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1. BEVEZETES

1.1 Az endotél barrier

Az endotél sejtek (EC) az erek belsd falan egy dinamikus, szemiszelektiv réteget,
,monolayert” képeznek, és szabalyozzdk a folyadék és a makromolekuldk atjutasat a
véraram és a kornyezd szovetek kozott, ezért az EC barrier fenntartasa a szervek
mukodésében rendkiviil fontos. Az endotél sejtek heterogének, makro- ¢és
mikrokornyezetilknek megfeleléen morfologidjuk, egymashoz vald illeszkedésiik és
élettani funkciojuk kiilonbozhet. Az érpermeabilitas szabalyozasan til szamos fiziologias
¢s patologias folyamatban ismerték fel jelentoségiiket, mint példaul az angiogenezis,
gyulladas, immunologiai folyamatok szabalyozasaban.

1.1.1 Az endotél permeabilitds és medidatorai

Az EC permeabilitas lehet bazalis, vagy valamilyen fizikai, gyulladdsos vagy
bioaktiv stimulus &ltal indukalt folyamat. Normal fiziologids koriilmények kozott az
endotélium szabalyozza mas sejtek, a folyadék és a makromolekulak/fehérjék athaladasat
a monolayeren, ezzel homeosztazist tart fenn a vér és az interstitium kozott. A kisebb
molekuldk és ionok (<3 nm) passziv transzportja az EC monolayeren paracellularisan
torténik, a makromolekulak/fehérjék pedig transzcellularis Giton transzportalddhatnak.

Kiilsé vagy bels6 stimulus, mint pl. akut vagy kronikus gyulladéas, angiogenezis
vagy tumor metastasis esetén, illetve kiillonb6z6 bioaktiv mediatorok (hisztamin, trombin,
citokinek, novekedési faktorok) hatdsara a permeabilitds megndvekszik. Akut tiiddsériilés
(ALI) és akut respiracios distressz szindroma (ARDS) esetén az endotél barrier funkcid
sériil, az endotél monolayer sejtjei 0sszehtizodnak, a sejtkapcsolatok lazulnak, vagy
id6legesen megsziinnek, és a sejtek kozott rések alakulnak ki, amelyeken keresztiil a
vérben oldott anyagok, plazmafehérjék ¢és immunsejtek paracellularis atjutisa
megtorténhet. ALI-val vagy ARDS-sel diagnosztizalt betegekben a koagulacios
utvonalak, a szerin protedz trombin és protedz aktivalt receptora (PAR-1) patologidsan
aktivalédnak, ezaltal a tiidé paracellularis permeabilitdsa megnd. Ezért az EC barrier
vizsgalatai soran a trombin egy gyakran alkalmazott barrier diszfunkciot kivalté dgens. A
mikrotubulusokat destabilizalé szintetikus anyag, a nokodazol, ugyancsak ndveli az EC
permeabilitasat. A lipid mediator szfingozin 1-foszfat, az angiopoetin-1, a cAMP, az ATP
¢s az adenozin viszont erOsitik az endotél barriert. Az endotél permeabilitdsban
bekovetkezd eltérések az ellentétesen hatd endogén mediatorok aktudlis egyensulyat

tikrozik.
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1.1.2 Az EC citoszkeleton

Az EC citoszkeleton elemei, a mikro-, intermedier és makrofilamentumok,
biztositjak a sejtek alakjat, mechanikai szilardsagat, polaritasat és mozgasat. Mindharom
fehérje monomerekbdl felépiild polimer, melyek szabélyozott, gyors datalakuldsra
képesek. Az EC citoszkeleton stabilitdsa és dinamikus at/Gjrarendez6dése befolyasolja az
endotél sejtek alakjat és mobilitasat, ezzel a monolayer integritasat, illetve kiilonb6zd
stressz hatasokra adott valaszat is.

Az aktin filamentumok és az EC permeabilitds kozotti kapcsolatot mar viszonylag
koran felismerték. A mikrofilamentumok felbomlédsat okoz6 citokalazin D példaul az EC
monolayer permeabilitasat tobbszorosére ndveli. Trombin kezelés kovetkeztében is
atrendezddik az aktin citoszkeleton, a kortikalis aktin mennyisége csokken ¢és
stresszkabelek alakulnak ki, ami egylitt jar a monolayer permeabilitdsdnak
emelkedésével. Az endotél sejtek alakvaltozasanak (kontrahalt-relaxalt) és motilitdsdnak
egyik f6 molekularis motorja az aktinnal asszocialoédé miozin II, ami két nehézlancbol
(200-204 kDa) ¢és a nehézlancokhoz kapcsolodo két-két konnytilancbol (17 kDa és 20
kDa) 4ll6 komplex. Az intermedier filamentumok és a mikrotubulusok szerepe az endotél
barrier funkciojaban kevésbé ismert. Az EC permeabilitds a mikrotubulusok stabilitasaval
egyiitt valtozik: a mikrotubulus rendszer felbomlasat kivaltd nokodazol vagy vinblastin
kezelések kovetkeztében az aktin citoszkeleton szerkezete megvaltozik és nd a
permeabilitas, amit a mikrotubulusokat stabilizalo paclitaxel mérsékel. A mikrotubulusok
endotél barrierre kifejtett hatdsdnak pontos mechanizmusa ugyan még nem ismert, de az
eredmények a mikrofilamentumok és a mikrotubulusok kozotti parbeszéd lehetdségére
utalnak.

1.1.3 Az EC sejtkapcsolo strukturdi

A vaszkuldris endotél sejtek kozott rés (gap), adherens és szoros sejtkapcsold
struktarak miikodnek, melyek koziil a paracellularis permeabilitasban az utobbi kettének
van jelentOsége. A szoros kapcsolatok partnerei a citoszolban tobbek kozott a ZO (zonula
occludens) és a MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) fehérjecsaladok tagjai.
Az EC adherens kapcsolatainak transzmembran fehérjéi tovabbi specifikus intracellularis
kolcsonhatd partnereken keresztiil az aktin citoszkeletonhoz horgonyzodnak, ami
stabilizalja a sejtkapcsolatokat, de azok nyitasat-zarasat is szabalyozza. Az EC adherens
kapcsolataiban egy specifikus kadherin, a VE (vascular endothelial)-kadherin

transzmembran fehérje taldlhatd, ami minden ér- és endotél sejttipusban jelen van. A




dc_894 14

molekula C-terminalis, intracellularisan elhelyezkedd része kotédik elsddleges
intracelluldris partnereihez (p-katenin, plakoglobin és p120), amelyek tovabbi aktin-kotd
fehérjékkel kapcsolodhatnak.

1.2 Reverzibilis fehérje foszforilacio az endotél barrier szabalyozasaban

Az EC citoszkeletonja és sejtkapcsold struktarai fehérje-fehérje kolesonhatasaik
révén szamos jelatviteli utvonallal vannak szoros kapcsolatban, melyek kialakulasukat,
stabilitasukat ¢s dinamikus atrendezddésiiket szabalyozzak. Ezen jelatviteli palyak
szerves része a reverzibilis fehérje foszforilacio Ser-, Thr-, illetve Tyr-oldallancokon.

Az endotél sejtek barrier funkcioja, a paracellularis rések kialakulasa fiigg az aktin
citoszkeletonhoz kotheté kontraktilis ¢és adhézios erdk egyensulyatol. Ennek
szabalyozasaban a simaizom kontrakcidohoz hasonléan az aktinhoz asszocialodo fehérjék
reverzibilis foszforilacigjat katalizald protein kinadzok és foszfatdzok vesznek részt.

1.2.1 Az endotél miozin konnyiilanc kinaz
¢s az MLCK aktivitas kozponti szerepét koran felismerték. Aktiv MLCK fragmentum
kozvetlen EC-be vald juttatidsa utdn, valamint gyulladaskeltd agonistdk, trombin és
hisztamin hatdsara az MLC gyorsan foszforilalodik és az EC monolayer permeabilitdsa
megnd, amit az MLCK gétldsa mérsékel.

Az endotél MLCK biokémiai vizsgalataval és klonozasaval egy 214 kDa méretii
fehérjét azonositottak (EC MLCK). A simaizom MLCK-hoz (SM MLCK) hasonlitva az
EC MLCK mérete nagyobb, N-termindlisan egy olyan 922 aminosavbol all6 szakasz van,
ami a SM MLCK-ban nem taldlhaté meg és funkcidjat nem ismerték. A fehérje C-
termindlis részének domén szerkezete megegyezik a kisebb méretli kindz szerkezetével,
¢s aminosav szinten is >90% az azonossag. Az EC MLCK tobb splice varians formajat
klonoztak, melyek koziil dominansan az EC MLCK-1 és 2 expresszalodik. Az EC MLCK
szekvencidajaban tobb potencialis Tyr-foszforilacios hely talalhato, ami felveti annak
lehetoséget, hogy az endotél barrier reverzibilis Tyr-foszforilacion keresztiili
szabalyozasaban az EC MLCK kulcsszereplo lehet.

1.2.2 Ser/Thr-specifikus protein foszfatizok

A foszfo-Ser/Thr oldallancokra (réviden Ser/Thr-) specifikus protein foszfatazok
tobbsége tobb alegységbdl all. A holoenzimekben a katalitikus aktivitasért felelds
alegység mellett egy vagy tobb regulator alegység is jelen van, melyek a megfeleld helyre

és/vagy szubsztratokhoz iranyitva szabdlyozzdk a foszfatazt. A Ser/Thr-specifikus
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foszfatazok katalitikus alegységei két géncsalad termékei, eszerint megkiilonboztetiink
foszfoprotein foszfatazokat, PPP, és fémion-fliggd foszfatdzokat, PPM. A kordbbi,
biokémiai tulajdonsdgokon alapuld osztalyozas és elnevezés szerinti protein foszfatdz 1
(PP1) és protein foszfataz 2A (PP2A) a PPP csaladhoz tartozé enzimek.

1.2.3 Miozin foszfataz az endotél sejtekben

A simaizom miozin foszfatdz a PP1 P izoforma katalitikus- (PP1c) és két regulator
alegységbdl all, a nagyobb, ~130 kDa méreti MYPT1 (myosin phosphatase target subunit
1) és a 20 kDa-os M20 alegységekbdl. Specifikus protein foszfataz gatloszerekkel végzett
vizsgalatok az endotél MLC defoszforildcidjaban is a PP1 aktivitds domindns szerepére
utaltak. Az endotel miozin foszfatdz alegységeit és azok fehérje kélcsonhatasait azonban
nem jellemezték.

1.2.3.1 A MYPT fehérjecsalad

A MYPTI fehérjét egyetlen gén kodolja, az N-terminalis részén taldlhaté *>KVKF®
PP1c kétémotivummal kapcsolodik elsddlegesen a PP1 katalitikus alegységhez, valamint
két nuklearis lokalizacids szignalt és hét ankirin ismétlodést is tartalmaz, utdbbiak a
foszforilalt miozin konnyiildnccal vald kdlcsonhatdsban jatszanak szerepet. A fehérje
kozEpsé/C-terminalis fele, amit autoinhibicidos doménnek is tartanak, tobb helyen
foszforilalhatd. A Thr696 oldallanc foszforilacidjat tobb kindz, példaul Rho kinaz is
katalizalhatja, amely a miozin foszfatdz gatlasat okozza. A gatlé hely defoszforilaciojaért
a PP2A ¢és PP2B foszfatazokat tartjak felelosnek.

A MYPTl-et és a vele szerkezeti rokonsagot mutatd tovabbi fehérjéket, melyek
eltérd gének termékei, az tin. MYPT fehérjecsaladba soroljuk. A MYPT2, MBSSS,
MYPT3 és a TIMAP feltételezhetéen szintén a PP1 regulatoraiként funkcionalnak. A
MYPT3 és a TIMAP mérete 58, illetve 64 kDa. Mindkét fehérjében megtalalhaté az N-
terminalishoz koézeli PPlc kotomotivum és az azt kovetd ankirin ismétlodések, de a
MYPT1 Thr696 gatlo foszforilaciés helyével ekvivalens aminosav oldallancot nem
azonositottak. C-termindlisuk is eltér a csaldd tobbi tagjatol, prenildcids motivumot

A TIMAP (TGF-B1 inhibited membrane associated protein) fehérjét glomerulalis
endotél sejtekben azonositottdk reprezentacids differencial analizis soran. TGF-BI1
jelentdsen csokkenti a TIMAP mRNS szintjét, ezért feltételezhetd, hogy a TIMAP-nak
fontos szerepe lehet az endotéliumban tortént TGF-B1 okozta valtozasok

helyreallitdsdban. Mas sejttipusokkal Osszehasonlitva a TIMAP expresszios szintje az
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endotél és hematopoetikus sejtekben igen magas. Patkany szovetek immunhisztokémias
festése alapjan a TIMAP a vaszkularis endotéliumban talalhatdé meg a legnagyobb
mennyiségben. 4 MYPT fehérjékhez valo hasonlosag alapjan feltételezheto volt, hogy a
TIMAP is szabalyozhatia a PPlc-t, de lehetséges élettani szerepérdl és kolcsonhato
partnereirdl kevés informdcio all rendelkezésre.
1.2.4 Protein foszfataz 2A és a citoszkeleton

Az endotél sejteken PPP gatloszerekkel végzett korai kutatasok arra hivtak fel a
figyelmet, hogy az EC citoszkeleton és barrier funkcid szabédlyozdsdban az MLC
foszforilacigjatol fiiggetlen mechanizmusoknak is szerepiik van, melyekben a PP2A-nak
lehet funkcidja. A PP2A az MLC defoszforilacidjaban in vivo nem vesz ugyan részt, de
tobb, a citoszkeletonhoz kapcsolodd fehérje defoszforilacigjat katalizalja. Aktin-koto
fehérjéket, kaldezmon, kofilin és HSP27, valamint a mikrotubulusokkal asszocialodé tau
fehérjét is a PP2A citoszkeletdlis szubsztratjaiként irtak le mas sejttipusokban. Az
elsdsorban idegi sejtekben jellemzett tau fehérje foszforildcidja befolyasolja a tau
mikrotubulusokra kifejtett stabilizdlo hatasat. A tau tobb foszforildlhatdo Ser oldalldnca
koziil a Ser262-r6l kimutattak, hogy annak foszforilacidja gyakorlatilag megsziinteti a tau
mikrotubulusokhoz valé kotédését. Endotél sejtekben a mikrotubulusok és a PP2A ko-
lokalizaciojat talaltak, am karcinoma-eredetli angiogenetikus faktorok a PP2A eloszlasat
diffizabba tették, a mikrotubulusok pedig feloldodtak. Vaszkularis endotél sejtekben
oxidativ stressz kovetkeztében a p38 MAP-kinaz utvonal aktivalodasat, a HSP27 fehérje
foszforilacigjat és F-aktin kialakulasat figyelték meg. A fentiek alapjdn a folyamatot a
PP2A teheti reverzibilissé. Bar a jelatviteli folyamatok részletei még nem ismertek,
mindezek azt sugalljak, hogy a PP2A aktivitas az endotél citoszkeleton szerkezetének
szabdlyozasaban esszencialis.

1.2.5 Sejtkapcsolo fehérjék és a PPP foszfatizok

Az endotél sejtek adherens ¢és szoros kapcsolatait alkotd  fehérjék
kapcsolodasat/kolcsonhatasat befolyadsolja a résztvevok Ser/Thr és Tyr oldallancainak
foszforilaltsaga. Akar ugyanazon fehérje Ser/Thr és Tyr foszforilacidja is jelentds lehet a
sejtkapcsolo struktirdk kialakuldsdban és atrendezédésében. A sejtkapcsolo fehérjék
defoszforilaciojarol, a szabalyozdasban szerepet jatszo protein foszfatazokrol azonban

keveset tudunk.
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1.3 Adaptor fehérjék

Az adaptor vagy allvany fehérjék specifikus fehérje kolcsonhatasok, jelatviteli
fehérje komplexek kialakulasat segitik a sejt kiilonb6z0, de meghatarozott szubcellularis
régidiban. Enzimatikus aktivitdssal jellemzden nem rendelkeznek, ellenben lehetévé
teszik a hozzajuk kotddd mas fehérjék parbeszédét, és ezzel a jelatvitelt segitik.

1.3.1 RACK1

A RACKI (receptor for activated C kinase 1) adaptor fehérje elnevezése az aktiv
konformacioban 1évé PKCPII-vel vald kolcsonhatasara utal, de ma mar szdmos egyéb
kolesonhato partnere ismert. A RACK1 mind a hét ugynevezett WD ismétlddo szerkezeti
eleme ~40 aminosavbdl all, melyek tobbnyire Trp-Asp (WD) dipeptiddel végzodnek. A
fehérje haromdimenzios szerkezetét ez a hét WD ismétlédés hatdrozza meg, amelyek
propeller-szeriien rendezédnek. A WD-ismétlddésekbdl allo fehérjék akar tobbszords
fehérje kolcsonhatdsokra is képesek, igy a RACKI is szamos jelatviteli folyamat
résztvevoje.

1.3.2 NHERFI1/EBP50 és NHERF? fehérjék

Az NHERF (Na'/H™ exchanger regulatory factor) fehérjecsaladba négy adaptor
fehérjét sorolnak, ezek az NHERF1/EBP50, az NHERF2/E3KARP, az NHERF3/PDZK1
¢s az NHERF4/IKEPP. A csalad tagjai kettd vagy négy PDZ fehérje interakciés domént
tartalmaznak. Az NHERF fehérjéket elsddlegesen a Na'/H' cseréld-3 (NHE3) fehérjére
kifejtett esszencialis szabalyozo szerepiik kapcsan tanulmanyoztak epitél sejtekben, de a
sejt mas jelatviteli folyamataiban is kozremitkddnek, erre utal tobbféle elnevezésiik is. Az
EBP50 ¢és az NHERF2 elsddleges szekvencidja 57%-ban azonos, domén szerkezetiik
pedig egyforma.

Az EBP50 tobb kinazzal is foszforilalhato, a foszforilacio pedig befolyasolhatja a
fehérje kolcsonhatéasait. A Ser337/Ser338 PKC altali foszforilacioja eldsegiti az adaptor
fehérje oligomerizacidjat. Az EBP50 Ser279 és Ser301 oldallancait a mitozis soran a
ciklin dependens kindz 1 (Cdkl) foszforildlja, ami a fehérje oligomerizacidjat gatolja,
viszont eldsegiti kolcsonhatasat mas fehérjékkel. Az EBP50-et defoszforildlo protein
foszfatazokat azonban még nem azonositottak. Az NHERF2 fehérjében az EBP50-nel
homolog foszforilacios helyek nem talalhatoak meg, foszforilacigjarol nem tudunk.

Az EBP50 és az NHERF2 C-termindlisan ERM (ezrin-radixin-moezin)-k6té domén
van. Az EBP50 (ERM-binding phosphoprotein 50) név is az ERM fehérjékkel vald

kolcsOnhatasra utal.
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1.3.3 Az ERM fehérjék

Az ERM fehérjék a plazmamembran és az aktin citoszkeleton kozotti kapcsold
fehérjék, ezaltal a sejtkortex stabilizdlasaban vesznek részt, de jelatviteli folyamatokat is
koordinalnak. Kozvetlenlil kotddhetnek transzmembran  fehérjékhez, adhézids
molekuldkhoz, de a membrannal valé kdlcsonhatdsukban gyakran adaptor fehérjék is
szerepet jatszanak, mint példaul az EBP50 és az NHERF2. Az ezrin, radixin és moezin
fehérjék elsddleges szerkezete nagyon hasonld, domén felépitésilk megegyezd, N-
termindlis végiikon egy FERM/ N-ERMAD domén van, ezt egy a-helikalis domén koveti,
C-termindlis résziikon pedig C-ERMAD domén taldlhaté. Ennek ellenére,
szovetspecifikus megjelenésiik és néhany egyéb eltérés alapjan feltételezik, hogy élettani
funkcidikban eltérések lehetnek. A N-ERMAD ¢és C-ERMAD domének kozott
intramolekularis kdlcsonhatds alakulhat ki, ami a kotddo felszineket mas fehérjékkel vald
kolcsonhatas eldl elrejti, az ERM fehérjéket inaktiv forméaban tartja a citoplazmaban. C-
ERMAD résziikon egy konzervalt Thr oldallancot tartalmaznak, melynek Rho kinaz,
PKCa vagy PKCO altali foszforilacioja konformacié valtozast okoz, az intramolekularis
kolesonhatds megsziinik, a fehérje kinyilik és aktiv, kdlcsonhatdsra képes formaba kertil.
A N-ERMAD transzmembran fehérjék (pl. CD44, ICAM) citoplazmaban 1év6 részéhez
vagy allvanyfehérjékhez kotdédhet a citoplazméaban, a C-ERMAD pedig az F-aktinhoz
kapcsolodik.

2. CELKITUZESEK

Az endotél barrier funkci®6 mechanizmusdnak megismerésére iranyuld eddigi
kutatdsok annak Osszetett jelatviteli folyamatokon keresztiil torténd szabalyozasat
igazoltak. Bar ezekrdl a jelatviteli palyakrol ismereteink még hianyosak, a reverzibilis
fehérje foszforilacid jelentdsége nem kétséges. Az értekezésben Osszefoglalt kisérletes
munka sordn a miozin konnytilanc kinaz (MLCK), valamint a protein foszfataz 1 és 2A
(PP1 és PP2A) enzimek szabdlyozésat, funkciojat, lehetséges szubsztratjait, regulator
alegységeit és fehérje kolcsonhatd partnereit tanulmanyoztuk tiidé artéria endotél
sejtekben, hogy a vaszkularis endotél sejtek fizioldgiai miikodését jobban megérthessiik.
Vizsgalataink fo célkitiizései, megvdlaszolando kérdései az alabbiak voltak:

e Szerepe lehet-e az endotél miozin kdnnyiilanc kinaz szabéalyozasaban az enzim tirozin

foszforilacidjanak?
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¢ A miozin foszfataz (PP1-MYPT1) jellemzése tiid6 artéria endotél sejtekben; hogyan
befolyasolja a PP1 katalitikus és MYPT1 regulator alegység az endotél barrier funkciot.

¢ Az endotél sejtekben magas szinten expresszaloddo TIMAP fehérje tanulményozasa:

A TIMAP és a PP1 katalitikus alegysége kozotti kolesonhatas vizsgélata. Mi a TIMAP
¢lettani funkciodja a vaszkularis endotéliumban?

e A PP2A enzim lehetséges szerepének tanulméanyozédsa az endotél citoszkeleton,
sejtkapcsolo strukturak és barrier funkcid szabalyozasaban. Milyen, a citoszkeleton
szerkezetét ¢és az endotél barriert befolyasold fehérjék foszforilacids szintjének
szabalyozasaban vesz részt a PP2A a vaszkularis endotéliumban?

oA PPl ¢és PP2A fehérje-partnereinek vizsgalata tiidé endotél sejtekben és a
kolesonhatasok jelentdségének feltardsa. A TIMAP 1j kolcsonhatd fehérje-partnerének
azonositasa. Hogyan befolyésolja a kdlcsonhat6 partner a PP1c aktivitasat és az endotél
barrier funkciot? NHERF adaptor fehérjék tanulmanyozasa endotél sejtekben. Melyik
Ser/Thr-specifikus protein foszfataz tipus felelés az ERM fehérjékhez kotddo EBP50

fehérje defoszforilacigjaért?
3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalataink sordn sziikséges molekuldris bioldgiai technikdkat (RNS, DNS
izolalas, cDNS konyvtarsziirés, PCR, RT-PCR, vektor konstruktok eldallitasa ¢és
transzformdlds) a standard protokollok szerint végeztik. Rekombinans fehérjék
baktériumban torténd termeltetéséhez pGEX-4T (GE Healthcare Life Sciences)
expresszios rendszert alkalmaztunk.

Sejtek tenyésztése. Kisérleteinkhez marha (BPAEC, ATTCC) és human (HPAEC, Lonza)
tiido artéria makrovaszkularis illetve human tiidé mikrovaszkularis (HLMVEC, Lonza)
endotél sejteket, valamint HEK 293T és AD-293 (Stratagene), MCF7 és HeLa (ECACC)
sejteket hasznaltunk, melyeket minden esetben a forgalmazo altal ajanlott médiumban
tenyésztettiink.

Sejtek szinkronizdlasa. A marha tiidé artéria endotél sejteket kettds timidin blokkal
szinkronizaltuk G1/S fazisban. A sejteket 16 o6ran keresztil 2 mM timidin tartalmu
tapoldatban tartottuk, majd médiumot cseréltiink és 8 6ran keresztiil komplett médiumban
tenyésztettiik. Az elsé blokk utdn a teljes G1/S blokkot 16 6ran keresztiili 2 mM timidin
tartalmt tapoldatban valo kezeléssel értiik el. A sejteket a G2/M fazisban vald

szinkronizécidhoz 80 ng/ml nokodazollal kezeltiik 14-16 6ran at.
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Transzfekcio. A sejteket 80% konfluencia elérésekor a megfelelé emlds expresszids
vektor konstrukttal transzfektaltuk FuGENE HD (Roche) vagy Lipofectamine 2000
(Invitrogen) transzfekcios reagens jelenlétében a gyarto leirdsa szerint. A felhasznalasig
sziikséges poszttranszfekcids id6t az egyes fehérjékre optimalizaltuk.
Immunfluoreszcencia és mikroszkopia. A sejteket 0,2% zselatinnal eldkezelt {liveg
fedolemezeken tenyésztettik ¢és 3,7% paraformaldehidet tartalmaz6 PBS/TBS-sel
fixaltuk. A mintékat 0,5% Triton X-100 tartalmi PBS/TBS oldattal permeabilizaltuk 15
percig, majd specifikus elsddleges, ezt kovetden fluoreszcens festékkel konjugalt
masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A fedélemezeket ProLong Gold Antifade médium
segitségével targylemezekre rogzitettik. A képeket Carl Zeiss Axioskope-20
mikroszkoppal rogzitettik. A konfokalis felvételeket Olympus Fluoview FV1000
konfokalis mikroszkoppal vettiik fol.

Immunprecipitacio. A sejteket mosas utdn immunprecipitacios (IP) pufferben (20 mM
Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM natrium vanadat, 1% NP-40)
tartuk fel. Centrifugdlds utan a feliilliszohoz a nem specifikus kotddés megelézésére
protein G Sepharose-t (GE Healthcare) adtunk és 4°C-on 3 o6ran keresztiil finoman
kevertettilk, majd centrifugalassal eltavolitottuk. Az igy elGtisztitott sejtlizditumot a
megfeleld antitesttel inkubaltuk 4°C-on 1 o6raig, majd az elegyhez friss protein G
Sepharose-t adtunk és egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk. A mintakat haromszor mostuk
IP pufferrel, majd 1xSDS mintapufferben féztiikk 5 percig, centrifugéltuk és a feliiliszot
SDS-PAGE, Western blot kisérletekben hasznaltuk fel.

Sejtfrakciondlds. A sejtek citoplazma és sejtmag frakcidinak el6allitasat a ProteoJET™
Cytoplasmic and Nuclear Protein Extraction Kit (Thermo Scientific) felhasznalasaval, a
protokollban leirtak szerint végeztiik. A frakcionalds hatékonysdgat immunoblottal
ellendriztiik, PB-tubulin antitestet hasznaltunk citoplazma markerként, mig lamin A/C
antitestet magi markerként. A membran frakcio kinyeréséhez a ProteoJET™ Membrane
Protein Extraction Kit-et (Thermo Scientific) hasznaltuk a gyart6 altal ajanlott leirasnak
megfeleléen. A membran frakci6 tisztasagat CD31 antitesttel ellendriztiik.

SIRNS transzfekcio. A csendesiteni kivant fehérjére specifikus SMARTpool siRNS-t
illetve a kontroll siRNS-t (ON-TARGETplus siCONTROL nontargeting pool)
DharmaFECT-4 (Thermo Fisher Scientific, Inc) transzfekcios reagenssel mértiik 6ssze a
gyartd ajanlasa szerint. A felhasznalasig sziikséges posztranszfekcidés idot az egyes

fehérjékre optimalizaltuk.
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SDS-PAGE és Western blot. A sejtek molekulatomeg szerinti elvalasztasat 10-15% SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel végeztiikk. Az elektroforézist kovetden az elvalasztott
fehérjéket 0,45 um porusméretii Hybond ECL nitrocellul6z membranra (GE Healthcare,)
transzferaltuk. A membran szabad kotdhelyeit 5% tejport tartalmazd TBST oldattal
blokkoltuk, majd a primer és szekunder antitesttel 1 6ran keresztiil inkubaltuk. A kotodott
antitesteket kemilumineszcencids modszerrel detektaltuk rontgenfilmen vagy FluorChem
FC2 Imager rendszer segitségével.

GST-pull down. A GST-taggel fuzionalt fehérjéket tartalmazo baktériumokat hideg lizis
pufferben (50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,1% Tween 20, 0,2% 2-mercaptoetanol, proteaz
inhibitorok) szonikaltuk. A lizatumot centrifugaltuk, majd a feliilliszohoz glutation
Sepharose 4B-t adtunk, és 4’C-on lassu forgatas mellett immobilizaltuk a fehérjéket. A
nem kotddd fehérjéket mosassal eltdvolitottuk. Az endotél sejteket hideg lizis pufferben
feltartuk, szonikaltuk, majd centrifugaltuk. A feliiliszot a Sepharose-on immobilizalt
fehérjékhez adtuk, majd 2-6 6ran at hidegben forgattuk. Ezutan a Sepharose-t haromszor
mostuk PBS-sel, majd 1xSDS mintapufferrel f6zve elualtuk a kotodott fehérjéket.
Rekombindns adenovirus elodllitasa az AdEasy Adenoviral Vector System (Stratagene)
felhasznalasaval tortént a gyartod protokollja szerint.

In vitro protein foszfatiz aktivitds mérés. A protein foszfataz aktivitast [y->2P]-ATP-vel
foszforilalt miozin konnyli lanc illetve moezin szubsztrattal mértiik. A rekombindns
moezin fehérjét Rho-kinazzal (0,4 U/ml) foszforilaltuk Rho kinaz puffer jelenlétében (20
mM MOPS (pH 7,2), 25 mM glicerofoszfat, 0,5 mM EGTA and 0,5 mM DTT 1 uM
mikrocisztin LR, 5 mM MgCl, és 0,2 mM ATP).

TIMAP in vitro foszforilacioja. A rekombinans vad tipusi GST-TIMAP—ot eldszor a
PKA katalitikus alegységével (200 U PKA/1 mg fehérje) foszforilaltuk, majd a kétszer
foszforilalt GST-TIMAP eldallitasdhoz GSK3B (500 U GSK/I mg fehérje) kinazt
alkalmaztunk.

ECIS méresek és in vitro sebgyogyulasi assay. Az endotél sejtek barrier funkcidjanak,
sebgyogyulasi képességének illetve a sejtek migratorikus képességének mérésére nagy
érzékenységli, nem invaziv biofizikai moddszert alkalmaztunk (Electric cell substrate
impedance sensing system, model Z6, Applied BioPhysics Inc.). A transzendotél
elektromos ellendllds (TER) novekedése a barrier funkcid stabilizalédasat, mig

csokkenése a barrier funkcid gyengiilését jelzi.
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Feliileti plazmon rezonancia. A TIMAP kiilonb6z6é formai és a PPlc kozotti
kolesonhatast feliileti plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel vizsgaltuk Biacore 3000
késziilekkel. CM5 szenzor chip feliiletére anti-GST antitesten keresztiil GST-taggel
expresszalt fehérjéket kotottink ki. A fehérje-fehérje kolcsonhatds kinetikai
paramétereinek meghatarozasara rekombinans PPlc-t injektaltunk a felszinre. Az id6
fiiggvényében abrazolva az immobilizalt fehérjékhez kotddott PP1c mennyiségének (RU)
novekedését, gorbéket (szenzogrammokat) kaptunk, amelyek kiértékelését a
BIAevalution 3.1 szoftver (Biacore) segitségével végeztiik.

Matrigel vizsgdlat. Az endotél sejtek érképz6 tulajdonsagat BD Matrigel”™™ Basement
Membrane Matrix (BD Biosciences) segitségével vizsgaltuk a gyartd utasitdsainak
megfelelden. A kontroll és siRNS-sel transzfektalt BPAEC-t (~1x10° sejt/minta)
Matrigel-lel boritott p-Slide (Ibidi) lemezekre helyeztiik, majd CO, termosztitban
tenyésztettiik 8 oran at. A tenyésztés ideje alatt a mintakat dranként fénymikroszkdppal
ellendriztiik. Az 0t 6ran at tenyésztett mintakat 2% paraformaldehiddel fixaltunk, 0,5%
Triton-X-el permeabilizaltuk a sejteket, és blokkolas utdn CF594 konjugalt falloidinnel
festettiik az aktin filamentumokat. Western blot-hoz a sejteket tartalmazo Matrigel-t
2xSDS mintapufferben foztiik 10 percig, centrifugaltuk és a feliiliszot vizsgaltuk.
Statisztikai analizis. Az eredmények atlaganak, illetve szordsanak meghatarozasahoz az
Excel programot (Microsoft Corporation) hasznaltuk. A statisztikai elemzést szintén az
Excel program segitségével, a kisérleti koriilményektol fliggden kétmintas, illetve
onkontrollos t-probaval végeztiikk. A Western blotok értékelésekor az autoradiogramokat
egyszerli szkenneléssel digitalizaltuk, illetve mar eleve digitalizalt formaban nyertiik

FluorChem FC2 multi-imager berendezéssel és ImageJ 1.42q programmal értékeltiik ki.
4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES
4.1 Az MLC reverzibilis foszforilacidja az EC-ben

Az endotél sejtkontrakcid és barrier (gat) funkcid szabalyozasdban kozponti
szerepet jatszik az aktin-miozin kélcsonhatas és az MLC Ca®'/kalmodulin fliggd MLCK
altali foszforilacidja. A trombin receptorahoz vald kotddése a sejten beliill megemeli az
inozitol triszfoszfat szintjét, ami a Ca*" koncentrécio novekedéséhez, ezzel az MLCK
aktivalodasdhoz, MLC foszforilaciohoz vezet. Aktin-miozin kdlcsonhatds jon létre, a
sejtek kontrahdalnak, kozottiik rések jelennek meg, és az EC monolayer permeabilitasa

megnd. A folyamatot a miozin foszfataz teszi reverzibilissé, ami az MLC
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defoszforilaciojaért felelds. A trombin a RhoA/Rho kindz utvonal aktivalasaval a miozin
foszfataz oldalarol is az MLC foszforilacio szint ndvekedését segiti. A Rho kinaz a
miozin foszfatdz regulator alegységét foszforilalja, ezzel gatolja az MLC

defoszforilaciojat, ugyanakkor a MLC foszforilacigjat is katalizalhatja.

CaM ——>| Ca?f/CaM

<@

RhoK, aktiv |« -- | RhoK, inaktiv

P-Tyr464
P-Tyr471

Az MLC reverzibilis foszforildciojanak szabalyozasa endotél sejtekben.

4.1.1 Az endotél miozin konnyiilanc kinaz
Sejt-permedbilis diperoxovanadat alkalmazasaval EC MLCK aktivitdsnovekedést és

------

talaltuk kortaktin és p60%“ fehérjékkel. A kortaktin egy aktin-k6td fehérje, amely szintén
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foszforilalhaté a p60 kinazzal. In vitro kotédési vizsgalatokkal is kimutattak a kortaktin
és az EC MLCK kolcsonhatasat, amit a két fehérje p60°“ foszforilacioja fokozott [1]. A
szerzOk feltételezik, hogy a kortaktin-EC MLCK kolcsonhatas a kortikalis aktin szerkezet
kialakuldsaban/atrendezddésében lehet jelentds. A Src-kortaktin-MLCK komplexet egy
hepatdma sejtvonalon is igazoltdk, ahol a sejttérfogat szabalyozasaban vesznek részt [2].
Eredményeink szerint az EC MLCK N-terminalis, 922 aminosavbdl allo, csak erre a
sejttipusra jellemzd szakasza a fehérje kindz aktivitasanak szabalyozédsaban jatszik
szerepet.  In vitro vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az EC MLCK-1 p60”* altali
foszforilacioja ndvelte annak aktivitasat. A foszfo- és defoszfo EC MLCK-1 Ca*’
koncentraci6 fiiggését hasonlonak talaltuk, a fél-maximalis aktivalashoz sziikséges pCa
értéke 6,56, illetve 6,50. A p60°“-kal kezelt, foszforilalt EC MLCK-1 aktivitisa az MLC
szubsztrattal szemben a vizsgalt Ca*" koncentraci6 tartoményban azonban kozel kétszer
nagyobb volt, mint a nem foszforilalt EC MLCK-1 aktivitasa. Az EC MLCK-1 splice
varians formajat a p60”° két olyan Tyr oldallancon (Tyr464 és Tyrd71) foszforilalta,
amelyek a masik, az EC-ben szintén domindnsan expresszalodo, 2-es varidnsbol
hidnyoznak. Eredményeink az EC-ben dominansan expresszalodo két EC MLCK splice
varians eltéré szabalyozasara utalnak.

Ujabb eredmények szerint az EC MLCK c-Abl kindzzal is foszforilalodik négy Tyr
oldallancon, ami szintén ndveli a kindz aktivitasat. A négy foszforilacios hely az endotél
MLCK-ra jellemz6 N-terminalis szakaszon van, és koziiliikk egy, a Tyr464, megegyezik az
altalunk azonositott egyik Src foszforilacids hellyel, ami csak az 1-es variansban van
jelen [3, 4]. Ugy tiinik, hogy a p60”* kizarélag az EC MLCK-1, mig a c-Abl kinaz
mindkét EC MLCK varians aktivitasat befolyasolja. Az ijabb eredmények arra is utalnak,
hogy az EC MLCK sejten beliili specifikus lokalizacidja és szabalyozasa/kolcsonhato
partnerei révén az endotél sejtréteg permeabilitdsat ndveld hatdsa mellett a barriert erdsitd

folyamatokban is részt vesz.
4.1.2 Az endotél miozin foszfataz

Az MLC defoszforilacidjat katalizalé endotél miozin foszfatdz vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a PPlc B izoformdja asszocidl az EC kontraktilis fehérjéivel, a
miozinnal és az aktinnal. A PPlc kiilonbozé izoformainak kapcsolodasat a MYPT1
regulator fehérjével kordbban simaizomban vizsgalva az izoformak nagyfoka hasonlosaga

ellenére azt talaltdk, hogy a miozin foszfatdzban a MYPT1 kizarélag a PP1cp-hoz kotédik
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[5], ami &sszhangban van az altalunk taldltakkal. EC-ben a MYPT1 két varidnsanak
kifejezodését mutattuk ki, mindketté kolcsonhat a PP1cB-val. A két varianst ugyanaz a
gén kodolja, a V2 formabol hianyz6 56 aminosavbol allo, az exonl5-nek megfeleld
szakasz a fehérje kozEépso részére esik. A hiany nem érinti az ankirin ismétlédéseket és a
gatld, Thr696-os oldallancot, st a PPlc kotémotivumot sem. Mégis, a V2 forma
immunprecipitacios vizsgalataink alapjan valamivel kisebb mértékben kot6dott a PP1cp-

Az EC miozin foszfatdz mindkét alegységérdl kimutattuk, hogy részt vesznek az
EC permeabilitds szabalyozasdban. A MYPT1 autoinhibiciés doménjét nem tartalmazéd
mutansaval, ami a PP1c-vel egy folyamatosan aktiv miozin foszfatdz format képezhet, a
trombin EC permeabilitast ndveld hatasat jelentésen mérsékelni tudtuk. Ez egyrészt
megerdsiti a miozin foszfataz kdzponti szerepét az EC barrier szabalyozésaban, masrészt
a miozin foszfatdz aktivitdis MYPT1-en keresztiil torténd szabalyozasat is igazolja.

Az ATP és az adenozin extracellularis koncentracidja metabolikus stressz vagy a
sejtek sériilése kovetkeztében né [6]. Ezzel 6sszhangban, a tiido gyulladasa vagy traumaja
soran a nukleotid bonté CD39 és CD73 enzimek expresszios szintje is emelkedik [7, 8].
Tiid6 EC-n végzett vizsgalatok szerint az ATP és az adenozin a barrier funkciot erdsiti,
tobbek kozott MLC foszforilacio szint csokkenést és a miozin foszfatdz szerepére utald
eredményeket irtak le [9, 10]. TER méréseink szerint a PP1cp, vagy a MYPT1 hidnyaban
mind az ATP, mind az adenozin barriert erdsitd hatdsa jelentésen mérséklddott,
alatdmasztva a miozin foszfatdz és a PPlcP izoforma esszencidlis szerepét az EC
kontraktilitas szabalyozasaban.

A miozin foszfatdz MYPT]1 alegysége ankirin ismétlédései és C-terminalis régidja
révén szamos fehérjével 1étesithet kolcsonhatast, igy az MLC-n kiviil mas reverzibilis
foszforilacidval szabalyozott fehérjékhez is kotddik, és szabalyozza azok foszforilacids
szintjét. A MYPT1 wvaridnsai és az ERM csalad tagjai kotddésében eltéréseket
tapasztaltunk, ami az ERM fehérjék és a MYPT1 variansok sejten beliili eltérd szerepére
utal. Az ERM fehérjék aktiv konformacidjukat konzervalt Thr oldalldncuk
foszforilaciojaval érik el, amit a Rho kinz katalizalhat. fgy a Rho kindz az MLC, az
ERM ¢és a MYPTI1 fehérjék foszforilaciojaval egyarant a sejtkontrakciot és az ezzel
egylittjar6 permeabilitds novekedést segiti eld, mig eredményeink szerint a miozin
foszfataz az MLC ¢és az ERM fehérjék defoszforilaciojaval az EC barrier integrités

fenntartasat/helyreallitasat biztosithatja.
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4.2 A protein foszfataz 2A szerepe az endotél barrier szabalyozasaban

Endotél sejteken és mas sejttipusokon végzett vizsgalatok is a PP2A és a
citoszkeleton fehérjéi kozotti kapcsolatra utaltak. A PP2A specifikus gatlasaval igazoltuk,
hogy az endotél permeabilitas szabalyozasdban a miozin foszfatdz mellett a PP2A is részt
vesz. A PP2A gatlasa az EC kontrakciojat, az F-aktin és a mikrotubulusok atrendezddését
valtotta ki. A PP2A-t aktivald jelatviteli palyakrol kevés informacio all rendelkezésre. Ke
¢s mtsai [11] példaul a Pakl (P21-activated kinase-1) hatasat vizsgaltak trombin indukalt
EC barrier diszfunkcidban, és kimutattdk, hogy az aktiv Pakl a barrier diszfunkciot a
PP2A aktivitas fokozasaval gatolja. A PP2A-t tranziens emlds és adenovirus expresszios
rendszerrel over-expresszalva igazoltuk a PP2A aktiv szerepét az EC citoszkeleton
szerkezetének ¢€s barrier funkcidjanak fenntartasaban. A mikrotubulusok és a PP2A
kozotti asszociaciot is sikeriilt igazolnunk. A mikrotubulusok felbomlasa egyiitt jar az
MLC foszforilacids szintjének és az F-aktin mennyiségének emelkedésével [12], vagyis a
sejtkontrakcio/barrier diszfunkcio és a mikrotubulusok stabilitasa korrelalnak. A PP2A B
regulator alegységeinek csaladjaba tartozd Ba csendesitésével kapott eredményeinkbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a PP2A ABaC holoenzim formaja vesz részt a citoszkeletalis
szubsztratok defoszforilacidjaban.

A defoszforilalt tau elésegiti a mikrotubulusok kialakuldsat és stabilizald hatésa is
van. A tau foszforilaciojaban tobb kindz szerepét is leirtak, aminek fontossagat az jelzi,
hogy a foszforilacié csokkenti a fehérje mikrotubulusokhoz vald kotdédési €s stabilizalo
képességét [13]. A HSP27 a stressz-aktivalt p38 MAP kinaz kaszkad egyik terminalis
szubsztratja, ami foszforilalt formdjaban eldsegiti az aktin polimerizaciot. Tiid6 artéria
EC vizsgalataval kozvetlen kapcsolatot taldltak a p38 MAPK aktivacio és a
miktrotubulusok atrendezddése, valamint az EC barrier szabalyozas kozott [14]. EC
frakcionalds soran mindkét fehérjét a PP2A-val azonos, tubulinban gazdag frakcidoban
talaltuk. Eredményeink szerint a PP2A a tau defoszforildciojaval eldsegiti a
mikrotubulusok stabilitasat, masrészt a HSP27 defoszforilaciojaval mérsékli az F-aktin
kialakulasat, azaz mindkét folyamat altal az EC barrier fenntartdsat segiti. PP2A
nagyszamu B reguldtor alegysége révén valtozatos holoenzim formdban fordul eld a
sejtekben, ezért szamos fehérje partnere kozott a tau és a HSP27 fehérjéken tal még
tovabbi, az EC citoszkeletont és permeabilitast befolyasolo fehérje szubsztratja Iehet.

A Boa alegység ¢és ezzel egylitt a PP2A, az EC adherens kapcsolatok

szabalyozasaban is részt vesz. A PP2A specifikus gatldsa és a Ba csendesitése egyarant
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az EC adherens sejtkapcsold fehérjéinek lokalizacido valtozéasat valtotta ki, jelezve a
sejtkapcsold  struktirdk felbomlasat. Hasonléan, humén keratinocitdk okadansavas
kezelését kovetden Serres és mtsai [15] az E-kadherin, Beckers ¢és mtsai [16] HUVEC

crer

citoplazmaba.

A

EC permeabilitas novekedés

VE-kadherin

A PP2A részt vesz az EC citoszkeleton szerkezetének (A) és adherens kapcsolatainak (B)
szabalyozasaban.

Fehérjekolcsonhatast mutattunk ki a rekombinans Ba és az EC VE-kadherin, illetve
a B-katenin kozott. A két vizsgalt sejtkapcsolo fehérje kdlcsonhatasat szamos oldallancuk
(Ser/Thr ¢és Tyr) foszforilacidja befolyasolja, melyek gatoljak vagy stabilizaljak
kotodéstiket [17, 18]. Ezért a sejtkapcsolo struktirdk felbomlasa is a protein kinaz és
foszfatdz aktivitasok eltolodott egyensulyaval, a VE-kadherin és/vagy a [-katenin
megvaltozott foszforilacids szintjével indokolhato. A [-katenin Ser552 oldallanc

foszforilacidja az EC PP2A gatloszerrel vald kezelése vagy a Ba csendesitést kovetden az
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alacsony kontroll érték tobbszordsére nétt és a foszforildlt format dontéen a
citoplazmaban detektaltuk. Karcinoma és simaizom sejtekben a Ser552 foszforilacidja és
a B-katenin adherens sejtkapcsolatokban valo jelenléte kozotti kapcsolatot masok is
leirtdk [19, 20]. A PP2A a B-katenin Ser552 oldallancénak defoszforilacidjaval részt
vehet az EC adherens sejtkapcsolatok fenntartasaban, ezzel is hozzajarulva a jol mikodd

endotél barrierhez.

4.3 A TIMAP fehérje segiti az EC barrier fenntartasat

A TIMAP fehérje expresszios szintje az endotél sejtekben maés sejttipusokhoz
hasonlitva magas, 4m az endotél sejtekben betoltott fizioldgiai funkcidja és kdlcsonhatd
fehérje partnerei tekintetében ismereteink nagyon hidnyosak. Tiidé artéria EC-ben a
TIMAP-ot elsésorban a sejtmagban €s annak kozelében a citoplazmaban, valamint a
plazmamembranban detektaltuk.

A TIMAP MYPT1-gyel mutatott szerkezeti hasonlosaga alapjan feltételezhetd volt,
hogy a TIMAP a PPlc regulatora. Ezt endogén fehérjékkel bizonyitottuk, tovabba
kimutattuk, hogy a MYPT1-hez hasonl6an a TIMAP a PP1c-val van kodlcsonhatdsban. A
kolesonhatés erdsségét jellemzd asszociacids allando értéke, K,= 1,8x106, a TIMAP és a
PP1cp specifikus kolcsonhatasat igazolja. A TIMAP PKA ¢és GSK3f kindzokkal
foszforilalhato [21]. A TIMAP in vitro foszforilalt formai és a PPlcP kotddésének
erdssége a nem foszforilalt TIMAP-hoz viszonyitva nem valtozott, és az EC kiilonb6zd
agensekkel torténd kezelései sem befolyasoltdk a kolcsonhatast. Ezért tigy gondoljuk,
hogy a TIMAP a sejten beliil a PP1cf-val alkotott komplexben lehet jelen, és szabalyozza
annak aktivitasat. In vitro foszfatdz aktivitds méréseink soran a TIMAP/PP1cp csak akkor
volt aktiv, ha a TIMAP-ot elézetesen PKA-val, majd GSK3f-val is foszforilaltuk,
egyébként a TIMAP gatlo hatdsat tapasztaltuk. A MYPTI1-PPlcp kristalyszerkezete
alapjan modellezték a PP1cP és a TIMAP N-termindlis részének (51-322 aminosavak)
kolcsonhatasat [22]. A modellezéshez hasznalt TIMAP szekvencia a két foszforilalhatod
Ser oldallancot (333 ¢és 337) nem tartalmazza, igy azok PPlcP-hoz viszonyitott
elhelyezkedésérdl a modell nem ad felvilagositast.

TER méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy a TIMAP csendesitett sejtek
érzékenyebben reagaltak az EC permeabilitast ndveld dgensekre, a barriert erdsitd szerek
hatasa pedig mérséklodott a kontrollhoz viszonyitva. A TIMAP tehat az EC barrier
fenntartasat eldsegiti. A TIMAP barriert erdsité hatasat az EC lipopoliszacharid indukalta

diszfunkciojanak vizsgélataval is megerdsitették [23]. Az ERM fehérjék foszforilacios
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szintjének a TIMAP/PP1cp altali szabalyozasa része lehet a TIMAP barriert védd/erdsitd
funkcidjanak. Kolcsonhatdst mutattunk ki a moezin és a TIMAP kozott, és tobb
eredményiink is igazolja, hogy a TIMAP jelenléte és foszforilacioja az EC ERM

defoszforilaciojaban esszencialis.
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A TIMAP a PPIf regulatoraként szabdlyozza az EC permeabilitast. A TIMAP PKA/GSK3p
foszforilacidja aktivalja a TIMAP/PP1f komplexet.

A MYPTI1/miozin foszfatdz ugyancsak kolcsonhat az ERM fehérjékkel. A két
foszfatdz holoenzim forma kozott sejtspecifikus, sejten beliili lokalizaciobeli, vagy az
egyes ERM fehérjékre specializalédott munkamegosztas is elképzelhetd, de ennek
tisztazasa tovabbi szisztematikus kisérletes munkéat igényel.

Jelenleg a TIMAP/PPIcpB mas, lehetséges szubsztratjair6l keveset tudunk. A
LAMRI1 laminin receptor egy foszforildlhatdo fehérje, amirdl leirtdk, hogy a TIMAP
kolcsonhato partnere, tovabba feltételezték, hogy a TIMAP/PPlc szubsztratja [24]. In
vitro foszfatdz mérésekre alapozva azonban ugyanaz a munkacsoport legfrissebb
munkdjaban ezt a lehetdséget elvetette [22].

A TIMAP funkcidjanak tovabbi felderitésére végzett vizsgalataink soran uj
kolcsonhatd partnereként azonositottuk a RACKI1 fehérjét, ami hét WD-domén
ismétlédést tartalmazo allvanyfehérje. A TIMAP-RACKI1 komplexekben a PPIcf-t is
detektaltuk, de igazoltuk, hogy a PP1cp és a RACK1 ko6zott nincs kdzvetlen kdlesonhatas.
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Kezeletlen sejtekben, ahol a TIMAP a magban, a mag koriili régidoban és a
plazmamembranban taldlhaté, a mag koriili citoplazma régiéban a két fehérje ko-
lokalizaciojat figyeltik meg. A cAMP/PKA jelatviteli palya aktivalasa utan a RACK1
lokalizacidja nem véltozott, a foszforilalt TIMAP viszont kiiiriilt a sejtmagbol és feldusult
a plazmamembranban, ami 6sszhangban van a TIMAP és a cAMP EC barriert védd
hatasaval. Hasonldéan, PKA aktivalds hatdsdra a Fyn kindz levalik a RACKI1-rol, és

foszforilalja az NMDA (N-metil-D-aszpartat) receptort a neuronokban [25].

P-Ser337

Y-Serm
\ - inaktiv

A RACKI a TIMAP prenilacidjanak biztositasaval részt vesz az EC permeabilitds szabdlyozasaban. A
RACKI ko6z6s kotddési felszint biztosit, a TIMAP prenilaciojat a farnezil transzferaz (FT) katalizalja.

A RACKI1 1j kolcsonhatd partnereként azonositottuk a farnezil transzferdzt. A
RACKI1 sziikséges a farnezil transzferaz és a TIMAP kozotti kdlesonhatashoz. Az adaptor

egymashoz kozeli kotodesi felszint biztosit az enzim €s szubsztratja szamara. A RACKI a
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TIMAP prenilacigjanak és membranhoz vald kotddésének biztositasdval az EC barrier
integritas fenntartdsanak fontos eleme. A RACKI1 csendesitett sejtek letapadasi €s barrier
formald képessége gyengiilt, a barriert erdsité bioaktiv agensekkel (forskolin és
szfingozin 1-foszfat) torténd kezelések soran a maximalis hatds mérséklodott a normal
sejtek valaszdhoz képest. Feltételezziik, hogy a RACKI1-hoz k&ét6d6 TIMAP/PPlcf
komplexben a TIMAP konformacidja foszforilacioja kovetkeztében valtozik, és a farnezil
transzferaz szdmara a CAAX box elérhetévé valik, és prenilacidja lejatszodhat. A
modositott TIMAP ezutan a PP1cp-val egyiitt a plazmamembranhoz transzlokalédik, ahol
a barrier integritasasanak fenntartasaért felelds szubsztratjait, példaul az ERM fehérjéket
defoszforilalhatja. A TIMAP magbol valé kiiiriilését magyarazhatjuk azzal, hogy a
prenilalt TIMAP/PPIcp tavozasdval a RACKI1 felszinén felszabadulo kotohelyen a
TIMAP/PP1cf a  magbol  folyamatosan  pdétlodhat. A  TIMAP  magi
importjanak/exportjanak részleteit még nem ismerjiik, és az EC sejtmagjaban taldlhatod

TIMAP/PP1cp esetleges funkciojat/szubsztratjait sem vizsgaltuk még.

4.4  NHEREF fehérjék az EC-ben

Az NHERFI/EBP50 és az NHERF2 C-terminalis ERM-kotd doménjiik révén
kdlcsonhatasba 1éphetnek az ERM fehérjékkel, ezért az az elfogadott nézet, hogy az ERM
¢s membranfehérjék kozotti adaptorként funkcionalhatnak citoszkeleton-ERM-
plazmamembran fehérje komplexekben.

Az epitél sejtekkel ellentétben, ahol az EBP50-et a citoplazméaban detektaltuk,
BPAEC-ben és HUVEC-ben interfazisban elsésorban a magban taldltuk, az osztodo
sejtekben azonban elhagyta a sejtmagot. A profazisban elkezdodott a fehérje
citoplazmaban valdé megjelenése €s a mitdzis tovabbi szakaszaiban a citoplazmaban volt
jelen, majd a citokinézisben visszatért a magba. EC-ben tehat az EBP50 lokalizacigja
sejtciklus fliggd. Az EBP50 eltérd lokalizacioja az endotél €s epitél sejtekben feltehetéen
mas fehérje partnerekkel fligghet 6ssze, ami a két sejttipusban eltéré funkciot is sejtet. A
mitodzis soran tapasztalt transzlokacidja Osszefligg a fehérje foszforilaciojaval. Hela
sejtekben az EBP50 a mitozisban foszforilalodik, amit a Cdkl katalizal két Ser
oldallancon, ¢és a foszforilaciot leir6 munkacsoport javaslata szerint a defoszforilaciot a
PP1 és PP2A foszfatazok katalizalhatjak [26]. Specifikus gatlészerek alkalmazéasaval a
PP2A részvételét valdszintsitettiik, a PP1 Iehetséges szerepét azonban kizartuk.

Kimutattuk a PP2A ABaC holoenzim és az EBP50 kotodését, tovabba a PP2Ac és az
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EBP50 ko-lokalizaciojat a mitotikus sejtekben. A Cdk1 szubsztratjainak defoszforilacidja
a mitozisbol valo kilépés feltétele, ezért az EBP50 PP2A dltali defoszforilacioja is
sziikséges lehet az EC metafazisbol a citokinézisbe vald atmenete soran. Eredményeink
tehat arra utalnak, hogy az EBP50 az EC sejtciklus és proliferaciéo szabalyozasaban

jatszik fontos szerepet.
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NHERF feherjék az EC-ben. (A) Az EBP50 sejtciklus és foszforilacié fiiggé modon lokalizalodik az
EC-ben. (B) Az NHERF2 esszencialis az ERM fehérjék foszforilacidjahoz.

Az EBP50 szekvencidjdban a PDZ ¢és ERM-koté doménekben szamos
génmutaciokat azonositottak huméan emld tumoros sejtvonalakban [27], az eredmények
arra utalnak, hogy az EBP50 maga is egy tumor szupresszor lehet. Tovabbi vizsgélatokkal
kimutattdk, hogy EBP50 csendesitett emlé tumoros sejtekben megemelkedett a
sejtproliferaci6 szintje, aldtamasztva az EBPS50 tumor szupresszor szerepét [28].
Mindezeket Osszevetve sajat eredményeinkkel felmeriilhet annak lehetdsége, hogy a
daganatos sejtek osztédasaban az EBP50 foszforilacioja is moédosulhat.

Az EBP50 ERM-k&té motivuma alapjan kézenfekvonek tint az ERM fehérjékkel

valo kolcsonhatas vizsgalata. Ez azonban az EBP50 tekintetében zsakutcanak bizonyult,
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mivel tiid6 artéria EC-ben az ERM fehérjék preferdlt NHERF partnere az NHERF2. Az
ERM-NHERF2 kolcsonhatasnak  az  ERM  foszforilacidjaban van  jelentOsége.
Bizonyitottuk, hogy az NHERF2 az ERM aktivalasdhoz elengedhetetlen, amit
eredményeinkre alapozva azzal indokolhatunk, hogy az adaptor biztositja az ERM ¢és a
foszforilaciot katalizdlo ROCK2 kozotti  kdlcsonhatdst. Az ERM  kozvetleniil
kapcsolodhat az NHERF2 C-termindlis ERM koté doménjéhez. A kindz és az NHERF2
kozotti kolesonhatas sem feltétleniil indirekt, de ennek megerdsitése tovabbi vizsgalatokat
igényel.

Az NHERF2 ERM foszforilaciéra gyakorolt hatasan keresztiil szabalyozhatja az EC
citoszkeletonjanak atrendezodését. Az NHERF2 csendesitése vagy overexpreszidja a
filopodiumok kialakulésat ellentétesen befolyasolta, a depletalt sejteken nem, vagy alig
lattunk filopddiumot, az adaptor fehérjét taltermeldé EC-n viszont nagyszdmban
detektaltuk. Ez az EC barrier kialakulasat, a sejtek adhézios és migracidos képességét is
befolydsolta. Mutans PDZ domént tartalmazd NHERF2-t expresszalo fibrosarcoma
sejtvonalon csokkent lamellopddium képzddést és migraciot detektaltak [29].

Az NHERF2 az angiogenezis szabalyozasaban is részt vesz. Kontroll EC néhany
ora alatt sejthalozatokat, csovecskéket hozott 1étre Matrigelen (bazalis membrankivonat),
mikozben az ERM foszforilacié emelkedését detektaltuk. Az NHERF2 csendesitett sejtek
viszont aggregatumokban gytliltek 0Ossze, és az ERM foszforilacidos szintje sem
emelkedett, ami azt bizonyitja, hogy az NHERF2 hidnyaban a sejtek nem képesek az
angiogenezisre. Majsejtes karcinoma sejtek (HCC) invaziv jellege és az ezrin
hiperfoszforilacioja kozott korrelaciot taldltak, tovabba, ha a ROCK gatlasaval
csokkentették az ezrin foszforilacidjat, az blokkolta a HCC invazivitasat [30]. Ezért
lehetségesnek tartjuk, hogy az NHERF2 az ERM foszforilaci6 modulatoraként
befolyasolhatja a daganatos sejtek invaziv tulajdonsagat.

Eredményeink szerint az EBP50 és az NHERF2 funkcidja és kolesonhatd partnerei
az endotél sejtekben eltéréek. Az EBP50 a sejtciklus szabalyozasaban jatszik szerepet. Az

rrrrrr

¢s ezzel a plazmamembran-ERM-aktin kdlcsonhatast.
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4.5 Az eredmények lehetséges hasznositasa

Munkank alapkutatasi jellegébdl fakaddéan eredményeink kozvetlen klinikai
hasznositasra nem alkalmasak. A protein kinazok ¢s foszfatdzok miikodésének célzott
befolyasolasait ma mar szdmos betegség gyodgyitdsdban felhaszndljék, illetve intenziv
kutatasok folynak 1j, specifikus aktivatoraik és gatloszereik felismerésére és terapids
céllal torténd alkalmazasara. A munkét nehezitik a kindz és foszfatdz csaladokon beliili
hasonlésagok az egyes enzimek kozott, ezért az egyes sejtfolyamatok szabalyozéasaban
résztvevd konkrét kindz vagy foszfatdz enzimek tipusanak, izoformajanak és kdlcsonhatd
fehérjepartnereinek azonositasa rendkiviil fontos. Eredményeink ebben a tekintetben
birhatnak jelentdséggel. Az altalunk vizsgalt protein kinazok és foszfatazok, valamint
kolcsonhato fehérje partnereik a tiid6 artéria EC esszencidlis élettani funkcidja, az
érpermeabilitds sokoldalu, tobb jelatviteli palyan keresztiil megvaldsuld szabalyozasdnak
meghatdroz6 résztvevéi. Az EC barrier a sejt kiilonbozd részeihez kothetd Osszetett
szabalyoz6 folyamataiban résztvevo, altalunk jellemzett fehérjék ezért az endotél sejtek
mukodési zavaraival kapcsolatos betegségek gyogyitasara iranyuld kutatdsokban
célfehérjékként szolgalhatnak. A vizsgalt fehérjék szintjének up- illetve down-
reguldcidja, vagy reverzibilis foszforilacidoval torténd modositasuk az EC funkcidit
modositjak, vagy szélsdséges esetben patologiasan megvaltoztatjak. Ezért eredményeink,
tovabbi célzott vizsgalatok utan, betegségek diagnosztikajaban is felhasznalhatéak

lehetnek.
5. OSSZEFOGLALAS

A vaszkularis endotél sejtek integritdsa a tiidé6 milkodésében meghatarozo
jelentdségli. Az integritas sériilése, paracellularis rések kialakuldsa, ezzel egyiitt a
permeabilitds szignifikans és hosszan tarté megemelkedése a tiidé gyulladasos
betegségeinek egyik legfobb tiinete, amelyek ma is magas haldlozasi ratdval birnak. A
tiidé artéria endotél sejtek barrier funkcidjaval Osszefliggésben protein kindzokat és
foszfatazokat tanulméanyoztunk. Munkéank igazolja, hogy szdmos fehérje Gsszehangolt,
kiilonbozo jelatviteli folyamatokon keresztiil megvaldsuld reverzibilis foszforilacidja bir
nagy jelentdséggel az endotél barrier kialakulasaban és fenntartdsdban. Kisérleteinkkel ;)
fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat is azonositottunk, amelyek tobbek kozott néhany adaptor
fehérje részvételét is bizonyitottdk az endotél permeabilitds €s az angiogenezis

szabalyozasaban.
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Az értekezésben bemutatott ij eredmények:

1.

Az endotél sejtekben expresszaldoddo MLCK enzim egyedi, N-terminalis régidja Tyr
oldallancokon foszforilalédik. Ezzel aktivitisa fokozodik, ami az enzim egy 1j,
korabban nem ismert szabalyozasi lehetdségére hivja fel a figyelmet.

Jellemeztiik az endotél miozin foszfataz PP1cP katalitikus és MYPT1 regulator
alegységét és igazoltuk szabalyozd szerepiiket az endotél barrier funkcioban.
Bizonyitottuk egy masik jelentds Ser/Thr-oldallancokra specifikus protein foszfataz,
a PP2A részvételét az endotél citoszkeleton szabalyozasaban ¢és két, a
citoszkeletonhoz  kapcsolédd szubsztrat, a tau ¢és a HSP27 fehérjék
defoszforilaciojaban.

Az endotél sejtek jol miikodd adherens kapcsolataihoz sziikséges a PP2A aktivitas,
ezzel 0sszhangban fehérje-fehérje kolcsonhatasokat azonositottunk a foszfataz Ba
regulator alegysége ¢és a VE-kadherin valamint a -katenin kozott, ez utdbbi fehérje
Ser552 oldallancénak defoszforilacigjaban valdsziniisitettiik a PP2A szerepét.
Igazoltuk, hogy az endotél sejtekben magas szinten expresszalodo TIMAP fehérje a
PP1cp regulator alegysége és a TIMAP az endotél barriert védd funkciot tolt be a
sejtekben. A TIMAP/PP1cp holoenzim katalizdlja az ERM fehérjék
defoszforilaciojat, aktivitdsa a TIMAP foszforilacidjaval szabalyozott.

Felismertiik a RACKI1 éallvanyfehérje szerepét a TIMAP prenilacidjaban ¢és
partnereiként azonositottuk a TIMAP ¢s farnezil transzferaz fehérjéket.

Az endotél sejtekben alig vizsgalt NHERF fehérjecsalad két tagjarol, az EBP50 és
NHERF2 fehérjékrdl kimutattuk, hogy funkciojuk és fehérje partnereik kiilonboznek.
Az EBP50 minden bizonnyal az endotél sejtciklus szabalyozasaban vesz részt, mig az
NHERF2 az ERM fehérjék foszforilaciojat segiti és ezzel az endotél sejtek barrier

funkciojaban és az angiogenezisben jatszik szerepet.
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