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2. Bevezetés

A guanine nukleotid koté fehérjéket roviden G fehérjéknek nevezziik. A sejtben gyakorlatilag
konformécidja alterndl a GTP ¢és a GDP kotott forma kozott. A G fehérjék képesek
autokatalizissel a GTP-t GDP-vé hidrolizdlni ezért GTP-azoknak is nevezhetjik oOket. A
hidrolizis sebessége valtozo, bizonyos faktorok gyorsithatjak, vagy éppen lassithatjak.

A G fehérjéket tobbféle képpen csoportosithatjuk, példaul méret szerint, funkcié szerint,
eléforduldsuk alapjan. Miikodési elviik azonban k6zos. Van egy enzim, a guanin cseréld faktor
(GEF), amely a G fehérjére specifikusan képes a GDP — GTP cserét katalizalni (Bos és mtsai.,
2007).

2.1 G fehérjék csoportositasa

Az egyik csoportositasi lehetdség az aktivitds szerinti osztalyozds. Ezek szerint
megkiilonboztetiink GTP-k6td motor fehérjéket (dinaminok) és szabdlyozd G fehérjéket, amik

lehetnek receptor-kapcsolt heterotrimer G fehérjék, valamint kis GTP-4zok.

2.1.1 Nagy GTP-azok

A nagy GTP-4zokhoz tartoznak a dinamin csaldd tagjai. Ezek motor fehérjék, GTP
hidrolizissel a vezikulak leflizddését katalizaljak. A beflizddések nyaki részénél dinamin dimerek
spiralisan 0sszekapcsolddnak, mintegy gallért formalva és egy rotacios, csavaré mozgassal addig
szoritjak a membrant, amig a vezikula leszakad a plazmamembranrél (Molecular Biology of the

Cell, 5. kiad.).

2.1.2 Szabalyzé GTP-azok

A szabalyoz6 GTP-azokat két részre oszthatjuk, a szignal transzdukcioban direkt

résztvevd receptor-kapcsolt heterotrimer G fehérjék csalddjara, és kis GTPéazokra. Kozos



jellemzdjiik, hogy altalaban egy lipid lancon keresztiil membranhoz horgonyozodnak (Bos és

mtsai., 2007).

2.1.2.1 Heterotrimer G fehérjék

A heterotrimer G fehérjék a hét transzmembran domaint tartalmazo recepterokhoz
kapcsolddnak. A receptor alapallapotban a GDP kotott Ga, és ehhez szorosan kapcsolddo Gf3 és
Gy alegységekbdl allo trimert koti. Megfeleld ligand kapcsolddasa kovetkeztében a receptorban
konformaciés valtozas kovetkezik be és GEF-ként fog funkciondlni, azaz lecseréli az o
alegységben a GDP-t GTP-re. Ekkor megvaltozik az Go alegység konforméacidja, €és a trimer
szétesik. A GTP-kotott a elvalik a GBy heterodimertdl €s a receptorrdl disszocialnak. Az aktiv
Go az effektorain keresztiil masodlagos jelatviteli molekuldk képzddését indukalja, mint cAMP,
vagy IP3 (inozitol-trifoszfat), diacilglicerol, szabdlyozva példaul a neurotranszmittereket,
ioncsatornak mitkodését.

A Go-t két f6 csoportra oszthatjuk a stimulalod, €s az inhibitor tulajdonsagi Gai
csoportra. A stimulalé csoportba a Gas, Gq, Gjz/13 tartoznak. A Gas aktivalja az adenilat ciklazt,

a Gq a phospholipaz C B-t, a G153 pedig a Rho GTP-azokat (Isd kés6bb).

2.1.2.2 Kis GTP-azok

A kis GTPéazok alatt foként a Ras szupercsaladot értjiik. Altalaban 21 kDa méretii fehérjék,
amelyek kapcsoloként mitkddnek. GTP vagy GDP kotott allapotuktol fiigg a konformacidjuk, igy
megkiilonboztetiink két allapotot: a GTP-kotott aktivat, és a GDP-kotott inaktivat. A GDP — GDP
cserét a GEF enzimek katalizaljak. A GTP hidrolizisének sebességét a GTP-az aktivalo proteinek
(GAP) fokozzék, akar tobb nagysagrenddel lecsokkentve a GTP-kotott forma életidejét. A Ran
csalad kivételével a kis GTP-azok is membrankapcsoltak egy tetraterpén lipidfarkon keresztiil.
Az aktivitasuk szabdlyzasdba még egy faktor a GDP disszociacids ihibitor (GDI) kapcsolodik be
(1. abra). Nagyon gyakran a kiilonbozé6 GTP-az alcsaladok tagjai képesek egymast kereszt-
aktivalni, pl. Ga — Ras, Ga. — Rho.



2.1.2.3 Kis GTP-azok csoportositasa

A kis GTP-azokat gyakran emlegetik Gigy, mint Ras szupercsalad tagjai. Altalaban nyolc
tovabbi csaladba soroljuk oket: Ras, Rab, Arf, Rho, Ran, Rheb, Rap, Rad.

Ras csalddba HRas, KRas és NRas tartozik. Mivel effektor proteinjeik a sejtciklus
szabalyzd enzimek (pl. MAPK) aktivaldsdban vesznek részt, igy dominans aktiv mutacidjuk
bizonyos raktipusokndl (pl. pancreatikus tumornal) 90%-ban a kivaltdé oknak bizonyult. A
rosszindulatu daganatos elvaltozasok 30 %-nak a kialakuldsaért a Ras mutaciok tehetok feleldssé

(Downward, 2003).

Rab csalad talan a legnépesebb, eddig kb. 70 tagja ismert. F6 funkcidjuk a membran-
vezikula aramlas, vezikula-lefiz0dés, membran fizid szabalyozasban van. Jellemzé a csalad
elemeire a sejtorganellumokra valdé nagyfoku specifitasuk, vagyis markerei lehetnek az egyes
sejtorganellumoknak. Igy a Rab5C a korai endoszoma, Rab7 kései endoszoma és retrograd
transzport, Rab11 recirkulalé endoszoma, Rab35 intercellularis hid specifikus markerei.

A kiilonboz6 Rab GTP-azok biztositjdk a motorfehérjék (dinein, kinezin) és a vezikuldk
kapcsolatat, vagyis, mint utvonal jelz6ként funkciondlnak. Nagy valosziniiséggel a vezikuldk
belsé lumenében 1évo, szallitasra varé molekuldk (cargo) meghatarozzak a vezikula-membran

kiilsé felszinén a specifikus Rab GTP-azokat (Stenmark és Olkkonen, 2001)).

Arf csoport tagjai fO regulatorai a vezikula biogenezisnek és intracellularis vezikula

szallitasnak. Az Arf GTP-azok aktivaldsanak blokkolasa a Golgi halozat felbomlasahoz vezet.

Rho csalad legismertebb tagjai a RhoA, Racl, és Cdc42. Szertedgazd folyamatokban
jatszanak fontos szerepet, igy mint differenciacid, sejtosztodas, apoptodzis stb. Késébbiekben

részletesen elemezziik szerepiiket.

Ran GTP-az sok szempontbdl elkiiloniil a tobbi GTP-aztol, egyrészt, mert nincs a

membranhoz horgonyozva, hidnyzik a lipid, masrészt eddig csak egy eleme ismert. Szerepe a



magi transzport irdnyitasaban van. A Ran-GDP forma a nuklearis importot, a Ran-GTP forma

pedig a magbol torténd exportot teszi lehetdve.

Rheb GTP-4zt a TOR kinaz szabalyzojaként fedezték fel, azonban mar tobb effektora
ismert, pl. C-Raf, TSC2 stb. Rheb GTP-4z nagyobb koncentracioban az agyi idegsejtekben fordul
eld, neve is innen ered (Ras homolog enriched in brain/ feldisult Ras homoldg az agyban).
Szerepét és a neuroplaszticitasban irtdk le. A TOR iranyitasaval a novekedés, tapanyag forgalom

¢s sejtciklus fenntartdsaban jut eszcencialis szerephez.

Rap GTP-4z a cAMP szintézisben, Ca felszabaditasban, és a diacil-glicerol képzésben
jatszik szerepet. Lévén Ras homoldg (Ras related protein) sokaig Ras antagonistanak gondolték,
azonban mara bebizonyosodott, hogy semmiben sem interferal a Ras-al, mas GEF-ek, GAP-ek
aktivaljak, és az effektoraik is eltéréek. A sejtben a beliilrdl kifele iranyul6 szignalutakban tolt be
fontos szerepet, igy az integrinek, fokalis adhéziok, ¢és egyéb sejtadhéziok szervezdodésében,

1étrejittében (Jeyaraj és mtsai., 2012).

Rad GTP-4zok kicsit nagyobbak a Ras csalad tagjainal 35 kDa méretiiek. Idetartoznak
még a Gem, Kir GTP-azok is. El6szor II. tipusu diabeteszben szenveddk vazizmabdl izolaltak,
innen ered az elnevezése (Ras associated with diabetes/ diabetesszel asszocialt Ras). Rad
effektora a calmodulin és a calmodulin-dependens protein kinaz (CaMKII). Szivizomban
szabalyozza a myocardium L-tipust Ca csatorna aktivitasat €s gyengiti a [-adrenerg receptor

(B-AR) aktivitasat.

2.2 Rho GTP-azok

A Rho csaladdot klasszikusan 3 f6 csoportra osztjuk Rho, Rac, Cdc42. Jelenleg 12
izoformat kiilonboztethetiink el (Rho (A, B, C); Rac1,2,3; Cdc42; TC10; TCL; Chp(1,2); RhoG:;
Rnd(1,2,3); RhoBTB(1,2); RhoD,; Rif; TTF). A koziilik a legjobban jellemzettek a RhoA,
Cdc42, Racl. Aktivitasuk nagyon precizen szabalyozott legalabb 34 Rho — GEF (Schiller, 2006)
€s tobb, mint 70 inaktivalo GAP (GTPase- aktivalo protein) ismert (Kandpal, 2006), ugyanakkor




csak 3 Rho-GDI-t (1-3) azonositottak, amelyek kapcsolodni tudnak a csalad Gsszes elemével

(DeMardirossian and Bokoch, 2005).

2.2.1 Rho GTP-azok aktivalasi ciklusa

A guanin cser¢ld faktorok (GEF) nagy affinitassal kotik a GDP-vé hidrolizalt GTP-az
format. A GEF enzimek fellazitjdk a GDP- GTP-az kozotti kotéseket, majd a sejtben kb. egy
toltott GTP-azban konformacio valtozas kovetkezik be, ami viszont a GTP-kotott aktiv formanak
a disszociaciojat idézi eld (Bos et al., 2007).

Habar GTP-azokrol beszEliink, de az endogén GTP-4z aktivitas igen csekély, azaz a GTP
hidrolizise lasst, igy a GTP-kotott forma igen stabil. A folyamatot tobb nagysagrenddel
felgyorsitjadk a GTP-az aktivalo proteinek (GAP). Szemben a GEF-ekkel a GAP-ek szerkezete
nem konzervalt, a kiilonb6zé GAP-ek eltérd modon fokozzak a GTP-4z aktivitast éppen ezért
bioinformatikai felismerésiik nem egyszerti (Bos et al., 2007).

GEF-ek ¢és GAP-ek nagyon fontosak az aktivalasi korfolyamatban, azonban létezik még
egy szabalyozo szint, amit a GDP disszociacios inhibitorok (GDI) testesitenek meg. Neviik onnan
ered, hogy hozzakapcsolodnak a GDP toltott GTP-azokhoz ezzel meggatolva a GDP — GTP
cserét. Miikddési mechanizmusuk koz0os, a lipid-farkon keresztiil kiextrahaljak a kis GTP-dzokat
a membranbol a citoplazmaba. Tehat négy biologiai funkcidt is ellatnak: gétoljak a GDP
disszociaciot, a GTP toltott formanal akadalyozzak a hidrolizist, szabalyozzak a membranban
1évé GTP-azok mennyiségét, kiextrahdlva, vagy éppen visszavezetve a citoszolban 1évé GTP-
azokat, és végezetiil chaperonként védik a GTP-dzokat (DerMardirossian és Bokoch, 2005;
Boulter et al., 2010). Habar a Rho GTP-4z csalad igen népes mégis csak harom human Rho-GDI
ismert, Rho-GDI 1-3 (Garcia-Mata et al., 2011).

2.2.2 Kis GTP-azok aktivitasanak szabalyzasa

Kis GTP-azok aktivélasi- dezaktivalasi ciklusa a biokémiai korfolyamatokhoz hasonléan

tobb helyen gatolhatd. Azonban a ciklus megakasztasa egy pontban a teljes korfolyamat leallasat

eredményezi. A kis GTP-azok korfolyamatdnak harom kulcslépés van: GDP-GTP csere, GTP



hidrolizis, és GDP-kotott forma extrakcidja, tehat praktikusan ezeken a pontokon szabalyozodik a

ciklus.

2.2.2.1 GEF regulacidja

A GDP — GTP cserét katalizalo enzimeknél felfedeztek egy természetes antibiotikumot, a
Brefeldin A-t, ami GEF gatlonak bizonyult. A Brefeldin A egy nagy molekula, amely egy Arf-
GEF-csaladot blokkol. Ma mar az Arf-GEF-eket e szerint osztalyozzék, hogy gatlédnak-e vagy
sem. BrefeldinA jelenlétében a Golgi héalézat megsziinik, ez viszont lehetdséget ad a Golgi
tanulméanyozasra. A milkodési mechanizmusa az, hogy a Brefeldin A stabilizalja a tercier
complexet, Arf-GTP-GEF, vagyis a GTP toltott Arf nem képes disszocidlni az enzimrdl, mintegy
csapdaba keriil. Emiatt viszont a miikod6 enzim elfogy a sejtbol (Bos és mtsai., 2007)..

A PIX egy CDC42/Racl GEF. Amennyiben aktiv CDC42-t kot, akkor csak Racl-GDP-t
fogad el szubsztratjanak, vagyis megsziinik CDC42-GEF-ként funkciondlni.

Egy igen érdekes és bonyolult a DOCKI180-ELMO rendszer, ami egy Rackl aktivalo
komplex. RhoG-GTP bekotdédik az ELMO-ba, ami igy aktiv konformacioba keriil. Az aktivalt
ELMO olyan valtozast okoz a DOCK180-ban, amely Rac GEF-ként fog miikodni (Katoh és
Negishi, 2003).

2.2.2.2 GAP gatlas

Mivel a GAP-ek szertedgazd szerkezettel és mechanizmussal rendelkeznek igy nehéz
egységes példan keresztiil bemutatni szabalyzasukat. A migracioban és a sejtek letapadasaban
szerepet jatszo p190- RhoGAP-et tobbek kozott a GSK3 [ kinaz szabalyozza. A citolinezisben
szerepet jatszo6 MgcRacGAP (Cyk-4) aktivitdsa alterndl, alap esetben a Racl, illetve ha az Aurora
B kinaz foszforilezi, akkor a RhoA aktivitasat szabalyozza (Bernards and Settleman, 2004).

Az a-Chimaerin egy Racl-GAP, azonban csak diacil-glicerol kotés utan valik aktivva

(Marland és mtsai, 2011). Tehat egy masodlagos szignalmolekula kapcsolja be.

2.2.2.3 Szabalyozas GDI-n keresztiil



A guanin disszociacids inhibitor kiextrahalja a kis-GTP-azokat a membranbdl. Eloszor a
GDI lipid farokkal kémiai kotést alakit ki, aminek kovetkeztében a lipid a GDI-ra tekeredik,
majd ezt kdvetden kialakul egy kdlcsonhatas a guanin nukleotidonokkal is. Emiatt a GEF és mas
effektorok interakcidja gatlodik, a GDI-kis-GTP-4az komplex vizoldhato lesz és ezzel a citoszolba
keriil. A kis-GTP-az visszalépését a membranba a GDI specialis foszforilacidja szabalyozza. A
Rho-csalad esetében 3 GDI ismert.

A Pakl (p21 aktivalt kindz) Racl és CDC42 effektor enzim. A Racl-GDI kotés fellazitas
a Pakl — GDI foszforilalasat kovetden (Ser174) a Racl-GDP visszakeriil a membranba, és ezzel
az aktivalasi korfolyamatba (DerMardirossian és Bokoch, 2004).

A RhoA-GDI kapcsolatot is egy foszforilacié szabalyozza. A PKCa egy diacil-glicerol és
Ca®" szabalyozas alatt 4ll6 kindz. Az aktivalt PKCo a Ser96-t foszforilalja, aminek hatéséara a
RhoA aktivaloédik (Knezevic és mtsai, 2007). Tovabbi vizsgalatok kideritették, hogy ez a
foszforilacio felszabaditja a RhoG-t is, amely pedig az el6z0 fejezetekben jellemzett ELMO-
DOCK180 komplexet aktivalja (Elfenbein és mtsai, 2009).

2.3 A transzmembran syndecan-4 szerepe a jelatvitelben

2.3.1 A syndecan csalad ismertetése

A syndecanok I.-es tipusu transzmembran hepanszulat-proteoglycanok. Négy egymashoz
kozeli tagja van: a syndecan-1, -2, -3, -4. A syndecanok el6forduldsa szdvetspecifikus: a
syndecan-1 endothel, epithel, a syndecan-2 foként a fibroblaszt, a syndecan-3 pedig a
csontszoveti és idegsejtekre jellemzd, viszont a syndecan-4 szinte minden szdveti tipusban
kimutathat6 (Bernfield et al. 1992).

A szerkezeti felépitésiik (1. dbra) hasonld; a cukor oldallancokat hordozo, variabilis, N-
terminalis extracellularis domain kapcsolodik a meglehetésen konzervalt, rovid (kb. 30 aminosav
hosszi) transzmembran (TM) és citoplazmas (CD) domainekhez. A C terminalis szakasz utolso
négy aminosava EFYA, ami a II. tipusi PDZ fehérjék felismerd szekvencidja, tobb szerkezeti

fehérjéhez torténd kapcesolodast biztosit, pl. ZO, PAR, Tiam csalddokhoz.



1. &bra: A syndecan fehérjék szerkezete
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Az N-terminalis, variabilis extracellularis doménhez kapcsolodnak a heparan-szulfat, esetenként kondroitin-
szulfat oldallancok. A transzmembran és a C-terminalis citoplazmas domének rovidek, szerkezetiik nagyfoki

hasonlosagot mutat. Egy szignal peptiddel kezdddnek (sziirke), amit a variabilis domain )sarga) kdovet, majd a

transzmembran (kék) és a citoplazmas (r6zsaszin) domain jon.
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2.3.2 Syndecan-4 szerepe a szignal atvitelben

A syndecan-4 egyik legfontosabb és a legintenzivebben tanulmdnyozott szerepe a
jelatvitelben van. Fontos szerepet tolt be a B1 integrinek koré szervezddd fokalis adhéziokban,
szervezi a sejt — matrix kapcsolodast. Hianydban a sejtek migracios készsége sériilt.

A sejtosztodasban a mitotikus fazisban létrejovo intercellularis hidban koncentralodik és
foszforilacio-fiiggé modon befolyasolja a citokinezist (Keller-Pintér és mtsai, 2010).

Syndecan-4 megtalalhaté a zonula occludens alatti zonula adherens régidban, vagyis
szerepe lehet az epitelialis szovet kialakitasaban, illetve az epitél sejtkapcsolat fenntartasaban.

A syndecan-4 citoplazmas domainjének membranhoz kozeli része kotddhet a protein-
kindz-C-alfa (PKCa) enzimhez ¢és phophatidyl-inositol 4,5-bisfoszfathoz (PIP2). A komplex
létrejottével az enzim szuperaktivalodik (Oh és mtsai., 1997). A PKC és a syndecan-4 kapcsolata
a syndecan-4 szerin'”’ foszforilaciojan keresztiil szabalyozédik (Couchman, 2003).

Koti a membrandinamikaban fontos nagy GTP-4z dynamin II-t, ezzel befolyasolja a
dynamin lokalizacigjat és igy az endocitdzist.

Syndecan-4 KO sejtekben a Racl kis GTPaz aktiv forméja megemelkedik, vagyis fontos
szerepe van a Racl aktivitas, illetve a Racl — RhoA aktivitdsok antagonisztikus szabdlyzésat

figyelembe véve, a RhoA aktivitds szabdlyzdsdban. Racl — RhoA aktivitdsok pedig

rrrrrrrrrr

2.3.3. A syndecan-4 szerepe a Racl aktivitas kialakitasaban

Az eddigi tapasztalatok szerint syndecan-4 hianya az aktiv Racl szint
emelkedéséhez vezetett, ezért valoszinii, hogy syndecan-4-nek a Racl aktivtas leszabalyzasaban
van. Az eddig tanulmanyozott — FGF2-el stimulalt, vagy sebzéssel indukalt esetekben viszont az
alap Racl szint emelkedését talaltak. A Racl aktivalasat a RhoG- ELMO-DOCK180 rendszerrel
hoztdk Osszefiiggésbe oly modon, hogy a syndecan-4 aktivalja a PKCa-t, ami ennek
kovetkeztében foszforilalja a Rho-GDI-t, amely pedig szabadda teszi a RhoG-t (Elfenbein és
mtsai., 2009, Bass €s mtsai., 2011). Szerintiink ez a mechanizmus nem magyarazza, hogy a
syndecan-4 egyrészt csokkenti alap aktivitast biztositson a Racl-nek, masrészt, hogy gyors

valtozasokat lereagalhasson.
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3. Célkitiizés

A syndecan-4 a sejtciklusban betoltott szerepének vizsgalata soran észrevettiik, hogy a
foszfoformat utanzo Serl79Glu mutans teljesen masképp viselkedik, mint a nem-foszforilalhato
Ser179Ala syndecan-4 (Keller-Pintér és mtsai, 2010). A két mutanst expresszald sejtvonalak
eltérd fenotipust mutattak. Eldzetes megfigyeléseink lapjan feltételeztiik, hogy a kiillonbozo

syndecan-4 mutans kdzvetleniil befolyasolja a Racl aktivitasat.
A jelen munkaban megvizsgaljuk a kiilonb6zé syndecan-4 mutansok okozta Racl és

RhoA aktivitasok valtozasat. Megprobalunk valaszt adni, vajon allhat-e a Rho-GDI-1 Serl74

foszforilacioja a tapasztalt biokémiai folyamatok hatterében.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Human szoveti sejtek fenntartasa, transzfekcio ismertetése

MCF7 adenokarcinoma sejteket 10 %-os borju savoval (FBS, GIBCO) kiegészitett
DMEM/F12 (PAA) tapfolyadékban noévesztjik 37 °C-on, 5 % CO;, jelenlétében CO,
termosztatban. A megfelel6 DNS konstruciokat Roche FuGene6-tal juttattuk be a sejtekbe. A
transzfekcional a gyartd ajanlasat kovettiik.

A transzfektalt sejteket felhasznalhatjuk, mint ideiglenes ( tranziens) transzfektalt sejtek,
illetve a vektoron 1évo szelekcios gén segitségével (itt neomicin) stabil vonalakat izolaltunk.
Ekkor a harmadik naptol 500 pg G418 antibiotikummal egészitettiik ki a tdpfolyadékot. Ebben az
esetben a sejtek kromoszomaiba épiil be a kivant gén-konstrukcidé és a promoterétdl fliggden

termelte a bevitt gént.

4.2 Western blot és Rac/Rho aktivitas esszé

A Rac GTP-4z aktivitasat Rac aktivacids esszével hataroztuk meg (Upstate, Millipore
Corporate, Billerica, MA, USA). A mintdinkbol a Racl-GTP-t agardz gyongyokhoz fhzionalt
Racl effektor p21 aktivalt kinaz (PAK-1) p21 koté doménjével (PBD) kotottiik ki, RhoA-t pedig
rhotekin fuzionalt agaréz gyonggyel.

A kisérletekhez  vt-SDC4-GFP, Ser179Ala, Ser179Glu, Ser179AlaAFYA ¢és
Ser179GIuAFYA konstrukcidkat expresszdlo MCF-7 sejteket hasznaltunk. A sejteket a
szovetkultira tenyésztéedényekben jéghideg lizispufferben tartuk fel (25 mM HEPES pH 7.5,
150 mM NaCl, 1% Igepal CA-630, 10 mM MgCl,, | mM EDTA, 1 mM NaF, 1 mM Na-
ortovanadat és protedz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich)). Az edényeket jégen tartva a sejteket
gyorsan lekapartuk, majd lecentrifugaltuk a tormeléket (13000 rpm, 4 perc, 4 °C). Ezt kdvetden a
feliilaszokhoz hozzaadtuk az agaréz gyongyot, és gyenge razas mellett 4 °C-on 45 percig
inkubaltuk a mintdinkat. Az inkubalédst kovetéen a gyongyoket haromszor megmostuk 4 °C-os
lizispufferben, majd a pelletet 2x Laemmli mintapufferben reszuszpendaltuk, 5 percig forraltuk,
majd Western Dblotot végeztink. A Racl/RhoA-t egér monoklondlis antitestekkel
(Upstate/Invitrogen), a Rho-GDI-1-et, és Ser174Rho-GDI-1-et poliklonalis nyul antiszérummal
(SantaCruz) detektaltuk.

A kiilonboz6é syndecan-4 konstrukciokat expresszald sejtek Racl GTP-azanak GTP-vel

valo telitéséhez a lizatumokat SmM EDTA jelenlétében 100 uM gamma-S-GTP-vel 30 °C-on 15
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percet inkubaltuk, majd 30 mM MgCl,-t adtunk a mintdkhoz. A GDP telitéshez az eldbbivel
azonos koriilmények kozott a mintdinkat 1 mM GDP-vel inkubaltunk. Teh4t a mintdkat
immunoblottal (Western-blot) értékeljiik ki, amit standard recept szerint végeztiink. Roviden a
70%-ban konfluens sejteket PBS-ben oldott 0,02%-0s EDTA-val felszedtiik, majd centrifugaltuk
(2000 rpm, 5 perc, 4 °C-on). Ezt kdvetden a pelletet mostuk PBS-sel, majd lizaltuk 25 mM
HEPES pH 7.5, 150 mM NacCl, 1% Igepal CA-630, 10 mM MgCl,, | mM EDTA, 1 mM Na-
fluorid, 1mM Na-ortovanadat és protedz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich) tartalmu pufferrel. A
sejttormelék centrifugalasat kovetden (4 perc, 13000 rpm, 4 °C) a szupernatansokat 8-12 % SDS-
poliakrilamid gélen szeparaltuk 25 mM TRIS, 250 mM glicin, 0,1% SDS tartalmu pufferben (pH
8,3), majd nitrocellul6z vagy PVDF membranra (Millipore) transzferaltuk 25 mM TRIS, 192 mM
glicin, 0,01% SDS, 10% metanol &sszetételli pufferben. A transzfer befejeztével a membrant egy
¢jszakan keresztiil blokkoltuk 5 % sovany tejport vagy 5 % BSA-t tartalmaz6 TBST (0,1%
Tween 20-szal kiegészitett TBS (50 mM TRISHCI pH 7,4; 160 mM NaCl)) oldattal. Ezutén a
membrant 1,5 6ran at inkubdltuk a primer ellenanyaggal, melyet 1 % tejport vagy 3% BSA-t
tartalmazo TSBT-ben higitottunk ki. Haromszor 15 perc TBST-vel torténd mosast kovetden az 1
%-os tejport tartalmaz6 TBST-ben higitott szekunder antitesttel inkubaltuk a membrant 45 percen
keresztlil. Ezt kovetden haromszor 15 perc mosas utan az immunreakciot kemilumineszcencian
alapuld6 ECL Western blotting detection reagent kit (Amersham/GE Healthcare) és rontgen film
(Agfa) segitségével tettiik lathatova. A filmeket Quantity One (Bio-Rad) szoftverrel analizaltuk.

4.3 Hasznalt DNS konstrukciok

A syndecan-4 mutansok pCMV vektorba (Clontech) lettek beépitve (Keller-Pintér és mtsai.,
2010). Szerkezetiiket a kovetkezd tablazatban mutatjuk:

vt-SDC4-GFP: MYRMKKKDEGSY DLGKKPIYKKAPTN EFYA
Serl79Ala: MYRMKKKDEGAY DLGKKPIYKKAPTN EFYA
Serl79Glu: MYRMKKKDEGEY DLGKKPIYKKAPTN EFYA
Serl79AlaAEFYA: MYRMKKKDEGAY DLGKKPIYKKAPTN

Serl79GIuAEFYA: MYRMKKKDEGGY DLGKKPIYKKAPTN
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5. Eredmények

5.1 A syndecan-4 foszforilacios allapota befolyasolja a Racl aktivitasat

A Rho GTP-4zok csaladjanak (Rac, Rho, Cdc42) aktivitdsa szerepet jatszik a sejtek
befolyésolja az aktiv, GTP kotott Racl szintet (Tkachenko és mtsai 2004, , Elfenbein és mtsai
2009), de arrdl nincs adat, hogy a Ser179 foszforilacidja szerepet jatszana szabalyozéasban. Az
aktiv Racl mennyiségét a Rac-esszével hataroztuk meg, amelynek az az elve, hogy a Racl
effektor p21 aktivalt kindz (PAK) p21 koté doménje (PBD) csak a Racl-GTP-t koti; igy a
gyantahoz kapcsolt PBD csak az aktiv Racl-et koti meg a mintankbol, a Rac1-GDP-t nem. Az
aktiv RhoA szintet hasonl6 elven mértiik, de itt rhotekin volt az agardéz gyongyhoz kapcesolva. A
rhotekin specifikusan a RhoA-GTP-hez kotodik.

Meghataroztuk tehat a kiilomb6zé mutansokat kifejezé sejtvonalakban az aktiv Racl
szintet (2. abra). Kontrollként a nem transzformalt MCF7 sejteket hasznaltunk. Mivel az MCF7-
ben igen alacsony az endogén syndecan-4 ezért az alap Rac1-GTP viszonylag magasabb. A
kisérletbol latszott, hogy csak a Ser1 79Glu konstrukciot termeld sejtvonalban csokkent az aktiv
Racl szint. Viszont a kettés mutans, amikor a PDZ kot6hely hianyzott a fehérjérdl a sejtekben
mért Rac1-GTP szintje egy kicsit magasabbnak adddott a nem-kezelt MCF7-nél (2. dbra). A Rac
essz¢ specifikussaganak bizonyitasaért a sejtszuszpenzidt telitettiik GTP-yS vagy GDP-vel. A
GDP hozzaadasaval gyakorlatilag lecsokkent a kihuzott Racl. A GTP-yS, mivel a tio kdtés miatt
nem hidrolizal GDP-v¢, igy feldusul az aktiv forma. Amennyiben nem a GEF katalizalta 1épés
el6tt blokkolodik a ciklus, gy a miikodé GEF enzimek képesek GTP-yS-re cserélni. A 2.4bran
lathato, hogy a GTP-yS telités azonos szintre hozta az aktivalt Racl szintet, mig a GDP kezelés
esetében eliminilalta a Racl jelet.

A RhoA szintjét tanulmanyozva azt taldltuk, hogy a legnagyobb mennyiségben a
Ser179Glu muténst termeld sejtek tartalmaztak (2. dbra).
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2. abra Syndecan-4 mutansok befolyasoljak az aktiv Racl és RhoA szinteket a Kkiilonb6z6

sejtvonalakban.
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Az aktiv Racl (Racl-GTP) mennyiségét vizsgaltuk kezeletlen MCF7, vt-syndecan-4, Serl179Ala, Ser179Glu,
Ser1 79AAla, és Ser179AGlu konstrukciokat expresszald MCF-7 sejteken. A felsé sor a Racl-GTP-t szintjét, majd
GTP+S, és GDP telités esetén. Az aktiv RhoA (RhoA-GTP) komplementje az aktiv Racl mintazatnak, a
foszfomimikalé Ser179Glu mutanst termelé vonalban van eltérés. Az alsé két sorban a sejtkivonat 20 %-bol
detektalhato Osszes Racl és RhoA tartalmat mutatja, nincs szignifikans eltérés a kiilonb6zé vonalak esetében. A
kisérlet soran a kiilonboz6 sejtvonalakat azonos koriilmények kozott tartottuk, és sejtvonalakként 5X10° sejtet

dolgoztunk fel.

5.2 Rho-GDI foszforilaciojanak vizsgalata

A Rac1-GDP a Rho-GDI-1-el képez komplexet. A Rho-GDI-1 a Racl-et a Pakl
foszforilacio utan engedi el (DerMardirossian és mtsai., 2004). Megnéztiik vajon a Ser179Glu
mutans termelése esetén valtozik-e a foszforilacio. Amennyiben a foszforilacids szignal kisebb
lenne, ez arra utalna, hogy a Racl-GDP GDI-1 kotott formaban feldisulna, és ezzel a
korfolyamat megakadna, vagy legaldbbis kialakulna egy sziik keresztmetszet, ahol a Racl

feltorlodna. A 3. 4dbra mutatja, hogy nincs kiilonbség a foszforilacios szintben a kiillonb6zo
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klonok esetében, vagyis a GDI ciklus nem gatolt. Ez azt jelenti, hogy a Pakl miikodését nem

zavartak meg a mutans syndecan-4-et termeld klonok.

3. abra Rho-GDI-1foszforilacioja

X AX

, 58

2 e W

A Qoy RIS S
S S

P-Ser174 RhoGDI  [Sem e S S S|
RhoGDI e mam T e S—

Western (immun) blot technikdval megvizsgaltuk a Rho-GDI-1 Ser174 foszforilacios allapotat. Kontrollként az
0sszes Rho-GDI-1-et is kimutattuk. Lathato, hogy sem mennyiségben, sem a foszforilacios allapotban nincs eltérés a
kiilonb6z6 syndecan-4 mutans klonokat termeld sejtvonalakban. A kisérlet soran a kiilonbdz6 sejtvonalakat azonos
koriilmények kozott tartottuk, és sejtvonalakként 5X10° sejtet dolgoztunk fel, aminek sorrendben 20, illetve 10 % -4t
vittiik fel.
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6. Osszefoglalas és diszkusszié

Az aktiv Racl mennyiségét a syndecan-4 mutdciok egyértelmiien befolyasoltdk. A
kezeletlen mintak koziil a legmagasabb Racl aktivitast a PDZ kot6helyben mutalt Ser179Ala és
Ser179Glu vonalban kaptuk, mig a legalacsonyabb értékeket a foszfomimetikus Serl79Glu
mutans esetén detektaltuk. Ez azt jelenti, hogy legalabb két kotés sziikséges a gatlas 1étrejottéhez.
Mivel a Rho-GDI-1 Ser174 foszforilacoja nem valtozott a kiilonb6z6 sejtvonalakban, igy a GDI-
Rac kolecsonhatds mindsége nem valtozott, vagyis nagy valdsziniséggel egy fontos GEF —
syndecan-4 kolcsonhatas okozhatja a gatlast. Mivel tobb GEF is szoba keriilhet, a foszfo-
syndecan-4 altal gatoltnak a tisztazasa a jovo feladata. A gamma-S-GTP-vel torténd inkubalassal
(mely pozitiv kontrollként is hasznalhat6 a Rac-essz¢ soran), valamennyi Racl tartésan GTP
kotott allapotba kertiilt. A yS-GTP kezelést kovetden a detektalt aktiv Racl mennyisége egyenld
volt a kiilonb6z6 sejtvonalakban, illetve a GDP telitést kdvetden a detektalhatosag ala csokkent.
Ezek a kisérletek is egyértelmiien egy potencidlisan meghatarozd, specialis GEF szabalyzasra
utalnak.

Elfenbein és mtsai javasoltak egy bonyolult mechanizmust, ami szerint a PKCa —
syndecan-4 aktivacié idézné el a Racl aktivaciot (Elfenbein és mtsai., 2009). Ez a mechanizmus
nem magyarazza a syndecan-4 Racl csokkentd képességét. Rdadasul a javasolt mechanizmus —
PKCa altali foszforilalt Rho-GDI-1 Ser96 a RhoA-t is serkenti, tehat a modellben egy idoben
zajlana két ellentétes iranyu folyamat Racl és RhoA aktivalas.

Osszegzés képpen megallapithatjuk, hogy felfedeztiink egy 0j a Rho csalad aktivitdsat
Megallapitottuk, hogy a syndecan-4 képes kozvetleniil, a Ser179 foszforilacidjan keresztiil
szabalyozni az aktiv Racl-et, ezzel a RhoA-t is. Altaldban a Racl és CDC42 kis GTPazok
egymast helyettesithetik az effektor fehérjékben, igy implicite a CDC42 lokalis aktivitasat is
befolyasolja, hiszen a foszfo-syndecan-4 jelenlétében lecsokken a Racl, teret adva a kisebb

koncentracigju CDC42-nek.
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8. Nyilatkozat a palyazok egyéni hozzajarulasarol a

palyamiiben leirt eredményekhez.

Barkovics Bonita (SE, AOK) végezte a humén szovettenyészet fenntartasat, a

Rac és Rho-esszéket.

Kaszas Krisztina (NyME, SEK) a kapott sejtlizatumbol kimutatta a GDI, és
foszfoGDI fehérjéket. Bekapcsolddott a szovettenyészetbe.

Barkovics Bonita Kaszas Krisztina
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