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ROVIDITESEK JEGYZEKE

BAR domén (Bin-Amphyphysin-RVS) fehérjék: a membran gorbiilések kialakitasaért
felelds fehérjék

BSA: bovin szérum albumin

C133, C143, C156: a C terminalis 133., 143. és 156. helyzetii cisztein aminosavai
CD138: Cluster of Differentiation 138 (=syndecan-1)

CD63: Cluster of Differentiation 63 (=LIMP-1)

C-MAD: C terminalis vég, membrankapcsolatot biztositd domén

cMyec: reguldtor gén, multifunkcionalis fehérjét kodol, amely a sejtciklust, apoptdzist,
cellularis transzforamciot szabalyoz

CSD: caveolin scaffolding domén

DMEM: Dubecco’s Modified Eagle Medium

ECM: extracellularis matrix

EDTA: etilén-diamin tetra-acetat

EHD fehérjék: ATP-az aktivitassal rendelkezd, PACSIN-kot6 fehérjék

EMT: epithelial/mesenchymal transition

E2F: transzjripcios faktor

eNOS: endotelidlis nitrogén-monoxid szintetaz

ERK: extracellular signal releted kinases

gp60: 60kDa molekulatomegii glikoprotein

GPI: glikozil-foszfatidilinozitol

GTP: guanozin trifoszfat

HDL: magas denzitasu lipoprotein

HepG2: human hepatocellularis méjkarcindma sejtvonal

HOXAS: homeobosx fehérjét kodold gén

HRP: tormaperoxidaz

LDL: alacsony denzitasu lipoprotein

LIMP-1: lizoszéma integrans membran fehérje 1

MAP-kinaz: mitogén-activated protein kindz

MKKK3: MAP kindzkinazkinaz

MHC: major histocompatibility antigen
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N-MAD: N terminalis vég, membrankapcsolatot biztositd6 domén
OD: oligomerizaciés domén;

PACSIN/syndapin: periférias membran fehérje, membran-formalo BAR domén fehérje
PAP: peroxidaz-antiperoxidaz immunkomplex

PBS: 0,1M foszfatpuffer

PDGF: platelet derived growth factor

PKCa: protein kinaz C a

PP1: szerin/treonin protein foszfataz 1

PP2A: szerin/treonin protein foszfataz 2

PTRF/cavin: polimerase I release factor, a caveolak burok fehérjéje
p38: mitogén aktivalta protein kinaz

p53: celluléris tumor antigén

RhoA: Ras homolog gene family memberA: kis GTP-az fehérje, a stredssz
filamentumok keletkezésének regulatora

Spl: transzkripcios faktor

Src: proto-onkogén kinaz

STAT: signal transducers of transcription

SREBP: sterol responsive element binding protein

SV40: Simian virus 40

TD: terminalis domén

TMD: transzmembran domén

VIP21: vezikula integrans fehérje 21 (= caveolin-1)

Y 14: 14. helyzetli tirozin aminosav



dc_1278 16

IRODALMI ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

1. A CAVEOLAK MORFOLOGIAI SAJATSAGAI

A caveoldk 50-100 nm atmér6jii palack, vagy omega alaki plazmamembran
betiiremkedések, amelyeket elséként 1953-ban Palade irt le endotél sejteken (Palade.
1953). Ezen ,.kis iiregek, amelyek az extracellularis matrixszal kommunikalnak” 1955-
ben Yamadatol kaptak a ,,caveola” (,little caves”) nevet (Yamada, 1955). Kutatasuk a
90-es években Uj lendiiletet kapott, akkor, amikor kideriilt, hogy a clatrhin burkos
vezikuldk kialakuldsanak blokkoldsa nem allitja le az endocitotikus folyamatokat, és a
caveolak, mint alternativ endocitotikus strukturak kertiltek az érdeklddés kdzéppontjaba.
A caveoldk hagyoményos elektronmikroszkopos felvételeken kiilonb6zéd mélységi
(nyitott, sekély oblocskék, zartabb, sziik nyaku invagindciok) membranbeflizddések
formajaban figyelhetok meg. Egyesével vagy csoportosan, szoléfiirt-, gyongysorszerii
elrendezésben “lognak bele” az intracelluldris térbe (1. abra). Igen nagy szamban
fordulnak eld differencialt sejtek plazmamembranjan, igy példaul endotélsejtekben
(Peters et al 1985), fibroblasztokban (Ro6hlich és Allison 1976) és zsirsejtekben (Fan,
1983, Scherer és mtsai 1994, 1996, 1997). Szamos mas sejtben is jelen vannak, mint
példaul simaizom sejtekben (Forbes és mtsai 1979), szivizom sejtekben, harantcsikolt
izomrostokban, sot, astrocytakban, oligodendroglia sejtekben, microglia sejtekben
(Nishiyama és mtsai 1999), dendritikus sejtekben és makrofagokban (Kiss és Kittel
1995, Kiss és Geuse 1997). A caveoldk néhany sejtbdl, példaul limfocitdkbol (Fra és
mtsai 1995) azonban teljesen hidanyoznak.

Hagyomanyos elektronmikroszkopos felvételeken ezen plazmamembran
invaginaciok citoplazma feloli oldalan nem lathaté a clathrin burkos vezikuldkra
jellemz6é burok (1.A abra). Nagy felbontasti scanning elektronmikroszkoppal, illetve
fagyasztva-tort és mély maratasos technika alkalmazasaval (Steer és Heuser 1991)
azonban nyilvanvalova valt, hogy jellegzetes morfologiaju, spiralis burokkal

rendelkeznek (1.B abra).
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1. dbra: A.) Hagyomdnyos elektronmikroszkopos felvételeken a caveolik
citoplazmatikus felszinén nem lathato a clathrin-burkos Vezikuldkra jellemzd
elekrtonsiirii  burok. Nyil: clathrin-burkos vezikula;, nyilhegyek: caveolak (A
sejtfelszinen  kationos-ferritin szemcsék lathatok.). B.) Fagyasztva-tort és mély
maratasos technika alkalmazasaval a clathrin-burkos vezikulak kosarszerti burkatol (a
kép jobb felso sarka) morfologiailag jol elkiilonitheté a caveolak spiralis burka (Heuser
1991).
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2.A CAVEOLAK MEMBRANJANAK MOLEKULARIS
OSSZETETELE

Biokémiai vizsgalatok soran kidertilt, hogy a caveolak membranja is lipidekbdl
és fehérjékbdl 4all, melyek koziil néhany jelenléte elengedhetetlen a caveola
kialakulasahoz, azonban lipid-komponensei eltérnek a kornyezé membranétol. Az
elmult kozel 20-25 év alatt a caveolak intenziv biokémiai vizsgalata soran szamos
biologiailag fontos molekulat (lipideket, modositott fehérjéket, membran receptorokat,
jelatviteli molekulakat, transzportereket stb.) azonositottak a caveolakban, amelyek csak

id6legesen és dtmentetileg kapcsolddnak a caveoldk membranjahoz.

2.1. A caveoldk: hidrofob membrdn domének, caveolin tartalma lipid raftok

A caveoldk membranja nagy mennyiségben tartalmaz koleszterint,
szfingomielint valamint glikolipideket, glikofoszfolipideket, foszfolipidjeik telitett
zsirsav-tartalma is magas. Ezen lipid 0Osszetételnek koszonhetéen detergensekben
oldhatatlan, merev, erésen hidrofob membranrészletekké valnak, amelyeknek olvadasi
hémérséklete magasabb (Tm~41CP), mint a kdrnyezé membranoké. Ez a lipid dsszetétel
szorosabb molekularis ,,csomagolést” tesz lehetdvé (Simmons és Ikonen 1997, Brown
¢s London 1997). Az ilyen membran-mikrodomének az irodalomban lipid raftokként
ismertek. A lipid raftok nagy rendezettségii, kis fluiditasi membranteriiletek, amelyek
elkiiloniilnek a szomszédos rendezettlenebb membranteriiletektol, kiilon fazist alkotnak
a membranban, mint a vizen sz tutajok vagy jégtablak (Friedrichson Is mtsai, 1998;
Pralle és mtsai. 2000).

A lipid raftok fehérje tartalmukban is kiilonboznek a kornyezé membranoktol. A
glikozil-foszfatidilinozitolhoz kétott (GPI-kotott) fehérjék elészeretettel akkumulalodnak
a raftok membranjaban (Oh ¢és Schnitzer 2001). A caveolak membranjanak jellegzetes
fehérjéi a caveolin fehérje csalad tagjai, amelyek a GPI-kotott fehérjék egy kiilonleges
csoportjat képezik (I. késébb). A caveolak tehat caveolin tartalmua lipid raftok. A
caveolak membranjaban a raftokra jellemzd egyéb fehérjék csokkent mennyiségben
vannak jelen (Pike 2004). Caveolin beépiilése a lipid raft feladatainak meghatarozoja

lesz, és ugyanakkor befolyasolja a raft morfologiai megjelenését is: a caveolin fehérjét
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tartalmaz¢ lipid raftok a caveoldkra jellemzden a plazmamembran palack illetve omega
alaku invaginacidiként figyelhetok meg a sejtek felszinén (2. dbra).

A caveolak membranjat alkotd lipidek és a caveolin ko6zott szoros, dinamikus
kapcsolat all fenn. A caveolin in vitro (Murata és mtsai 1995) és in vivo (Thiele és mtsai
2000) nagy affinitassal koti a koleszterint. A caveolin-koleszterin  kapcsolat
elengedhetetleniil sziikséges a caveola-burok 1étrejottéhez és stabilizalasahoz. Ha
csokken a sejtekben a koleszterin szintje (példaul koleszterin-koté agens, filippin
jelenlétében, vagy a koleszterin fokozott oxidacidja esetén), a caveolin transzportja a
Golgi késziilékbol a plazmamembran irdnyaba erdsen csokken, a caveoldk burka
szétesik, a sejtfelszini caveolak szama csokken (Anderson 1998, Murata és mtsai 1995,

van Meer 2001).

Lipid raft

Caveola

Caveolin
Foszfolipid
Szfingolipid

Koleszterin

2. abra: A lipid raftok olyan membran mikrodomének, melyekben a kornyezo
membrantol eltérden nagy mennyiségben van jelen koleszterin, glikolipidek,
glikofoszfolipid és szfingolipid. A caveoldk olyan lipid raftok, melyek jellemzé fehérjéje
a caveolin. A caveolin hajtiiszeriien épiil be a lipid raftokba, létrehozva a caveolik

Jjellegzetes alakjat. (Anderson 1998).
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2.2. A caveolin fehérjecsalad

A caveolak burkanak f6 komponense egy 21-24 kDa molekulatémegii integrans
membranfehérje, melyet Rothberg (1992) caveolinnak nevezett el. Hasonld fehérjét
mutatott ki Kurchalia (1992, 1994) a transz-Golgi halézat exocitotikus vezikulainak
membranjaban, amelyet vezikula integrans fehérjének (VIP21) nevezett el. Errdl a
fehérjérdl késébb szekvencia-vizsgalatok soran kideriilt, hogy megegyezik a
caveolinnal.

Molekularis bioldgiai vizsgalatok bizonyitottdk, hogy a caveolin tobbféle
valtozatban, mint a caveolin géncsalad terméke fordul eld. (Glenney és Soppet, 1992;
Scherer és mtsai, 1995, 1996, Tang és mtsai, 1994). A fehérjéket kodold génszakaszok a
7. és a 3. kromoszoman taldlhatéak (Glenney és Soppet 1992, Scherer és mtsai 1995,
1996, Tang és mtsai 1996, Engelman és mtsai 1998a és b, Sotgia és mtsai 1999). A
caveolin fehérjecsaladnak jelenleg harom tagja ismert: caveolin-1, caveolin-2 és
caveolin-3.

A caveolin-1 —nek tovabbi két izoformajat (a és B) irtak le. A B izoforma ~ 3kDa-al
kisebb molekulatomegii, mint az o (Li és mtsai 1996, Scherer és mtsai 1995). Mindkét
inkabb a mélyebb caveoldkban fordul eld, ¢s hatékonyabban indukalja a caveoldk

kialakulasast (Sherer és mtsai 1995; Fujimoto és mtsa 2000). A caveolin-2-nek harom

izoformajat azonositottak: a teljes lanchosszasagl caveolin-2a-t, és két rovidebb, B ésy

varianst. A 3 izoforma feltehetdleg az alternativ splicing révén keletkezik, sejten beliili

eloszlasa kiilonbozik az o izoforma eloszlasatél (Kogo €és mtsai 2002). Az egyes
formanak tartjak (Song és mtsai 1996, Tang és mtsai 1996, Way ¢és Parton 1995), bar
kimutattak mar asztrocitadkban (Nishiyama és mtsai 1999, Marinissen és Gutkind 2001)
¢és vegetativ ganglionok idegsejtjeiben is.

Az egyes fajok caveolin izoformainak amimosavsorrendje nagyon hasonlo: az
emberi caveolin-1 és caveolin-2 aminosavsorrendjének 38%-a azonos, a hasonlosag
58%-0s, mig a caveolin-3 aminosavsorrendje 65%-ban megegyezik és 85%-ban hasonlit

a caveolin-1 aminosavsorrendjéhez (Cohen és mtsai 2003). A kiilonb6z6 allatfajokbol
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izolalt caveolinok aminosavsorrendje is nagyfokl hasonldésagot mutat, amely arra utal,
hogy a caveolin rendkiviil konzervativ fehérje (Cohen és mtsai. 2003).

Az izoformak megjelenése szovetspecifikus: a caveolin-1 és a caveolin-2 bdségesen
expresszalodik zsirsejtekben, endotélsejtekben, fibroblasztokban és simaizomsejtekben
(Rothberg és mtsai 1992, Okamoto és mtsai 1998, Scherer és mtsai 1995, 1997).

A caveolin a membranban hajtiiszertien helyezkedik el, mind a C-, mind pedig
az N-terminalis része a citoplazma felé néz. A molekula struktaralisan harom részre
tagolhatd: egy hidrofil N-terminalis részre, egy meglehetdsen rovid, centralis hidrofob
szakaszra, mely a sejtmembran kettds lipid-rétegébe agyazva helyezkedik el, valamint
egy hidrofil C-terminalis szakaszra (3. abra). Az N-termindlis régio hossza a caveolin
fehérjecsalad egyes tagjaiban eltérd, ez a caveolinok legnagyobb variabilitast mutato
szakasza. Az N-terminalis régioban talalhato a caveolin scaffolding doménje (CSD, 81-
101). Ezen régi6 gazdag aromdas aminosavakban (triptofan, fenilalanin, tirozin),
rendkiviil fontos a fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitasaban. Az N terminalis régio 61-
101 aminosavnyi szakasza felelds a caveolin molekuldk oligomerizaciojaért
(Sargiacomo és mtsai 1995). A 32-33 aminosavbol allo centralis régio (102-134
aminosav) tobbnyire hidrofob aminosavakat tartalmaz. Ez a caveolin transzmembran
doménje (TMD), segitségével a caveolin a lipid kettosrétegbe siillyed tgy, hogy a
fehérje N és C treminalis része is a citoplazma felé néz, igy hozva létre a caveolin
jellegzetes hajtli szerkezetét. A C termindlis szakaszon a 133. 143. és 156. pozicidban
talalhato ciszteinhez k6t6dé palmitinsav oldallancok a membranhoz horgonyozzak a
caveolin homooligomereket, stabilizalva azokat a lipid kett6s rétegben (Dietzen és mtsai
1995, Schlegel és Lisanti 2000, Lee és mtsai 2000)

A caveolin izoformak koziil leginkabb kutatott és ismert caveolin-1 (vagy
VIP21), amelynek jelenléte elengedhetetleniil sziikséges a caveolak 1étrehozasahoz (Fra
¢és mtsai 1995). A 24 kDa molekulatomegii caveolin-1a, 178 aminosav hosszusagl, mig
a 21 kDa molekulatomegii caveolin-1B, 147 aminosav hosszi, a két izoforma
transzlacidja kiilon mRNS-rdl torténik. (Scherer és mtsai 1997, Rothberg és mtsai
1992.). A caveolin-1 fehérjében 9 tirozin aminosav talalhatd, melyek koziil a 6. 14. és a
25. csak a caveolin-1a izoformaban van jelen. A caveolin-/a izoforma N-terminalisanak

14. helyén elhelyezkedd tirozin az Src kindz szubsztratja (Lee és mtsai 2000). Az

--------

10
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lefiiz6dését eredményezi. A foszforilacid sziikséges a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok
kialakulasahoz is (Nomura és Fujimoto 1999). A caveolin-/f izoforma szerin
oldallancain foszforilalodhat, bar foszforilacios mdodosulasai joval kevésbé ismertek. A
caveolin-1 egyéb foszforilacios modosulasai, példaul a 80. és a 168. helyen talalhatd
szerin aminosavak foszforildcidja a caveolin sejten beliilli transzpotjanak
szabalyozasaban vesz részt (Schlegel és mtsai 2001.). A caveolin-1 a caveolakon kiviil,
a citoplazmaban, nem vezikularis strukturahoz kototten is el6fordulhat (Head és Insel
2006). Harantcsikolt izomban, a bdr keratinocitaiban a citoszolban, hamsejtekben és
majsejtekben a mitokondriumokban is kimutathaté (Li és mtsai 2001). Egyes sejttipusok
apolipoproteinként hasznaljak, s igy a caveolin-1 részt vesz ezen sejtek lipid-

homeosztazisanak szabalyozasaban (Uittenbogaard 2000).

11
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%/ OD (Oligomerization Domain)
s N-MAD (N-terminal Membrane Attachment Domain)

s TM (Transmembrane domain)
C-MAD (C-terminal Membrane Attachment Domain)

s TD (Terminal Domain)

% Palmitoyl group

3. abra: A caveolin fehérje szerkezete. OD: oligomerizacios domén; N-MAD: az N
termindlis vég membrankapcsolatot biztosito doménje; TM: transzmembran domén; C-
MAD: a C termindlis vég membrankapcsolatot biztosito doménje; TD: termindlis

domén. (Razani és mtsai 2002).

A caveolin fehérjecsalad tagjai kozott a caveolin-2 a legvariabilisabb. 38%-ban
teljesen mértékben megegyezik, ¢és 58%-os hasonldésagot mutat a caveolin-1
izoformaval (Scherer et al. 1996). A caveolin-2 a legtobb sejttipusban (endotélsejtben,
simaizomsejtben ¢€s haratcsikolt izomban, fibroblasztban és zsirsejtekben) egyiitt
expresszalodik a caveolin-1 fehérjével (Scherer et al 1996). A caveolin-2 nagy
mennyiségben a Golgi késziilékben - monomer és homodimer formaban - fordul el6. A

caveolin-1 fehérjével képes hatalmas, 300-350 kDa molekulatomegli heterooligomerek

12
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létrehozasara. Sejten beliili a caveolin-1-¢l egyiitt szallitodik. Caveolin-1 hidnyaban a
caveolin-2 a Golgi késziilékben reked, majd degradalodik (Mora és mtsai 1999,
Krajewska és Maslowska 2004.). A caveolin-1/caveolin-2 heterodimerek rész vesznek a
caveolak kialakulasaban. A caveolin-2 szintézist kovetd foszforilacidja elOsegiti a
caveolak burkanak felépiilését (Lee és mtsai 2002, Sowa ¢€s mtsai 2003). A caveolin-2
azonban Onmagaban nem elégséges a burok felépitéséhez. Hosszu ideig az volt az
elképzelés, a caveolin-2 csak a caveolak felépitésében vesz részt, ebben a folyamatban
jarulékos szerepet tolt be, tekintettel arra, hogy hianyaban a caveolak megjelenése
zavartalan. Az utobbi évek intenziv kutatasainak eredményei azonban azt mutajak, hogy
a caveolin-2 6nmagaban, a caveolin-1 és caveolin-3-hoz hasonloan, képes modositani a
jelatviteli utvonalakat. Wong ¢és mtsai (2009) igazoltak, hogy a foszfo-caveolin-2
nemcsak a STAT3 foszforilacidjaban jatszik fontos szerepet, de eldsegiti a foszfo-
STAT3 nuklearis transzlokéaciojat, és a foszfo-STAT3 DNS-hez valéo kotddését.
Macekova és mtsai (2015) kimutattak, hogy a csontveld eredetii makrofagokban a
caveolin-2 a pro-inflammatorikus valasz szabalyozasaban jatszik fontos szerepet az
ERK1/2 aktivélasa révén.

A caveolin fehérjecsalad izomspecifikus tagja (M-caveolin) a 151 aminosav
hosszisaga caveolin-3. Megtalalhaté harantcsikolt izomban, simaizomban ¢és
szivizomban, mint ezen sejtek caveoldinak 6 fehérjéje. Az izomsejtekben a caveolin-3
a szarkolemmaban van jelen, ahol az izomspecifikus disztrofin-glikoprotein komplex
alkotoeleme (Song et al 1996, Parton és mtsai 1997, Sotgia és mtsai 2000, Galbiati és
mtsai 2001). A caveolin-3 sziikséges a normalis izommiikodéshez, hianyaban a
harantcsikolt izmok miikddési zavara alakul ki. Caveolin-3 knock-out egerekben a
fehérje hianya a harantcsikolt izomdisztrofiat, szivizom hipertréfiat és kardiomiopatia

kialakulasat eredményezi (Woodman és mtsai 2002).

2.3. A caveoldk membranjaban jelen lévo egyéb feherjék, molekulak

Az élland6 komponensek mellett szamos, a sejt jelatviteli folyamataiban
résztvevl, osztddasat, differencidlodasat szabalyozd6 molekula is kimutathatdo a
caveoldkban, melyek a caveola €lete soran szabadon ¢és dinamikusan beépiilhetnek,

illetve elhagyhatjdk ezen vezikuldk membranjat (Anderson 1998). Ezeknek tobbsége
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glikozil-foszfatidilinozitolhoz kotott (GPI-linked) fehérje, melyek felhalmozasahoz
koleszterinre van sziikség (Stahl és Mueller 1995; Rothberg ¢és mtsai 1992, Schenoy-
Scaria és mtsai 1994). A caveoldk membranjaban irtak le az inozitol 1,4,5—foszfat
receptort (Fujimoto és mtsai 1992), heterotrimer G-fehérjét koté receptorokat (Chun és
mtsai 1994; Dupree és mtsai 1993), valamint tobbféle GTP-kotd fehérjét is (Chang és
mtsai 1994; Lisanti és mtsai 1994). A caveolakban megtalalhatok tovabba a MAP-kinaz
foszforilacids kaszkad elemei, nem-receptor tirozin kinazok (c-Src kinaz) €s ezek egyes
célmolekulai (Anderson R.G.W 1998, Lisanti és mtsai 1994, Smart és mtsai 1995),
szteroid hormonok receptorai (Zhu és Smart 2003), az endotelialis nitrogén-monoxid
szintetaz (eNOS) (Rizzo és mtsai 1998), valamint az ATP-dependens kalcium pumpa
(Fujimoto 1992). A fent emlitett molekulak tobbsége nemcsak a caveolak hidrofob
kornyezete miatt halmozodik fel ezen membran invaginacidkban, hanem a caveolinnal
val6 fehérje-fehérje kolesonhatas, a caveolinhoz valo kotodés iranyitja ill. tartja ezeket a
molekulakat a caveolakban. A caveolinnal valé kapcsolédasaban kulcsfontossagi
szerepe van a caveolin-1 fehérje N-terminalis részén, a membran kozelében talalhato,
40 aminosavbol allo caveolin-scaffolding doménnek (l. 3. abra), amelyet a kapcsolodo
molekulak sajat caveolin-kotd szekvencidikkal ismernek fel (Couet és mtsai 1997). A
caveolin-koté  szekvenciak  meghatarozott  sorrendben  elhelyezkedé — aromas
aminosavakat tartalmaznak (4. abra). Ha ebben a fehérjeszakaszban az aminosavakat
mas aminosavakra cserélik, a caveolin és a fent emlitett molekuldk kozotti kapcsolat
nem jon létre (Lisanti és mtsai 1994). Mivel a legtobb esetben a caveolin-kotd
szekvencia a molekula katalitikus centrumahoz kozel helyezkedik el, a caveolinhoz vald
kapcsolodas alloszterikusan gatolja (gatolhatja) az adott fehérje aktivitasat (Li és mtsai
1996). A caveolakba akkumulalodé fehérje kotédése a caveolinhoz tehat a fehérjét
»Kikapcsolt” allapotban tarja, azaz a jelatvitelben szerepet jatsz6 molekula aktivitdsanak

csokkenését (esetleges inaktivacidjat) eredményezi.
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4. abra: Szdmos fehérje kapcsolodik a caveolin scaffolding doménjéhez caveolin-koté
szekvencidja révén. A caveolin-koté szekvenciaban az aromds és nem aromds

aminosavak meghetarozott sorrendben helyezkednek el.(Okamoto és mtsai 1998)

A plazmamembran caveoldinak stabilitizadldsdban, a membran jellegzetes
gorbiiletének kialakitasdban, a klasszikus palack alak létrehozdsdban a caveolin mellett
egy masik, Gjonnan leirt, cavin-nak vagy PTRF (polimeraz I release factor)-cavinnak
nevezett fehérje is fontos szerepet jatszik. A cavinoknak 4 tipusa ismert: cavin-1, cavin-
2, cavin-3 és cavin-4 (Parton és mtsai 2006, Bastini és mtsai 2009, Hansen és mtsa
2009). A cavin-1 a caveolak kialakulasat segiti el6, a caveolin caveoldkban vald
felhalmozddasahoz szﬁkséges (Hill és mtsai 2008). A cavin-2 szabélyozza a caveolak
formajanak kialakuldsdban vesz részt. (Chilow ¢és mtsai 2010). A cavin3 a caveolak

lefiiz6dése utdn is a caveolin-1-hez kotve marad, és szabalyozza a caveoldk
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mikrotubulusok mentén torténé vandorlasat (Briand et al. 2011). A cavin-4 szivizom és
harantcsikolt izom-specifikus forma (Bastini és mtsai 2009). Mig a caveolin hetero-
oligimerek a caveolak burkanak belsé rétegét alkotjak, a cavinok egy kiilsé nagyméretii
heterooligomer complexbdl allé fehérje réteget hoznak Iétre a caveoldk citoszol feldli
oldalédn (Bastiani és mtsai, 2009; McMahon ¢és mtsai, 2009; Hayer és mtsai 2010). A
cavin nem kotddik a caveolin-1-hez, a caveolin hetero-oligomerekhez csak a
plazmamembrannal kapcsolodik. A cavin a caveolin-1 altal oligomerizalt foszfatidil-
szerin €s koleszterin segitségével éplil be a caveolak burkaba, igy segitve el6 a caveolak
gorbiiletének kialakulasat (Bastini és mtsai 2009, Hansen és Nichols 2010, Hill és mtsai
2008, Liu ¢és Pilch 2008). Cavin hianyaban a caveolin a plazmamembran lipid raftjaiban
Kimutathato, azonban a jellegzetes caveola struktira nem alakul ki (Hill és mtsai 2008;
Liu és Pilch 2008).

A membranok alakitdsdban, formazasdban fontos szerpet jatszo6 BAR (Bin-
Amphiphysis-Rvs) fehérje, a PACSIN2 is fontos fehérje komponense a caveolaknak. A
PACSIN (mas néven syndapin) fehérjecsaladnak harom tagja ismert: az idegsejtekre
jellemzé PACSINI, a PACSIN2, amely szinte minden sejtben expresszalodik, a
PACSIN3 pedig elsdsorban izomsejtekbnen fordul eld (Suetsugu 2010, Suetsugu é€s
mtsai 2010). A PACSIN2 szamos intracellularis membranban, igy a clathrin-burkos
membran  invaginaciokban, endocitotikus ~ utvonal ~ compartimentumaiban,
plazmamembran nyulvanyokban, filopodiumokban fordul el6 (Safari és Suetsugu 2012,
Suetsugu és mtsai 2014). A BAR domén fehérjék a membran negativ toltésti lipidjeihez
(foszfatidilinozitol 4,5 bifoszfat) kotodnek. Félkor alaka homodimereket képeznek,
helikalis struktirava polimerizalodva siillyednek bele a membran hidrofob részeibe, ily
modon deformdlva a membranokat (Forst és mtsai 2008, Shimada és mtsai 2007.) A Bar
fehérjék tehat a membranok gorbiiletének Kialakitasban, és a membranok
atszervezOdésében jatszanak szerepet (Forst és mtsai, 2008, 2009, Suetsugu és mtsai
2010), eclengedhetetleniil sziikségesek a membranok remodellezéséhez A PACSIN2
kotédik a dinamin SH3 doménjéhez is. A dinamin (egy kis molekulastlya GTP-az,
amely a vezikulak leflizddéséhez elengedheteleniil sziikséges; 1. kés6bb) feltehetéen
PACSIN2 kozvetitésével kapcsolddik leflizodé caveoldk membranjahoz (Hansen és

mtsai 2011, Koch és mtsai 2012, Senju és mtsai 2011). A PACSIN2 tehat fontos
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szerepet jatszik a caveolak morfogenezisében és a dinamin caveolakhoz vald toborzasa

révén meghatdrozza, illetve szabalyozza azok lefliz6dését.
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5. abra: A caveoldak fehérje oOsszetétele. A caveoldk alakjat meghatdrozo fo
feheérjék a caveolin izoformak (cavl, cav2, cav3), cavinok és a PACSIN2. A caveoldk
dinmaikajanak meghatarozasaban a dinamin (Dyn2), EHD2 és filamin jatszik fontos

szerepet (Echarri el mtsa 2015)
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3.A CAVEOLAK KELETKEZESE

A caveolak kialakuldsa tobblépcsds folyamat, amely a caveolin izoformak
szintézisével kezdddik a durva felszinli endoplazmas retikulum riboszémain. A caveolin
oligomerizdcidja a szintézis utdn mar az endoplazmaés retikulumban megkezdddik,
ahonnan caveolin oligomerek a Golgi késziilékbe transzportalédnak, ahol legalabb 3
oran at tartozkodnak (Hayer és mtsai 2010). Az oligomerizacio soran az egyedi,
egyenként 21 kDa molekulatomegii caveolin-1 fehérjék 14-16 molekulabol allo, 350-
450 kDa molekulatomegti (8S) homooligomereket képeznek. Az oligomerizacidt a
caveolin fehérje N-termindlis szakaszan elhelyezkedd oligomerizacidés domén segiti. A
caveolin homooligomerek egymashoz kapcsolodasaban a caveolin fehérje C
termindlisanak 168-178 aminosavai jatszanak fontos szerepet. A caveolin oligomerek
egymas mellé rendezddve a caveoldk burkat alkot6é hosszu filamentumot hoznak Iétre.
Ez a hosszt filamentum spirdlisan felcsavarodva kialakitja a fagyasztva tort, mély
burkot (Fernandez és mtsai 2002, Hayer és mtsai 2010).

A caveola mikrodomének, ,,caveolar carrier”- ek vagy caveola prekurzorok
kialakulasa, Osszeszerelése is a Golgi apparatusban kezdddik. A koleszterinbdl,
szfingolipidekbdl és glikoszfingolipidekbdl allo lipid-mag a transz-Golgi régidban jon
létre. A caveoldk kialakuldsa a caveolin, és a burok alapjat képezd lipid raft
kapcsolataval kezdddik. A caveolin fehérje kozépsé szakasza, a caveolin
transzmembran doménje (102-134 aminosavak) a lipid raftba siillyed, mig N és C
terminalis vége a citoplazma felé helyezkedik el. Az igy 1étrejott szerkezetet stabilizalja
a caveolin fehérje C-terminalis végén 133, 143 és 153 pozicidban taldlhatd cisztein
aminosavak palmitoildcioja is (Monier és mtsai 1995), eldsegitve a koleszterin és a
caveolin-1 kapcsolatat, lehorgonyozva a caveola burkot alkotd filamentumot a membran
mikrodoménjébe (Fernandez 2002., Uittenbogaard 2000).

Azokban a sejtekben, ahol a caveolin-1 és a caveolin-2 egyiitt expresszalodik
lehetséges 300-350 kDa molekulatomegii heterooligomerek kialakulasa is (Das és mtsai
1995) Az olyan sejtekben, amelyekben caveolin-1 nem expresszalodik, a caveolin-2

monomer és homodimer formaban a Golgi apparatusban akkumulalédik, majd lebomlik
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(Mora et al 1999, Krajewska és Maslowska 2004). A caveolin-2 6nmagaban nem alkot
homooligomereket és caveolak 1étrehozasara sem képes.

Az elmondottakbdl jol lathatd, hogy a caveoladk kialakuldsa mar a citoplazmaban
megkezdbdik. A preformalt, citoplazmaban (a Golgi késziilékben) ,,elkészitett” caveola-
szerli domének, caveola-prekurzorok épiilnek be, olvadnak bele a plazma membranba,
ellentétben a clathrin burkos vezikulakkal, amelyek in situ, a sejtmembranon alakulnak
ki (Okamoto és mtsai 1998, Fra és mtsai 1995, Parton és Simons 1995; Murata és mtsai
1995, Scherer és mtsai 1995, 1997, Ikonen és mtsai 1995)

4. A CAVEOLAK FUNKCIOJA

crers

lehetséges feladatait széles korben tanulmanyoztdk és tanulményozzdk ma is. Az
intenziv kutatasok ellenére ezen membran invaginaciok funkcidja mind a mai napig
nem tisztazott. Jelen ismereteink szerint a caveolak meglehetésen heterogén, sejtenként
valtozo feladatot lathatnak el. Szamos, alapvetd sejtélettani folyamatban vesznek részt,
ill. jatszanak Kkitiintetett, kulcsfontossagi szerepet. A caveoldk kialakuldsanak,
citoplazman beliili transzportjanak €s lefliz0désének szabalyozott ciklusa a membran
fehérjék és lipidek magasfokon szabalyozott turnoverét jelenti. Az irodalmi adatokat
Osszegezve mara mar elmondhatjuk, hogy a caveolak a sejtek életfolyamataiban
alapvetden kétféle szerepet tolthenek be: i) a hozzdjuk idészakosan kapcsolodo
molekulak aktivitdsanak befolyasolasa révén jelatviteli kozpontként, mint ,,signalling
organelles” szabalyozzak (szabalyozhatjak) a sejtek jelatviteli folyamatait,
differencialodasat, osztodasat; ii) a clathrin-burkos vezikulak mellett részt vesznek a

sejtek kiilonbozo transzportfolyamatainak lebonyolitasasban.

4.1. A caveoldk és caveolin izoformak szerepe a jelatviteli folyamatokban
és a daganatos betegségekben

Szamos caveoldban akkumulalédé fehérje fontos szerepet jatszik a jelatviteli
folyamatokban (1. el6z6 fejezet). Ezen molekulak (receptorok, foszforilacios kaszkad

tagjai, protein kinazok) a caveolin scaffolding doménjét felismeré caveolin-kotd
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szekvenciajukkal kapcsolodnak caveolin-1-hez (Krajewska és Maslowska 2004), és
dinamikusan, iddlegesen épiilnek be a caveoldk membranjaba. A caveolakkal illetve
caveolinnal valo kapcsolodasuk az egyes sejtekben, egyedi modon, sejttipustol és a sejt
adott allapotatol fiiggéen zajlik. Ennek kovetkezményeként a caveoldk mint szervezo
feladatot ellatd kozpont (signalosoma, signalling organelles) miikkodnek kozre a sejt
jelatviteli itvonalainak sszehangolasaban.

Kiilonféle human daganatok sejtjeiben Szamos olyan jelatviteli molekula
aktivalodasat irtak le, amelyek egészséges sejtekben a caveolakban, caveolinhoz kotve,
tehat inaktiv allapotban vannak jelen. Ez a megfigyelés vetette fel annak lehet6ségét,
hogy a caveolin-1 expresszidja, szintézisének gatlasa szerepet jatszhat a
tumorgenezisben és a daganatok tulélésében (Galbati ¢s mtsai 1998). Ezen feltételezés
mellett szol az a megfigyelés is, hogy a caveolak nagy szamban vannak jelen GO
fazisban 1évo, véglegesen differencialt sejtekben. In vitro tenyésztett, transzfektalt
tumorsejtekben a caveolin-1 fehérje mennyiségének csokkenését, ill. teljes hianyat
tapasztaltak. Caveolin-1 hianyaban a MAP-kinaz kaszkad elemei felszabadulnak a
gatlas alol, a kindz rendszer altal iranyitott jelatviteli folyamatok feler6sodnek, amely
végso soron a sejtek korlatlan szaporodasahoz vezet. A caveolin-1 promoterében c-Myc
repressziv €s p53 responziv elemek jelenlétét mutattak ki. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy a caveolin-1 szintézisét az aktivalt onkogének a transzkripcid szintjén
szabalyozzak (Bist és mtsai 1997, Razani és mtsai 2000, Koleske és mtsai 1995, Park és
mtsai 2001).

Caveolin-1 tultermeltetése (overexpresszioja) utan azonban a transzfektalt sejtek
érzékenyebbé valnak az apoptotikus szignalokra, novekedési iitemiik lelassul (Galbiati
¢s mtsai 1998). Egyre tobb irodalmi adat sz6l amellett, hogy a caveolin - és maguk a
caveolédk is - fontos szerepet jatszanak a szigoran szabalyozott anti-apoptotikus/pro-
apoptotikus jelatviteli folyamatok egyensulyanak fenntartasdban. A caveolin-1 példaul
kolesonhatasba 1éphet, és ily modon inaktivalhat szdmos olyan jelatviteli molekulat
(PDGF receptor, foszfatidilinozitol 3-kinaz), amelyek szerepet jatszanak a
»tulélés”/sejtproliferacido folyamataban (Liu és mtsai 1996, Yamamoto és mtsai 1999,
Zundel és mtsai 2000). A szfingomielin, amely a ceramid prekurzora, caveolak egyik
legfontosabb lipid komponense. A szfingomielint ceramidda konvertald enzim, a

szfingomielinaz, szintén a caveoldk mikrodoménjében halmozodik fel (Liu és Anderson
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1995). A caveolin-1 taltermel6désének eredményeként a sejtekben a ceramid apoptozist
indukal, foszfatidilinozitol 3-kindz fiiggé mechanizmus révén (Zundel és mtsai 2000).
Szamos in Vivo vizsgalat, megfigyelés szol amellett, hogy a caveolin-1 expresszidjanak
szabalyozasa befolyasolja a tumorsejtek tulélését, agressziv nodvekedését és
metasztatikus potencialjat. Elérehaladott prosztata tumorban szenvedd betegeknél a
tumoros sejtek fokozott caveolin-1 termelése a tumor metasztazis-készségét novelte
(Thomson 2004). A daganatsejtek talélését biztositd multidrog rezisztencia
kialakulasaban is fontos szerepet jatszik a tumorsejtekben szintetizalodo caveolin,
valoszintileg gy, hogy a caveolin kozremidodésével végbemend, megnovekedett
koleszterin efflux facilitalja zsiroldékony kemoterapias szerek kipumpalasat (Carver és
Schnitzer 2003.).
Az endotél sejtek caveolainak membranjahoz (acilalas révén) eldszeretettel kapcsolodo
nitrogén-monoxid szintetdz (eNOS) aktivitasat a caveolinhoz vald kapcsolddas gatolja.
Tumorsejtekben caveolin szintézisének downregulacidja az eNOS aktivalodasahoz
vezet, aktivitdsa el@segiti a tumorszovetet taplalo erek kialakuldsat, befolydsolja az erek
permeabilitasast, igy a ndvekvd tumor ellatasat biztositja (Michel és mtsai 1997, Bucci
¢s mtsai 2000).

Mindezen megfigyelések alapjan ugy tlinik, hogy a daganatok életciklusuk soran
eltér6 mennyiségben allitanak el6 caveolin fehéjét, annak megfeleléen, hogy éppen a
lokalis novekedés (korlatlan sejtosztddas és angiogenezis), vagy a daganatsejtek tulélése
szempontjabol fontos metasztazisképzés illetve a multidrog rezisztecia all el6térben.

Immuncitokémiai vizsgalatok, Western blot, sejtfrakcionéalasi és siRNS
kisérletek eredményei alapjan Sanna €és mtsai (2007), valamint Chretien €s mtsai (2008)
igazoltdk, hogy annak ellenére, hogy mag lokalizacids szignal nincs a caveolinok
szerkezetében, a caveolin-1 lehet a sejtmagban is. Petefészek carcinoma sejtekben a
caveolin-1 a mag matrix-szal és a kromatinnal asszocialtan fordul ¢l6, a sejtproliferacios
mtsai 2007). Arra vonatkozdan, hogy mag lokalizacios szignal hianyaban hogyan jut be
a caveolin-1 a sejtmagba jelenleg csak hipotézisek vannak. A lipid részecskébe agyazott
caveolin-1 bejuthat a citoplazmaba (Liu ¢és mtsai 2002), a koleszterinnel
Osszekapcsolodott caveolin-1 kivalhat a caveoldkbodl, és egyszerti diffuzioval, vagy

chaperon fehérjékhez kotddve transzlokalodhat a sejtmagba. A caveolin-1 C-
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termindlisan azonositottak olyan aminosav szekvenciakat, amelyek példaul a HOXA-5
transzkripcids faktorban is jelen vannak. Ezen aminosav tartalmt szakaszok segithetik a
caveolin-1 fehérje atjutasat membranokon (Joliot és mtsai 1997; Uittenbogaard és mtsai
1998).

Immunsejtekben a caveolak alkotdsaban résztvevd caveolin-1 immunmoduldtor szerepet
jatszik (Chidlow és mtsa 2010), a MKK3/p38 MAPK utvonalon keresztiil szabalyozza
az anti-inflammatorikus citokinek termel6dését (Wang és mtsai 2006). A csontveld
eredeti makrofagokban a caveolin-2 a pro-inflammatorikus vélasz szabalyozasaban
jatszik fontos szerepet az ERKI1/2 aktivalasa révén (Macekova és mtsai 2015).
Caveolin-1 kitlintetett szerepet jatszik a gyulladas indukalta, MEK-ERK1/2-Snail-1
dependens hdm/mesenchyma datalakuldsban (EMT) szabalyozéasdban is (Strippoli és
mtsai 2015).

4.2. A caveolak szerepe a sejtek transzportfolyamataiban
4.2.1. Potocitozis

A caveoladk torténetileg elsdként leirt, ma mar erdsen vitatott, lassan feledésbe
meriil6 funkcidja a potocitozis néven leirt felvételi folyamat (Anderson és mtsai 1998).
Anderson elképzelése szerint potocitozis soran a sejt tobb egymast kovetd 1€pésbdl allo
folyamattal kisméretii molekuldkat, ionokat vesz fel kornyezetébdl (6. abra). A
folyamathoz a caveolak lefiizddése nem sziikséges. A modell magyarazhatja az 5-metil-
folat vagy a kalcium transzportjat. A folyamat kezdeti szakaszéban a felvételre szant
molekula bekeriil egy, az extracellularis tér irdnyaba nyitott caveola iiregébe, majd ott
receptorhoz (pl: 5-metil-folat) vagy ioncsatornahoz kotédik (pl: kalcium). A nyitott
caveola ezutan zarodik, de nem fliz8dik le. A zart vezikula belsejében megvaltozik a
mikrokdrnyezet, elsdsorban a pH, amely kovetkeztében a felvételre szdnt molekula
disszocidl receptorardl és/vagy ioncsatorna nyilik, majd a molekula a citoplazméba
aramlik. Az igy kitiriilt caveola Gjra nyilik, és Gjabb molekulak felvételére készen all. A
modell jol magyarazza egyes molekulak felvételét, azonban a folyamat egyes részletei

(példaul a nyitas-zaras ciklusa, vagy a felvett molekula membranon keresztiili
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transzportja) nem ismertek. Az utdbbi években mar az irodalomban egyetlen

publikdcidban sem emlitik a felvételi folyamat ezen formajat.

6. abra. A potocitozis lépései: , nyitott” dllapotban aligand a caveolaban [évo
receptorahoz kotédik. A caveola bezarddik, a belsé milli6 megvaltozik. loncsatorna

nyilik, és a kotott ligand disszocidlva receptorarol a citoplazmaba keriil.

4.2.2. Transzcitozis

A Kkapillarisok endotélsejtjei gyors és hatékony transzport segitségével juttatnak
at anyagokat a kapillaris lumenébdl a perikapillaris térbe (Simionescu és mtsai 1972,
van Deurs 2003). Ez a folyamat a transzcitozis, amely olyannyira jellemzd a
caveolakban gazdag endotélsejtekre, hogy az endotélsejtek caveolait e megfigyelés
alapjan Palade transzcitotikus vezikulaknak nevezte el. Az endotél sejtek caveolainak
membranjaban szamos olyan molekula van jelen (NSF, SNAP, VAMP), melyek
1étrejottét (Schnitzer és mtsai, 1995, Predescu és mtsai, 2001). A transzportra szant
anyag, példaul albumin felvétele utan a rakomanyaval terhes caveola egy, a
,csatarlancban” kovetkezd caveolaba (egyes elméletek szerint endoszomaba) iiriti
tartalmat. Az albumin tovabbi transzportjat egy kapcsolédd caveola, vagy az
endoszomardl a perikapillaris tér iranyaba lefiiz0d6 vezikula biztositja (7. abra).

Az igen hatékony, gyors anyagtranszportot az teszi lehetdvé, hogy az
endotélsejtek igen laposak, igy kevés szamu caveola is elégséges e transzportit

kialakitasahoz (van Deurs 2003). A korlatlan anyagtranszportnak egy vékony
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szlirGszerkezet, a caveolak felszinhez kozeli sziikiileténél elhelyezkedd diafragma szab

hatart, a specifikus, gyors anyagaramlast azonban lehetdvé teszi a (Radu 2005)

felvételre szant
o molekula

)
kapillaris lumen
caveola @

endoszéma %

endotél sejt ® ® /

@ perikapillaris tér
O oo

7. abra: A transzcitozis soran a caveolak sejten keresztiili gyors anyagaramlast tesznek
lehetove. A lefiizodott caveolak csatarlancot alkotva egy olyan csatornat alakitanak ki,
amely dthidalja a sejtet. Egyes elképzelések szerint a caveoldk dltal felvett molekuldik

endoszomak kozbeiktatdsaval keriilhetnek at az endotél sejtek bazolaterdlis felszinére.

4.2.3. Lipidek és fehérjék iranyitott transzportja az apikdlis és basolaterdlis
membranokhoz

A polarizalt hamsejtek apikalis €s bazolateralis felszine egymastol jelentdsen
eltérd lipid-, és fehérje-osszetételit membranokkal rendelkezik (Drubin és Nelson 1996).
Az apikalis membranfelszin akar haromszor nagyobb mennyiségben tartalmazhat GPI-
kotott fehérjét, koleszterint, glikolipideket, glikoszfingolipidet, mint a bazolateralis
felszin (Ali és Evans 1990, Wilson ¢és mtsai 1990). Az eltéré lipidosszetétel
feltételezhetden az apikalis membran szamara védelmet biztosit a kornyezeti hatasokkal
szemben. A megfeleld Osszetétel kialakitasat, fenntartasat egy elosztdé mechanizmus
biztositja, melynek kdzpontja a transz-Golgi halozat (Mostov és mtsai 1992, Matter és
Mellman 1994, Le Gall 1995). Itt alakulnak ki azok a szortirozé vezikulumok, melyek
tartalmazzak az apikalis, valamint a bazolateralis membran fehérjéit és lipidjeit
(Kurchalia és mtsai 1992). Biokémiai vizsgalatok bizonyitjak, hogy a szortiroz6 feladat
ezen transzportvezikulumok membranjaban talalhatd caveolin izoformak jelenlététol

fligg. A Golgi késziilékben oligomerizalodott caveolin-1 és caveolin-2 tartalmu
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heterooligomerek a transzportvezikulumokat a transz-Golgi halozatbol a sejt
bazolateralis felszine felé iranyitjak, mig a csak caveolin-1 fehérjébdl allo
homooligomer tartalmiit membran mikrodomének az apikalis plazmamembranba
¢épiilnek be (Scheiffele és mtsai 1998, Parolini és mtsai 1999). Ezekben a membran
mikrodoménekben mar megtalalhatoak az apikalis illetve a basolateralis membranra
jellemz6 aranyu lipid-, és fehérjekomponensek. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az
apikalis és bazolateralis membran eltérd membrandsszetételének kialakitasat és
fenntartasat a polarizalt sejtekben caveolin tartalmi membran domének és vezikulumai

biztositjak.

4.2 4. Koleszterin homeosztazis

A koleszterin a caveolak burkénak nélkiilozhetetlen alkotoeleme. A caveolat
alkoto fehérje és a koleszterin kapcsolata szabalyozott fehérje-lipid kapcsolat
eredménye. A caveolin-1 fehérje igen nagy affinitassal kot koleszterint (Murata és mtsai
1995). A sejt koleszterin tartalma ugyanakkor befolyasolja a caveolin-1 expresszidjat és
a plazmamembran caveoldk szamat. Ha a sejtekben megnovekszik a koleszterin
mennyisége, a caveolin-1 mRNS szint emelkedése tapasztalhato (Fielding és Fielding
1997). Koleszterinkotd agensekkel, vagy a koleszterin oxidéacidjaval drasztikusan
csokkenthetd a caveolin-1 szintézis, valamint a sejtfelszini caveoldk szama (Zhu és
mtsai 1999.)
biztositja, mely szigort transzkripcids szabalyozas alatt all. (van Meer 2001). Egyre
tobb adat szol amellett, hogy a caveolak aktiv szerepet jatszanak a koleszterin
homeosztazis fenntartdsdban. A caveolin mint koleszterin-szenzor funkcional, és ily
modon szamos sejtfunkciot modulal, befolyasolva a koleszterin felvételét, leadasat,
szintézisét, valamint intracellularis transzportjat. Az endoplazmas retikulumban illetve a
peroxiszomakban de novo szintetizalodott, valmint a clathrin burkos vezikulak
kozremiikodésével felvett alacsony denzitasu lipoproteinbdl (LDL) szérmazo
koleszterint caveolin oligomereket tartalmazo6 vezikuldk szallitjak a plazmamembranhoz
(Uttenbogaard és Smart 2000). A sejt intracellularis koleszterin tartalma a koleszterin

szintézisért felelds enzimek, illetve a koleszterin felvételéért felelds sejtfelszini LDL
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receptorok mennyiségének fliggvénye. Ha a sejtekben magas a koleszterin szint, egy
transzkripcios faktor, a sterol responsive element binding protein (SREBP) inaktiv, a
caveolin-1 bioszintézise nd, fokozodik a koleszterin efflux (Fielding és Fielding 2000).
Ha a koleszterin koncentracidja csokken, a SREBP gatolja a caveolin expressziojat (a
SREBP mint destabilizalé faktor kotédik a caveolin-1 promoteréhez), ugyanakkor
fokozza a de novo koleszterin szintézis enzimeinek, és az LDL receptoranak
transzkripcidjat. A downregulacidban szerepe van a foszforilacios kaszkad
aktivalodasanak. A caveolin-1 gén promoteréhez kotédé E2F, p53 és az Spl
traszkripcios-faktor komplex fokozza a transzkripciot. Az E2F foszforilacioja
destabilizalja a komplexet, ily moédon gatolja, leallitja a transzkripciot (Fielding és
Fielding 2000).

A koleszterin transzportjat az intracellularis organellumokbol az extracellularis
koleszterin-k6t6 makromolekulakhoz is caveolak segitik, ebben az esetben a caveolin
apolipoprotein feladatot 14t el, eldsegitve a leaddsra szant koleszterin beépiilését a

szallitasért felelés magas denzitasu lipoproteinbe (HDL) (Matveev és mtsai 2001).

4.2.5. A caveolik, mint alternativ endocitotikus strukturak

a.) A caveoldk lefiizédése

A caveoldk mukodeésével kapcsolatosan a legvitatotabb, legkevésbé tisztazott
teriilet a felvételi folyamatokban, endocitozisben betdltott szerepiik volt. A caveolak
valtoz6 gorbiileti megjelenése azt sugallja, hogy a caveoldk leflizOdhetnek a
sejtfelszinrél. Ennek ellenére sokaig tartotta magat az a nézet, hogy a caveoldk a
sejtmembran allandd, stabil, nem lefiz6d6, specialis Osszetételli mikrodoménjei.
Morfologiai (sorozatmetszés, kettds jeldléses immuncitokémia) ¢€s biokémiai
vizsgalatok eredményei (sajat munkankat is beleértve) mara mar egyértelmiien
bizonyitottak, hogy a caveolak lefiiz6dnek, illetve lefliz6dhetnek a sejtmembranrol, és a
clathrin-burkos vezikuldk mellett részt vesznek, illetve részt vehetnek az kiilonb6zo
extracellularis anyagok felvételében (Pelkmans és mtsai 2004, Kiss és Geuze 1997, Kiss
és Botos 2009). Bizonyitott tény, hogy a sejtek caveoldk segitségével vesznek fel

szdmos ligandot (L.tablazat), példaul GPI-kotott fehérjéket, albumint, virusokat,
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immunkomplexeket, bakterialis toxinokat, (Pelkmans and Helenius 2002.), alkalikus
foszfatazokat (Montesano és mtsai 1982, Anderson ¢és mntsai 1998, Parton és mtsai
1994).

Caveola-medialt endocitozis 1épéseit a Simian Virus 40 (SV40) felvétele
kapcsan tanulmanyoztak, és irtak le (Pelkmans és mtsai 2001, Pelkmans és Helenius
2002). A virus internalizacidja annyira caveola-specifikus, hogy caveolin-1 hianyos
allatokban SV40 fertdzés nem jon létre, a virusrészecskék felvétele caveolak hidnyaban
elmarad (Pelkmans és mtsai 2001). Az SV40 virus a sejtek felszinén talalhaté MHCI
molekuldhoz kapcsolodik. A virusrészecske-MHCI kapcsolat kialakulasa utdn a
komplex caveolaba kertil, és a caveola lefiizodésével megindul a virus internalizacidja

(8. abra).

x Aktin filamentum

v Aktin monomer
@  Foszfo-tirozin
Dinamin

8. abra: Az SV40 virus felvétele soran a virus a sejt felszinen MHC I. molekulahoz
kotodik, majd a komplex caveoldba keriil (1.). A virus indukalta jelatviteli folyamatok
eredményeként a caveolin-1 foszforilalodik (2., 3.), majd dinamin kapcsolodik a caveola
nyaki részéhez, ezt kéveti a kortikalis aktin-citoszkeleton dtrendezddése. Ennek
eredménye az aktin-farok kialakulasa (4.), amely a plazmamembranrol lefiliz6do
caveolat a citoplazmaba huzza (5.). Ezutan a kortikalis aktinhalozat visszarendezodik

(6.) (Pelkmans és Helenius 2002.)
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|. tablazat

A caveoldk illetve lipid raftok dltal felvett anyagok listdaja. (Pelkmans és Helenius, 2002.

alapjdn)

Receptor vagy adaptor Indukcio Caveola Clathrin-
vagy burkos
lipid raft vezikula

Ligandok

Folat Folat receptor (GPI-kotott) igen ++ +

Albumin gp60 (transzmembran) igen ++ +

Autocrine motility AMF receptor nem ismert ++ +

factor (AMF) (transzmembran)

Interleukin-2 (IL-2) IL-2 receptor (transzmembran) | nem ismert ++ -

Membran-alkotok

Alkalikus foszfataz GPI-kotott igen ++ -

GPI-GFP GPI-kotott nem ismert ++ -

Lactosyl ceramid glicoszfingolpipd igen ++ -

Toxinok

Koleratoxin nem ismert ++ +

Tetanusz toxin GPI-kotott nem ismert ++ -

Virusok

Simian virus 40 (SV40) | MHC I. (transzmembran) igen ++ -

Polyoma virus szidlsav, GM1 gangliozid nem ismert ++ -

Echovirus 1 integrin nem ismert + Nem
ismert

Respiratory syncytial nem ismert nem ismert + Nem

virus (RSV) ismert

Baktériumok

az E.coli FimH CD68 (GPI-kotott) igen ++ -

antigénje
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A caveoldk leflizOdése lassu folyamat. Mig a calthrin-burkos vezikuldk
leflizodésének ideje néhany percet vesz igénybe, addig a virusrészecskék kapcsolodasa
¢s a caveolak leflizodése kozt eltelt id6 15-30 perc.

A caveoldk stabilizalasaban egy aktin-kot6 fehérje, a filamin fontos szerepet
jatszik, kapcsolatot létesitve az kortikalis citoszkeleton aktin filamentumai és a
caveolin-1 kozott (Stalhut és van Deurs 2000, van Deur és mtsai 2003, Echarri és mtsa
2015). Az aktin caveolakat stabilizalé szerepét bizonyitja az is, hogy depolimerizaciojat
eredményezd citokalazin-D kezelést kovetden a caveoldk lateralis mobilitdsa a
plazmamembranban megndvekszik, és a caveolak internalizacdja gatlodik. Az SV40
virus felvétele soran Pelkmans és mtsai (2002) megfigyelték, hogy a caveolin-1 tirozin
foszforilacidjaval egyidében a kortikalis aktin halézat atrendez6dik (8. abra). A
rakomanyaval toltott caveola citoplazma felé nézd felszinéhez kapcsoltan egy aktin
»farok’ alakul ki, mely mintegy mélybe huzza a lefiiz6dni késziilé caveolat. A caveola
internalizacioja utan az eredeti aktin halozat visszarendezédik (Pelkmans és Helenius
2002). Az aktin-citoszkeleton tehat kett6s szerepet tolt be a caveolak életében: egyrészt
a plazmamembrannal valdé kapcsolattal stabilizdlja Oket, masrészt eldsegiti
leflizOdésiiket. A plazmamembran stabil caveolai és a dinamikus, lefliz6d6 caveolak
mennyisége kozott egyensuly van, amely igen fontos a caveoldkhoz kothetd feladatok
megfeleld dsszehangolasaban. A lefliz6d6 caveolak endocitozisban vesznek részt, mig a
nem lefliz6dd, immobilis caveolak jelatviteli funkciok ellatasaért felelosek (Stahlhut és
van Deurs 2000).

Az utobbi években egyre tobb adat sz6l amellett, hogy a caveola-medialt
endocitozis szabalyozasaban a caveoldk burkahoz kapcsolodd fehérjék foszforilacios
modositdsanak kiemelt szerepe van. Smart €és munkatarsai (1995) a caveolak
membranjaban leirtak egy 90 kDa molekulatomegli fehérjét, amely az ugyancsak
caveolakban jelenlévé szerin-treonin kindz, a protein kinazCo (PKCa) szubsztratja.
Feltételezésiik szerint a caveolak internalizacids ciklusa, lefiiz6dése és reciklizacioja
ezen 90 kDa molekulatomegli fehérje foszforilaltsdgi allapotanak a fliggvénye. A
caveolak leflizddéséhez a 90 kDA molekulatomegi fehérje foszforilacidja sziikséges.
Az internalizacié megindulasaval. parhuzamosan a PKCa aktivitasa csokken, teret

engedve a defoszforilaciot végzd foszfatazoknak. A fehérje defoszforilacioja
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kovetkeztében a caveola reciklizal a felszini membranhoz. Az elképzelés hianyossaga,
hogy mind a mai napig nem sikeriilt azonositani ezt a 90 kDa molekulatomegli fehérjét.

A foszforilacid szerepét a caveoldk leflizodésében okadansavval végzett
kisérletek (koztiik sajat eredményeink) is alatamasztjak. Az okadansav foszfataz gatlo, a
szerin/treonin foszfataz 1-et (PP1), és a szerin/treonin protein foszfataz 2-t (PP2)
gatolja, koncentracio-fiiggé modon (Wera és Hemmings 1995, Boland és mtsai 1993).
Smart (és mtsai 1995). Parton (és mtsai 1994) okadansavval a caveolak intenziv
lefiiz6dését indukaltak. Mivel azonban az okadansav a szerin/treonin foszfatazok gatlasa
révén szamos jelatviteli Gitvonalat befolyasol a sejtben, nem ismert, hogy a caveola-
medialt endocitozist, a caveoldk lefizodését pontosan milyen mechanizmus(ok) révén
indukalja.

A caveolak internalizacidjanak egyik fontos 1épése a dinamin atmeneti
kapcsolodasa a caveoldk nyaki részéhez (Oh és mtsai 1998). A dinamin kis
molekulastlyt GTP-az, melynek a vezikuldk lefiizodésében betoltott szerepe a clathrin-
medialt endocitozis folyamatabol mér ismert (Hinshaw 2000). A citoplazmaban
jelenlévé dinamin molekulak GDP-t kotott formaban egymas utan kapcsolodnak a
caveolak keskeny nyaki részéhez, amelynek eredményeként egy dinamin oligomerekbdl
allo ,,gallér” jon létre. A dinamin ebben az oligomer ,,gallérban” az oligomerizacio
hatdsara aktivalodik, GTP-kotd €s hidrolizaldo képessége nd. Az oligomerizacid egy
kritikus szintje utan a dinaminhoz kotott GTP hidrolizal, a GTP hidrolizisébdl szarmazo
energia fedezi a caveola nyaki részén a membran zardsat, igy megindul a caveola
lefliz6dése a plazmamembranrol.

Az utobbi évtized intenziv kutatomunkajanak koszonhetéen a caveolak
internalizacidjanak meginduldsdhoz sziikséges biokémiai valtozasok finomabb részleteit
mar elég jol ismerjiik. Endotélsejtekben az albumin felvételének tanulméanyozéasa soran
Minshal (és mtsai 2003), valamint Shajahan (és mtsai 2004) leirtak, hogy az albumin
egy, a caveolakban jelenlévé adapter molekulahoz, 60kDa molekulatomegii
glikoproteinhez (gp60-hoz) kotodik. A gp60-albumin kapcsolat G fehérje aktivalodasat
eredményezi (9. abra). Az aktivalt G fehérje disszociald B és y alegységei a caveolin-1
fehérjéhez kapcsolodo tirozin-kindzt, az Src kindzt aktivaljak, amely foszforilalja a

caveolin-1 fehérjét, illetve a caveola nyaki részéhez kapcsolédd dinamint. Az albumin
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és a gp60 fehérje kapcsolatanak kialakulasat kovetden a fent emlitett folyamatok
nagyon gyorsan (5 perc) lejatszodnak (Shajahan és mtsai 2004).

albumin

9. abra: A caveolak internalizaciojat elindito jelatviteli folyamatokat az albumin és
adaptor molekuldjanak, a gp60 fehérjének kapcsolata aktivalja. Az aktivalt Src kindaz a
dinamin és a caveolin-1 fehérjéket tirozin aminosavon foszforilalja. A caveolin tirozin

foszforildcioja a caveoldk lefiizédését indukalja. (Minshall és mtsai 2003.)

A caveolédk leflizddésének szabalyozasaban a PACSIN2-EHD2 -cavin complex jatszik
szabalyoz6 szerepet (EHD2 a dinaminhoz hasonlé ATP-az). A PACSIN2 aszparagin-
prolin-fenilalanin aminosavszekvenciadja kozvetitésével EDH2-héz kapcsolodva a
caveoldkat membran-kotott allapotban tartja. A PACSIN2 a C terminalisan
elhelyezked6 SH3 doménjén keresztiil dinamint is képes kotni, ezaltal a dinamint a
caveolak nyakahoz toborozza. Bér a lefliz6déshez elengedhetetlentil sziikséges dinamin
molekuldk jelen vannak a caveoldk nyakanal, a PACSIN2 molekuldk szorosan
0sszecsomagolt Bar doménjei miatt nincs hozzaférésiik a membranhoz. Ha azonban a
PACSIN2-t a PKCa foszforildlja, a Szorosan csomagolt Bar domén oligomerek
fellazulnak, a PACSIN-membran kapcsolat fellazul, lehetévé téve azt, hogy a dinamin
elhasitsa a membrant, a caveolak leflizédhessenek. (Senju és mtsai 2015). A PACSIN2-
EHD2-cavinl komplex tehat esszecialis szerepet jatszik a caveolak dinamikajaban. A
PACSIN2 mennyisége, jelenléte a caveoldk nyakanal meghatarozd 1épése, faktora a

caveolak leflizoédésének illetve endocitdzisanak.
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A caveolék endocitézisat a sejtek extracellularis matrixhoz (ECM) val6 kapcsolodésa is
befolyasolja. Ha a sejt-extracellularis kapcsolat fellazul, a caveolin-1 (caveolak) a

plazmamembranrdl a perinuklearis térbe helyezddnek at.

b.) A caveola-medidlt endocitozis citoplazmatikus allomasai

A caveolak kozremiikodésével végbemend felvételi utvonal citoplazmatikus
allomasairol intenziv kutatasuk ellenére sokaig bizonytalan informacidink voltak.
Kisérleti adatok amellett szdlnak, hogy a lefiiz6dott caveolak megdrzik jellegzetes
morfologiai és biokémiai sajatsagaikat az endocitozis soran (Pelkmans és mtsai 2004),
membranjuk nem olvad bele a kérnyezd membranokba. Pelkmans és mtsai (2002) az
SV40 virus felvételének tanulményozasa soran azt tapasztaltak, hogy a virust tartalmazé
caveolak nagyméretli, vakuolumokba olvadnak bele, amelyek sem nem endoszomak,
sem nem a lizoszomak. Ezen nagyméretii vakuolumokat caveoszomdknak nevezték el,
minthogy membranjukban caveolin-1 van jelen, belsejilkben pedig caveola méretii
vezikulak figyelheték meg. A caveoszomak a caveola-medialt endocitozis jellegzetes, a
mai napig is csak kevéssé ismert organellumai. Morfoldgiajuk alapjan igen heterogén
struktarak: szolofirtre emlékeztetd, zsufolt csoportba rendezett vezikula-halmok
formajaban, hosszikés, flizérbe rendezett vezikulak csoportjaként (,,borsok a
hiivelyben” Pelkmans, és Helenius 2002), vagy virdg alaktl ovélis rozetta-szerti
képletekként lathatoak a citoplazma plazmamembranhoz kozeli teriiletein. A sejtben
betdltott szerepiik alapjan a klasszikus, clathrin-medialt endocit6zisban megismert korai
endoszomakkal egyenértékli képleteknek tartottdk Oket, a korai endoszomak
morfologiai és biokémiai jellemzdivel azonban nem rendelkeznek. (Pelkmans és
Helenius 2002.). A caveoszomakban nem mutathatok ki a clathrin burkos vezikulak
altal felvett ligandok €s azok receptorai, mint példdul a transzferin és a transzferin-
receptor.

A caveoszomak membranjanak molekularis osszetétele nagymértékben hasonlit
a caveolak membranjahoz: igen gazdag koleszterinben és szfingomielinben. A
membranbol azonban hianyoznak az endoszoémakra, lizoszoOmakra, a Golgi apparatusra,
illetve az endoplazmas retikulumra jellemzé specifikus molekula-markerek,

tulajdonképpen a caveolin-1 tekinthetd ezen sejtalkotok egyetlen markerének. A
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caveoszomak membranjaban nincs jelen a plazmamembranra és az endoszomak
membranjara jellemzé protonpumpa, igy belsd milliGje nem savasodik. Pelkmans és
Helenius (2002) elképzelése szerint a neutralis caveoszoma nem képes a savas bennékii
lizoszomakkal vald fuzidra, igy tartalmat a savas hidroldzok nem emészthetik meg. A
caveoszomak a caveolak intrenalizaciojat kovetd 15 perc elteltével jelennek meg a
citoplazmaban, és a felvett ligandok akar tobb oOran at is itt tarolddhatnak (Pelkmans és
Helenius 2002).

Bar vonzo feltételezés, hogy azok a korokozok, melyek caveolak
kozremiikodésével keriilnek felvételre, fertdz6 képességiiket éppen azaltal fejthetik ki,
hogy a semleges caveoszomakba keriilve a lizoszomalis enzimek lebontd, hidrolizald
hatasa aldl megmenekiilnek, morfologiai és biokémiai jellemzdik alapjan azonban
kérdéses, hogy a caveoszémak valoban 6nalld, a sejtmembranrdl lefiizodott sejtalkotok-
e. Ha léteznek is ezen organellumok, kevés adat all rendelkezésiinkre a caveoszomak
tovabbi, sejten beliili sorsara vonatkozoan is. A caveoszomakba keriil6 egyes ligandok a
felvételt koveté néhany ora utan az endoplazmas retikulumba szallitddnak (SV40 virus)
(Pelkmans és mtsai 2001), mig masok, példaul a ceramid (Nichols és mtsai 2001), vagy
éppen a GPI fehérjék (Puri és mtsai 2001) a Golgi késziilékbe keriilnek. Kérdés, hogy a
caveoszomak kizarolagosan a caveoldk kozremiikodésével végbemend felvétel
citoplazmatikus allomasai, a klasszikus endocitotikus tutvonaltol eltéré felvételi
folyamat jellegzetes organellumai-e. Az utobbi idében egyre tobb adat sz6l amellett,
hogy a caveoldk, illetve caveoszomdk és a korai endoszémak képesek fuzionalni
egymassal, igy a caveolak altal felvett ligandok is a korai endoszomakba kertilhetnek
(Parton és Simons 2007). Nem teljesen ismert azonban, hogy a clathrin-medialt
endocitézis ¢és a caveola-medialt utvonal intracellularis organellumai valdban
kapcsolatba keriilnek-e egymassal, és ha igen, milyen tényezdk szabalyozzik,
szabalyozhatjék a ,,parbeszédet”.

Amig a caveolak lefliz6désében az aktin filamentumok atrendezddése jatszik
fontos szerepet, a mikrotubulusok a caveolin-1 pozitiv vezikuldk szortirozasat
(széllitasat az egyes sejtkompartimentumok felé ill.a reciklizaciojat) szabalyozzak. A
motor molekuldk, amelyek a caveolin-1 pozitiv vezikuldkat a mikrotubulusokhoz

kapcsoljék azonban jelenleg még nem ismertek.
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4.2.6. A caveolak, mint mechanoszenzitiv membrdn invagindciok.

A caveolak szamos sejtben szoros kapcsolatban allnak a stressz
filamenetumokkal. A caveolak kialakuldsat, sejten belilli mozgasat a stressz
filamentumok regulatorai jelentésen befolyasoljak. A caveolak részt vesznek a RhoA
iranyitotta aktomiozin kontrakcioban, és mas mechanoszenzitiv mechanizmusokban. Az
utobbi évek kisérleti eredményei igazoltak, hogy mechanikai nyujtasra, vagy ozmotikus
térfogatvaltozasra (duzzadasra) a plazmamembran caveolai laposabba vélnak (Kozera és
mtsai 2009; Gervasio és mtsai 2011), s6t mechanikai stressz hatasara el is tlinnek a
plazmamembranr6l (Sinha és mtsai 2011). Sekélyebb, laposabb caveolak figyelhet6k
meg a plazmamembranon akkor is, ha a membran tenzid fokozddasara a stressz
filamentumok igen nagy szdmban jelennek meg a citoplazmaban a plazmamembran
kozelében (Echarri és mtsai 2012).

Ezen adatok alapjan szamos kutato ugy véli, hogy a caveolak nyomast, nyomas
valtozasokat pufferold rendszert képviselnek a plazmamembranon. A caveolédk a stressz
filamentumokhoz val6é kapcsolodasuk révén, nyomadsvaltozasok alatt, lokalisan
regulaljak a stressz filamentumokkal kapcsolatos jelatviteli utvonalakat (elsésorban a
RhoA jelatvitelt), molekularis kapcsolatot biztositva a mechanotranszdukcios utak és az
aktin-iranyitotta valtozasok kozott. llyen modon biztositjak a sejtek stressz-tiird

képességét, anélkiil, hogy a membran integritdsa megvaltozna (Echarri és mtsai 215).
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5. CELKITUZESEK

A caveolakkal foglalkozd szakirodalomban hosszt ideig tartotta magat az az
allaspont, hogy az immunsejtek felszinén nincsenek jelen a caveoldk. Limfocitdkon
végzett vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy a limfoid sejtek valéban nem
expresszalnak caveolin izoformakat, és sejtfelsziniikon nincsenek caveoldk. Heterogén
caveolin mRNS injektdldsa utan azonban a limfocitdk plazmamembranjan is
jelezvén, hogy kialakuldsuk feltétele a caveolin expresszidja. Kutatomunkat hosszu
évek ota sejtbiologiai témaban végzek, kisérleti objektumként patkdnyok hasiiregébol
izolalt, un. peritonedlis  makrofagokat hasznilok. @A  makrofagok az
immunfolyamatokban fontos szerepet jatsz6 mononukleéris fagocita-rendszer heterogén
képviseldi, amelyek kiilonbozd forrasbol szarmazhatnak (Ginsel és mtsai 1985, 1986,
Ginsel 1993), és a szervezetben kiilonboz6 aktivitasi allapotban jelenhetnek meg. Az
eltéré kornyezeti hatasok eredményeként haromféle aktivitasi allapotban fordulhatnak
eld: rezidens/exudalt, elicitalt és aktivalt makrofagokrol beszélhetiink (van Furth és
mtsai 1972, van Furth 1988). Kisérletes munkam magkezdésekor arra vonatkozoéan,
hogy a professziondlis fagocita sejtekben, a makrofigokban vannak-e caveolik,
egyaltalan nem voltak adatok.

1) Munkam soran elsé lépésben tehat vizsgalni kivantam, hogy az
immunfolyamatokban fontos szerepet jatsz6 makrofagok sejtfelszinén a clathrin burkos
vezikulak mellett jelen vannak-e mas plazmamembran invaginaciok, caveolakra
emlékeztetd strukturak, és ha igen, a makrofagok aktivitdsi allapotanak valtozasa
befolyasolja-e a plazmamembranon megjelend vezikuldk, membrdn invaginaciok
szamat, illetve sejtfelszini eloszlasat.

2.) Ha a caveolakra emlékeztetd struktrak jelen vannak a makrofagok
plazmamembranjan, kérdés, hogy ezek a palack- ill. omega alaki membran-
befliz6dések valoban caveolak-e. A caveolak jelenlétét a caveolin-1 kimutatasaval lehet
igazolni. Ebbdl a célbol anti-caveolin-1 ellenanyaggal fagyasztott ultravékony
metszeteken elektronmikroszkopos immuncitokémiai vizsgalatokat kivantam elvégezni.
Miutdin a caveoldk megjelenéséhez, kialakuldsahoz a caveolin-1 expresszidja

elengedhetetleniil sziikséges, Vizsgalni kivantam, hogy a peritonedlis makrofagok
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milyen caveolin izoformakat expresszalnak. Arra kerestem valaszt, hogy a caveoldk
hianya ¢s megjelenése patkdny peritonedlis makrofagokban milyen izoformak
hianyaval, ill. jelenlétével magyarazhato, és valtozik-e az egyes izoformak expresszioja
a makrofagok aktivitasi allapotanak fiiggvényében.

3.) A caveolak sokrétii funkcioi koziil érdeklédésem kozéppontjaban az endocitézisban
betoltott szerepiik all. Kisérletes munkam megkezdésekor ellentétes irodalmi adatok
dlltak rendelkezésiinkre arra vonatkozoan, hogy vajon a caveolik a sejtmembrdanon
jelenlévo, specidlis osszetételii, rigid, merev domének, avagy mas vezikulakhoz
hasonloan a plazmamembranrol valoban lefiizodo, dinamikus strukturdk. Kisérleteim
soran tehat arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a patkanyok hasiiregébdl izolalt,
endocitdzisra specializalodott, professzionalis fagocita sejtek, a makrofdgok caveolai
lefliz6dnek-¢ a sejtmembranrdl, részt vesznek-e a makrofagok endocitotikus (folyadék
fazisos és receptor-medialt) folyamataiban.

4.) Ha a caveolak valoban leflizédnek a plazmamembranrél, a kovetkezé kérdés, hogy
milyen szabdlyozo mechanizmusok (foszforilacio/defoszforilacio, kinazok/foszfatazok)
befolydasoljak a caveoldk lefiizodését, internalizacidjat és esetleges reciklizaciojat.
Irodalombol ismert volt, hogy a szerint/treonin protein foszfatazgatld okadansav mas
sejtekben a caveolak leflizddését indukélja. Vizsgélni kivantam, hogy az okadéansav
hatassal van-e a caveolak lefiiz6désére makrofagokban. Tekintettel arra, hogy a
valdjaban a caveolin-1 tirozin foszforilacidja jatszik kulcs szerepet a caveolak
lefliz6désében, a kérdés az volt, hogy valtozik-e, és ha igen, hogyan az egyes caveolin
1izoformak tirozin foszforilacidja az okadansav kezelések utan.

A patkanyok hasliregébdl i1zolalt peritonealis makrofagok eredetiiket, aktivitasi
allapotukat tekintve meglehet6sen heterogének, a tovabbi vizsgalatokhoz célszertibbnek
latszott egy jol reprodukalhatd, homogén sejtpopulaciot alkalmazni. Erre a célra egy
hepatocellularis karcindma sejtvonalat, a HepG2 sejteket valasztottam. Ezen sejtvonal
elénye, hogy hosszu idon at megbizhatdéan homogén sejtpopulaciot képeznek, a sejteket
nagy mennyiségben, olcson allithatjuk eld, a kisérletekhez elegendd mennyiségii sejt
eldallitasdhoz nincs sziikség allatok felaldozasara. Nem elhanyagolhatd szempont, hogy
a HepG2 sejtek plazmamembranjan nagy szamban vannak jelen caveolak. A kétféle
sejtpopulacion  végzett kisérletek eredményeinek Osszehasonlitisa  ugyanakkor

lehetdséget nyudjthat annak eldontésére, hogy a tenyésztett sejteken kapott
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eredményekbdl milyen mértékben kovetkeztethetiink a fizioldgias viszonyok kdzott, az
¢l6 szervezetben végbemend folyamatokra. A HepG2 sejtvonal azonban csak akkor
alkamazhatd tovabbi kérdéseink megvalaszolasdra, ha a makrofagokon elvégzett
kezelések hasonlo hatast valtanak ki ezen sejteken is. Ezért elsé 1épésben tehat az
internalizacid vizsgalatat és az okadansav kezeléseket HepG2 sejteken is el kellett
végeznem.

5.) A caveolak kozremikodésével végbemend felvétel indukalasara a HepG2 sejteken
okadansav mellett egy tirozin-foszfataz gatlot, a natrium-ortovanadatot, valamint egy
fiziologias ligandot, az albumint hasznaltam. Ezek a vizsgalatok lehetdséget adnak
annak tanulményozasara, hogy milyen azonossagok és/vagy kiilonbségek vannak a
kétféle anyag, — erds, sokrétli hatassal bird agensek (foszfataz gatlok) és a természetes
ligand (albumin) — altal indukalt caveola internalizaci6é folyamataban. Okadansavval és
tirozin-foszfataz gatloval elvégzett kisérleteim eredményei igazolhatjak, hogy a
caveolin foszforilacioja befolydsol(hat)ja-e, és ha igen, hogyan a caveolak
lefiizodését, internalizdcidjat.

6.) Tekintettel arra, hogy a caveola-medialt endocitdzis citoplazmatikus allomasairél
igen keveset tudunk, vizsgaltaim kdzéppontjaban az allt, hogy a caveolak altal felvételre
keriilt ligand, illetve maga a caveolin milyen intracellularis strukturak érintésével
vandorol a sejtben. Ebbdl a célbol a folyadék fazisos (HRPO) és receptor-medialt
endocitozis (PAP és albumin felvétel) folyamatat vizsgalatam és hasonlitottam Ossze
rezidens és elicitalt makrofagokban, valamint HepG2 sejtekben. Kiemelt figyelmet
szenteltem annak, hogy van-e kapcsolat a caveolik kézremiikidésével végbemend
endocitozis és a klasszikus (clathrin-burkos vezikulik kiézremiikédésével végbemend)
felvételi folyamat sejten beliili dllomdsai kézott, vagyis hogy a caveola-medidlt
endocitozis végdllomdsai valoban a caveoszomdknak nevezett struktiurdk-e. A kérdést
fagyasztott ultravékony metszeteken kettés jel6léses immuncitokémiai vizsgalatokkal
kivantam megvalaszolni.

7.) Az un. caveoszomak kizarolagos markere a caveolin-1, morfologiajuk,
elhelyezkedésiik alapjan azonban o6nallé sejtalkotd létik megkérddjelezhetd. A
Ruténium voros festék - amely pozitiv toltése révén a glikokalixhoz kotodik, nem jut at
a membranon - mint extracellularis marker, kivaléoan alkalmas a setjfelszin, és a

sejtfelszinnel Osszekottetésben allo  struktardk jelolésére. Munkdm kovetkezd

37



dc_1278 16

szakaszaban Ruténium-vords festék alkalmazasaval vizsgalni kivantam azt, hogy a
caveoszoma néven leirt kompartimentumoKk valéban ondllo citoplazmatikus
strukturdk-e, avagy a sejtfelszinnel osszekottetésben dllo rozetta-szerii caveola-
csoportok.

8.) Ha a caveoldk valdban internalizalodnak, és a klasszikus endocitotikus utvonalon
esetleg degradalddnak, kérdés, hogy a plazmamembranon Gjonnan megjelend caveolak
potlasa i.) citoplazmatikus caveola-raktarakbol, ii.) az el6zetesen internalizalt caveolak
reciklizaciojabol torténik-e, iii.) avagy de novo caveolin szintézis révén megy végbe. A
kérdés megvalaszolasara fehérjeszintézist gatld cikloheximid kezeléseket végeztem, és
sejtfrakcionalas utan biokémiai moddszerrel (Western blot) vizsgaltam a kiilonb6z6

membranfrakcidkban megjelend caveolin-1 mennyiségét.
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6. ANYAG ES MODSZER

6.1. Sejtek

6.1.1. Makrofagok

Kisérleteimet 200-250 gramm stlyu Charles River him patkanyok hasiiregébol
foszfat pufferes mosassal izolalt makrofagokon végeztem. Rezidens makrofagokat
egészséges, kezeletlen allatok hasiiregébdl nyertiink (~10°sejt/ml/allat). Elicitalt
makrofagokat az 1 ml komplett Freund adjuvéns intraperitonedlis injektalasa utan 24
o6raval izolaltunk (~107sejt/ml/allat). A kezeletlen és a komplett Freund adjuvanssal
kezelt allatok hastliregébdl vegyes peritonedlis sejtszuszpenziot 0,1M foszfatpufferrel
(pH:7,4) (PBS) végzett mosassal nyertiink, melybdl diszkontinuus Percoll gradiensen
(100% Percoll szuszpenzio és 10-szer tomény HAMF-10 9:1 elegye 1M HEPES
pufferben) makrofadgokat tisztitottunk Hester és munkatarsai (1981) modszere alapjan.
30 perces (330Qg) centrifugalas utan az 51/57%-o0s Percoll hatarfazison Kkitilepedd
makrofagokat 6sszegyijtottiik és PBS-el mostuk.

6.1.2. HepG2 sejtek

A human hepatocellularis karcinoma sejtvonal sejtjeit (HepG2 sejtek, ATCC:
HB8065), Dr. Kovalszky Ilona (I. sz. Pathologiai és Kisérletes Rakkutatd Intézet)
biztositotta szdmunkra. A sejteket 10% FBS (Gibco), 100 U/ml Penicillin és 0,1 mg/ml
Streptomycin (Sigma) tartalmt DMEM (Dubecco’s Modified Eagle Medium, Gibco)
tenyésztdi  médiumban  tenyésztettik. = Hagyomanyos  elektronmikroszkopos
beagyazashoz, illetve fagyasztva metszéshez a sejteket T25 tenyésztéi edényekben
(Orange) tenyésztettiik. Fluorescens mikroszkopos munkakhoz a sejteket 12mm
atméroju fedélemezeken neveltiik. Biokémiai vizsgalatokhoz T75 tenyésztéi edényben
(Orange), illetve membranizolalashoz 100mm atmérdjii tenyésztdi csészében (Orange)

nevelt sejteket hasznaltunk.
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6.2. Anyagok

A caveolak internalizaciojanak stimulalasahoz a szerin-treonin foszfataz gatlo
okadansavat (Sigma Chemical Co.) 4 és 100nM, a tirozin-foszfataz gatlé natrium-
ortovanadatot (NazVOs) (Sigma Chemical Co.) pedig 10uM koncentracioban
hasznaltuk.  Makrofagokkal  végzett kisérleteink soran az  internalizacid
nyomonkovetésére folyadékfazisos markerként 800ug/ml tormaperoxidazt (HRP;
Sigma Chemical Co., type VI.) hasznaltunk. A receptor-medialt endocitozist peroxidaz-
antiperoxidaz (PAP) immunkomplex felvételével vizsgaltuk. A sejtfelszini caveolak
eltavolitasara a makrofagokat 0.5 ug/ml filipinnel kezeltiik. HepG2 sejtekben a caveola-
medialt endocitdzist 30mg/ml albumin (serum albumin - fraction V., 98% pure, Sigma
strukturakat Ruténium-(Ru) vorés festékkel (Sigma Chemical Co) jeloltik. A
fehérjeszintézist 50pug/ml cycloheximiddel, (Sigma Chemical Co) albumin jelenlétében
(60 illetve 180 perc, 37°C) gatoltuk.

6.3. Ellenanyagok és fluoreszcens probak

Immunfluoreszcens vizsgalatainkhoz elsé ellenanyagként poliklonalis caveolin-1
€és monoklonalis caveolin-2 ellenanyagot (Transduction Laboratories), masodik
ellenanyagként biotinalt anti-egér ellenanyagot (Vector) alkalmaztunk. Az ellenanyagok
kimutatasat anti-nyul Alexa 488nm, illetve avidin-konjugalt Alexa 594nm fluorescens
festékekkel (Molecular Probes) végeztiikk. Az aktin citoszkeleton jelolését phalloidin-
konjugalt Alexa 594nm (Molecular Probes) fluorescens festékkel végeztiik.

Fagyasztott ultravékony metszeteinken elvégzett immun-arany jeloléshez elso
ellenanyagként poliklonalis anti-VIP21/ caveolin (Prof. Rob Parton, Heidelberg,
személyes ajandéka), poliklonalis anti-caveolin-1 (Transduction Laboratories),
poliklonalis anti-albumin (Nordic Laboratories), illetve monoklonalis anti-CD63
ellenanyagot (Peli-Cluster), masodik ellenanyagként nyul anti-egér ellenanyagot
(Calbiochem) alkalmaztunk. Az immunoreaktiv fehérjéket 10nm illetve 15nm atmérdji
kolloidalis arannyal jelolt protein-A segitségével mutattuk ki (Cell Microscopy Center,
Utrecht).
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Biokémiai vizsgalataink soran (immunoprecipitacio, detergensmentes membranizolalas
valamint Western blot analizis) elsd ellenanyagként poliklonalis anti-caveolin-1, illetve
monoklonalis  anti-caveolin-2  ellenanyagokat ~ (Transduction  Laboratories),
monoklonalis anti-syndecan (CD138) (Dako Laboratories), valamint monoklonalis anti-
foszfotirozin  ellenanyagot (Upstate  Biotechnology) hasznéltunk. Masodik
ellenanyagként biotinalt anti-nyul illetve biotindlt anti-egér ellenanyagokat (Vector

Laboratories) alkalmaztunk.

6.4. Kiserleti eljarasok
6.4.1. Vizsgadlatok makrofagokon

6.4.1.1. Caveoladk kimutatdsa, caveolin izoformak azonositasa

Hagyomanyos  elekktronmikroszképos  technikat,  fény-  (konfokalis)  és
elektronmikroszkopos immuncitokémiat, Western blot vizsgalatokat,
immunprecipitaciot és PCR technikat alkalmaztunk a caveolak, illetve a caveolin

izoformak azonositasara.

Hagyomanyos elektronmikroszkopos technika: Elektronmikroszkdpos vizsgéalatainkhoz
a sejteket 0.1M Millonig foszfat pufferben (pH:7,6) higitott 2% glutaraldehiddel
fixaltuk (2 ora, szobahOmérsékleten). A fixalét alapos Millonig pufferes mosassal
eltavolitottuk, majd a sejtszuszpenziobol 10% zselatin  (37C°) hozzaadasaval,
centrifugalassal tomor blokkokat formaltunk. A sejteket tartalmazo zselatin-blokkokat
apro darabokra vagtuk, 0.1M cacodilat pufferben (pH:7,4) mostuk, és 1% OsOs-el 60
percig 4C°on utofixaltuk. Ezt kovetden 0.1M cacodilat pufferrel, majd desztillalt vizzel
mostuk a blokkokat. A blokk-kontrasztozast 1% uranil-acetattal végeztiik (60 perc, 4C°,
sOtétben). Desztillalt vizes mosas utdn a blokkokat novekvd koncentracioju
alkoholsorral  viztelenitettiink, majd Araldit miigyantdba 4agyaztuk. Leica
ultramikrommal 50-80 nm vastagsaghi metszeteket készitettiink, melyeket uranil-
acetattal (10 perc), majd 6lom-nitrattal (10 perc) kontrasztoztuk és Opton illetve Hitachi

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
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Morfometriai vizsgalatok: A caveoldk szaméanak ¢és sejtfelszini eloszlasanak
meghatdrozasa céljabol morfometriai vizsgalatokat végeztiink. Valamennyi kisérleti
csoportbol 20-25 elektronmikroszkopos felvételt készitettiink. A felvételeket egyforma
nagyitassal (20 000x) és random modon készitettiilk. A felszinnel 6sszekottetésben alld
clathrin-burkos vezikuldkat, és omega alaki plazmamembran invaginaciokat
megszamoltuk, atmérdjiiket megmértiik. A citoplazma felszin/térfogat ardnyat Weibel
(és mtsai 1966) modszerével meghataroztuk, majd kiszdmoltuk a sejtfelszin egységnyi

tertiletére jutd vezikulumok, invaginaciok szamat.

Fénymikroszkdpos (konfokdlis) immuncitokémiai vizsgalatok: 1zolalt rezidens és elicitalt
makrofagokat polilizinnel kezelt targylemezre letapasztottuk, majd jéghideg acetonnal
(20 masodperc) a sejteket fixaltuk, ill. permeabilizaltuk. 0.1% BSA tartalmu PBS-el a
sejteket mostuk, majd monoklonalis anti-caveolin-1 és anti-caveolin-2 ellenanyaggal
(1% BSA/PBS) 1 o6rat szobahomérsékleten inkubaltuk, Alapos mosas (PBS) utan FITC-
el jelolt anti-egér ill. anti-nyul ellenanyaggal (1% BSA/PBS) tovabbi 1 orat inkubaltunk
szobahdmérsékleten. Alapos mosas utan a sejteket MRC 1024 Bio-Rad lézer konfokal

mikroszkoppal vizsgaltuk, a Lasersharp 4.0 software alkalmazasaval.

Elektronmikroszkopos immuncitokémiai vizsgalatok: A peritoneélis makrofagokat 4%
parpaformaldehid és 0.1% glutaraldehid fixal6 elegyben (0.1M foszfat pufferben) 1 orat
szobahOmérsékleten fixaltuk, majd ezt a fixalot 1% paraformaldehid (0.1M foszfat
pufferben) fixalora cseréltiik, amelyben a sejteket néhdy napig tartottuk, tovabb fixaltuk.
0.15M glicin tartalmu PBS-el valo haromszori moséas utan a sejteket 10% zselatinban
centrifugaltuk, az igy keletkezett csapadékbol kisméretli kockakat vagtunk, amelyeket
2.3M cukor (0.1M foszfat pufferben) oldattal itattunk at (I éra 4C°) krioportekcid
céljabol. A blokkokat ezutan preparitum tartora felragasztottuk, és folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk. Fagyasztott ultravékony metszeteket Leica Ultracut S
fagyasztofeltétes ultramikrotommal készitettlink. Az ultravékony metszeteken
immuncitokémiai reakcidt végeztiink: mosds, 10% szérum albuminnal (BSA) valo
blokkolas utan a metszeteken anti-caveolin-1/VIP21 poliklonalis, illetve monoklonalis
anti-caveolin-1 ~ és  anti-caveolin-2  ellenanyaggal  inkubaltunk (1  ora

szobahOmérsékleten). A monoklonalis ellenanyagokkal kezelt metszeteken masodik
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ellenanyagként nyul-anti-egér IgG-t hasznaltunk (30 perc, szobahémérsékleten), majd a
sejteket 10 ill 15nm kolloidalis arannyal konjugalt proteinA-val inkubaltuk (30 perc,
szobahOmérsékleten).

Néhany esetben a fagyasztott ultravékony metszeteken kettds jelolést alkalmaztunk.
Kettos jeloléses vizsgalataink soran a szérum albumint nytlban termeltetett anti-patkany
albumin ellenanyaggal jeloltiik, illetve a tormaperoxidazt anti-HRP (nyul) ellenyaggal
mutattuk ki. Mindkét esetben masodik ellenanyagként 10nm kolloidalis arannyal
konjugalt proteinA-t hasznaltunk. A VIP/21caveolin-1 kimutatdsara nyul anti-VIP21

ellenanyaggal, majd 5Snm kolloidalis arannyal jeldlt proteinA-val inkubaltunk.

Western blot analizis: 1zolalt rezidens és elicitalt makrofagokat 1% SDS-t és 2.5% p-
merkaptoetanolt tartalmazé 20nM Tris-HCI (pH: 7.4) oldatban szolubilizaltuk, és 4-5
percig forraltuk. A lizatum fehérjetartalmat Lowry-modszerrel hatdroztuk meg, majd
gradiens (8-12%) SDS-PAGE celektroforézissel a fehérjéket szétvalasztottuk (30ug
fehérjét hasznaltunk minden elektroforézis esetén). A szétvalasztott fehérjéket
nitrocelluloz filterre transzferaltuk, majd 3% BSA tartalmi Tween-PBS pufferrel
blokkolast végeztiink. Ezt kovetden anti-caveolin-1 és anti-caveolin-2 ellenanyagokkal
inkubaltunk. Masodik ellenanyagként tormaperoxidéazzal jelolt anti-nyudl ill. anti-egér
IgG-t hasznaltunk. ECL detektalas utdn az eredményeket a GelScan program

alklamazasaval, LKB lézer denzitométerrel értékeltiik.

Immunprecipitacié: Rezidens és elicitalt makrofagokat (10’sejt/ml) 200ml szolubilizald
pufferben (50mM Tris-HCI, pH:7.4, 150mM NaCl, 1ImM EDTA, 1mM NazVOs, 1mm
NaF, 10% glicerin, 0.5% Monidet P40, 0lmMK PMSF, 10pg/ml aprotinin)
szuszpendaltuk, majd a lizatumot anti-caveolin-1 ill. anti-caveolin-2 specifikus
ellenanyaggal inkubdltuk (5 ora, 4C°. Protein-A-Sepharose 4B jelenlétében
immunkomplex képzdédést indukaltunk (1 o6ra, 4C%, majd az immunkomplexet
centrifugalassal (12 000g) izolaltuk. Mosas utan a kotott fehérjét szolubilizaltuk, majd
SDS-PAGE elektroforézist kovetden immunoblottinggal agnalizaltuk.

RT-PCR analizis: 1zolélt rezidens és elicitalt makrofagokbol guanidin-tiocianattal és

fenol-kloroform-izoamilalkohollal teljes RNS kivonast végeztiink (OD260/OD2go 1.7
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felett). Az RNS-b6l random primerek ¢és 200U M-MLV segitségével reverz
transzkripcidt végeztiink. A cDNS-t polimeraz lancreakcidval amplifikéltuk. A caveolin
primereket az NIH konyvtaraban hozzaférhetd patkany caveolin szekvenciara Primer-2
program segitségével terveztiikk. Bels6 kontrolként a gliikkoz-aldehidfoszfat-
dehidrogendaz (GAPGH) expressziojat hasznaltuk. A PCR reakciét hot starttal, a
reakcidelegy 94C%-on torténd 5 perces inkubdldsival inditottuk. A ciklus (n=35)
paraméterei a kovetkezék voltak: denaturacio 94C° 1 perc, annealing 55C°, 1 perc,

lanchosszabbitas 72C°, 1 perc.

6.4.1.2. A caveoldk lefiizodésének, internalizaciojanak vizsgalata

A makrofagok felvételi folyamatokra, endocitozisra differencidlodott
sejtféleségek. Annak eldontésére, hogy a caveoldk leflizddnek-e a peritonedlis
makrofagok membranjarol, funkcionalis vizsgéalatokat végeztiink. Rezidens és elicitalt
makrofagok folyadék fazisos és receptor-medialt endocitozisat vizsgaltuk morfologiai
¢s biokémiai (spektrofotometrids kvantitativ enzim meghatarozds) modszerekkel.
Folyadék fazisos markerként tormaperoxiddzt (HRP), a receptor-medidlt endocitdzis
tanulmanyozasara pedig peroxidaz-antiperoxidaz (PAP) immunkomplexet hasznaltunk.
Vizsgaltuk, hogy a caveolak integritasanak megvaltozasa (a koleszterin eltavolitasa)

hatassal van-e a makrofagok endocitotikus folyamataira.

Folyadék fazisos endocitozis: 1zolalt rezidens és elicitélt makrofigokat (8x10° sejt/ml)
2mg/ml HRP jelenlétében (szérum-mentes HAMF-10, pH: 7.0) 37C%on kiilonbdzd
ideig (30 mésodperc, 1, 2 és 5 perc) inkubaltuk. A folyadek fazisos felvétel leallitdsara a
sejteket lehiitottiik, a fel nem vett peroxidazt jéghideg PBS-el torténd alapos mosassal
eltavolitottuk. 1% glutaraldehidet (Millonig foszfat pufferben) hasznaltunk a sejtek
fixalasara. 30 perces fixalas utan (szobahOmérsékleten) Millonig, majd Tris-HCI
(pH:7.4) pufferrel mostuk a sejteket. A peroxidaz kimutatasara diaminobenzidin (DAB)
reakciot hasznaltunk (Kiss és Rohlich 1984). A DAB reakcidohoz 0.02g DAB-t 50 ml
PBS-ben oldottuk, illetve kozvetleniil a reakcio el6tt 100ul 1%-0s Hyperol oldatot
adtunk a reakcidelegyhez. A reakcideleggyel vald inkubalast 5 percig, sotétben
végeztiik. A DAB reakciot kovetéen Tris-HCI pufferes (0.05M pH: 7.6), majd 0.1M-o0s
kakodilat pufferes (pH: 7.4) mosast végeztiink. Ezt kovetden ismételt Tris-HCIl és
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kakodilat pufferes mosas utan 1% OsOs-oldattal utofixaltunk, a sejtszuszpenzidbol
10%-0s (37C°) zselatin felhasznalasaval blokkokat formaltunk, melyeket Araldit

miigyantaba agyaztunk.

Receptor-medidalt endocitozis: Rezidens és elicitalt makrofagokat (8x10° sejt/ml)
szérum-mentes HAMF-10 médiumban oldott 50pg/ml  PAP immunkomplex
jelenlétében 1 orat 4C%on inkubaltuk. A nem specifikusan kotott ligandot foszfat
pufferes mosassal (4C°) tavolitottuk el, majd a sejteket 37C%ra felmelegitettiik. Az
internalizaciot 30 masodperc, 1, 2 és 5 perc utan 2% glutaraldehidben (Millonig foszfat
pufferben) valo fixalassal allitottuk le. Mosas, majd DAB reakcié utan a sejteket

dehidréltuk és aralditba agyaztuk (1. fent).

Enzim kimutatds: az internalizalt HRP kvantitativ meghatarozasa: A sejtek altal felvett
HRP ill. PAP mennyiségét spektrofotometrids modszerrel (Steimnan és Cohn 1972)
hataroztuk meg. Meghatarozott idejii internalizacié utan a sejteket 10% Triton-X és
ultrahangos kezeléssel szolubilizaltuk. A peroxidazt o-dianizidin segitségével mutattuk
ki. Az enzimreakci6 termékének abszorbancidjat spektrofotométerrel, 435nm

hullamhossznal mértiik.

Filipin kezelés: elicitalt makrofigokat (8x10° sejt/ml) szérum-mentes HAMPF-10
médiumban oldott 0.5ug/ml filipinnel kezeltiik 10, 30 és 60 percig. Hagyomanyos
elektronmikroszkopos  felvételeken és  fagyasztott ultravékony  metszeteken
morfometriai analizissel ellendriztiik, hogy a filipin kezelés hatdsara valtozik-e a

sejtfelszinen jelenlévd a caveolak szama.

A filipin el6kezelt sejtek folyadék fazisos (HRP felvétel) ill. receptor-medialt
endocitozisat (PAP felvétel) vizsgaltuk, kvantitativ spektrofotometriai méréssel
meghataroztuk a felvett HRP ill. PAP mennyiségét. A sejteket 0.5ug/ml filipinnel 30
percig 37C%on eldinkubaltuk, majd a megfeleld marker (2mg/ml HRP; 50pug/ml PAP)
jelenlétében kiilonbozo ideig inkubaltuk. Az internalizacio leallitasa utan a felvett
markerek mennyiségét, az HRP enzimreakci6 elvégzése utan, spektrofotometrids

modszerrel (1. fent) hataroztuk meg.
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A caveoldak internalizdaciojanak szabdlyozdsa: Ebben a kisérlet-sorozatban azt
vizsgaltam, hogy a foszfatdzok gatldsa milyen hatdssal van a caveoladk leflizddésére, ill.
esetleges internalizaciojara. Foszfataz-gatloként egy szerin/treonin foszfatdz gatlot, az
okadansavat hasznaltunk 4 ill. 100nM koncentracioban, amelyet borju savo tartalmt
DMEM tenyésztéi médiumban oldottuk, majd 30, 60 ill 90 perc 37C° (tenyésztéi
médiumban, tenyésztofiilkében) inkubalas utdn a  sejteket hagyomanyos
elektronmikroszkopos vizsgalatokra beagyaztuk. Az elektronmikroszkopos felvételeken
morfometriai modszerekkel ellndriztem a sejtfeszinen jelenlévd caveoldk szdmanak
valtozasat. Annak eldontésére, hogy a caveoldk valoban lefiizodtek a sejtfelszinrél Ru-
voros festéket hasznaltam, amellyel a sejtfeszinnel Gsszekottetésben allo stukturdk jol
jelolhetdk. Ebbdl a célbdl olyan fixald oldatot, mosd puffereket, és utdfixalo OsOs

oldatot hasznaltam, amelyben 0.4 mg/ml Ru vorost oldottunk (l. lent).

Hagyomanyos elektronmikroszkopos ¢€s kvantitativ ~ (spektrofotometris)
hatassal van-¢ a rezidens és elicitalt makrofagok HRP felvételére. A sejteket 10%FBS
tartalmi DMEM (Dubecco’s Modified Eagle Medium) tenyésztéi médiumban, 60mm
atmeérdjlii tenyésztdi edényekben 4 illetve 100nM okadansav jelenlétében 30 percig,
37C%on inkubaltuk. A folyadék fazisos felvételi folyamatok vizsgalatihoz 800ug/ml
tormaperoxidazt alkalmaztam, amelyet okadansavval végzett eldinkubaciot kdvetden
okadansav jelenlétében adtam a sejtszuszpenziohoz (30 perc, 37C°). Az internalizacios
kisérleteket PBS-es mosassal allitottuk le. A sejtek egy részét elektronmikroszkopos
vizsgalatok céljara beagyaztuk. A felszinnel kapcsolatban allo struktrak jelolésére
Ruténium-vorés (lasd fent) festéket hasznaltunk. Morfologiai vizsgalataimat
morfometriai méréssel egészitettem ki. Az internalizalt tormaperoxiddz mennyiségét
spektrométerrel hataroztam meg (lasd fent). A caveolin izoformak foszforilaciojat
immunprecipitaciot kdvetd immunblot mddszerrel ellendriztem. Ellenanyagként anti-

foszfotirozint hasznaltam.

A sejtfelszin jelolése Ruténium-vordssel: A sejtfelszinnel kapcsolatban 4ll6 struktirdk
jelolésére extracellularis markerként Ruténium-vords (Sigma Chemical Co) festéket
hasznaltam. A sejteket alapos 0.1M PBS-es mosas utan Millonig pufferben (pH: 7.6)

higitott, 0.4 mg/ml Ruténium-vords tartalmi 2% glutaraldehiddel 2 oran at,
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szobahOmérsékleten fixaltam. A fixalast kovetden 0.1M-os cacodilat pufferrel mosast
végeztem, majd a sejteket 0.4 mg/ml Ruténium-vorost, 2%-0s OsOs-t tartalmazo 0.1M
kakodilat pufferben utofixaltam. Az utdfixalast kovetden a sejteket zselatinnal kezeltem,

majd beagyaztam a fent leirtak szerint.

6.4.2. Vizsgalatok HepG?2 sejteken

HepG2 sejtekben a caveoldk internalizacidjanak stimulalasara szerin/treonin-
foszfatdz gatld okadéansavat, tirozin-foszfatdz gatld natrium-ortovanadatot és egy
természetes ligandot, az albumint hasznaltunk. A sejteket 4 illetve 100nM
szerin/treonin-foszfataz gatldé okadansavval (30 perc, 37C°), ill. 10uM tirozin-foszfataz
gatld natrium-ortovanadattal (15 perc, 37C°) inkubaltam. Kisérleteim egy részében
10uM natrium-ortovanadattal eléinkubaciot végeztem (15 perc, 37°C), majd natrium-
ortovanadat jelenlétében tovabbi 15 percig 30mg/ml albuminnal kezeltem a sejteket.
Tekintettel arra, hogy az albumin a caveoldk lefliz6dését 6nmagdban is indukalja, a
HepG2 sejteket 30mg/ml albumin tartalmi médiumban 15, 60 és 180 percig (37C°)
inkubaltam. Egyes kisérleteinkben a fehérjeszintézis gatlasara 30mg/ml albumin
jelenlétében 50ug/ml cycloheximidet alkalmaztam, a sejteket 60 illetve 180 percig
37C%on inkubaltam. Kisérleteimet albuminmentes médiummal t6rténé mosassal
allitottuk le.

Eredményeimet morfologiai (fénymikroszkopos immuncitokémiai vizsgalatok
illetve  elektronmikroszkopia) és  biokémiai modszerekkel (detergensmentes

membranizolalas és Western blot analizis) nyertem.

6.4.2.1. Morfologiai vizsgalatok

Fénymikroszkopos —immuncitokémiai  vizsgalatok: Immunfluoreszcens, konfokalis
mikroszkopos megfigyelésekhez fed6lemezre tapadt HepG2 sejteket okadansavval,
natrium-ortovanadattal illetve albuminnal kezeltem a fent leirtak szerint. A kisérleteket
kovetden 0.1M foszfatpufferben (pH: 7.4) 4% paraformaldehiddel 2 o6rat fixaltam, majd
a fixalot PBS-es mosassal eltavolitottam. Triton-X 100-al végzett permeabilizalast

kovetden a caveolak jelolésére 1%BSA/PBS-ben higitott anti-caveolin-1 (1:200) illetve
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anti-caveolin-2 (1:100) ellenanyaggal immunjelolést végeztem (2h, 4C°), majd PBS-es
mosas utan a specifikusan kotott anti-caveolin-1 ellenanyagot 1%BSA tartalmu PBS-
ben higitott anti-nyul-Alexa 488nm fluorescens festékkel (1:200) (2h, 4C°) tettem
lathatova.  Anti-caveolin-2  ecllenanyaggal tortént jelolést kovetden masodik
ellenanyagként 1%BSA/PBS-ben higitott biotinalt anti-egér ellenanyagot (1:100) (2h,
4C°), majd PBS-es mosast kovetéen 1%BSA/PBS-ben higitott avidin-konjugalt Alexa
594nm vagy 488nm fluorescens festéket (1:200) (2h, 4C°) alkalmaztam. Az aktin
citoszkeleton jelolésére 1%BSA/PBS-ben higitott phalloidin konjugéalt Alexa 594nm
(1:100) kertilt felhasznalasra (2h, 4C°). A flourescens felvételek Bio-Rad Radiance2100
Rainbow konfokalis mikroszkoppal, Laser Sharp software alkalmazéasaval késziiltek.
Tovabbi képszerkesztéshez Confocal Assistant és Adobe Photoshop programokat

hasznaltam.

Hagyomanyos elektronmikroszkopos vizsgalatok: Elektronmikroszkdpos
vizsgalatainkhoz a sejteket 0.1M Millonig foszfat pufferben (pH:7,6) higitott 2%
glutdraldehiddel fixaltam (2 ora, szobahOmérsékleten). A fixalot alapos Millonig
pufferes mosassal eltavolitottam, majd a sejtszuszpenziobol 10% zselatin (37C°)
hozzéadasaval, centrifugalassal tomor blokkokat formaltam. A sejteket tartalmazo
zselatin-blokkokat apr6 darabokra vagtam, 0.1M cacodilat pufferben (pH:7,4) mostam,
és 1% OsOs-el 60 percig 4C°-on utofixaltam. Ezt kovetden cacodilat pufferrel, majd
desztillalt vizzel mostam a blokkokat. A blokk-kontrasztozast 1% uranil-acetattal
végeztem (60 perc, 4C°, sotétben). Desztillalt vizes mosas utan a blokkokat novekvo
ultramikrommal 50-80 nm vastagsagli metszeteket készitettem, melyeket uranil-acetattal
(10 perc) majd oOlom-nitrattal (10 perc) kontrasztoztam és Opton illetve Hitachi

elektronmikroszkoppal vizsgaltam (l. fent).

Elektronmikroszkopos — immuncitokémia:  Fagyasztott  ultravékony  metszetek
készitéséhez a sejteket a tenyésztdedényben 4% parafomaldehidben (0.1M
foszfatpuffer, pH:7.4), 24 oran at fixaltam, majd 0.05M glicin tartalmu foszfatpufferel a
fixalot eltavolitottam. A tenyészt6i edényben letapadt sejteket 37C°-0s, 1% zselatin

tartalmu foszfat pufferben dvatosan felkapartam, majd a fixalot foszfatpufferes mosassal
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eltavolitottam. A sejtszuszpenziobol ezt kovetéen 10%, 37C°  zselatinban
centrifugalassal blokkokat formaltam, majd a zselatin-blokkokat apré darabokra
vagtam. A fagyasztas soran keletkezo jégkristalyok kialakuldsanak megakadalyozésara
a blokkokat 2.3M cukorral atitattam (minimum 4 o6ra, 4C°), majd aluminium
mintatartéra helyezve folyékony nitrogénben lefagyasztottam. A metszeteket Leica
Ultracut S ultramikrotommal (Bécs, Ausztria) készitettem (Slot és mtsai, 1991, Liou és
mtsai, 1996). A metszeteken végzett immun-arany jeloléshez 1%BSA/PBS-ben higitott
anti-caveolin-1 ellenanyagot (1:100), anti-albumin ellenanyagot (1:600) és anti-CD63
ellenanyagot (1:150) alkalmaztam. Az immunoreaktiv fehérjéket PBS-ben higitott 10
(1:60) illetve 15 nm (1:65) atmér6ji kolloidalis arannyal konjugalt protein-A-val
mutattam ki. A metszeteket uranil-oxalattal (pH:7) illetve metilcellulozban higitott
uranil-acetattal (pH:4.0) 5-5 percig kontrasztoztam, és Jeol illetve Hitachi

elektronmikroszkopban vizsgaltam.

6.4.2.2. Biokémiai vizsgalatok

Immunoprecipitacio és Western blot analizis: Az immunoprecipitdciohoz minden
kisérleti csoportbél 107/ml sejtet hasznaltunk. A megfelelé kezelések utan a sejteket
lizispufferben (I. fent) feloldottuk. A lizatumot anti-caveolin-1 illetve anti-caveolin-2
jelenlétében 5 oOran at 4C°on inkubaltuk. Protein-A-Sepharose 4B alkalmazasaval
tovabbi 1 oras inkubécié utdn keletkezd immunkomplexeket a lizispufferben 4-5
alkalommal ismételt szétvalasztottuk. Az immunoprecipitaitumbol 10-30 pg mennyiségii
fehérjét 10% SDS gélen futtatunk, majd nitrocelluloz membranra blottoltunk.
Blottanalizishez anti-caveolin-1 (1:250) vagy anti-caveolin-2 (1:250) ellenanyagokat
hasznaltunk. A precipitdtumok foszfotirozin tartalmanak vizsgalatdhoz a 10-30pg
mintat 10%-os SDS gélre rétegeztiik, majd blottolast kovetden a nitrocellul6z membrant

anti-foszfotirozin (1:500) ellenanyaggal inkubaltuk.

Detergens-mentes membran izolalas: A HepG2 sejteket 100mm  atmérdji
petricsészében neveltiik. Minden egyes kisérleti csoportban 10 petricsészényi, konfluens
sejttenyészetet hasznaltunk. A plazmamembran és az intracellularis membran frakciokat

Smart (1995) és Conrad (1995) médszere alapjan nyertiik. A sejteket 4C° hémérsékleti
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homogenizalé pufferrel mostuk (0.25M szachar6éz, ImM EDTA, 20mM Tricine, pH:
7.8), majd teflon homogenizdloban homogenizaltuk. A homogenizalt sejteket 23ml
homogenizalé pufferben higitott, 30%-os Percollra rétegeztik ¢és VAC602
ultracentrifugaban 84 000g-vel, 30 percig, 4C°on centrifugaltuk. A centrifugalast
kovetden a 30%-os Percollban a homogenizatum két frakcidra valt szét. A konnyebb
frakcioban a plazmamembran, a nehezebb frakcidban a citoplazmatikus membranok
(endoplazmas retikulum, Golgi apparatus, endoszémak illetve lizoszémak) vannak
jelen. A membran-izolatumok fehérjetartalmat Bio-Rad Bradford Assay segitségével
hataroztuk meg, majd 50pg/ml mennyiségli fehérjetartalmi membranfrakciot 10% SDS
gélre rétegeztiink. Blottolas utan anti-caveolin-1 (1:500) ellenanyagot ezt kovetden
biotinalt-anti-nyul ellenanyagot (1:500) illetve egy integrans membranfehérje, a
syndecan (CD138) ellen termeltetett monoklonalis anti-syndecan ellenanyagot (1:500),
valamint biotinalt anti-egér (1:500) ellenanyagot hasznaltunk. Az immunoreaktiv

fehérjéket NovaRED Substrate Kit (Vector) segitségével tettiik lathatdva.

Morfometriai vizsgalatok: Minden kisérleti csoportbdl (kontrol, okaddnsavval, illetve
60 ¢és 180 perc albuminnal kezelt sejtek) 20-25, wvéletlenszerlien kivalasztott
elektronmikroszkopos kép (nagyitds 20 000x) felhasznalasdval morfometriai analizist
végeztem. A sejtfelszinnel kapcsolatban 4ll6 (egyes esetekben Ruthenium-vorossel
jelolt), omega alaku képleteket, valamint a lefliz6dott, caveola-méretli vezikuldkat
szamlaltam. Az egységnyi citoplazmara szamitott felszin/térfogat aranyt Weibel és mtsi
(1966) mddszere szerint szamitottam.

Fagyasztott ultravékony metszeteken végzett immun-arany jelolés utan
vizsgaltam a caveolin-1 és caveolin-2 eloszlasat az okadansavval illetve albuminnal
kezelt sejteken. A plazmamembrannal Osszekottetésben allo caveoldk membranjaban,
illetve a citoplazma organellumaiban jelenlévé aranyszemcsék szamat az 0Osszes
aranyszemcse szamahoz viszonyitottam. Kiilonleges figyelmet forditottam azokra az
anti-CD63 ellenanyaggal jelolt, morfologiailag késéi endoszomaként azonosithato
sejtalkotokra, melyekben a caveolin-1 detektalhat6. Az anti-caveolin-1 és anti-CD63
ellenanyagokkal kettsen jelolt kés6i endoszomak, és a csak anti-CD63 ellenanyaggal
jelolt késdéi endoszomdak szamdt hasonlitottam Ossze. Morfometriai eredményeimet

statisztikailag a StatSoft Statistica 6.1. software felhasznalasaval elemeztiik.
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7. EREDMENYEK

1.1. Vizsgalatok makrofdagokon

7.1.1. Elicitalt makrofagok morfologidaja

Annak eldontésére, hogy a makrofagok aktivitasi allapotanak valtozasa
befolyasolja-e a sejtfelszini  vezikuldk szamat ¢és  eloszlasat részletes
elektronmikroszkopos vizsgélatokat végeztiink. 24 oras elicitalas (Freund adjuvans
intraperitonealis injektaldsa) a peritonedlis sejtek szamat jelentds mértékben novelte:
az adjuvanssal nem kezelt patkanyok hasiiregébdl 10° sejt izolalhato milliliterenként,
ezzel szemben 1 ml adjuvanssal kezelt allatok hasiiregének mosasaval nyerheto
sejtek szama 107/ml. Az elicitalt makrofagok elektronmikroszkopos vizsgélata soran
megallapitottuk, hogy ezen sejtek ultrastrukturaja, morfoldgidja lényegében
kisméretii, kerek, ill. hossziukas, endogén peroxidaz aktivitast mutatdé vezikulakat
figyeltem meg, azonban a durva felszinii endoplazmas retikulum ciszternaiban, a
perinuklearis ciszternakban, és a Golgi késziilék ciszternaiban ill. vezikulaiban
endogén peroxidazt soha nem detektaltunk. Néhany esetben az endocitalt adjuvans
lipid cseppjeit tartalmazd nagy méretli vakuolumszer(i struktirakat talaltunk a

citoplazmaban.

A clathrin-burkos vezikulak (d=0.10um) mind a rezidens mind pedig az
elicitalt makrofagok membranjan jelen vannak (10. 4abra). Morfometriai
eredményeink azt mutatjak, hogy szdmuk elicitalds hatasara nem valtozik (11. 4bra).
Makrofagok sejtfelszinének alapos vizsgéalatdval azonban megéallapithatjuk, hogy egy
masik, a clathrin burkos vezikulaknal 1ényegesen kisebb atmér6jii (d=0.09um),
vezikula-populacio is megfigyelheté a plazmamembranon. Ezen vezikuldk konnyen
azonosithatok a jellegzetes omega ill. palackra emlékeztetd morfologidjuk alapjan.
Ezen omega- ill. palack-alaki membran invaginaciok a rezidens makrofagok

sejtfelszinén is megtalalhatok (10. A abra), elicitalt plazmamembranjan azonban igen

51



dc_1278 16

nagy szédmban jelennek meg (10. B 4abra). Morfologiai megfigyelésiinket

morfometriai vizsgalataink kvantitativ adatokkal tdmasztjak ala (11. B abra).

10. abra: Rezidens (A) és elicitalt (B) makrofag citoplazmajanak részlete. A.) A
clathrin-burkos vezikulumok nagy szamban vannak jelen a sejtmembranon ill. annak
kozelében (nyilak). Kisebb méretii, omega alaku vezikulak (nyilfejek) szintén
megfigyelhetok a sejtmembranon. B.) Az omega alaku membran invagindciok igen

nagy szamban vannak jelen az elicitalt sejtek membranjan. Bar: 0.5um
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11. abra: Clathrin burkos vezikuldk (iires oszlopok) és a caveoldik (sotét oszlopok)
szama és méreteloszlasa rezidens (A) és elicitalt (B) makrofagokban. (N/coated:

clathrin burkos vezikulak szam, N/cav: caveola-szerii strukrurak szama)
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7.1.2. Caveoldk, caveolin izoformak azonositisa makrofigokban

A makrofagok sejfelszinén jelenlévo palack-ill. omega alaki membran
invaginaciok méretiik és morfoldgidjuk alapjan nagyon hasonléak mas sejtekben
(endotél, simaizom, fibroblaszt, zsirsejt) leirt caveolakhoz. Annak eldontésére, hogy
ezen invaginaciok valoban caveoldk, fagyasztott ultravékony metszeteken caveolin
kimutatast végeztiink, anti-VIP21/caveolin-1 ellenanyag alkalmazasaval. Az
antigénhez kotott ellenanyagot kolloidalis arannyal jelolt masodik ellenanyaggal
(protein-A)-val azonositottuk. A 12. abran, elicitalt makrofag sejtfeszinérél késziilt
kis (A) ¢és nagy nagyitasu (B) felvételen, a felszinnel Osszekottetésben allo
invagindciok membranjdban jol lathatok a caveolin-1 jelenlétére utalod
aranyszemcsék. Tekintettel arra, hogy a caveolak a caveolin-1 jelenlétével
egyértelmiien azonosithatok, megallapithatjuk, hogy a makrofigok omega alaki
invaginacioi valoban caveolak. A clathrin-coated vezikulak caveolin-1 elleni
ellenanyaggal nem jelolddnek, ugyanakkor azonban a citoplazmdban jelenlévo,
lefiiz6dott  vezikula benyomasat kelt6 kompartimentumok membranjaban is

megfigyelhetok az aranyszemcsék.

A rezidens ¢és az elicitdlt makrofagokban el6forduld caveolin izoformak
azonositasara Western blot analizist és immunprecipitaciot alkalmaztunk.
Kontrolként szivizom- és simaizomsejtek lizdtumat haszndltunk.  Anti-
VIP21/caveolin-1 ellenanyaggal kétféle, — egy ~ 20kDa és ~29kDa molekulatomegii
— fehéjét tudtunk specifikusan jelolni. Rezidens makrofagokban csak kis
mennyiségben fordul el6 a ~20kDa molekulatomegli, anti-VIP21/caveolinnal
jeloloédo fehérje, ezzel szemben igen nagy mennyiségben van jelen a ~29kDa
molekulatomegii fehérje (13.abra R1, R2). Ugy tiinik, hogy ez a ~29 kDa tomegii
fehérje a rezidens makrofagokra jellemzd fehérje Elicitalas hatdsara a caveolin-1
(~20 kDa) izoforma expresszidja jelentésen megnétt (13. abra E1, E2), ugyanakkor
azonban a ~29 kDa fehérje is kimutathato ezekben a sejtekben. Rezidens
makrofagokban anti-caveolin-2 ellenanyag csak a ~29 kDa fehérjével 1épett
reakcioba (14. A dbra). Immunprecipitaciot kovetd immunoblot analizis eredményei

azt mutatjak, hogy csak a ~29 kDa molekulatomegl fehérje immunprecipitalddott az
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12. abra: VIP21/caveolin-1 immuncitokémiaia Kkimutatise fagyasztott
ultravékony metszetekek. A.) A felszinnel dsszekottetésben dllo omega alaki
membran invagindaciok (nagyméretii nyilak) anti-VIP21/caveolin-1 ellenanyaggal
Jjelolédnek. Szamos lefiizédott vezikulumnak tiné struktura is VIP21/caveolin-1
pozitiv (nyilfejek). A clathrin burkos vezikulumok membranjan (kisméretii nyilak)

jelolést nem taldltunk. B.) A plazmamembrannal dsszekottetésben dllo vezikulumok

nagyobb nagyitasu képe. Bar: A.): 0.25um; B.): 0.1 um
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anti-caveolin-2 ellenanyaggal, ¢és az immunprecipitatum anti-caveolin-2-vel
jelolodott (14. B abra). Az anti-caveolin-1 ellenanyaggal elvégzett jelolés negativ

eredményt adott.

30 kDa

21.5 kDa

Rl R2 ElI E2 U

13. abra: Reprezentativ Western blot analizis: VIP21/caveolin-/ azonositasa

rezidens (R) és elicitalt (E) makrofagokban. U: uterus simamizom (kontrol)

A B
0> 66 >
R g 46 >
» o
215> : : 215>
U H Rl R2 EI E2 5 10 15

ug protem

14. abra: A.) Immunoblot caveolin-2 kimutatasdara rezidens (R) és elicitalt (E)
makrofagokban. U: uterus simaizom, H: szivizom (kontrol). B.) Rezidens makrofigok
lizatumabol immunprecipitdacio. Az immunprecipitatum kb. 29kDa molekulatomegii

fehérje, amely erdsen jelolddik anti-caveolin-2-vel.
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Caveolin RT-PCR analizis: RT-PCR technika alkalmazasaval mind az elicitalt mind
pedig a rezidens makrofagokban kiilonbozé molekulatomegii produktumokat sikertilt
azonositanunk. PCR termékek koziil egy kisebb, 368 bp mRNS mind az elicitalt mind
pedig a rezidens makrofagokban jelen van, ugy tinik azonban, hogy elicitalt
makrofagokban ezen mRNS nagyobb mennyiségben expresszalodik, mint a rezidens
makrofagokban (15. &bra). Szekvencia analizis soran 90-100% homoldgiat talaltunk

ezen PCR termék és a mar ismert caveolin mRNS szekvencidk kozott (11. tablazat)

M E R

15. abra: Caveolin RT-PCR. Mind rezidens (R) mind pedig elicitalt (E)
makrofagokban kiilonbozé RT-PCR terméket sikeriilt azonositanunk. Bdr a 368 bp
mMRNS mind a rezidens, mind pedig az elicitalt makrofiagokban megfigyelhetd, ugy tiinik,

hogy elicitalt makrofagok nagyobb mennyiségben expresszaljak.
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I1. tablazat

Patkany peritonedlis makrofagokban jelenlévé 368bp mRNS szekvencidjanak

osszehasonlitdsa mas fajok caveolin mRNS szekvencidjaval (% a homologia mértéke).

Faj szdzalék
Rattus norvegicus caveolin-1 mRNS 99%
Mus musculus caveola fehérje (22 kDa mRNS) 96%
Bos taurus caveolin-1 mRNS 94%
Homo sapiens caveolin-1 mRNS 92%
Canis familiaris 93%
Canis familiaris VIP21 gén 93%
Csirke caveolin-1 mRNS 87%!
Fugu rubripes caveolin-1 és -2 gén 80%
Mus musculus caveolin-3 mRNS 79%
Homo sapiens caveolin-3 mRNS 79%
Rattus norvegicus caveolin-3 mRNS 87%

7.1.3. A caveolin izoformadk sejten beliili eloszlasanak vizsgdlata:

a.) Konfokdlis mikroszkopia

Ha 6sszehasonlitjuk a rezidens és elicitalt makrofagokban a caveolin izoformak
eloszlasat, jelentds kiilonbségeket figyelhetiink meg. Fénymikroszkopos (konfokalis)
vizsgalataink azt mutatjak, hogy az anti-caveolin-2 ellenanyaggal jelolt caveolin
izoforma elsdsorban a Golgi késziiléknek megfeleld régioban van jelen a rezidens
makrofagok citoplazmajaban (16. A abra). Anti-VIP21/caveolin-1 ellenanyag
alkalmazasaval rezidens makrofdgokban hasonld caveolin eloszlast tapasztaltunk
(16. B abra). Ezzel szemben elicitalt makrofagok erdteljesen jelolédtek anti-
VIP21/caveolin ellenanyaggal. Caveolin-1 izoforma mind a citoplazmaban mind
pedig a sejtfelszinen kimutathatdo volt (16. C abra), ugyanakkor a caveolin-2

izoforma elsdsorban a citoplazmaban volt megfigyelheto (16. D abra).
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16. abra: VIP21/caveolin-1 immuncitokémiai kimutatasa Kkonfokalis

mikroszkopiaval. A és B: rezidens, C és D elicitilt makrofagok. A.) Rezidens
makrofagokban a VIP2l/caveolin-1 a citoplazmaban, a Golgi késziilék
kornyezetében van jelen. B.) A caveolin-2 hasonlo eloszldast mutat. C.) elicitalt
makrofagokban a VIP21/caveolin-1 a sejtfelszinen és a citoplazmaban is jelen van,

mig kis mennyiségii caveolin-2 a citoplazmaban detektdlhato (D.). Nagyitds.: 100x

(Dr Timar Jozsef felvétele 2000)
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b.) Ultrastrukturdlis vizsgalatok

Annak eldontésére, hogy az egyes caveolin izoformak a citoplazméban milyen
kompartimentumokban vannak jelen, fagyasztott ultravékony metszeteken
immuncitokémiai vizsgalatokat végeztiink. Anti-VIP21/caveolin-1 ellenanyaggal a
rezidens makrofagok plazmamembranjén szinte egyaltalan nem talaltunk jelolést. A
caveolin-2 nagyméretii vezikulakban ill. multivezikularis testekben volt jelen a
rezidens makrofagok citoplazmédjaban (17. A és B ébra), Néhany esetben a caveolin-
2 azonosithatdo volt a sejtfelszinen is, azonban soha nem taldltunk jelolést a
caveolakhoz morfologiailag hasonld struktardkban. Elicitalt makrofagokban a
caveolin-1 els6sorban a sejtfelszinen nagy szamban jelenlévé caveolak
membranjdban azonosithatd (18. A &bra), bar a citoplazmaban jelenlévd kisméretii
vezikuldk membranja is caveolin-1 pozitiv struktirdnak bizonyult. Ugyanakkor
azonban a caveolin-2 elicitalt makrofagokban is inkabb a citoplazmaban, a Golgi
késziilék szomszédsagaban, kisméretli vezikuladkban (18. B abra) ill. a perinuklearis

régidban multivezikularis testekhez hasonld, nagyobb méretli vakuolumokban (18. C

abra) volt megfigyelhetd.

17. abra: Caveolin-2 kimutatasa rezidens makrofagokban. Caveolin-2 nagyobb
méretii  vezikulakban (A) és Kifejezetten nagyméretii  vakuolumokban,  un.

multivezikularis testekben (B) figyelhetd meg a citoplazma mélyebb teriiletein, a Golgi
keésziilék kozelében. Bar: 0.25um
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18. abra: Caveolin izoformak eléfordulasa elicitalt makrofagokban. A.) A
felszinnel kapcsolatban allo caveoldk (nyilak), ill. a citoplazmaban jelen [évé
vezikuldk (nyilfejek) membrdnja caveolin-1 jelélést mutat. B.) A caveolin-2 a
citoplazmaban, a Golgi késziilék kornyezetében, kisméretii vezikulakban (nyilfejek) és

C.) nagyobb méretii vakuolumokban, multivezikuldris testekben (nyilak) van jelen.
Bar: 0.5um
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o

7.1.4. A caveolak lefiizodésének, endocitozisban betiltott szerepének vizsgalata

Annak eldontésére, hogy a caveoldk részt vesznek-e a makrofagok felvételi
folyamataiban, a fluid fazisos felvétel és a receptor-medialt endocitozis folyamatat

vizsgaltuk rezidens és elicitalt makrofagokban.

a.) Folyadék fazisos endocitozis: HRP felvétel: Spektrofotometrias méréseink
azt igazoltak, hogy mind a rezidens mind pedig az elicitalt makrofagok altal felvett
HRP mennyisége a felvételi folyamat elsé 5 percében, az idd fiiggvényében
aranyosan né (19. B abra). Az abran jol lathato, hogy elicitalt makrofagok
lényegesen nagyobb mennyiségli HRP-t akkumulalnak, mint a rezidens sejtek. Igen
jelentds kiilonbség figyelhetd meg 5 perces felvétel utan: elcitalt makrofagok kb
négyszer annyi peroxidazt endocitalnak, mint a rezidens tarsaik. 30 perces felvétel
utan mind a rezidens, mind pedig az elicitdlt makrofagokban némileg csokken a

felvett HRP mennyisége.

A folyadék fazisos felvételben szerepet jatsz6 vezikulak, citoplazmatikus
kompartimentumok, azonositdsa céljabol hagyomanyos elektronmikroszkopos
vizsgalatokat végeztliink. Néhany esetben fagyasztott ultravékony metszeteken
elvégzett kettds jeloléses immuncitokémiaval HRP-t és caveolin-1-t mutattunk ki. A
felvételi folyamat megindulasa utan 1 perccel a HRP a plazmamembranrodl leftiz6dd
clathrin-coated vezikulakban figyelhetd meg (20. A ébra), kozilik néhany a
citoplazmaban meglévé nagyobb méretli, endoszémaszerli vakuolummal fizional.
Szamos, caveoldkhoz hasonlé méretli vezikula is megfigyelheté ezekben a sejtekben
(20. C abra), amelyek koziil néhany HRP-t tartalmaz (nyilfejek). A felvételi folyamat
ezen korai szakaszdban még csak nagyon kevés HRP tartalmt caveolat talaltunk az

elicitalt makrofagok sejtmembranjan (20. B, valamint 21. A és B abra).

Annak eldontésére, hogy a citoplazmaban megfigyelhetd, 6nalldé vezikuldnak latszo
struktarak valdban lefliz6dott, a sejtfelszinnel Gsszekdttetésben nem alld stuktarak-e,
ultravékony (30nm vastagsagu) sorozat-metszeteket készitettiink, és az egymast
kovetd néhdny metszeten, ugyanazon citoplazma teriilet egy kovetkezd szeletén,
HRP-jelolt vezikulakat kerestlink, és vizsgaltuk, hogy az ezek a strukturdk az

egymast kovetd szeleteken valoban 0sszekottetésben allnak-e a sejtfelszinnel. A 22,
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abra elicitalt makrofag citoplazmajanak részletét mutatja négy egymast kovetd
metszeten. Jol lathatd, hogy vannak olyan HRP-jeldlt struktarak, amelyek egyik

szeleten sincsenek Osszekottetésben a sejtfelszinnel, tehat valoban lefiizodott

vezikulak.
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19. abra: A)) PAP kétddése és felvétele rezidens (iires oszlopok) és elicitdlt (sotét
oszlopok) makrofiagokban. ,,0” idépont: a ligand kétédése a sejtfelszinhez (1 ora
4C°). B.) HRP felvétele rezidens (iires oszlopok) és elicitalt (sotét oszlopok)
makrofagokban. Az internalizaciot a sejtszuszpenzio lehiitésével, az aspecifikusan

kotott ligandot pedig jéghideg PBS-ben valo mosdssal tavolitottuk el. SD: 0.05
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20. abra: HRP felvételének vizsgalata elicitalt makrofagokban (1 perces
internalizacio) A.) HRP a sejtfelszinrdl lefiiz6dd clathrin-burkos vezikulakban (nyil)
azonosithato. B.) és C.) Szamos omega alaki membran invagindcio (nyilak), és a
caveoldakhoz hasonlo méretii vezikula is megfigyelheto ezekben a sejtekben, amelyek

koziil néhany HRP-t tartalmaz (nyilfejek). A (*) endoszomadit jelol. Bar: 0.5um

64



dc_1278 16

21. abra: HRP és PAP felvétel elicitalt makrofagokban. A.) A HRP kisméreti,

caveola-szerii vezikulakban (nyil) azonosithaté. (A nyilfej egy membrannal
osszekottetésben dllo caveoldat jelol) B.) Kettds jeloléses immuncitokémiai
technikdaval az HRP (nagyobb aranyszemcsék) tartalmu vezikuldk membranjaban
caveolin-1 (kisebb méretii aranyszemcsék) is jelen van (nyil). C.) PAP kotédése a
sejtmembranhoz. A felszinnel oOsszekottetésben allo, lefiliz6dé  caveola-szerii
strukturak PAP-t tartalmaznak (nyilak). D.) A PAP-t clatrhin burkos vezikuldk
(nyifej) és caveola-szerii lefiizédott vezikulak (nyilak) szdllitigk a citoplazma
belsejébe. Bar: A.) C.) és D.): 0.25um; B.): 0.1um
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22. abra: Sorozat-metszet analizis (1 perces HRP felvétel). A nyillal jelolt, HRP
tartalmu, caveola méretii strukturak az egymdast koveté négy metszési sikban sem

dllnak osszekottetésben a sejtfelszinnel, tehat a sejtmembranrol lefiizodott vezikuldik.

A metszetek vastagsdga: 35-40nm. Bar: 0.5um

Szérum albumin felvétel: Fagyasztott ultravékony metszeteken elvégzett kettds jeloléses
immuncitokémiai vizsgélataink soran szérum albumin anti-caveolin-1-el jeldlt
vezikulakban van jelen. Ezek a vezikulak a sejtfelszin kozelében (23. A és B abra),

illetve a citoplazma belsejében is megfigyelhetdk (23. C abra).
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23. abra: Kettés jeloléses
immuncitokémia fagyasztott
ultravékony  metszeten.  Szérum
albumin (nagyobb aranyszemcsék) és
caveolin-/  (kisebb  aranyszemcsék)
kimutatasa. Szamos, vezikuldra
emlékeztetd struktura (nyilak) kettosen
jeloladott, igazolvan, hogy ezek a
szérum albumint tartalmazo vezikuldk
caveoldk, amelyek nincsenek
osszekottetésben a sejtfelszinnel. Ha
ugyanis meég mindig kapcsolatban
dllnanak a kérnyezettel, a mosdsok
utan a fluid fazisos marker, a szérum
albumin  benniik madr nem lenne
Kimutathato.  Néhdany  esetben a
VIP21/caveolin-1 és a szérum albumin
endoszoma-szertii vakuolumokban
(csillag) is megfigyelheto. Bar: 0.1um



dc_1278 16

24. abra: Receptor-medialt endocitézis (PAP) vizsgalata elicitalt
makrofagokban. A.) 30 mdsodperccel az internalizacio meginduldsa utin a PAP
clathrin-burkos vezikuldkban (nyilak) és kisebb méretii ,,sima”, clathrin burokkal
nem rendelkezd vezikulakban is detektdalhato. B.) és C.) 2 perces internalizdcio utin
szamos olyan vezikula taldlunk a citoplazmaban, amelyekben PAP mutathato ki, és
méretiik, morfologidajuk alapjan caveoldknak felelnek meg. Ebben az idopontban
PAP mar az endoszomakban (csillag) is jelen van. Bar: A és B: 0.5um; C: 0.25um
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b.) Receptor-medialt endocitozis: spektrofotometrias vizsgalataink eredményei
azt mutatjdk, hogy az elcitalt makrofagok 4C%on kb. kétszer annyi PAP
immunkomplexet kotnek sejtmembranjukon, mint a rezidens sejtek. (19. A 4bra). Ha
a sejteket 37°C-ra felmelegitjiik a PAP internalizacidja megindul, és a felvett
immunkomplex mennyisége mind a rezidens mind pedig az elicitalt makrofagokban
az 1d6 elérehaladtdval nd. Ha dsszehasonlitjuk a rezidens és az elicitalt makrofagok
altal felvett PAP mennyiségét azt tapasztaljuk, hogy az internalizacidé korai
idépontjaban az elicitalt makrofagok jelent6sen tobb immunkomplexet vesznek fel,
mint a rezidens fagocita sejtek. Még 2 perces internalizacid utan is igen jelentds
kiilonbség van a rezidens és az elicitalt makrofagok kozott. A felvételi folyamat
elérehaladtaval ez a kiilonbség fokozatosan csokken, 30 perc utan a rezidens sejtek

ugyanannyi PAP-t vesznek fel, mint azelicitalt makrofagok.

Elektronmikroszkdpos felvételeinken jol lathatd, 30 masodperccel a felmelgités utan
a sejtfelszinhez kotott PAP felvétele megindul, PAP a sejtfelszinrél leftiz6do
caveolakban, és clathrin-coated vezikulakban mutathat6 ki (21. C és D valamint 24.
abrak). A clathrin-burkos vezikulak mellett azonban kisebb atmér6ji, clathrin burok
nélkiili vezikuldk is megfigyelhetok, amelyek jelentds mennyiségli immunkomplexet
tartalmaznak. 2 perccel az internalizacié meginduldsa utan egyre nagyobb szamban
fordulnak el6 a citoplazmaban PAP- tartalmu, clathrin burok nélkiili vezikulak (24.

abra), amelyek méretiik, morfologidjuk alapjan caveoldknak felelnek meg.

C.) Kisérletek filipinnel: a caveoldk endocitotikus szerepének tovabbi
igazolasara egy koleszterin-kotd vegyiiletet, filipint hasznaltunk. A caveolakrol
ismert, hogy filipin kezelés hatasara dezintegralodnak. Ha elicitalt makrofagokat 0.5
ug/ml filipin jelenlétében 37CC-on kiilonbozé ideig (30, 60 és 90 perc) inkubéltuk, a
caveolak szama drasztikusan lecsokkent (25. A abra). 30 perces filipin kezelés utan a
caveoldk gyakorlatilag teljesen eltinnek a makrofagok sejtmembranjarol.
Ugyanakkor filipinnel rovid ideig kezelt sejtekben a clathrin burkos vezikuldk
valtozatlan szdmban voltak jelen a sejtfelszinen és a citoplazméban, a koleszterin
eltavolitasa morfologidjukra nem volt hatassal. 60 perces filipin kezelés viszont mar
jelentdsen csokkentette a clathrin-coated vezikuldk szamat is az elicialt sejtek

plazmamembranjan. Ha Osszehasonlitjuk a filipin-el6kezelt és filipin kezelést nem
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kapott sejtek HRP és PAP felvételét (25. B és C éabra), megallapithatjuk, hogy
mindkét anyag felvétele csokken a filipin-eldkezelt sejtekben. A filipin jelentésebb
hatassal volt a fluid fazisos felvételre: 5 perccel az internalizaci6 megindulasa utan a
filipin eldkezelt sejtekben 20%-al, a hosszabb ideig tartdé (30 perc) felvétel soran
pedig csaknem a felére csokkent a sejtek altal felvett HRP mennyisége. Ezzel
szemben filipin eldkezelés csak kis mértékben hatott a PAP felvételére, azaz a

receptor-medialt endocitdzisra.
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25. abra: Filipin kezelés hatasa: A.) a clathrin-burkos vezikulumok és a caveolak
sejtfelszini eloszlasara (a fiiggoleges tengelyen az egységnyi felszinre juto vezikulak
szama.) B.) 30 perces filipin eldkezelés hatasa a HRP felvételre és C.) a PAP

internalizaciojara elicitalt makrofagokban (spektrofotometrias mérések).
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o

7.1.5. A caveolaik lefiizodésének szabdlyozdsa:

A foszforildcié/defoszforilacidé hatdsasat a  caveoldk lefliz6désének
szabalyozasaban egy szerin/treonin foszfataz-gatlo, az okadansav alkalmazasaval
vizsgaltuk. Kisérleteink sordn az okadansav kezelések utan sem rezidens, sem pedig
elicitdlt makrofdgokban nem észleltiink az alapvetd funkciok karosodéasara vagy
zavarara utalo ultrastrukturalis valtozasokat, amely azt bizonyitja, hogy a
foszfatazgatld koncentracidja nem volt toxikus. Okadansavat kétféle koncentracioban
alkalmaztuk, a foszfatdzgatld hatasat a caveolak internalizacidjara morfologiai,
morfometriai és biokémiai vizsgalatokkal tanulmanyoztuk. Immunprecipitaciot
koveté immunoblottal probaltuk azonositani azokat a fehérjéket, amelyeknek

foszforilacidja befolyéssal lehet a caveolak internalizaciojara és reciklizaciojara.

Morfologiai vizsgalatok: Annak eldontésére, hogy a sejtfelszin alatt
elhelyezkedd vezikuldk valoban lefiiz6dott struktirak-e, avagy a plazmamembrannal
kapcsolatban allnak, a sejtfelszin jelolése széles korben elterjedt Ruténium-vords
festéket alkalmaztuk. A moddszer 1ényege, hogy a sejtfelszinnel kapcsolatban allo,
nyitott caveolak a Ruténium-vords szemcséivel jelolddnek, mig a plazmamembranrol
korabban lefliz6dott vezikuldkat a festék mar nem jeldli. Okadénsavval nem kezelt
elicitalt makrofagok plazmamembranjan nagyszamu, Ruténium-vorossel jelolt caveola
figyelhetdé meg (26. A abra). Ruténium-voros jelolést talalhatunk olyan struktirdkban
is, amelyek leflizédott vezikuldknak tlinnek, a sejtfelszinnel vald kapcsolatukat
azonban a Ruténium-vords jelolés egyértelmiien bizonyitja. 30 perces okadansav
kezelés utan szamuk jelentés mértékben csokken (26. B 4bra). A citoplazmdban
szamos vezikula lathatd, melyek membranja Ruténium-vordssel nem jel6lédott,
jelezvén, hogy ezen képletek mar a felszin megjelolése eldtt elvesztették

kapcsolatukat a plazmamembrannal.
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26. abra: Okadansav hatasa a sejtfelszinnel kapcsolatban all6 vezikuldk (caveolak)
mennyiségére. A sejtfelszinnel kapcsolatban dllo képleteket Ruténium-voros festékkel
jeloltiik meg. A.) Okadansavval nem kezelt makrofigok plazmamembranjan (pm)
szamos nyitott caveola (nyilak) van jelen. B.) Okadansav kezelés utin a
plazmamembran (pm) nyitott caveolainak mennyisége csokken (nyilak), a sejtfelszinhez
kozel szamos zart, Ruténium-voros jelolést nem mutato, tehdt lefiizodott vezikula

figyelhetd meg (csillagozott nyilak). m: mitokondrium. Bar: 0.5um
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Morfometriai eredményeink igazoljak, hogy mind a rezidens, mind pedig az elicitalt
makrofagokban a sejtfelszinnel dsszekdttetésben allo clathrin-Coated vezikuldk és a

caveolak szama okadansav kezelés hatasara jelentdsen lecsokken (111. tablazat).

IT1.tablazat

A makrofagok sejtfelszini és lefilizodott caveoldainak, és a clathrin burkos vezikulak

szazalékos megoszldsa okadansav kezelés utan (Szemikvantitativ vizsgalat).

Rezidens makrofagok

Caveola méretii vezikula Clathrin-burkos vezikula
(50-100nm) (~120nm)
kontroll 23% 73 %
4nM 73% 23 %
100nM 98% 2%

Nyitott vezikula Zart vezikula
(50-100nm) (50-100nm)
kontroll 50% 50%
4nM 22% 78%
100nM 25% 75%
Elicitalt makrofagok
Caveola méretii vezikula Clathrin-burkos vezikula
(50-100nm) (~120nm)
kontroll 84% 26 %
4nM 98% 2%
100nM 99% 1%

Nyitott vezikula

Zart vezikula

(50-100nm) (50-100nm)
kontroll 76 % 24 %
4nM 13 % 87 %
100nM 20 % 80 %
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Rezidens makrofagok plazmamembranjan 1évé endocitotikus strukturdk talnyomo
tobbsége, 73%-a clathrin-burkos invaginacio illetve vezikula, és csupan 23%-a
caveola. Elicitalt makrofigokban ez az arany jelentOsen eltér: a plazmamembran
invaginacioinak 26%-a clathrin-burkos vezikula, 84%-a caveola. Az okadansav
kezelés hatdsdra a rezidens és az elicitdlt sejtek clathrin-burkos vezikuldinak
mennyisége dramaian lecsokken. Rezidens makrofagokban 4nM okadansav kezelés
utan a clathrin-burkos vezikuldk aranya 23%, elicitalt makrofagokban pedig
mindossze 2%. 100nM okadansav kezelés utan a clathrin-burkos invaginaciok és
vezikulak mindkét sejtpopulacioban gyakorlatilag teljesen eltiinnek.

Okadansavval nem kezelt (kontroll) rezidens makrofagokban a caveola méreti
vezikulak 50%-a a sejtfelszinnel kapcsolatban allo (,,nyitott vezikula”), 50%-a pedig
lefliz6dott (,,zart vezikula). 4nM okadansav kezelés utan ezeknek a struktiraknak
mar csak 22%-a all Osszekottetésben a felszinnel, 78%-uk lefiiz6dott vezikula
formajaban figyelhetd meg a plazmamembran alatt. 100nM okadansav kezelés
rezidens makrofdgokban a sejtfelszinnel kapcsolatban allo (25%) illetve lefliz6dott
(75%) vezikulak eloszlasaban tovabbi valtozast nem eredményezett. Okadansavval
nem kezelt (kontroll) elicitalt makrofagokban a vezikulak 76%-a all dsszekottetésben
a sejtfelszinnel és csak 24%-a lefliz0dott, 6nallo, szabad vezikula. Okadéansav kezelés
hatasara ez az arany jelent6sen valtozik: 4nM okadansavval 30 percig (37°C) kezelt
elicitalt makrofdgokban a sejtfelszinnel mar csak a vezikuldk 13%-a all
Osszekottetésben, 87%-uk pedig lefiiz6dott. 100nM okadansav kezelés nem noveli

tovabb a lefiizddott vezikuldk ardnyat (20% membrannal 0sszefiiggd, 80% lefliz0dott).

A caveolin-1 és caveolin-2 izoformdk eloszlasanak valtozdsa: Fagyasztott
ultravékony metszeteken végzett immuncitokémat kdvetéen caveolin-1 és caveolin-2
izoformak sejten beliili eléforduldsat tanulmanyoztuk. Az egyes caveolin izoformak
jelenlétét az i1zoformat specifikusan felismerd ellenanyaghoz kot6dd, kolloidalis
arannyal jel6lt masodik ellenanyaggal detektaltuk, tehat a kolloidalis aranyszemcsék a
caveolin izoformdk lokalizdcidjat mutattdk. Az aranyszemcsék szazalékos
megoszlasat tanulméanyozva azt tapasztaltuk, hogy a caveolin izoforméak eloszlasa

szoros Osszefiiggésben all az alkalmazott okadansav kezeléssel (V. tablazat).
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Tekintettel arra, hogy rezidens makrofigokban joval kevesebb caveola
figyelheté meg, ezekben a sejtekben csak igen kevés caveolin-1 taldlhatdo a
plazmamembréanon. A caveolin-2 izoforma rezidens sejtekben foként a Golgi
késziilékhez kozeli citoplazmaban kisebb-nagyobb vezikulakban, vakuolumokban,
valamint a mar kordbban emlitett multivezikularis testekben mutathatd ki.
Hagyomanyos elektronmikoszkdpos technikdval késziilt felvételeken elicitalt
makrofagokban joval nagyobb szamban figyelhetdk meg caveola méretli
invaginaciok. E sejtek plazmamembranjan fagyasztott ultravékony metszeteken
elvégzett immuncitokémiat kdovetéen nagyobb mennyiségii caveolin-1 mutathat6 ki,
mint a citoplazmaban. Okadansav kezelést kovetéen a plazmamembran caveolin-1
tartalma lecsokken (70%-r6l 5 illetve 4%-ra). A caveolin-1 lényegesen nagyobb
mennyiségben mutathat6 ki a citoplazmaban, elsdsorban olyan, rozetta-szert, caveola-
csoport formdban mutatkozd6 organellumokban, melyeket az irodalom
caveoszomaként emlit, illetve multivezikularis testekhez hasonld struktirakban.
Elicitalt makrofagokban a caveolin-2 izoforma az okadénsavval nem kezelt ¢és kezelt
sejtekben egyarant a caveolin-1 fehérjével egylitt van jelen a plazmamembranon ¢és a
kiilonb6z6 sejtorganellumok membranjan, eloszlasa koveti a caveolin-1 eloszlasi
mintazatat.

Ezt kovetden arra kerestik a valaszt, hogy az okadansav kezelés hogyan
befolyasolja az endocitdzisra specializalddott makrofagok felvételi folyamatait. Ebbdl
a célbol a mar emlitett folyadékfazisi markert, a tormaperoxidazt (HRP) alkalmaztuk.
A makrofagok altal internalizalt tormaperoxidazt diamino-benzidin reakciéval (DAB
technika) mutattuk ki. DAB technika alkalmazasaval késziilt elektronmikroszkopos
felvételeink azt mutatjak, hogy az okaddnsavval nem kezelt rezidens (27. A abra) és az
elicitalt makrofagokban (28. abra) a felvett peroxiddz nagyméretli vakuélumokban, és

szamos kisebb vezikulaban figyelhetd meg.
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IV.tablazat
A caveolin-1 és a caveolin-2 izoformdk megoszlisa okaddnsav kezelést kévetéen

Makrofagok kiilonbozo kompartimentumaiban (szemikvantitativ vizsgalat).

CTR 4nM 100nM

cav-1 cav-2 cav-1 cav-2 cav-1 cav-2
Rezidens makrofig
plazmamembran 2% 1% 1% 1% 1% 1%
citoplazma 72% 80% 74% 78% 75% 79%
(vezikulak, vakuolumok)
,caveoszomak”, endoszoémak/ 25% 17% | 24,95% 20% 23,95% 19%
multivezikularis testek
mitokondrium, sejtmag 1% 2% 0,15% 1% 0,05% 1%
Elicitalt makrofig
plazmamembran 70% 70% 5% 5% 4% 4%
citoplazma 15% 15% 25% 24% 20% 19%
(vezikulak, vakuolumok)
,,caveoszomak”, endoszomak/ 14% 14,9% 69% 70,1% 75% 76%
multivezikularis testek
mitokondrium, sejtmag 1% 0,1% 1% 0,9% 1% 1%
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27 abra: Okadansavv hatasa rezidens makrofagok tormaperoxidaz felvételére. A.)
Okadansavval nem kezelt rezidens makrofagokban az internalizalt tormaperoxidaz
kisebb-nagyobb endoszéomdkban (E) mutathato ki. A kisebb méretii, elektron-siirii
vakuolumok a Golgi késziilék kozelében feltehetdleg lizoszomdk. B.) 4nM okaddansav
hatasdra a makrofagok kevesebb tormaperoxiddazt vesznek fel, mely endoszomdkban (E)
jelenik meg. C.) A plazmamembranrdl (pm) lefiiz6dd caveola méretii membran

betiiremkedések (nyilak) 100nM okadansav kezelés ellenére is jelen van. m:

mitokondrium; G: Golgi hdlozat; ly: lizoszoma; N: sejtmag. Bar:0.5um
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28. abra: Elicitalt makrofagok tormaperoxidaz felvételére. A.) 30 perc
tormaperoxiddz kezelést kovetéen a folyadékfazisu marker az elicitalt makrofigok
endoszomdiban (E) mutathato ki. B.) Okadansav jelenlétében az elicitalt makrofigok
Jjelentosen kevesebb tormaperoxidazt vesznek fel. A sejtfelszinen (pm) szamos caveola
figyelheté meg (nyil), a lefiizodo caveolak egyesével, vagy virag formdju csoportba
rendezetten jelennek meg a plazmamembran (pm) alatt (kettos nyilak). m:

mitokondrium,; G: Golgi halozat; ly: lizoszoma; N: sejtmag. Bar:0.5um
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A nagyméretli vakuolumok feltehetéen endoszomak, amelyek kozelében peroxidazzal
teli transzport vezikuldk is lathatok. Abban az esetben, ha a 30 perces
tormaperoxidazzal végzett inkubacid eldtt 4 illetve 100nM okadansav elOkezelést
végeztiink, mind a rezidens (27. B és C éabra), mind pedig az elicitalt makrofagokban
(28. B abra) nagy szamban figyelhetdk meg endoszémak.

Morfolégiai adataink kvantitativ alatamasztasa céljabol nyugvoé allapotban 1évo

(rezidens) ¢és az aktivalt (elicitalt) makrofagokat okadansavval elOkezeltiik, majd
okadansav jelenlétében tormaperoxidazt adtunk a sejtszuszpenzidhoz. A felvett
tormaperoxidaz ~ mennyiségét  spektrofotometrias  moddszerrel = meghataroztuk.
Meéréseinkkel arra kerestilk a valaszt, vajon van-e 1ényeges kiilonbség a rezidens és
elicitalt sejtek folyadék fazisos endocitotikus aktivitdsdban, valamint, hogy a caveoldk
lefliz6dését stimulaldé okadansav befolyasolja-e, - s ha igen, hogyan - a makrofagok
tormaperoxidaz felvételét.
Ha az okadansavval cl6kezelt sejtek tormaperoxidaz (HRP) felvételét vizsgaltuk,
meglepd eredményt kaptunk. A varakozéssal ellentétben az okadansav kezelés utan nem
nétt, hanem éppen ellenkezdleg csokkent a sejtek altal felvett peroxiddz mennyisége.
4nM koncentracioban az okadansav mind rezidens mind pedig elicitalt sejtekben kb
felére csokkentette a felvett HRP mennyiségét (29. abra), 100nM koncentracidban az
okadansav kis mértékben ugyan, de tovabb csokkentte HRP felvételt.
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29. abra: Okadansav hatasa az internalizalt tormaperoxiddz mennyiségére
rezidens (A) és elicitalt (B) makrofagokban. Okadansavval nem kezelt makrofagok
tormaperoxidaz felvételehez képest 4nM okadansav kozel a felére csokkentette a fluid
fazisos felvételt mindkét sejtpopulacioban. 100nM okadansav még erdteljesebben
csokkentette a rezidens makrofagok altal felvett HRP mennyiségét, azonban elicitalt
makrofagokra tovabbi hatdast nem gyakorolt. *: SD<0,05 a nem kezelt, kontroll (CTR)
sejtekkel szemben.

Okadéansav kezelések utdn a makrofdgok citoplazméjdban nagyméretii
vakuolumok figyelheték meg (30. abra), amelyek morfologiai sajatsagaikban a
multivezikularis testekbez hasonlitanak. Ezekben a vakuolumokban szamos kisebb, a
caveoldkhoz méretben, megjelenésben nagyon hasonl6 vezikula lathato, sokszor a HRP
tartalmi endoszoémak kozvetelen kozelében (30. A dbra). Fagyasztott ultravékony
metszeteket anti-caveolin-1 ellenanyaggal inkubalva ezen strukturak belsejében, a

kisebb méretli vezikulak membranjaban caveolin-1 mutathato ki (30. B abra).
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30. abra: Multivezikularis testek elicitailt makrofagokban okadansav kezelést
kovetden. A.) 4nM okaddansav kezelés utan egy multivezikuldris test egy tormapeoxidaz
tartalmi endoszomdaval (E) szoros kozelségben helyezkedik el. B.) Fagyasztott
ultravékony metszeten anti-caveolin-1 ellenanyaggal végzett immunjelolés. Az
okadansavval kezelt sejtekben a multivezikuldris testek vezikuldinak membranja
caveolin-1 (10nm aranyszemcse) jelenlétét mutatia (mvb*). pm: plazmamembran, m:

mitokondrium; N: sejtmag. Bar:0.5um
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Okadansav hatasa a makrofag caveolin-2 foszforilaciojara. Kisérleteinket
megel6ézéen az irodalomban szamos utalast talaltunk arra, hogy a caveolin-1
foszforilaciés moddosulasainak jelentds szerepe van a caveoldk leflizodésének
szabalyozasasban. Munkam soran arra iS kerestem a valaszt, hogy a szerin/treonin
protein-foszfatazokat gatlo okadansav a caveolak lefliz6dését a caveolin izoformak
valamelyikének foszforildldsa révén indukalja-e. A kérdés megvalaszolasara a
kisérleteket kovetéen kezelt sejtek lizatumabol anti-caveolin-1 és anti-caveolin-2
ellenanyaggal immun-precipitaciot végeztiink, majd anti-foszfotirozin ellenanyaggal
Western blot analizist végeztiink.

Ha a makrofagok lizatumat anti-caveolin-1 és anti-caveolin-2 ellenanyaggal
immunprecipitaltuk, majd megfeleld caveolin izoformék elleni ellenanyaggal, illetve
anti-foszfotirozin ellenanyaggal Western blot analizist végeztiink, az alabbi eredményt
kaptuk. A poliklonalis anti-caveolin-1 ellenanyaggal egy ~29kDa molekulatomegii
erdteljesen foszforilalodott tirozin aminosav-szarmazékokon, de monoklonaris anti-
caveolin-1 ellenanyaggal nem jel6l6dott (31. A abra). Ha az immunprecipitacidt anti-
caveolin-2 ellenanyaggal végeztiik, mind a rezidens, mind pedig az elicitalt makrofagok
immunprecipitdtumaban egy ~29 kDa molekulatomegii fehérjét talaltunk, amely
amellett, hogy okaddnsav kezelés hatdsara (koncentraciotol fiiggden) erdteljesen tirozin-
foszforilalt, anti-caveolin-2 ellenanyaggal is er8s immunreakciot adott. Ugy véljiik,
hogy ez a ~29 kDa molekulasulyu, anti-caveolin-2 ellenanyaggal jel6lhetd fehérje egy
makrofag-specifikus caveolin izoforma, mely a foszfatdzgatldé okaddnsav hatdsara

indirekt modon tirozin-foszforilalodik.
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31. abra: Immunoprecipitacié anti-caveolin-2 ellenanyaggal, majd Western blot
analizis anti-foszfotirozin ellenanyaggal. Rezidens (A panel) és elicitilt (B panel)
makrofagokban egy ~29 kDa molekulatomegii fehérje tirozin foszforilaciojat
detektaltuk, mely az alkalmazott okaddansav koncentracio emelésével aranyosan
novekedett. Az immunprecipitatum anti-caveolin-2 ellenanyaggal Western blot analizis
soran jelolheto (A/a; B/a), mely bizonyitja, hogy a ~29 kDa molekulatomegii fehérje
caveolin-2.
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7.2. Vizsgalatok HepG2 sejteken

1.2.1. Okadansay hatisa HepG?2 sejtek caveoldinak internalizdcidjdara, valamint a
caveolin izoformak eloszlasdara

71.2.1.1. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

A caveolin-1 jelenlétét és eloszlasat HepG2 sejtekben immunfluorescens jelolés
utan konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Mivel makrofagokkal elvégzett kisérleteink
eredményei azt sugalltdk, hogy a caveolin-2 izoformdnak fontos szerepe lehet a
caveolak lefliz6désének szabalyozasaban, vizsgaltuk a caveolin-2 sejten beliili
eloszlasat is. Vizsgalataink soran néhany esetben a caveolak mobilitasat befolyasolo
aktin-citoszkeletont is jeldltiik.

Okadansavval nem kezelt (kontroll) sejtekben a caveolin-1 (32. abra) és a
caveolin-2 (33. abra) jelenlétére utaldo fluorescens jel diszkrét pontok forméajaban
figyelhetd meg, a plazmamembranon valamint a citoplazmaban. A plazmamembran
mentén elhelyezkedd pontszerti jel a sejtfelszini caveoldk jelenlétére utal, mintegy
kirajzolja a sejtek konturjat. 30 perc okadansav (4nM) kezelés utan a caveolin-1-et
detektald fluorescens jel mellett nagyobb, flourescens aggregatumok figyelhetdk meg a
sejtek citoplazmajaban (32. D 4abra). Ugyanezen kezelés a caveolin-2 izoforma
(100nM) 30 perc okadansav kezelést kovetéen azonban mind a caveolin-1, mind pedig a
caveolin-2 eloszlasaban jelentés valtozasok alakultak ki (32. és 33. G abrak). Mindkét
izoforma nagy, flourescens aggregatumok formajaban azonosithato a sejtek
citoplazmdjaban a plazmamembran alatt, illetve a sejtmag koriil. Ezen caveolin pozitiv
aggregatumok feltehetdleg az okadansav kezelés hatdsara lefliz6dott, csoportba gytlt
caveolaknak, illetve az internalizaciét kovetoen kialakuld, caveolin tartalmu
intracelluldris kompartimentumnak felelhetnek meg.

Erdemes megjegyezniink, hogy a plazmamembranon még az erdteljes
vannak a caveolin izoformak illetve caveolak. A plazmamembran caveoléi alatt az

aktint specifikusan felismeré phalloidinnel kimutatott aktin citoszkeleton finom
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halézata mind az okadansavval kezelt, mind a kezeletlen sejtekben megfigyelhetd (32.
¢és 33. C,F,I abrak). Mig kezeletlen sejtekben az aktinfilamentumok jol lathatéan finom
halozatot alkotnak (32. B ¢és 33. B abrak), okadansav kezelések hatasara a sejtfelszini
aktinhalozat kismértékben atépiil, erdteljesebb kotegekbe rendezddik, vagy rovid,

vonalszer(i képleteket alkot a citoplazmaban (32. E, H és 33. E,H abrak).

1.2.1.2. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Kontrol HepG2 sejtekrél késziilt hagyomanyos elektronmikroszkopos
felvételeken (34. A abra) a caveolak kisebb-nagyobb, a sejtfelszin felé nyitott csoportjai
a rajuk jellemzd elrendezddésben lathatok a sejtek plazmamembranjan. 30 perc, 4nM
okadansav kezelést kovetéen (34. B é4bra) a caveola méretli vezikuldk csoportjai
bonyolult, labirintikus képleteket alkotnak, mely az okadansav hatasara bekovetkezd
fokozott internalizac6 kovetkezménye. A bonyolult, rozetta-szerii, viragfiizérre
emlékeztetd struktirdk mellett szdmos lefliz6dott caveola helyezkedik el a
plazmamembran kozelében (34. B 4abra). A caveolak alatt a citoszkeleton
mikrofilamentumai huzddnak (34. C abra). 100nM okadansavval kezelt sejtekben jol
lathatd, hogy a citoplazma plazmamembrant6l tavolabbi teriiletein a mar nagy
valoszinliséggel lefliz6dott caveoldk a citoszkeleton filamentumai mentén sorakoznak

(35. B abra) Ugyanakkor szamos caveola még mindig jelen van a plazmamembranon

(35. C abra).

HepG2 sejtekben nagy szamban fordulnak elé heterogén morfologiaja
multivezikularis testek (késdi endoszomak) (34. D és 35. A édbra). Megfigyelhetiink
szabalyos membrannal hatarolt, legalabb 9-10 vezikulat tartalmazé képleteket, de
talalhatunk olyan organellumot is, melynek bennéke tobb apré vezikulabol és lemezes
membranokbol 4all. Ezen sejtalkotok morfologiai jegyeik mellett molekularis
markerekkel is azonosithatok. Ilyen jellegzetes marker a multivezikularis testek belso
membranjain jelenlévé CD63 (LIMP-1) (Eskelinen és mtsai 2003). Fagyasztott
ultravékony metszeteken anti-CD63 és/vagy anti-caveolin-1 ellenanyaggal végzett

immun-arany jelolést kovetden olyan multivezikularis testeket azonosithatunk, melyek

belsé membranjai anti-caveolin-1 ellenanyaggal jelol6dnek (36. abra).
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caveolin-1 aktin caveolin-1 + aktin

OnM okadansav

4nM okadansav

100nM okadansav

32. abra: Okadansav hatasa a caveolin-1 fehérje eloszlasara HepG2 sejtekben.
(Konfokalis felvételek egyetlen optikai szeletrél). Caveolin-1: zold; aktin: piros;
sejtmag: kek. A.) A caveolin-1 apré fluorescens pontok formajaban lathato részben a
sejtfelszinen (nyilfejek), részben a citoplazmaban. D.) 4nM okaddansav kezelés utin a
citoplazmaban aggregadlt fluorescens jelcsoportok (nyilak) jelennek meg. G.) 100nM
okadansav kezelést kovetéen ezen aggregatumok (nyilak) nagyobb mennyiségben
mutatkoznak a plazmamembran alatt valamint a sejtmaghoz kézeli teriileteken.
Ugyanakkor az aktin-citoszkeleton dtrendezdédése is megfigyelhetd (B: nem kezelt, E:
4nM okadansav, H: 100nM okadansav). C, F és | egyesitett kepek.
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caveolin-2 aktin caveolin-2 + aktin

OnM okadansav

4nM okadansav

100nM okadansav

33. abra: Okadansav hatasa a caveolin-2 fehérje eloszlasara HepG2 sejtekben.
(Konfokdlis felvételek egyetlen optikai szeletrol.) Caveolin-2: zold; aktin: piros;
sejtmag: kék. A.) Nem kezelt sejtekben a caveolin-2-t detektdlo fluorescens jel
(nyilfejek) a plazmamembran mentén, valamint a citoplazmdaban mutathaté ki. D.) 4nM
okadansav nem valtoztatta meg a caveolin-2 eloszlast. G.) Aggregalt fluorescens
jelcsoportok (nyilak) jelennek meg a citoplazmaban 100nM okadansav kezelést
kovetéen. B.) nem kezelt sejtekben a finom hdlézatba rendezddott aktin-citoszkeleton
okadansav hatasara (E, H) vaskosabb kotegekbe rendezodott. C, F és 1. egyesitett

képek.
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OnM okadansav

4nM okadansav

4nM okadansav

4nM okadansav

34. abra: HepG2 sejtekrol késziilt elektronmikroszkopos felvételek kontrol és
okadansav kezelés utan. A.) Kontrol sejt plazmamembrdnjin (pm) a caveoldk
egyesével, vagy kis csoportokban figyelheték meg. B.) 4nM okaddnsav kezelés utdin
caveoldak csoportjai (*) lathatok a sejtfelszin alatt. C.) Az aktin-citoszkeleton kétegei
(kettds nyilak) a plazmamembradn caveoldi alatt (4nM okaddansav kezelés). D.) 4nM
okaddnsav kezelést kovetéen multivezikularis testek (mvb) mutatkoznak a sejtek

citoplazmdjaban. N: sejtmag. Bar: 0.2um

88



dc_1278 16

35. abra: Elektronmikroszképos felvételek 100nM okadansav kezelés utan. A.) A

sejtek citoplazmdjaban gyakran figyelheték meg multivezikularis testek (mvb). B.) A
citoszkeleton filamentumai (kettés nyilak) a caveolak csoportja (*) alatt. C.) Ezek a

citoszkeletalis kotegek (kettos nyilak) szoros kozelségben lathatok a plazmamembran

caveoldi (nyilak) alatt is. N: sejtmag; m: mitokondrium; cc: clathrin-burkos vezikulak.

Bar: 0.2um
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36. abra: Fagyasztott ultravékony metszeteken végzett immunjelolés 100nM
okadansav Kkezelés utan. Anti-CD63 ellenanyaggal (10nm aranyszemcse) és anti-
caveolin-1 ellenanyaggal (15nm aranyszemcse, nyilak) kettdosen jelolt multivezikularis
testek (mvb*) detektdalhatok nem kezelt (A) illetve okaddnsavval kezelt (B) sejtben is.
pm: plazmamembrdn;, mvb: multivezikularis test; G: Golgi késziilék; N: sejtmag.

Bar:0.5um
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37. abra: Okadansav kezelés utan rozetta formajia organellumok (caveoszémaknak
tartott strukturak) jelenléte HepG2 sejtekben. Fagyasztott ultravékony metszeteken
immunjeldlést kovetéen ezen képletek membranjaban caveolin-1 (10nm aranyszemcse,
nyilak) fedezheto fel. A plazmamembranon (pm) egyedi caveoldk is megfigyelhetok. c:
caveosoma; N: sejtmag. Bar:0.5um
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Okadéansav kezelés utdin HepG2 sejtekben a multivezikularis testektdl eltérd
virag-, vagy szOl6fiirt-szerl strukturdk, melyeket egy nagyobb vakudlumba csoportosan
nyil6 caveolak alkotnak a plazmamembranhoz kozeli citoplazméban. Fagyasztott
ultravékony metszeteken ezen komplexek membranjaban caveolin-1 detektalhato. Ezek
a képletek morfologidjukat és caveolin-1 pozitivitasukat tekintve az irodalomban

caveoszomaknak nevezték el.

7.2.1.3. Morfometriai szamitasok és statisztikai elemzés

Megfigyeléseink kvantitativ adatokkal vald aldtdmasztasdra fagyasztott
ultravékony metszeteken elvégzett immuncitokémia utdn morfometriai vizsgalatokat
végeztiink. A caveolin-1 jelenlétét az elsd specifikus ellenanyaghoz kot6do, kolloidalis
méretii (10 illetve 15nm) aranyszemcsékkel jelolt masodik ellenanyag mutatja ki, tehat
az ultravékony metszeteinken lathatd aranyszemcsék caveolin-1 fehérje jelenlétére
utalnak. Morfometriai méréseink sordn ezen aranyszemcséket szamldltuk meg és
hasznaltuk fel statisztikai analizishez.

A HepG2 sejtekben a multivezikularis testek/késéi endoszomak azonositasara
ezen sejtalkotok membran-markere, a CDG63 ellen termeltetett ellenanyaggal is
immunjelolést végeztiink. Egyes multivezikularis testek belsejében lathato vezikuldk
membranja anti-caveolin-1 ellenanyaggal is jelolést mutat. Tekintettel arra, hogy
caveolin-1 ezen CD63 jelolt multivezikularis testekben is detektalhato, a caveolin-1
eloszlasait nem csak a plazmamembran nyitott, valamint lefliz6d6tt caveolainak
membranjaban, hanem a citoplazma multivezikularis testjeiben is vizsgaltuk.

Morfometriai méréseink eredményei (V.tdbldzat) azt mutatjak, hogy kezeletlen
HepG2 sejtekben a caveolin-1 45%-ban a plazmamembran nyitott caveoldinak
membranjadban helyezkedik el, csupan 9,5%-ban lathat6 a sejtfelszin alatti, leflizodott
caveoladkban illetve 6,5% caveola csoportokban. A teljes caveolin-1 mennyiségnek
11,5%-a a citoplazmdban, tovabbi 26% a multivezikularis testek vezikuldinak
membranjan talalhatd. 30 perc, 4nM okadansav kezelést kdvetden a plazmamembran
caveolin-1 mennyisége jelentésen csokken (31%), ezzel parhuzamosan a megnovekszik

a lefizédott vezikulak membranjaban talalhatdo 6ssz caveolin-1 mennyisége (22,5%).
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Toményebb, 100nM okadansav hatdsara ugyanez a tendencia tapasztalhatoé: a
plazmamembran caveoldiban a caveolin-1 30,5%-a, mig a lefiz6d6tt caveolakban 22%-
a mutathatd ki. A multivezikularis testekben jelenlévé caveolin-1 mennyisége 4nM,
illetve 100nM okadéansavval torténd kezelést kovetden a nem kezelt sejtekhez képest

lényegesen nem valtozik.

V. tablazat

Caveolin-1 szazalékos eloszlasa HepG2 sejtek kiilonb6z6 kompartimentumaiban.
Okadansav kezelés utan a plazmamembran caveoldinak szama szignifikansan csokkent,
a lefiizédott caveoldk szama jelentésen megnovekedett. Az anti-CD63 ellenanyaggal
azonositott endoszomak (multivezikularis testek) caveolin-1 mennyiségét az okadansav

kezelés nem befolyasolta.

nem kezelt sejt 4nM okaddansav 100nM okaddnsav
(kontroll)
plazmamembran 45% 31% 30,5%
caveolak
lefliz6dott caveolak 9,5% 22,5% 22%
caveola csoportok / 6,5% 9% 12%
,,caveoszomak”
CD63 jelolt 26% 25% 22%
multivezikularis test
citoplazma 11,5% 10,5% 11,%
mitokondrium, sejtmag 2,5% 2% 2,5%
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Osszehasonlitva tehat a caveolin-1/CD63 kettésen jeldlt, valamint a csak anti-
CD63-al jelolt multivezikularis testek szamat megallapithatjuk, hogy a 4 illetve 100nM
okadansavval kezelt sejtekben a csak CD63 pozitiv multivezikularis testek szdma nott,
de a kontroll sejtekhez képest a caveolin-1/CD63 kettés jelolést mutatd struktirak

szamaban szignifikans eltérés nem mutatkozott (38. abra).
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38. abra: A caveolin-1 pozitiv multivezilularis testek szamanak valtozasa
okadansav Kkezelés hatasara. Morfometriai eredményeink azt mutatjak, hogy az
okaddnsav kezelés utin az anti-caveolin-1/anti-CD63 ellenanyaggal kettésen jelolt
multivezikularis testek szama (kék oszlopok) szignifikansan nem valtozik, bar a CD63-

Jjelolt multivezikularis testek szama (bordo oszlopok) is né. SD>0.005
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7.2.2. A caveolik lefiizodésének stimuldldsa albuminnal; a caveolin izoformdk
eloszlasanak valtozdsa

A szerin-treonin foszfatazgatld okadansavrdl ismert, hogy szamos jelatviteli
utvonalat befolyasol, igy egyidejileg a caveoldk lefliz6dését tobb ponton
befolyasolhatja. Nem tudjuk tehat, hogy az okadansav milyen utvonalon, milyen
mechanizmus(ok) révén indukalja a caveolak internalizacigjat. A  caveolak
kozremiikodésével végbemend felvételi folyamat egyes 1épéseinek tisztazasa céljabol
hasznosabbnak latszott olyan ligand alkalmazasa, amelynek a caveoldk lefliz6dését
kivalto hatasa specifikusabb. Az endotélsejtekben egy természetes ligand, az albumin, a
caveolin-1 tirozin foszforilacigjat, ¢s ennek kovetkezményeként a caveolak leflizodését
stimulalja (Minshall 2003, Shajahan 2004). Amennyiben az albumin HepG2 sejtekben
is fokozza caveolak internalizaciojat, mod nyilhat a caveoldk (és az albumin)
citoplazmatikus sorsanak nyomonkdovetésére is. Mindezek figyelembe vételével tovabbi
kisérleteinkben a HepG2 sejtek albumin felvételét vizsgaltuk. Albuminnal révidebb és
hosszabb ideig inkubaltuk a sejteket. A rovid idejli internalizacids vizsgalatainkat harom
kisérleti csoportban végeztik. Az els6é kisérleti csoportban a sejtjeket 30mg/ml
albuminnal (15 perc), a masodikban egy tirozin-foszfataiz gatloval, natrium-
ortovanadattal (10uM, 15 perc) kezeltiikk. A harmadik csoportban a HepG2 sejteket a
natrium-ortovanadatos (15 perc) eldkezelés utan 30mg/ml albuminnal 15 percig
inkubaltunk, 10uM natrium-ortovanadat jelenétében. A hosszabb ideji kisérleteinkben 1

¢és 3 oras inkubacios id6ket valasztottunk.

1.2.2.1. Konfokalis és elektronmikroszkopos vizsgalatok

Fedélemezre tapasztott sejteken a fent leirt kezeléseket kovetéen anti-caveolin-1
ellenanyaggal fluorescens immunjelolést végeztiink. Nem kezelt sejtek konfokalis
mikroszkopos képein (39. A abra) a plazmamembrant apr6é pontok formajaban kirajzold
caveolin-1 jel a sejtfelszini caveolak jelenlétére utal. Mind a 15 perces 30mg/mi
albumin (39. B abra), mind a 10uM natrium-ortovanadat kezelés hatasara (39. C abra) a
citoplazmaban néhany nagyobb, fluoreszkalo aggregatum jelenik meg. Ezek az
eredmények hasonloak a 30 perces, 4nM okadansavval tortént kezelést kovetden észlelt

valtozasokhoz (32. D abra). Ha a sejteket 15 perc, 10uM natrium-ortovanadatos
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elokezelés utdn, natrium-ortovanadat jelenlétében tovabbi 15 perc, 30mg/ml
koncentracioju albuminnal kezeltik (39. D ébra), a plazmamembranhoz kozeli

citoplazma teriileteken nagy csoportokat formald, a caveolin-1 jelenlétére utald

fluorescens jel lathato.

kontroll (nem kezelt) sejt

natrium-ortovanadat kezelés

albumin kezelés

natrium-ortovanadat
és albumin kezelés

39. dbra: Albumin és natrium-ortovanadat kezelés hatasa a caveolin-1 eloszlasara
HepG2 sejtben. (Zold: caveolin-1, kék: sejtmag.) A. kontrol) A caveolin-1 jelenlétét mutato
flurescens jel a plazmamembranon illetve a citoplazmaban finom eloszlasban helyezkedik el. B.)
30mg/ml albumin hatdasara nagyobb fluorescens aggregdtumok jelennek meg a sejtek
citoplazmdjaban. C.) Natrium-ortovanaddt kezelés a B képhez hasonlo eloszlast eredményez.
D.) Natrium ortovanadattal végzett eldkezelést koveté albumin inkubacio hatasara a

plazmamembranhoz kozeli teriileteken tomor fluorescens aggregatumok (nyilak) mutatiak a

caveolin-1 fehérje elhelyezkedését.
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40. abra: HepG2 sejtekrol késziilt elektronmikroszképos felvételek natrium-
ortovanadat elékezelést koveté albumin inkubacio utan. A.) 4 plazmamembrannal
(pm) vékony membrancsatorna segitségevel (nyilfejek) kapcsolatban allo, caveola
méretii vezikulakkbol felépiild, sz6ldfiirt-szerii struktira figyelheté meg. B.) A sejtfelszin
kozelében szamos lefiizodott caveola (nyilak) lathato. m: mitokondrium; mvb:

multivezikularis test. Bar:0 2um
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Ezen kisérletek eredményeinek finomabb részleteire adnak felvilagositast
elektronmikroszkopos vizsgalataink: a caveolak intenziv leflizddésére utalo, szolofiirt-
szerlien rendezett, caveola méretli vezikulakbol allo csoportok is megfigyelhetok (40. A
abra), a citoplazma plazmamembran alatti teriiletein egyedi, lefiz6dott vezikulak
lathatok (40. B abra). A konfokalis mikroszkopos képeken latottakkal Osszevetve ezek a
citoplazmatikus ~ caveola-csoportok  nagy  valdszinliséggel a  fluorescens
aggregatumoknak felelnek meg (39. D dabra). Elektronmikroszkopos megjelenésiik
alapjan e strukturakat nevezi az irodalom caveosomaknak. Egyes esetekben azonban jol
lathaté, hogy e szoldfiirt-alaki  caveola-csoport megtartja kapcsolatait a

plazmamembrannal (40. A abra).

71.2.2.2. Okadansav, albumin és natrium-ortovanadat kezelés hatdasa a caveolin

foszforilaciojara HepG2 sejtekben

Okadansav, albumin valamint natrium-ortovanadat kezeléseket kovetden HepG2
sejtek lizatumabol, anti-caveolin-1 ellenanyaggal immunprecipitaciot, majd ezt
kovetden anti-foszfotirozin ellenanyaggal Western blot analizist végeztiink (41. abra).
Vizsgalataink eredményei azt mutatjak, hogy 4 illetve 100nM okadansav kezelést
kovetden az immunprecipitatumokban tirozin foszforilacio szintje a kezeletlen sejtekhez
képest csak elenyész6 mértékben emelkedett. 15 perc albuminnal vagy natrium-
ortovanadattal torténd inkubéacio hasonldan csekély valtozast eredményezett.

Makrofagokkal végzett kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az alkalmazott
okadansav  koncentracidjanak  fiiggvényében egy ~29kDa molekulatomegi,
feltételezhetden caveolin-2 izoforma erdteljesen foszforilalodik a tirozin aminosav-
csoportokon. Felvetédik a kérdés, hogy vajon az internalizaciot indukald rovid ideji
kezelések, valamint a tirozin-foszfataz galtd ortovanadat hatasara HepG2 sejtekben is
hasonloan valtozik-e valamelyik caveolin izoforma tirozin foszforilaciojanak mértéke.
A kérdés megvalaszolasa céljabol HepG2 sejtek lizatumabol anti-caveolin-1 illetve anti-
caveolin-2 ellenanyaggal immunprecipitaciot, majd ezt kdvetden kovetden anti-
foszfotirozin ellenanyaggal Western blot analizist végeztiink. Eredményeink azt

mutattak, hogy HepG2 sejtekben az okadansav kezelések hatasara mind a caveolin-1,
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mind pedig a caveolin-2 izoforma tirozin-foszforilaciojanak szintje kis mértékben

emelkedik.

A ===
nem kezelt 4nM OA 100nM OA

— ey = -

albumin albumin nem kezelt vanadat albumin albumin

(5min) (15 min) (0 albumin (15 min) (5 min) (15 min)
0 vanadat) + +

vanadat vanadat

(15 min) (15 min)

41. abra: Western blot analizis anti-caveolin-1 ellenanyaggal végzett
immunprecipitaciét koveté anti-foszfotirozin ellenanyaggal. Okaddnsavval (A
panel), ill. albuminnal és/vagy ndtrium-ortovanadattal (B panel) kezelt HepG2

sejtekben kis mértékben emlekedett a caveolin-1 tirozin-foszforilaciéjanak mértéke

7.2.3. A caveola-medidlt endocitozis citoplazmatikus dllomdsai HepG2
sejtekben

A caveolak kozremiikodésével végbemend endocitdzis lassu folyamat, amelyet a
jelen 1év6 ligand indukal. A caveola-medialt endocit6zis citoplazmatikus allomasainak
azonositasa, valamint az internalizalt caveoldk sorsanak nyomon kovetésére céljabol a
HepG2 sejteket a caveolak leflizédését specifikusan indukald albuminnal hosszabb ideig
(1 és 3 ora) inkubaltuk. A kovetkez6 1épésben kisérleteim soran arra kerestem a valaszt,
hogy mi lesz a lefliz6do6tt caveoldk (€s a caveolin-1) sorsa, milyen utvonalon, milyen
citoplazmatikus organellumok kozvetitésével, érintésével vandorolnak a sejtben. Igaz-e
az az allitds, hogy a caveola-medialt endocitézis organellumai 6nallo, a klasszikus
clathrin burkos felvételi folyamat organellumaitol teljesen eltéré citoplazmatikus

struktarak, avagy a két atvonal allomasai Kapcsolatba keriilhetnek egymassal.
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7.2.3.1. Morfologiai és morfometriai vizsgalatok

a.) A plazmamembranon jelenlévd, illetve az internalizdlt caveoldk szamdnak

valtozasa albumin kezelés hatasara

Kisérleteinkben olyan sejteket hasznaltunk kontrollként, amelyeket albumin-
mentes tenyésztéi médiumban neveltiink. 24 6ras albumin megvonas hatdsara HepG2
sejtek plazmamembranjan jelen 1év6 caveolak szama erésen lecsokkent (42. abra). Ha
az albumin megvonast kovetéen 30mg/ml albuminnal 1 o6rat inkubaltunk (43. abra), a
plazmamembranon jelenlévé caveolak szama ugrasszertien megnétt. 3 oras albumin
kezelés nem novelte tovabb a sejtfelszinen jelenlévd caveoldk szadmat, azonban a
plazmamembran alatti citoplazmaban nagyobb mennyiségben voltak jelen zart,
lefiz6dott caveolak. A hosszabb idejii albumin-kezelést kovetéen az egyedi, lefiizodott
vezikulak mellett caveola-aggregatumok, caveola-csoportok is nagy szamban
figyelhet6k meg a plazmamembranhoz kozeli citoplazmaban (44. abra). Egyes caveola-
csoportok morfoldgidjuk, illetve membranjuk caveolin-1 tartalma alapjan az
irodalomban leirt caveoszomaknak felelnek meg (44. A, B és C abra). Fagyasztott
ultravékony metszeten anti-caveolin-1 ¢és anti-albumin ellenanyaggal végzett kettds
jelolést kovetden az internalizalt albumint nem csak a lefliz6dott egyedi caveoldkban,
hanem ezekben a caveola-csoportokban, illetve caveosoma-szer(i struktarakban is
megfigyelhetjiik. (44. C abra) Ezen caveoszoma-szer(i struktirak némelyike vékony
membrancsatorna révén a plazmamembrannal kapcsolatban all (44. A abra), azonban
lathatok olyanok 1s, melyek a plazmamembrantdl szabadon, ©6nallo sejtalkotoként
azonosithatok (44. A és C abra). Morfometriai vizsgalataink kvantitativ adatokkal
tamasztjak ala elektronmikroszkopos megfigyeléseinket (45. abra). 1 6ras albumin
inkubdaciot kdvetden a plazmamembranon szamolhatd, valamint a plazmamembran alatt
lathat6 zart, lefiiz6dott caveolak mennyisége a kontroll csoporthoz képest szignifikansan
megndvekedett, 3 6ra mulva kismértékii, tovabbi novekedést tapasztaltunk. A clathrin-
burkos vezikuldk szdma nem valtozott albumin jelenlétében, szamukat, megjelenésiiket

tehat az albumin inkubacié nem befolyasolta.
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42. abra: Fagyasztott ultravékony metszeten végzett caveolin-1 (10nm
aranyszemcse) immunjelolés albumin megvonast kovetéen. A.) és B.) HepG2 sejtek
plazmamembranjan (pm) 24 ords albumin megvondst kovetéen a caveoldk (nyilak)
szama jelentdsen csokken (pm). A multivezikularis testek (mvb) nem jelolodtek anti-

caveolin-1 ellenanyaggal. Bar: 0.2um
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43. abra: Fagyasztott ultravékony metszeten végzett caveolin-1 (10nm
aranyszemcse) immunjelolés albumin inkubaciot kovetéen. A.) [ ora albumin
inkubacio utin szamos caveola (nyilak) jelent meg a plazmamembranon (pm).
Lefiizodott caveoldk csoportja (*) figyelheto meg a sejtfelszinhez kozeli citoplazmdaban.
B.) Multivezikularis testben caveolin-1 detektilhato (mvb). N: sejtmag, cc: clathrin-
burkos vezikula. Bar:0.2um
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44, abra: Albumin inkuacio hatasira megjelené caveola-csoportok HepG2
sejtekben. A.)) A széldfiirt formaju, caveosoma-szerii caveola csoport egy vékony
membrdncsatorna (nyilhegyek) segitségével kapcsolatban dll a plazmamembrdannal
(pm), mellette caveosomaként leirt struktura (C). B.) E szoldfiirt formdju képletek nem
jelolodnek anti-CD63 ellenanyaggal (a lathato aranyszemcsék csak a caveolin-1 jelolést
mutatjdk). C.) Caveolin-1 (15nm aranyszemcse) mellett ezen caveola csoportokban (*),
és caveoszoma-szeri strukturakban a caveoldik altal felvett albumin (10nm

aranyszemcse) kimutathato. N: sejtmag. Bar: 0.2um
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45. abra: A sejtfelszini és leflizodott caveolak szamanak valtozasa hosszabb ideji
albumin Kkezelés hatasara. Az albumin megvonds (kontroll) hatdsara detektalhato
caveoldk mennyiségéhez képest a plazmamembran caveoldinak szama szignifikans
emelkedést mutat 1 illetve 3 ora albuminkezelés utan. Albumin jelenlétében a lefiizodott
caveoldk szama is emelkedik. A clathrin-burkos vezikulak megjelenésére albumin
hianya illetve jelenléte nem volt hatassal. (*, **: p<0,005 a kontrolhoz (Oh albumin)

képest)

b.) Caveoszoma: lenni vagy nem lenni?

Elektronmikroszkopos  felvételeinken jol  ldhatdo, hogy a caveoldk
internalizacidjat kovetéen a plazmamembranhoz kozeli citoplazma teriileteken az
irodalomban caveoszomaként leirt képletek koziil szamos vékony membrancsatorna
segitségével a plazmamembrannal kapcsolatban all. Ezek a felvételek felvetik annak
lehetdségét, hogy az elektronmikroszképos képeken o©nallé organellum képében
megjelend struktirdk taldn nem is a membrantol fiiggetlen, lefliz6dott organellumok,
sejtmembrantol fliggetlen megjelenésiik csupan a metszési sik eredménye. Annak

eldontésére, hogy valoban kapcsolatotban vannak-e a sejtfelszinnel, egy, a
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plazmamembrant jelold extracellularis markert, Ruténium-voros festéket alkalmaztunk.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a legtobb szolofiirt-szeri képlet Ruténium- vordssel
jelolédott (46. abra), amely egyértelmiien bizonyitja, hogy nyitott, a sejtfelszinnel még
kapcsolatban all6 strukturak. Egyes esetekben a Ruténium vords jelolés nagyon gyenge,
csak néhany festékszemcse lathat6 a nagy nagyitasi képeken (46. B abra) jelezvén,
hogy a felszinnel kapcsolatot tartd membrancsatorna valdszinlileg nagyon szik.
Fagyasztott ultravékony metszeteken szamos esetben dinamin jelenlétét detektaltuk

ezen tubularis membran invaginaciok mentén.

C.) A lefiizédott caveolik sejten beliili utja

Normal tenyésztési feltételek kozott, 10% FBS tartalmi médiumban nevelt
HepG2 sejtekben szamos késéi endoszoma figyelheté meg. A kés6i endoszomak
megjelenésiik alapjan multivezikularis testek, melyek képesek lizoszoémakkal vald
fuziora, bennékiik a lizoszomalis emésztés aldozataul esik. Jellemzé morfoldgiai
bélyegeik mellett azonositasukat a belsd membranokban kimutathaté markeriik, a CD63
(LIMPI1, lizoszoma integrans membran protein 1) fehérje is segiti. Albumin kezelés
hatdsara a kontroll sejtekhez képest megnovekedett azon multivezikularis testek szama,
melyek anti-CD63 ¢és anti-caveolin-1 ellenanyaggal kettésen jelolodtek (48.abra).
Erdemes megjegyezniink, hogy ezen sejtelkotokban anti-albumin ellenanyaggal albumin
nem mutathat6 ki.

Morfometriai vizsgalataink eredményei azt mutatjak, hogy albumin kezelés
hatasara a kett6sen jelolt multivezikularis testek nagy szamban jelennek meg a HepG2
citoplazmadjaban, szdmuk az alkalmazott inkubéci6 idejével egyenes ardnyban nd. 3 oras
albumin inkubacié utdn a kontroll csoporthoz képest a kiilonbség statisztikailag
szignifikdns (47. abra). Ha a caveolin-1 jelenlétére utald kolloidalis aranyszemcsék
eloszlasat vizsgaljuk a kiilonbozé sejtkompatimentumokban (VI. tablazat), azt
tapasztaljuk, hogy albumin-kezelés utan tobb caveolin-1 mutathaté ki a leflizodott
caveoldkban, illetve a caveoszémakra emlékeztetd képletekben. Az albumin inkubécio
idejével egyenes aranyban egyre tobb aranyszemcsét detektalhatunk a CD63 jelolést

mutaté multivezikularis testekben is (47. abra)

105



dc_1278 16

46. abra: A sejtfelszin jelolése Ruténium-voros festékkel. A.)) A Ruténium-véros
festék megjeldli a plazmamembran (pm) nyitott caveoldit (nyilak), valamint a sejtfelszin
kozelében elhelyezkedd, morfologiailag caveoszomaként azonosithato képletet is. B.)
Ezen képletekben, egyes esetekben csak nagyon kevés mennyiségii Ruténium-vorés
festékszemcse lathato (nyilfejek). A Ruténium voros jelenléte azonban egyérterlmiien
arra utal, hogy ezek a strukturdak a felszinnel oOsszekottetésben allnak. Pm:

plazmamembrdan, cc: clathrin-burkos vezikula Bar: 0.5um
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VI. tablazat
Caveolin-1 szdzalékos eloszlasa a kiilonbozé sejt-kompartimentumokban hosszu idejii

albumin internalizaciot kovetden. (szemikvantitativ vizsgalat)

0 perc albumin 60 perc albumin 180 perc albumin
plazmamembran 22,6% 18,75% 15%
lefliz6dott caveolak 13,3% 18,01% 24,5%
lefliz6dott caveolak 5,1% 9,8% 7,2%
alkotta caveola-csoport
(,,caveoszoéma”
CD63-jelolt késoi 30,2% 32,72% 39,73%
endoszoémak
citoplazma 20% 12,8% 12,24%
mag 4% 3,8% 1%
mitokondrium 4% 3,67% 1%
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47. abra: Albumin inkubaicié hatidsa a caveolin-1 tartalmi multivezikularis
testekre. Morfometriai analizisiink szerint 1 és 3 ords albuminkezelést kdvetden
caveolin-1 és CDG63 tartalmu multivezikularis testek szama (kék oszlopok) albumin
hatasara szignifikansan emelkedik. (*:p<0,005 az albuminmegvonds (0 h albumin)

utani allapothoz képest.)
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48. abra: Caveolin-1 tartalmi multivezikularis testek jelenléte HepG2 sejtekben

albuminkezelés utan. Albumin inkubdciot kovetéen a CD63 (10nm aranyszemcSe)
markerrel azonositott multivezikularis testek (mvb) mellett caveolin-1 (15nm
aranyszemcse, nyilak) tartalmu multivezikularis testek (mvb*) is lathatok. pm:

plazmamembran; ly: lizoszoma, N: sejtmag. Bar: 0.5um
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Ezen morfologiai és morfometriai eredményeink azt sugalljdk, hogy az albumin
indukalta internalizacid a caveolin-1 fehérjét a klasszikus endocitdzis allomasai - kés6i

endoszomak (multivezikularis testek) - felé iranyitja.

d.) A caveolin-1 megoszlasa a kiilonb6z6 membranfrakciokban albumin kezelés

utan

Biokémiai vizsgalatainkhoz HepG2 sejtekbdl plazmamembrant illetve
intracellularis membranokat izolaltunk Smart (1995) és Conrad (1995) moddszere
alapjan. A membranizolatumok frakcidinak caveolin-1 tartalmat Western blot
analizissel vizsgaltuk (49.4bra). A kontrol sejtekbdl izoldlt plazmamembranban
kimutathatd caveolin-1 mennyiségéhez képest (A panel, Oh alb) 1 o6ra albumin
inkubacid a caveolin-1 tartalom szignifikans novekedését eredményezte (A panel 1h
alb). Hosszabb, 3 ora albumin inkubacio (A panel 3h alb) utan csak kis mértékben né a
plazmamembran caveolin-1 szintjét. Az intracellularis membranok (beleértve a
multivezikularis testek membranjait is) caveolin-1 tartalma (B panel) 1 6ras albumin
inkubacid utan a kezeletlen sejtekhez képest megnovekedett (B panel 1h alb), 3 oras
inkubacid utan (B panel 3h alb) azonban lecsokkent (jelezvén, hogy a caveolin-1 fehérje
feltehet6leg lizoszomakba kertil, ahol lebomlik).

A fenti adatok azt mutatjak, hogy 3 6raval az internalizacié megindulésasa utan
a caveolin-1 fehérje degradalodik, azonban a plazmamembranban (A panel 3h alb) a
fehérje mennyisége, és elektronmikroszkopos vizsgalataink alapjan a sejtfelszini
caveoldk szdma magas. Annak eldontésére, hogy a caveoldak plazmamembranon valo
potlasa de novo fehérjeszintézis eredménye-e, transzlaciot gatlo vegyiiletet, a
cycloheximidet hasznéltunk (Lusska ¢és mtsai 1992). A fehérjeszintézis gatlassal
egyidejiileg a caveoldk lefliz6dését albuminnal indukaltuk. 200ug/ml cycloheximiddel
gatolva a fehérjeszintézist, 1 6ra milva a plazmamembran (A panel 1h alb+cyc) illetve
az intacellularis membranok frakcioiban (B panel 1h alb+cyc) a caveolin-1 fehérje
mennyisége a kontroll sejtekéhez viszonyitva még magas. 3 6rds szimultan albumin és
cycloheximid kezelés azonban mindkét membranfrakcioban szignifikansan csokkentette

a caveolin-1 mennyiségét (A és B panelek 3h alb+cyc).
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49. abra: A caveolin-1 eloszlasa a plazmamembran és az intracellularis membran
frakciokban. 4 plazmamembran caveolin-1 tartalma megnévekedett 1 illetve 3 ora
albuminkezelést kovetoen. A fehérje mennyiségében jelentos csokkenést tapasztaltunk
akkor, ha a sejteket albumin jelenlétében 3 ora cycloheximid kezelésben részesitettiik.
(3h alb+cyc) Az intracellularis membranokat tartalmazo frakcio (Golgi halozat,
endoplazmas retikulum, endoszomak, multivezikularis testek és lizoszomak membranjai)
caveolin-1 tartalma 3 ords albuminkezelés utan csokkent. A caveolin-1 fehérje
mennyisége a postnuklearis (6ssz-membran) feliiluszoban Cycloheximid kezelés
hatasdra csokken (3h alb+cyc). Az utolso panelen igazoltuk a membranfrakcio eredetét
a HepG2 plazmamembran markere ellen termeltetett, anti-syndecan-1 (CD138)
ellenanyaggal. A plazmamembran frakciokban (PM) syndecan-1 detektalhato, mig az

intracellularis membranokbol (IM) az a fehérje hianyzik.
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8. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

8.1. A caveoladk és caveolin izoformdk peritonedlis makrofagokban

A makrofagok a mononukledris fagocita rendszer legfontosabb, differencialt
elemei, amelyek mind funkciondlisan, mind pedig eredetiiket illetéen meglehetdsen
heterogén sejtpopulaciot képviselnek (Ginsel, és mtsai 1985 és 1986; Ginsel 1993). A
kiils6 kornyezeti tényezOk hatasara aktivitasuk valtozik: rezidens, ,,nyugvo” (szdveti)
makrofagokbol, elicitalt és aktivalt fagocitasejtekké alakulhatnak 4t (Van Furth és mtsai,
1972; Van Furth 1988). Makrofagok endocitézisra, fagocitdzisra differencialodott
sejtek, konnyen izolalhatok a hasiiregbdl, foszfat pufferes mosast kovetd diszkontinuus
gradiens-centrifugélassal (Hester és mtsai 1981). Kivalo objektumok az endocitozis
folyamatanak morfologiai és biokémiai tanulmanyozasara, az endocitotikus folyamatok
1épéseinek feltérképezése elengedhetetleniil sziikséges az immunfolyamatokban jatszott

szereplik megértéséhez.

Régota ismert, hogy rezidens makrofagokban a clathrin-burkos vezikulak kulcs
szerepet jatszanak az immunkomplexek felvételében, amely Fc-receptorok segitségével
megy végbe (Kiss és Rohlich 1984). Ha azonban K*-deplécioval a clathrin-burkos
vezikulumok keletkezését gatoljuk (Larkin és mtsai, 1983), és a HRP (fluid fazisos
felvétel) ill. immunkomplex (receptor-medialt endocitdzis) felvételét vizsgaljuk, azt
tapasztaljuk, hogy a K*-depletalt makrofagok felszinén a HRP és PAP sima felszind,
clathrin burokkal nem rendelkezd, omega-ill. palack alakii membran invaginacidkban
akkumulalodik (Kiss és mtsai 2002). Ezen membran-invaginaciok megjelenésiikben,
morfologiajukban nagyon hasonlitanak a caveoldkhoz, amelyek szdmos sejttipusban
igen nagy szamban figyelhetdk meg a sejtmembranon. Ez a megfigyelés, valamint az az
irodalmi adat, amely szerint a limfocitdk sejtmembranjan nincsenek jelen caveolak (Fra
¢s mtsai 1995) irdnyitotta a caveolak felé érdeklddésiinket. A kérdés tehat az volt, hogy
ezek a vezikulumok csak K'-deplécié hatasira jelennek meg a makrofagok
sejtmembranjan, vagy pedig a makrofagok sejtfelszinén meglévd, a makrofagokra
jellemz0 struktarak. A probléma felvetése kiilondsen izgalmas volt, mivel nem voltak

eredmények, adatok arra vonatkozdan, hogy a monocita/makrofag rendszerhez tartozo
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sejtek membranjan jelen vannak-e a caveolak. Munkank els6 szakaszaban tehat arra
kerestiink valaszt, hogy a makrofagok sejtfelszinén valoban jelen vannak-e a caveoldk.
Ebbdl a célbol alapos és részletes morfologiai €s morfometriai vizsgalatokat végeztiink
rezidens ¢s elicitdl makrofagok sejtfelszinén. Elicitalt makrofagokat 1ml komplett
Freund adjuvanssal kezelt patkanyok hasiiregébdl izolaltunk, az intraperitonedalis
injekcié utan 24 oraval. Osszehasonlitva a rezidens és elicitilt makrofigokat,
megallapithatjuk, hogy a clathrin-coated vezikulak mindkét sejtben igen nagy szamban
vannak jelen (10. abra). Ha azonban gondosan megvizsgaljuk a sejtfelszint, egy masik, a
clathrin-coated vezikulaknal kisebb méretii, jellegzetes omega- ill. palack alaku
populaciét is megfigyelhetiink, amelyeknek membranjan kosar-szeri burok nem lathato.
A rezidens sejtekben a sejtfelszin labirintikus nytlvényai miatt meglehetdsen nehezen
észrevehetd, csak kis szdmban jelenlévd strukturdk. Elicitalds hatdsara azonban szamuk
igen jelentésen megnd (Kiss és Kittel, 1995). A kovetkezo 1€épésben igazolnunk kellett,
hogy ezen palack- ill. omega alakii membran invaginaciok caveolak. Bar az elmult tiz
évben a caveoldk membranjaban szadmos molekulat sikeriilt kimutatni, egyértelmii
azonositasuk a caveolin-1 izoforma jelenléte alapjan lehetséges, azaz caveoldknak csak
azon membran invaginaciok nevezheték, amelyek membranjaban a caveolin-1 izoforma
jelen van. Ezen izoforma kimutatasa céljabol anti-caveolin-1/VIP21 ellenanyaggal
fagyasztott ultravékony metszeteken immuncitokémiai vizsgalatokat végeztiink. A
sejtfelszinhez kotott ellenanyagot kolloidalis arannyal jeldlt protein-A-val tettiik
lathatova. Elektronmikroszkopos felvételeinken (12. abra) arany szemcsék jol lathatoak
a felszinnel Gsszekottetésben 1évé omega alaki membran befiizddések membranjan, és
szamos olyan vezikula membranjan is, amelyek nincsenek kapcsolatban a sejtfelszinnel
(Kiss ¢és Geuze 1997). Ezen eredményeink alapjan az irodalomban elsoként
megallapitottuk, hogy a makrofigok sejtfelszinén jelenlévé omega-ill. palack alaku
membran invagindciok valoban caveoldk. Az a megfigyelésiink, hogy rezidens
makrofagokban elenyész6 szdmban vannak jelen, és szdmuk elicitdlds hatdsara tobb
nagysagrenddel megnd, arra utal, hogy a caveolak megjelenése, kialakulasa szigoruan

szabalyozott folyamat, szamuk nagymértékben fiigg a sejtek fiziologias allapotatol.

Morfologiai eredményeinkbdl egyértelmiien adodik a kérdés: mi lehet az oka
annak, hogy rezidens makrofagokban a caveoldk alig, vagy csak elenyészden kis

mennyiségben vannak jelen a sejtfelszinen, elicitdlas hatasara azonban szamuk
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megsokszorozdodik. Jol ismert, hogy a caveolin-1 izoforma expresszidja, jelenléte
elengedhetelen ¢s sziikséges feltétel ahhoz, hogy a caveoldk megjelenjenek,
kialakuljanak a sejtmembranon (Fra és mtsai 1995). Ha heterogén, mas sejttipusbol
szarmazo caveolin-1 MRNS-t juttatunk be olyan limfocitakba, amelyekben endogén
cavolin-1 mRNS nincs jelen, ezekben a sejtekben caveolin-1 szintetizalodik, és ez
onmagaban elegendd ahhoz, hogy a caveoldk kialakuljanak a sejtmembranon (Fra és
mtsai 1995; Li és mtsai 1996). A mofologiai eredményeink alapjan kézenfekvonek
tiinik az a feltételezés, hogy a caveolin-1 izoforma expresszidja, jelenléte vagy hianya
lehet felelds azért, hogy caveoldk nem azonos mennyiségben fordulnak eld a rezidens és
elicitalt makrofagok sejtfelszinén. Felmeriilt tehat az a kérdés, hogy rezidens és elicitalt
makrofagokban milyen izoformdk expresszalodnak, illetve valtozik-e az egyes
izoforméak expresszidja elicitdlas hatasara. A kérdés megvalaszolasa céljabol Western
blot analizist és immunprecipitaciot végeztiink. Western blot vizsgalataink eredményei
azt mutatjak, hogy rezidens makrofagokban a cveolin-1 izoforma csak nagyon Kkis
mennyiségben van jelen, elicitalds hatasdra azonban ezen izoforma expresszioja
Jjelentdsen megnd. Meglep6 modon egy, a caveolin-1 izoformanal nagyobb, kb. 29 kDa
molekulatomegli fehérjét is sikeriilt azonositanunk, amely anti-caveolin-1/VIP21
ellenanyaggal jelol6dott, és bar ez a fehérje elicitalt makrofagokban is detektalhato, gy
tinik, hogy rezidens makrofdgokban nagy mennyiségben van jelen, jelenléte,
expresszidja a rezidens makrofagokra jellemzd. Ezen 29 kDa molekulatomegii fehérje
tovabbi karakterizalasa céljabol az egyes caveolin izoformak ellen termeltetett
ellenanyagok alkalmazasdval immunprecipitaciot ¢és Western blot amalizis végeztiink.
Eredményeink azt mutattak, hogy ez a fehérje monoklonalis anti-caveolin-2
ellenanyaggal jelolodik. Ha ugyanezzel az ellenanyaggal, azaz anti-caveolin-2-vel
immunprecipitaciot végeztiink, csak ezt a kb. 29 kDa molekulatomegli fehérjét sikertilt
azonositanunk az immunprecipitatumban. A kérdés ezutan az volt, mi is lehet ez a ~29
kDa fehérje? Nem zarhato ki, hogy makrofigokban a caveolin expresszidja soran
modosulasok torténnek, amelyek nagyobb molekulatomegii fehérje kialakulasat
eredményezik. Logikusnak tlinik azonban az az elképzelés is, hogy ez a fehérje egy 1j,
makrofag-specifikus caveolin-asszocialt fehérje, esetleg egy caveolin izoforma lenne.
Bar ez a fehérje a poliklonalis anti-VIP21/caveolin-1 ellenanyaggal jel6lodott,

monoklonalis anti-caveolin-1 ellenanyaggal azonban nem. Immunprecipitacios
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eredményeink egyértelmiien azt igazoljadk, hogy ez a fehérje a makrofagokban
eléforduld caveolin-2 izoformanak felel meg. Az irodalomban elséként sikeriilt tehat
igazolni, hogy rezidens makrofigok jellegzetes caveolin izoformdja a caveolin-2.
Kisérleti eredményeink publikdldsa utan Macekova és munkatarsai (2015) igazolték,
hogy a csontveld eredetii makrofagok kizarolag caveolin-2 izoformat expresszalnak,

amely fontos szerepet jatszik a pro-inflammatorikus valaszok szabalyozéasaban.

Ezt kovetéen arra voltunk kivancsiak, hogy az egyes izoformdk ellen
termeltetett ellenanyagokkal jel6l6dé caveolin milyen sejtalkotokban van jelen a
rezidens ¢és az elicitdlt makrofdgokban. Mind a konfokdlis mind pedig az
elektronmikroszkopos felvételeink azt mutatjak, hogy rezidens makrofagokban a
caveolin (1 és 2 izoforma egyarant) a citoplazmaban, elsésorban a Golgi késziilék
kornyezetében, nagyobb vakuolumokban, multivezikularis testekben van jelen. Néhany
esetben talaltunk caveolin jelenlétére utald kolloidalis arany szemcsét a sejtmembranon
is, azonban soha nem caveolakban, ill. caveola-szerli membran invaginaciéban. Az
elicitalas eredményeként a cavoldk szdma a sejtmembranon jelentdsen megnd (Kiss és
Kittel, 1995; Kiss és Geuze 1997). Fagyasztott ultravékony metszeteken elvégzett
immuncitokémiai vizsgalatlaink azt mutatjdk, hogy ezekben a sejtekben a caveolin
elsésorban a sejtmembranon detektalhato. A felszinnel 6sszekottetésben allo omega- ill.
palack alaki membran invaginaciok, valamint a citoplazmaban jelenlévo, a
sejtfelszinrél mar lefliz6dott vezikulumok benyomasat keltd struktirak is intenziven
jelolédtek caveolin-1 ellen termeltetett ellenanyaggal. Ezzel szemben caveolin-2 a
citoplazmaban, a Golgi késziilek kornyezetében jelenlévd kisebb vezikulumokban, ill.

multivezikularis testekben azonosithato.

Mivel magyarazhat6 tehat, hogy rezidens makrofdgokban nincsenek jelen (ill
csak elvétve azonosithatok a caveolak? lrodalmi adatokbol ismert, hogy a caveolin-1
expressziojanak mértéke kozvetleniil felelés a caveoldk kialakitasaért. A caveoldk
kialakulasa soran els6 1épésben caveolin-1 homo-oligomerek keletkeznek, tigy, hogy az
egyik caveolin-1 izoforma kolcsonhatasba 1ép a masik caveolin-1 N-terminalis
doménjével (Sargiacomo és mtsai 1995), mig a molekula C-termindlis része hidként
funkcional, két ciszteinjéhez zsirsav (4ltalaban palmitinsav) kapcsolodik, amellyel ez a

domén a plazmamembranhoz rogziil. Ily médon caveolinben gazdag ,,scaffold”-ok
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jonnek létre (Tang és mtsai 1994). Bar a caveolin-2 elsdsorban monomerekben fordul
eld (Scherer és matsai 1996), a két caveolin (caveolin-1 és caveolin-2) egymadssal
Osszekapcsolddva hetero-oligomert is 1étrehozhat (Scheiffele és mtsai, 1998).
Feltételezik, hogy a caveolin-2 mint ,jarulékos fehérje” részt vehet a caveolak
kialakuldsédban, de onmagaban soha nem képes a caveolak kialakitasra. Eredményeink
alapjan gy véljik, hogy miutan a caveolin-1 izoforma nem, illetve csak nagyon Kkis
mennyiségben expresszalodik rezidens makrofagokban, ezekben a sejtekben a caveolak
kialakulasanak egyik lényeges, elengedhetetlen feltétele hianyzik. Bar a caveolin-2
izoforma nagy mennyiségben van jelen rezidens sejtekben, ez az izoforma énmagaban
nem elegendd a caveoldak kialakitasahoz. Elicitalas hatdsara a caveolin-1 expresszidja

igen jelentésen megnd, amely a sejtfelszinen caveoldk megjelenését indukalja.

Makrofagokon elvégzett kisérleteink eredményei azt sugalljadk, hogy a
caveolak kialakulasa, megjelenése a sejtmembranon egy szigordan szabalyozott
folyamat, amely elsOsorban a caveolin expresszio szabalyozasan keresztiil valosul meg.
Annak eldontése céljabol, hogy vajon ez a szabdlyozds a transzlacidé vagy pedig a
transzkripcié szintjén torténik-e RT PCR analizist végeztem. Mind a rezidens, mind
pedig az elicitalt makrofagokban ugyanolyan méretii (368 bp) RT PCR termeéket sikertilt
azonositani. Ugy tiinik, azonban, hogy ez a 368bp termék nagyobb mennyiségben
expresszalodik az elicitalt makrofagokban. Eredményeim alapjan ugy vélem, hogy a
szabalyozas transzkripcio szintjén valosul meg. Ezen RT PCR termék szekvencidjat
Osszehasonlitva a mar ismert caveolin mRNS szekvencidkkal (humén, patkany, kutya,

csirke,) 80-100%-o0s homologiat talaltunk.

8.2. A caveoldk szerepe makrofagokban

Az egyes sejttipusok plazmamembranjan jelenlévd caveolak feladata még ma
sem teljesen tisztazott. Nincsenek egyértelmii bizonyitékok arra vonatkozdan sem, hogy
a kiilonbozo sejtekben eléforduld caveolak azonos feladatot latnak-e el, avagy
mikodésiik sejttipustol fiiggden eltérd. Az eddig rendelkezésiinkre 4ll6 irodalmi adatok
alapjan meglehetdsen heterogén funkcidval rendelkeznek. Magas lipid és koleszterin

tartalmuk kovetkezményeként a caveolak erdsen hidrofob, merev, rigid membran
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domének. Sokaig tartotta magat az az elképzelés, hogy a sejtmembran immobilis
képletei, amelyek semmilyen koriilmények kozott sem flizédnek le a sejtmembranrol.
Az elektronmikroszkopos felvételeken a caveolak valtozatos megjelenési formaja, a
sziik nyaku, csaknem teljesen zart, nyitottabb, sekélyebb 6blok, membran beflizédések
egyideju eléfordulasa erdteljesen sugallja, hogy ezen membran invaginaciok dinamikus,
alakjukat valtoztato, tehat a sejtmembranrol leflizddd strukturdk. Az utobbi idében
megjelent publikaciok azt is sugalljak, hogy a caveolak valtozatos megjelenési formaja
(sekélyebb membran invaginaciok, vagy majdnem tejesen lefiiz6dott omega- illetve
palack alak) a sejten beliili nyomdasvaltozasok eredménye, és a caveoldk nyomas
valtozasokat pufferold rendszert képvisel(het)nek a plazmamembranon. A stressz
filamentumokhoz vald kapcsolédasuk révén, a nyomdsvaltozasok alatt, lokalisan
reguldljak a stressz filamentumokkal kapcsolatos jelatviteli utvonalakat (els6sorban a
RhoA jelatvitelt), molekularis kapcsolatot biztositva a mechanotranszdukcios utak és az
aktin-iranyitotta valtozasok kozott. Ilyen modon biztositjak a sejtek stressz-tiird
képességét, anélkiil, hogy a membran integritdsa megvaltozna (Echarri és mtsai 215).

Ha a caveoldk a membranrdl leflizddnek, akkor feltehetden szerepiik van a sejtek
felvételi folyamataiban (Cupers és mtsai 1994). Munkam soran tehat valaszt kerestem
arra a kérdésre, hogy vajon a caveolak részt vesznek, részt vehetnek-e a professzionalis
fagocita sejtek, a makrofagok endocitotikus folyamataiban. Ebb6l a célbol a fluid
fazisos és receptor-medialt endocitozist vizsgaltam rezidens és elicitalt makrofagokban
(Kiss ¢és Kittel 1995). Ha kvantitativ (spektrofotometrids) méréssel dsszehasonlitjuk a
rezidens és elicitalt makrofagok altal felvett HRP (fluid fazisos marker) és a PAP
immunkomplex (receptor-medialt endocitozis) mennyiségét, azt tapasztaljuk, hogy az
elicitalt sejtek lényegesen nagyobb mennyiségben vesznek fel peroxidazt és
immunkomplexet is, mint rezidens tarsaik. Fluid fazisos felvétel soran kiilondsen a
felvételi folyamat korai szakaszaban (5 perc) észlelhetd jelentds kiilonbség. Elicitalt
makrofagok kétszer annyi immunkomplexet kotnek a sejtfelszinlikon, mint a rezidens
sejtek. A fluid fazisos felvételi folyamat sordn tapasztaltakhoz hasonloan, az elicitélt
makrofagok a receptor-medialt endocitdzis korai (2 perc) szakaszdban vesznek fel
nagyobb mennyiségli immunkomplexet, jelezvén, hogy a korai idépontokban allnak
rendelkezésre olyan struktardk, amelyek kozremiikddésével ezek a sejtek képesek

nagyobb mennyiségli anyagokat felvenni a kornyezetiikbdl. A kérdés tehat az volt, hogy

116



dc_1278 16

van-e Osszefliggés az elicitalt makrofagok megnovekedett endocitotikus aktivitasa, és a
caveoldk szadmanak jelentés novekedése kozott, azaz az elicitdlt makrofagok
sejtmembranjan nagy szamban jelenlévd caveoldk alternativ  endocitotikus
kompartimentumokként részt vesznek-e a felvételi folyamatokban. Hagyomanyos
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal és fagyasztott ultravékony metszeteken elvégzett
kettds jeloléses immuncitokémiaval azonositottuk azokat a vezikulakat, amelyek
els6dleges szallitoként szerepelnek mind a fluid fazisos, mind pedig a receptor-medialt
endocitozis folyamataban. A HRP ¢és a PAP felvétel korai idépontjaira fokuszalva azt
tapasztaltam, hogy mindkét folyamat soran a clathrin burkos vezikuldk mellett igen
nagy szamban voltak megfigyelhetok HRP és PAP tartalmu ,,sima”, a membran
citoplazmatikus oldalan kosar-szeri burkot nem tartalmazd, vezikula-szerti strukturak
(Kiss ¢és Kittel 1995, Kiss ¢és Geuze 1997). Kettds jeloléses immuncitokémiai
modszerrel ezen vezikulak tobbsége caveolin-1-el is jel6lodott, tehat caveolanak
bizonyult. Ezen omega- ill. palack alaku, caveolin-1 jelolt vezikulak atmérdje 85-90 nm
(Kiss ¢és Geuze 1997). Ha a szérum albumin felvételét kdvetden kettds jeldléses
immuncitokémiat végeztiink, hasonld eredményt kaptunk: az albumin-tartalma
vezikulak tobbsége caveolin-1 ellen termeltetett ellenanyaggal is jelolédott (Kiss és
Geuze 1997, Kiss és mtsai 2002).

Ezt kovetden igazolnunk kellett, hogy azok a vezikulak, amelyek mar lefiizodott,
»szabad”, a sejtfelszinnel Osszekottetésben nem 4llo strukturanak latszanak, valdban
lefliz6dott vezikuldk. A hagyomanyos elektronmikroszkdpos metszetek tanulmanyozasa
soran mindig gondolnunk kell arra, hogy a ,,szabad”, lefiiz6dott vezikulanak latszo
struktardk valojaban Osszekottetésben allhatnak a sejtfelszinnel, és az 6nallé vezikula
megjelenés csupan a metszési sik kovetkezménye. Joggal meriil fel tehat a kérdés, hogy
azok a vezikula-szerti képletek, amelyeknek membrannal vald Osszefiiggése az adott
metszési sikban nem lathato, valoban a membranrodl lefiizodott struktarak-e. Ha azonban
sorozat-metszeteket készitiink, és az adott vezikula-szeri struktira egymast kovetd
néhany metszeten, egyetlen metszési sikban sincs kapcsolatban a sejtfelszinnel, biztosak
lehetiink abban, hogy lefiizddott, onalld vezikuldkat vizsgalunk. Annak bizonyitasara
tehat, hogy a caveolak a sejtfelszinrdl lefiizddnek sorozat metszeteket készitettiink, €és az
irodalomban az elsék kozott sikeriilt bizonyitanunk, hogy a caveolak valoban

lefiizodhetnek a sejtfelszinrol. Minthogy ezen caveoldkban a markerként alkalmazott
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HRP és PAP kimutathatd, a médszer alkalmazasaval igazoltuk azt is, hogy a caveoladk
az elicitdlt makrofagokban az endocitozishan részt vevd, alternativ szallito
kompartimentumok (Kiss és Geuze 1997).

Napjainkra mar széles korben elfogadott nézet, hogy a caveolak a klasszikus,
clathrin-burkos vezikulumok kozvetitésével végbemend endocitdzissal parhuzamosan,
alternativ endocitotikus struktirakként miikodnek kozre kiilonb6z6
membrankomponensek €s az extracellularis tér molekulainak felvételében (Anderson és
mtsai 1998, Montessano és mtsai 1982, Parton és mtsai 1994, Pelkmans és Helenius
2002., Rothberg ¢és mtsai 1990, Schnitzer és mtsai 1994, Kiss és Geuze 1997; Kiss ¢és
mtsai 2002). A caveola-medialt endocitozis azonban nem konstitutiv, igen jelentOs
mértékben szabdlyozott felvételi folyamat, melyet a felvételre szant ligand jelenléte

indukal.

8.3. A4 caveolak lefiizodésének szabalyozasa

Irodalmi adatok utalnak arra, hogy a caveolak lefliz6dését szabalyozd
molekularis valtozasok hatterében a foszforilaciés és a defoszforilacios folyamatok
fontos szerepet jatszanak (Pelkmans és mtsai 2005). Munkank kovetkezd részében
patkanyok peritonealis iiregébdl kimosott rezidens ¢€s elicitalt makrofagokon, valamint
egy hepatocellularis karcindma sejtvonal sejtjeiben (HepG2) a caveolak internalizaciojat
szerin/treonin protein-foszfataz gatlo okadansavval stimulaltuk. Arra kerestiik a valaszt,
hogy az okadansav kezelést hatasara megemelkedett foszforilacio milyen hatassal van a
caveolak sejtfelszini megjelenésére, lefliz6désére. Makrofagokrol és HepG2 sejtekrol
késziilt elektronmikroszkdpos felvételeinken azt lathattuk, hogy okadansav kezelés
hatdsdra a sejtfelszini nyitott caveoldk szama csokkent, ezzel parhuzamosan a
plazmamembran alatti, zart, lefliz6dott caveolak szdma megndvekedett. Ezek az
eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy a caveolak lefliz6dését a szerin/treonin
protein-foszfataz gatld okadansav jelent6s mértékben fokozta. Ha az okadansav a
caveolak lefiz0dését stimulalja, azt varnank, hogy okadansav kezelés hatasara a sejtek
altal felvett endocitotikus markerek mennyisége né. Meglepddve tapasztaltam azonban,
hogy a mind a rezidens, mind az elicitalt makrofdgok az alkalmazott okadansav

crer

koncentraciojaval forditott aranyban egyre kevesebb folyadék-fazisi markert
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internalizalnak. Ezt az ellentmondast magyardzza az a tény, hogy az okaddnsavval a
liganddal valdé inkubacio elétt 30 perces eldkezelést végeztiink, amely
elektronmikroszkopos képeinken jol lathatéan dramaian csokkentette a sejtfelszini
caveolak szamat. Fontos megemliteni azt is, hogy okadansav kezelés hatasara a clathrin-
burkos vezikulak csaknem teljesen eltiinnek a rezidens és elicitalt sejtek felszinérol.
Ismert, hogy rezidens makrofagokban csupan kevés caveola van a plazmamembranon
(Kiss és Kittel 1995), és a folyadékfazisu felvétel legfontosabb endocitotikus strukturai
a clathrin-burkos vezikulak (Kiss és Geuze 1997). Mivel rezidens makrofagokban az
okadansav kezelés utan ezen strukturak szama nagymértékben lecsokkent, a sejtek mar
nem rendelkeztek a tormaperoxidaz felvételére alkalmas képletekkel. Elicitalt
makrofagokban az okadansav kezelés utdn a csokkent fluid fazisos felvétel masképpen
magyarazhat6. Elictalt sejtek plazmamembranjan sokkal nagyobb szamban taldlhatok
caveolak, és ezekben a makrofagokban a fluid fazisos felvételért a caveolak feleldsek
(Kiss és Geuze 1997). Morfologiai és morfometriai eredményeinkbdl jol lathatd, hogy
okadansav kezelés hatdsara a caveoldk intenziv lefliz6dése miatt az elicitalt makrofagok
sejtfelszinérdl elfogynak a felvételre alkalmas nyitott, sejtfelszini caveolak. Irodalmi
adatokbol ismert tovabba, hogy az okaddnsav nemcsak a vezikulumok lefliz6dését
serkenti, hanem gatlo hatdssal van a caveoldk reciklizacigjara is (Parton és mtsai 1994).
Valészintinek latszik tehat, hogy az internalizaci6é intenzitasdval a plazmamembran
caveolainak utdnpo6tlasa elmarad, feltehetdleg a reciklizacid gatldsa miatt.

Ha a caveoldk lefliz6dését az okadansav hatisara kialakuldo emelkedett
foszforilacids szint indukalja, felmertil a kérdés, valtozik-e és ha igen hogyan a caveola
burkat alkoto fehérjék, kiilondsen a caveolin izoformak foszforildcidjanak mértéke. A
kérdés megvalaszolasa céljabol makrofigok és HepG2 sejtek  lizatumabol
immunprecipitaciéval, majd Western blot analizissel vizsgaltuk a caveolin izoformak
foszforilaciojat. Okadansav kezelés utan makrofagokban egy ~29kDa molekulatomegii,
feltehet6leg caveolin-2 izoforma emelkedett tirozin foszforilaciojat detektaltuk. Ezen
novekszik. Ugy tiinik tehat, hogy ez a ~29kDa molekulatomegii fehérje egy olyan
makrofag specifikus caveolin-2 izoforma, amely makrofigokban fontos szerepet jatszik

a caveoldik lefiizédését szabdlyozo folyamatokban. HepG2 sejtekben az okadansav
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kezelések utan emelkedett ugyan a caveolin izoformak tirozin foszforilacidjanak szintje,
ez azonban nem volt jelentés mértéki.

Ha az okadansav egy szerin/treonin protein-foszfataz gatlo, hogyan
magyarazhatod, hogy ezen foszfataz gatlé a caveolin izoformak tirozin-foszforilaciojat
eredményezi? Ismert, hogy a szerin/treonin protein-foszfataz 1 (PP1) és 2A (PP2A)
enzimek hatékonyan gatoljak az Src tirozin-kinazt (Marinessen és Gutkind 2001). Az
Src-kindz a caveolakban akkumulalédik (Anderson 1998), €és a caveolak leflizodését
indukalo jelatviteli kaszkad fontos tagja (Minshall és mtsai 2003). Azaltal, hogy az
okadansav gatolja az Src-kinazt gatlo PP1 és PP2A enzimeket, a gatlas gatldsa révén az
Src kinaz aktivitdsat fokozza. Az aktivalt Src-kindz a caveolin izoformak tirozin
foszforilacigjat eredményezi, eldremozditva ezzel a caveolak leflizddését.

A tirozin-foszforilacio mértékének szabalyozd szerepét bizonyitjak a tirozin-
foszfatdz gatld natrium-ortovanadattal, valamint egy, a caveoldk leflizodését
specifikusan indukal¢ fiziologias liganddal, az albuminnal végzett kisérleteink is.

A szerin/treonin foszfatazokat gatlé okadansav illetve a tirozin -foszfataz gatlo
natrium-ortovanadat minden valdszinliség szerint egyéb jelatviteli folyamatokat is
befolydsolnak a sejtekben. Aspecifikus hatdsuk eredményeképpen tehat hatdssal
lehetnek a caveola-medialt endocitozistol fliggetlen intracellularis utvonalakra is. Veliik
ellentétben az albumin csak a caveoldk internalizdcidjat indukélja. HepG2 sejtek
morfologiai vizsgalatanak eredményei azt mutattdk, hogy a natrium-ortovanadat és az

albumin csaknem olyan intenziv caveolaris internalizaciot okoz, mint amilyent az
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50. abra: A caveoldk internalizaciojaban a tirozin foszforilacionak fontos szabadlyozo
szerep jut. Kisérelti elrendezéseinkben az okadansav indirekt modon, az albumin G-
fehérje kapcsolt jelatviteli uton, a nartium-ortovanaddt pedig a tirozin protein-foszfatdz
gatlasanak megakadalyozasaval eredményeznek emelkedett tirozin foszforildciot, s igy a

caveolak lefiizodését.

okadansav kezelések utan lathattunk. A kiilonbozd kezelések tehat kozos
hatdsmechanizmussal, tirozin-foszforilaci6 fokozasa révén fejtik ki hatdsukat, és
vezetnek a caveolak internalizacidjahoz. (50. abra).

A plazmamembran caveoldinak stabilitdsat a kortikalis aktin halézat biztositja,
ugyanakkor a citoszkeleton fontos szerephez jut a caveoldk lefliz6désében is (Stalhut és

van Deurs 2000). Bar a citoszkeleton elemeinek valtozasat nem kovettiik nyomon

121



dc_1278 16

részletesen, a caveoldk internalizacidja soran gyakran lathattuk a citoszkeleton aktin-
filamentumainak kotegeit a plazmamembran caveolainak citoplazmatikus felszinéhez
kozel, illetve a lefiiz6dott caveolak kozvetlen kozelében. Erdemes megjegyezniink,
hogy okaddnsav kezelés hatasdra bekovetkezd intenziv internalizacio ellenére is a
plazmamembranon véltozatlanul eléfordulnak nyitott, nem lefliz6d6 caveoladk, melyek
feltehetdleg az irodalombdl ismert Gssz-caveola populacié immobilis, le nem fiiz6dd

képviseldi (Parton és Simons 1995)

8.4. A caveola-medialt endocitozis citoplazmatikus dllomasai

Munkam tovabbi szakaszaban az internalizalt caveolak citoplazméan beliili sorsat
vizsgaltam, valaszt keresve arra a kérdésre, hogy a caveola-medialt endocitozis egy, a
korabban részletesen leirt és jol ismert, a klasszikus ttvonaltol eltérd felvételi folyamat-
e bizonyos ligandok szdmara. A caveoldk révén végbemend endocitozis folyamatanak
ez a legkevésbé tisztazott, legvitathatobb, ellentmondasokkal teli fejezete. A caveolak
lefiizodésiiket kovetd sorsa akkor valt kiilonosen érdekessé, amikor Pelkmans és
Helenius 2002-ben SV40 virus felvételét tanulmanyozva azt tapasztaltak, hogy a
caveolak segitségével a sejtbe bejutd virusrészecskék egy olyan kompatimentumban
akkumulalodnak, amely hosszi id6 multan sem olvad Ossze a lizoszomakkal, igy
tartalma, a virus, megmenekiil a lizoszémalis enzimek hidrolizalo, bont6 hatasatol. Ezt a
kompartimentumot, mint a caveola-medialt endocitozis elsé allomasat, caveoszomdnak
nevezték el. Bar a caveoszomakat a klasszikus endocitotikus utvonal korai
endoszomaival ekvivalens struktirdknak tartjak, nem rendelkeznek a korai endoszomak
morfologiai és biokémiai jellemzdivel. (Pelkmans ¢és Helenius 2002.). A
caveoszomakban nem mutathatok ki a clathrin-burkos vezikulumok altal felvett
ligandok ¢és azok receptorai. A membranjukban jelenlévé caveolin-1 alapjan
azonositottak Oket.

A caveoszomak valdodi szerepe, 6nallo sejtorganellum 1éte sokaig intenziv vita
targya volt. Részletes és alapos ultrastruktiralis vizsgalataim soran azt tapasztaltam,
hogy a caveoszomaként azonosithatd képletek koziil szamos olyan rozetta-szeri
caveola-csoport, amely még mindig kapcsolatban all a plazmamembrannal.

Elektronmikroszképos felvételeinken jol lathatok azok a vékony membran
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invaginaciok, amelyek segitségével a szOlofiirtszerii caveola-halmazok valoban
Osszekottetésben allnak a  sejtfelszinnel. Valdszinii, hogy joval tobb ilyen
caveoszomanak vélt struktara all kdzvetlen kapcsolatban a plazmamembrannal, mint
amennyi az elektronmikroszkopos képeken lathatd, azonban a bonyolult térbeli
elrendez6dés miatt ez a membrankapcsolat nem esik bele az ultravékony metszet
sikjaba. Ha a sejtfelszint jelolé Ruténium-voros festéket alkalmaztuk, szamos
caveoszoma  morfoldgidju  caveola-csoportr6l  valt  bizonyossa, hogy a
plazmamembrannal kapcsolatban all6 képletek. Mivel a caveolak leflizodését indukalod
kezelések utan ezen caveoszoma-szeri, Ruténium-vorossel jelolt képletek gyakrabban
lathatéak a sejtekben, feltételezziik, hogy nem masok, mint az intenziv caveolaris
internalizacié soran tomegesen lefiiz6dé caveolak halmazai. Tekintettel arra, hogy
néhany esetben a plazmamembréannal kapcsolatot tart6 membran invagindciok mentén
dinamint detektaltunk (Kiss és Botos 2008), nem zarhaté ki, hogy vannak onallo, a
plazmamembrant6l  fiiggetlen  caveola  halmazok, amelyek  megfelelnek
caveoszomakként leirt struktiraknak. Ebben az esetben a nyitott, caveoszomanak tetszo
caveola-csoportok a zart (valodi) lefliz6dott caveola halmazok Kialakulasanak egy
kozbiilsé allomasat jelentik.

Szamos irodalmi adat szol amellett (Pelkmans és mtsai 2001, Nichols és mtsai
2001, Pelkmans, és Helenius 2002), hogy a caveola-medialt endocitdzis citoplazmatikus
allomasia eltérnek a clathrin-burkos felvétel Utvonalatdl. Ezt az elképzelést tdmasztja
ala az az adat, hogy az SV40 virust tartalmazé caveoszomaknak nevezett
kompartimentumok soha nem olvadnak Gssze a lizoszomakkal, igy a virus ,,elkeriili” a
lebontd hatdsti lizoszomalis fiirdét. Az a tény, hogy szamos, caveoldk
kozremiikodésével felvett ligand (SV40 virus) a felvételt kovetd néhany oOra utan az
endoplazmas retikulumba szallitodik (Pelkmans és mtsai 2001), mig masok, példaul a
ceramid (Nichols és mtsai 2001), vagy GPI-kotott fehérjék (Puri és mtsai 2001) a Golgi
késziilékbe keriilnek, arra utal, hogy a caveoldk kozremukodésével végbemend
endocitdzis kiilon utvonalon megy végbe. Felvetddik azonban a kérdés, hogy valdban
nincs kapcsolat, atjaras a két utvonal kozott? A caveolak segitségével felvett ligandok
nem jelenhetnek meg a klasszikus, clathin-burkos vezikulumok koézremiikodésével
végbemend endocitotikus organellumokban? A klasszikus, clathrin-medialt endocitozis

jol ismert sejtalkotdi, és a caveola-medialt Gtvonal érinthetik-e egymast? A caveoldk
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altal felvett ligandok célallomasai minden esetben az Gn. caveoszoémak, avagy a
caveola-medialt endocitozis elvezethet a klasszikus, késéi endoszoéma-lizoszoma
degradacios utvonalhoz is?

Ujabb kutatasi eredmények azt mutatjdk, hogy a caveolak illetve caveoszomak
egy kis molekulasulyu, GTP hidrolizisére képes molekula, a Rab5 jelenlétében képesek
kapcsolatba Iépni a korai endoszomakkal (Stenmark és mtsai 1994). A caveolak illetve a
caveolin tovabbi intracellularis sorsarol azonban hosszu ideig keveset tudtunk. Munkam
soran célul tliztem ki az internalizalt caveoldk, és jellegzetes fehérjéjiik, a caveolin-1
sejten beliili sorsanak nyomon kovetését. A rovid idejii internalizacios kisérleteket
kovetden elektronmikroszkopos képeken membrannal hatarolt, vezikulakat és néhany
esetben membranlemezeket tartalmazd képleteket figyelhettiink meg a sejtekben.
Morfologidjuk alapjan e sejtalkotokat multivezikularis testeknek tekinthetjiik,
amelyeket molekularis markeriik, a CD63 (LIMP-1; Eskelinen 2003) kimutatasaval
azonositottunk. Ezen organellumok a klasszikus endocitotikus utvonal degradacios
vonalat kovetve, lizoszomaval fuziondlva kindljdk fel tartalmukat a lizoszomalis
emésztdenzimek szdmara. Meglepd és érdekes megfigyelés volt, hogy makrofagokban
¢és HepG2 sejtekben az okaddnsav kezelés utan fagyasztott ultravékony metszeten
elvégzett immun-arany jelolés segitségével a multivezikularis testekben caveolin-1 is
kimutathat6. Ez a jelenség azt sugallja, hogy a lefliz0dott caveoldk burkat alkotd
caveolin-1 fehérje a multivezikularis testek kozbeiktatasaval lizoszomakba keriil, ahol a
lizoszomalis enzimek aldozataul esik. Morfometriai méréseim eredményei azonban azt
mutatjadk, hogy ezen kettésen jelolt organellumok szdma az okadansav kezelések
idétartaméval ardnyosan nem valtozik, jelezvén, hogy az okadénsavval kezelt sejtekben
caveolin-1 lebontasanak mértéke ugyanakkora, mint a nem kezelt sejtekben. Ha
azonban a caveoldk internalizacidjat hossza idon 4t alkalmazott albuminnal stimulaltuk,
a caveolin-1 tartalmt multivezikularis testek szamanak szignifikans novekedését
tapasztaltuk. Ez a jelenség azt sugallja, hogy a lefliz6dott caveolak burkat alkoto
caveolin-1 fehérje a multivezikularis testek érésének befejeztével lizoszomakba kertil,
ahol a lizoszoémalis enzimek aldozataul esik. Morfologiai adatatokon kiviil biokémiai
vizsgélataink eredménye is azt igazolja, hogy a caveolin-1 fehérje degradalodik.
Detergens-mentes membranizoldlassal nyert intracellularis membranfrakcié caveolin-1

tartalmat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az albumin inkubacio idejével egyenes
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aranyban csokkent ezen membranfrakcid caveolin-1 tartalma. Az albumin jelenléte tehat
a lefliz6dott caveoldkat a lizoszomak irdnydba tereli, és a caveolin-1 fehérje
koztes (intermedier) struktarat, amely a caveolak illetve a caveoszomakként leirt
strukturak, valamint a multivezikularis testek kozos markerével rendelkezik, mégis tigy
véljik, hogy természetes ligandok esetében a klasszikus és a caveola-medialt felvételi
utvonal citoplazmatikus allomasai azonosak és a lefiizédott caveoldk a multivezikularis
testek kozbeiktatasaval végiil is a lizoszomdkkal keriilnek kapcsolatba (51. abra).
Hogyan magyardzhato, hogy bar az okadasav kezelés a caveolak lefliz6dését
kezeletlen sejtekhez képest nem valtozik? Eredményeink alapjan gy véljik, hogy
okadansav kezelés hatdsara a caveola-multivezikularis test fuzié elmarad, a caveolaris
transzport valahol a caveoszoma-szert strukturak, caveola halmazok szintjén megragad,
és nem kovetkezik be fokozott mértékii caveolin-1 degradacio (Kiss és Botos, 2008,
Kiss és Botos 2009). A magyarazat az lehet, hogy az endoszémak érés¢hez, és a késoi
endoszomakba vald transzporthoz sziikséges szortirozo szignal kialakuldsdban a PP2A
enzim fontos szerepet jatszik (Schapiro és mtsai 2004). Mivel kisérletiink soran

okadansavval a PP2A miikodését hatékonyan gatoltuk, befolyasoltuk az endoszomak

crcr

crer

transzportjat (Schlegel és mtsai 2001). Nem zarhat6 ki tehat az sem, hogy okadansav
ezen aminosavak hiperfoszforilacidja révén valtoztat(hat)ja meg, gatolhatja a
caveoszoma-szer( struktirak szintjén a caveolak/caveolin-1citoplazmatikus Gtvonalat.
Az SV40 virus ,.elakadasa” a caveoszomaknak nevezett ill. caveoszoma-szerii
struktarakban, a lizoszémalis degradacio elkertilése valdsziniileg azzal magyarazhato,
hogy a virus T-antigénje a PP2A-hoz kotddve gatolja annak aktivitasat (Rundell és
Parakati 2001), és a szortirozo szignalok kialakulasat. A PP2A pedig (amint azt mar
emlitettem) fontos szerepet jatszik az endoszomak érési folyamataban, az endoszoma-
lizoszéma szortirozé szignal kialakulasaban (Schapiro és mtsai 2004). A virus tehat

nem egy Ondllo internalizdcidés Utvonalat ,talalt” ill. hasznal, hanem a klasszikus
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utvonalat ,,fagyasztja” be egy olyan sejtalkotdé szintjén, amelyben a lizoszomalis

degradaciot elkeriilheti.

plasma membrane

caveola

cav-1 cav-1

dyn-2
cytosceleton
cavin ?

51. abra: A PP2A feltételezett szerepe a caveola-medialt endocitézisban. Az
endoszomak éréséhez, és a késoi endoszomdakba valo transzporthoz sziikséges
szortirozo szignal kialakulasaban a PP2A enzim fontos szerepet jatszik
(Schapiro és mtsai 2004). Az okadansav, a PP2A hatékony gatloszere,
befolyasolja az endoszomak érését, a lizoszomadk kialakulasat, gatolja a
szortirozo feladatot ellato szignal kialakulasat is. c: caveoszoma, EE: korai
endoszoma; RE: reciklizalo endoszoma; MVB: multivezikularis test; Ly:

lizoszoma, sotét gombo: foszfat csoportok
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Mivel hosszt ideji albumin internalizécié utan is nagy szamban vannak jelen
caveoldk a sejtfelszinen, és a plazmamembran frakcioban detektalt caveolin-1
mennyisége is magas, az a kérdés, hogy honnan szarmazik az Gjonnan felépitett
caveolak burkahoz sziikséges caveolin-1 fehérje, ha a caveolin-1 degradalodik? Van-e a
sejtekben egy citoplazmatikus raktar, amely folyamatosan kielégiti a caveolin-1
sziikségletet, vagy ujonnan szintetizalt fehérje épiil be a plazmamembran 1) caveoldinak
membranjaba? A kérdés megvalaszoldsara fehérjeszintézis gatldé cycloheximidet
alkalmaztuk (Lusska ¢és mtsai 1992.). Albumin jelenlétében végzett cycloheximid
kezelés utan azt tapasztaltuk, hogy 3 ora kezelés utan a plazmamembran frakcio és az
intracellularis membranfrakcid (beleértve az endoplazmas retikulum és a Golgi halozat
membranjait is) caveolin-1 tartalma is jelent6sen csokken. Eredményeim alapjan ugy
vélem, hogy a megnivekedett igény kielégitésére a sejtek de novo szintetizalt caveolin

feherjét hasznalnak fel.
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52. abra: A caveola-medialt endocitozis citoplazmatikus allomasai. A lefiizédott
caveolak, caveola halmazok a felvett ligandot a Golgi késziilékbe, endoplazmas
retikulumba és kozvetve vagy kozvetleniil a korai endoszomakban szallitjiak. A korai
endoszoma utvonalra keriilé caveola az érési folyamt soran késoi endoszomava alakul,

majd a lizoszomakkal fuzional.

Osszefoglalva erlmondhatjuk, hogy a caveoldk kdzremiikodésével felvett ligandok ttja
az endoplazmas retikulumba vagy a Golgi késziilékbe vezethet. A 1ef6z6dott caveolak,
illetve a caveoszoma-szerti caveola halmazok azonban a korai endoszomakkal is
Osszeolvadhatnak. Sajat eredményeim azt mutatjak, hogy a caveoldk leflizédését
kovetden a caveolin-1 multivezikularis testekbe transzportalddik, majd degradalodik (a
transzportot lebonyolitd organellumot nem sikeriilt azonositani). Caveolin-1
degradaciojat okadansav gatolja a szortirozd szignal kialakitasasnak illetve az

endoszomak érésének Dbefolydsolasa révén. A plazmamembrin caveolainak

felépitéséhez sziikséges caveolin-1 forrasa a sejtek altal de novo szintetizalt fehérje.
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9.AZ EREDMEN¥EK ROVID OSSZEFOGLALASA,
KOVETKEZTETESEK

1)

2)

3)

Munkank soran az irodalomban elséként sikeriilt igazolni, hogy a makrofigok
sejtfelszinén jelen vannak caveoldk. Megallapitottuk, hogy szamuk, megjelenésiik
a sejtek fiziologias (aktivitasi) allapotanak fiiggvénye.

A caveolak kialakulasa szabalyozott folyamat, amely a caveolin-1 expresszidjanak
fliggvénye. Rezidens makrofagok csak nagyon kis mennyiségben expresszalnak
caveolin-1 izoformat, ez magyarazhatja azt a tényt, hogy sejtfelsziniikon csak
elenyész0 mennyiségben vannak jelen caveolak. Elicitdlds hatdsara a caveolin-1
expresszioja igen jelentdsen megnd, és ezzel parhuzamosan a sejtfelszinen a
caveoldk is nagy szadmban jelennek meg. A caveolin-1 expresszidja mind a
transzkripcid, mind pedig a transzlacio szintjén szabalyozott.

Elséként igazoltuk, hogy makrofagokban egy 29kDA molekulatomegii caveolin
izoforma van jelen. Immunprecipitaci6 és Western blot eredmények alapjan
megallapithatjuk, hogy ez az izoforma caveolin-2, expresszidja a rezidens

makrofagokra jellemzo.

4.) Az elsék kozott sikeriilt igazolnunk, hogy a caveolik a sejtfelszinrdl lefiizdda,

5.)

dinamikus struktiurdk. Makrofagokban megndvekedett szamuk egyenes ardnyban
all a sejtek altal felvett anyag mennyiségének novekedésével. Morfologiai
bizonyitékokkal tdmasztottuk ala, hogy részt vehetnek a makrofagok endocitotikus
folyamataiban, alternativ endocitotikus Utvonalat képviselnek. Bar a caveoldk
kozremitkddésével végbemend ligand felvétel lassi folyamat, az endocitozisra
specializalédott makrofagokban a caveolak leflizddése is gyorsabban megy végbe.

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy mind makrofagokban, mind pedig HepG2
sejtekben a sejtfelszinen 1évd caveoldk leflizddését foszfataz gatlok (okadansav és
natrium-ortovanadat), valamint egy természetes ligand, az albumin is stimulalja.
Misok eredményeihez hasonléan mi is azt tapasztaltuk, hogy a caveoldak
lefiizodésének szabdlyozdsdsban makrofigokban és HepG?2 sejtekben is a caveolin
izoformak tirozin foszforilacioja jatszik szerepet. Makrofagokban a caveoldk
leflizédése soran a caveolin izoformak koziil a kb. 29kDa molekulatomegi,

makrofag-specifikus caveolin-2 izoforma erételjes tirozin foszforilaciojat
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6.)

7.)

8.

9.

tapasztaltuk. Ennek alapjan ugy véljik, hogy a makrofigokban a caveolin-2
izoforma jatszik szabalyozo szerepet a caveolak lefiiz6désében.

Lehetséges modellt allitottunk fel annak  magyarazataira, hogy a
szerin/treoninfoszfataz ~ gatl6  okaddnsav ~ milyen  1épéseken  keresztiil
eredményez(het)i a caveolin tirozin foszforilaciojat.

Az irodalomban elsék kozott vigsgdltuk a caveola-medialt endocitozis
citoplazmatikus dllomdsait. Hosszt idejii internalizacios kisérleteinkben a caveolin-
1 atjat kovetve morfologiai és biokémiai adatokkal igazoltuk, hogy a caveolak
membranjanak jellegzetes fehérjéje, a caveolin-1 multivezikularis testekbe (késoi
endoszomakba) keriil, majd degradalédik. Eredményeink alapjan feltételezziik,
hogy a clathrin-burkos és caveola-medialt endocitézis nem egymastol fliggetlen
felvételi folyamat, hanem a késéi endoszomak szintjén kapcsolatba keriil
egymassal. Bar elektronmikroszkopos képeinken nem talaltunk olyan koztes
(intermedier) struktarat, amely a caveoldk illetve a caveoszémdak, valamint a
multivezikuléris testek kozos markerével rendelkezik, mégis ugy véljiik, hogy
természetes ligandok esetében a klasszikus és a caveola-medialt felvételi uitvonal
citoplazmatikus dallomdsai azonosak, és a lefiizodott cvaveolik a multivezikularis
testek kozbeiktatasaval végiil is a lizoszomakkal keriilnek kapcsolatba.

A caveola-medialt endocitozis 1épéseit nyomon kovetve megallapitottuk, hogy a
fokozott caveola lefliz6déssel parhuzamosan mindkét settipusban olyan strukturdk
jelennek meg, amelyek az irodalomban caveoszoma néven ismertek. Ezen
struktarakat onallo sejtalkotoként, a caveolak kozremiikodeésével lejatszodo
endocitozis koztes, illetve végso allomasaként irtak le. Hagyomanyos és Ruténium-
voros felszini jeloléssel kombinalt elektronmikroszkopos vizsgalataink azonban
egyértelmiien azt mutatjak, hogy ezen caveoszémdknak tiind struktiurak tobbsége a
plazmamembrannal osszekottetésben dllo  caveola-csoport, és nem ondallo
sejtorganellum.

Morfologiai, morfometriai vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a caveolin-1és
CD63 (multivezikularis test marker) kettdsen jelolt organellumok szama az
okadansav kezelések iddétartamdval ardnyosan nem valtozik. Feltételezziik tehat,
hogy okadéansav kezelés hatasara a caveola-multivezikularis test fizi6 elmarad, a

caveolaris transzport valahol a caveoszoma-szerii, lefliz6dott caveola halmaz
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szintjén megreked, nem kovetkezik be fokozott mértékli caveolin-1 degradacio.
Irodalombdl ismert, hogy az endoszomak éréséhez, és a késdi endoszomakba valod
transzporthoz sziikséges szortirozo szignalok kialakulasaban a PP2A enzim fontos
szerepet jatszik. Az okaddansav a caveolak lefiizodését indukalo hatiasa mellett
tehdt a lizoszomalis degraddciohoz vezetd utat gatolja, feltehetoleg a PP2A gatlasa
révén.

10.) Elektronmikroszkopos megfigyeléseink és a fehérjeszintézist gatld cikloheximid
alkalmazaséval bizonyitottuk, hogy a plazmamembranrol lefiizodo caveolak
potlasdra a sejtek de novo szintetizalt caveolin-1 fehérjét haszndlnak fel.

11.) Kisérleti eredményeink nagymértékben hozzajarultak ahhoz, hogy Ari Helenius
(akinek nevéhez a caveoszoma fogalom bevezetése fiizddik) 2010-ben a Traffic c.
folydiratban megjelent cikkében visszavonta eredeti hipotézisét. Ebben a cikkében
Helenius elismeri, hogy a caveolak kozvetitésével lejatszodd endoctozis a
hagyomdanyos korai endoszoma - kés6i endoszoma - lizoszoma utvonalat koveti, és
nem javasolja a caveoszoma fogalom hasznélatat.

(Hayer, A., Stoeber, M., Bissing, C., Helenius, A. (2010) Biogenesis of caveolae:

stepwise assembly of large caveolin and cavin complexes. Traffic, 11: 361-382.)
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