aa

4.5. abra. A human MYPT csaladba tartozo fehérjék

4.4.2. A TIMAP fehérje

A TIMAP-ot (TGFp-inhibited membrane associated protein) reprezentacios
differencial-analizis (RDA) soran detektaltdk eldszor, mikdzben glomerulus endotél
sejteknek transzformalé novekedési faktor-béta (TGF-B1) hozzaadasara adott valaszat
vizsgaltadk. A TGF-B1 jelentdsen lecsokkenti a TIMAP mRNS szintézisét [57], ezért
feltételezhetd, hogy a TIMAP-nak fontos szerepe van az endotéliumban tortént TGF-p1
okozta valtozasok helyreallitdsaban, mint példaul apoptozis, kapillaris morfogenézis és

barrier diszfunkci6. A TIMAP egy 64 kDa méretii fehérje, és kodolo génje a 20-as

crer
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vérképzO sejtekben igen magas. Patkany szoveteket immunfestéssel vizsgalva
nyilvanvalova valt, hogy a vaszkularis endotéliumban fejezédik ki legnagyobb
mértékben a TIMAP [57]. Szerkezete nagyon hasonlé a MYPT3-¢éhoz, fehérjeszinten
44,7%-0s az azonossag. A mar korabban emlitett szerkezeti elemek koziil a TIMAP
szekvenciajaban megtaldlhato a PP1c-koté motivum, a jellegzetes ankirin ismétlodések,
¢s a membranhoz vald lokalizacioért felelés prenildcidos motivum is (4.5. 4bra). A
MYPT fehérjékhez valo hasonldsag alapjan feltételezhetd volt, hogy a TIMAP is a PP1
regulatora. Eleszté és bakterialis két-hibrid rendszer segitségével néhany lehetséges
fehérje partnert mutattak ki, mint példaul a TIMAP-pal kolcsonhato 37/67-kDa méretii
laminin receptor (LAMRI1), amirdl kozvetett bizonyitékok alapjan feltételezték, hogy
egy TIMAP-fliggé PP1c szubsztrat lehet [58].

4.5. Foszfatazok szerepe az endotél barrier funkcioban

Az endotél sejtek az erek belsd falat borité konfluens monolayert alkoté sejtek.
A sejtek kozotti kommunikéciot az adherens kapcsolatok, a szoros kapcsolatok és a rés
kapcsolatok biztositjak. FO szerepiik, hogy egy ugynevezett barriert alkossanak a
véredények belsd tere és az azt korlilvevd szovetek kozott, ily modon szabélyozva az
intersticidlis folyadék és a vérplazma kozott a makromolekulak aramlasat/atjarasat. Az
endotél monolayer épsége, valamint az endothel sejtek kdlcsonhatasa az dket koriilvevo
sejtekkel illetve az extracellularis matrix alkotoelemeivel elengedhetetlentil fontos a
barrier funkci6 fenntartasdban. Az endotél sejtek egyméshoz valéd tapaddsat a homofil
sejt-sejt kapcsolatokért felelés transzmembran adhézids fehérjéken keresztiil a
kiilonb6z6 sejtkapcesold struktirak alakitjadk ki. Ezen transzmembran fehérjék olyan
intracellularis partnerekhez kotédnek, amelyek eldsegitik annak a citoszkeletonhoz vald
horgonyzésat, kovetkezésképpen stabilizaljak a sejt-sejt kozotti kapcsolatokat [59]. Az
endotél sejtek alakja és ily modon a vaszkuldris permeabilitas is nagymértékben fligg
tehat a citoszkeleton elemeinek valtozasaitdl. A vaszkularis endotél sejtekben fellépd
kontraktilis és feszitd erdk egyenstlyanak eredménye a jol miikodo barrier funkcio. Az
egyensuly eltoloddsa a kontraktilis er6k irdnyaba a sejtek kozotti rések létrejottét
eredményezi. Az aktin mikrofilamentumok, valamint a foszforilacid/defoszforilacid
altal szabalyzott aktin-miozin kolcsonhatdsok nagymértékben hozzajarulnak a

vaszkularis permeabilitds novekedéséhez. A citoszkeletonhoz asszocialodod fehérjék
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foszforilacidja/defoszforilacioja is fontos szerepet tolt be az endotél barrier funkciod
szabalyozasaban.

Simaizomban végzett tanulméanyok felfedték azt, hogy a miozin kdnnyi lanc
(MLC) Serl9-es oldallancanak foszforilaltsagi szintjét a Ca®" ion mennyiségének
valtozasa szabalyozza, ugyanis a miozin konnyli lanc kinaz (MLCK) aktivitasa
Ca’"-kalmodulin fiiggé. Az MLC foszforilaltsagi szintje emelkedhet Ca*
szenzitizacioval, a Ca®" ion koncentracié valtozasa nélkiil is. A miozin foszfataz (MP)
gatlasaval ugyanis az egyensuly az MLCK ¢és a MP kozott a foszforilacid irdnyaba
tolodik el [60]. A MP-t gatolhatjak inhibitor fehérjék (pl. CPI-17) [52, 61], valamint a
megvaltozhat a célrairanyité szerepe vagy lokalizacidja. Igy az MLC foszforilacios
szintjének fenntartasa megvaldsulhat kozvetleniil azaltal, hogy a ROK foszforilalja az
MLC Serl9-es és a Thrl8-as, vagy a ROK foszforilalja a MYPT1 Thr696-os és
Thr853-as oldallancokat, amely MP gatlashoz vezet [62]. A MP aktivitasat, egy PKC-
vel aktivalt inhibitor, a 17 kDa tomegli CPI-17 is szabalyozhatja. Annak ellenére, hogy
in vitro szdmos kindz foszforilalja a CPI-17-t, in vivo egyedill a PKC felelds ezért a
foszforilacidért [63]. A CPI-17 gatlo hatisa a MP-ra jelentdsen megnd Thr38-as
oldallanca foszforilacigja révén. A PKC aktivalasa forbolészterrel simaizomban ezért
MP gatlast indukal, ami MLC foszforilacio ndvekedéshez, illetve sejtkontrakcidhoz
vezet. A kiilonféle dgensektdl fliggden a RhoA/ROK és/vagy PKC/CPI-17 utvonal az,
amely a miozin foszfataz gatlasat, az MLC foszforilaciojat medialja [12].

Hasonldéan a simaizomhoz az ATP, Ca2+-ion, kalmodulin és az EC MLCK
szintén fontos elemei az endotélium szabalyozasanak [64-66]. Az EC MLCK egy nagy
molekulatomegli  fehérje (214 kDa), amelynek expresszigja a human 3-as
kromoszoman talalhaté génrdl torténik. Ugyanezen gén felelés a kisebb méreti,
megallapitottak, hogy szekvencidja és funkcioi is hasonlitanak a simaizomban talalhato
valtozataval [67-71]. Az EC MLCK aktivitasanak névekedése MLC foszforilaciot valt
ki, amelynek kovetkeztében az endotél sejtek Osszehuzddnak a sejtek kozott rések
alakulnak ki, ezzel egyiitt n6 a permeabilitas, igy kulcs szerepet tolt be az endotélium
barrier funkcidjanak szabdlyozdsdban. Az endotéliumban és a simaizomban a MP
aktivitds szabalyozéasa is hasonld. Két jelatviteli Gtvonal is szerepet jatszhat a MP
gatlasa révén a gatfunkcié szabalyozasdban. Az egyik a vazoaktiv agensek altal

indukalt, féként a ROK altal szabalyzott RhoA/Rho-kinaz ttvonal. Pontosabban a ROK
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altal gatlo (Thr696 és Thr853) oldallancokon foszforilalt MYPT és az igy gatolt MP
eredményezi az endotél permeabilitds megndvekedését [72-75], mert a difoszfo-MLC
akkumulalodik és kontrahdlnak a sejtek [76, 77]. A masik utvonal pedig a mar fentebb
emlitett CPI-17 altali MP aktivitas gatlas, melynél a PKC enzim foszforildlja az
inhibitor fehérjét [63]. Ez egyrészt magara a PPlc-re lehet hatédssal, vagy a MP

holoenzimet szabalyozhatja anélkiil, hogy az disszocialna [78].

Trombin
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4.6. dbra. A barrier diszfunkcioban szerepet jatszo jelatviteli utvonalak (Csortos és

munkatarsai, 2007)

Akut gyulladas kovetkeztében a kibocsajtott ATP mennyiségének novekedését
tapasztaltdk [79], ami a barrier funkcié megerdsddését okozza [80, 81]. Az ATP altal
kivaltott gatfunkcid erdsités mechanizmusanak egyik kulcs momentuma a MP
aktivalodasa [82], ami azt igazolja, hogy a MP aktivitas barriert védo hatasu.

A sejtek kozott rések keletkezhetnek, barrier diszfunkcié alakulhat ki a sejtvaz
atszervezddésének kovetkeztében, melyet kiillonféle bioaktiv 4gensek (pl. trombin)
valthatnak ki (4.6. abra). A gyulladast kivaltd trombin és hisztamin agensek gyors MLC
foszforilaciét valtanak ki, megemelik az aktin-miozin kdlcsonhatést, ezaltal novekszik
az endotélium permeabilitasa is [83-86]. A TGF-B szintén MLC foszforilaciot okoz az

endotéliumban és megemeli annak permeabilitdsat [87]. Ezzel 6sszhangban van a
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vaszkularis endotél permeabilitds megndvekedése, a mikrotubulusok destabilizalodnak,
mikozben a MP aktivitasa csokken és a MLC foszforilacioja novekszik. A vaszkularis
endotélium aktin  filamentum ¢és mikrotubulus rendszere szabdlyozasanak
tanulmanyozéasa azt sugallja, hogy a két citoszkeletalis elem kozott a szabalyozasban
parbeszéd van és mindkettd esszencialis szereppel bir a barrier funkcid szabalyozasdban

[88, 89].

4.6. PP2A, PP2B és a citoszkeleton

A PPl-gyel 0Osszehasonlitva sokkal kevesebb tényt ismeriink a PP2A
aktivitdsanak az endotél sejtek citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban betdltott
szerepérol. A citoszkeletonban megtalalhatdé PP2A-val kdlcsonhato fehérjék és ezek
szerepe a sejt kontrakcioban vagy elernyedésben még nem teljesen ismert, ennek
ellenére ezen a teriileten is mar taldlhatunk irodalmi adatokat. Példaul in vitro kisérletek
azt mutattak, hogy a PP2A felelds a CPI-17 defoszforilalasaért sima izomban [90]. Ezen
feliil az okadansav indukalt foszforilacigja és transzlokalédasa a MYPT1-nek is PP2A
¢és valtozo mértékben ROK kinaz fiiggd folyamat HEPG2 sejtekben [91]. Ezen adatok
szolgéltatnak bizonyitékot arra, hogy a PP2A részt vesz a MP szabalyozasdban. Néhany
aktin-kotd fehérje, mint példaul a caldesmon, cofilin, a kisméretii hésokk fehérje
(HSP27) és a mikrotubulusokhoz kot6do tau fehérje tovabbi szubsztratjai a PP2A-nak a
citoszkeletonban [92-95]. Egyre tobb bizonyitékot talalunk arra, hogy a PP2A és az MT
egymassal kolcsonhatdsban 4allnak ¢és a PP2A jelentds szerepet jatszik a MT
stabilizalasdban [96-98]. Ezen feliil a PP2A valtozatos B regulator alegységei és az igy
1étrejovo holoenzim formak kiilonbozo szinteken szabalyozhatjadk a barrier funkciot.
Munkacsoportunk korabbi eredményei is alatamasztjadk a PP2A endotéliumban betoltott
szerepének fontossagat. A mikrotubulusokat destabilizal6 nokodazol kezelés az endotél
monolayer-ben rések kialakulasat valtja ki. A nokodazol hatdsa jelentésen fokozhat6 a
PP2A gatlasaval (okadansavval), amely a PP2A részvételére utal az endothel sejtek
mikrotubulus-medialt barrier funkcidjanak szabélyozasdban [99]. Tovabba a PP2A
katalitikus (C) alegységének, illetve a C és a szerkezeti A alegységének egylittes
overexpresszioja endotél sejtekben kivédte a nokodazol illetve a trombin mikrotubulust
destabilizalé hatasat. A PP2A adenovirus konstruktokkal fert6zott endotél sejtekben azt
tapasztaltuk, hogy a nokodazol vagy trombin kezeléssel kivaltott transzendotél

ellenallas csokkenés is mérséklodott a kontroll sejtekhez képest [99]. A HSP27 és tau
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fehérjék a PP2A feltételezett szubsztratjai a citoszkeletonban, melyeket sikertilt
kimutatni a tubulin gazdag frakcioban a PP2A mellett. A HSP27 illetve tau nokodazol
altal kivaltott foszforilacidja szintén cs6kkentheté a PP2A overexpresszidja révén [99].
Ezek az adatok wjabb bizonyitékai a PP2A citoszkeletonra kifejtett védd hatasanak.

A PP2B, mas néven kalcineurin, mindhdrom izoformaja expresszaldodik a human
endotéliumban, és trombin kezelés hatasara az aktivitdsa is novekszik, amely egyben a
katalitikus elegység foszforilacidjaval jar egyiitt. Tovabbi megfigyelések tdmasztjdk ala
a citoszkeletonban, barrier funkcidoban betoltott szerepét, mint példaul a kalcineurin
gatlasa csokkenti a trombin kezelés kovetkeztében foszforilalodott citoszkeletalis

fehérjék defoszforilaciojat [100].

4.7. Az ERM fehérjecsalad

Ismert, hogy a MP elsddleges szerepe a miozin defoszforilacioja, de szdmos mas
folyamat szabalyozasaban is részt vehet. A MP regulator alegysége, a MYPT1 ugyanis
kozvetleniil képes kotddni az F-aktint koté fehérjékhez, mint példdul az ERM
fehérjecsalad tagjai. Az ide tartoz6 fehérjék (ezrin, radixin, moezin) egyik fontos
szerepe a plazmamembran ¢s az aktin filamentumok kozotti keresztkotés biztositasa
[101-105]. Fdleg azokban a régidkban, ahol az aktin filamentumok asszocidlodnak a
plazmamembranhoz, vagyis a mikrovillusok, sejt-sejt adhézids oldalak, sejt-szubsztrat
oldalak mentén expresszalddnak illetve lokalizalddnak nagy mértékben [103, 106-112].
Az ERM fehérjék N-terminalis FERM (Fourpoint-one ERM) doménje kozvetleniil vagy
kozvetve kotddik valamilyen nélkiilozhetetlen membranfehérjéhez, a C-terminalis
domén pedig kozvetleniil az aktinnal 1ép kdlcsonhatasba [107, 113, 114]. Az ezrin
fehérjérdl késobb kideriilt, hogy az N-terminalis domén is képes részt venni az F-
aktinhoz valod kotodésében [115]. Részt vesznek tehdt a membran struktirak
morfogenézisében ¢és a sejt adhézids folyamatokban is, amelyek molekularis
mechanizmusa még nem teljesen jellemzett. Az ERM fehérjék funkcionalis gatlasa
ujabb eredményekkel szolgalt azzal kapcsolatban, hogy mi is valojaban a szerepe
ezeknek a fehérjéknek. Az ezrin, radixin, moezin fehérjék expresszios szintjének
egylittes csokkentése antisense oligonukleotidokkal a sejtfelszini membran szerkezetek
eltlinését valtotta ki thymoma sejtekben [112]. Tovabba egér epitél sejtekben is gatlo
hatast tapasztaltak hasonlo6 kisérleti koriilmények kozott a sejt matrix kialakulasanal és

a sejt-sejt adhézioés folyamatoknal. Ezek, €s még szdmos mas irodalmi adat is
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egyhanguan bizonyitja az ERM fehérj¢k fontossagat a sejtek alakjanak kialakitasdban és
fenntartasaban [116].

A C-terminalis régid aktin koté6 doménje mindharom fehérje esetében tartalmaz
egy foszforilacios helyet: ezrin (Thr566), radixin (Thr563) és moezin (Thr557). Ezek a
helyek protein kindz C theta (PKCO) vagy Rho kinaz altal foszforildlhatoak.
Foszforilalatlan formdik ,,head to tail” monomereket, dimereket valamint oligomereket
alkotnak egymadssal. A foszforilacié konformacid valtozéssal jar, amely lehet6vé teszi a
fehérjék transzlokalddasat, oldhatdé formabol ,,membran-sejtvaz asszocidlt” formara
valtanak in vivo. A legtobb kisérletes sejt- és szovet rendszerben az ERM-ek
kolcsonhatasa a membrannal és a sejtvdazzal mindig szorosan Osszefiigg a fehérjék

fokozott foszforilacids szintjével [35, 117].
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5. CELKITUZESEK

A TIMAP a MYPT csalad tagja, szerkezetébdl adoddan is feltételezhetd, hogy a
PPlc regulétor alegysége, de ahogy az irodalmi Osszefoglaloban is utaltam erre, a
TIMAP PP1 regulator szerepe még feltaratlan teriilet.
regulator funkcidja egyarant arra utal, hogy a TIMAP, amely az endotél sejtekben més
sejtekhez viszonyitva jelentdésen expresszalodik, feltehetdéen membran/membranhoz
asszocialodo fehérjék foszforilaltsagi szintjének szabalyozasaval részt vehet az endotél
barrier funkcio szabalyozéasaban.

Ezek alapjan fogalmaztuk meg a kovetkezd célkitlizéseket:

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

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

e A TIMAP foszforilaci6 tanulményozdsa a TIMAP-PPlc  kozotti
kolesonhatéasban, illetve a PP1c enzim aktivitasanak szabalyozasaban.

e A TIMAP endotél barrier funkcidban betoltott szerepének tanulmanyozasa.
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. Anyagok
6.1.1. Vegyszerek

A kovetkezOkben felsorolt anyagokat a nevek el6tt feltiintetett cégektdl

szereztik be:

Amersham Biosciences: Hybond ECL nitrocelluléz membran, BD Biosciences

Pharmingen egér monoklonalis anti-moezin antitest, Biacore: GST kapcsolasi kit, CMS5

sensor chip, Bio-Rad: eléfestett fehérje standard, agardz, Calbiochem: forskolin, protein

kindz A (PKA), Cell Signaling Technology, Inc.: nyul poliklonalis anti-PP1ca és anti-

foszfo-ERM antitest, EMD Biosciences: proteaz inhibitor koktél set IlI, GE Healthcare:
bakterialis expresszios vektor pGEX-4T-3 ¢és pGEX-4T-2 (4.9 kb), GST SpinTrap

purification module kit, Lzotdp Intézet Kft.: [y->*P]-ATP, Molecular Probes: Alexa 488-,

Alexa 594-konjugalt masodlagos antitestek, Texas Red-phalloidin, ProLong Gold
Antifade médium, New England: glikogén szintdz kinaz (GSK3p) enzim Promega:
GoTaq polimeraz, T4 DNS ligdz, restrikcids enzimek; BamHI, EcoRI, Xhol, Qiagen:
QIAquick gélextrakcios kit, QIAprep Spin Miniprep plazmid izolaldé kit, R & D
Systems: egérben termeltetett monoklonalis anti-PPlc antitest, Santa Cruz
Biotechnology Inc.: kecske poliklonalis foszfo-moezin antitest, Sigma-Aldrich: Human
trombin és szfingozin 1-foszfat (S1P), GSK3p inhibitor (AR-A014418), Upstate: nyul

poliklonalis anti-PP1cP, nyul poliklondlis anti-ROKo/ROCK-II antitestek, Zymed
laboratories:  rendelésre  késziilt nyual poliklonalis anti-TIMAP  antipeptid
(NGDIRETRTDQENK) antitest.

Minden mas analitikai mindségii vegyszer a Sigma Aldrich cégtdl szarmazott.

6.1.2. Tapoldatok, taptalajok

A tapoldatokat autoklavban sterilizaltuk (121°C, 20 perc)

LB (Luria-Bertani-féle) agar: 10 g/l tripton, 5 g/l élesztd kivonat, 10 g/l NaCl, 1,5 %
agar, pH 7,0

LB tapoldat: 10 g/l tripton, 5 g/1 élesztd kivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,0

SOC: 20 g/l tripton, 2 g/l €lesztd kivonat, 0,6 g NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy,
20 mM gliikkéz, pH 7,0
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2xYTA: 16 g/l tripton, 10 g/ élesztd kivonat, 5 g/l NaCl, pH 7,0
Antibiotikum-antimikotikum: (Gibco)

FBS (Foetal Bovine Serum): (Gibco)

Komplett médium: 80% (v/v) MEM, 20% (v/v) marha szérum, 15 pg/ml Na-piruvat,
1% antibiotikum ¢és antimikotikum (penicillin, 10,000 egység/ml; sztreptomicin, 10

pg/ml; és amfotericin B 25 pg/ml) és 0,1 mM nem-esszencialis aminosavak.

6.1.3. Pufferek, oldatok

IXTAE: 4 mM Tris, 0,1 mM EDTA, 0,114% ecetsav, pH 8,5

Ix TE puffer:10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

5x SDS-mintapuffer: 50% glicerin, 10% SDS, 310 mM Tris, 100 mM DTT, 0,01 %
bromfenolkék

6X DNS mintapuffer: 66,6% szacharoz, 0,416% bromfenolkék

10x PBS (pH 7,4): 35,6 g/l dinatrium-hidrogén-foszfat, 61,5 g/l NaCl

10x PBST (pH 7,4): PBS + 0,1 % Tween 20

Bradford reagens: 0,1 mg/ml Coomassie Brillant Blue G-250, 5 v/v%-0s 96% etanol, 10
v/v%-0s 85% H3POs, az elegyet az elkészités utan sziirtiik

BSA (Borju szérum albumin): 6mg/ml BSA vizben oldva (Bovine Serum Albumin)
Futtato puffer: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,25 mM SDS

Feltaro (Lizis) puffer: 50 mM Tris, pH=7.5, 0.1 mM EDTA, 28 mM 2-merkapto-etanol,
0.5 mM PMSF (Mr=174.2 g/mol) 2.5 %-osbol 1:29 higitas vagy 100 mM 1:200, 2 mM
benzamidin (Mr=156.62 g/mol), 2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml pepstatin, 50 png/ml lizozim
HBS-EP (10 mM Hepes pH 7,4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0,005 % Surfactant P20)
puffer

IP puffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM natrium
vanadat, 1% NP-40)

PBS: 20 mM Na,HPO,, 115 mM NaCl, pH 7,4

PBST: 20 mM Na,HPO,, 115 mM NacCl, 0,1% Tween 20, pH 7,4

SDS mintapuffer: 10% glicerin, 5% merkapto-etanol (ME), 2% SDS, 62,5 mM Tris,
bromfenolkék

TBST (25 mM Tris-HCI, 0.15 M NaCl, 0.1% Tween-20, pH 7.5)

TCA (10%-os triklor-ecetsav)
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TM: 20 mM Tris pH=7.4, 0.1% 2-ME
Transzfer puffer: 120 mM Tris-HCI, 40 mM glicin, 20 v/v% metanol

6.1.4. Oligonukleotid primerek

A TIMAP szubklonozasahoz a kddoldo DNS szekvenciat PCR-ral sokszorositottuk az
alabbi primereket a hasznalva:

Sense 5’-TGGGATCCATGGCCAGTCACGTGG-3’

Antisense 5’-CGCTCGAGTCCTAGGAGATACGGCAAC-3’

A mutans TIMAP (Al1-71 aminosav) szubklonozasdhoz pedig a PCR reakcidban az
alabbi primereket alkalmaztuk:

Sense 5’-TGGGATCCCTGCTGGAGGCCTCG-3’

Antisense 5’-CGCTCGAGTCCTAGGAGATACGGCAAC-3’

A moesin szubklonozasahoz hasznalt primerek a kdvetkezdk voltak:

Sense 5’-AAGAATTCCCATGCCCAAAACGATCAGT-3’

Antisense 5’- GGCTCGAGTTACATAGACTCAAATTCGTC -3’

Minden primerpart ugy terveztiink meg, hogy a szubklonozéashoz sziikséges restrikcios

helyeket tartalmazzak. (BamHI és Xhol, valamint EcoRI és Xhol)

6.1.5. Expresszios vektorok

pGEX-4T-3 (TIMAP, mTIMAP)
pGEX-4T-2 (moesin)

6.1.6. Baktériumtorzsek

Esherichia coli DH5a:: plazmidfenntartd sejtvonal, amelyet a Novagen-tdl szereztiink
be.

Esherichia coli BL-21 (DE3) fehérje expresszios sejtvonal, Invitrogen.
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6.2. Modszerek
6.2.1. Reverz transzkriptaz (RT) reakcio és polimeraz lancreakcio (PCR)

Az endotél sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk TRIzol reagens segitségével a gyari
leirdas szerint (Invitrogen). A reverz transzkriptaz reakcido kozege egyszeres RT
pufferben a kdvetkezoket tartalmazta: 2 pg RNS, 0,111 uM oligo(DT), 5 mM dNTP és
200 U M-MLV RT. A reakciokozeget egy o6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd PCR
reakcioban hasznaltuk fel templatként.

Els6 1épésben 94°C-on denaturaltunk 1 percig. A kovetkezd 1épéseket 5 cikluson
keresztiil folytattuk: 94°C-on denaturalas 0,5 percig, ezt a 1épést a hibridizacid kovette,
ami 55°C-on 0,5 percig zajlott. Ezutan kovetkezett a szintézis szakasza 72°C-on 2
percig. Az els6 5 ciklust egy 25 ciklusbol all6 szakasz kovette: denaturacié 94°C-on 0,5
perc, hibridizacio *°C-on 0,5 perc, végiil a ciklus befejezd 1épéseként 72°C-on szintézis
2 percig. Végiil a mintakat 5 percig a szintézis hdmérsékletén tartottuk.

Az elsé 5 ciklusban azért alkalmaztunk 55°C-ot és nem *°C-ot, mert a primerek 5’
harmada nem komplementer a templathoz, ugyanis a szubkldénozashoz sziikséges
hasitési helyeket tartalmazzak.

25 pl PCR kozeg Osszetétele: 5 ul Mg-mentes 5x GoTaq PCR puffer (Promega), 1,5 uL
25 mM MgCl, (Promega), 0,5 pL 10 mM dNTP, 1 vagy 5 pul DNS templat, 20—20 pmol
sense €s antisense primer, 0,625 U GoTaq DNS polimeraz és nukledz mentes viz 25 pl-
re.

* A kiilonb6z6 primerek olvadaspontjanak megfelelé hdmérsékletet jeloli

6.2.2. Restrikcios hasitas

Minden restrikciés hasitast az enzimet gyartd cég adott enzimre vonatkozo
eldirasai szerint hajtottunk végre, az enzimnek megfeleld pufferben. A restrikcids enzim
mennyisége sohasem haladta meg a teljes hasitasi kozeg 10%-at. 10 pl hasitasi kdzeg
egyféle restrikcios enzimbol 0,5 pl-t tartalmazott. A restrikcios hasitasoknal a Promega

cég enzimeit hasznaltuk.
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6.2.3. Agaroz gélelektroforézis

A 0,5-6 kB méreti DNS darabok elvalasztasara 1-1,2%-o0s agar6z géleket
hasznaltunk. Az agardzt IXTAE pufferben melegitéssel oldottuk fel. Etidium-bromidot
(2 ul/100ml) adtunk az oldathoz a DNS lathatova tétele érdekében, majd 50 °C-ra hiilés
utan a gélt futtatotalcaban ontottiik meg.

A DNS mintdkhoz a sajat térfogatuk otodével egyenld 6X DNS mintapuffert
adtunk, majd ezt kdvette a minta felvitele a megszilardult gélre. 80 V fesziiltség mellett

1X TAE pufferben futtattunk.

6.2.4. DNS kinyerése agaroz gélbol

A kinyeréshez a QIAquick gélextrakcios kitjét hasznaltuk fel. A tisztitast a gyarto
cég altal mellékelt protokoll szerint végeztiik. Az izolalas utols6 1épésében a DNS-t 30

ul TE pufterrel eluéltuk.

6.2.5. Ligalas

A ligalast T4 DNS ligazzal végeztik (Promega). A ligalasi kozeg (10 pl)
Osszeallitasanal a gyartd cég altal biztositott ligdz puffert és az altaluk ajanlott
koriilményeket alkalmaztuk. A ligadldshoz 1:1 moélaranyban hasznaltuk a vektort és az

inzertet.

6.2.6. E. coli transzformacio

Frissen tenyésztett (OD= 0,4) DHS5a és BL21 E. coli sejteket kalcium-kloriddal
kezelve tettiink kompetenssé és 500 pl-es részletekben 15% glicerin jelenlétében —80 °
C-on taroltuk azokat. A transzformaladshoz sziikséges E.coli torzsbdl készitett
kompetens sejteket jégen felolvasztottuk, majd egyenld részekre osztottuk (50ul-50ul).
10 percig jégen inkubdltuk a sejtszuszpenziot, majd az egyik részlethez hozzaadtuk a
DNS-t 2-8 pl-ben (plazmidot), a mésikhoz azonos térfogatua TB puffert. 45 perc ujabb
inkubalas kovetkezett jégen, majd 50 masodperc 42° C-os hdsokk, amit 2 perces jégen
valo inkubalas kovetett, majd a sejtekhez 450 pul SOC-ot adtunk és 1 6ran at 37° C-on

razattuk (180-210 rpm), az antibiotikum rezisztencia kifejlédése érdekében.
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Ezutan a transzformalt sejteket antibiotikumtartalmt LB agar lemezre oltottuk ki.
A kontrollként szolgélo, konstruktot nem tartalmazd szuszpenzidt, antibiotikumot
tartalmaz¢ illetve nem tartalmazo lemezre oltottuk ki. Az LB agar lemezeket 16 oran at

37° C-on inkubaltuk.

6.2.7. Plazmid preparalas

A plazmid izolalas els6 1épéseként a beépiilt DNS szakaszt tartalmazo plazmidot
hordozé telepeket 100 pg/ml ampicillint tartalmazé 5 ml LB folyékony taptalajba
oltottuk le és inkubdaltuk egy éjszakan at 37 °C-on, 200 rpm fordulatszamu razatas
mellett. A plazmidot QIAprep Spin Miniprep plazmid izolalé kit segitségével izolaltuk
a cég leirdsa szerint. A beépiilt DNS méretét a plazmid megfeleld restrikcidos enzimmel
torténd emésztését kovetden agardz gélelektroforézissel ellendriztik 1 %-os gélen.
Plazmidpreparalashoz ezenkiviil Novagen (Mobius™1000 Plasmid Kits) és Qiagene
midi vagy maxi plazmidpreparald kiteket is hasznaltunk, ilyenkor a preparalast a cég

altal leirt hasznalati utasitas alapjan végeztiik.

6.2.8. DNS szekvenalas

A klonok ellendrzésére a beépiilt DNS-t szekvenaltattuk az MTA SZBK Szegedi
Biologiai Kutato Kozpont DNS Szekvenald Laboratoriumaban, illetve Chicago-ban
(Sequencing Facility, Cancer Research Center, University of Chicago, Chicago, IL)

vektorspecifikus pGEX primerek felhasznalasaval.

6.2.9. GST-fuzios fehérjék eloallitasa és tisztitasa

A vadtipusu- ¢s mutans TIMAP (A1-71 aminosav) valamint a vadtipusi moezin
fehérjéket Escherichia coli BL21(DE3) sejtekben, pGEX-4T expresszios rendszert
hasznalva Aallitottuk el6 glutation-S-transzferdz (GST) fazidés fehérjékként. A
rekombinans fehérjék expresszidja soran minden Iépést 37°C-on és 100 pg/ml
ampicillin antibiotikum jelenlétében végeztiink. Az expresszid elsd Iépéseként a
megfeleld plazmidot tartalmazo baktériumokat 1 % agart tartalmaz6 LB (10 g/1 tripton,
5 g/l ¢éleszté kivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,2) lemezre szélesztettiik és 16-18 oraig
tenyésztettiik. Az agarlemezrdl egy kiilonallo telepet 5 ml 2xYTA tapoldatba oltottunk

¢s 16 Oraig razattuk, majd a felszaporitott baktériumok 200 pl-ét 10 mililiterre
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higitottuk. Ezt a tenyészetet 3-4-6ran keresztiil rdzattuk (ODg=0,6-0,8), és a

rekombinans fehérje expressziot az alabbi tdblazat szerint végeztiik.

IPTG koncentracio hémérséklet (°C) 1d6 (ora)
vadtipusu TIMAP 0,1 mM 22 2
mutans TIMAP 0,1 mM 22 2
vadtipust moezin 0,1 mM 22 3

Tovabbi 2-3 ora inkubalas utan a sejteket centrifugalassal (5 000 g, 15 perc)
gyljtottiikk ossze. Az iiledéket 5 ml PBS-sel mostuk, majd fagyasztottuk. A fagyasztott
sejteket 600 pl eldhiitott lizis pufferben (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.1% TWEEN 20,
0.2% 2-ME + protedz inhibitor koktél, 1:200 higitdsban) homogenizaltuk szonikaldssal
2x1 percig. A fehérje tisztitasat a GST SpinTrap Purification Module kit (GE
Healthcare) segitségével végeztik Ugy, hogy a lizitum oldhaté frakciojat
centrifugélassal (10 000 g, 20 perc, 4°C) valasztottuk el, és a feliiluszoban levo fehérjét
glutation-Sepharose 4B MicroSpin oszlopon torténd inkubdlassal (1-2 ora, 4°C)
immobilizaltuk. A matrixot PBS-sel mostuk és a kotédott rekombinans fehérjét 150-250
pul 10 mM glutationt tartalmazé 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) pufferrel elualtuk. A
glutation S-transzferdz tag eltavolitdsat trombin protedz segitségével proteolitikus
hasitassal végeztiik a gyartd cég altal mellékelt leirds szerint. A koriilbeliil 100 pg total
fehérjének megfeleld6 GST-moezin fuziés fehérjét glutation-Sepharose oszlophoz
kotottiik ki és 1x PBS-ben oldott 1 U mennyiségli trombin protedzzal inkubaltuk 16
oran at szobahOmérsékleten. A hasitast kdvetden a trombin protedz eltavolitdsa az
oldatbol p-aminobenzamidin-agardzzal valo kevertetéssel tortént 30 percen at. Az igy
eludlt GST tag nélkiili moezin fehérjét SDS-PAGE-sel ellendriztik. A TIMAP fehérje
esetén is probalkoztunk trombin protedz hasitassal, de a fehérje nem volt ellenallo, igy

csupan degradatumokat kaptunk.

6.2.10. Sejtkultura

Kisérleteinkben marha tiido artéria (BPAEC, Bovine Pulmonary Artery
Endothelial cells): American Type Tissue Culture Collection (CCL 209 sejtvonal) és
human tiidé artéria endotél sejteket (HPAEC, Human Pulmonary Artery Endothelial

cells) (Cambrex Bio Science) hasznaltunk.
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Az effektorokkal torténd kezeléshez a sejteket 70-80 %-os konfluenciaig
novesztettiik, majd a sejteket 10 uM ATP (30 min), 50 uM forskolin (10 perc), 0.1 uM
nokodazol (30 min), 1 uM SI1P (3 h), vagy 20 illetve 50 nM trombin (20 perc)
jelenlétében inkubaltuk. Kombinalt kezelések soran a sejteket 30 percig 50 uM
forskolinnal eldinkubaltunk a trombin kezeléseket megelézden. A kezeléseket kovetden
a sejtekhez lizis puffert adtunk és felkapartuk, szuszpendalast kovetden a sejteket SDS-

mintapufferben féztiik 5 percen at.

6.2.11. Sejtek tenyésztése, passzalasa

Kisérleteinkhez a BPAEC sejteket MEM médiumban tenyésztettiink, 20% (v/v)
borju szérum, 1% antibiotikum ¢és antimikotikum, 1% Na-piruvat és 0.1 mM nem-
esszencialis aminosavak jelenlétében. 100 %-os konfluencia (T75-0s sejttenyésztd
edényben) elérésekor a sejteket passzaltuk: eldszor eltavolitottuk a médiumot, majd a
sejteket 3x mostuk 10 ml PBS-sel. Ezutan a sejtekhez 2 ml tripszint (0,5 g/I tripszin, 0,2
g/l EDTA) adtunk és 1-2 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd ttdgetés segitségével
levélasztottuk az edény falarél a sejteket. 8 ml médium hozzdadasa utin a
sejtszuszpenziot kettéosztottuk 2 db 50 ml-es Falcon csdbe. Az esetlegesen az edény
falan maradt sejteket 50 ml friss médiummal mostuk le ¢és hozzdadtuk a
sejtszuszpenzidhoz, majd 4 db 75 cm’-es tenyésztd edénybe 15-15 ml-t tettiink az igy
elkészitett szuszpenzidbol és a sejteket CO, termosztatban 37 °C-on tenyésztettiik, majd
16 és 23 passzalasi szamok kozott hasznéltuk fel. A HPAEC sejtvonalat EBM-2
médiumban tenyésztettiikk (Endothelial Cell Basal Medium-2) (Cambrex) 10% FBS ¢és
EGM-2 SingleQuots (Cambrex) novekedési faktorok jelenlétében. A sejtek tenyésztése
hasonl6 koriilmények kozott (37°C, 5% CO; és 95% levegd) tortént a 6-10 passzalasi

szam kozott.

6.2.12. TIMAP csendesitése siRNS technikaval

HPAEC sejtekben siRNS technikaval TIMAP géncsendesitést hajtottunk végre.
SMARTselection-designed TIMAP-specifikus és nemspecifikus siRNS-
oligonukleotidokkal (SMARTpool reagens) kezeltiink, amelyeket a Dharmacon
Research (Lafayette, CO) cégtdl szereztink be azonnal haszndlhaté formaban. A

sejteket 70%-o0s konfluencia elérése utan DharmaFECT1 transzfekcios reagenssel

30



crer

leteltével tovabbi kisérletekben hasznaltuk fel.

6.2.13. In vitro GST Pull-Down Assay

HPAEC sejteket 60 mm atmérdjli sejttenyésztd edényben tenyésztettiink 100%
konfluencia eléréséig, mostuk 2x 4°C-os 1x PBS-sel, majd felkapartuk. A sejtfeltarast
600 pl lizis pufferrel (50 mM Tris-HCI, pH 7.4 puffer, 0.1 % 2-merkaptoetanol és 1:200
proteaz inhibitor koktél) végeztiik. A koriilbeliil 1 mg teljes fehérje tartalmu lizatummal
inkubaltuk az 1-1 pmol GST és GST-TIMAP valamint GST-TIMAP muténs fuzids
fehérjékkel, amelyeket glutation-Sepharose matrixon immobilizaltunk 1 o6raig 4°C-on.
A mikrospin oszlopokat 3x mostuk 1x PBS oldattal és 150 pl 5x SDS mintapufferrel
foztik. Centrifugéalassal elvalasztottuk a matrixot és a feliiluszo 20 pl-é&t Western blot

analizissel vizsgaltuk.

6.2.14. Immunprecipitacio

A 100 mm atmérdjii sejttenyésztd edényekben tenyésztett HPAEC ill. BPAEC
sejtek monolayer-ét 3x mostuk 1x PBS-sel, majd 600 ul immunprecipitacids pufferben
tartuk fel. Centrifugaltuk majd az igy nyert feliiluszot a nem specifikus kotddések
elkeriilése végett eltisztitottuk 60 ul Protein G-Sepharose-zal (GE Healthcare) 3 6ran
at, 4 °C-on torténd kevertetéssel, majd centrifugaltuk (10000 rpm, 3 perc, 4 °C). Az igy
eldtisztitott feliiliszot 10-15 pg specifikus antitesttel inkubaltuk 1 6ran at 4 °C-on, majd
60 pul Protein G-Sepharose-zal egy ¢éjszakan keresztiil, allando keverés mellett. Mosast
kovetéen (3x 1x PBS) a gyantat centrifugalassal (10000 rpm, 3 perc, 4 °C) gytjtottiik
0ssze, majd 160 pl 1x SDS-mintapufferrel foztiik 10 percig. Az igy kapott mintékat

Western blottal analizaltuk.

6.2.15. Immunfluoreszcencia

A HPAEC és BPAEC sejteket iiveg feddlemezeken tenyésztettik kozel 100%-os
konfluencia eléréséig. A sejteket 1x PBS oldattal mostuk és 3.7 % paraformaldehidet
tartalmazo 1x PBS-ben fixaltuk 10 percig szobahdmérsékleten. Minden 1épést kdvetden

3x mostuk a fedélemezeket 1x PBS-sel. A permeabilizalas (0.25 % Triton-X 100
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tartalmi TBST-ben szobahdmérsékleten 30 percig) utan a sejteket blokkoltuk 2 %
BSA-t tartalmazo TBST-vel (30 percig szobahdmérsékleten). Az elsddleges
antitestekkel (blokkold oldatban 1:100 aranyban higitott), majd ezutdn a masodlagos
antitestekkel is 1 6rdn at szobahOmérsékleten inkubaltuk a sejteket sotétben. Mosast
kovetden a fedélemezeket ProLong Gold Antifade (Molecular Probes, Eugene, OR)
médiummal targylemezekre rogzitettiik és 60x nagyitas mellett Nikon Eclipse TE300
mikroszképpal, vagy Carl Zeiss Axiolab mikroszkoppal elemeztiik a mintdkat. A

masodlagos antitestek aspecifikus kotédését kontroll kisérletekben ellendriztiik.

6.2.16. SDS-PAGE, Western-blot

A fehérjék  molekulatomeg  szerinti  elvalasztasait ~ SDS-poliakrilamid
gélelektroférizissel (SDS-PAGE), a Bio-Rad Mini Protean berendezésével végeztiik el.
A latszolagos molekulatomegek azonositdsara eldfestett alacsony ¢€s kozepes
molekulastly standardot (Bio-Rad Dual Color standard) hasznaltunk.

Az elektroforézist (35 mA, 1-1,5 h) kovetden az elvalasztott fehérjéket
nitrocellul6z membranra (Amersham) transzferaltuk elektromos erdtér segitségével (250
mA), hiitve, transzferpufferben, 1,5 o6rdn &t. A nitrocelluloz membran szabad
kotdhelyeit tejporral blokkoltuk (5% tejport tartalmazé TBST) 1 6ran at, majd a primer,
utana pedig a szekunder, peroxidadz jelzett antitesttel inkubaltuk 3-4, illetve 1 6rén at a
membrant, amit az egyes 1épések kozott haromszor tiz percig TBST-vel mostunk. A
kotédott antitesteket kemilumineszcencids modszerrel detektaltuk, ECL reagenssel

(Amersham), és az eredményt rontgenfilmen (Agfa CP-BU New film) rogzitettiik.

6.2.17. Protein foszfataz aktivitas meghatarozasa

A protein foszfatdz aktivitast ['Y-32P]-ATP-V€1 foszforilalt miozin kénnyi lanc
(Erdodi és mtsai, 1989) szubsztrattal mértiikk. A mérési kozeg 1/3-at alkotta az enzimet
tartalmazé kivonat, 1/3-at a megfeleld effektor, vagy TM puffer. A kivonat higitasat,
vagyis az enzim mennyiségét ugy allitottuk be, hogy a mérés soran a szubsztrat
kevesebb, mint 10%-4t hasitsa a foszfataz. Az elegyet 5 percig el6inkubaltuk 30 °C-on,
majd a reakciot 1/3 Ossztérfogatnyi szubsztrattal inditottuk. Az elegyet 10 percen at 30
°C-on inkubaltuk, a leallitds 200 ul 10%-os TCA hozzaadasaval tortént, a fehérjék

kicsapasanak eldsegitésére még 200 pl 6 mg/ml-es BSA oldatot is adtunk a kdzeghez. A
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kicsapott fehérjéket centrifugalassal iilepitettiik, majd a feliilaszé 400 pl-ét 5 ml 0,25 M
NaOH-hoz adtuk és szcintillacids szamlaloban mértiik a szubsztratbol felszabaditott **P;
mennyiségeét.

Rho-kinazzal (0,4 U/ml) két-két és fél oran at foszforilaltuk Rho kinaz puffer
jelenlétében (20mM MOPS pH 7,2, 25 mM glicerofoszfat, 0,5 mM EGTA and 0,5 mM
DTT 1 puM mikrocisztin LR, 5 mM MgCl, és 0,2 mM ATP). A feleslegben maradt
ATP-t és mikrocisztint alapos dializissel tavolitottuk el a foszforilalt moezintdl, amelyet
a késObbiekben szubsztratként alkalmaztunk a foszfatdz  aktivitdsméréses
defoszforilaltuk 30 percen at 30°C-on kiilonb6z6 effektorok jelenlétében és tavollétében
(mutans GST-TIMAP, egyszer foszforilalt GST-TIMAP, kétszer foszforilalt GST-
TIMAP ¢s kontrollként GST fehérje). A reakcidt a szubsztrdit (P-moezin)
hozzaadasaval inditottuk, majd forr6 5x SDS mintapufferrel allitottuk le és 10 percig
forraltuk. A P-moezin foszforilacids szintjét a foszfataz assay-t kovetéen Western Blot

kisérletben ellendriztiikk foszfo-ERM antitesttel.

6.2.18. Transzendotél elektromos ellenallas (TER)

A sejtek barrier funkcidjanak tanulményozéasara nagy érzékenységili biofizikai
modszert valasztottunk (electrical cell-substrate impedance sensing system — ECIS,
Applied Biophysics, Troy, NY, USA), ¢és az irodalmi hivatkozasokban leirtaknak
megfeleléen hasznaltuk. A sejteket arany elektroddal (10 cm?) ellatott szovettenyésztd
edényekben tenyésztettiik és elektrolitként a tenyészté médiumot hasznaltuk. A total
elektromos ellenallast a teljes monolayer-en keresztiil mértiik, a meghatarozas gy
tortént, hogy a mértiik a sejtek bazalis felszine és az arany elektrodok kozotti ellenallast
figyelembe véve a fokalis adhézidt €s a sejtek egymas kozotti ellendllasat. Amikor a
sejtek kitapadnak az elektrédra az ellendllas megndvekszik, azonban ha a sejtek
lekerekednek, elvalnak a felszintdl, vagy csokken az adhézids készségiik, a TER

lecsokken [118].
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6.2.19. Feliileti plazmon rezonancia

A TIMAP kiilonb6z6 formai és a PP1c kozotti kolesonhatast feliileti plazmon
rezonancia (SPR) mérésekkel vizsgaltuk Biacore 3000 késziilékkel. A karboxi-metil
dextran tipusi CMS5 szenzor chip feliiletét amino-csoport kapcsoldsos eljarassal
készitettiik eld, 200 mM 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil)-karbiimid ¢s 50 mM N-
hidroxi-szukcinimid 0sszetételli oldat injektalasaval aktivaltuk, majd 10 mM Na-acetat
hozza. A fennmarad6 reaktiv csoportokat ezutan 1 mM etanolamin (pH 8.,5)
injektalasaval blokkoltuk. A feliilet eldkészitése és a mérések kivitelezése sordn
egyarant 10 pl/perc aramlési sebességet alkalmaztunk. Ezutdn a kovetkezd 1épés a
fehérjék immobilizasa volt. A négy kiilonallo feliiletb6l harom felszinre GST-TIMAP,
mutans (Al-71 as) GST-TIMAP és rekombinans GST, vagy négy felszinre a nem
foszforilalt-, egyszer foszforilalt (S337)-, kétszer foszforilalt(S333,S337) - GST-TIMAP
¢s rekombindns GST volt immobilizalva 25 mM Tris-HCI1 (pH 7,4), 0,15 M NaCl, 1
mM DTT, 2 mM MnCl, és 0,05 % Surfactant P20 6sszetételii pufferben. A kotodott
fehérjék mennyiségét a rezonancia jel (RU) novekedésének mértékébdl hataroztuk meg.
A vadtipust és mutans GST-TIMAP-bol koriilbeliil 1400-1500 RU kotédott ki, ami 1,4-
1,5 ng fehérje mennyiségnek felel meg [119]. A kisérletiink masodik részében a TIMAP
foszforilalt formainak immobilizalt mennyiségei a kdvetkezOképpen valtoztak: a GST-
TIMAP 420-550 RU, egyszer foszforilalt GST-TIMAP 330-400 RU, kétszer foszforilalt
GST-TIMAP 300-370 RU. A kdlcsonhatas kinetikai paramétereinek (asszocidcids és
disszociaciés sebességi allandok) meghatarozasara a rekombinans PPlc-t 0,2 uM, 0,5
uM, 1 uM, 2 uM ¢és 3 uM koncentracidoban, az immobilizalt fehérjék feloldasara
disszociaciés fazisban pedig a kotddd fehérje nélkiili puffert injektaltunk 5 percig. A
kontroll feliileteket ugyanugy kezeltiik, mint a tobbi feliiletet, a nemspecifikus kotddés
kizarasa érdekében. Az igy kapott jelet pedig kivontuk a ligandumokkal boritott
felszineken kapott értékekbdl. Az 1d6 fliggvényeként &brazolva az immobilizalt
fehérjékhez  kikotddott PPlc  mennyiségének (RU) novekedését, gorbéket
(szenzogrammokat) kaptunk, amelyek kiértékelését a BlAevalution 3.1 szoftver
(Biacore) segitségével végeztik egyszeri 1:1 aranya Langmuir kdlcsonhatasi modell

alkalmazasaval [119].
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6.2.20. In vitro fehérje foszforilacio

A rekombinans vad tipusu GST-TIMAP in vitro foszforilacidja soran a PKA
katalitikus alegységével (200 U PKA/1 mg fehérje) foszforilaltunk. A reakcidelegyet
(50 mM Tris-HCI, pH=7,5; 1mM benzamidin, ] mM PMSF, 2 mM DTT, 1 mM EGTA,
10 mM NaF, 0,05 mM Na-vanadat, 200 mM MgCl,, 0,5 mM ATP-y-S) 30 °C-on
inkubaltuk egy oran at. A reakcidt protein kindz hozzaadasaval inditottuk. A kétszer
foszforilalt GST-TIMAP eldallitasahoz a mar egyszeresen foszforilalt GST-TIMAP-bol
indultunk ki, amelyet GSK3p (500 U GSK/1 mg fehérje) kindzzal foszforilaltunk. A
reakciokdzeg 20 mM Tris-HCl-ot pH 7,5, 10 mM MgCl,-ot, 5 mM DTT-t és 0,2 mM
ATP-y-S-t tartalmazott és a reakcioelegyet 30 °C-on 30 percig inkubaltuk. Mindkét
reakcié utan az elegyet alaposan dializaltuk a feleslegben maradé ATP-y-S eltavolitasa
érdekében 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1 % 2-merkaptoetanol és 0,5 % protedz inhibitor
koktélt tartalmazo oldatban. A tovabbi kisérleteinkben (Plazmon rezonancia ¢€s
aktivitasmérés) a TIMAP ezen ATP-y-S-tal foszforilalt formait hasznaltuk fel.

Radioaktiv foszforilacié esetében 10" cpm [y32-P]-ATP-t (Izotop Intézet Kft.)
hasznaltunk, az eldzékben megadott reakciokozegeket Osszemértik és azonos
koriilmények kozott jatszodott le a reakcid. A reakcidelegybdl meghatarozott
1dékozonként (0, 30, 60 és 120 perc) 5-5 pl mintat vettiink és 2x SDS-mintapufferhez
adtuk, illetve kationcseréld papirra (Whatman P81) cseppentettilk. A fehérjemintakat
SDS-PAGE-sel valasztottuk el 12 %-os gélen (Laemmli, 1970), majd a Coomassie
Brilliant Blue R250 festés utan a gélt beszaritottuk. A **P beépiilést autoradiografiaval
detektaltuk Agfa CP-BU New rontgenfilm felhasznéalasaval. A P81-es papirhoz kikotott
mintakat 3x 10 percig mostuk 0,5 % H3PO4, 10 % TCA oldatban, majd 5 ml 0,25 N
NaOH oldatot tartalmaz6 folyadékszintillacidos csovekbe helyeztik és megmértik a
mintak Cserenkov sugarzasat. Ezt kovetden kiszamoltuk, hogy hany mol foszfat épiilt
be 1 mol rekombinans fehérjébe az adott idopontokig (Witt és Roskoski, 1975). A 60-
¢s 30 perces foszforilalds elegenddnek bizonyult, ugyanis a PKA foszforilaciot
kovetden 0,8 mol beépiilést hatdroztunk meg, valamint a PKA/GSK3f-val valo
foszforilalas 1,7 mol foszfatot épitett be 1 mol fehérjébe. Annak érdekében, hogy a
tiofoszforilalas sikerességét megvizsgaljuk, az ATP-y-S utani foszforilaciot kdvetden a
TIMAP-ot tovabb foszforilaltuk frissen hozzdadott ATP és kinaz jelenlétében, majd a
két mintat Western blot segitségével foszfo-szerin elleni antitesttel hasonlitottuk dssze,

de tovabbi foszfat beépiilést nem tapasztaltunk.
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6.3. Adatok elemzése, kiértékelése

Az amplifikaciohoz felhasznalt oligonukleotid primereket a DNASTAR program
[URL: http://www.dnastar.com/] segitségével terveztiik. A DNS szekvencia adatok
Osszehasonlitdsdt az  NCBI  honlapjan  taldlhaté  align  funkci6  [URL:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] segitségével végeztiik el.

Az immunfluoreszcens felvételek szerkesztése az Adobe Photoshop CS5 képszerkeszt
programmal tortént.

Az eredmények atlaganak illetve szordsanak (SD) meghatarozasahoz az Excel
szoftvert (Microsoft Corporation) hasznaltuk. A statisztikai elemzést szintén az Excel
program segitségével, a kisérleti koriilményektdl fiiggéen kétmintas, illetve
onkontrollos t-probaval végeztik.

A Western blotok értékelésekor az autoradiogramokat digitalizaltuk egyszer(i
szkenneléssel, illetve mar eleve digitalizalt formaban nyertiik FluorChem FC2 multi-
imager  berendezéssel és a  fehérjesavok  intenzitdsat Image] 1.42q

(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html) szoftverrel denzitometraltuk.

36



7.  EREDMENYEK

7.1.  TIMAP és a PP1c kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgalata tiidé

artéria endotél sejtekben

A TIMAP fehérje N-terminalis végéhez kozel, az ankirin ismétléddések eldtt
talalhato PPlc-k6td motivum (63-66 aminosavak, KVSF) és maés szerkezeti
hasonlésagok a MYPT fehérjecsaladdal [57] a TIMAP és a PP1c kozotti kdlcsonhatasra
utaltak. Ezért a fehérjék kozotti kolcsonhatast kiilonb6z0 moddszerek segitségével

tanulmanyoztuk humén illetve marha tiid artéria endotél sejtekben.

+trombin

‘_ﬁ

eresitett kép g

7.1. dbra. Endogén TIMAP és PPlc lokalizaciéja endotél sejtekben. HPAEC sejtek
monolayer-ét inkubaltuk trombin tavollétében (A,C,E) és jelenlétében (20 nM, 30 perc) (B,D,F),
majd immunfluoreszcens festéssel jeldltik a fehérjéket anti-TIMAP (A,B; z6ld) és anti-PPlc
(C,D; piros) elsodleges antitesteket hasznalva. E és F egyesitett képek (A-C—E és B-D—F).
Nyilakkal azonos teriileteket emeltiink ki a megfelelé képeken. A masodlagos antitestek
aspecifikus kotodését kontroll kisérletekben nem tapasztaltuk. Harom parhuzamos kisérlet

reprezentativ eredményét mutatjuk be.
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A human tiid6 artéria endotél sejtek monolayer-ét fixaltuk és TIMAP poliklonalis (A,B)
valamint PPlc o és B izoformék elleni monoklonalis (C,D) antitestekkel jeloltiik a
fehérjéket. A TIMAP foleg a sejtmembranban ¢és a magban festddik, illetve a
citoszolban a perinuklearis térben lathato. A PP1c homogén eloszlast mutat a sejten
beliil, helyenként kihangsulyozva a filamentum struktara elrendezédést. Trombin
kezelés (B,D,F) hatdsara a TIMAP eloszlasa a sejteken beliil nem valtozik, a PPlc
mennyisége viszont nétt a sejtmembranban. Az egyesitett képen a két fehérje részleges
kolokalizacigjat figyelhetjik meg, kiilondsen trombin kezelést kdvetden. Mindkét
fehérje expresszids szintje igen magas az endotél sejtekben, ezért bar az
immunfluoreszcens festés lehetséges kolokalizacidt sugall, nem tudtuk kizarni, hogy ez
csak véletlen egybeesés lenne.

Eredményeink tovabbi alatdmasztasara megvizsgaltuk az endogén TIMAP és
PPlc kozotti kolcsonhatast endotél sejtlizitumban. A  PPIc-TIMAP komplex
kialakulasat anti-TIMAP ¢és anti-PPlc (a,B) antitesteket alkalmazva ellendriztiik
immunprecipitacios kisérletekben. A HPAEC sejtek lizatumanak Western blot
analizisével a TIMAP 64 kDa (7.2. abra A,C), mig a PP1c 36 kDa (7.2. abra B,D) méretli
fehérjeként mutathaté ki a fehérjékre specifikus antitestekkel. Az anti-PPlc (a,f)
antitesttel kapott immunprecipitaitumban TIMAP antitesttel kimutathaté a 64 kDa-os
fehérje (7.2. abra D), mig forditott immunprecipitacios kisérletben, a TIMAP antitest
immunkomplexében detektalhato a PP1c fehérje jelenléte (7.2. abra C).

Kovetkezéekben azt vizsgaltuk, hogy kiilonb6zd, az endothel sejtek barrier
funkciojat befolyasold kezelések hatdsara valtozik-e az immunprecipitdtumban a
fehérjék mennyisége. Barrier funkciot védd (ATP és S1P), valamint gatldé (nokodazol és
trombin) agensekkel kezeltiik a sejteket, majd az immunprecipitacié utan Western blot
modszerrel detektaltuk a TIMAP illetve PPlc fehérjék jelenlétét (7.2. abra). A
mennyiségi analizis elvégzése utan nem kaptunk jelentds mennyiségi valtozast a
kiilonb6z6 kezelések hatdsdra. Mindezen eredmények a nativ TIMAP és PP1c fehérjék
kozotti fehérje-fehérje kolesonhatast igazoljak HPAEC sejtek lizatumaban. Tovabba azt
tapasztaltuk, hogy a barrier funkcidt befolyasold, altalunk vizsgalt kezelések nem
befolyésoljak a kapcsolodd TIMAP ¢és PP1c mennyiségét, feltehetéen a kotés erdssége

nem valtozhatott jelentdsen.
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7.2. abra. Fehérje-fehérje kolcsonhatas TIMAP és PP1c kozott, valamint barrier funkciot
er6sito, illetve barrier diszfunkciot kivalté agensekkel valo kezelések nincsenek hatassal a
TIMAP-PP1c kozotti kolecsonhatasra. TIMAP- (A,C) és PPlc- (B,D) antitestet kapcsoltunk
Protein-G Sepharose gyantdhoz, melyet ezutan kezeletlen (kontroll), illetve ATP-vel (10puM,
30min), nokodazollal (0,1 puM, 30 min), szfingozin-1 foszfattal (SIP; 1 uM, 3h) vagy
trombinnal (20 nM, 30min) kezelt HPAEC sejtek lizatumaval inkubaltunk az ,,Anyagok és
modszerek” részben leirtak szerint. Az immunprecipitaitumokban k6tédott TIMAP (A,D) illetve
PP1cp (B,C) fehérjéket specifikus antitestekkel detektaltuk. Pozitiv kontrollként HPAEC
sejtlizatumot hasznaltunk. Az abra C és D részén bemutatott fehérje savok kvantitativ analizisét
denzitometralassal végeztilk el, amelynek eredményét az alsd két panelen (E: IP-TIMAP és

WB:PPlc; F: IP-PP1c és WB: TIMAP) mutatjuk be.

A nativ fehérjék kozotti kolesonhatas kimutatdsa utan kivancsiak voltunk arra is,
hogy taldlunk-e a kiilonb6zé PPlc izoforméak kotddésében eltérést. Rekombindns
TIMAP fehérjével pull-down kisérletben vizsgaltuk, hogy egy endotél sejtlizatumbol a

nativ PP1c mely izoformajat koti meg.
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7.3. abra. A TIMAP és a PP1c Kkiilonb6z6 izoformai kozotti kolcsonhatas specificitasanak
tanulmanyozasa. Bakterialis expresszioval eléallitott GST fazids fehérjével kapcsolt vad tipusa
TIMAP-ot (WtTIMAP), mutans TIMAP-ot (mTIMAP) és GST fehérjét immobilizaltunk
glutation-Sepharose 4B-n, majd human tiidOartéria endotél sejtlizatummal inkubaltuk.
Tobbszori mosas utan elualtuk a fehérje komplexeket, majd Western blot kisérletben PP1cp (A)
illetve PP1ca (B) elleni nyul poliklonalis antitesttel detektaltuk a foszfataz jelenlétét. Pozitiv
kontrollként HPAEC sejtlizdtumot hasznaltunk. A jobb oldalon (C) a glutation-Sepharose
oszloprol elualt GST, wtTIMAP és mTIMAP rekombinans fehérjék Coomassie kék festése
lathato.

A kisérlet kivitelezéséhez GST fuzios fehérjével kapcsolt vad tipusi TIMAP-ot, illetve
egy olyan mutanst allitottunk eld, amely nem tartalmazta a PP1c kdté motivumot és az
elsé ankirin ismétlddés egy részét. HPAEC sejtlizdtummal inkubaltuk egy oran at a
glutation-Sepharose 4B-n immobilizalt rekombinans vad tipusu és mutans TIMAP-ot
valamint a GST-t. A kapcsolt és kolcsonhatd fehérjéket SDS mintapufferrel elualtuk,
majd Western blot analizissel kimutattuk, hogy a sejtlizitumbdl a PPlc B izoformaja
kotodott a vadtipusu GST-TIMAP-hoz, az o izoforma azonban nem (7.3. dbra). A
vartnak megfeleléen a mutdns GST-TIMAP csak jelentéktelen kotddést mutat, amely
aspecifikusnak tekinthetd. Kontrollként rekombinans GST fehérjét hasznaltunk, amely a
mutanshoz hasonléan nem adott specifikus jelet. Ezen adatok tehat megerdsitik a
TIMAP ¢és PPlc fehérjék kozotti kdlesonhatast HPAEC sejtekben, tovabba azt talaltuk,
hogy a kotddés izoforma specifikus, a  izoforma specifikus kotodését tudtuk igazolni.
Az immunfluoreszcens, az immunprecipitdciés ¢€s pull-down kisérletek

eredményei egyarant igazoltdk a fehérje-fehérje kolcsonhatast. A TIMAP és PPlc
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fehérjék kolcsonhatdsanak tovabbi jellemzése céljabol feliileti plazmon rezonancidn
(SPR) alapuld kotodési kisérleteket végeztink. A Biacore késziilék alkalmas a
kiilonbozé molekulak és a szenzor chip feliiletén kikotott fehérje kozotti kolcsonhatas
erdsségének ¢€s specificitdsanak vizsgalatara. A kapott szenzogram kiértékelésével a
kolecsonhatés kinetikajarol kaphatunk tovéabbi informacidkat, mint pl. az asszociacids €s
disszocidcios sebességi allandokat, illetve a kolcsonhatisra jellemzd asszocidciods
allandot. A kolcsonhatds SPR modszerrel torténd igazolasdhoz GST-TIMAP-ot,
kontrollként mutdns GST-TIMAP-ot ¢és GST-t immobilizaltunk anti-GST antitesttel
kapcsolt CMS5 chip felszinére, majd vizsgaltuk 0,2 uM, 0,5 uM, 1,0 uM, 2,0 uM ¢és 3,0
uM koncentréacioban a feliiletre injektalt PP1c kotddését (7.4. abra).
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7.4. abra. TIMAP-PP1c kolcsonhatas jellemzése feliileti plazmon rezonancia médszer
segitségével. Mutans TIMAP-ot (a) és vad tipusa TIMAP-ot (b,c,d,e,f) immobilizaltunk CM5
szenzor chip feliilletére, majd rekombinans PPlc-t injektaltunk a feliiletre kiillonb6zo
koncentraciokban: 0,2 uM (b), 0.5 uM (¢), 1.0 uM (d), 2.0 uM (e), és 3.0 uM (a, f). Biacore
3000 késziilék segitségével szenzogrammokat kaptunk, melyek a kdlcsonhatas kdvetkeztében

fellépo rezonanciajel valtozasokat mutatjak az id6 fliiggvényében.

A kapott szenzogrammok a PPlc és GST-TIMAP koncentraciofiiggd kolcsonhatasat
mutatjak. A szenzogrammok alapjan a BlAevaluation 3.1 szoftver segitségével
hataroztuk meg a TIMAP ¢s PP1c kolcsonhatasara jellemzd asszociacids allandot (Kju),
valamint az asszociacios ¢€s disszociacids sebességi allandokat (7.1. tablazat). Az
illesztések eredményeként PPlc-re az asszocidcios allandd (Ka) 1,80 x 10° 1/M-nak
adodott. Nem volt viszont detektdlhaté kolcsonhatds a PPlc kotémotivot nem
tartalmazé mutans GST-TIMAP ¢és a PP1c kozott (7.4. abra (a)). Ez, és a fenti kotddési
mintazat, valamint az asszocidcios allando értéke a TIMAP és a PP1c kozotti specifikus

kolesonhatést bizonyitja.
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ka (1/Ms) ka (1/3) Ka (1/M)

6,38(+0,74) x 10 2,70(+0,52) x 107 1,80 x 10°

7.1.tablazat. A TIMAP és PPlc kozotti kolcsonhatasra jellemzo allandok. &, asszociacios

sebességi allando, kg disszociacios sebességi allando, K, asszociacids allando.

7.2. A TIMAP szerepet jatszik az EC barrier funkcioban

Feltételeztilk, hogy az endotélium barrier funkcidjanak szabalyozasaban a
TIMAP fehérjének szerepe lehet, ugyanis az el6zdekben leirt kolcsonhatasa a PP1c-vel
arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérje a PP1 egy lehetséges regulator alegysége. A
TIMAP a sejtmembranban lokalizalodik, ezért valdsziniisithetd, hogy ott a PPI
aktivitast eddig még nem azonositott kolcsonhatasok révén membran, vagy
membranhoz asszocidlodd fehérjé(k)-hez iranyitja, szabalyozza azok foszforilacids
szintjét és ezaltal szabalyozza a gatfunkciot. Ennek igazoldsira TIMAP specifikus
siRNS-sel csendesitettiik HPAEC sejtekben a TIMAP fehérjét és mértiik a transzendotél
elektromos ellenallas (TER) valtozasat a monolayer-en kiilonbozé kezelések utan.
Ismert, hogy a TER valtozas kovetésével az endotélium gatfunkcidjanak valtozasairdl
kaphatunk felvilagositast. Az ellenallas novekedése a barrier funkcid stabilizalodasat,
mig csokkenése a barrier funkci6 gyengiilését jelzi [120].

A TIMAP specifikus siRNS kezelés hatdsara a fehérje mennyiségében
szamottevd csokkenés volt tapasztalhato. Kontrollként nem specifikus siRNS
oligonukleotidokat alkalmaztunk, amelyek nem befolyasoltak a TIMAP fehérje szintjét

HPAEC-ben. Ezt Western blot-tal ¢s immunfluoreszcenciaval mutattuk ki (7.5. abra).
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7.5. dbra. TIMAP fehérje csendesitése HPAEC sejtekben. A panel: TIMAP fehérje
expresszios szintjének valtozasa Western blot kisérletben. A HPAEC sejteket az ,,Anyagok ¢és
modszerek™ részben leirtak alapjan transzfektaltuk, majd a sejtlizatumokat SDS-PAGE-sel
elvalasztottuk, és specifikus antitestekkel Western blottal a TIMAP, valamint aktin fehérjéket
detektaltuk. B panel: Meghataroztuk a kapott jelek denzitdsat, négy reprezentativ kisérletet
atlagoltunk, és az aktin mennyiségi kontrollra normalizaltunk (1: nem transzfektalt, 2: kontroll
nem specifikus siRNS-sel, 3: TIMAP siRNS-sel transzfektalt). C panel: a TIMAP csendesités

hatékonysagat egy-egy reprezentativ immunfluoreszcencia kisérlet eredményével is bemutatjuk.

HPAEC monolayer-eken bazélis ellendllds mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a
transzfekcios reagens nem volt hatdssal a mért ellenallasra. Mindkét, nem specifikus és
specifikus siRNS kezelés jelentéktelen mértékben csokkentette a TER értékeket,
kozottiik szignifikans eltérést nem tapasztaltunk (7.6. abra A). Megvizsgaltuk, hogy a
gatfunciot befolydsold kezelések vajon hogyan hatnak a barrier funkcidra kontroll és
TIMAP csendesitett endotél sejtekben. A TER mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a
barrier funkciot erésité S1P és ATP hatasa csokkent (7.6. abra B,C), masrészt a barrier
diszfunkciot kivalté trombin és nokodazol hatdsa pedig fokozddott (7.6. abra D,E)
azokban a sejtekben, amelyekben a TIMAP-ot csendesitettiik, a kontrollhoz képest.
Ebbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a TIMAP fehérje waldoban szabalyozo
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szerepet tolt be az endotél sejtek barrier funkcidjadban, eredményeink azt sugalljak, hogy
a TIMAP-nak gétfunkciot védo szerepet tulajdonithatunk.
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7.6. abra. TIMAP fehérje csendesités hatasa a HPAEC sejtek barrier funkcidjara.

A panel: A nem transzfektalt (1), a transzfekcids negativ kontroll (2), a nem specifikus siRNS-
sel (3) valamint a TIMAP siRNS-sel (4) transzfektalt sejtek bazalis transzendotél ellenallasat
mértiilk. Harom reprezentativ kisérlet eredményének atlagat tiintettiik fel, elvégeztik a
statisztikai kiértékelést és nem tapasztaltunk jelentds eltérést. B-E panel: nem transzfektalt
(kontroll), nem specifikus siRNS-sel (siRNS kontroll), illetve TIMAP specifikus siRNS-sel
(siRNS) transzfektalt sejteket kezeltiink +/- 1 uM S1P-tal (B), 10 uM ATP-tal (C), 20 nM
trombinnal (D) vagy 0,1 uM nokodazollal (ND) (E), majd harom 6ran at mértiik a TER-t. A
kiindulési ellenallas 800 és 1200 Q kozott mozgott. A kezelések kovetkeztében kialakult
maximalis TER csokkenés vagy novekedéskor mért relativ ellenallast abrazoltuk. A statisztikai
kiértékelés legalabb 3 kisérletbdl tortént. A szignifikanciat (*,p<0.01) kétmintas T-probaval

hataroztuk meg.
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7.3. Moezin/ERM, mint a TIMAP lehetséges célpontjai

Az eddigi eredményeket Osszefoglalva a TIMAP fehérje és a PPlc kozott
trombin kezelés hatdsara immunfluoreszcenciaval kolokalizaciot tapasztaltunk, és tobb
modszerrel sikertilt bizonyitani a fehérjék kozotti kdlesonhatast, valamint a TIMAP-nak
a barrier funkcidban betoltdtt pozitiv szerepét is valdszinisitettiik. Tovabbi
immunfluoreszcencias felvételeink szerint HPAEC sejtekben S1P kezelést kdvetden,
ami a gatfunkciot erdsiti, a sejt-sejt kapcsolatok mentén joval intenzivebbé valt a
TIMAP festédése (7.7. abra) megerdsitve azt a feltételezésiinket, hogy az endotél
barrier funkcidoban a TIMAP szabalyozé szerepet tolt be.

+ S1P

7.7. abra. TIMAP fehérje lokalizaciojanak vizsgalata immunfluoreszcenciaval HPAEC
sejtekben. Kezeletlen (A) és S1P (1 pM 3 o6ra; B) kezelt konfluens HPAEC sejtek monolayer-ét
anti-TIMAP els6dleges antitestekkel jeldltiink. A nyilak az S1P kezelés hatasara meger6sodott
TIMAP festodést (B) jelolik.

Ismert, hogy az ERM (ezrin, radixin, moezin) fehérjék az F-aktin filamentumokat a
plazmamembran fehérjékhez irdnyitjak, ezaltal a citoszkeletont stabilizaljdk. Ez a
folyamat foszforilacid/defoszforilacio  altal szabalyozott, az ERM fehérjék
konformacidja ugyanis a C-termindlis régidjukban taldlhatdé treonin oldallancon
bekovetkezd foszforilacio révén valtozik [121]. Mar kordbban kimutattdk, hogy MDCK
(Madine-Darby canine kidney) sejtekben az ERM fehérjék, és ezek koziil is a moezin
kolcsonhat a PP1 egyik regulator alegységével, a MYPTl1-gyel [122]. Az MDCK
sejtekben nem expresszalodik a TIMAP [58], ezért arra gondoltunk, hogy az endotél
sejtekben viszont a membranban jelentés mennyiségben jelenlévé TIMAP a MYPT1
helyett, vagy azzal egyiitt toltheti be ugyanezt a szerepet, tehat kolcsonhat az ERM

fehérjékkel és szabalyozza azok foszforilacidjat, ezaltal a barrier funkciot.

45



Els6 1épésben immunprecipitacioval és pull-down kisérletekkel probaltuk meg
feltételezésiinket igazolni. HPAEC lizatumokban vizsgéltuk a nativ PPlc ¢és moezin,
illetve a TIMAP és moezin egymashoz valo kotddését, majd pull-down kisérletekben
vizsgéltuk rekombindns TIMAP ¢€s nativ moezin, vagy az ERM fehérjék foszforilalt
formai kozotti kolesonhatést (7.8. dbra). Az immunprecipitacidt anti-moezin, anti-PP1c
¢s anti-TIMAP antitestekkel végeztiik, majd a precipititumban a moezin fehérjét anti-
moezin antitesttel detektaltuk. Az immunkomplexekben a megfeleld antitesttel a PP1c-t
is detektalni tudtuk. A TIMAP-moezin komplex kialakulasdnak tovabbi megerdsitése
érdekében baktériumban termeltetett, affinitas kromatografiaval tisztitott, immobilizalt
GST-TIMAP fehérjét HPAEC sejtek lizdtumaval inkubéltunk. Az elicié utan az
SDS-PAGE-sel elvalasztott komplexben moezint, foszfo-ERM-et és PPlc-t tudtunk
kimutatni. Eredményeink igazoljdk annak a lehetdségét, hogy a TIMAP a PPlc-t az

ERM fehérjékhez iranyithatja és ezaltal szabalyozhatja azok defoszforilaciojat.
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7.8. dbra. Fehérje-fehérje kolcsonhatas TIMAP, PP1c és moezin kozott Moezin, PPlc és
TIMAP (A), valamint PPlc ¢és moezin (B) specifikus antitestekkel végeztiink
immunprecipitaciot HPAEC sejtlizaitumban, az IP komplexeket SDS-PAGE-sel elvalasztottuk,
nitrocelluléz membranra blottoltuk és a fehérjéket moezin- illetve PP1cp- elleni specifikus
antitestekkel detektaltuk. C panel: TIMAP - moezin, TIMAP — P-ERM, valamint TIMAP —
PP1c kolcsonhatasainak kimutatasa pull-down moédszerrel HPAEC sejtlizatumbol. Kontrollként

rekombinans GST fehérjét immobilizaltunk a glutation-Sepharose-on.
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7.9. dabra. TIMAP, moezin és foszfo-moezin lokalizaciojanak vizsgalata
immunfluoreszcenciaval HPAEC  sejtekben.  Immunfluoreszcenciaval  kezeletlen
(A,C,E,G,LLK) és SIP (1 uM 3 o6ra; B), illetve trombin (20 nM 30 perc; D,F,H,J,L) kezelt
konfluens HPAEC sejtek monolayer-ét anti-TIMAP (G,H: piros), anti-moezin (A,B: piros, 1J:
z061d) és anti-foszfo-moezin (C,D: z61d) elsddleges antitestekkel jeldltiink. Az aktin (E,F) festést
Texas Red phalloidinnel végeztiik. A nyilak a trombin kezelés utani moezin (J,L) illetve foszfo-

moezin (D) membran lokalizacidjat jeldlik.

A tovabbiakban a TIMAP ¢és az ERM fehériék esetleges kolokalizaciojat
kivantuk megvizsgdlni immunfluoreszcenciaval. Moezinre specifikus monoklonalis
antitesttel jeldlve a sejteket a fluoreszcens festékkel konjugalt masodik antitest a fehérje
homogén eloszlasat mutatta (7.9. abra A,I). S1P kezelés ezt az eloszlast nem
befolyasolta jelentdsen (7.9. dbra B), ezzel szemben trombin kezelés hatdsara hatarozott
feldusulast tapasztalhatunk a plazmamembran mentén, tehat a moezin jelentds része a
sejtmembranhoz transzlokéalodik (7.9. abra J). A TIMAP festédésében intenzitasbeli
kiilonbséget nem figyeltink meg trombin kezelés elétt és utan (7.9. 4bra G,H).
Kezeletlen sejtek esetében az egyesitett képen (7.9. dbra K) nem lathat6 kolokalizacié a

moezin és a TIMAP kozott, ezzel ellentétben a trombin kezelés utan (7.9. abra L) a
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fehérjék kolokalizacigjat tapasztaltuk a sejtmembrannal, amibdl szintén a TIMAP és
moezin kozotti kolesonhatasra kovetkeztetliink. Megallapitottuk tovabba azt is, hogy
kontroll sejtekben a moezin foszforilalt forméaja alig detektalhatdo és hasonld diffuz
eloszlast mutat, mint a moezin (7.9. abra C, I). A trombin kezelés viszont jelentdsen
megemelte a foszfo-moezin szintjét a HPAEC sejtekben €s a membranhoz lokalizalodo
moezin is foszforilalt allapotba keriil (7.9. abra D, J). Ezek az eredményeink

alatdmasztottak azt a feltételezésiinket, hogy a TIMAP részt vesz az ERM fehérjék

crer

7.4. TIMAP foszforilacio hatasa az ERM foszforilacio szintjére és az

endotél barrier funkciora

A TIMAP fehérjével rokon MYPT3-r6l leirtdk, hogy szdmos Ilehetséges
foszforilacids helyet tartalmaz. A MYPT3 PKA-val foszforilalhaté a Ser 353, majd
Ser340 ¢és Ser341 helyeken, de a Ser353 tlinik az elsédleges foszforilacios helynek.
Mais, MYPT csaladba tartozé fehérjék foszforilacidja PP1c gétlast okoz, ezzel szemben
a MYPT3 foszforildcioja noveli a PPlc aktivitdsat [56]. A MYPT3 foszforilacios
helyeket tartalmazé régioja nagymértékben homoldég a TIMAP fehérjének ugyanezen
novelheti, vagy legaldbbis modosithatja a PP1c aktivitasat.

In vitro reakciokdzegben megkiséreltiik a TIMAP foszforilacigjat PKA-val. A
reakciokozeget a gyartd cég altal javasolt modon allitottuk Gssze és a reakciokdzegben
radioaktivan jelzett [y->*P]-ATP-ot hasznaltunk. Mar 10 perc elteltével is detektalhato
volt a foszfat beépiilése, amelynek mértéke 30 perc foszforilacid utin 0,8 mol

fosztat/mol fehérje volt (7.10. abra).
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7.10. dbra. TIMAP fehérje foszforilicioja protein kindz A enzimmel. Bakterialis
expresszioval eldallitott és tisztitott GST-TIMAP fehérjét foszforilaltunk protein kinaz A-val
P-ATP jelenlétében. 0-, 10- és 30 perc elteltével mintat vettiink és SDS-PAGE-t kovetden
autoradiogramot készitettiink. Kontrollként az expresszalt fehérje Coomassie festése lathatd a

bal oldalon.

HPAEC sejteket egy adenilat-ciklazt aktivald agenssel, forskolinnal kezeltiink,
hogy PKA aktivitas novekedést indukaljunk. Mivel a TIMAP foszforilalt formdja elleni
antitesttel nem rendelkeztiink, azt vizsgaltuk, hogy a TIMAP foszforilacidja
kovetkeztében latunk-e valtozast az F-aktin szerkezetében (7.11. abra E-H) és az ERM
fehérjék foszforilacids szintjében (7.11. abra A-D) immunfluoreszcencids festéssel.
Forskolin kezelés utan az ERM fehérjék foszforilalt formainak eloszlasdban nem
tapasztaltunk véaltozast a kontrollhoz képest. A moezinhez hasonloan a trombin kezelés
megnovelte a sejtekben a foszfo-ERM forma mennyiségét, amelynek jelentds része a
membranba transzlokalodott. Forskolin elékezelés viszont megakadéalyozta a trombin
okozta stresszkabelek ¢és sejtek kozotti rések kialakulasat (7.11. dbra H), és teljesen

megsziintette a foszfo-ERM festddést a sejt-sejt kapcsolatok mentén (7.11. abra D).
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7.11. dbra. Forskolin elokezelés kivédi a trombin altal kivaltott barrier diszfunkciot
HPAEC sejtekben. HPAEC sejtek monolayer-ét jeldltiik anti-foszfo-ERM ellenanyaggal (A-D)
illetve Texas Red phalloidinnel (E-H). Kezelés nélkiil (A,E) és kiilonb6z6 kezelések utan: 50
uM forskolin (C,G) 10 perc, 20 nM trombin (B,F) 30 perc, 50 uM forskolin 10 perc utan 20 nM

+forskolin
+trombin

trombin 20 perc (D,H) vizsgaltuk a fehérjék eloszlasat. Nyilakkal jeloltiik a plazmamembranban
a foszfo-ERM fehérje feldusulasat trombin kezelés utan (B) illetve a forskolin és trombin

egylittes kezelése utan az érintkez6 membran régiokat (D).

Az elézéekben bemutatott ECIS eredményeink mar a TIMAP pozitiv szerepét
mutattdk a barrier funkcidban. Arra azonban nem rendelkeztiink kozvetlen
bizonyitékkal, hogy a forskolin trombinnal szemben tapasztalt hatdsa a HPAEC
sejtekben valoban a TIMAP foszforilacidjanak az eredménye. A mar kordbban
alkalmazott TIMAP specifikus siRNS-t haszndlva csendesitést hajtottunk végre HPAEC
sejteken, ¢és vizsgaltuk a barrier funkcidot Dbefolyasoldé 4gensek hatdsat
immunfluoreszcencidval. Kontroll, illetve csendesitett HPAEC sejtekben trombin
kezelés hatasara a kezeletlen sejtekhez képest (7.12. dbra C-F ¢és K-N) nem
tapasztaltunk szembetiind valtozast a foszfo-ERM ¢€s az aktin festddésében. Viszont a

korabban tapasztalt forskolin altal kifejtett védd hatds nem érvényesiilt az siRNS-sel
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csendesitett sejtek esetében, a sejt-sejt kapcsolatok mentén a csak trombinnal kezelt
sejtekhez hasonldan a foszforildlt ERM fehérje feldusuldsa figyelhetd meg (J). Ezen
eredmények alapjan azt feltételezziik, hogy a TIMAP PKA-val torténd foszforilacioja
befolyasolja kolcsonhatasat az ERM fehérjékkel, kovetkezésképpen a TIMAP

foszforilacidja a barrier funkcid szabalyozasanak is egyik kulcslépése lehet.

TIMAP siRNS siRNS kontroll
A.

aktin P-ERM

£
c
Q
X~

+forskolin +trombin

+forskolin
+trombin

7.12. abra. A TIMAP csendesitése gatolja a forskolin védé hatisit a trombinnal kezelt
HPAEC sejtekben. A TIMAP siRNS-sel csendesitett (C-J) és a nem specifikus siRNS-sel
transzfektalt (K-R) HPAEC sejtek monolayer-ét festettiik anti-foszfo-ERM ellenanyaggal
(D,F,H,JLK,M,0,Q) illetve Texas Red phalloidinnel (C,E,G,I,L,N,P,R). A nem kezelt mintakon
(C,D,K,L) és kiilonbozo kezelések utan: 50 uM forskolin (G,H,O,P) 10 perc, 20 nM trombin
(E,F,M,N) 30 perc, 50 uM forskolin 10 perc utan 20 nM trombin 30 perc (I,J,Q,R) vizsgaltuk a
fehérjék eloszlasat. A nyilakkal jeloltik a plazmamembranban a foszfo-ERM fehérje
feldusulasat TIMAP csendesitett sejtekben (F), az siRNS kontrollban (M), a forskolin €és
trombin egyiittes kezelése utan a csendesitett sejtekben (J) illetve a feldiisulas hianyat a nem

specifikus siRNS-sel transzfektalt sejtekben (Q).
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7.13. abra. Forskolin és trombin hatasa az ERM fehérjék foszforilaciojara TIMAP siRNS-
sel csendesitett HPAEC sejtekben. A és B panel: HPAEC sejtek monolayer-ét TIMAP siRNS-
sel transzfektaltuk, majd a kovetkezo kezeléseknek vetettiik ala: 50 uM forskolin 10 perc, 20
nM trombin 30 perc, 50 uM forskolin 10 perc utan 20 nM trombin 30 perc. A sejteket 20 mM
NaF-ot tartalmazé SDS mintapufferben felkapartuk, és Western blot-tal vizsgaltuk a
foszfofehérjék mennyiségi valtozasat foszfo-ERM antitesttel. TIMAP elleni antitesttel a
csendesitést ellendriztilk, a GAPDH a gélre felvitt fehérje mennyiséget mutatta és ehhez
viszonyitottuk a foszfo-ERM savokat. Az abra A része egy reprezentativ Western blot
eredményét mutatja be. A B panelen harom fiiggetlen kisérlet eredményeit atlagoltuk, és a nem
kezelt kontroll siRNS-sel transzfektalt mintara normalizaltuk. C panel: bazalis TER mérést
kovetden a sejteket forskolinnal (50 uM) vagy DMSO-val eldkezeltiik. A maximalis hatas
elérése utan (~30 perc) a megfelel6 mintakat trombinnal kezeltiik (100 nM). Harom fiiggetlen
transzfekcid eredményét (maximalis novekedés vagy csokkenéskor mért relativ ellenallas)
mutatjuk be. A szignifikanciat a TIMAP siRNS-sel, és a hozzajuk tartozo kontroll siRNS-sel
kezelt mintakbol hataroztuk meg (P<0,05).

Ezt a megfigyelésiinket Western blot-tal is szerettiik volna megerdsiteni. A sejteket
lizaltuk, majd SDS-PAGE-sel elvalasztottuk a fehérjéket, és specifikus foszfo-ERM,
TIMAP és GAPDH elleni antitestekkel detektaltuk a fehérjéket. A foszforilalt ERM
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fehérje szintjében ugyan csak mérsékelt csokkenést tapasztaltunk a sejtek forskolinnal
¢s trombinnal torténd egyiittes kezelése utan (7.13. abra A, B), de a véltozas tendenciaja
megegyezett az immunfluoreszcencia eredményeivel. Ezért egy masik, érzékenyebb
modszert is alkalmaztunk, kontroll és TIMAP siRNS-sel kezelt sejtek transzendotél
ellenallasat mértiik. A csendesitett sejtekben a forskolin védd hatasa a trombin
kezeléssel szemben szintén szignifikdnsan kisebbnek bizonyult, mint a kontroll
sejtekben (7.13. abra C). A TIMAP hidnyaban tapasztalt eltéré ERM foszforilacios szint
¢s a TER mérések eredményei a sejtek kiillonbozd kezelése utdn megerdsitette azt a
feltételezéslinket, hogy az ERM foszforilacié szabalyozasa is része a TIMAP barrier

funkciora kifejtett pozitiv hatasanak.

7.5. A TIMAP foszforilacio hatasa a protein foszfataz 1 aktivitasara

Immunfluoreszcenciés kisérleteink arra utaltak, hogy a foszforildlt moezin egy
lehetséges szubsztratja a PP1c-nek, és a TIMAP szabalyoz6 funkciot tolt be ebben a
defoszforilacios folyamatban, hiszen ha a TIMAP-ot csendesitettiik, a forskolinnal
elokezelt sejtekben az ERM fehérjék foszforilalt allapotban maradtak trombin kezelést
kovetden. Ezért megvizsgaltuk foszforilalt rekombindns TIMAP hatasat a foszfo-
moezin PPlc altali defoszforilacidjaban. Bakteridlis expresszioval rekombinans GST-
moezint allitottunk el6, amelyet glutation-Sepharose 4B oszlopon affinitas
kromatografidval tisztitottunk. A GST epitopot (fuzioés fehérjét) trombin protedzzal
tavolitottuk el. Ezt a rekombinans moezint Rho kinazzal foszforilaltuk és a foszfataz
mérésekhez szubsztratként hasznaltuk. Id6kozben Li és munkatarsai megvizsgaltak
rekombinans TIMAP-on annak lehetséges foszforilacids helyeit és a PKA (Ser337)
mellett egy GSK3p foszforilacios helyet is (Ser333) valdszintsitettek [123]. Ezért a vad
tipusi TIMAP-ot (GST-TIMAP) tiofoszforilaltuk PKA-val (GST-TIMAP-P, Ser337),
majd a minta egy részét tovabb tiofoszforilaltuk GSK3B-val (GST-TIMAP-PP, Ser333).
A PPlc-t eldinkubaltuk a nem foszforilalt- és tiofoszforilalt fehérjékkel, majd P-moezin
és >?P-miozin kénnyiilanc (MLC) szubsztratokkal mértiik in vitro az enzim aktivitasat.
A P-moezin szubsztrattal tortént aktivitdsméréseknél Western blot analizissel,

specifikus foszfo-ERM antitestet alkalmazva kdvettiik nyomon a valtozasokat.
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7.13. dabra. A nem foszforilalt TIMAP gatolja a foszfo-moezin illetve a foszfo-MLC20
defoszforilaciéjat. Foszfo-moezin (A,B) valamint foszfo-MLC20 (P-MLC) (C) szubsztratokat
PP1c-vel defoszforilaltunk az ,,Anyagok és modszerek” részben leirtak szerint vad tipusa GST-
TIMAP, egyszeresen tiofoszforilalt GST-TIMAP (TIMAP-P), kétszeresen tiofoszforilalt GST-
TIMAP (TIMAP-PP), mutans GST-TIMAP, illetve GST jelenlétében, vagy tavollétében.
Specifikus foszfo-ERM antitesttel kdvettiik a foszfo-moezin mennyiségének csokkenését. Az A
panelen a legelsé sav a teljes foszfo-moezin mennyiségét mutatja foszfataz kezelés nélkil. A
foszfo-moezin illetve a foszfo-MLC jel csokkenését a defoszforilalast kovetden a csak PP1c-vel
kezelt mintaknal tapasztalt csokkenés (100%) szazalékaban fejeztiik ki. Az oszlopdiagramokon
4 reprezentativ kisérlet atlagat tiintettiik fel. A foszfataz mennyisége a P-MLC foszfatdz assay
soran a kontrollban kériilbeliil 20-25%-os **P; kihasitast eredményezett, amelyet a 2 pM-nyi P-
MLC szubsztrat total aktivitasabol hatdroztunk meg, €s ezt vettiik 100%-nak. Legalabb négy
parhuzamos mérés eredményeit értékeltiik ki gy, hogy meghatiroztuk a kapott savok
denzitasat. Kétmintas t-probaval végeztiik el az adatok statisztikai elemzését, és a szignifikans

eltéréseket a kontrollhoz képest jeldltiik: * (P<0,05) vagy ** (P<0,01)
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A GST-TIMAP ¢és a GST-TIMAP-P jelentosen (~60% ¢és ~50%) csokkentette a PP1c
aktivitasat, ezzel ellentétben a GST-TIMAP-PP esetében nem tapasztaltuk ugyanezt
(<10%) (7.13. abra A,B). A kontroll fehérjék, GST és a mutans GST-TIMAP hatéasa
elhanyagolhatd volt. Hasonl6 eredményeket kaptunk a P-MLC szubsztrattal is (7.13.
abra C), igy megallapithatjuk, hogy a vad tipusu TIMAP gatlé hatasa a PP1c aktivitasra

nem szubsztrat specifikus.

7.6. A TIMAP Ser333 és Ser337 oldallancok foszforilaciojanak hatasa a

PP1c-vel valo kolecsonhatasra.

Feliileti plazmon rezonancids kisérletekben megvizsgaltuk a GST-TIMAP
kiilonb6zé nem foszforilalt és foszforildlt formainak kolcsonhatasdt a PPlc-vel. A
korabbi kisérletekhez viszonyitva (lasd 7.4. abra) a chip feliiletére immobilizalt
ligandumok mennyisége ebben a kisérletsorozatban (7.14. éabra) koriilbelil annak

harmada volt.
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7.14. abra. A foszforilalt TIMAP és PPlc kolcsonhatasanak jellemzése feliileti plazmon
rezonancia modszer segitségével. Vad tipusu, egyszeresen foszforilalt (TIMAP-P) és
kétszeresen foszforilalt (TIMAP-PP) GST-TIMAP-ot CMS5 szenzor chip feliiletén
immobilizaltunk, majd rekombinans PP1c-t injektaltunk a felilletre 3.0 uM koncentracioban. A
méréseket legalabb 3 PP1c koncentracioval végeztiik el Biacore 3000 késziilék segitségével, a

kapott szenzogrammok kozil az abran egy reprezentativ sorozatot mutatunk be.

A nem foszforilalt TIMAP és a PPlc asszociacios allandd értékei mindkét kisérlet
sorozatnal kozel azonosak voltak (K, = 1,28 x 10° M és Ky = 1,80 x 10° M'l). A

komplex képzOddésének sebességi allandojat (k,) a PKA-val tortént foszforilacid nem
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valtoztatta meg, de a disszociacios sebességi allandd (kq) csokkent a nem foszforilalt
TIMAP-hoz képest. Az egyszeresen foszforilalt TIMAP-PPlc asszocidcios allando
koriilbeliil négyszeres értéke (Ka= 7,39 x 10° M'") mérsékelten ersebb kdlcsdnhatasra
utal. A kétszeresen foszforilalt TIMAP (PKA és GSK3p foszforilalt) esetében mindkét
érték, k, és kq is csokkent. Az asszociacios allandd értéke pedig azt mutatja, hogy a
kétszeresen foszforilalt TIMAP-PPlc (Kxa= 1,93 x 10° M) esetén a kotédés kozel
azonos erdsségll, mint a nem foszforilalt TIMAP-PP1c (Ka= 1,28 x 10°M™) esetében.

P - . e s L Asszociécios allando,
Komplex képz6dés sebesseégi  Disszociacidos sebességi

Ligandum allanddja, ks allando, kg Ka = Kalka
(1/Ms) (1/s) (/M)
GST-TIMAP 4,68(x1,32) x 10° 3,66(+0,88) x 10 1,28 x 10°
GST-TIMAP-P 4,11(x0,37) x 10° 5,56(x1,12) x 10™ 7,39x 10°
GST-TIMAP-PP 1,01(x0,47) x 10° 5,22(+0,57) x 10™ 1,93 x 10°

7.2. tablazat. TIMAP, TIMAP-P illetve TIMAP-PP és PP1c kolcsonhatasara vonatkozo
allandok

Nem foszforilalt, egyszeresen- és kétszeresen tiofoszforilalt GST-TIMAP rekombinans
fehérjéket immobilizaltunk CMS5-6s szenzorchip feliiletére és 1,0, 2,0 és 3,0 uM
koncentraciokban PPlc-t aramoltattunk at a feliileten. A sebességi allandokat, k, —komplex
képzddés sebességi allanddja, ky — a komplex disszociacios sebességi allanddja, a megfeleld
szenzogramok elemzésével hataroztuk meg legalabb 3 fiiggetlen kisérlet adatainak

felhasznalasaval.

A nativ TIMAP ¢és PPlc fehérjék kozotti kolesonhatdst immunprecipitacios
kisérletekben vizsgaltuk arra keresve a valaszt, hogy a kezelésekkel kivaltott TIMAP
foszforilacié hogyan befolyasolja a nativ fehérjék egymdashoz vald kotddéseét.

Ezért a HPAEC sejteket forskolinnal, trombinnal ¢s forskolin eldkezelés utian
trombinnal kezeltiik. Li ¢és munkatarsai, valamint sajat eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy forskolin kezelést kovetden a TIMAP a S337 helyen
foszforilalédik. Ez indukalhatja a GSK3f-t, amely a S333 helyet is foszforilalja.
Trombin kezelés hatdsara a Rho kindz utvonal aktivalodik, de egyelére még nem ismert

az, hogy ez hogyan befolyasolja a TIMAP-ot. Eredményeink szerint (7.15. 4dbra) a két
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fehérje kolcsonhatdsdban a kiilonbozd kezelések jelentds mennyiségi valtozast nem

okoztak.
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7.15. dabra. A TIMAP in vivo foszforilaciéja nincs hatassal a PPlc-vel valé kotédésére.
BPAEC sejteket kezeltiink forskolinnal (50 pM, 30 min), trombinnal (50nM, 20 min), valamint
forskolin el6kezelés utan trombinnal, majd a sejteket lizaltuk és vizsgaltuk a PP1c (A panel) és
TIMAP (B panel) immunprecipitaitumaban anti-TIMAP (A panel) illetve anti-PP1lc (B panel)
antitestekkel a fehérjék jelenlétét. Kiilonb6zo kontrollokat (sejtlizatum kontroll, nem-immun
nyulszérummal kapcsolt Protein-G Sepharose kontroll, és kezeletlen sejtlizatum) hasznaltunk. A

savok intenzitasat denzitometralassal hataroztuk meg legalabb 3 reprezentativ kisérletbol.
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7.7. GSK3p gatlasa csokkenti a forskolin HPAEC sejtekre kifejtett védo

hatasat trombinnal szemben.

A foszfatdz aktivitds mérések soran a PKA illetve PKA ¢és GSK3p-val
egyszeresen, illetve kétszeresen foszforilalt TIMAP hatasa eltér6 volt a PPlc
aktivitdsara a foszfo-moezin szubsztrattal. Ezért megvizsgaltuk, hogy az endotél
sejtekben az ERM foszforilacidjaban a PKA-val foszforilalt TIMAP, vagy a PKA-val és
GSK3p-val egyiittesen foszforilalt TIMAP jatszik inkabb szerepet.

+ GSK3 inhibitor

kontroll

forskolin

(b)
-
~
(d)
/
P

trombin

forskolin
+ trombin

7.16. abra. A GSK3p inhibitor a forskolin hatasat mérsékli I. Kontroll (a,c,e,g) és AR-
A014418 inhibitorral elokezelt BPAEC sejtek monolayer-ét festettiik anti-foszfo-ERM
ellenanyaggal tovabbi kezelés nélkiil (a,b) illetve a kovetkezo kezelések utan: 50 uM forskolin
(c,d) 10 perc, 50 nM trombin (e,f) 20 perc, 50 uM forskolin 10 perc utdn 50 nM trombin 20 perc
(g,h). A nyilak a plazmamembranban feldusult foszfo-ERM-et jeldlik.
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Immunfluoreszcenciaval vizsgéaltuk a foszforildlt ERM mennyiségét ¢és eloszlasat
BPAEC sejtekben kontroll, forskolin, trombin valamint forskolin és trombin kezelések

utan GSK3p gatloszer (AR-A014418) jelenlétében és hianyaban.
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7.17. abra. A GSK3p inhibitor a forskolin hatasat mérsékli II.

A.: Kontroll (-) és AR-A014418 inhibitorral eldkezelt (+) BPAEC sejteket tovabbi kezelés
nélkiil, illetve a kdvetkezd kezelések utan: 50 uM forskolin 10 perc, 50 nM trombin 20 perc, 50
puM forskolin 10 perc utan 50 nM trombin 20 perc; lizaltunk és a mintakat Western blot
analizissel vizsgaltuk. B.: A Western blot foszfo-ERM és aktin jeleit denzitometraltuk, a
foszfo-ERM mennyiségét a megfeleld aktin mennyiségére normalizaltuk. Az eredmények itt
bemumatott kvantitativ analizise 3 reprezentativ kisérletb6l szarmazik. A kezeletlen minta P-
ERM mennyiségét vettiik 100%-nak és ennek szazalékédban fejeztiik ki a tobbit. C.:
Transzendotél ellenallas mérés. Bazalis TER méréseket kdvetden (kiindulasi ellenallas 750-850
Q) a sejteket 20uM AR-A014418 inhibitorral vagy DMSO kontrollal kezeltiik elé 4 6ran at.
Ezutan adtunk a megfelelé mintakhoz 50 uM forskolint. Miutan a kezelt mintak ellenallasa ujra
megkozelitette a kontrollok értékeit (koriilbeliil 2 ora elteltével), a megfeleld sejteket trombinnal
kezeltiik (20 nM). Az abran a thrombin kezelés utan bekdvetkezett maximalis TER csokkenés
idépontjaban detektalt relativ ellenallas értékeket mutatjuk be. Harom kisérlet eredményét
atlagoltuk, az eredmények statisztikai elemzését parositatlan ¢ pobaval végeztik el. A

szignifikans eltéréseket csillaggal jeldltiik: * (P<0.05), ** (P<0.01), vagy *** (P<0.001).
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A GSK3p inhibitor jelenléte a foszfo-ERM szintjében csekély ndvekedést
okozott a kontroll és a forskolinnal kezelt BPAEC sejtek plazmamembréanjaban (7.16.
abra b. és d.). A forskolin, ahogyan mar korabban is tapasztaltuk, megsziintette a lazan
érintkezd sejtek feliiletén lathatd tiiskéket (7.16. abra c.). A GSK3pB inhibitor és
forskolin kezelés utan a sejtek morfologiadja a kontroll sejtekre hasonlit a legjobban,
amely bizonyiték lehet arra, hogy a forskolin altal indukalt PKA aktivalodas utdn a
GSK3p is aktivalodik (7.16. abra a. és d.). Ugyancsak erre utal, hogy a GSK3p gatlasa
a trombin hatasat fokozta és a GSK3p inhibitor jelenlétében a forskolin nem tudta
kifejteni trombinnal szembeni védd hatasat (7.16. abra h.), rések alakultak ki a sejtek
kozott és az ERM is foszforilalodott. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az
ERM fehérjék foszforilacids szintjének szabalyozasaban a TIMAP PKA ¢és GSK3p
altali foszforilacioja egyarant fontos.

A sejtek ugyanezen kezelése utan Western blot-tal is hasonld tendenciat
talaltunk a foszfo-ERM szint valtozasaban (7.17. abra A,B). A kisebb mértékii valtozas
oka feltehetden az, hogy a Western blot-tal a sejtek teljes fehérje mennyiségét
detektaljuk, mig az immunfluoreszcenciaval a sejtek plazmamembranjaban torténd
lokalis valtozasok is jol kovethetoek. Masrészrol a transzendotél ellenallas mérésekkel
azt talaltuk, hogy a GSK3p inhibitor jelenléte a forskolinnal elékezelt, majd trombinnal
kezelt sejteknél szamottevd ellendllds csokkenést okozott, tehat a GSK3p aktivitas
gatlasa jelentésen csokkentette a forskolin védd hatdsat a trombinnal szemben (7.17.
abra C). Kovetkezésképpen a TIMAP GSK3p altali foszforilacidja sziikséges ahhoz,
hogy a TIMAP ki tudja fejteni hatdsat a trombinnal indukalt barrier diszfunkcioval

szemben.
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8. MEGBESZELES

A TIMAP fehérjérdl korabban kimutattak, hogy expresszids szintje az endotél
sejtekben igen magas [57], de fizioldgias szerepe még mindig nem tisztazott. Szerkezeti
felépitése alapjan a MYPT fehérjecsalad tagjaként irtdk le, igy tehat a PPl egyik
lehetséges regulator alegysége, annak aktivitasat befolyasolhatja, aktivalhatja, illetve
gatolhatja azt.

A PPl ¢és a TIMAP kozotti kolesonhatds bizonyitasa érdekében kiilonféle
modszerek segitségével vizsgalatokat végeztiink. Immunfluoreszcencias kisérletekben a
két fehérje kozotti esetleges kolokalizaciot tanulmanyoztuk HPAEC sejtekben. A
lokalizacios szignalt, valamint a CAAX box-nak nevezett prenilaciés motivumot a
C-terminalis végén, amely a plazmamembranban valo lokalizacidjaért felelds. Ez utobbi
a MYPT csalad tobbi tagjanal nincs jelen. Ezzel 6sszhangban az endogén TIMAP
esetében elsdsorban membran illetve magi lokalizaciot figyelhetiink meg, valamint a
mag koriili régidban is tapasztalhato volt a fehérje jelenléte. A nativ PPlc esetében a
festddés homogén eloszlasat a trombinnal valé kezelés valtoztatta meg oly mdédon, hogy
a foszfataz egy része a plazmamembranba transzlokalodott, tehat ebben a régidoban
részleges kolokalizaciot figyelhettiink meg. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni,
hogy a TIMAP-PPIc kozotti kdlecsonhatas szabalyozasa a plazmamembran régidban a
sejt fiziologias allapotatdl fiigg. Ezen tul tovabbi bizonyitékként szolgéltak az
immunprecipitacios kisérleteink is. A TIMAP immunprecipitdtumaban ki tudtuk
mutatni a PPlc-t és ugyanezt forditva is megismételtiik. Az igazan izgalmas kérdés
megvalaszolasara, hogy vajon van-e kiilonbség a PPlc kiilonb6zd izoformai és a
TIMAP kozotti kolcsonhatasban, rekombinans TIMAP-ot allitottunk elé és pull-down
kisérletekben hasznaltuk fel. Els6ként nekiink sikeriilt kimutatni azt, hogy elsdsorban a
B/6 izoforma kotodik a TIMAP-hoz, ellentétben az o izoformaval. Végiil, hogy
szamszerll adatokkal tamasszuk ald a TIMAP és a PPlc kozotti kdlesonhatést feliileti
plazmon rezonancidn alapul6 kisérleteket végeztiink. Az igy kapott asszociacios allando
(K, = 1,80 x 10° M) is megerésiti a feltevést, mely szerint a két fehérje kozott
specifikus a kotodés.

Eredményeink jorészt Osszhangban vannak egy veliink parhuzamosan a
TIMAP-ot tanulményozé munkacsoport altal kozoltekkel. GEN és MDCK sejtekben az

overexpreszalt rekombinans TIMAP is mutat nukleéris lokalizaciét [57], viszont a GEN
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sejtekben az endogén TIMAP hidnyzik a sejtmagbdl [58]. Ez a kiilonbség a TIMAP
lokalizaciojaban a HPAEC és GEN sejtek kozott azt sugallja, hogy a TIMAP eltérd
szerepet tolthet be a glomerularis, illetve a tiidé artéria sejtekben. A TIMAP magban
betdltott szerepérdl, illetve a vele ott kdlcsonhatd fehérjékrdl még semmit nem tudunk.
A plazmamembranban kordbban azonositottak egy TIMAP-pal kdlcsonhatod célfehérjét
[58, 123]. Li és munkatarsai szerint a glomeruldris endotél sejtek (GEN) filopodium
képzddését a TIMAP - PP1c komplex szabélyzza [123], és kimutattdk, hogy a LAMR1
fehérje defoszforilacioja a kalikulin-A fiiggd protein foszfataz altal egy TIMAP-fiiggd
folyamat. Tovabba immunprecipitacios kisérletekkel bizonyitottdk, hogy a TIMAP
kolcsonhat a LAMRI1 ¢és PPlc fehérjékkel. Mindezek alapjan feltételezik, hogy a
TIMAP, a LAMRI fehérje foszforilacidjat szabalyozza [58].

A szfingozin-1 foszfat a Dbarrier funkcidt erdsitd hatast, mert az
aktinfilamentumokat egy kortikalis gyiirii alakzatba rendezi, ezaltal megerdsiti a
citoszkeletont, illetve a sejtek kozotti kapcsolatokat is [124]. HPAEC sejtek S1P
kezelését kovetden azt tapasztaltuk, hogy a sejtek relaxalt allapotba keriiltek, mikézben
a TIMAP feldusulasat figyelhettiik meg a membran régidban. Ebbdl azt a feltételezést
fogalmaztuk meg, hogy a TIMAP egyike lehet a barrier funkcidt védo fehérjéknek. Ezt
a hipotézislinket transzendotél ellenallas mérésekkel igazoltuk. Kontroll ¢s TIMAP
csendesitett sejteket kiillonbdzd, barrier funkciora hatd dgensekkel kezeltliink. Az endotél
barrier funkciot erdsité agensként S1P-t és ATP-t alkalmaztunk [82, 124]. Az ATP
kiilonb6z6 jelatviteli utvonalakon fejti ki hatasat, aktivalja a miozin-foszfatazt és a
protein kindz A-t [82]. A trombin egy 6démat el6idézo agens, gyors MLC foszforilaciot,
ezaltal endotél permeabilitds noévekedést okoz, mig a nokodazol mikrotubulus
depolimerizacidt kivaltd szintetikus anyag, amely szintén sztresszkotegek kialakulasat
eredményezi és veszélyezteti a gatfunkcidé megfeleld miikodését [83, 84, 89]. A TIMAP
csendesités jelentdsen nem befolyasolta a bazalis TER értékeket, viszont a barriert védo
agensek (S1P és ATP) pozitiv hatasat mérsékelte. Emellett a barrier diszfunkciot kivalto
agensek (trombin és nokodazol) [125] hatdsa a TIMAP csendesitett sejtekben
szignifikansan feler6sodott. Eredményeink a TIMAP endotél barrier funkcioban
betoltott pozitiv szerepét bizonyitjak, amelyet elsoként mi irtunk le.

Az, hogy a TIMAP a PPlc potencidlis regulator alegysége, valamint a
kolokalizacigjuk a plazmamembranban, jogosan vetette fel a kérdést, hogy melyek azok
a fehérjék, amelyek ebben a régidoban szubsztratjai lehetnek a protein foszfataz 1-nek.

Az ERM fehérjék, ezrin, radixin ¢és moezin, szerkezetliket tekintve nagyfoku

62



homologiat mutatnak egymassal, és ennek kdvetkeztében hasonld funkciot is toltenek
be [126, 127]. Az ERM fehérjéket keresztkotd fehérjéknek tartjak, melyek biztositjak az
aktinfilamentumoknak a plazmamembranhoz val6é kotddését, ugyanakkor fontos
szerepet toltenek be a sejt adhézios folyamataiban, a mikrovillusok képzddésében, a
sejtek motilitasdban. [128]. Szerkezetiik kiilonféle fehérje-fehérje kolcsonhatasok
kialakitasat teszi lehetdvé. A C-terminalis C-ERMAD domén képes intramulekularisan
kotédni az N-terminédlis N-ERMAD/F-ERM doménhez, vagy az F-aktin szalakhoz,
amelyet a fehérjék konzervalt treonin oldallancainak (ezrin - Thr567, radixin - Thr564
€s moezin - Thr558) foszforilacids allapota szabalyoz. In vitro kisérletekben vizsgaltak
a treonin oldallancok foszforildciojanak hatdsat az intramolekularis kolcsonhatas
kialakuldsara és azt taldltdk, hogy a foszforilacido negativan befolyasolja azt [121].
NIH3T3 fibroblast sejtekben az ERM fehérjék foszforilalddhatnak, amely a RhoA/Rho-
kinaz tvonalon keresztiil torténik, és ennek kovetkeztében a foszforilalt formak a
membran apikalis kitiiremkedéseibe transzlokalodnak [129]. Kordbban mar kimutattak,
hogy az ERM fehérjék treonin oldalldncait a MP defoszforildlja, ennek kovetkeztében a
citoszkeleton/membran kdlcsonhatés és a konformacio is megvaltozik. A MYPT csalad
tagjai koziil az MBS fehérje kapcsolodasat irtdk le a moezinhez [122]. Endotél sejteket
trombinnal kezelve Rho aktivalodast valtottunk ki, melynek kovetkeztében mi is ki
tudtuk mutatni az ERM, illetve moezin foszforilacidt, valamint a membranban vald
feldtsulast. A TIMAP ¢és az ERM fehérjék foszforilalt formai kozott kolokalizaciot
mutattunk ki a plazmamembranban, amely alapjan feltételezhetjiik a kolcsonhatast
kozottik. Ez az eredmény vezetett el benniinket ahhoz a kovetkeztetéshez, hogy a
TIMAP, mint a PP1 regulator alegysége, a foszfatdzt az ERM fehérjékhez iranyithatja
¢s szerepet jatszhat defoszforilacidjukban. Tovabbi megerdsitésként szolgalnak
immunprecipitaciés eredményeink is, amelyek bizonyitjdk a nativ PPlc, moezin és
TIMAP kozotti kolcsonhatast. A TIMAP a plazmamembranhoz asszocialoédik az
endotél sejtek filopodium képzddményeiben, ahol kolesonhat és egyben hozzajarul a
LAMRI receptor defoszforilacidjahoz [58].

Korabban mar leirtdk a MYPT3 foszforilacigjat PKA altal. Harom potencialis
PKA foszforilaciés helyet (Ser340, Ser341 és Ser353) tanulmanyoztak €s kimutattak,
hogy a Ser340 és a Ser353, az utdobbi magasabb preferenciaval, foszforilalodik a PKA
enzimmel [56]. A  MYPT3  foszforilacios  helyeit  tartalmazo  régio,
P'RRTSSAGSRGKVVRRVSL*, a TIMAP szekvencigjaban is megtalalhato egyetlen
aminosav eltéréssel: **RRTSSAGSRGKVVRRASL™'. (A két szekvencidban az eltérd
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aminosavakat alahuzassal jeldltiik, a foszforilacidos helyek pedig kiemeltiik dolt és
félkovér betlitipussal). In vitro kisérletben PKA enzimmel bakteridlis expresszidval
eléallitott rekombinans, vad tipust TIMAP-ot valdban sikeriilt foszforilalnunk. A kinaz
reakcié révén beépiilt foszfat mennyiségét kiszamitva azt kaptuk, hogy 1 molnyi
fehérjébe koriilbeliil 0,8 mol foszfatot épitett be a kindz. Ez egybevag Li és munkatarsai
eredményével, amely szerint a TIMAP 1:1 ardanyban foszforilalodik a PKA—val [123]. A
MYPT3 foszforildciojanak in vitro vizsgalata kozben megallapitottdk, hogy
foszforilalatlan formdban MLC szubsztrattal szemben gatotlja a PP1c aktivitasat [55].
Viszont mas MYPT formaktol eltéréen foszforilalt formaban (PKA-katalizalt Ser353
foszforilacid) a PP1c aktivitasit MLC szubsztrat irdnt fokozta [56]. Feltételezik, hogy
szabalyozasaban lehet jelent6sége [56]. A TIMAP ¢és a MYPT3 kozotti magas
homolégia és a foszforilaciés helyek koriili szekvencia azonossdg arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a TIMAP foszforilacioja is szabalyozhatja kdlcsonhato fehérjéinek
(mint pl. ERM fehérjék) PP1c altali defoszforildciojat és igy szerepet jatszhat az endotél
barrier funkcidban.

Kivancsiak voltunk, hogy hasonléan a MYPT3-hoz a TIMAP is okoz-e PPlc
gatlast, valamint foszforildcigja PPlc aktivalodast eredményez-e? Annak érdekében,
hogy a TIMAP szabalyozo szerepét vizsgalhassuk PP1c altal katalizalt defoszforilacios
folyamatokban, in vitro foszfatdz assay kisérleteket végeztiink szubsztratként
foszforilalt rekombinans moezint hasznalva. Ballerman ¢és munkatarsai veliink
egyidoben szintén vizsgaltdk a TIMAP foszforilaciojat endotél sejtekben, és két
foszforilacids helyet hataroztak meg, az egyik a Ser337, amelyet a PKA foszforilalhat, a
masik a GSK3p altal foszforilalhatdé Ser333[123]. Ezért ezekben a vizsgalatokban mar
nem csak PKA-val, hanem PKA-val és GSK3B-val kétszeresen tiofoszforilalt
TIMAP-ot is vizsgaltunk. A foszforilalatlan és az egyszeresen foszforilalt TIMAP gatlo
hatasat tapasztaltuk, mig a kétszeresen foszforildlt TIMAP ugyan nem aktivalta a
PPlc-t, de nem is gatolta azt. Eredményeink tehat azt igazoltdk, hogy a TIMAP ¢és a
MYPT3 viselkedése a PP1c-vel szemben hasonlit egymashoz, mindkettd kdlcsonhat a
foszfatazzal, valamint nem-foszforilalt formaik gatoljdk annak aktivitdsat. A
Ballermann munkacsoport nem kozolt a foszforilalatlan TIMAP gatlo hatdsarol
eredményt. Overexpresszalt TIMAP-ot immunprecipitaltak és azt hasznaltdk foszfataz
aktivitds mérésekben. Eredményeik szerint a TIMAP foszforilacidja hatassal volt a

PPl1c aktivitasara, a foszforilaciot utinzé TIMAP mutansok immunprecipitdtumaban a
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PPl1c aktivitasa n6tt a vad tipusit TIMAP-ot tartalmazd immunprecipitdtumhoz képest
egy kisméretli, mesterségesen eldallitott szubsztrattal szemben. Kimutattdk, hogy a
TIMAP defoszforilaciojaért szintén a PPlc enzim a felelds, ezért a TIMAP-PPlc
komplex auto-defoszforilaciojat valoszinisitették [123].

A TIMAP ¢és PPlc kozotti fehérje-fehérje kdlcsonhatas tanulmanyozésat ezért
kiterjesztettiik a TIMAP kétféle foszforilalt formajara is. Feliileti plazmon rezonancia
mérésekkel azt talaltuk, hogy az egyszeres foszforilacié nem valtoztatta meg a komplex
képzddés sebességi allandojat (k,), viszont mérsékelte a disszociacids sebességi allandot
(ka) a nemfoszforildlt TIMAP-PP1c komplexhez képest. A PKA-val és GSK3pB-val
kétszeresen tiofoszforilalt TIMAP és PPlc komplex esetén a k, és kg értékek is
kismértékben csokkentek. Az asszociacids allandokat tekintve ennek megfelelden a
kovetkezo értékeket kaptuk: a nem foszforilalt valamint kétszeresen foszforilalt TIMAP
(Ka=1,28 x 10° M, Kx=1,93 x 10° M) kolcsonhatasa a PP1c-vel kozel azonos volt,
mig az egyszeresen foszforilalt TIMAP (Kx=7,39 x 10° M) és PPlc kozotti
kolesonhatas valamivel erdsebb (7.2.tablazat, 7.14.4bra). A Ballermann munkacsoport,
ahogy azt mar kordbban emlitettem, a foszforilacidés helyek aminosav oldalldncainak
cser¢jével mutansokat hozott 1étre. Az overexpresszalt foszforilaciot utdnzé mutansok
immunprecipitaitumaban kevesebb PP1c-t mutattak ki, mint a vad tipusat TIMAP-¢éban,
ami azt sugallta, hogy a PKA/GSK3p-val tortént foszforilacio csékkenti az asszociaciot
a TIMAP ¢és PPlc kozott. Ezzel részben egybevagnak a mi eredményeink is, tehat a
TIMAP foszforilacioja hatassal van a TIMAP és PP1c kozotti kdlcsonhatés kinetikéajara.
Kovetkezésképpen a lassubb TIMAP-PP és PPlc komplex képzddés a TIMAP-PPlc
komplexhez képest csokkentheti az immunprecipitalt fehérjék mennyiségét az
eluatumban. Sajat feliileti plazmon rezonancia, immunprecipitacié és pull-down
eredményeink, egybehangzdan azt mutattdk, hogy a TIMAP-PPlc kdlcsonhatés
erdssége ¢s a komplexben jelenlévd fehérjék mennyisége a TIMAP foszforilacidjaval
nem valtozik, a komplex nem disszocial. Feliileti plazmon rezonancia méréseinket
rekombinans fehérjékkel végeztiik. A TIMAP foszforilalt formajaban a tioészter kotés
véleményiink szerint nagyobb eséllyel viselkedhet a nativ foszfo-TIMAP-hoz
hasonldan, mint a savas oldalldncokkal utanzott rekombinéans karboxil csoportja [123].
Szintén fontos kiemelni, hogy az immunprecipitacios kisérletekben nativ fehérjék
kozott mutattunk ki azonos mértékli kotddést a sejtek kezelésétol fiiggetlentil. A

kilonbozo foszforilalt és nem foszforildlt TIMAP formak eltérd hatdsa a PPlc
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aktivitdsara lehet a kolcsonhatd fehérjek feliilete, illetve konformacidja valtozasanak
kovetkezménye, amit a TIMAP feliiletére beépiilé foszfat csoport(ok) okozhatnak.

A TIMAP in vivo foszforilacija érdekében HPAEC sejteket forskolinnal
kezeltiink, amely a sejtekben a cAMP szintjét megemelve PKA aktivalodast valt ki,
majd immunfluoreszcenciaval kovettik nyomon a foszforilalt ERM fehérjék
foszforilacids szintjének csokkenését valtotta ki. Kordbban mar kimutattuk azt, hogy a
PKA aktivéalas csokkentette a nokodazol altal kivaltott stresszkotegek kialakulasat és
mérsékelte a barrier funkcio sériilését [99]. A forskolin kombinalt kezelésben is hatasos
volt, a forskolin elokezelés, ugyanis kivédte a trombin altal kivaltott barrier diszfunkciot
a HPAEC sejtekben. Nem jelentek meg aktin stresszkabelek, az ERM fehérjék
foszforilacidja sem emelkedett meg. Ezzel Osszhangban van az is, hogy a PKA
csokkenti a kiilonb6z6 agensekkel kivaltott barrier diszfunkciot [130-132]. Tovabba azt
1s kimutattdk, hogy a PKA aktivalasa mérsékli a vaszkularis endotél gatfunkcio
sériilését [133]. TIMAP specifikus siRNS alkalmazéasaval sikeriilt igazolnunk, hogy a
forskolin kezeléssel aktivalt jelatviteli utvonalban a TIMAP-nak kulcs szerepe van. Bar
a forskolin kezelés utdin a plazmamembran régioban az ERM egyarant
defoszforilalodott a kontroll és az siRNS-sel transzfektalt sejtekben is; a TIMAP
csendesitett sejtekben a forskolin eldkezelés hatdstalan volt a trombin altal indukalt
ERM foszforilacidoval szemben. Western blottal nem tapasztaltunk ennyire szembet{ind
valtozast a foszfo-ERM mennyiségében a sejtek trombin, valamint forskolin és trombin
egyiittes kezelése utan. Ennek az lehet a magyardzata, hogy a sejtek lizisével, majd
Western  blot-tal az Osszfehérje mennyiséget tudjuk detektdlni, mig az
immunfluoreszcencidval kozvetlenill a plazmamembranban, a fehérje szint valtozasait
kovethetjiik nyomon. Immunfluoreszcencias eredményiinket transzendotél rezonancia
méréseink is aldtdmasztottak, a sejtek transzendotél ellendllasa trombin jelenlétében a
TIMAP csendesitett sejtekben forskolin jelenlétében is csokkent. Ezek az eredményeink
azt sugalljak, hogy a PKA altal foszforilalt TIMAP vagy a foszforilalt ERM fehérjék
membran lokalizacidjat szabalyozza, vagy a plazmamembranban taldlhato ERM
fehérjék foszforilacios szintjének szabdlyozasaban jatszik szerepet. Ez a folyamat része
lehet a TIMAP altal szabalyzott barriert védd hatdsnak.

Az in vitro foszfatdz aktivitds méréseink szerint a PKA-val egyszeresen, illetve
PKA/GSK3p-val kétszeresen foszforilalt TIMAP formak kiilonb6zé moddon hatnak a

rekombinans moezin defoszforilaciojara PP1c-vel. Annak tisztazasa érdekében, hogy
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egyedil a PKA aktivitasnak vagy a PKA indukdlt GSK3p altali TIMAP
foszforilacionak is jelentdsége van az ERM fehérjék defoszforilacidjanak
szabalyozasaban, az ERM foszforilaciot GSK3f inhibitor jelenlétében és hianyaban
tanulmanyoztuk BPAEC sejtekben. A GSK3p gatloszer hatasara a forskolinnal kezelt
sejtekben a plazmamembranban tovabbra is detektalhatoak voltak a tiiskék, amelyek a
foszfo-ERM jelenlétét jelzik, ami azt igazolja, hogy a PKA aktivalodasat a GSK3p

aktivalodasa kovetheti.
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8.1. dbra. A TIMAP szerepe az ERM fehérjék defoszforilaciéjaban.

Trombin kezelés az endotéliumban aktivalja a Rho utvonalat, amely az ERM fehérjék
foszforilalodasat és aktivalodasat eredményezi [127, 134]. Az is ismert, hogy a trombin
GSK3p foszforilaciot valt ki annak Ser-9 oldallancan, amelynek kovetkeztében
inaktivalodik az enzim [135, 136]. Ezzel 6sszhangban mi is ERM foszforilalodast, a
sejtek kozotti rések kialakuldsat és barrier diszfunkciot tapasztaltunk trombin kezelés
hatdsara, amit az AR-A014418 gatloszer jelenléte, a GSK3P gatlasa még tovabb
erdsitett. Mindezt TER méréseink is alatdmasztottdk: GSK3f gatlds a trombinnal kezelt
sejtekben jelentésen csokkentette a forskolin védd hatasat, tehat a PKA és a GSK3p
aktivalodas egyarant kritikus  tényez6i a  gatfunkcid szabalyozasanak. Az
eredményeinket 0sszefoglald séma (8.1. abra) a TIMAP foszforilacié és a TIMAP-PPIc

feltételezett szerepét mutatja be az ERM fehérjék defoszforilaciojanak szabéalyozasaban.
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Fontosabb eredményeinket roviden 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy a TIMAP
¢s a PP1cP izoforma kozotti kdlcsonhatdst igazoltuk €s meghataroztuk a kodlesonhatés
asszociacios allandojat. Tovabba elséként mutattuk be, hogy a TIMAP részt vesz az
ERM fehérjék foszforilacios szintjének szabalyozasdban ¢és a barrier funkcid

szabalyozasaban pozitiv szerepet tolt be.

68



9. OSSZEFOGLALAS

A fehérjék foszfo-Ser/Thr oldallancainak defoszforilaciojaval a protein foszfataz
1 (PP1) szdmos sejtfolyamat szabalyozasaban vesz részt. Kisérleteink soran a 64 kDa
méreti TIMAP fehérjét vizsgaltuk, amely a a MYPT csaladd tagja és ezért a PPlc
katalitikus alegység egyik lehetséges reguldtor alegysége. Célunk volt a TIMAP és
PPlc kozotti kolcsonhatas, valamint a TIMAP Ser333 és Ser337 oldallancai
foszforilacidja hatasanak vizsgalata. A TIMAP expresszios szintje az endotél sejtekben
mas sejttipusokhoz viszonyitva magas ¢€s a fehérje a plazmamembranhoz asszocialodik.
Ezért kisérleteinkkel a TIMAP human illetve marha tiidé artéria endotél sejtek barrier
funkcidjanak szabalyozasaban betoltott szerepét is igyekeztiink feltarni.

Kiilonb6z6 modszerek alkalmazasaval igazoltuk a TIMAP és a PP1 katalitikus
alegysége kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatast. Eredményeink szerint a PPlc
izoformaja kotédik specifikusan a TIMAP-hoz (K,=1.8x10° M™'). A TIMAP
tiofoszforilacigja PKA-val illetve PKA- és GSK3[ enzimekkel alig, vagy csak kis
mértékben modositotta a TIMAP és PP1lc kozotti kolesonhatasra jellemzd asszocidcios
konstans értékekét. Viszont a nem és egyszeresen tiofoszforilalt TIMAP gatolja a PP1cf
aktivitasat, a kétszeresen tiofoszforilalt formanak pedig nincs hatdsa a foszfataz
akivitasra az altalunk vizsgalt szubsztratokkal.

A TIMAP endotél barrier funkcioban betoltott szerepének vizsgalata sordn
siRNS moédszert hasznaltunk. Mértiik a sejtek elektromos rezisztenciajat kiilonbozo
effektorok jelenlétében, ¢és kimutattuk, hogy a TIMAP csendesitett sejtekben a
kontrollhoz képest a barrier funkciot erdsitd szfingozin-1 foszfat és ATP hatasa
mérséklodott, mig a barrier diszfunkciot kivalté agenseké, trombin és nokodazol,
er6sodott. Tovabba azt talaltuk, hogy forskolin elokezelés (PKA aktivalas) kivédte a
thrombin altal kivaltott ERM foszforilaciot €és barrier diszfunkcidt a kontroll sejtekben,
viszont a TIMAP specifikus siRNS-sel kezelt sejtekben a forskolin ugyanezen hatasat
nem tapasztaltuk. GSK3f inhibitor alkalmazasaval igazoltuk, hogy endotél sejtekben a
PKA aktivalast GSK3p aktivalodas koveti, €s mindkét kindz aktivalasa sziikséges a
forskolin endotél barrier funkciot védd hatdsanak kifejtéséhez. Mindezekbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a TIMAP részt vesz az ERM fehérjék foszforilaltsagi szintjének
szabalyozasaban és ez a funkcidja PKA aktivitas altal kontrollalt, valamint a TIMAP a

barrier funkciot pozitivan szabalyozza.
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10. SUMMARY

Protein phosphatase 1 (PP1) regulates numerous cellular processes by
dephosphorylating phospho-Ser/Thr residues of proteins. TIMAP protein (64 kDa), as a
member of the MYPT family, is a putative regulatory subunit of the catalytic subunit of
PP1 (PPlc). Our aim was to study the interaction between TIMAP and PPlc; and to
study the effect of the phosphorylation of Ser333 and Ser337 side chains in TIMAP on
this interaction. TIMAP is highly expressed in endothelial cells (EC) compared to other
cell lines, and it localizes to the plasma membrane. Therefore we studied the role of
TIMAP in the regulation of barrier function of human and bovine pulmonary artery
endothelial cells.

Using several methods we provided evidence for specific interaction between
TIMAP and PPlc; TIMAP binds preferentially the beta isoform of PPlc (K,=1.8x10°
M™). Thiophosphorylation of TIMAP by PKA or sequential thiophosphorylation by
PKA and GSK3p only slightly modifies the association constant for the interaction of
TIMAP with PPlc. However, non- and mono-thiophosphorylated forms of TIMAP
inhibit PP1cp activity, while the double-thiophosphorylated form does not affect the
phosphatase activity with the utilized substrates.

To investigate the role of TIMAP in EC barrier regulation, we depleted TIMAP
in HPAEC. We found that depletion of TIMAP attenuates the increases in
transendothelial electrical resistance induced by the barrier protective agents (S1P and
ATP) and enhances the effect of barrier-compromising agents (thrombin, nocodazole)
demonstrating a barrier-protective role of TIMAP in EC. PKA activation by forskolin
treatment of EC prevents thrombin evoked barrier dysfunction and ERM
phosphorylation at the cell membrane. On the contrary in TIMAP depleted cells
forskolin failed to affect the thrombin effect, and the ERM proteins remained
phosphorylated. These data demonstrate that TIMAP is involved in the EC barrier
protection as part of PKA-mediated ERM (ezrin-radixin-moesin) dephosphorylation.
Using a specific GSK3p inhibitor we have shown that PKA activation is followed by
GSK3p activation in bovine pulmonary EC and activation of both kinases is required

for the rescuing effect of forskolin and protects the EC barrier function.
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12. TARGYSZAVAK

Barrier funkcio

Protein foszfataz 1

TIMAP

ERM - ezrin, radixin, moezin
Immunfluoreszcencia
Transzendotél ellenallasmérés
Foszfataz aktivitasmérés

Biacore
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