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Bevezetés

Az endotél barrier funkcio és az endotél citoszkeleton

A vaszkularis endotél sejtek konfluens monolayert képeznek az erek belsé falan és
szamos patologias és élettani folyamatban tdltenek be szabdlyozd szerepet. Elvalasztjak a
keringd vért a szovetektdl és csak bizonyos makromolekuldknak és sejteknek biztositjdk az
atjarast a véraram ¢és a szovetek kozott. Az endotél sejtek integritasanak megtartasaban - ami
védelmet nyujt az erek permeabilitasanak megnovekedése és a gyulladdsos folyamatok
kialakulasa ellen - fontos szerepet jatszik a sejt-sejt kapcsolatok koordinalt miikodése. A
vaszkularis endotélium jol miikodo barrier funkcidja az endotél sejtekben fellépd kontraktilis
¢s feszitd erdk egyensulyat jelzi. Ha az egyensuly a kontraktilis erdk irdnyédba tolodik el,
akkor az a sejtek kozotti rések kialakuldsat eredményezi. Az endotél sejtek integritdsa, az
endotél sejtek kolcsonhatdsa a szomszédos sejtekkel és az extracellullaris matrixszal a barrier
funkcio betoltésében alapvetd jelentdségli. A barrier funkcid sériilése szamos betegségben
megfigyelhetd, példaul gyulladasi folyamatokban, trauma, ischemia, diabetes mellitus,
multiple sclerosis, trombozis ¢és metasztatikus tumorok képzodése kozben. Az akut
tidosériilés (ALI) és akut respiracios distressz szindroma (ARDS) kialakulasakor az
endotélium sériilése kovetkeztében az alveolusok nem képesek az oxigén-széndioxid

cseréjére, valamint a kapillarisok és szovetek kozotti folyadékesere zavara miatt 6déma alakul

ki.

A reverzibilis fehérje foszforilacios folyamatok

A reverzibilis fehérje foszforilacio az eukariota sejtek miikodésének szinte valamennyi
folyamataban megtalalhato, mint példaul génexpresszio szabalyozas, fehérje lebontas, fehérje
komplexek képzddése. A reverzibilis foszforildcid révén megvalosulo szabdlyozasban a
kulcsszerepet jatszanak a foszforilacidért felelds protein kinazok, valamint a foszfatcsoportok
lehasitasat katalizalo protein foszfatdzok. A huméan genomban t6bb mint 500 protein kindz
képes az ATP-bdl szarmazo foszfat csoportot szerin (Ser,S), treonin (Thr, T) vagy tirozin
(Tyr, T) oldallanchoz kapcsolni. A foszforilacio specificitasat az adott oldallancot kdrnyezo

aminosav szekvencia szabja meg. Ezen konszenzus szekvenciak biztositjak az egyes kinazok



szamara a felismerd helyet. Az endotél barrier funkcié szabalyozdsanak megértéséhez a

foszfatazok €s kindzok mitkodésének megismerése egyarant fontos.

A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok csoportositasa és jellemzésiik

A Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok osztalyozasa az aminosavszekvencia
homologia és a haromdimenzids szerkezet alapjan torténik. A Katalitikus alegység szerkezetét
vizsgalva harom csaladba sorolhatok a protein foszfatazok: a foszfoprotein foszfataz (PPP),
fémion-fliggd protein foszfatazok (PPM) és a foszfotirozin- és kettds specificitasti protein
foszfatazok (PTP) osztalyaba. A protein foszfataz 2A, 2B (PP2A és PP2B) és protein
fosztataz 1 (PP1) katalitikus alegységeinek aminosavszekvencidja hasonlod, mig a protein
foszfataz 2C (PP2C) egészen eltéré szekvencigji. A PP2A, PP2B, PP1 a foszfoprotein
foszfatazok csoportjaba, mig a PP2C a PPM csoportba tartozik. A PP2C kivételével minden
foszfatdz oligomer formaban létezik, a katalitikus alegység és egy vagy tobb kiegészitd

alegység komplexeként.

A protein foszfatdz 1

A PPI1 az egyik legkonzervaltabb eukariota fehérje, a Ser/Thr specifikus foszfatazok
egyik legjelendsebb képviseldje, mely szinte valamennyi eddig vizsgalt sejttipusban
expresszalodik. Széles szubsztratspecificitasanak koszonhetden kiemelkedden fontos szerepet
jatszik szdmos élettani folyamatban, mint példaul a sejtciklusban, fehérje szintézisben és
apoptozisban. A PP1 katalitikus alegységnek harom izoformé4ja ismert: PP1a, PP1f3/3, PP1y.

A katalitikus alegység dnmagéaban szamos fehérje defoszforilaciojat képes katalizalni,
a sejtekben azonban regulator alegységekkel alkot holoenzimet. Ezen regulator alegységek
szabalyozzédk a holoenzim aktivitasat, a katalitikus alegységet a célfehérjékhez iranyitjak,
szabalyozzdk a szubsztratspecificitast. A katalitikus ¢és reguldtor alegység kozotti
kolcsonhatds ezért fontos szerepet jatszik a PP1 miikodésében. A tobb mint 50 regulétor
mindegyikben megtalalhat6 egy (R/K)VXF konszenzus PP1c-k&té motivum, amelyben az X

barmilyen aminosavat jeldlhet.



A protein foszfatdz 2A

A PP2A szerkezetileg egy igen valtozatos felépitésti heterotrimer enzim. A sokféleség
kovetkezménye, hogy a PP2A szdmos biologiai folyamatban vesz részt, tobbek kozott a
sejtciklusban, a  novekedésben, a hdsokk folyamatban, a jelatvitelben, a
sejttranszformacioban, a DNS replikacioban vagy példaul az apoptézisban. A PP2A trimer
egy katalitikus alegység és két regulator - PR65 (vagy A) és egy B - alegység komplexébdl
all.

A katalitikus alegység (PP2Ac) két izoformaja (a és B) ismert emlds szovetekben. A
korai embrionalis fejlodési szakaszban a két izoforma mind sejten beliili lokalizacidja, mind
expresszios szinten kiilonbozik egymastol, katalitikus aktivitasuk azonban megegyezik. A
katalitikus alegység expresszidja autoregulaciéval szabalyozott folyamat, ami a fehérje
mennyiségét allando szinten tartja.

A PR65 vagy A alegység szerkezeti funkcioval bir, erésen kotédik a katalitikus
alegységhez. Ez a dimer az enzim vaza, melyhez kapcsolédik a valtozatos harmadik, B
alegység. EmlGsokben az A alegység két izoformajat azonositottak, melyek 86%-ban
homolégok. Az A alegység mas sejtfehérjékkel kapcsolodva, a PP2A-t specidlis jelatviteli
utvonalak szabélyozisaba vonja be. A B alegység hidnyaban szabdlyozo szerepet tolt be a
katalitikus alegység szubsztratspecificitdsinak modositasaval. A fehérje kristalyszerkezetérol
nyert adatok megerdsitik azt a korabbi feltételezést, hogy a fehérje harmadlagos szerkezete
aszimmetrikus és elnyujtott C betlire hasonlit.

A harom alegységes holoenzim harmadik komponense tobbféle molekulatomegii
formaban eléfordulo polipeptid, melyet altalanosan B alegységnek neveznek. A B alegységen
beliil 4 alcsalddot kiilonitettek el, melyeket B, B’, B’’, B*’’-kel jeloltek. Az egyes alcsaladok
nem mutatnak egymassal sem szerkezeti, sem pedig funkciobeli hasonlosdgot. A
véltozatossagot tovabb ndveli, hogy az alcsaladokon beliil tobb izoforma is taldlhatd. A
kiilonféle B alegységek a PP2A holoenzimek szubsztratspecificitdsdt €s a sejten beliili
lokalizaciojat hatarozzak meg. Minden egyes B alcsaladba tartozo fehérje tartalmaz egy
erésen konzervativ régiot (80% azonossag), ami a fehérje kdzépso részére esik, mig a C- és
N-végzddések kiillonbozdek. A konzervativ régidk az A és C alegységgel vald kotddésben

jatszanak szerepet, mig a kiilonboz6 végek a funkciobeli valtozatossagot novelik.



A reverzibilis fehérje foszforildcio szerepe az endotél citoszkeleton szabdlyozdsdban

A citoszkeleton gyors ¢és flexibilis valtozasa szamos folyamat meghatarozd eleme,
mint példaul a sejt mozgéasa vagy a sejtosztodas. A citoszkeletalis és citoszkeleton asszocialt
fehérjék reverzibilis foszforilacidja kulcsfontossag a citoszkeleton atrendezddésében és az
endotél barrier szabalyozasaban.

A miozin konnytlanc (MLC20) Serl9 oldallancan torténd foszforilacidja a sejtek
kontrakciojat, stresszkabelek képzddését és a sejtek kozotti rések megjelenését eredményezi.
A foszforilaciot elsésorban a nagy molekulatdmegii (210 kDa) Ca**-kalmodulin fiiggé miozin
konnytlanc kinaz (MLCK) katalizalja, mely nagymértékben homoldg a simaizom MLCK-val.
Az endotél sejtekben az MLC20 defoszforilacidjat az egyes tipusu miozin foszfataz
katalizdlja. A thrombin proteaz aktivalt receptor-1-hez valé kotédése az intracellularis Ca®*
szint emelkedésével jar, melynek kovetkeztében a kalcium-kalmodulin komplex kotddése
aktivalja a MLC20 foszforilaciojat katalizalo MLCK-t. Emellett a Rho/Rho-kinaz ttvonal

aktivalasaval a miozin foszfataz gatlasa szintén az MLC20 foszforilacios szintjét noveli.

Miozin foszfatdz (MP)

A miozin foszfatdz az endotél barrier funkcidjanak egy kulcsfontossagu
szabdlyozdja. Az eredetileg csirke zuzabdl izolalt holoenzim harom alegységbdl all. A
katalitikus alegységhez (PP1c 6 izoformaja) tovabbi két regulator alegység kotddik, a
130kDa-o0s miozinhoz is kot6dé alegység (MBS) és egy kisebb, 20 kDa alegység (M20).
Az MBS-t masnéven MYPT1 (myosin phosphatase target subunit 1) alegységnek is
nevezik. A MYPT1 két izoformajat (110 kDa és 130 kDa) ugyanaz a gén kodolja. Szamos
szovetben expresszalodik, legnagyobb mennyiségben a simaizomban mutattak ki. A
MYPT1 az N-terminalis részén talalhaté PP1c-koté motivummal kotédik a PP1-hez és a
C-termindlis részén koti az M20 alegységet. Szekvencidjaban taldlhaté tovabba két

nuklearis lokalizacios szignal és hét ankirin ismétlédés.

A TIMAP fehérje

A TIMAP (TGFB-inhibited membrane associated protein) fehérjét glomerulalis
endotél sejtekben irtak le eldszor reprezentacios differencidl analizis soran. Expresszos szintje

mas sejttipusokhoz viszonyitva igen magas az endotél és hematopoetikus sejtekben. Patkany
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szoveteken végzett immunhisztokémias festésekkel igazoltdk, hogy a vaszkularis
endotéliumban talalhaté legnagyobb mennyiségben. Szerkezeti sajatsagai alapjan a MYPT
fehérje csaladba soroljék, ezen beliil is a MYPT3 fehérjével mutat nagyfoka homoldgiat. A
fehérje C-terminalis részén talalhato a prenilacidjaért feleloés CAAX-box motivum, mely a
membranlokalizaciot teszi lehetdvé. N-terminalisan tartalmaz egy potencialis nuklearis
lokalizéacios szignalt, ennek megfelelden vaszkularis endotél sejtek magjaban is megtalalhatod

a fehérje, azonban ennek jelentdsége még nem ismert.

Adaptor fehérjék

Az extracellularis jelek sejten beliili tovabbitasahoz szamos jelatviteli utvonal
Osszehangolt mikodése sziikséges, mely folyamatban fontos szerepet jatszanak az Gn. adaptor
vagy allvanyfehérjék. A sejtfelszini receptorokon keresztiili jel sejten beliili folyamatokat
indithat el (pl. foszforilacid), ezéltal a kotddd fehérjepartnerek szubcellularis
kompartmentekb6l valdé atrendez6dését fehérje-fehérje  kolcsonhatasokon — keresztiil.
Altalanosan elmondhat6, hogy az adaptor fehérjék enzimatikusan inaktivak, azonban a
hozzajuk kot6dé jelatviteli enzimek aktivitasat alapveté modon befolyasoljak Az enzim-
szubsztrat kotés térbeli lokalizaciojat szabédlyozva az egyes jelpalydk integraldsaban
kitlintetett szerepiik van. Variabilis doménjeik révén tobb fehérjét képeseket akar egyszerre is

megkotni, ezaltal multimolekularis jelatviteli komplexeket alkotni.

Az NHERF1/EBP50 adaptor fehérje

Az NHERF (Na'/H" exchanger regulatory factor) adaptor fehérjecsalad négy, PDZ
(postsynaptic density 95/discs-large/zona occludens-1) domént tartalmazd fehérjébol all:
NHERF1/EBP50, NHERF2/E3KARP, NHERF3/PDZK1 és NHERF4/IKEPP. Az NHERF1-
et elsddlegesen az NHE3 (Na'/H" exchanger) regulatoraként azonositottak epitél sejtekben,
mely sejttipusban magas expresszids szinttel rendelkezik, ebbdl adodoéan fdleg ebben a
sejttipusban vizsgaltdk. Késébb, szerepét az ERM (ezrin/radixin/moezin) fehérjék kotésében
is leirtak, erre utal a fehérje masik elnevezése, EBP50 (ERM binding phosphoprotein of 50
kDa).



Az EBP50 két PDZ-domént és egy C-termindlis ERM-kot6 régiot is tartalmaz, mely
doménekkel a plazmamembran és citoszkeleton elemei kozott teremt kapcsolatot. A legtobb
leirt kdlcsonhatd partner az elsé PDZ doménen keresztiil kotddik, mig néhany a masodik PDZ
doménnel asszocidl. A csalad tagjai a PDZ doméneken keresztiil 6nmagukkal és egymassal is
képesek kolcsonhatni.

Szamos kindz képes az EBP50 fehérjét foszforilalni. mely megvaltoztatja a fehérje
asszociacios képességeit. A mitozis soran a ciklin dependens kinaz 1 (Cdkl) a Ser279 és
Ser301 oldallancokat foszforilalja, mely gatolja az oligomerizaciot, elésegiti azonban a

A reverzibilis fehérje foszforilacié részeként a fent emlitett helyek defoszforilacidja

nagy jelentdséggel bir, azonban az ezt a folyamatot katalizalo enzimeket még nem vizsgaltak.

A RACK1 adaptor fehérje

A RACKT1 (Receptor for Activated C Kinase 1) fehérje szerkezetében hét WD domén
van jelen, melyek hét-lapatos propeller szerkezetbe rendezédnek. Szerkezetébdl adodoan a
RACKI tobbszoros fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasara képes. A RACKI1 szamos
transzmembran receptorral kolcsonhat, mint példaul az inzulinszerii ndvekedési faktor-1
receptorral, B-integrin és androgén receptorral, valamint szamos ion csatornaval. Szerepét
szamos jelatviteli Gitvonalban leirtak.

Nemrégiben a RACKI1 fehérjét a 40S riboszomalis alegység f6 komponenseként
azonositottak. A feji régid kozelében helyezkedik el, fizikai Osszekottetést biztositva az

eukariota riboszoéma ¢és a jelatviteli utvonalak kozott.



Célkitiizések

A tiidé6 mikodésében meghatarozo jelentdségli a vaszkularis endotél sejtek
citoszkeleton szerkezete és az endotél barrier/gat funkcid. A vaszkularis permeabilitas
szignifikans és hosszan tart6 megemelkedése az akut gyulladdsos betegségek egyik legfobb
tiinete. Az endotél barrier funkcié mechanizmusanak megismerésére iranyuld kutatasok ezen
folyamatok Osszetett jelatviteli folyamatokon keresztiil torténd szabalyozasat igazoltak,
amelyekrdl ismereteink még hianyosak. Az ERM fehérje csalad tagjai a membranhoz
asszocialodnak és a kortikalis régid specifikus doménjeinek szerkezetét és funkciodjat
szabalyozzak, kozvetleniil vagy adaptor fehérjéken keresztiil az aktin filamentumokat a
plazma membranhoz kapcsoljak. Egy adaptor foszfofehérjérdl, az EBP50-r6l kimutattak,
hogy epitél sejtekben kdlcsonhat az ERM fehérjékkel, azonban szerepét az endotéliumban
még nem vizsgaltak.

A TIMAP fehérje a protein foszfataz 1 regulatoraként részt vesz az ERM (ezrin,
radixin, moezin) fehérjék foszforilacios szintjének szabalyozasdban tiidé endotél sejtekben. A
fehérje expresszids szintje mas sejttipusokhoz viszonyitva endotél sejtekben igen magas.
Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a TIMAP fehérje pozitiv szerepet tolt be az
endotél barrier funkcid fenntartdsdban. A fehérje endotél sejtekben betdltdtt pontos szerepérdl
¢és kolcsonhato partnereirdl keveset tudunk.

A fentiek alapjan munkank alapvet6 célkitlizéseit illetve vizsgalni kivant kérdéseit két
csoportra osztottuk: az EBP50 fehérje vizsgalata (A rész) és a TIMAP fehérje 1) kdlcsonhato

partnerének azonositasa (B rész).

A:

. az EBP50 fehérje kimutatasa endotél sejtekben és a fehérje foszforilaciojanak
igazolasa

. a foszforilacio hatasanak vizsgalata a fehérje lokalizacigjara

. a defoszforilacioban szerepet jatsz6 foszfataz azonositasa

B:

. a TIMAP egy 10j kdlcsonhato partnerének azonositasa

. a fehérje kolcsonhatas szerkezeti elemzése

. a kolcsonhatas fiziologia szerepének feltarasa



Anyagok és modszerek

Sejtek tenyésztése

A kisérleteinkhez felhasznalt marha tiid6 artéria endotél sejteket (BPAEC) a 8. passzalasnal
szereztiik be az American Type Tissue Culture Collectiontdl (sejtvonal CCI1-209), és 15-22
passzalasig hasznaltuk fel az irodalmi hivatkozasban leirtaknak megfeleléen. A sejteket 10%
héinaktivalt FBS, 1% nem esszencialis aminosav és 1% Na-piruvat tartalmt (komplett) MEM
médiumban tenyésztettilk. A human tiid6 artéria endotél sejteket (HPAEC) (sejtvonal: CC-
2530) a 3. passzalasnal szereziik be a Lonzatol (Switzerland) és a gyarto altal javasolt EGM-2
SingleQuots novekedési faktorokkal kiegészitett EGM-2 Endothelial Cell Growth médiumban
tenyésztettik. Az MCF7 sejtek (kat. szam: 86012803) a 11. passzalasnal szereztiik be a
European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Salisbury, UK) cégtdl és komplett MEM
médiumban tenyésztettiik. A HeLa sejteket (kat. szam: 93021013) szintén az ECACC-tdl
szereztik be a 4. passzalasnal, majd 10% hdinaktivalt FBS-t és 1% nem esszencialis

aminosavat tartalmazé6 DMEM médiumban tenyésztettiik.

Sejtek szinkronizdldsa

A marha tiid6 artéria endotél sejteket kettds timidin blokkal szinkronizaltuk G1/S fazisban. A
sejteket 16 oOran keresztiill 2mM timidin tartalmu tapoldatban tartottuk, majd médiumot
cseréltiink és 8 oran keresztiil komplett médiumban tenyésztettiik. Az els6 blokk utan a teljes
G1/S blokkot 16 oran keresztiili 2mM timidin tartalmu tapoldatban vald kezeléssel kaptuk. A
sejteket a G2/M fazisban val6 szinkronizacidhoz 80 ng/ml nokodazollal kezeltik 14-16 6ran

at.

Transzfekcio

Az endotél sejteket 80% konfluencia eléréséig szovettenyésztd edényekben tenyésztettiik,
majd inkubaltuk az EBP50 vad tipusu és mutans konstruktjaival FUuGENE HD transzfekcios
reagens (Roche, South San Francisco, CA) jelenlétében. A Hela sejteket szintén 80%-0S
konfluencia eléréséig novesztettiik, majd Lipofectamine 2000 (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA) transzfekcios reagens és a pEGFP-C1, pEGFP-C1 TIMAP WT illetve a
PEGFP-C1 TIMAP Applc plazmidok elegyével inkubaltuk a gyarto6 leirasa szerint.

Reverz transzkripcio (RT) és polimerdz Idncreakcio (PCR)
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A sejtekbdl total RNS-t izolaltunk ZR RNA MicroPrep (Zymo Research Corporation, CA) kit
felhaszndlasaval. A reverz transzkripcids kozeg egyszeres RT pufferben a kovetkezdket
tartalmazta: 2ug RNS, 0,111 uM oligo-dT primer, 5 mM dNTP és 200 U M-MLV RT. A
reakciokozeget 37°C-on inkubaltuk 1 6ran keresztiil, majd PCR reakcioban hasznaltuk fel
templatként.

A PCR reakcidhoz a nagy szoveghiiségli Phusion illetve Phire Hot Start (Finnzymes)
enzimeket hasznaltuk fel. Az EBP50 (SLC9A3R1, NM_001077852), TIMAP (PPP1R16B,
NM_015568) és RACK1 (GNB2L1, NM_006098.4) kodolo régidjat specifikus primer parok
segitségével sokszorositottuk, majd a restrikcidos helyek felhasznalasaval a megfeleld

vektorokba szubklonoztuk és E.coli sejtekbe transzformaltuk.

Transzformdlds

A kompetens sejteket jégen felolvasztottuk, majd a plazmidokat 100ul sejthez hozzaadtuk és
30 percig jégen inkubaltuk. 45 sec-ig hésokkot alkalmaztunk (42°C), majd 2 percre Gjra jégre
helyeztiik a mintakat. A sejtekhez 900 ul SOC médiumot adtunk és 37°C-on, 180 rpm-en, 45
percig razattuk. A transzformalt sejteket antibiotikum tartalmt LB agar taptalajra
sz€lesztettik. A  kontrollként szolgald, konstruktot nem tartalmazd szuszpenziot
antibiotikumot tartalmazo illetve nem tartalmazo lemezekre is kiszélesztettik. Az LB agar

lemezeket 16 oran keresztiil 37°C-on inkubaltuk.

Plazmid preparalas

A plazmid DNS-t tartalmaz6 baktérium egy telepét megfeleld antibiotikum tartalma LB
taptalajba oltottuk le és egy éjszakan at 37°C-on, 180 rpm-en razattuk. A GeneJET mini
plazmid preparalo kitet (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) hasznaltuk. Nagyobb
mennyiségii plazmid tisztitasahoz az eldtenyészetet 100x-ra higitottuk, egy éjszakan at 37°C-
on, 180 rpm-en razattuk és a GeneJET maxi plazmidpreparal6 kitet (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, USA) hasznaltuk fel.

Immunfluoreszcencia és mikroszkdpia

A sejteket 0,2 % zselatinnal eldkezelt liveg fedélemezeken tenyésztettilk. Mosas utan, 3,7%

paraformaldehidet tartalmaz6 PBS-sel fixaltuk 15 percig, szobahdémérsékleten. Minden 1€pést
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kovetden 3x mostuk a feddlemezeket 1xPBS oldattal. A mintakat 0,5% Triton X-100 tartalmu
PBS oldattal permeabilizaltuk 15 percig, majd 2% BSA-t tartalmazé PBS-sel blokkoltunk 30
percig. Az antitesteket blokkol6d oldatban higitottuk és a feddlemezeket 1 o6ran keresztiil
inkubaltuk az elsédleges, majd 30 percen keresztiil a masodlagos antitestekkel, sotétben. A
feddlemezeket ProLong Gold Antifade médium segitségével targylemezekre rogzitettiik. A
képeket Carl Zeiss Axioskope-20 mikroszkoppal (Zeiss Plan-NEC FLUAR 636 1.25 NA olaj
immerzios objektiv) rogzitettik. A konfokalis felvételeket Olympus Fluoview FV1000

konfokalis mikroszkoppal vettiik fol.

Immunprecipitdcié

A 10 cm atmér6jii szovettenyésztd edényben 1évé sejteket haromszor mostuk 1xPBS-sel,
majd 600ul immunprecipitacios (IP) pufferrel (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2
mM EDTA, 2 mM natrium vanadat, 1% NP-40) tartuk fel. Centrifugalas utan a feliiliszoéhoz a
nemspecifikus kotédés elkertilése végett 50 pul protein G Sepharose-t (GE Healthcare) adtunk
¢s 4°C-on 3 oran keresztiil finoman kevertettiik. A protein G Sepharose-t centrifugéléssal
eltavolitottuk, majd a feliiliszot a megfeleld antitesttel inkubaltuk 4°C-on 1 6raig. Ehhez 60ul
friss protein G Sepharose-t adtunk és egy ¢éjszakan at 4°C-on inkubaltuk. A mintakat
haromszor mostuk 500ul IP pufferrel, majd 1xSDS mintapufferben féztilk 5 percig,
centrifugaltuk és a feliiliszot SDS-PAGE, Western blot kisérletekben hasznaltuk fel.

Sejtfrakciondlds

A sejtek citoplazma és sejtmag frakcioinak el6allitisat a ProteoJET™ Cytoplasmic and
Nuclear Protein Extraction Kit (Thermo Scientific) felhasznalasaval, a protokollban leirtak
szerint végeztiik. A sejteket 0,01M DTT-t €s proteaz inhibitort tartalmaz6 sejt lizis pufferben
gylijtottik szuszpendaltuk, majd 10 percig jégen tartottuk. A citoplazma frakciét (CP1)
centrifugalas utan kaptuk (500 g, 7 perc), amit tovabb tisztitottunk (13 000 g, 15 perc) (CP2).
A mag frakciot (N) az elsé centrifugalasbol kapott pellet kétszeri mosasa utan kaptuk. A
frakcionalas hatékonysdgat immunoblottal ellendriztiik, p-tubulin antitestet hasznaltunk
citoplazma markerként, mig lamin A/C antitestet magi markerként.

A membran frakcid kinyeréséhez a ProteoJET™ Membrane Protein Extraction Kit-et
(Thermo Scientific) hasznaltuk a gyart6 altal ajanlott leirasnak megfeleléen. A membran

frakcid tisztasagat CD31 antitesttel ellendriztiik.
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SIRNS transzfekcio

A SMARTDpool siRNS-t (L-006876-00-0 HumanGNB2L1, L-004065-00-0 HumanPP1R16B)
illetve a kontroll siRNS-t (ON-TARGETplus siCONTROL nontargeting pool, D-001810-10-
01-05) DharmaFECT-4 (Thermo Fisher Scientific, Inc, Waltham) transzfekcios reagenssel
mértiik Ossze a gyartd ajanlasa szerint. 20 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd a
komplexeket a szérummentes médiumban 1évd sejtekhez adtuk. 6 ora elteltével a médiumot

komplett médiumra cseréltiik. A sejteket 72 ora elteltével hasznaltuk fel.

SDS-PAGE és Western blot

A sejtek molekulatomeg szerinti elvalasztidsat 10-15% SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel
végeztiik. Az elektroforézist kdvetden az elvalasztott fehérjéket 0.45 pm poérusméretii Hybond
ECL nitrocelluloz membranra (GE Healthcare, Piscataway, NJ) transzferaltuk. A membran
szabad kotéhelyeit 5% tejport tartalmazdo TBST oldattal blokkoltuk, majd a primer és
szekunder antitesttel 1 6ran keresztiil inkubaltuk. Az egyes Iépések kozott a membrant
haromszor 10 percig TBST-vel mostuk. A kotddott antitesteket kemilumineszcencids
modszerrel detektaltuk rontgenfilmen (Kodak Medical X-ray Developer), vagy Alpha
Innotech FluorChem FC2 Imager rendszer segitségével.

GST-pull down

A GST-taggel fuzionalt fehérjéket tartalmazo baktériumokat 600 pl hideg lizis pufferben (50
mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.1% Tween 20, 0.2%, 2-mercaptoetanol, proteaz inhibitorok)
szonikaltuk kétszer 45 sec-ig. A lizatumot 12 000 g-n, 15 percig fugaltuk, majd a feliiluszéhoz
50 ul glutation Sepharose 4B-t adtunk, és 4°C-on lasst forgatids mellett immobilizaltuk a
fehérjéket. A nem ko6tddo fehérjék eltavolitasa végett a gyantat haromszor mostuk PBS-sel.
Az endotél sejteket 600 pl hideg lizis pufferben felkapartuk, szonikaltuk, majd centrifugaltuk.
A feliiliszot a Sepharose-on immobilizalt fehérjékhez adtuk, majd 2-6 oran at hidegben
forgattuk. A Sepharose-t haromszor mostuk PBS-sel, majd 1xSDS mintapufferrel foztiik.
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ECIS mérések és in vitro sebgydgyuldsi assay

Az endotél sejtek barrier funkcidjanak, sebgyogyulasi képességének illetve a sejtek
migratorikus képességének mérésére nagy érzékenységli, nem invaziv biofizikai modszert
valasztottunk (Electric cell substrate impedance sensing system, model Z, Applied BioPhysics
Inc. Troy, NY) ¢és az irodalmi hivatkozdsoknak megfeleléen hasznaltuk. A sejteket arany
elektroddal ellatott szovettenyészté edényekben (8WIOE tipust array) tenyésztettiik ¢€s
elektrolitként a tenyésztd médiumot hasznaltuk. A sejtek kitapadasaval az ellendllas megnd,
azonban ha a sejtek elvesztik adhézids képességiiket, vagy alakvaltozasuk a barrier funkcio
sériilésével jar, az ellenallas lecsokken. A rendszer képes ezen folyamatokat valds idoben
kovetni, igy a sejtek barrier formald képességének monitorozasara is alkalmas. A total
elektromos ellendllast a teljes monolayeren keresztiil mértiik a kitapado sejtek felszine és az
arany elektrodok kozotti ellenallas meghatarozasaval.

Az ECIS rendszer alkalmas a sejtek sebgyogyuldsi képességének mérésére. A mérd elektrod
felszinére nétt sejteken egyszeri magas elektromos impulzust alkalmazunk (5 mA, 60 kHz, 30
sec), a sejtek a sériilés kovetkeztében elhalnak, az ellenallas ezaltan lecsokken. Megindul a
sejtosztodas valamint a kornyez6 sejtek vandorlasa a sériilt teriiletre, igy az ellenallas néni

kezd, mig az uj monolayer ki nem alakul.
Statisztikai analizis
A Pearson koefficiensek kiértékelése SigmaStat programmal ANOVA analizissel tortént. A

statisztikai eltérést Dunn-modszerrel hataroztuk meg (P<0,05). Az immunoblottok

denzitometraldsa Image J szoftverrel tortént.
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Eredmények és meghbheszélés

Az EBP50 fehérje sejtmagi lokalizacioja endotél sejtekben

Az EBP50 fehérjérdl epitél sejtekben szamos adat all rendelkezésre, mas sejttipusokban
szerepérdl azonban keveset tudunk. A vese, maj, vékonybél és méhlepény sejtjeiben magas
expresszios szinttel rendelkezik, de kisebb mennyiségben jelen van azonban az agyban és
tiidében is. Az epitél sejtekben a fehérjét a citoplazma és a plazmamembran régidban
detektaltdk. Munkank soran interfazisban 1évé endotél sejteknél (BPAEC, HUVEC)
immunfluoreszcens festéssel az EBP50-t sejtmagi és perinuklearis régioban detektaltuk,
szemben az epitél sejteknél talalt citoplazmatikus megjelenéssel. Eredményeinket

sejtfrakciondldssal, tovabba rekombinans fehérje expresszioval is alatdmasztottuk.

Az EBP50 lokalizaciodja foszforilacio-fiiggd modon valtozik

Immunfluoreszcens kisérleteink soran megfigyeltilk, hogy mig az EBP50 fehérje az
interfazisban 1évd endotél sejtekben a sejtmagban volt talalhatd, a mitdzis soran a profazistol
a citokinezisig citoplazmatikus megjelenést mutatott. Irodalmi adatokboél ismert volt, hogy a
Cdk1 képes foszforilalni az EBP50 fehérjét két Ser oldallancon epitél sejtekben a mitozis
soran, mely foszforilaci6 a fehérje latszolagos molekulatomegének megvaltozasaval
detektalhatd Western blot kisérletben. Eredményeink alapjan a fehérje sejten belili
lokalizacié valtozasa a profazisban torténik. Az EBP50 foszforilacidjanak igazolasahoz az
endotél sejteket nokodazol kezeléssel G2/M fazisban szinkronizaltuk, majd a sejtlizatumokkal
Western blot kisérletet végeztiink, amivel a fehérje foszforilacidjat detektalni tudtuk. Annak
eldontése érdekében, hogy a lokalizaci6 valtozas foszforilacio-fiiggd moddon torténik-e, az
EBP50 foszforilalt formajat utinzé mutansat allitottuk eld, amelyben a két érintett Ser
oldallancot savas jellegli aszparaginsavra cseréltilk. Az overexpresszalt mutans fehérje a
sejtekben citoplazmatikus megjelenést mutatott, mig a vad tipust rekombinans a sejtmagban

volt detektalhato.
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Az EBP50 fehérje kolcsonhat a PP2A-Ba holoenzimmel

Mivel a fehérje foszforilacio/defoszforilacid reverzibilis folyamat, szerettik volna
megvizsgalni, hogy mely Ser/Thr protein foszfataz jatszhat szerepet az EBP50
defoszforilaciojaban. G1/S, valamint G2/M fazisban szinkronizalt endotél sejtlizatumbol
immunprecipitaltuk az EBP50 fehérjét. Az immunprecipitatumban Western blot kisérletben
specifikus kdlcsonhatast mutattunk ki a protein foszfataz 2A (PP2A) fehérje A regulator és C
katalitikus alegységével, nem talaltunk azonban kodlcsonhatést a protein foszfatdz 1 enzimmel.
Pull down kisérletben a PP2A holoenzim harmadik, Ba alegységét is sikeriilt azonositanunk.
Immunfluoreszcens kisérletben a PP2A és EBP50 fehérje kolokalizaciojat talaltuk a mitozis
soran a profazistdl a citokinezis korai szakaszaig. Eredményeink alapjan az EBP50 jelent6s
szerepet jatszhat az endotél sejtekben a sejtciklus soran, valamint a mitozisban foszforilalt
EBP50 kolcsonhat a PP2A  holoenzimmel, igy feltételezhetd, hogy ez a foszfataz

defoszforilalja a fehérjét.

Uj TIMAP-PP1c kélcsénhat6 partner azonositasa

A TIMAP fehérje 0j kdlcsonhato partnerének azonositdsdhoz, bakteridlisan expresszalt GST-
TIMAP-ot hasznaltunk fel pull down kisérletben. MS/MS tomegspektrometrias méréssel a
RACK1 (Receptor for Activated C Kinase 1) fehérjét, mint 0j kolcsonhatd partnert
azonositottuk. A fehérjék kolcsonhatasat endogén rendszerben immunprecipitacioval
igazoltuk. TIMAP deplécidval, valamint emlds expresszios konstruktokkal kimutattuk, hogy a
komplexben jelen van a protein foszfataz 1 (PP1) enzim is, azonban a RACK1 fehérjével valo
kolcsonhatdsa nem kozvetlen, hanem a TIMAP fehérjén keresztiil valosul meg. A kolesonhatd
domének feltarasa érdekében szamos szerkezeti mutdnst hoztunk létre, majd a kolcsonhatést
pull down modszerrel vizsgaltuk. Eredményeink alapjdan a TIMAP nukleéris lokalizacios
szignalja, valamint C-terminalis (aminosav 291-564) régidja, mig a RACK1 1-4 WD doménje

érintett a kolcsOnhatasban.
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A cAMP/PKA utvonal aktivalasanak hatasa a TIMAP lokalizaciéjara és a
RACK1-TIMAP koélcsonhatasra

Mind a TIMAP, mind a RACKI1 foszforilacidja ismert volt az irodalombol, ezért kovetkezo
Iépésben megvizsgaltuk a foszforilacid hatisat a fehérje kolcsonhatasra. Pull down és
immunprecipitacios kisérletekben is azt talaltuk, hogy mig a RACKI1 foszforilacio (PKC
aktivalas) nem befolyasolta a kolcsonhatast, addig a TIMAP foszforilacioja (CAMP/PKA
kisérletekben kimutattuk, hogy a TIMAP a cAMP/PKA aktivalas/foszforilacié hatasara
feldasult a membran régidban, mig a RACKI lokalizacidja nem valtozott. Ezeket az
eredményeket sejtfrakcionalassal is igazoltuk.

Valoszintisithetd, hogy a foszforildcido okozta konformacié valtozds kovetkeztében a két

fehérje kozti kolcsonhatds legyengiil, lehetévé téve ezéltal mdas fehérjékkel valo

.....

A RACK1 eldsegiti a TIMAP fehérje membranhoz térténd lokalizaciojat

Az endotél sejteket RACK1 specifikus siRNS segitségével depletaltuk, majd a csendesités
sikerességét mind mRNS szinten RT-PCR-ral, mind fehérje szinten Western blottal igazoltuk.
Immunfluoreszcens festéssel és a csendesitett sejtek membranfrakcidjanak vizsgalataval
megfigyeltiik, hogy a TIMAP fehérje szintje a RACKI1 depletalt sejtekben lecsokkent a
membranban. Mindezek mellett ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing)
mérésekben a csendesitett sejtek letapadasi és barrier formalod képessége is gyengiilt, valamint
a barrier fokozo bioaktiv agensekkel torténé kezelések soran a maximalis hatas elmaradt a
normadl sejtek valaszahoz képest.

A TIMAP membran lokalizacigjat a fehérje C-terminalis részén talalhato prenilacids motivum
teszi lehetdvé. A RACKI fehérje egy 0 kdlcsonhatd partnereként azonositottuk a farnezil-
transzferdz enzimet, mely a prenilaciot végzi. Eredményeink alapjan a RACKI1, mint adaptor
fehérje biztositja a TIMAP és a farnezil-transzferdz kozotti kolcsonhatast, lehetdveé téve
ezaltal a prenilaciot. Ezt tdimasztja ala az, hogy a RACK1 depletalt sejtekben a TIMAP fehérje
kolcsonhatédsa a farnezil-transzferazzal nem mutathato ki és nem jelenik meg a membranban,

ami a prenilacid hidnyara utal.
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Osszefoglalas

A vaszkularis endotél sejtek szemiszelektiv barrierként valasztjak el a keringd vért a
kornyez6 szovetektdl. A jol miikodd endotél barrier funcid fenntartasaban Szamos
citoszkeletalis és citoszkeleton asszocialt fehérje foszforilacidja fontos szerepet jatszik. Az
EBP50 (ezrin-radixin-moesin-binding phosphoprotein 50), egy olyan foszforilalhaté adaptor
fehérje, mely epitél sejtekben magas expresszids szinttel rendelkezik azonban endotél
sejtekben még nem vizsgaltak. Immunfluoreszcens festéssel, valamint sejtfrakcionalassal az
profazisaban foszforilacid-fliggd modon a sejtek citoplazméjaba transzlokalddott és
kolokalizacié volt megfigyelhetd a protein foszfatdz 2A enzimmel. Az EBP50 foszforilaciot
utanzo mutansat expresszalo sejtek gyorsabb in vitro sebgyogyalast mutattak, ami az EBP50
sejtosztodasban betoltott szabalyozo szerepére utal. Immunprecipitacios és pull down
kisérletekkel sikeriilt igazolnuk az EBP50 és a PP2A (A, C, és Ba) alegységei kozotti
sejtciklus fliggd kolcsonhatast. Eredményeink arra utalnak, hogy a PP2A enzim szerepet
jatszik az EBP50 fehérje defoszforilalasaban normal sejtekben a sejtciklus soran.

A TIMAP (TGFB inhibited membrane-associated protein) endotél sejtekben
rendelkezik a legmagasabb expresszios szinttel, szerepérél és kolcsonhatd partnereirdl
azonban csak keveset tudunk. A RACK1 (Receptor for Activated C Kinase 1) adaptor fehérje,
szamos jelatviteli utvonalban jatszik szerepet. Eredményeink alapjan endotél sejtekben a
RACK1 a TIMAP-PP1c komplexhez kotddik. A kdlcsonhatasban a RACK1 WD1-4 doménjei
vesznek részt, melyhez kotddik tovabba a farnezil-transzferdz enzim is. A cAMP/PKA
utvonal aktivalasaval elért TIMAP foszforilacié csokkentette a RACKI-TIMAP komplex
mennyiségét, valamint a TIMAP membranban valo feldusulasdhoz vezetett. A RACKI1
kolcsonhatasa is megsziint. Eredményeink alapjan a RACK1 adaptor fehérje biztositja a

TIMAP prenilacigjat az ehhez sziikséges farnezil-transzferaz enzimmel val6 kdlcsonhatéassal.
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