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1. Bevezetés

Az utdbbi években egyre tobb kutatas iranyul az endotél sejt-sejt kapcsolatok
szabalyozasanak megértésére, mivel szdmos sejtélettani folyamatot befolyasol. Korabbi
kutatasi eredmények ravilagitottak arra, hogy a RAF fehérjecsalad tagjai a
sejtproliferacion kiviil az aktin citoszkeleton atrendez6dését is szabalyozzak, igy
befolyasolva az endotél sejtréteg permeabilitasat (1). Az endotél sejtréteg folyamatosan
ki van téve kiilonb6z6 biokémiai és mechanikai ingereknek, amelyekre a sejtek jelatviteli
folyamataik aktivalasaval vagy gatlasaval reagalnak. Péld4ul a tumorsejtek permeabilitast
novelo agenseket képesek termelni annak érdekében, hogy az endotél réteg fellazuldsaval
konnyebben at tudjanak jutni azon és mechanikai erdt fejtenek ki az endotél sejtrétegre
az érfalbol torténd kilépéskor, az extravazacié folyamataban (2-4).

PhD munkam soran a BRAF szerepét vizsgaltam az endotél sejt-sejt kapcsolatok
szabalyozasaban, az aktin citoszkeleton atrendezddésének és szabalyozo folyamatainak

tanulmanyozasaval.

1.1. Az endotél sejtek heterogenitasa, az endotél permebilitassal valo kapcsolata

Az erek belsé falat alkotdo endotél sejtekre jellemzd, hogy erésen lapult
laphamszerli sejtek, csupan a sejtmagok domborodnak be az ér lumenébe. Az endotél
sejtek befolyasoljak az érfal tonusat, biztositjak a vérben oldott tapanyagok felvételét a
szovetek szamara, antikoagulans felszint képeznek é€s szdmos vazoaktiv hormont
aktivalnak, illetve inaktivalnak (5).

Az endotél sejteket nagymértékii heterogenitias jellemzi morfologidjuk,
egymashoz valo illeszkedésiik alapjan, amely nemcsak a makrokornyezetiikre (pl.
artériak, vénak), hanem a mikrokdrnyezetiikre (pl. vese kapillaris ereinek sejtjei) is igaz
(6-8). A szervezetben talalhatd endotélium tobbnyire 6sszefliggd réteget alkot, azonban a
sejtek kozotti kapesolat erdssége nagyon eltérd lehet (1. abra). Példaul az agyban talalhato
endotéliumra a szoros sejtkapcsolatok jellemzok, un. ,,folyamatos endotélium”, ahol csak
a viz és kis oldott molekuldk képesek a sejtek kozotti réseken atjutni, a nagyobb
molekulék transzporterek segitségével jutnak el a vérbdl az agy sejtjeihez. Az agyban
talalhato endotéliumnal valamelyest ateresztobb endotélium talalhatd példaul a tiidében,
aborben és a szivben. Ennél ateresztobb (un. fenesztralt) endotélium jellemzo az endokrin

mirigyekre, a gasztrointesztinalis mukozara, ¢és a vese glomerulusokra. A folyadék és a



kis molekulék diffuzioval is ki tudnak jutni az érbdl a kornyezd szovetekbe. A majban és
a csontveldben pedig Gn. ,,nem folyamatos” endotéliumot talalunk, amely szabad aramlast
enged a molekulak méretétdl fiiggéen az érfal egyik oldalardl a masikra. A bazalis
membran nem folyamatos, ami elésegiti, hogy akar sejtek is akadalytalanul kilépjenek az
erekbdl. A szervezetiink nagyobb részében (példaul a bor-, sziv-, tiid6-, és az agy
artéridiban, vénaiban és kapillarisaiban) az endotél réteg permeabilitasa szigorian
szabalyozott, amelyben fontos szerepet jatszanak a sejteket Gsszekapcsold adhézids

molekulék a sejtek kozotti kapcsolatok erésségének szabalyozasa révén (6).

Folyamatos endotélium Fenesztralt endotélium Nem-folyamatos endotélium
= Szoros sejtkapcsolatok  Fenesztralt Vaszkularis lumen Vaszkularis lumen
Vaszkularis lumen (pérus) diafragma \ Nagy intercellularis rések
/ . / D
e [ s)e Jeo o OO o -J 7@@(
Bazali bré O Nem-folyamatos bazalis membran
azalls memboran Folyadék és kis oldott molekulak

diffazidja Szabad aramlasa nagyobb és kisebb

Transzcitézissal torténd szallitas molekulaknak

1. abra. Az endotél sejtek heterogenitisa. Kiilonbozo tipusti endotél sejtrétegek csoportositasa
permeabilitasuk mértéke szerint Hennings és mtsai alapjan (6).

1.2. Az endotél sejtkapcsolé struktirak

A sejtkapcsol6 strukturak feladatai kozé tartozik a sejtréteg fizikai osszetartasa, a
sejtek kozotti kommunikacio fenntartasa, valamint a kdrnyezetiikkhoz valé rogzitése (9).
Az endotél sejtkapcsolatokban szerepet jatszo molekuldkat csoportosithatjuk az alapjan,
hogy két szomszédos endotél sejt kozotti kapcsolat Gsszetartasaban, vagy az endotél sejt
¢és az extracellularis matrix (ECM) ko6zotti kapcesolat kialakitasaban vesznek részt. Az
elébbi kapcsolatokra jellemzd, hogy stabil Gsszekottetést biztosit két sejt kozott, mégis
szabalyozott mddon fel tud lazulni. Az endotél sejtek adhézios molekulai mas tipusu
sejtekhez is kapcsolodhatnak (pl. leukocitak), amely esetekben kevésbé szoros kapcsolat
alakulhat ki, példaul az immunrendszer miikodésében (érfalon vald gordiilés, pl.
szelektinek) és az embrionalis fejlddésben (sejtek migracioja, illetve a neurulacié soran)
(10, 11). A sejtadhézios molekulak csoportosithatok aszerint is, hogy két endotél sejt
kozott milyen szoros sejtkapcsolat alakul ki. Ez alapjan megkiilonbdztethetiink adhézios
kapcsolatokat (adherens junction, zonula adherens), szoros sejtkapcsolatokat (,.tight
junction”, zonula occludens), és kommunikacios (rés) kapcsolatokat (gap junction) (9,
12).



1.3. Az endotél sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasaban részt vevoé adhézios

molekulak

A sejt-sejt adhézionak fontos szerepe van az egészséges szovetek kialakulasaban
¢s fenntartasaban. A sejtkapcsolatokban jelen 1évé adhézidés molekuldk a sejtmembrant
egyszeresen vagy tobbszorosen atérd transzmembran glikoproteinek. Az extracellularis
résznél vagy azonos tipusu molekulakhoz kotédnek, azaz homofil tulajdonsaguak vagy
mas tipust molekulakhoz kotddnek, azaz heterofil kapcsolatot 1étesitenck (9). A sejt-sejt
kapcsolatok szabalyozasaban az adhézids molekula intracelluldris része a sejtmembran
belsd felszinéhez kozel elhelyezkedd citoszkeletonhoz tud kapcsolodni intracellularis
molekuldk kozremiikodésével, igy az aktin citoszkeleton a sejten kiviilrdl érkezo
mechanikai vagy biokémiai jel hatdsara képes atrendezddni. A sejtadhézios molekulak
strukturdlis felépitésiik alapjan lehetnek: integrinek, cadherinek, szelektinek ¢&s
immunglobulin doménnel rendelkez6 adhézids molekulak (9).

A fébb sejtfelszini molekulakat csoportosithatjuk Ca®*-fiiggd és Ca®*-fiiggetlen
adhézios molekulaként. A Ca®*-fiiggd adhéziés molekulak csoportjaba tartoznak példaul
a cadherinek és a szelektinek. A Ca?*-fiiggetlen adhéziés molekuldk csoportjiba az
integrinek és az immunglobulin-szerii adhéziés molekula szupercsalad (cellularis
adhézioés molekulak, CAM csalad, tagjai: pl. intercellularis adhézios molekula, ICAM,;
vérlemezke endotél sejt adhézios molekula, PECAM; junkcionalis adhéziés molekulak,
JAM-0k), amelyek a sejt-sejt (nemcsak endotél-endotél, hanem leukocita-endotél vagy
rakos sejt-endotél) kapcsolatokban jatszanak szerepet (12, 13).

Az endotél sejt-sejt kapcsolatokban a cadherin fehérjék kiemelkedd szerepet
jatszanak az adhézios kapcsolatok (adherens junction) kialakitasaban. Tobb izoformajuk
IS ismert attol fliggen, hogy milyen szovetben talalhatoak. Példaul az E-cadherin
(epitelialis cadherin), az epitéliumban talalhatd, az N-cadherin (neuralis cadherin) az
idegsejtben, izomszdvetekben, a szemlencsében, valamint a harantcsikolt izomszovetben,
P-cadherin (placenta-eredetii cadherin) a placentaban (14). A VE-cadherin (vaszkularis
endotelidlis cadherin) kizarolag az endotél sejtekben expresszalodik, de jelen van itt az
N-cadherin és a P-cadherin is (15). A cadherinek Ca?'-k6té doménnel rendelkezé
fehérjék, amelyek homofil kotést alakitanak ki a szomszédos sejtek cadherin
molekulainak extracellularis régidival ¢és az intracellularis résziiknél cateninek

horgonyozzak Ki ket az aktin citoszkeletonhoz és ezen a jelatviteli utvonalon torténik a



sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasa (14). A VE-cadherin a PECAM-1 molekulaval
biztositja az endotél sejtek kozotti kapcsolat integritasat, bar ez utobbi nem az adherens

kapcsolat (adherens junction) fehérjéi k6z¢é tartozik (2. abra) (16).
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2. abra. Az endotél sejt-sejt kapcsolatokban talalhato fébb transzmembranfehérjék. Harom
kiilonbdz6 claudin, JAM és nectin gén fejezddik ki az endotél sejtekben. Az intracellularis fehérjék a
transzmembran fehérjéket az aktin citoszkeletonhoz kétik (9).

Az endotél sejtadhézioban a szoros sejtkapcsolatok (tight junction) specialis
struktarat alkotnak, a sejt apikalis felszinén taldlhatoak. Legfobb szerepiik az agyi
endotéliumban van, ahol a legszorosabbak a sejt-sejt kapcsolatok. A szoros
sejtkapcsolatokat alkotd transzmembran fehérjék (occludin és claudin) homofil médon
kapcsolodnak egymashoz. Ezek a transzmembran fehérjék a sejt koriil Gvszerlien
helyezkednek el, amelyek intracellularis része a zonula-occludens fehérjékhez (ZO-1,
Z0-2,Z0-3) kotddik. A ZO fehérjék az occludin és claudin fehérjéket a sejtvazhoz (aktin,
spektrin) horgonyozzak ki (11, 12). Az adhézidés molekulak kozott 1étrejové szoros
sejtkapcsolatok funkcioit tekintve sokrétiiek: fenntartjak a sejtek mechanikai kapcsolatat,
valamint diffazios hatarréteget képeznek és igy szabalyozzak az ionok és a polaris oldott

crcr

anyagok diffuziojat, gatoljak a nagy makromolekulak Aatjutdsat a sejtrétegen,

crer

sejtek polarizacidjat (az apikalis és bazalis membran elvalasztasaval) (9, 17). A claudin
fehérjéknek fontos szereplik van az endotél sejtréteg integritdsanak fenntartasaban,

kiilonésen a claudin-5 kritikus szerepet jatszik az endotél sejtek permeabilitas
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szabalyozasaban in vivo és in vitro (18, 19). A JAM-1, JAM-2, JAM-3 fehérjéknek fontos
szerepe van mind az endotél sejtréteg permeabilitas-szabalyozasaban, mind a leukocitak

A réskapcsolatok (gap junction) a sejtek lateralis felszinéhez kozelebb
helyezkednek el, egy hidrofil csatornat képezve, amely 1,5-2 nm atmér6ji és kb. 20 nm
hosszi. Mindkét sejt feldl egy-egy konnexon (félcsatorna) alkotja és egy konnexon
mindig 6 konnexin fehérjébdl épiil fel. Tobb mint 20 konnexin ismert, azonban egy
konnexonon beliil csak azonos tipustiak talalhatok. Tulajdonsagait tekintve maximum 1-
1,6 kD molekulastly anyag mehet at (pl. cukrok, aminosavak, ionok). Jellemzéen pH-
érzékeny (ha csokken a pH, akkor zar), Ca®" -koncentraciora is érzékeny (ha megnd,

akkor zar) (21).

1.4. A kis GTPazok szerepe az endotél sejt-sejt adhéziéban

A kis GTPazok szamos tagja hozzdjarul az endotél sejt-sejt adhézid
szabalyozasahoz, ezaltal befolyasolva az endotél sejtréteg permeabilitasat. A Kis
GTPazok csaladjaba tartoznak a Ras GTPaz csalad fehérjéi (Rapl, Rap2) és szamos Ras
homolog G-fehérje csaladba tartozo GTPaz (Rho, Rac, Cdc42) (22). A legtobb kis GTPaz
inaktiv, guanozin-difoszfathoz (GDP-hez) kotott vagy aktiv, guanozin trifoszfathoz
(GTP-hez) kotott konformacioban talalhatdé meg a sejtben. A guanin-nukleotid kicseréld
faktorok (GEF-ek) katalizaljak a GDP GTP-re vald cseréjét, ezaltal aktivaljak a
fehérjéket, mig a GTPaz-aktivalo fehérjék (GAP), serkentve a GTP hidrolizist,
inaktivaljak a fehérjéket. A kis GTPazok és effektoraik kozotti kdlesonhatas gyakran
megkoveteli a membranhoz vald lokalizaciojukat, szabalyozva az endotél sejt-sejt
adhéziot, és az endotélium permeabilitasat (22).

A Rho fehérje az endotél sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasdban az aktomiozin
kontraktilitast noveli, ezaltal a radialis stressz-szalak (RSF) kialakuldsat eredményezi,
amelyek a sejt-sejt adhézido gyengiilését és az intercelluldris résképzddést segitik eld.
Ezzel ellentétben a plazmamembrannal parhuzamosan futé kortikalis aktin kéteg (CAB)
jellemzd a stabil sejtkapcsolatokra, amely kialakulasaban és stabilizalasaban a Rapl Kis
G-fehérje fontos szerepet jatszik. Az endotél sejtek barrier funkcidjanak szabalyozasa a
sejteket 0sszekapcsolo adhézios molekulak aktin citoszkeletonhoz valé kapcsolodasanak
dinamikus szabalyozasan keresztiil valosul meg (23, 24). E dinamika szabalyozasaban a

kis GTPazok (Rho, Rap) aktivalo fehérjéinek, a GEF-eknek jelentds szerepe van. A Rapl-
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et példaul a cAMP aktivalja (a Rap GEF, Epac aktivalasan keresztiil), amely egyidejiileg
a PKA aktivalasat is okozza, igy a Rapl és a PKA egyiittesen felelések a megnovekedett
endotelialis barrier funkciéért. A Rapl aktivalasa mindenekel6tt a Rho gatlasat
eredményezi és ezaltal az RSF csokkenését, valamint a Cdc42 aktivalasat, amely az aktin
mennyiségét noveli a sejtkapcsolatokban. A CAB szerkezetének atrendezddését
stimulaljak permeabilitast noveld dgensek (pl. trombin) és ezek csokkentik a cAMP-
szintet, elésegitve a CAB gyengiilését (25). Igy a permeabilitas indukcidja a Rapl és a
Rho utvonalak finomhangolasat igényli, mindkét fehérje befolyasolja az endotél sejt-sejt
kapcsolatok dinamikéjanak szabalyozasat. Ezzel egyidejiileg a Rho aktivitds hatasara
alakul ki az RSF szerkezete és ezt a Rho GEF relokalizacio segiti el6. Valoban, a Rapl
altal kivaltott megerdsodott sejtadhéziot az aktin citoszkeleton valtozasai kisérik: az RSF
mennyisége csokken, mig a filamentalis aktin (F-aktin) megnovekedett mennyisége

kolokalizalodik a VE-cadherinnel (az Gn. junkcionalis aktin) (25).

1.5. Az endotélium szerepe fiziolégias és patologias folyamatokban

Az endotél sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasa kiemelkedé fontossagi az
érrendszer miikodés szempontjabdl mind fiziologids, mind patologias koriilmények
kozott (5, 6). Az endotélium egyfajta gatként funkcional a véraram és a szovetek kozott,
mikozben lehetévé teszi bizonyos molekuldk korlatozott cseréjét. Ez a funkciod
1étfontossagu az oxigén és a tapanyagok belsé szervekbe torténd eljuttatasaban, valamint
azoknak az anyagoknak a belsd szervekbdl torténd elszallitisaban, amire mar nincs
sziikség (6). Az érfal sejtjei folyamatosan ki vannak téve a véraramlas okozta mechanikai
hatasoknak (shear stress), a vér pulzald hatdsdnak (cyclic stretch) és kiilonbozd
hormonok, biokémiai agensek altal kivaltott ingerekre is reagalnak. fgy szerepet jatszanak
a véralvadasi kaszkadban, gyulladdsos folyamatokban, vérnyomds fenntartasaban,
vérnyomas valtozas altal okozott koriilményekre is képesek adaptalddni a simaizomtonus
szabalyozasaval (relaxacié €s kontrakcid), angiogenezisben €s tumor metasztazisban is
szerepet jatszanak (26, 27).

Az endotél sejteknek az 1j erek képzddésében (neoangiogenezis) is Kritikus
fontossdgl szerepe van az embriondlis fejlddés sordn, valamint a szovetek
helyreallitasaban és a sebgyogyulas folyamatdban. Azonban a kontrollalatlan, talzott
angiogenezis hozzéjarulhat gyulladasos betegségek kialakulasdhoz, mint példaul

reumatoid artritisz (RA), pikkelysomor, atopias dermatitisz és gyulladasos bélbetegségek
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(IBD), valamint a daganatképzddés. Ezzel szemben a szoveti fibrozis a kronikus

gyulladas kovetkezményeként alakul ki, ami az érrendszer elveszitésével jarhat (28).
15.1. Az endotélium szerepe a gyulladasos folyamatokban

A szervezetiink egyik fontos védekezé mechanizmusa a gyulladas. Az endotél
sejtek érzékenyen reagalnak gyulladasos citokinekre, ilyenek példaul az interleukin-13
(IL-1PB) és a tumor nekrozis faktor alfa (TNFa) (29, 30). A gyulladasos folyamatokban az
erek permeabilitasa megnd, szamos adhézids molekula expresszidja megemelkedik, igy
lehetévé teszik a leukocitak fert6zés helyére torténd vandorlasat, amivel segitik az
immunvalasz kialakulasat (17, 31, 32, 33).

Az immunrendszer nem megfeleld6 miikodésével Osszefliggd betegségekben
jellemzden diszfunkciondlt az endotélium vagy tilzott aktivaciot mutat. Ezért fontos
megvizsgalni, hogy az érrendszer passziv valaszado vagy fontos effektor szerepet jatszik-
e a gyulladasos és fibrozisos betegségekben (30). A diszfunkcionalis endotélium
jellemzdje, hogy a homeosztazisbol a proinflammatorikus, azaz a gyulladasra jellemzo
folyamatok jatszodnak le, csokken a vazodilatacio, valamint n6 a sejtek proliferacidja. A

szervezet szoveti sériilésre adott normalis valasza, amelyet leginkabb a bdron

crer

........

granulacios szovet kialakuldsaval, majd az extracellularis matrix lerakodasaval, és a
végs6 fazisban a matrix atalakulasaval és hegképzddéssel jar (34). Ebben a folyamatban
a megfeleld javitashoz elengedhetetlen az Uj erek képzOdése, amely magéaban foglalja
mind a meglévé erekbdl uj kapillarisok kiindulasat, mind a csontveldi endotél progenitor
sejtek mobilizalasat. A jol kontrollalt sebgyogyulasban a gyulladds gyorsan megsziinik,
¢s a szovetek helyreallitdsdhoz hozzdjaruld, de mar nem sziikséges sejtek apoptdzison
mennek keresztiil. Szamos koéros allapotot, példaul a gyulladdsos és a fibrotikus
betegségeket gyakran hasonlitjdk az 6rokds sebgyodgyulashoz, ahol az elébbit a nem
gyogyulo korai gyulladéasos fazis, az utobbit pedig a talzottan erds reparativ fazis jellemzi.
Az olyan kronikus gyulladdsos betegségek, mint az RA, a pikkelysomor, az IBD és
szamos mas betegség, jellemzden tulzott angiogenezissel jarnak egyiitt (35-37).

A gyulladésos koriilmények soran a makromolekuldk és immunsejtek atjutasa az
endotél sejtrétegen torténhet transzcellularisan, amikor az endotél sejteken mennek

keresztiil vagy paracellularisan, két endotél sejt kozott a sejt-sejt kapcsolatok
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megbontasaval (34, 38). A paracellularis transzmigracio folyamata szigortian
szabalyozott molekularis mechanizmusok révén valdsul meg, az érfalak stabilitasanak,
integritasanak és barrier tulajdonsagainak fenntartasaval, illetve visszaallitasaval az
immunsejtek atjutdsa utan. Sériilésre vagy fertdézésre adott valaszként az endotél sejtréteg
kontrollalt megnyitasa/lazitasa kritikus szerepet jatszik a hatékony gyulladasos valasz
tamogatasaban. Az ilyen bioldgiai funkcidkban betoltott alapvetd szerepiik miatt oriasi
érdeklédés Ovezi az endotél sejtréteget Osszekotd molekuldk jelatviteli szabalyozasat
mind fizioldgias, mind patologias koriilmények kozott (38, 39). Emellett egyre inkabb
tudatosul, €és egyre tobb bizonyiték van arra, hogy gyulladasban megvaltozik az endotél
sejtrétegen talalhatd molekulak sejtfelszini expresszidja, azonban ez még nem teljesen

tisztazott az ehhez kapcsolddd mechanizmusok és bioldgiai vonatkozdsok szempontjabol

(39).
1.5.2. Az endotél sejtek szerepe a leukocita transzmigracioban

A hatékony immunvalasz egyik elengedhetetlen feltétele, hogy a védekezésben
szerepet jatszo fehérvérsejtek a megfeleld helyen legyenek a megfeleld idében. Az
immunszervekbe és egyéb periférias szovetekbe torténd migraciojatol fiigg, amely soran
a sejtek elhagyva az érpalyat a masodlagos nyirokszervekbe, vagy a gyulladas (sériilés)
teriiletén a szovetkozti térbe keriilnek (31, 39, 40). A leukocitak transzendotelialis
migraciojuk soran kilépnek a vérarambol és belépnek a nyirokszervekbe és a fert6zott
szovetekbe, ez létfontossagu €lettani folyamat része mind az adaptiv, mind a velesziiletett
immunvalasznak (41).

A transzendotelidlis migracid6 mechanizmusdnak a hatterében szigortian
szabalyozott jelatviteli Gtvonalak hiizédnak, mert kritikus fontossagu, hogy a leukocita
transzmigracid ne forduljon eld tulzottan vagy nem a megfeleld helyen, mert a talzott
mértékii gyulladas, érelmeszesedéshez vagy szklerdzis multiplex kialakulasahoz is
vezethet. A leukocita transzmigracio legfontosabb molekularis szerepl6i a szelektinek, a
kemokinek €s az integrinek, valamint a CAM molekulak (1. tablazat, 3. abra), amelyek
az érfalon torténd atjutast segitik eld. A leukocita transzendotelialis migracio folyamata

tobb 1épésbol all és mindegyik 1épés a kovetkezo 1épést segiti eld (3. abra) (39-41).
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1. tablazat. Leukocita adhézios receptorok és a kolcsonhaté endotél adhézios molekulak a
transzendotelialis migracioé kiillonb6zé lépéseinél (42).

Leukocita adhézios receptor Endotél adhéziés molekula Funkcié (a 1épés, amelyben
szerepet jatszik)
PSLG-1 P-szelektin gordiilés, adhézio
L-szelektin P-szelektin adhézio
L-szelektin E-szelektin gordiilés
auP7 integrin (nem-aktivalt) MadCAM-1 gordiilés
a4f7 integrin (aktivalt) VCAM-1/MadCAM-1 er6s adhézid (kitertilés)
auPi integrin (nem-aktivalt) VCAM-1 gordiilés
a4f1 integrin (aktivalt) VCAM-1 er6s adhézid (kiteriilés)
LFA-1/Mac-1 ICAM-1 erds adhézio (kiteriilés),
transzmigraciod
PECAM-1 PECAM-1 transzmigraciod
o <D simaizom
[ - - o < endotélium
P Tobblépcsés modell S
@ I: gordiilés  ll: adhézio IV: kiteriilés/aktivacio
@ ] V: transzmigracié
Iii: kemoattraktins Dokkolas paracellularis transzcellularis
© © T 5y
OCRLO O o2 o . m ﬂ
endotélium - - - (-
— .
simaizom | <2 [ ]

3. abra. A leukocita transzendotelialis migracié folyamatanak lépései. A leukocitak migracidja az
endotél sejtrétegen keresztiil tobblépcsds folyamat soran valosul meg. 1.: gordiilés, Il.: adhézio, Il.:
kemokinek megjelenése, 1V.: kiteriilés és aktivacio és V: transzmigracio vagy diapedézis. Az egyes 1épések
egymast segitik eld és a végén a leukocita paracellularis vagy transzcellularis migracioval jut at az endotél
sejtrétegen (43).

Els6 lépésként a fehérvérsejt rovid ideig és lazan kotddik az endotél sejtréteghez,
ezaltal lassul a mozgasa, igynevezett ,,rolling”, azaz gordiild mozgast végez. Az endotél
sejtek felszinén 1évo szelektinek jatszanak fontos szerepet ebben a folyamatban (32). Az
aktivalt szelektin a leukocita felszinén 1év0 specialis szerkezetli oligoszacharid lancot
ismer fel és atmeneti, laza kdlcsOnhatas alakit ki. Ez az el6feltétele a kovetkezo 1épésnek,
ahol a proinflammatorikus citokinek (pl. TNFa) hatdsara az endotél sejtek apikalis
felszinén kemokinek jelennek meg. Ilyen kemokinek példaul IL-8, vagy az MCP-1, MIP-

la és a RANTES (32, 39, 40). Ez a folyamat két szempontbol is fontos. Egyrészt a sejtek
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kozott szorosabb kapcsolat kialakulasat segitik el6 az integrin molekulak (pl. lymphocyte
function-associated antigen 1, LFA-1, o f2 integrin) aktiv konformacidjanak
indukalasaval, szoros kapcsolat jon 1étre a leukocita integrin asf1 (VLA-4), asf32 (LFA-2,
CDl11a/ CDI18) és amP2 (Mac-1, CD11b/CD18) és az endotél felszinén expresszaldodo
ICAM-1 és ICAM-2, valamint VCAM-1 adhéziés molekulakkal (4. abra) (31, 40, 44).
Ebben a folyamatban a leukocita képes megtalalni és felismerni a legalkalmasabb helyet,
ahol at tud menni az endotél sejtrétegen. Masrészt a kemokin receptorok aktivalédasanak
hataséra klaszterezddik példaul az ICAM fehérje az endotél sejtek apikalis felszinén. Ez
a klaszterez6dés elinditja az endotél sejtek aktin citoszkeletonjanak atrendezodését is
(45). A leukocita transzmigracio torténhet paracellularis mechanizmus révén, ebben az
esetben az endotélium elvékonyodd, fenesztralt citoplazma részeit is felhasznalhatja. A
leukocitak atjutdsanak egyik 1ényeges 1épése a diapedézis, amely soran a leukocita és az
endotél sejt kozott molekularis szintli kapcsolat alakul ki, ebben a folyamatban kitiintetett
szerepe van a JAM-1, PECAM, CD99 és VE-cadherin adhézios molekulaknak (4. abra)
(40).

acve
Mpel Myl

.
g
VE-cadherin — Aktomiozin kontrakclé
internalizécié Endotélsejt
Extracellularis matrix Bazélis membran

4. abra. A leukocita atjutasa, paracellularis transzmigracio folyamata. A leukocitak endotél sejtekhez
valo kapcsolodasa és az endotél sejtrétegen torténd transzmigracidja tobblépcsds folyamat, amelyben
szamos adhézidés molekula vesz részt. A transzendotelialis migracié soran az ICAM-1, VCAM-1 endotél
adhézios molekulak és a PECAM-1 interakcioba 1épnek a leukocitikkal, és olyan jeleket tovabbitanak az
endotél sejt felé, amelyek eldsegitik a transzmigracios folyamatot. A bal oldali sejt olyan jelatviteli
utvonalakat mutat, amelyekben a RhoG, Racl és Rapl GTPazok vesznek részt; a jobb oldali sejt a RhoA-t
érint6 jelatvitelt mutatja (39).
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1.5.3. Az endotél sejtréteg permeabilitaisa és a leukocita transzmigracio

folyamata

Még nyitott kérdés, hogy a transzmigrald leukocitak az érb6l torténd kilépésekor
hogyan ismerik fel azt a helyet, ahol at kell jutniuk az endotél rétegen. Az utdbbi idében
ezeket a helyeket un. transzmigracios ,,hotspot”-nak nevezték el (26). Tobbféle tényezo
allhat a ,,hotspot” felismerés hatterében. Az immunsejtek atjutasat a kemokinek optimalis
koncentracioja (kemotaxis), az adhézios molekulak stirtisége (haptotaxis) vagy akar az
endotél sejtek keménysége (ami Osszefliggésben all az extracellularis matrix
merevségével - durotaxis) is meghatarozhatja. Mindezek mellett a szovetbe vagy szervbe
torténd vandorlas egyik masik meghatarozoja lehet az is, hogy a legkisebb ellenallassal
menjen végbe a transzmigracio folyamata (tenertaxis) (46). Ezenkiviil a nyirder6k
nagysaga, iranya, valamint az ér tipusa (artéria vagy véna) is fontos szabalyozo szerepet
jatszik a megfelelé kilépési helyek meghatarozasaban. Erdekes megfigyelés, hogy a
fizikai kornyezet, azaz az extracellularis matrix merevségének van egy optimalis
tartomdnya, példaul a leukocitak lassabban vandorolnak puhabb (4 kPa) és merevebb (13
kPa) poliakrilamid gélben, mig az optimalis kuszas sebességét 7 kPa nyomason érik el.
Az is rendkiviil érdekes megfigyelés, hogy a fibronektin siirlisége is befolyasolta a
vandorlas sebességét (46).

A leukocita TEM ¢és az €rrendszer integritdsanak szabalyozasa egyarant fligg az
F-aktin citoszkeleton dinamikus atrendezddésétdl. A leukocitak endotélhez kapcsolodod
részén Kialakul egy F-aktin tartalmu nyalvany, az tn. lamellipodia szerkezet, amely képes
»letapogatni” az endotél sejtfelszint. A lamellipodidk egy eldgazod, polarizalt aktin
filamentum halézatot tartalmaznak, amelyekben az aktin plusz végei a plazma felé
iranyulnak. Az aktin monomerek novekedése egy elagazo haldzatot alakit ki és azok
képesek ezaltal mechanikai erdt kifejteni a plazmamembranra, amely a lamellipodiumok
eldrefelé torténd nyulasat hajtja. Legujabb kutatasok alapjan az endotél sejtek is képesek
ilyen nyulvanyok, filopédiumok kialakitasara, amelyek ,hotspot”-ként szolgalnak a
leukocitak endotél rétegen torténd atjutasakor (47).

Erdekes modon a RhoA fehérjének eltérd szerepe van a permeabilitis és a
leukocita TEM szabalyozasaban. Mig a permeabilitas szabalyozdsanal az RSF
kialakulasanak indukalasaval a résképzodést segiti eld, addig a leukocita TEM folyamata

sordn a transzmigrald leukocita koriil kialakuld F-aktin gylrl segitségével hozzajarul a
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tavozo leukocita utan az endotél porusok bezarasahoz, ezaltal az endotél sejtréteg barrier
funkcidjanak megérzéséhez. A RhoA tranziensen és lokalisan aktivalodik a leukocita
diapedézis soran, és a Kkialakult F-aktinban gazdag gyiiri megjelenése korrelal a
foszforilalt miozin konnyt lanc (MLC) jelenlétével és mennyiségi novekedésével, ami
arra utal, hogy ezek a kontraktilis F-aktin-gytiriik rugalmas pantként szolgalnak a
szivargas korlatozasara (48). Az még nem tisztazott, hogy a RhoA milyen jelatviteli
utvonalon képes aktivalodni a leukocita TEM helyén. Feltételezések szerint az endotél
felszinén expresszalodo jelatviteli receptorok feleldsek ezért, amik végiil helyi RhoA
aktivalodast eredményeznek (26, 46). llyen receptor az ICAM-1 és a PECAM-1 fehérje,
mindketté jelen van a neutrofil transzmigracié soran a poérusképzddés helyén, akar
paracellularisan, akér transzcellularis migraciorol van szo. Erdekes médon mechanikai

hatasra mindkét fehérje RhoA aktivitast indukal (46).
1.5.4. Az endotél sejtek szerepe a metasztazisban

A daganatos megbetegedések esetében a haldlozasok f6 oka nagyrészt nem a
primer daganat, hanem az attétképzddés, amely a betegek haldlozasanak mintegy 90%-
aért tehetd felelssé (49). Kisérleti allatmodellekben az els6dleges daganatbol kikeriilo
tumorsejteknek csak kevesebb, mint 0,01%-a képes attétet képezni, igy az onkogénnel
vezérelt allati tumormodellekben nem mindig alakulnak ki. A tumorsejtek periférias
keringésbe jutdsanak sebessége befolydsolhatja az attétképzddés hatékonysagat. Sot, a
betegek véraramaban is lehetnek rdkos sejtek, de a véraramban jelen 1év6 rakos sejtek
nem feltétleniil képeznek attétet (39).

A metasztazis soran a tumorsejtek behatolnak a kornyezd szdvetekbe, egyedi
sejtként, vagy csoportosan. A tumorsejtek vandorlasa kétféle modon is torténhet:
mezenchimalis tipusti €s amdboid tipusu vandorlas (39, 50). A vandorlas modja a
kornyezeti tényezoktol fiigg. Az attétképzodés folyamata soran a tumor sejt bejut a
véraramba, ezt a folyamatot nevezziik az intravazacionak. A véraramba keriilve, ha talélik
a nyiroerd hatasat és meg tudjak keriilni az immunrendszert, akkor az endotél sejtrétegen
keresztiil kilépnek a vérdrambol és a szoveti részt elérve megtorténik az extravazacio
folyamata. E18szor egy in. mikrometasztazis alakul ki, és amennyiben az 0j kdrnyezetben
képesek osztodni a rakos sejtek, akkor alakul ki a klinikailag kimutathato
makrometasztazis (39). Valoszintileg az attétképz6dés helye nemcsak attol fligg, hogy a

rakos sejtek hol képesek megtapadni, illetve atjutni az endotéliumon, hanem a megfeleld
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tulélési és novekedési kornyezet is elengedhetetlen a célszovetben. Alapvetéen az
intravazacid és extravazacid folyamata eltérd, mert az endotéliumot ellentétes oldalrol
kozelitik meg (5, 39, 51).

A rakos sejtek intravazacid folyamatat szamos tényezO befolyasolja, tobbek
kozott a tumor mikrokornyezetében 1évo egyéb sejtek, proteazok, jelatviteli molekulak,
valamint a tumor és a kapcsolodo érrendszer kornyezeti koriilményei. Az intravazacio
folyamata soran a tumorsejtnek be kell jutnia a szdveteken keresztiil az érbe. A
tumorsejtek angiogenezist indukélnak, 0j ereket hoznak létre és gyengén kapcsolddnak
egymashoz. Igy egy sejt vagy sejtcsoport leszakadva a primer tumorrdl a kialakult 0j
erekbe viszonylag konnyen be tud Iépni (2, 52). Alapvetden az intravazacio egy
fiziologias folyamat, amely az immunrendszer normalis miikodéséhez is sziikséges. Erre
példa szoveti sériilés esetén az immunsejtek eljutasa a sériilés helyére. Egy madsik
természetes folyamat, amikor a csontvelébdl a fejlodé immunsejtek intravazacidval
jutnak be a véraramba. Fontos megjegyezni, hogy mig a leukocitak atjutasa soran az erek
szerkezete és integritasa nem sériil és az endotél rétegen valo atjutds soran a vér
szivargasa is limitalt, addig a tumorsejtek atjutasanak tanulmanyozasa soran felmeriilt
egy olyan mechanizmus, amely soran a rakos sejtek indukaljak az endotél sejtek
nekroptozisat (2, 13).

Szamos kutatas foglalkozik a daganatos intravazacidé tanulmanyozasaval és
megértésével, azonban a kiilonboz6 daganatok eltérd tulajdonsaguak, igy a kiilonbozd
tumorok valoszintileg kiilonb6z6 mechanizmusokat hasznalnak az intravazaciokor. Az 4j
markerek vagy kezelések sikeres kifejlesztése tehat tumor specifikus kell legyen (13). A
kutatdsi eredmények alapjan valdszinli, hogy az intravazici6 és az extravazacio
folyamataban az endotél sejt-sejt kapcsolatok gyengiilése hatterében hasonld molekularis
mechanizmusok huzodnak, bar a sejt-sejt kapcsolat fehérjéinek szignalizacids utvonalai
nagyrészt kiilonboznek egymastol. Példaul vannak olyan proteazok, amelyek a primer
tumor koriili szovetekben jelen vannak és részt vesznek az intravazacioban, de eddig még
nem vizsgaltak éket az extravazacio folyamataban (2, 53). A tumorsejtek extravazacidja
altalaban kis kapillarisokban torténik, amelyek atméréje hasonlé a tumorsejtek
atmérdjéhez. Ez arra utal, hogy fizikai oka van annak, hogy a tumorsejtek a véraramban

crer

integrinek vesznek részt, amelyek kolcsonhato partnerei expresszalodnak az endotélium
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felszinén. A rédkos sejtek ezutan atvandorolnak az endotelidlis gaton, majd ezt kovetden
behatolnak a bazalis membranba, amely koriilveszi az ereket. A sejtek ezutan nyugalmi
allapotba keriilnek, vagy proliferalddnak, vagy sejthalal kovetkezik be ebben az 1j
mikrokornyezetben (2).

A tumorsejtek transzmigracidja az endotéliumon keresztiil nagyon hasonl6 a
leukocita transzmigracié folyamatahoz, azonban a molekuléris szerepldk kiilonbozéek
(9). A paracellularis transzmigracio soran a tumorsejtek az endotél sejt-sejt kapcsolatok
megnyitasaval, a sejtek kozott atpréselddve jutnak at az érfalon. A transzcellularis
migracié soran pedig kdzvetleniil az endotél sejten mennek keresztiil. In vitro kisérletben
a tumorsejtek paracellularis transzmigracioval jutottak at, habar van bizonyiték arra is,
hogy ez transzcellularis iton is megtorténhet (13, 39). Az még nem tisztazott, hogy in
vivo kisérletekben melyik Gtvonalon torténik a TEM ¢és milyen tényezék befolyasoljak
ezt. Feltételezések vannak, hogy a tumorsejt tipusa ezt képes meghatarozni. Azonban a
paracelluléris migracio6 soran a rakos sejtek a leukocitdknal lassabban képesek az érfalon
atjutni, mert az endotél sejt-sejt kapcsolatok kozé ¢keldédnek és emiatt az endotél sejt-sejt
kapcsolatok hosszantartd megnyilasat indukaljak, amely ezek utan csak lassan képes
visszazarédni vagy nem is tud (13, 53). Ennek az lehet az oka, hogy a tumorsejt
irreverzibilisen megbontja az endotél sejt-sejt kapcsolatokat. Kutatasi eredmények arra
mutatnak rd, hogy a tumorsejteken 1évd oavPs integrin specifikusan részt vesz a
transzmigracid folyamatdban, és kolcsonhatd partnere lehet a CAM csaladba tartozo
adhézios molekuldknak (pl. L1-CAM, PECAM) (54, 55). A rakos sejtek képesek olyan
faktorok termelésére, amelyek idélegesen gyengithetik az endotél sejt-sejt kapcsolatokat
(pl. trombin, SPARC), ezzel elésegitve az érrendszerbdl torténd kilépésiiket (2, 51). Az
extravazacid folyamatanak hatterében huz6d6 molekularis mechanizmusok megismerése
€s azonositasa U] terapias lehetdségeket nyithat meg az attétképzodés csokkentésére. Az
intravazacid folyamata mogott hizodo molekularis mechanizmusok mar egy jol koriilirt,
kutatott teriilet, azonban az extravazacid folyamatarol még keveset tudunk, a kiilonb6z6
receptorok szerepérdl, ezeken keresztiil milyen jelatviteli utvonalak segitségével lazul fel
az endotél sejt-sejt kapcsolat és a vérben keringd sejtek, mint példaul a leukocitak és

vérlemezkék hogyan jarulnak hozza ezekhez a folyamatokhoz (53).
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1.6. Az endotél sejtréteget éré kiilsé erok

Az epitél és az endotél sejt-sejt kapcsolatok Iétfontossdgiiak a szoveti
homeosztazis fenntartasaban. Az embrionalis fejlodés €s a szovetfenntartas soran a sejtek
folyamatosan mechanikai er6knek vannak kitéve. Az érfal Osszehtizodasahoz és az
immunsejtekhez val6 kapcsolodas folyamata soran az érrendszert alkotd endotél sejtek
mechanikai nytlasnak vannak kitéve, alkalmazkodniuk kell a véraramlas pulzalo jellege
miatt keletkez6 hemodinamikai er6khoéz, mikdzben fenntartjak érpermeabilitast
szabalyoz6 funkciojukat is (23, 56). A jelatviteli utvonalak aktivacidja valtozhat attol
fliggben, hogy a sejt fizioldgias vagy patologias (nagyobb) mértéki megnyulast szenved.
A fiziologias miikodéssel jar6 megnyulas fontos az érrendszeri homeosztazisban, mivel
részt vesz a sejtek szerkezetének, az érrendszeri angiogenezis, a proliferacio és az
érrendszeri tonus szabalyozasaban. A magas vérnyomassal jaré6 megemelkedett nyomas
azonban tilzott mechanikai terhelésnek teszi ki a sejteket, ami a reaktiv oxigéngyokok, a
gyulladéas és/vagy az apoptozis kialakuldsan keresztiil patologias kovetkezményekhez
vezethet. Ha az endotél sejtréteg nem képes alkalmazkodni az er6k nagysaganak vagy
iranyanak valtozasaihoz, az kozvetlen kovetkezményekkel jar az érpermeabilitasra, ezért
az érbetegségek, példaul az akut 6déma, a kronikus gyulladas, a magas vérnyomas és az
érelmeszesedés fontos okanak tekintik (23).

A sejteket ér6 mechanikai hatasok érkezhetnek kiviilrél, ilyen lehet a véraramlas,
az érfal alatti simaizom-0sszehuzodas, érkezhet az extracellularis matrix, illetve a
szomszédos sejtek fel6l vagy akar a sejt belsejébdl is, az aktomiozin kontrakci6jabol (57).
Az endotél sejtek a kiils6 mechanikai hatast sejtfelszini fehérjékkel érzékelik, majd ezen
keresztiil jelatviteli fehérjék egész sora aktivalddhat a sejtben, hogy a sejt alkalmazkodni
tudjon a  megvaltozott  koriilményekhez, ezt a  folyamatot  hivjuk
mechanotranszdukcionak. Az érrendszerben fellépd mechanotranszdukciés utvonalak
feltérképezése és megértése potencialis terapias célpontot lehet vagy 0j megkozelitési
lehetéségeket eredményezhet az endotél réteg stabilitasanak helyreallitasara kiilonb6z6
betegségekben, pl. érelmeszesedés vagy tumor metasztazis (8, 58). Jelenleg az endotél
sejtek kutatasa nagyrészt olyan molekularis események azonositasara Osszpontosit,
amelyek magyarazatot adhatnak arra, hogy az endotél sejtréteg hogyan érzékeli a
mechanikai hatasokat és hogyan reagal és adaptalodik hozza. A sejtek

plazmamembranjan talalhatdak a mechanoszenzitiv fehérjék, amelyek a fellépd erék
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hatasara megvaltoztatjadk konformaciojukat, igy lehetévé valik a fehérjék foszforilacidja
(pl. az er6 hatdsara az eltemetett foszforilacidos hely hozzaférhetévé valik), vagy az
enzimaktivitas allosztérikus szabalyozasa, illetve kolcsonhatd fehérjék kotdhelyének
kialakulasa. A sejtmembran erdt érzékeld fehérjéi altalaban multiprotein komplexek
kozremiikddésével kapcsoldodnak a sejtek aktin citoszkeletonjahoz. Az erdt érzékeld
fehérjék lehetnek integrinek, cadherinek, mechanoszenzitiv ioncsatornak, G-fehérje
kapcsolt receptorok és receptor-tirozin kinazok (33, 59, 60).

Ezen jelatviteli Utvonalak és az ebben szerepet jatszo fehérjék azonositésa,
valamint a jelatviteli utvonal szabalyozasanak jellemzése kulcsszerepet jatszhat pl. az
endotél sejtek koros mechanikai megnyulasaval, vagy az endotél réteg barrier
funkciojanak  sériilésével  Osszefiiggd  betegségek  terapias  lehetéségeinek

feltérképezésében.

1.6.1. Az endotél sejt-sejt kapcsolatok szabalyoziasa mechanikai erok

hatasara

Az endotél sejtréteget egy multiprotein sejt-sejt adhézios struktara jellemzi, amely
a VE-cadherin transzmembran receptorbol, intracellularisan kapcsolodo cateninekbdl és
mas szabalyozo fehérjékbdl all (2. abra) (15). Az endotél sejt-sejt kapcsolatok stabilitasat
a VE-cadherin mellett a nektinek, claudinok, occludinok, JAM-ok és PECAM-1 fehérje
biztositja. A véraramlds, mint mechanikai hatas vizsgalata elOtérbe keriilt az
érelmeszesedés kapcsan és a legfrissebb kutatdsok mar in. omics technika segitségével
szamos gén expresszios szintjének valtozasat igazoltdk nemcsak gén, hanem fehérje
szinten is (61). Mindezek alapjan megfigyelték, hogy a gyorsabb véraramlas gatolja az
aktivalodasat az endotéliumban, stabilizalva ezzel az endotél sejt-sejt kapcsolatokat.
Ezzel szemben a lassabb véraramlas aktivalja a gyulladasban szerepet jatszo jelatviteli
utvonalakat, pl. az NF-kB és JNK (23). Kevés informaci6 all rendelkezésre azonban arrol,
hogy az endotél sejtek a mechanikai eré valtozasanak hatasara milyen jelatviteli
folyamatok soran képesek az aktin citoszkeleton atrendezddésével adaptalodni a

megvaltozott kiilsé hatdsokhoz.
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1.6.2. VE-cadherin alapu sejt-sejt kapcsolatok hatasa az aktin citoszkeleton

atrendezodésére

Az endotél sejt-sejt kapcsolatokban az egyik szabalyozé fehérje a VE-cadherin,
amely homofil kélcsonhatast alakit ki a szomszédos sejt VE-cadherin fehérjéjével. Az
extracellularis domének kdzott jon 1étre a kapcsolat, a fehérje citoplazmatikus része pedig
egy fehérjekomplexen keresztiil képes az aktin citoszkeletonhoz kapcsolédni. igy az aktin
kontraktilitasa szerepet jatszik a sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasaban. A sejt felszinén
elhelyezked6 (adhézids) fehérjék képesek érzékelni a mechanikai és kiilonb6z6 biokémiai
ingereket, amelyek hatdsara az aktin atrendezddik. Az aktin kontrakcioja ,,visszahat” a
VE-cadherin alapu sejt-sejt kapcsolatokra, hogy szabalyozza azok dssze- és szétszerelését
(62-65). A VE-cadherin mechanotranszdukcioban betoltott szerepe kezdetben
folyadékaramlasi kisérletb6l valt nyilvanvalova, amelyekben a VE-cadherinrdl a
vaszkularis endotelialis novekedési faktor receptor 2-vel (VEGFR2-vel) és a PECAM-1
fehérjével egyiitt kideriilt, hogy sziikséges az endotél sejtek aktin citoszkeletonjanak a
folyadékaramlas iranyaba torténd rendezédéséhez (66). Az aramlas hatasara a sejtekben
aktivalodik a Rho, és a foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K), amely végs6 soron a sejt

Az endotél sejtekben a sejt-sejt adhéziok kialakulasat és stabilizalodasat a
plazmamembran kozelében elhelyezkedé aktin szerkezet segiti elé (70-72). A stabil sejt-
sejt kapcsolatokban a VE-cadherin linearisan (folytonosan) helyezkedik el a sejtek kozott,
¢és a vele parhuzamosan futé aktin kotegek ,,tamasztjak ala” (5. abra) (72, 73). A stabil
sejt-sejt kapcsolatok atrendez6déséhez aktomiozin kontrakcid sziikséges, amelyek a
sejtkapcsolatokra visszahatva szabalyozzak annak szerkezetét és a VE-cadherin jelenlétét
(29, 74). A citoszkeletalis atrendezddés soran az aktin a sejtkapcsolatokra merdleges aktin

kotegekbe rendezédik, amelyet fokalis adhézios kapcsolatoknak (FAJ) neveztek el (74).
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5. abra. Az aktin citoszkeleton atrendezédése mechanikai eré hatasara. Nyugalmi allapota sejtben a
VE-cadherin sejt-sejt kapcsolatok folytonosan, linearisan szervezédnek. Ezt az allapotot az aktiv Rac
tamogatja, amely hatasara csokken a VE-cadherinre es6 tenzi6. Ez maga utin vonja a plazmamembrannal
parhuzamosan futo kortikalis aktin kotegek (CAB) kialakulasat. Ebben az allapotban a stabil sejt-sejt
kapcsolatok a barrier funkcié megerdsodésével korrelalnak. Kiilsé erd hatasara (illetve a Rho aktivalasaval)
a VE-cadherin érzékeli a kiilsé erét és az aktin citoszkeleton, valamint a kapcsolédd fehérjék
atrendezddésével reagal. Ekkor alakulnak ki a radialis stressz-rostok (RSF), amelyek az aktomiozin
kontrakcidjaval visszahatnak a VE-cadherin sejtkapcsolatokra. Ez utobbi sejtkapcsolati elrendezés a fokalis
adhézios kapcsolat (adherens junction) (FAJ) (23).

Ezt az atrendezOdést szabalyozza a Rho-, illetve Rac (Rap) GTPazok lokalis
aktivitasa is. Mig a Rho GTP4z aktivalasa noveli az aktomiozin altal kozvetitett huzoerot,
és a FAJ-k kialakulasat, addig a Rac lokalis aktivacioja a sejt-sejt kapcsolatok
stabilizalodasat (linearis csomopontok) segiti el6 (75, 76). A VE-cadherin alapt sejt-sejt
csomopontokra haté megndvekedett citoszkeletalis hizo erk hatasara a sejt-sejt adhézio
megerdsodik, ami Osszhangban van a VE-cadherin homofil kapcsolat ,,catch bond”
tulajdonsagaval, azaz azzal a tulajdonsaggal, hogy relative kis er6knél a VE-cadherin
kapcsolatok megerdsodnek, az erd tovabbi novelésével pedig akar fel is bomolhatnak
(64).

Az endotél sejtréteg barrier funkcidjanak dinamikus valtozasat az aktin
citoszkeleton dinamikaja teszi lehetové. Ily modon az endotél sejtek képesek reagalni a
szomszédos sejtek aktin citoszkeletonja altal kifejtett htizoerékre (71, 77, 78). In vivo
kisérletekben még nem tisztazott, hogy ez a mechanizmus valoban relevans-e, bar a

kozelmultban transzgenikus modellekben mar vizualizaltak az endotél sejt-Sejt
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kapcsolatok és az aktin citoszkeleton atrendezddését az angiogenezis és az anasztomozis
folyamata soran (79, 80).

Az F-aktin ¢és a VE-cadherin komplex kozotti kolcsonhatéas idébeli szabalyozasa
dontd fontossagunak bizonyul az agonista altal kivaltott érpermeabilitas és a leukocita
extravazacio szempontjabol egerekben (81). Ezen tulmenden az endotelialis
csomopontok eltérd szervezddései felismerhetdk az emberi erekben, ami arra utal, hogy
a tenyésztett sejtrétegben megfigyelt er6fliggd citoszkeletalis atrendezédések nagy
valoszintiséggel jol jellemzik az érrendszer sejtjeiben torténd atrendezédéseket (82).

Tehat a VE-cadherin a mechanikai jeleket képes atalakitani és tovabbitani a sejt
belseje felé, un. mechanotranszduktor a sejt-sejt kapcsolatok atmeneti atrendezddése
soran. Ezzel szemben a véraramlas érzékelése soran gy tiinik, hogy a VE-cadherin
inkabb a VEGFR jelatvitel adaptoraként miikddik és az integrinek atrendezddését
aktivalja. A VE-cadherin citoplazmatikus farkanak Src fiiggé foszforilacioja az Y658 és
Y685 pontokon azonban erdsen fligg az aramlas sebességétol (83). Mivel a vér aramlasi
sebessége az artéridkban és a véndkban eltérd, ez megmagyarazhatja, hogy ezeknek a
specifikus aminosavaknak a foszforilacioja miért torténik preferencialisan a vénakban és
nem az artériakban (83, 84). Eddig nem vilagos, hogy a VE-cadherin foszforilacioja
szerepet jatszik-e az dramlds indukalta mechanotranszdukcioban. A Rapl kis GTPaz,
amely részt vesz az endotél sejt-sejt kapcsolatok stabilizalasaban és az endotélium barrier
funkciojanak fenntartasaban, a PECAM-1/VE-cadherin/VEGFR komplex véraramlas

érzékelésben betoltott funkcidjahoz is sziikséges (85).

1.6.3. VE-cadherin-fiiggo mechanotranszdukcio: az a-catenin

konformacidjanak valtozasa

Az adherens csomopontokban a VE-cadherin/B-catenin/a-catenin fehérjekomplex
kozvetiti a sejteket ért kiilsd hatasokat az aktin citoszkeleton felé (2. abra). Korabban
kimutattak, hogy az a-Catenin oldatban nem kotddik egyszerre B-Cateninhez és aktinhoz
(86, 87). Ez 0sszefiiggésben van azzal a megfigyeléssel, hogy mechanikai er6 hatasara az
a-catenin dinamikus ¢és allosztérikus atalakulasa figyelhet6 meg. Az a-catenin
kulcsfontossagli mechanoszenzor, amely er6fiiggd moddon 1€p kolcsonhatasba a
fehérjékkel, koztiik az aktinnal (88-90). A monomer a-Catenin erésen kotédik a VE-
cadherin/B-catenin komplexhez, de gyengén az F-aktinhoz, és az a-Catenin affinitasa az

F-aktinhoz még tovabb csokken a VE-cadherin/B-Cateninhez valdé kotédéskor (91).
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Buckley és munkatarsai a catenin és az aktin rostok kozotti kolcsonhatas élettartalmat
vizsgaltak és felfedezték, hogy a rekonstrualt VE-cadherin/catenin komplexre kifejtett
feszitéerd nagymértékben noveli az a-catenin koétddését az F-aktinhoz, erds, hosszu
¢lettartamu kotések kialakitasaval (91). FRET kisérlettel is alatamasztottak az a-catenin
kiils6 er6 hatasara bekdvetkez6 konformacio-valtozasat a sejt-sejt kapcsolatokban (92).
A mechanikai er6 hatasara bekovetkez6 konformacio-valtozas hatasara az a-catenin egy
eltemetett fehérje részlete keriil felszinre, amely egy masik fehérje, a vinculin kotédését
teszi lehetévé, igy stabilizalva az a-catenin megvaltozott konformacios allapotat (93).
Kim és munkatarsainak FRET-alapi vizsgalatai azt mutatjak, hogy az a-catenin
konformacidojanak megvaltozasa megeldzi a vinculin toborzasat, azaz a vinculin nem
sziikséges az er6 altal indukalt a-catenin konformacidjanak valtozasahoz (92).

Ezzel Osszhangban, a vinculin hidnyzik a Rac indukalt linearis adhézios
sejtkapcsolatokbol,  viszont a megnovekedett huzderé  hatdsara  atalakuld
sejtkapcsolatokban (FAJ-K) jelen van (64, 74). Azt, hogy a vinculin toborzasa valoban a
VE-cadherin fehérjén keresztiili er6hatasnak kdszonhetd, egy olyan specidlis kisérlettel
is bizonyitottdk, amely sordn magneses gyongydket VE-cadherinnel vontak be és
mechanikai erd hatdsara vizsgaltak a vinculin jelenlétét és az F-aktin felhalmozodasat
(67). Azt is megmutattak, hogy a mechanikai eré hatasaira a PECAM-1 nem valtja ki a
vinculin toborzasat és F-aktin felhalmozodast. Tehat a kiilsé erd indukalt vinculin
sejtkapcsolati jelenléte specifikusan a VE-cadherin fehérjéhez kothetd. A vinculin
endotelidlis csomdpontokhoz vald toborzésanak fizioldgiai hatdsa még nem teljesen
ismert. Azt tudjuk, hogy az endotél permeabilitast eldsegitd adhézids molekulak, és a
vinculin toborzasanak abban lehet szerepe, hogy a sejtek egymastol ne tavolodjanak el
tulzottan (pl. trombin kezelés hatdsara), igy szabalyozva a sejtek kozott kialakult rések
nagysagat, és ezzel a permeabilitast (74). Ez arra utal, hogy a VE-cadherin-fiiggd
mechanotranszdukci6 valoszinilileg szerepet jatszik az érszivargés korlatozasaban és a

gyulladasos valaszok kialakitasdban.

1.6.4. Mechanikai eré hatasa - az aktin citoszkeleton Rho fehérjék altali

szabalyozasa

A Rho fehérjecsaladba tartozé kis molekulasulya G fehérjék szamos sejtélettani
folyamat szabalyozasaban elengedhetetlen szerepet toltenek be. Ebbe a csaladba 22
fehérje tartozik és a legismertebb és legtobbet kutatott tagjai a Cdc42, Racl és a RhoA.
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Mindhéarom fehérje részt vesz a sejtek citoszkeletalis struktirdjanak szabalyozasaban és
kialakitasaban, valamint dinamikus atrendezédésében. A Rho kis G-fehérje az effektor
Rho asszocialt kinaz (ROCK) fehérjén keresztiil biztositja a citoszkeleton atrendez6dését
a kiilsé eréhatasokkal szemben, ami valoszinlileg az endotél sejtek integritasat védi a
gyulladasos folyamatokra torténd valaszadasban (48, 64, 94). Emellett a Rho-ROCK
szignalizaci6 fontos szerepet tolt be a PECAM-1 és VE-cadherin adhézios fehérjékhez
kapcsolodd mechanotranszdukcidé folyamataban (67, 68, 95). A Rho GTPazok az
aktomiozin citoszkeleton szabalyozasat végzik, és kozponti szerepet toltenek be az
endotél sejtek mechanikai hatasra torténd biologiai sejtvalasz kialakitasaban (94, 96, 97).

Az endotél sejtek permeabilitdsat ndveld agensek, mint példaul a trombin és a
hisztamin, a Rho aktivalasan keresztiil indukaljak a stressz-szalak képzddését, amely
lehetévé teszi az endotél sejt-sejt kapcsolatok fellazulasat (64, 74, 98). A Rho fehérjék
szabalyoz6 szerepe a GTP-kotd és a GTP-hidrolizalo egyensulyon alapul, molekularis
kapcsoloként miikodnek. A GTP-kotd formaban effektor partnereikhez kotédnek, majd a
GTP hidrolizist kovetéen megsziinik a kapcsolat az effektoraikkal és inaktiv GDP-kotott
allapotba keriilnek, amely a jelatvitel befejezddését jelenti. Mechanikai hatasra a Rho
aktivalodik, azaz GDP-kotott allapotbol GTP-kotott allapotba keriil. Példaul integrinek
vagy az ICAM adhézidos molekula mechanikai aktivacidja soran a Rho aktivalasaért
felelos GEF-ek aktivalédnak, példaul a LARG és a GEF-H1 (99, 100). Nem ismert
azonban, hogy mely guanin-nukleotid kicserélé faktorok (GEF-ek) vesznek részt az
endotelialis adhéziés csomopontok mechanotranszdukcidjaban. Nem olyan régen
kezdték el vizsgalni a GEF-ek funkcidjat ciklikus nyujtas hatasara (101). Azonositottak
11 GEF-et a sejtvalaszban, koziiliikk a Solo-r6l bizonyitottak, hogy a VE-cadherinnek
szerepe van az aktivalasaban.

Erdekes modon a citoszkeletalis valasz fokozza az extracelluléris er6k tovabbitasat a
sejtmag felé (6. abra) (68, 102, 103). Egy masik, nemrégiben felfedezett mechano
jelatviteli Gtvonal, amely biokémiai uton kapcsolja Ossze az extracellularis mechanikai
ingereket a nukledris valaszokkal, a Yes asszocidlt fehérje (YAP) és a PDZ-kotd
motivummal rendelkezd transzkripcids koaktivator (TAZ) fehérjék aktivitasat foglalja

magaban.
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6. abra. Az extracellularis er6k hatasanak tovabbitasa a sejtmag felé. Mechanotranszdukcid és a
citoszkeletont szabalyozé ttvonalak a metasztazis soran. Ez az ébra Osszefoglalja azokat a
mechanizmusokat, amelyek révén a merevn ECM vagy az extracellularis jelatvitel
mechanotranszduktorokon keresztiil megvaltoztatja a sejtek allapotat. A RhoA/ROCK a kozponti
pozicidban helyezkedik el a jelatviteli utvonalban. Kiilsé er6k hatasara megvaltozik a TRP-csatorna és a
Piezo 1/2 konformaécidja, amely a Ca?* bearamlasat eredményezi az extracellularis térbol. A megndvekedett
intracellularis Ca?* koncentrcid tobb jelatviteli atvonal is aktivalodik, amely ROCK aktivalasaval
foszforilaljaa LIMK-t, amely foszforilalja és inaktivalja a cofilint. A cofilin el8segiti az aktin filamentumok
depolimerizaciojat, ezért a ROCK aktivalasa végsé soron aktin-stabilizaldé hatassal bir. A LIM kinaz
(LIMK) kozvetleniil is fokozza az aktomiozin kontrakciot is. Az aktin kontraktilitas nvekedése a Hippo-
utvonal gatlasaval elsésegiti a YAP/TAZ sejtmagba jutasat. A YAP/TAZ felhalmozddik a sejtmagban és a
DNS-kot6 transzkripcios faktorokkal egyiitt szabalyozza szamos gén atirasat. A kiils6 er hatisara az aktin
citoszkeletonon kiviil az intermedier filamentumok és mikrotubulusok atrendezédhetnek, amely a sejtek
lamellipodiumok képz6dését segitheti el (104).

A konzervalt Hippo-utvonal részeként ezek a fehérjék felelsek a sejt-sejt kontaktus
és a sejtproliferacio gatlasaért a szoveti méret szabalyozasa érdekében (105). A Hippo-
utvonalon keresztiili aktivalodastol filiggetleniil a YAP/TAZ aktivalodasat a
citoszkeletalis kontraktilitas és a Rho GTPaz aktivitasa szabalyozza (106). Ezeknek a
transzkripcids szabalyozoknak az aktivitdsara szdmos mechanikai inger hatassal van,
beleértve az extracelluldris matrix merevségét, a sejtgeometridt, a sejt-sejt kontaktust és
a sejtek megnyujtasa is (107).

A YAP/TAZ fehérjék aktivalodasa soran megvaltozik a sejten beliili
lokalizaciojuk. A rugalmas extracellularis matrixhoz tapadd endotél sejtek
citoplazmatikus YAP/TAZ lokalizacidot mutatnak, mig koztes vagy nagy merevségi

kornyezetben a fehérjék a sejtmagban helyezkednek el (106). A molekularis
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mechanizmus, amelyek révén a YAP/TAZ érzékeli a mechanikai ingereket és hogy ezek
hogyan kapcsolodnak a sejt-sejt kapcsolatok atalakitasahoz még nem teljesen tisztazott.
Ismert azonban, hogy a YAP mikodése és sejt-sejt csomoOponthoz vald toborzasa
szorosan fiigg a VE-cadherin alapi adhéziotol, és a permeabilitast néveld agenstél, mint

példaul a trombin (108).

1.7. Az aktin citoszkeletont szabalyozo jelatviteli utvonalak
1.7.1. Rho fehérje szerepe az aktin citoszkeleton szabalyozasaban

Az endotél sejt-sejt kapcsolatok dinamikajanak szabalyozasaban a Rapl (Rapla
¢és Raplb) és a Rho GTPaz csalad tagjai is kritikus szerepet toltenek be. Ebbe a csaladba
tartozik példaul a Cdc42, a Rac és a RhoA (109). A Rho GTPazok modulaljak az aktin
citoszkeleton szervez6dését ¢s dinamikajat szignalizaciés tUtvonalakon keresztiil,
amelyek a sejtek 0sszehuzodasat és a sejtek kozotti rések megnyitasat szabalyozzak,
illetve a rések visszazarodasat, igy befolyasolva a permeabilitast (110-112).

A Rac és a Cdc42 fehérj¢k a filopodiumok és a lamellipédiumok térbeli
szabalyozasat iranyitjak, igy hozzajarulva a rések bezarodasahoz (110). Ezzel szemben
az volt az altalanosan elfogadott nézet, hogy a RhoA fehérje az F-aktin szalak képzddését
¢s kontrakcidjat szabalyozza, igy a sejt-sejt kapcsolatok nyitasahoz jarul hozza, ami altal
az endotél sejtréteg permeabilis lesz és gyengiil a barrier funkcidja (76). A legujabb
megfigyelések alapjan azonban kidertilt, hogy a RhoA fehérjének szerepe van mind a
pozitiv mind a negativ szabalyozasban, azaz a sejt-sejt kapcsolatok nyitasaban és
zarasaban is. A RhoA aktivitasat befolyasoljak kiilonbozé vazoaktiv anyagok, mint a
VEGF, az endotoxin és a trombin, amelyek az endotél sejtréteg permeabilitasat ndveld
biokémiai agensek (113). A ROCK fehérje foszforilalja a miozin kdnnyt lancot (MLC)
az F-aktin filamentumokon, ami pedig stressz-szalak kialakulasahoz vezet. A stressz-
szalak képzddése pedig eldsegiti az endotél sejt-sejt kapcsolatok nyitasat.

A Rho GTP4az aktivacioja térben és idoben szabalyozott. A nem stimulalt endotél
sejtrétegnél a sejtek perifériajan aktiv a RhoA (110). Trombin stimulacio hatasara gyorsan
novekszik a RhoA aktivitas a sejtek sz€élén az un. protruzidokban, azaz ujjszerit membran
nyulvanyokban. Ezutdn egy id6ben hosszabban fenntartott RhoA aktivitas figyelhetd meg
az F-aktin mentén a sejtek citoplazmdjaban, ami Stressz-szalak kialakuldsaval és a sejt

kontrakciojaval jar egyiitt. A RhoA periférias aktivitdsanak ndvekedése egybeesett a
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sejtek kozotti rések zarodasaval. Ezek az adatok a RhoA teljesen 1 szerepére utalnak az
endotél sejtréteg integritasdnak fenntartasaban, amelyhez a ROCK aktivitdsa is
sziikséges. Ezzel 0sszhangban bizonyitottak, hogy a leukocita transzmigracié soran a
ROCKII izoforma sziikséges a leukocita endotél rétegen torténd athaladasa utan az

endotél rétegben keletkezett rés bezarasahoz (48).
1.7.2. ROCK fehérje szerepe az aktin citoszkeleton szabalyozasaban

A Rho asszocialt kinazok, azaz a ROCK fehérjék a szerin/treonin kindzok AGC
csaladjaba tartoznak ¢és létfontossagli szerepet jatszanak az aktin citoszkeleton
kontrakcidjanak szabalyozasaban (114). A felfedezésiik 6ta a ROCK fehérjéket széles
korben tanulmanyoztak, feltarva sokrétii funkcidjukat olyan folyamatokban, mint a
sejtkontrakcio, migracio, apoptozis és proliferacio. Emldsokben két ROCK homologot
kiilonboztetiink meg: a ROCK1 (méas néven ROCKI, ROKP, Rho-kinaz f, vagy
pl60ROCK) és ROCK2 (mas néven ROCKII, ROKa, vagy Rho kindz a) (115). A két
izoforma szekvencialisan 90%-o0s homologiat mutat a kinaz domént tekintve, azonban
csak 64%-0s homologiat a teljes szekvencia Osszehasonlitasa esetén (26). A ROCK
fehérjék a RhoA, RhoB és RhoC kis GTPazok effektorai. A ROCK szabalyozza az aktin
polimerizaciét a LIMK-on keresztiil, valamint a miozin koénnylt lanc (MLC)
foszforilacidjaval szabalyozza az aktin 6sszehuzodasat (7. abra). A sejtekben megfigyelt
stressz-szalak egyrészt a sejt-sejt kapcsolatok gyengitéséhez jarulhatnak hozza, azonban
a sejt belsejében megfigyelt rovidebb aktin szdlak a bazélis membranhoz kapcsolddva a
sejt-ECM kapcsolat szabalyozasaban vesznek részt (98, 115). ROCK izoforma-specifikus

knockout (KO) egerek embrionalis fibroblasztjainak vizsgalata ramutatott, hogy mig a

szerepe az aktin stabilizalasaban van, ami a cofilin inaktivalasan keresztiil valosul meg

(116).
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7. abra. RhoGTP szerepe az aktin citoszkeleton szabalyozasaban. A Rho GDP kotott allapotbol GTP
kotott allapotba keriil és a ROCK fehérjét aktivalja. A ROCK fehérje aktivalja az MLC-t, amely a
kontrakcio folyamatat szabalyozza és a ROCK fehérjén keresztiil szabalyozodik az aktin dsszeszerelddés,
ahol a ROCK a LIMK aktivalasaval gatolja az aktin depolimerizacié folyamatat (117).

A tumor metasztazis soran a sejtmigracid és az invazio két kritikus fontossagt
folyamat, amely az elsédleges tumor tavoli szervekbe torténé atterjedéséhez vezet. A
sejtek mozgasahoz citoszkeletalis atrendezOdésre van sziikség, amit az aktin
polimerizacio és depolimerizacio Osszehangolt folyamata tesz lehet6vé (114, 118).
Szamos jelatviteli Gtvonal vesz részt ebben a folyamatban, ¢s a Rho/ROCK tutvonal az
egyik legismertebb ezek koziil. Az aktiv Rho ko6tédik a ROCK-hoz, ezaltal a miozin
szabalyozé konnytilanc (MLC) aktivalodik, ami az aktin kontrakcidjat noveli (119, 120).
Ezen tilmenden a ROCK képes foszforilalni a LIMK-t, amely a cofilin foszforilacidjaval,
azt inaktivalva gatolja az aktin depolimerizaciot (121). A FAK, amely a sejtek
mozgékonysagahoz sziikséges, finoman szabalyozza a fokalis adhéziokhoz kapcsolodo
aktin citoszkeleton dinamikajat (120). Azt talaltak, hogy eml6daganatok esetében a két
ROCK izoforma eltéré szabalyozo szereppel rendelkezik (115). A ROCKI az MLC-t
foszforilalja, ezzel eldsegiti a sejtmozgas soran a huzderd generalast, mig a ROCKII a
cofilint foszforildlja ¢és ezaltal szabalyozza a citoszkeletalis atrendezodést. A

RhoA/ROCKI/foszforilalt MLC ¢és a RhoA/ROCKII/foszforilalt cofilin jelatviteli
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utvonalak a FAK aktivalasan keresztiil a sejtek extracellularis matrixhoz valo kotddését

szabalyozza, a sejtek mozgékonysagat segiti el6 (115).
1.7.3. RAF1 szerepe az aktin citoszkeleton szabalyozasaban

Az egyik legjelentésebb sejtbioldgiai felfedezés volt a fehérje foszforilacios
kaszkadok megismerése €s az ebben szerepet jatszo RAS fehérje aktivacidja, amely kindz
kaszkadot indit el, melynek egyes fehérjéi foszforilaljak a kaszkad kovetkezd elemét. Az
egyik legismertebb és sokat kutatott jelatviteli ttvonal, a Ras/Raf/MEK/ERK
szignalizacios utvonal a sejtproliferacio szabalyozasahoz kothet6 (122). A RAF fehérjék
a RAS fehérje altal aktivalodnak. A RAF fehérjék csaladjaba tartozik az ARAF, BRAF
¢s a RAF1 vagy mas néven CRAF. Emldsokben jelen 1évé RAF fehérjék mindhdrom
izoformaja kinaz aktivitassal bir és a MEK fehérjét aktivalja (123, 124). A MEK {6
aktivatora az izoformak koziil azonban a BRAF, a masik két izoforma az ARAF és a
RAF1 mas élettani folyamatokban is szabalyozo szereppel bir (8. abra) (122). A RAF1
fehérjének szerepe van a migracio eldsegitésében és az apoptozis folyamatanak
elkeriilésében. Az apoptozis szabalyozasa sordn a RAF1 kolcsonhatést alakit ki az ASK-
1 és MST2 proapoptotikus kindzokkal, mig a sejtmigracid szabalyozasa esetén a
ROCKII-vel valo kolcsonhatasa jatszik szerepet. A RAF1 sejtmigracidban betoltott
szerepét egér embrionalis fibroblaszt sejteken €s keratinocitdkon tanulmanyoztak. RAF1
hianyaban a sejtek morfologiaja megvaltozik, 6sszehtizodd alakot vesz fel, amelyet a
periférian megjelené CAB és rendezetlen vimentin jellemez a sejtek citoszkeletonjaban

(125). Ez a fenotipus a ROCKII hiperaktivaciojaval magyarazhato.
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8. abra. A Ras/RAF/MEK/ERK utvonal, illetve a RAF1 izoforma egyéb funkciéi. A RAF-paralogok
funkcioi a fejlédésben és a tumorgenezisben. A piros vonalak a gatlast jel6lik, a szaggatott piros vonalak
negativ visszacsatolast jelolnek. A vonal vastagsdga aranyos a kolcsOnhatisok erdsségével és
jelent6ségével. Az NSCLC, nem Kis sejtes tiidérak (122).

A RAF1 Ras altali aktivacidja, azaz a Ras/RAF/MEK/ERK ttvonal aktivalédasa
elengedhetetlen a ROCKII-vel valo kolcsonhatasahoz, amelyet az alabbi modell ir le (9.
abra). Nyugalmi allapotban 1év6 egérsejtekben a RAF1 komplexet képez a 14-3-3
fehérjével a Ser259 és a Ser621 foszforilacios helyeken. Novekedési faktor stimuléacio
hat4sara a Ras GTP kotott formaba keriil, majd a RAF1-hez kotédve eldsegiti a RAF1
Ser259 oldallancanak defoszforilacidjat (126). Ezt kovetéen a RAF1 a membranhoz
megy, ahol az aktiv RAS-hoz val6 kotddés heterodimer képzodést indukal a RAF1 és a
RAF csalad egy masik tagja, példaul a BRAF kozott (127). A RAF1 és a BRAF kozotti
allosztérikus kolcsonhatds a RAF1 Ser621 oldallancanak autofoszforilacidjdhoz vezet,
ezutan a megtorténik a MEK, majd az ERK foszforilacioja. A BRAF-rol disszocialt RAF1
(az ERK altali negativ visszacsatolas indukalja, 8. abra), defoszforilalodik a Ser621
oldallancon, és ezaltal képes kdtddni a ROCKII-hoz (ROKa).

Ezzel szemben a RAF1 (Ser259 oldallancon foszforilalt) inaktiv formaja kotédik
az MST2 fehérjéhez és gatolja annak apoptotikus hatasat, amely egyértelmiivé teszi, hogy

a ROCKII és az MST2 nem versenyez egymassal a RAF1 kotésért (128).
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9. dbra. Sematikus 6sszefoglalo abra a RAF1-ROCII kélesonhatias modellje a RAF1 aktivaciéja
soran. A foszforilacids helyek lathatoak, illetve a BRAF és a RAF1 foszforilalatlan allapotban vilagoskék
(BRAF) vagy z6ld (RAF1) szinnel, foszforilalt allapotban pedig sotétebb szinnel vannak jeldlve (127).

A RAF1 fehérje az epidermalis tumorok kialakuldsdhoz és fenntartasdhoz is
elengedhetetlen, itt a ROCKII-vel valdo kolcsonhatasa VégS(’S soron a sejtek
tumorok visszafejlodéséhez vezetett (129). Endotél sejtekben a RAF1 jelenléte sziikséges
a tumor angiogenezishez, RAF1 nélkiil ugyanis az 0j kapillarisok képzddése gatolt (10.
abra) (130). Tehat a RAF1 jelenléte és a ROCKII-vel valo kolcsonhatasa tamogatja a
tumorgenezist.

Endotél sejtekben a RAFI-ROCKIlI komplex a VE-cadherin-tartalmu
sejtkapcsolatokhoz lokalizalodik, amelyhez a Rapl jelenléte is sziikséges. A megfeleld
mennyiségli ROCKII jelenléte pedig az MLC foszforilacidjaval szabalyozza az Gjjonnan

kialakulé sejt-sejt kapcsolatok erdsségét két endotél sejt kozott (10. abra) (127).

Kialakuléban
lévé adhézios

anglogenezis - csomépontok Erett adhéziés csomépontok
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10. abra. RAF1 szabilyozza a VE-cadherin sejt-sejt kapcsolat erésségét a ROCKII-vel valo
kolcsonhatasan keresztiil. A RAF1 sziikséges az in vivo angiogenezishez, mert a RAF1 befolyasolja az
adhézids csomdpontok dinamikajat és az endotél sejtek Osszetartasat. Az MLC csomodponti aktivitasat a
RAF1/ROCKII komplex szabalyozza. A RAF1/ROCKII komplex az EPAC/Rapl jelatvitel révén
toborzddik az adhézids csomdpontokba (130).
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1.7.4. BRAF fehérje szerepe az aktin citoszkeleton szabalyozasaban

A BRAF fehérjérol mar régota ismert, hogy a sejtproliferacioban szabalyozo
szerepet jatszik a RAS/RAF/MEK/ERK szignalizacids tutvonalon keresztiil. Ennek
szamos példajat latjuk tobbféle tumor kialakulasa soran, ahol az Gtvonal fehérjéi koziil
leginkabb a RAS és a BRAF aktivaciojaval a kiils6 (extracellularis) jeltdl fiiggetleniil az
utvonal allanddéan bekapcsolt allapotban van (131). Azonban a BRAF-rol kideriilt, hogy
nemcsak a sejtproliferacié folyamatiaban tolt be kritikus szerepet, hanem az aktin
citoszkeleton szabalyozasaban is, amely Osszefiiggésbe hozhatdé az endotél sejt-sejt
kapcsolatok permeabilitasanak szabalyozasaval (131). Permeabilitast novel6 anyagok (pl.
VEGF, hisztamin, trombin) hatasara a BRAF fehérje komplexet képez a RAF1 fehérjével,
igy a BRAF/RAF1 heterodimer képz6dés miatt kevesebb RAF1 érhetd el, amely
komplexet tud képezni a ROCKII fehérjével, igy a BRAF/RAF1 komplex mennyisége
szabalyozza a ROCKII mennyiségét a VE-cadherin sejt-sejt csomdpontokban (11. abra).
Ezzel szemben BRAF hidnydban tobb RAF1 valik elérhetdvé a ROCKII szamara, amely
végsd soron nagyobb mennyiségli ROCKII jelenlétét eredményezi a sejtkapcsolatoknal
és ez a permeabilitast noveld szerek altal indukalt permeabilitds ndvekedés gatlasat
eredményezi (1).

Erdekes modon a BRAF fehérjével valo heterodimer képzést kovetden képes a
RAF]1 fehérje megfeleld, ROCKII-t kot6 foszforilalt form4jat eldallitani. A BRAF tehat
fontos szerepet tolt be a RAF1/ROCK kdlcsonhatas szabalyozasaban, azonban a BRAF
hidnyaban is megtorténik a RAF1 és a ROCK kozotti interakcio, feltehet6leg a RAF1 mas
fehérjével vald kolcsonhatasa utan, példaul sajat magaval, illetve ARAF vagy KSR
fehérjékkel torténd homo-/heterodimer képzddés soran is kialakulhat a ROCKII-t kot
megfelelden foszforilalt forma (11. abra) (1).

Molekularis szinten a BRAF-knockout egér endotél sejtekben VEGF kezelés
hatasara az RSF csokkent és a CAB emelkedett, amely korrelalt a csokkent F-aktin
mennyiséggel. A BRAF-hianyos egér endotél sejtek morfologiaja hasonld volt a 007-es
sejtréteg ateresztoképességét a VE-cadherin tartalmu adhézids sejt-sejt csomopontokban
RAP1-fiiggd szignalizacion keresztiil (72, 132, 133). A vad tipust sejtréteg 007-es
aktivatorral torténo kezelése, illetve a BRAF-hianyos egér endotél sejtek hasonlo moédon

viselkedtek egy specifikus esszében, amelyet az endotél réteg permeabilitdsanak
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jellemzésére hasznalnak, ami azt jelenti, hogy a kontroll sejtek 007-es aktivatorral torténd
kezelése és a BRAF fehérje hianya hasonld hatassal van az adhézids sejt-Sejt
kapcsolatokra. Erdekes modon a kontroll sejtekben a MEK gatlasanak nem volt hatasa
ebben a specifikus esszében, és ez arra utal, hogy a BRAF hidnya nem a MEK/ERK

utvonalhoz kothetd a permeabilitas szabalyozasaban (127).
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11. abra. BRAF knockout egerek endotél sejtrétegének permeabilitas-csokkenése hatterében a VE-
cadherin sejtkapcsolatokban megnovekedett RAF1/ROCKII komplexképzédés all. BRAF
szabalyozza az endotél sejtréteg permeabilitasat. A vad tipusu sejtekben a permeabilitast ndveld agensek
hatasara a RhoA, RAF1, BRAF és Rapl aktivalodnak. A RhoA-GTP aktivalja a ROCKII/LIMK/cofilin
utvonalat, indukalva az F-aktin atrendez0dését, az RSF kialakulasat és intercellularis rés képzodését, ami
Osszességében a sejtek ateresztOképességének ndvekedését eredményezi. Az aktiv Rapl ndveli a
dimerizaciot a RAF1 és a BRAF kozott és ez sziikséges a RAF1/ROCKII dimerek relokalizacidéjahoz a VE-
cadherint tartalmazé adhéziés csomopontba. BRAF hianyaban a sejtekben nagyobb mennyiségii
RAF1/ROCKII komplex lokalizalodik a VE-cadherin-tartalmt sejtkapcsolatokhoz. A LIMK és a cofilin
foszforilacidja csokken, ami csokkent F-aktin mennyiséggel tarsul és a CAB kialakulasanak iranyaba tolja
el az egyensulyt, ami végso soron az erek permeabilitas csokkenéséhez vezet (134).

Molekularis szinten a VEGF-fel torténd aktivalas a Rho-GTP mennyiségét nem
csokkenti, azonban a ROCK LIMK-on keresztiil torténd cofilin foszforilacidja csokken.
Erdekes modon a cofilin foszforilaciojanak csokkenését BRAF KO fibroblasztokban is
megfigyelték, azonban ennek oka a ROCK mennyiségi csokkenése volt (135). Az endotél
sejtek esetén azonban nem valtozott a ROCK mennyisége, igy a cofilin csokkenését a
ROCK RAF1-altali gatlasaval magyaraztak (1).

A tumor metasztazis képzés vizsgdlata sordn egér farok véndba injektaltak
B16F10 melanéma sejteket ¢és a tiidoben képzodott metasztatizald sejtkoloniak
mennyiségét Osszehasonlitottak vad tipusi és BRAF KO egerekben. (A B16F10

melanomasejteket széles korben hasznaljak tiidé érrendszerbe torténd extravazacid
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folyamatanak vizsgalatara, mint modellrendszert). Azt tapasztaltak, hogy a BRAF KO
egerekben kevesebb melandma sejt volt képes metasztatizalni a tiidébe, mint a kontroll
egerekben. Azt is megfigyelték, hogy permeabilitast novelé agensek hatasa (VEGF,
sejtekben, azonban BRAF-KO endotél sejtek esetében kevesebb melanoma sejt volt
képes atjutni a sejtrétegen in vitro (1, 136).

A BRAF-hianyos sejtekben ¢és erekben a permeabilitast noveld szerek
hatékonysdga csokken, ami az adhézids sejt-sejt kapcsolatok stabilizalédasara utal,
amelyért a RAF1/ROCKII szignalizacio felelés. Ezt a kovetkeztetést alatamasztja az a
tény, hogy csak a RAF1-hez kotddni képes BRAF-fehérjék (dimerizacid kompetens
mutansok) képesek visszaallitani a permeabilitasra vonatkozd fenotipust az endotél
sejtrétegben, valamint, hogy a BRAF ¢és a RAF1 gének egyiittes kititésének hatasara az
endotél sejtek fenotipusa a vad tipusu sejtekéhez hasonld lesz. Tehat a BRAF, a RAF1 és
a ROCK a permeabilitas ingerekbdl szarmazo6 jeleket fogadja €s integralja, és ez
molekularis szinten a BRAF/RAF1 és a RAF1/ROCKII heterodimerek egyenstlyatol
fligg, amely végso soron az endotél sejtek barrier funkcidjanak finomhangolasaért felelos
(D).

PhD munkam soran a fenti megfigyelések miatt fektettem nagy hangsulyt az
endotél sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasanak megértésére human endotél sejtekben és a
permeabilitas valtozas hatterében huz6d6 molekularis mechanizmusok feltérképezésére.
Mivel a BRAF fehérje jelenlétének, illetve hianyanak hatdsa az aktin citoszkeletont
szabalyozd ROCK fehérje lokalizaciojanak és aktivitasanak szabalyozasaval befolyasolja
mind a permeabilitast, mind a metasztazis képzést egér endotél sejtekben, ezért a késObbi
terapids lehetdségek feltérképezéséhez a human endotél sejtekben bekovetkezd

molekularis szintli folyamatok azonositdsa és szabalyozasanak megértése igen fontos.

37



2. Célkitizések

PhD munkam soran célul tiiztem ki, hogy megértsem ¢és feltérképezzem a BRAF
fehérje szerepét az aktin citoszkeleton dinamikajanak szabalyozasaban human endotél
sejtekben. Munkam soran megvizsgaltam, hogy az endotél réteg biokémai (1), illetve
mechanikai (2) stimulaciojanak hatasara hogyan valtozik az aktin citoszkeleton
szerkezete és ez milyen hatassal van az endotél sejt-sejt kapcsolatok dinamikus
atrendezddésére, azaz a sejtréteg barrier funkciojara.

crer

specifikus kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:

1.1. A BRAF hasonl6 szereppel bir-e human endotél sejtek esetén is a
sejtréteg permeabilitisanak valtozasaban, illetve a melanoma sejtek
1.2. Hogyan befolyasolja a BRAF a trombin stimulacioval indukalt aktin
citoszkeleton atrendez6dését, illetve az ebben szerepet jatszo fehérjék
foszforilacigjat és lokalizaciojat?
1.3. A BRAF aktin citoszkeleton atrendezddésében betdltott szerepe
mennyiben kothetd a RAFI1-en keresztil torténé ROCK, illetve a
MEK/ERK ttvonalbeli funkcidjahoz?

specifikus kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:
2.1. A sejtréteg megnyujtasa soran hogyan valtozik az aktin citoszkeletont
szabalyozo6 fehérjék foszforilacioja, milyen (izoforma-specifikus) szerepe
van ebben a ROCK fehérjéknek? Hogyan valtozik a foszforilacios
mintdzat BRAF hidnyaban?
2.2. A sejtréteg megnyujtasa soran hogyan rendez6édik at a sejtek aktin
citoszkeletonja, illetve az aktin citoszkeletont szabalyozo fehérjék és
milyen szerepe van ebben a folyamatban a BRAF-nak?
2.3. A nyujtas hatasara a sejtek kozott kialakul6 rések mennyiségében van-
e kiilonbség BRAF jelenlétében és hianyaban és ez milyen 0sszefiiggésben

allhat az aktin citoszkeleton atrendezodésével?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A kisérletek soran hasznalt primer sejtek és sejtvonalak

Kisérleteink soran human koldokzsinor véna endotél sejtekkel (Human Umbilical
Vein Endothelial Cell, HUVEC) dolgoztunk. A HUVEC sejtek egy részét a Caltag
Medsystem (UK) cégtdl rendeltiik, ezekre a sejtekre jellemzo, hogy tobb koldokzsindr
vénabdl izolalt endotél sejtek keverékét tartalmaztak. Mi magunk is izolaltunk HUVEC
sejteket koldokzsinoér vénabol, amit a Semmelweis Egyetem II. Sz. Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinikarol kaptunk kisérleti célra.

A HUVEC sejtek transzfekcidja nem elég hatékony az egyes fehérjék
immunfluoreszcencias jeloléséhez, ezért a kiilonb6zd plazmidokat lentivirusok
segitésével juttattuk be a HUVEC sejtekbe, amelyek eléallitasahoz HEK293T sejtvonalat
hasznaltunk. A human A375 melanoma sejtvonal segitségével vizsgaltuk e sejtek endotél

crer

esszében.

3.2. Sejtek tenyésztési koriilményei, sejtek preparalasa és tenyésztése
3.2.1. A HUVEC sejtek tenyésztési koriilményei

A HUVEC sejtek tenyésztése soran komplett MCDB médiumot hasznaltunk,
amely 5% FBS-t, 1% Penicillin-Streptomicin-t, 1% Chemically Defined Lipid
Concentrate-t, 1% HEPES-t, 1% GlutaMAX-ot, 0,3% Insulin-Transferrin-Seleniumot, 1
ng/mL fibroblaszt novekedési faktort, 2 ng/mL EGF-t, 7,5 U/ml heparint, 5 pg/mL C-
vitamint és 250 nM hidrokortizont tartalmazott. A HUVEC sejtek esetében fontos volt,
hogy alacsony passzazs-szammal dolgozzunk (4-5), mert a sejtek magasabb passzazs-
szamnal elvesztik az endotél sejtekre jellemzo tulajdonsagaikat.

Az endotél sejtek esetében a passzalas egyik 1épésénél, illetve konfokalis
mikroszkopos méréseknél K2 médiumot hasznaltunk, amely HBSS-t, 5% FBS-t, 1%
HEPES-t és 1% Penicillin-Streptomicin-t tartalmazott.

A HUVEC sejtek kezelése soran egy specialis alacsony szérumtartalmi
médiumot, AIMV-t hasznaltunk, amely 1% FBS-t, 1 ng/ml bFGF-t, 2 ng/ml EGF-t és 7,5
U/ml heparint tartalmazott. A kezelések el6tti este lecseréltiik a médiumot 1:1 aranyban

a komplett MCDB-vel, erre azért volt sziikség, hogy a sejtek adaptaldodni tudjanak az
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alacsony szérumtartalmi AIMV médiumhoz és a hirtelen FBS megvonas ne okozzon
sejthalalt. Masnap 1 6ran at AIMV-ben tartottuk a sejteket és ezt kovetden kezdtiikk meg

a sejtek kezelését.
3.2.2. HUVEC sejtek preparalasa

A HUVEC sejtek preparalasa sordan a koldokzsinort az izolalds megkezdéséig
4°C-on fizioldgias sooldatban taroltuk. Elsé 1épésként a koldokzsinort fizioldgias
sooldatban megmostuk, majd pedig 70%-os etanolban fertdtlenitettiik és ezt kovetden
ismét fiziologids sooldatban oblitettiik at. A kovetkezd 1épésként a leghosszabb
lefogédsmentes részt kivalasztottuk, aminek minimum 10 cm hosszunak kellett lennie és
enyhe huzas mellett a két végébdl 2-2 cm levagtunk, majd mindkét végébe kaniilt
helyeztiink. A koldokzsinort a két végében 1évo kaniil segitségével atmostuk steril PBS-
el (Gibco/Invitrogen), majd ezt kovetden kollagenaz oldatot (1 mg/ml, Gibco/Invitrogen,
és a kollagenazt PBS-ben oldottuk be) folyattunk a kdldokzsinorba és 20 percig 37°C-on
inkubaltuk. Az inkubacids id6t kovetéen K2 médiummal mostuk ki a kollagenaz oldatot,
amely mar tartalmazta az érfalbol leoldott endotél sejteket. A Kkinyert oldatot a
koldokzsinorbol egy falkon csbe gytijtottiik dssze és lecentrifugaltuk 1200 rpm-en 6
percig. A centrifugalast kovetden a feliiliiszot eltavolitottuk, a pelletben talalhato sejteket
megszamolva MCDB médiumban T25-6s sejttenyészto flaskdban (Corning) vettiik fel,
aminek a feliiletét elétte 15 percig 0,5%-0s zselatinnal (Sigma) 37°C-on termosztatban
inkubaltuk, hogy a sejtek letapadasat elosegitsiik. A zselatin leszivasat kovetden a sejteket
flaskaba szélesztettiik, sejtkulturdban tartottuk és novesztettiik, folyamatosan ellendrizve

morfologiajukat és allapotukat mikroszkopban.
3.2.3. HUVEC sejtek tenyésztése

A HUVEC sejtek passzaldsa soran eldszor eltavolitottuk a komplett MCDB
médiumot, majd T25-6s sejttenyésztd flaska esetén kétszer 2 ml PBS-el atmostuk a
flaskaban a sejteket. Ezt kovetden 1 ml tripszin (Gibco/Invitrogen) hozzaadasaval
megsziintettiik a sejtek kozotti, illetve a sejt €s a hordozo6 kézotti kapcsolatot, amelynek
soran a sejtek elengedték a flaska aljat. A sejtekhez adott tripszint 1-2 percig inkubaltuk
a termosztatban. Ezt kdvetden a tripszinhez képest 6tszords térfogatt K2 médiummal

allitottuk le a reakciot, 15 ml-es falkon cs6be Osszegytijtottiik a sejteket és 1200 rpm-en
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6 percig centrifugaltuk, majd MCDB médiumban felszuszpendalva, a megfeleld sejtszam

beallitasat kovet6en novesztettik tovabb T25-0s flaskaban.
3.2.4. HEK293T sejtvonal tenyésztési koriilményei

A HEK293T sejtvonalat komplett DMEM-ben tenyésztettik, a DMEM
Osszetevoi: 10% FBS, 10 mM L-glutamin, 1% Penicillin-Streptomicin. A HEK293T
sejtvonal tenyésztésekor a komplett médium eltavolitasat kovetden a T25-6s flaskaban
tenyésztett sejteket kétszer 2 ml PBS-el mostuk, majd a HUVEC sejtekhez hasonléan
tripszineztiik és komplett DMEM-ben vettiik fel, ezt kovetden a megfeleld sejtszamban

vittiik tovabb.
3.2.5. A375 melanéma sejtvonal tenyésztési koriilményei

Az A375 sejtvonalat komplett DMEM-ben tenyésztettiik, amely 10% FBS-t, 10
mM L-glutamint, 1% Penicillin-Streptomicin-t tartalmazott. Primer sejteket és a

sejtvonalakat 37°C-on 5 % CO2 mellett termosztatban ndvesztettiik.

3.3. Géncsendesités siRNS és shRNS technika segitségével

A BRAF, ROCKI és ROCKII fehérjék génjét csendesitettiik az endotél sejtekben
siRNS transzfekcio segitségével, illetve a BRAF esetén shRNS technikat is alkalmaztunk,

hogy feltérképezziik az aktin citoszkeleton szabalyozasaban betdltott szerepiiket.
3.3.1. siRNS transzfekcié6 HUVEC sejtekben

Az siRNS transzfekciot T25-0s sejttenyésztd flaskaban vagy 6-well plate-en

végeztiik el, attol fiiggden, hogy mennyi sejtre volt sziikségiink a kisérlethez.

2. tablazat. A géncsendesitéshez hasznalt reagensek. A tablazat az siRNS transzfekcios keverékek
Osszetételét mutatja kiilonbozo sejttenyésztd edényre vonatkozd mennyiségekkel. A transzfekcios
keveréket a sejttenyésztd flaskaban 1évé OPTI-MEM-hez adtam 20 perc inkubaciot kovetéen. A 6-well
plate esetén 800 ul OPTI-MEM-be kevertem bele, mig a T25 flaskaban 2 ml OPTI-MEM-be.

Reagensek 6-well plate T25 flaska
OPTI-MEM 200 ul 500 ul
Transzfekci6 6sszetevoi
RNAIMAX 6 ul 12 pl
SIRNA (20 uM) 1,25 ul 31ul

Az siRNS transzkfekcio soran az siRNS-t és a transzfekcids reagenst
(RNAIMAX) el6szor kiilon-kiilon Eppendorf cs6ben osszekevertem OPTI-MEM

médiummal (a mennyiségeket a 2. tablazat tartalmazza), majd az SiRNS-t tartalmazo
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OPTI-MEM teljes mennyiségét hozzaadtam a RNAIMAX-ot tartalmazé OPTI-MEM
médiumhoz, dsszekevertem és 20 percig szobahdmérsékleten inkubaltam steril fiilke
alatt. Az inkubacios id6 kozben a T25-0s sejttenyésztd flaskat 2-szer mostam 2 ml PBS-
el majd pedig 2 ml OPTI-MEM médiumot tettem a sejtekre. Az inkubacios id6 elteltével
Ovatosan a sejtekre csepegtettem az sSiRNS-transzfekcios reagens keveréket (pl. 500 pl
/T25). Minden kisérletben volt egy kontroll siRNS és a kisérletben csendesiteni kivant
fehérje SiRNS-e, vagy azok kombinacidja (siBRAF, siROCKI, siROCKII, siROCKI +
siROCKII). Ezt kovetéen 4 oran keresztil inkubaltam a sejteket a transzfekcios
keverékkel, majd kétszer mostam 2 ml PBS-el és 1 ml tripszin segitségével tripszineztem
a sejteket. Ezt kovetéen 5 ml K2 médiummal leéllitottam a reakciot, lecentrifugaltam a
sejteket (1200 rpm-en, 6 percig szobahémérsékleten) és MCDB médiumban felvettem a

kisérletnek megfeleld sejtkoncentracidban és térfogatban.
3.3.2. shRNS transzdukcié HUVEC sejteken

Az endotél sejtek nagyon nehezen transzfektalhatoak még lipofektamin alapt
transzfekcios reagenssel is, ezért az shRNS-t tartalmazo plazmidokat virusinfekcioval
juttattam be a sejtekbe. Az shRNS technika elénye az siRNS technikaval szemben, hogy
egy olyan plazmidot transzfektalunk, amely az shRNS mellett egy EGFP-t kdodolo
szakaszt is tartalmaz. {gy azokat a sejteket, amelyekben az shRNS expresszalodik, az
EGFP expresszio alapjan azonositani tudjuk. Ezzel a technikaval hosszabb tavu hatést
tudunk elérni, azaz az RNS csendesités hosszabb ideig fenntarthatd, azonban a hatranya,
hogy a transzfekcidé hatékonysaga limitalja az shRNS expresszidjat. A virusinfekcio
lépései mindig ugyanazon a napon zajlottak, hogy a sejtek mindig ugyanolyan
kortilmények kozott legyenek €s ugyanolyan allapotban. A lentivirus eldallitdsahoz
harom, a virus kiilonb6zé komponenseit expresszald plazmidot, és az shRNS-iinket
tartalmazo plazmidot ko-transzfekcidval juttattam be a HEK293T sejtekbe. A lentivirus
komponenseit expresszalo plazmidok: pMDLg/pRRE (a virus gag és pol fehérjéit kodolo
gének mellett tartalmazza az RRE fehérjét kodold gént), pPRSV-Rev (Rev fehérjét kodolo
gént tartalmazza, amely az RRE-hez kotddve szabalyozza a gag és pol fehérjék
expresszigjat), CMV-VSV-G (burokfehérjét kodold gént tartalmazd plazmid).

A transzfekciot megel6z6 napon 2,8-10° HEK293T sejtet tettem ki T25-6s
flaskaba. Masnap egy kationos polimer transzfekcids reagenssel, a polietilén imin (PEI)

segitségével transzfektaltam a sejteket. 200 pl szérummentes DMEM-ben 0sszekevertem
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4 ng plazmid konstruktot, 1,5 pg VSV-G, 0,75 ng Rev és 0,75 pg RRE virus plazmidot
1:2 aranyban egy eppendorf csében (7 ug plazmidhoz 14 pl PEI-t hasznaltam) és a
keveréket 15 percig inkubaltam szobahdmérsékleten a steril fiilke alatt. Az inkubacios
1d6 alatt a HEK293T sejtekrdl ovatosan eltavolitottam a komplett DMEM médiumot,
mostam egyszer 2 ml PBS-el, majd pedig 2 ml iires (szérummentes) DMEM médiumot
adtam hozza és a 15 percet kdvetden a plazmid-PEI keveréket cseppenként a sejtekhez
adtam. Majd 3-4 ora elteltével lecseréltem a médiumot komplett MCDB-re. Egy napot
alltak a HEK293T sejtek MCDB médiumban, kozben a konfokdlis mikroszkop
segitségével ellendriztem az infekcid hatékonysagat. Majd 48 orat kovetéen 0,45 um-es
steril sziir6n atsziirtem a sejtek feliiliszojat és betoményitettem a HEK293T sejtek
médiumaban jelen 1évo virust a Lenti-X™ Concentrator segitségével. A virustoményités
soran elészor 1:3 ardnyban Osszekevertem a lentivirus koncentratumot a sejtekrdl lesziirt
virus feliilszoval, majd 1 6rat jégen a hidegszobaban (4°C-on) inkubaltam és ezt kovetden
45 percig 4°C-on, 1500xg sebességgel lecentrifugaltam. A pellet tartalmazta a
betdményitett virust, amit MCDB médiumban szuszpendaltam fel, hogy egy hatékonyabb
virus infekciot tudjak elérni. A centrifugalas alatt el6készitettem a HUVEC sejteket a
megfeleld sejtszamban MCDB médiumban, illetve elokészitettem kisérlettdl fiiggden a
sejttenyészté flaskat vagy 6-well plate-t. A HUVEC sejteket altalaban 1:1
térfogataranyban kevertiik 6ssze a betomeényitett virussal, hozzdadtunk a keverékhez 3 pl
10 mg/ml-es polybrene-t (T25-6s flaska hasznalata esetén, 200 000 HUVEC sejtszammal
dolgoztunk) és 24 oran at inkubaltam a sejteket a virussal. Amikor két virussal egyszerre
infektaltam, akkor az aranyokat gy éllitottam be, hogy mindkét virus elég hatékony
legyen. Masnap a HUVEC sejtekrdl eltavolitottam a médiumot, majd T25-6s flaska
esetén kétszer 2 ml PBS-el mostam a sejteket, ezutan 2 perc tripszinezést kovetden K2
médiummal allitottam le a reakciot és szamoltam meg a sejteket és vettem fel a
kisérletnek megfeleld koncentracioban, MCDB médiumban. Az shRNS technikaval a
BRAF fehérje génjét csendesitettem, illetve a sejteket shKontroll plazmiddal is kezeltem,
hogy kizarjam a transzfekcidos reagens, illetve a transzfekcio hatasabol adodo

kiilonbségeket.
3.3.3. HUVEC sejtek transzdukciéja Lifeact-mCherry plazmiddal

Az shRNS technika segitségével Lifeact-mCherry plazmidot juttattam be a
HUVEC sejtekbe az shBRAF és az shKontroll plazmidokkal egyiitt és technikailag
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ugyanugy készitettem el a transzdukcidé folyamatat, valamint a mennyiségek 1is
megegyezoek az eldz0 fejezetben leirtakhoz. A Lifeact egy rovid aktin-koté peptid, amely
F-aktin strukturat teszi lathatova szamunkra €16 és fixalt eukariota sejtekben fluoreszcens
mikroszkopia segitségével. Az altalunk vizsgalni kivant aktin citoszkeleton

atrendezddését teszi lehetdvé szamunkra BRAF fehérje jelenlétében és hianyaban.

3.4. Az endotél sejtek kezelése trombinnal és inhibitorokkal
3.4.1. Az endotél sejtek kezelése trombinnal

Az endotél sejtek siRNS/shRNS kezelését trombin kezeléssel kombinalva is
elvégeztem kisérleteimben. A HUVEC sejteket az siRNS/shRNS kisérletek soran 48 orat
inkubéltam ¢€s ehhez igazitottam a sejtek kezelését trombinnal. A 48 ora eltelte utan a
trombin kezelést megel6z6 este lecseréltem a sejtek médiumat 50-50%-0s komplett
MCDB ¢és AIMV keverékre, majd masnap reggel a kezelések eldtt a sejteket 1 oran at
AIMV médiumban tartottam és ezutan inkubdaltam a sejteket 1 U/ml trombinnal 0, 2, 5,

illetve 15 percig.
3.4.2. Az endotél sejtek kezelése inhibitorokkal (Y27632, U0126)

Az endotél sejteket kétféle inhibitorral is kezeltem, egy ROCK inhibitorral
(Y27632) ¢és egy MEK inhibitorral (U0126). A HUVEC sejtek inhibitorral t6rténé
kezelésének idejét igazitottam az siRNS transzfekcio hatékonysag maximumahoz, ami 48
ora volt és ezzel egyidejiileg a trombin kezelésekhez is. Mindkét inhibitort 10 pM-o0s
koncentracioban alkalmaztam 1 6rén at. A trombin kezelések el6tti 1 6rds AIMV kezelés
soran az AIMV médiumhoz adtam az inhibitort, illetve a DMSO-t (dimetil-szulfoxid,
amiben az inhibitorok térzsoldata késziilt). A trombin stimulaciét ezt kovet6en inditottam

el.

3.5. Transzmigracios esszé

6-10* HUVEC sejtet tettiink ki zselatinnal bevont specialis 96 lyuku plate-re,
amelynek az aljan 8 um atmérdjii porusok talalhatoak (Cat# 89089-938, VWR). Majd 48
oran keresztiil tenyésztettiik a sejteket a plate-n és egy ¢éjszakan at 50-50%-o0s MCDB-
AIMV médiummal kezeltiik el a sejteket, hogy adaptalodjanak a masnap kovetkezd 1
oras AIMV médiumban torténé éheztetéshez. A kamra also részében 1évé médium a

HUVEC sejtek névekedési médiuma volt (MCDB). A kamra felsé részében Oregon
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Green festékkel (Cat# C34555, ThermoFisher Scientific) festett A375 melanoma sejteket
tettiink (1-10°) és 4 6ran at inkubaltuk trombinnal (3 U/ml) vagy anélkiil. Az endotél
sejtrétegen atjutott, transzmigralt sejteket a kamra also részébdl sejtdiszociacids puffer (5
mM EDTA PBS-ben) segitségével leszedtilk, és a fluoreszcencia intenzitasat
CLARIOstar eszkozzel mértiik (BMG LABTECH, gerjesztés: 483 nm, emisszio: 530
nm). A sejtréteg integritasat narancssarga CellMask festéssel (Cat# C10045) hataroztuk
meg.

3.6. Western blot analizis

Kisérleteink soran a kiillonbozd fehérjék foszforilacidjanak idébeli véltozasait,
illetve a géncsendesitések hatékonysagat western blot analizis segitségével ellendriztem.
Az endotél sejtek liziséhez hasznalt puffer 6sszetételét a 3. tablazat mutatja.

3. tablazat. A western blot analizishez készitett lizis puffer. A lizis puffer elkészitéséhez hasznalt

torzsoldatok és a pufferben 1év6 Gsszetevék koncentracidja. A lizis puffert az 6sszemérés alatt és utan is
jégen tartottam.

Torzsoldatok Osszetevék koncentraciéja
5M NaCl 150mM NaCl
0,2M NaPPi 10 mM NaPPi
1M HEPES 25mM HEPES
0,5M EGTA 1mM EGTA
0,5M NaF 10mM NaF
100 mM NasVO, 5 mM NazVO4
100 mM PMSF 1 mM PMSF
PIC (proteaz inhibitor koktél, EDTA nélkiil, PIC (1x)
Sigma) (25x higitas)
100 % glycerol 10 % glycerol
10% NP-40 1% NP-40

A sejtek lizise el6tt a sejteket kétszer PBS-el mostam, majd lizis puffert-t (6 well
plate esetén 1 ml PBS, 200 ul Puffer A) mértem ra és 1-2 percig inkubaltam a sejteket a
pufferrel. Az inkubécids id6 elteltével Gsszegylijtdttem a sejtlizatumokat eppendorf
csovekbe ¢és lecentrifugaltam 5000xg sebességgel, 5 percig 4°C-on. Ezutén a feliiliszokat
atmértem uj eppendorf csdovekbe és folyékony N2-ben lefagyasztottam, a western blot

analizisig -80°C-on taroltam a lizatumokat.
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A mintakban a fehérjéket 12%-0s SDS-PAGE gél elektroforézis segitségével
valasztottam szét, majd ezt kovetéen PVDF membranra blottoltam. A blottolast kdvetden
a fehérjek molekulatomege alapjan szétvagtam a membrant és ezutdn 5%-0S sovany
tejport tartalmazd TBS-Tween (25 mM Tris, 0,16 M NaCl, 0,1% Tween 20) oldatban
blokkoltam 1 o6ran keresztiil. A blokkolast kdvetéen haromszor mostam TBS-Tween
pufferrel és az elsddleges ellenanyagban inkubaltam egy éjszakan at. Mdésnap az
elsédleges ellenanyagot visszamentve a falkon cs6be haromszor 5 percig TBS-Tween-
nel mostam a membranokat, majd az elsédleges ellenanyaghoz tartoz6 HRP-konjugalt
anti-nyul vagy anti-egér masodlagos ellenanyaggal inkubaltam (1:4000-hez aranyban) 1
oran at. Az inkubalast kovetéen haromszor 10 percig TBS-Tween-ben mostam a
membranokat és ECL Western blotting Substrate alkalmazasaval, Amersham Hyperfilm
ECL (GE healthcare) film segitségével detektaltam a kemilumineszcens reakcid soran
jelentkezé fénykibocsatast. A 4. tablazatban felsorolt eclsddleges és masodlagos
ellenanyagok segitségével immunfestettem a membrant a gyarto altal megadott protokoll
alapjan. Ezt kovetden a Western blottot denzitometrias analizis segitségével értékeltem
Ki, az ImageJ program segitségével, az adatokat Prism4 v4.01 (GraphPad Software)
szoftverrel dolgoztam fel. A western blot analizis soran az ImageJ programban elvégzett
denzitometrias analizisb6l kapott értékeket meghataroztuk a fehérje foszforilalt
formajara, illetve a teljes fehérjére, majd a foszforilalt fehérjék mennyiségét
normalizaltuk a teljes fehérje mennyiségre. Legalabb 3 parhuzamos mérés esetén nem
ugy tortént a normalizalds, hogy minden egyes adatsor esetén a kiinduldsi adatpontot
vettliik 1-nek, hanem a harom adatsort normalizaltuk el6szor egymashoz (mivel minden
egyes koriilmény esetén ugyanugy van kisérleti hiba), és ezutan a kiindulasi adatpontok

atlagat vettiik 1-nek.

4. tablazat. A fehérje expresszio és foszforilicié detektalasa. Western blot analizishez hasznalt
elsédleges ¢s masodlagos ellenanyagok €s hozza tartozo higitasi aranyok.

Elsodleges Misodlagos
Forras Higitasok
ellenanyag ellenanyag
Cat#705-035-003
BRAF Cat# 14814S Cell Signaling 1:1000 Jackson
ImmunoResearch
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ROCKI

Cat# 611136 BD Bioscience

1:500

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

ROCKII

Cat# 610623 BD Bioscience

1:500

Cat# 115-035-003
Jackson

ImmunoResearch

ROCK

Cat# 04-841 Merck
(Millipore)

1:500

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

aktin

Cat# sc-1616 Santa Cruz
Biotechnology

1:1000

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

GAPDH

Cat# 97166S Cell Signaling

1:2000

Cat# 115-035-003
Jackson
ImmunoResearch

ERK

Cat# 9102 Cell Signaling

1:1000

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

PERK

Cat# 9101 Cell Signaling

1:1000

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

cofilin

Cat# 5175S Cell Signaling

1:1000

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

p-cofilin

Cat# 3313S Cell Signaling

1:1000

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

MLC

Cat# 85005S Cell Signaling

1:1000

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

pMLC

Cat# 3674S Cell Signaling

1:1000

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch

RhoA

Cat#2117S Cell Signaling

1:1000

Cat#705-035-003
Jackson

ImmunoResearch




3.7. Az endotél sejtek immunofluoreszcencias jelolése

Az immunfluoreszcens festések soran a sejtek kezelését és/vagy meghtzasat a
sejtek fixalasaval allitottam le, 4%-0s paraformaldehid oldat (Image-iT™ Fixative
Solutions) alkalmazasaval, 15 percig 37°C-on. A fixalast kovetden a mintakat haromszor
mostam PBS-el, majd a mosast kdvetden permeabilizaltam (0,25% Triton X-100 TBS-
Tween oldatban) 10 percig szobahdmérsékleten. A permeabilizalast kovetéen HBSS
oldattal mostam a sejteket és ezutan 1 o6ran at szobahdmérsékleten inkubaltam a blokkold
oldattal (1%-0s BSA TBS-Tween oldatban). Ezt kovetden elsddleges ellenanyaggal (VE-
Cadherin — 1:400, pMLC - 1:200; MLC-1:200, PECAM-1-1:2000, p-Cofilin-1:100,
Cofilin-1:200) inkubaltam a mintakat 4°C-on egy ¢éjszakan at. Masnap reggel a mintakat
az elsddleges ellenanyag eltavolitasat kvetden haromszor mostam TBS-Tween oldatban
és ezt kovetden 1 Oran keresztiil szobahOmérseékleten inkubédltam a masodlagos
ellenanyaggal. Az els6dleges ¢s masodlagos ellenanyagok mindegyikét a blokkolo
oldattal higitottam a protokollnak megfeleld higitasi aranyban, amely a masodlagos
ellenanyagok (Chicken anti-Rabbit 1gG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody,
Alexa Fluor 488 és Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody,
Alexa Fluor 546) esetén 1:2000 volt. Ezt kovetéen haromszor mostam a mintakat TBS-
Tween oldatban, majd pedig egyszer PBS-ben ¢s ezutan 2 percig szobahdmérsékleten
inkubaltam hoechst festékkel (PBS-ben beoldva, 1:1000 aranyban), valamint Alexa647-
jelolt falloidinnel (blokkolé oldatban, 1:1000-hez aranyban). Ezt kdvetden a mintakat
kétszer mostam PBS-el és utana mounting Dabco (1 ml 1%-o0s BSA, 1 ml glicerin és 20
ul Dabco) oldatot mértem a sejtekre, ezzel csokkentve a festék fotooxidacigjat
(fakulasat). Immunfluoreszcens festést kovetéen konfokalis mikroszkdp segitségével
felvételeket készitettem a fixalt endotél sejtrétegrol. A gerjesztés és az emisszio

specifikus hullamhossz tartomanyait az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat. A konfokalis mikroszképos felvételek készitése soran hasznalt lézerek és a hozzajuk
tartozo emissziés spektrumok tartomanyai.

Fluorofér molekula Hoechst Alexa Fluor 488 | Alexa Fluor 546 Alexa Fluor 647
Gerjesztés (nm) 405 488 561 640
Emisszié (nm) 415-470 505-551 575-620 650-730
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3.8. Permeabilitas mérés

A permeabilitas vizsgalatokat egy modositott XPerT technika segitségével
végeztiik el Cervenak Laszl6 és munkatarsaival egylittmikodésben. Konfluens HUVEC
sejtréteget siRNS kezelés utan egy 96 lyuku plate lyukaiba osztottuk szét, amit el6zetesen
250 pg/ml biotinilalt-zselatinnal vontunk be. A sejteket AIMV tapfolyadékban
tenyésztettik 2 napig. Trombin kezelést (3 U/ml) kdvetden Alexa488-kapcsolt
streptavidint (2 pg/ml, Life Technologies) adtunk minden egyes lyukhoz. 2 perces
inkubalas utan a sejteket 1%-0s paraformaldehid-PBS-szel fixaltuk, és minden egyes
lyukrol két képet készitettiink egy Olympus IX-8l-es késziilékkel fluoreszcens
mikroszkép és egy Olympus XM-10 kamera segitségével. A festett teriilet nagysagat,
amely a sejtek kozotti tires (sejttel nem lefedett) teriilet nagysagat jellemzi, minden egyes
képnél meghataroztuk a CellP szoftver (Olympus) segitségével végzett kvantitativ

képelemzéssel. Igy értékeltiik ki a 13. abran lathaté eredményeket.

3.9. Az endotél sejtek megnyijtasa a Cytostretcher eszkoz segitségével

Az endotél sejtek megnyujtasat egy specialis eszkoz, a Cytostretcher LV (Curi
Bio, korabbi nevén Nanosurface Biomedical cég, Seattle, USA) segitségével végeztem
el. Kisérleteim soran a sejthuzaskor kétféle méretii flexibilis sejtkamrat hasznaltam (Curi
Bio, korabbi nevén Nanosurface Biomedical, Seattle, USA) attél fiiggden, hogy a sejteket
lizaltam a nyujtds utan, vagy konfokalis mikroszkopos felvételeket készitettem a
sejtekrdl. A western blot analizishez a kozepes méretli sejtkamrat hasznaltam (12 mm X
12 mm), erre 4,5-10° sejtet tettem ki. A kisméret{i kamrat (5 mm x 5 mm), amire 4,35-10*
sejtet tettem ki, az €l0 sejtek megnyujtasara és a fixalt sejtek fluoreszcencia analizisére
hasznaltam. A sejtek nyujtasat éldben kovettem a konfokalis mikroszkdp segitségével €s
a fixalt sejteken a fluoreszcencia analizist is szintén igy detektiltam. A kamrak
elokészitése mérettdl fliggetleniil azonos mddon tortént. Elsd 1épésként a kamrak aljat 0,2
mg/ml polidopamin oldattal (dopamin hidrokloridot 10 mM TRIS, pH 8.5 pufferben
oldottam be) kezeltem 2,5 oran keresztiil szobahdmérsékleten, amely soran a kamra
hidrofob feliilete hidrofillé valt. Ezt a 1épést kdvetden steril desztillalt vizzel haromszor
atmostam a kamrakat és 0,5%-0s zselatinnal kezeltem a kamrak aljat, 1 6ran keresztiil
37°C-on, hogy a sejtek kitapadasat segitse a kamra aljdhoz, majd ismét haromszor

mostam steril desztillalt vizzel és ezt kovetden tettem ki a sejteket a kamrakra.
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A sejtek nyujtasanak mértékét a Curi Bio cég altal készitett kalibracios gorbe
segitségével allitottam be. Ellenérzésképpen a sejtek hosszat a nyjtas iranyaban nyujtas
elott és a megnyujtast kovetden is lemértem. A megnyujtasok a késziiléken eltérdek
voltak a kamra méretétdl fliggben, a kisebb kamran 5 mm felelt meg a 30%-os nytjtasnak,
nagyobb kamran pedig 6 mm volt ugyanekkora megnyulds. A sejtek nyujtasanak
sebessége  0,5%/masodperc ¢és kiilonb6zé ideig (0-t6l 60 percig kiilonbozo
id6pillanatokig) tartottuk nyujtva a késziilék segitségével, amit Curi Bio NaOMI
szoftveren keresztiil tudtunk programozni. Kisérleteink soran 15-30%-kal nyujtottam
meg a sejteket és ezt kovetden vagy lizaltam €s western blot segitségével analizaltam
bizonyos fehérjék foszforilacios allapotat, vagy pedig konfokalis mikroszkép
segitségével kovettem az aktin citoszkeletont szabalyozo fehérjék lokalizaci6 valtozasat.
A mintakrol STED szuperfelbontasi mikroszkoppal (Expertline, Abberior Instruments,
Gottingen Germany) készitettem felvételeket, konfokalis modban, Abberior szoftver

segitségével.

12. abra. A sejthuzo késziilék. A: Cytostretcher késziilék és B: kisebb méretli kamra (5 mm x 5 mm) és
C: nagyobb sejthuzé kamra lathato (12 mm x 12 mm).

3.10. El6 és fixalt sejteken késziilt konfokalis felvételek

Az €16 és fixalt sejteken torténd felvételek soran az endotél sejteket a cytostretcher
kamrara tettem ki, ahol Osszefiiggd sejtréteget alkottak, ezt mindig ellendriztem
mikroszkop segitségével. A felvételek levegds 20-szoros nagyitasu objektivvel (Nikon

Eclipse Ti2, numerikus apertra: 0.75) késziiltek, a teriilet 210 um x 210 um volt
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(felbontasa 1050 x 1050 pixel). Az €16 és a fixalt sejteket ugy vizsgaltam meg, hogy a
cytostretcher késziiléket rogzitettem a konfokalis mikroszkdpra, amely lehetévé tette,
hogy az é16 sejteken torténé mérés kdzben az F-aktin és aktin citoszkeletont szabalyozo
fehérjék atrendezddését valds idoben tudjam kdvetni. A fixalt sejtekrdl is igy készitettem
mikroszkopos felvételeket. Az €16 sejtes méréskor a megnyujtas elott 10 percig
folyamatosan kovettem a sejtek mozgasat, mechanikai perturbacio nélkiil, hogy a sejtek
mozgasat feltérképezzem. A meghuzast kovetden pedig 30-60 percen keresztiil kovettem
a fluoreszcens jelek valtozasait. A meghtzas el6tt és utan is a felvételeknél z-stack-et
vettem fel, z-iranyban Gsszesen 7 um-es magassag tartomanyban 1 pm-ként késziiltek
képek a sejtszeletekrdl. Egy z-stack felvétele 2 percet vett igénybe. A felvételek végén az
Image] program segitségével a z-ben felvett képekbdl a maximalis intenzitas alapjan
Osszeadtam a kiilonbozo stack-ekben rogzitett fluoreszcens intenzitasokat €s a késdbbiek
soran a 2 percenként rogzitett, 0sszegzett képekbdl videdkat tudtam késziteni a Fiji

program segitségével.

3.11. Kinepict szoftver

A Kinepict Health Kft. orvostechnikai eszkozfejlesztéssel foglalkozik

(https://kinepict.com/), megreformaltak a rontgensugarat felhasznalod vizsgalatokat, s

megalkottdk a mozgésalapi képfeldolgozast, amelynek a lényege, hogy kisebb
rontgenterhelés ¢és kontrasztanyag-hasznalat mellett a korabbinal szebb ¢és
részletgazdagabb felvételek késziilhessenek (https://vascupedia.com/product/kinepict-
medical-imaging-tool-v5-1/).

Kisérleteimben az aktin reorganizicios kinetikdban mutatkoz6 kiilonbségek
vizualis abrazolasat Kinepict szoftver segitségével a megnyujtas utdn késziilt felvételek
felhasznalasaval készitettiik el. Kisérletiink soran meghataroztuk azt az idot, amikor a
nyujtas altal kivaltott fluoreszcencia-intenzitas valtozas minden egyes pixelben elérte az
adott pixelben megfigyelt maximalis intenzitas valtozas felét, amit effektiv félidonek
neveziink el. Az algoritmus nem tesz kiilonbséget, hogy novekedés vagy csokkenés
kovetkezett-e be a fluoreszcencia intenzitasban. Az effektiv félidok ezutan szinkodolt
képek formajaban jelennek meg, a pixelek szinei a pirostdl (gyorsabb valtozasok) a kékig
(lassabb valtozasok) terjednek (37. abra). Az algoritmus azonban a sejtek mozgasat is
felismeri, mint a fluoreszcencia intenzitdsanak ndovekedését vagy csokkenését a mozgas

kozbeni pixeleltolddas miatt.
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3.12. AFM/Epifluoreszcens mikroszkop

A fluoreszcensen jelolt HUVEC sejteken a kisérleteket epifluoreszcens
mikroszkop (Olympus, 1X81) és AFM kombinécidjaval végeztik el. A mintat egy
specialis targyasztalra helyeztiik, amely az AFM része (MFP-3D, Asylum Research,
Santa Barbara, CA). A rendszer also részén egy mechanikusan mozgathato targyasztal
talalhato, amely az AFM fej mozgatasat teszi lehetdvé az optikai tengelyhez képest. A
fels6 mozgathato rész egy XY iranyu-piezo rész, amely segitségével 0sszehangolhato az
epifluoreszcens mikroszkop és az AFM képalkotasa, hogy ugyanazt a teriiletet egyszerre
tudjuk vizsgalni. Az AFM képalkotas minden esetben kontakt modban tortént, MFP-3D
AFM késziilékkel, MSCT-A rugolapkat (Bruker) hasznaltunk. Az erémérések
megkezdése eldtt az AFM szoftvere altal irdnyitott termikus kalibracioval hatdroztuk meg
a rugdallandot (70 pN/nm). A képalkotds és az erdspektroszkopiai mérések is
szabalyozott homérsékleten, 37°C-on PBS-ben torténtek. Az AFM mérések kezdeti
1épéseként az epifluoreszcens mikroszkop segitségével megkerestik a megfeleld
teriiletet. Az ShRNS-t kodolé plazmidban volt egy EGFP-t kodolé szakasz, igy zolden
vilagitottak azok a sejtek, amelyek felvették az shRNS-t. Az AFM mérésekkor 100
er6gorbét vettiink fel az endotél sejtek periférias részérdl, illetve a sejtmagi részrol is, 3
um x 3 um teriiletet valasztva. A rugdlapkat 1 pm/s sebességgel mozgattuk. Az
er0gorbékre az alkalmazott piramidalis tii miatt a Rico-féle modellt illesztettiik (137). Az
€16 sejtek AFM képalkotasat trombin kezelés nélkiil is elvégeztiik, kisérleti koriilmények
AIMV médiumban, 37°C-on. Mivel a merevség hdmérsékletfiiggd, ezért ugyanazon a

hémérsékleten akartuk Osszehasonlitani a fixalt és €16 sejtek merevségét.

3.13. Fluoreszcencia intenzitas kvantifikalasa

A konfokalis mikroszkdp altal kapott kapott felvételek esetén egyes fehérjék
(cofilin, p-cofilin) fluoreszcencia-intenzitasat (FI) az Image] 1.53c¢ programmal
szamszerusitettiik. A sejt perifériajat 0,8-as skalafaktor segitségével hataroztuk meg
(mind az x és y iranyban is) az ImageJ programban. Ez a skalafaktor két részre osztotta a
sejt teriiletét oly modon, hogy a periféria és a kozpont kozotti teriilet arany 1:2 legyen. A
FI értékét meghataroztuk a sejt egész teriiletére (a PECAM membranfestéssel késziilt
kompozit képet haszndlva a sejt korvonaldnak meghatarozasahoz) és a sejt kdzepén (a

0,8-as skalafaktort hasznalva). Ezutan a centrumban mért FI-t kivontuk az "egész sejt"
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Fl-jabol, hogy megkapjuk a periférian 1évo FI-t. A mért (centrum, lc) vagy szamitott
(periféria, Ip) Fl-ek értékeket a megfeleld teriiletre normalizaltuk és az aranyt (Ip/lc) a
periféria és a centrum FI-jének (a teriiletre normalizalt) aranyat minden egyes sejtre
kiszamitottuk. Az ardny kiszamitasahoz minden koriilmény esetében legaldbb 15 sejtet
hasznaltunk. Az adatok minden abran bioldgiai ismétlések atlaga = SEM értékeként
szerepelnek. A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 4 (4.01-es verzio) segitségével
végeztiik. A szignifikanciat a Microsoft Excelben végzett kétmintés t-probaval hataroztuk
meg. A csoportok kozotti kiilonbségeket akkor tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak,
ha p<0.05.

3.14. A sejt-sejt kapcsolatok hosszanak és a rések méretének kvantifikalasa

A csomodpontok hosszanak €s a rés méretének meghatarozasa a kovetkezdképpen
zajlott. A csomépontok (sejt-sejt kapcsolatok) hosszat a plazmamembran festése alapjan
hataroztuk meg (DeepRed Cellmask Tokyo Japan), a Fiji program segitségével. A rések
méretét (teriiletét) szintén a plazmamembran festés segitségével analizaltuk. A fényerd
beallitdsa utan (jol azonosithatok legyenek a sejtek kozotti rések), a fluoreszcencia
intenzitds kiiszobértekét ugy allitottuk be, hogy a képet binarissa alakitva a rések
feketeként jelenjenek meg a fehér hattéren. Majd a Fiji programban a Particle Analysis
plugin segitségével szamszeriisitettiik és Osszegeztiik azokat a fekete teriileteket, ahol az
EGFP expresszié alapjan kontroll-kontroll vagy shBRAF-shBRAF sejt talalkozott. Az
ilyen sejtkapcsolatok esetén a sejtkapcsolatok hosszat is megmeértik. A rések
kvantifikalasnal kapott teriiletet elosztottuk a sejtkapcsolatok hosszdval minden kép

esetén. Csak a 200 pm? méretnél kisebb réseket hasznaltuk fel a szamitashoz.
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4. Eredmények

4.1. BRAF szabalyozza az endotél sejt-sejt kapcsolatok erdsségét

PhD témam kiindulési pontjaként szolgalt az a korabbi megfigyelés, hogy a BRAF
fehérjének fontos szerepe van az egér endotél sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasaban, igy
befolyasolva az endotél sejtréteg atjarhatdsagat, aminek szerepe van példaul a leukocita
transzmigracio folyamataban, de a tumorsejtek metasztazis képzésében is (1).

BRAF fehérje hianyaban kevesebb melanéma sejt képez metasztatizalni az egerek
tidejében. EbboOl arra kovetkeztethetiink, hogy a BRAF fehérje hianydban nagy
valoszinliséggel szorosabb endotél sejt-sejt kapcsolatok alakulnak ki. Erre utal az is, hogy
BRAF hianyéaban kevésbé indukalhato a sejtréteg permeabilitdsa VEGF, hisztamin vagy
trombin hatasara (1). A sejt-sejt kapcsolatok erdsségét a hozza kapcsolédd aktin
citoszkeleton dinamikaja hatarozza meg, ezért PhD munkdm soran célul tiiztem ki a
BRAF fehérje aktin citoszkeleton szabdlyozédsaban betoltott szerepének feltérképezését
HUVEC sejteken.

Az endotél sejtréteget érd kiilsé hatasok az aktin citoszkeleton atrendezddését
indukaljak. Példaul a kiilonb6zé permeabilitast ndveld biokémiai dgensek a sejtfelszini
receptorokhoz kapcsolédva az aktin citoszkeleton atrendezddésével és az aktin
kontrakciojaval a sejt-sejt kapcsolatok gyengiilésén keresztiill novelik a sejtek
permeabilitasat (26).

4.1.1. BRAF fehérje szabalyozza az endotél sejtréteg permeabilitasat és a

Y EV4

Munkatarsaim megmutattdk, hogy BRAF hidnyaban a trombin-indukalt
permeabilitds csokken. A BRAF fehérje génjét csendesitettik siRNS technikaval
HUVEC sejtekben és 6sszehasonlitottuk a kontroll endotél sejtréteg és a BRAF siRNS-
sel kezelt sejtréteg permeabilitasat trombin kezelés hatasara. Azt tapasztaltuk, hogy
trombin stimuldcié nélkiil BRAF hidnyaban a sejtréteg permeabilitdsa a kontrollhoz

képest enyhén megemelkedett. Trombin stimulaci6 hatasara a kontroll sejtréteg
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permeabilitasa megnétt, azonban a BRAF hianyaban az endotél sejtréteg kevésbé lett

permeabilis (13. abra).
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13. abra. Trombin-indukalt permeabilitis HUVEC sejteken. A trombin altal kivaltott permeabilitas
csokken a BRAF csendesitett sejtekben. Relativ permeabilitas szamszeriisitett adatait mutatja az abra
(minden adatsort a trombin kezelés nélkiili kontroll siRNS-kezelt sejtekre normalizaltunk). A kiértékelés
soran legalabb harom parhuzamos mérés esetén a normalizalas gy tortént, hogy a harom adatsort
normalizaltuk egymashoz és ezutan a kiindulasa adatpontok atlagat vettilk 100%-nak.

Az el6z6 kisérletek alapjan latszik, hogy a BRAF fehérjének human endotél
sejtekben is fontos szerepe van a sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasaban, igy befolyasolva
az endotél sejtréteg atjarhatosagat. A kovetkezo kisérletekben azt vizsgaltuk meg, hogy a
sejtrétegen keresztiil torténd transzmigracioban milyen szerepet jatszik a BRAF fehérje.
Kisérletiink soran huméan A375 melandma sejtvonal segitségével vizsgaltuk az endotél
sejtrétegen keresztiil torténd transzmigraciot, a kontroll endotél sejtréteg tulajdonsagat
Osszehasonlitottuk a BRAF-csendesitett sejtrétegével trombin stimulacié hatasara. A
kontroll sejtrétegben trombin kezelés hatasara tobb A375 melandma sejt volt képes atjutni
az endotél sejtrétegen, mint abban a sejtrétegben, ahol hidnyzott a BRAF fehérje. Azt is
tapasztaltuk, hogy BRAF hianyaban a trombin stimulacié hatasara nem nétt az endotél

sejtrétegen atjutott melanoma sejtek szama (14. abra). Ezek az eredmények 6sszhangban

vannak a korabban mar emlitett egerekben végzett kisérleti eredményekkel (1).
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14. abra. A375 sejtek transzmigraciéja HUVEC sejtrétegen keresztiil. A375 melanoma sejtek trombin-
indukalt transzmigracids hatékonysaganak szamszerisitett adatait mutatja be kontroll vagy BRAF siRNS-
kezelt HUVEC sejtrétegen keresztiil (minden adatsort trombin kezelés nélkiili kontroll siRNS-kezelt
sejtekre normalizaltunk). A kiértékelés soran legalabb harom parhuzamos mérés esetén a normalizalas Ggy

tortént, hogy a harom adatsort normalizaltuk egymashoz és ezutan a kiindulasi adatpontok atlagat vettiik
100%-nak.

4.1.2. BRAF hatasa az ERK, az MLC és a cofilin foszforilaciojara trombin

stimulaci6 hatasara

Annak a kérdésnek a megvalaszolasadhoz, hogy a BRAF fehérje hogyan
szabalyozza az aktin citoszkeleton dinamikdjat western blot technika segitségével
Osszehasonlitottam BRAF jelenlétében és hidnydban hogyan valtozik néhany, az aktin
citoszkeletont szabalyozo fehérje foszforilacidos mintdzata trombin kezelés hatasara.
Korabban megfigyelték, hogy trombin kezelés hatasara az ERK foszforilalodik, amelyet
a MEK fehérjén keresztiil a BRAF szabalyozhat. Kisérleteimben megfigyeltem, hogy az
ERK trombin kezelés hatasara foszforilalodik (15. abra), amelynek mértéke BRAF
hianyaban szignifikansan csokkent, alatimasztva a BRAF szerepét a trombin-indukalt
ERK foszforilacioban (138).

Az aktin citoszkeleton egyik szabalyozoja a ROCK fehérje, amely szerepe
bizonyitott a trombin-indukalt permeabilitas ndvekedésben (138). A ROCK az MLC és a
cofilin foszforilacidjan keresztiil szabalyozza az aktin kontrakciot és polimerizaciot. Azt
tapasztaltam, hogy trombin kezelés hatasara kontroll sejtekben valoban megemelkedik az
MLC foszforilacioja és kisebb mértékben, de a cofilin foszforilacidja is, 6sszhangban
azzal, hogy a trombin kezelésre emelkedik a ROCKII aktivitas. BRAF hidnyaban az MLC
foszforilacigja kisebb mértékben emelkedik meg trombin kezelés hatasara, a cofilin
foszforilacidja azonban meglepd moédon mar trombin kezelés nélkiil is szignifikdnsan

magasabb.

56



A

siKontroll siBRAF
trombin 0 2 5 15 0 2 5 15 perc

pERK el ER TR TR0

ERK =% == == - =

pMLC - e

pMLC* -
MLC v« - -
p-cofilin R —
cofilin
GAPDH
B C D
*
2.5 69 —— * 2.5+
2 204 $ 7 2T
3 Q g 64. * g .,_:_
s & 15 s = < 3
22 2355 2=
> & 1.0 2= > &
e 522 58
S o8 € 4 s e
0.0- o .
0 2 5 15 0 20 5 1% 0 2 5 15 00 22 5 15 0 2 5 15 0 2 5 1%
siKontroll siBRAF siKontroll siBRAF siKontroll siBRAF

15. abra. Trombin stimulicié hatidsa az aktin citoszkeletont szabalyozo fehérjék foszforilacios
mintazatara. A: kontroll és BRAF siRNS-transzfektalt HUVEC sejtréteg lizise utan western blot analizis
segitségével vizsgaltam kiilonboz6 iddpillanatokban a trombin kezelést kovetéen az ERK, az MLC és a
cofilin foszforilaciojanak valtozasat. A western blot analizis altal kapott eredmények szamszerdsitett adatait
az alatta 1év6 diagramok mutatjak. B: szamszerisitett eredményeket a pPERK esetén. C: pMLC esetén. D:
a p-cofilin esetén. A pERK, pMLC és p-cofilin mennyiségét az ERK, MLC és cofilin teljes mennyiségére
normalizaltam. A bemutatott eredmények harom fliggetlen kisérletbdl szarmaznak, és két kiilonb6zé LOT
szami HUVEC sejttel végeztem el. A # szimbolum alacsonyabb expozicids id6t jelez az eléhivaskor, a * p
<0,05 értéket jelol. Kétféle expozicios idore azért volt sziikség, mert az erdsebb csikok szaturacio miatt
nem hasznalhatok, gyengébb csikok esetében meg nem lathato, ezért a kettdt egyiittesen értékeltem ki. A
kiertékelés soran legalabb harom parhuzamos mérés esetén a normalizalas Ggy tortént, hogy az adatsorokat
normalizaltuk egymashoz és ezutan a kiindulasi adatpontok atlagat vettiik 1-nek. Minden esetben van hibaja
az adatsoroknak csak néhany esetben nagyon kicsi, ezért a hibazaszlé nem lathato.

Kisérleteimben BRAF hianyaban az MLC foszforilacidja csokkent, a cofilin
foszforilacidja pedig nétt (15. abra). Korabban BRAF KO fibroblasztokban a ROCKII
mennyiségének és a cofilin foszforildciojanak csokkenését figyelték meg, mig egér
endotél-specifikus BRAF KO sejtekben a ROCKII mennyisége nem valtozott, viszont a
cofilin foszforilacidja szintén csokkent a kontroll sejtekhez viszonyitva. Felmeriil a

kérdés, hogy kiilonb6zé molekularis mechanizmusokon keresztiil valosul-e meg ugyanaz
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a fizioldgias hatds egér és human sejtekben. A kérdés megvalaszolasahoz ezen fehérjék

lokalizaciojanak analizisét is elvégeztem.
4.1.3. BRATF hatasa az aktin lokalizaciojara

Megvizsgaltam, hogyan valtozik meg az aktin citoszkeleton, valamint a pMLC és
a cofilin, illetve a p-cofilin lokalizacioja trombin kezelés hatasara kontroll és BRAF-
csendesitett sejtekben. A HUVEC sejteket kiilonboz6 ideig (0, 2, 5 és 15 perc) kezeltem
trombinnal és ezutan az egyes fehérjék lokalizaciojat immunfluoreszcens jelolések
segitségével tettem lathatova, majd konfokalis mikroszkoppal készitettem felvételeket.

Trombin stimuldci6 hatdsdra megtorténik az aktin szalak atrendezddése.
Megfigyeltem, hogy kontroll sejtekben trombin kezelés hatasara 2 perc utan periférias
aktin gytirti alakul ki, majd vékonyabb aktin szalak futnak végig a sejten és a kezelést
kovetd 15 perc utan vastagabb stressz-szalak képzddnek. BRAF-csendesitett HUVEC
sejtrétegnél ezzel szemben azt tapasztaltam, hogy a kezdetben vastagabb periférias aktin
gylri megmarad a kezelés soran és nem alakulnak ki stressz-szalak a kés6bbi

idépontokban sem, igy a periférias aktin gylir(i megmarad a kezelés alatt (16. abra).

trombin

falloidin >

16. abra. Trombin stimulicié hatasara bekovetkezé aktin atrendezédés. A BRAF-hianyos sejtek
esetében nem képzdédnek stressz-szalak trombin kezelés hatasara. A: siKontroll és B: siBRAF HUVEC
sejtrétegrol készitett immunfluoreszcens képek lathatok, amelyeket trombinnal kezeltem és fixaltam a
kezelést kovetd idépillanatokban, az abra felsé részén lathato jel6lés szerint. Minden panelen a falloidin
festés lathatd, ami a filamentalis aktint jeloli. Hairom fliggetlen kisérletet végeztiink el, amelyek koziil egy
kisérlet reprezentativ eredményei lathatok az abran. A méretaranyos vonal 25 pm.
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A fenti megfigyelésiink ramutatott arra, hogy a BRAF jelenlétében trombin-
kezelés elott vékonyabb periférids aktin lathato és a kezelések hatdsara vastagabb aktin
figyelheté meg és kialakulnak a stressz-szalak, azonban BRAF-hianyaban vastagabb
periférias aktin figyelheté meg a kezelés el6tt és trombin-kezelés hatasara nem alakulnak
ki stressz-szalak (16. abra). BRAF hianyaban és jelenlétében az aktin szalak
elrendezddése eltérd, ezért tovabbi kisérleteket végeztem annak érdekében, hogy
megértsem a BRAF milyen jelatviteli ttvonalon keresztiil képes szabalyozni az aktin

citoszkeleton atrendezddését.
4.1.4. BRAF hatasa a pMLC lokalizaciéjara

A kovetkezokben megvizsgaltam, hogy az aktin kontrakcidjat szabalyoz6 MLC
fehérje foszforilalt formajanak (pMLC) lokalizacidja hogyan valtozik BRAF jelenlétében
¢s hidnyaban. Kontroll sejtekben korai trombin kezelés hatdséra (2 perc) megndétt a
foszforilalt MLC mennyisége mind a periférian mind pedig a sejt belsejében. A periférias
pPMLC a periférias aktin gytirii mentén helyezkedett el és a késobbi trombin kezelési
idépontoknal a sejt belsejében futd aktin szalak mentén volt lathato. A BRAF-csendesitett
HUVEC sejtréteg trombin kezelésének korai iddpontjaban, 2 percnél megfigyelhetjiik a
foszforilalt MLC mennyiségének a novekedését a sejt periféridjdn, azonban a kezelés
késObbi iddpillanataiban a sejt belsejében nem jelentkezik a foszforilalt MLC
mennyiségének novekedése, ellentétben a kontroll sejteknél tapasztalt valtozassal (17.
abra).

Az immunfestés altal kapott eredmények azt mutatjak, hogy a trombin stimulacid
hatasara nem jonnek létre stressz-szalak BRAF-csendesitett HUVEC sejtekben. Mivel a
foszforilalt MLC BRAF-csendesitett sejtekben kizarolag a sejt perifériagjan figyelhetd
meg, ez magyarazhatja a western blot analizis soran kapott foszforilalt MLC mennyiségi
csokkenését. Felmeriil az a kérdés, hogy a BRAF-csendesitett HUVEC sejtrétegben
megfigyelt periférias foszforilalt MLC mennyiségének ndovekedése a ROCK fehérjén

keresztiil szabalyozodik-e.
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17. abra. A trombin Kkezelést kovetéen Kkiilonb6z6 idopillanatokban torténé valtozasok kovetése
konfokalis mikroszkoppal. A és C: Trombinnal (a fels6 sorban jelzett ideig) kezelt siKontroll. B és D:
SiBRAF HUVEC sejtrétegrél késziilt immunfluoreszcens képek, amelyeket pMLC antitesttel jeloltem. A
C és D abrak kompozit képet mutatnak, ahol az aktin (vilagoskék), a pMLC (piros) és a VE-cadherin (fehér)
lathat6. A pMLC és a falloidin kolokalizacioja fehér szinben jelenik meg. A VE-cadherin jel6li a sejt-sejt
kapcsolatokat és a trombin kezelés hatasara keletkezd kisebb rések jelenlétét. A fehér nyilak a trombin
kezelést kovetben az aktin szalak mentén elhelyezked6 pMLC lokalizaciéra mutatnak példat. Harom
figgetlen kisérletbdl egy kisérlet reprezentativ képei lathatok. A méretaranyos vonal 25 pm.

60



4.1.5. ROCK hatasa a pMLC lokalizaciéjara

A kérdés megvalaszolasahoz kisérleteimben egy ROCK-specifikus inhibitort
(Y27632) hasznaltam, amely a ROCK mindkét izoformajat gatolja, ATP-vel verseng a
katalitikus helyhez valo kotdédésért. Mind a kontroll, mind a BRAF-csendesitett endotél
sejtréteget kezeltem a ROCK inhibitorral, majd trombinnal indukaltam az aktin
atrendezddést ¢és konfokalis mikroszkdp segitségével készitettem felvételeket az
immunfestést kovetéen. Kontroll sejtekben az irodalmi adatokkal Osszhangban azt
figyeltem meg, hogy a ROCK inhibitor hatdsara nem tudtak stressz-szalak képzddni, a
foszforilalt MLC mennyisége is csokkent. BRAF hianyaban azt figyeltem meg, hogy a
kontroll sejtekhez hasonléan ROCK-specifikus inhibitor hatasara a sejt perifériajan
vékonyabb aktin szalak alakultak ki, és csokkent a foszforilalt MLC mennyisége is, ami
arra utalhat, hogy BRAF hianyaban a periférias ROCK aktivitas megné a kontroll
sejtekhez viszonyitva. Az eredményekbdl latszik, hogy a BRAF szabalyozza a ROCK
aktivitasat, megvaltozik a foszforilalt MLC mennyisége ¢s lokalizacidja is. Ezt

szemléltetik a 18. abran lathato kisérleti eredmények.
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Y27632

perc

falloidin

18. abra. ROCK inhibitor (Y27632) hatasa a HUVEC sejtek trombin-indukalt aktin, illetve pMLC
atrendezédésére. SiKontroll és siBRAF HUVEC sejteket kezeltem DMSO-val, illetve az Y27632
inhibitorral (10 uM, 1 éra), majd a sejteket trombinnal stimuldltam 15 percig. Az A és B: az aktin (falloidin),
a C és D: a pMLC lokalizacioja lathaté siKontroll (A, C, E), illetve siBRAF (B, D, F) sejtekben. Az E és
F: az aktin (z0ld), a pMLC (piros) és a VE-cadherin (sziirke) jelolések kompozit képeit mutatjak. Két
fiiggetlen kisérlet reprezentativ képei lathatok. A méretaranyos vonal 25 pm.
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4.1.6. MEK/ERK jelatviteli utvonal szerepe az aktin citoszkeleton

szabalyozasaban

A kovetkezokben arra kerestiik a valaszt, hogy a BRAF a MEK/ERK jelatviteli
utvonalon keresztiil szabalyozhatja-e a ROCK aktivitast a sejt periférian. Az irodalombol
mar ismert, hogy a BRAF a MEK/ERK jelpéalyan keresztiil szabalyozhatja a ROCK
aktivitasat és a stressz-rostok képzodését fibroblasztokban (139). Tovabba, a MEK
gatlasa megakadalyozza a stressz-rostok képzodését epitél sejtekben és szarvasmarha
aorta endotél sejtekben (139). Annak érdekében, hogy megértsiik, hogy HUVEC
sejtekben a MEK ttvonalon keresztiil szabalyozodik-e a BRAF aktin citoszkeletonra
gyakorolt hatasa, egy specifikus MEK inhibitorral (U0126) kezeltiik a kontroll HUVEC
sejtréteget.

Azt mar korabban megfigyeltiik, hogy BRAF hidnyédban trombin kezelés hatésara
hogyan rendezddik at az aktin citoszkeleton a kontroll sejtréteghez képest (17. abra). A
tudomanyos kérdésiink az volt, hogy a MEK gatlasanak hasonl6 hatasa van-e az aktin
citoszkeleton atrendezddésére, illetve az aktin citoszkeletont szabalyoz6 fehérjék
foszforilacidjara és lokalizaciojara, mint amit a BRAF hianyaban trombin stimulus
hatasara megfigyeltiink.

Az U0126 inhibitor gatolja a MEK aktivitasat, ezaltal az ERK aktivalasat. Ezzel
Osszhangban, kisérleti eredményeim azt mutatjak, hogy az U0126 inhibitorral torténd
kezelés hatasara csokken az ERK foszforilacigja (19. abra). Az MLC foszforilacidja a
trombin kezelés hatdsara csokkent, hasonl6an a BRAF-hidnyaban kapott eredményekhez.

A cofilin foszforilacidja azonban nem valtozott (19. abra).

DMSO U126
trombin 0’15’0’ 15’ min
ROCK - =
PERK &= &

ERK = s =
PMLC wn@p - o=
MLC - -
p-cofilin  we s v o
cofilin

GAPDH - —  _

19. abra. MEK (U0126) inhibitor kezelés hataisa HUVEC sejteken trombin stimulacié utan, western
blot analizis. A HUVEC sejtréteget DMSO-val, illetve U0126 MEK inhibitorral (10 uM, 1 6ra) kezeltem,
majd a sejteket trombinnal stimuldltam a jelzett ideig. Az ERK, az MLC és a cofilin foszforilacios
allapotanak valtozasait elemeztiik. A western blot adatok 2 fiiggetlen kisérlet reprezentativ eredményei.
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A 20. abran lathaté eredmények azt mutatjak, hogy a MEK inhibitor kezelés
megakadalyozta a stressz-rostok képzddését és a kontroll sejtekhez képest vastagabb
periférias aktin gylirit eredményezett, a BRAF csendesitéshez hasonld eredményt
mutattak. Az U0126 kezelés a pMLC periférias lokalizaciojat is novelte kissé, de

Osszehasonlitva a BRAF-csendesitett endotél sejtréteggel joval kisebb mértékben.

DMSO U0126
15

20. abra. MEK inhibitor (U0126) hatasa az aktin és pMLC lokalizaciéjanak valtozasara trombin
kezelést kovetéen. A HUVEC sejteket DMSO-val, illetve U0126 inhibitorral (10 uM, 1 6éra) kezeltem. A:
aktin lokalizacidja. B: pMLC lokalizacioja. C: az aktin (kék), a pMLC (piros) és a VE-Cadherin (fehér)
festések kompozit képeit mutatja. Két fliggetlen kisérletb6l szarmazo reprezentativ képek lathatok. A
méretaranyos vonal 25 pm.

Osszefoglalva, a trombin stimulacié mind a kontroll, mind a BRAF-csendesitett
endotél sejtekben ndvelte a pMLC mennyiségét a sejtek periféridgjan a korai
idépontokban. A kontroll sejtekben az aktin atrendezddott és stressz-rostok képzdodtek a
késobbi idopontokban, de ez BRAF hianydban nem tortént meg. A BRAF-csendesitett
sejtek periférigjan megfigyelt pMLC-gytiri ROCK-fliggé volt ¢s a MEK/ERK-gatlas
ugyan novelte a pMLC periférias lokalizacigjat, de kisebb mértékben koncentralddott a

sejtek perifériajara, mint a BRAF-csendesitett sejtekben.
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4.1.7. BRAF hatasa a cofilin lokalizacidjara

A western blot eredmények arra mutattak ra (15. abra), hogy BRAF-hianyaban a
bazalis p-cofilin mennyisége enyhén megnovekedett a kontroll endotél sejtekhez
viszonyitva. Felmeriil a kérdés, hogy BRAF hianyaban a cofilin fokozott foszforilacioja
Osszefiigg-e a ROCK megnovekedett periférias lokalizacidjaval és aktivitasaval. Annak
érdekében, hogy megértsiik a BRAF hatasat a cofilin foszforilaciojara a HUVEC sejteket
kiilonb6z6 ideig (0, 2, 5 és 15 perc) trombinnal kezeltem és ezutan a cofilin lokalizaciojat
immunfluoreszcens jeldlés segitségével tettem lathatova, majd konfokalis mikroszkoppal

készitettem felvételeket. Ezek a képek lathatok a 21. abran.
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21. abra. A BRAF fehérje génjének csendesitése csokkenti a periférias cofilin mennyiségét.
Immunfluoreszcens képek siKontroll (A, C, E) és siBRAF (B, D, F) HUVEC sejtrétegrél, amelyeket
trombinnal kezeltem a jelzett ideig. A és B: sejteket fixaltuk és cofilin antitesttel jeldltiik. C és D: a cofilin
festés (sziirke) mellett a plazmamembrant (PECAM, piros) és a sejtmagokat (Hoechst, kék) is mutatja. Az
E és F: a plazmamembran (PECAM, piros) és az aktin (falloidin, kék) festését mutatjak. Két fliggetlen
kisérlet reprezentativ képei lathatok. A méretaranyos vonal 25 pm.
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A 21. abran lathat6 immunfluoreszcens képek kvantifikalasat elvégezve arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy BRAF hidnydban a trombin stimulustdl fiiggetleniil
csokken a periférias cofilin mennyisége. Az immunfluoreszcens képek kvantifikalt

eredményét a 22. dbra mutatja.
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22. abra Trombin stimulacié mellett a cofilin és p-cofilin valtozasa siKontroll és siBRAF endotél
sejtrétegben. A cofilin és p-cofilin fluoreszcencia intenzitas valtozasat értékeltiik ki a sejtperiférian és a
sejtkézpontban.

4.1.8. ROCK gatlasanak hatasa a cofilin periférias lokalizaciojara BRAF-

csendesitett sejtekben

A kovetkezdkben arra kerestiik a valaszt, hogy vajon a ROCK aktivitasa huzodik
a hatterében annak, hogy a cofilin lokalizacidja csokken a BRAF-csendesitett sejtek
perifériagjan. A BRAF-csendesitett endotél sejteket ROCK inhibitorral (Y27632)
kezeltem. Az eredmények azt mutatjdk, hogy BRAF hianyaban az inhibitorral valo
kezelés hatasara a cofilin mennyisége nott a sejtek perifériajan, mig a kontroll sejtekben

a cofilin lokalizaci6ja nem valtozott (23. abra).
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23. abra. A HUVEC sejtek kezelése ROCK inhibitorral (Y27632). A ROCK-specifikus inhibitor, az
Y27632 (10 uM, 1 6ra) hatasat vizsgaltuk trombin kezelés hatasara siKontroll (A, C, E) és siBRAF (B, D,
F) HUVEC sejtrétegben. A: kontroll és B: BRAF-csendesitett sejteket fixaltuk és cofilinre festettiik meg.
C ¢és D: plazmamembrant (PECAM, piros) és a sejtmagokat (Hoechst, kék) mutatjadk. E és F:
plazmamembran (PECAM, piros) ¢és az aktin (falloidin, cian) festését mutatjak. Két fiiggetlen kisérlet

reprezentativ képei lathatok. A méretaranyos vonal 25 um.
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A 24. abra az el6tte 1év6 abrabol kiemelt részlet lathatd, ami szemlélteti a cofilin
fluoreszcencia-intenzitas valtozasanak szamszertsitett kiértékelését. Megvizsgaltam a
sejtperiférian 1évé (Ip) fluoreszcencia intenzitast és a sejtkozpontban (Ic) 1évo
fluoreszcencia intenzitast és ezek valtozasat. A DMSO-val kezelt siBRAF sejtekben az
Ip/Ic arany 0,72-0,76 volt, mig Y27632 jelenlétében 0,91-0,94-re nott (24. abra). Nagyon
hasonld6 Ip/Ic aranyt kaptunk a kontroll sejtek esetében (Ip/Ic 0,85-0,91 volt, 24. abra). A
cofilin lokalizacidja az Y27632 inhibitor kezelés hatasara megemelkedik a sejtperiférian

trombin kezeléstdl fliggetleniil is, illetve a trombin kezelésre is.
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24, abra. A cofilin mennyisége né az sSiBRAF sejtek perifériajan Y27632 kezelés hatasara. A ROCK-
specifikus inhibitor, az Y27632 (10 uM, 1 6ra) hatasat vizsgaltam a cofilin lokalizaciojara. A: siBRAF
sejtekben trombin kezelés nélkiil. A fehér nyilak a cofilin cs6kkent periférias jelenlétét mutatjak a DMSO-
kezelt siBRAF sejteken. B: cofilin festésen (sziirke) kiviil a plazmamembrant (PECAM, piros) és a
sejtmagokat (Hoechst, kék) is mutatjak. Két fiiggetlen kisérletbdl szarmazo reprezentativ képek lathatok.
A méretaranyos vonal 25 um-t jelol. C: cofilin fluoreszcencia-intenzitasanak szamszer(sitése a periférias
(Ip) és centralis (Ic) intenzitasok aranyaként lathatoé az Y27632 kezelések esetében, * p < 0,05.

4.1.9. MEK/ERK jelaviteli tvonal gatlisanak hatasa cofilin periférias
lokalizaciojara
Keratinocitdk esetében a MEK/ERK utvonal farmakolégiai gétlasa indukalja a
cofilin foszforilaciojat (140). Felmeriil a kérdés, hogy HUVEC sejtekben van-e szerepe a
BRAF MEK/ERK utvonalat aktivald hatasanak és a BRAF a MEK/ERK jelatviteli
utvonalon keresztiil képes szabalyozni a cofilin lokalizacidjat. A kérdés
megvalaszolasahoz a kontroll HUVEC sejteket MEK inhibitorral kezeltiik (U0126),

trombinnal stimuléaltuk, és a cofilin foszforilacigjat western blot analizis segitségével
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vizsgaltuk meg. Eredményeink azt mutattak, hogy a MEK/ERK inhibitor hatdsara nem

volt szamottevo valtozas a cofilin foszforilaciojanak mértékében (19. abra).

DMSO U0126
15 perc trombin 0 perc 15 perc trombin

0 perc

25. abra. A MEK-aktivitds nem jatszik szerepet a cofilin lokalizaciéjaban. A, B, és C: A MEK-
specifikus inhibitor, az U0126 (10 pM, 1 6ra) hatasat vizsgaltuk trombin kezelés hatdsara siKontroll
sejtekben. A: kontroll sejteket fixaltuk és megfestettiik cofilinre. B: cofilint (sziirke), plazmamembrant
(PECAM, piros) és a sejtmagokat (Hoechst, kék) mutatja. C: plazmamembran (PECAM, piros) és az aktin
(falloidin, cian) festését mutatja. A méretaranyos vonal 25 um.

A 25. dbran lathato kisérleti eredmények esetében megvizsgaltuk a cofilin
fluoreszcencia intenzitasanak valtozasat a sejtperiférian és a sejt kozeépso részén, ennek a
kiértékelését mutatja a 26/C. abran lathato diagram. Az immunfluoreszcencia képek
megegyeznek a 25. abran lathato képekkel, csak a diagram konnyebb megértését segitik
eld. A MEK inhibitor hatasat mutatja trombin kezelést kovetden. Az eredményeink
ravilagitottak arra, hogy cofilin lokalizacidja nem valtozik, ezért nagy valosziniiséggel
nem a MEK/ERK jelatviteli Gitvonalon keresztiil képes szabalyozni a BRAF a cofilin

lokalizaciojat.
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26. abra. A MEK-specifikus inhibitor, az U0126 cofilin lokalizaciojara Kifejtett hatasa trombin
kezelés (15 perc) utan kontroll sejtekben. A: cofilin festést mutatja, B: cofilin festésen (sziirke) kiviil a
plazmamembrant (PECAM, piros) és a sejtmagokat (Hoechst, kék) is mutatjak. Két fiiggetlen kisérletbol
szarmazé reprezentativ képek lathatok. A méretaranyos vonal 25 um-t jelol. C: cofilin fluoreszcencia-
intenzitasanak szamszer(sitése a periférias (Ip) és centralis (Ic) intenzitasok aranyaként az U0126 (25. abra)
kezelés esetében. * p < 0,05.

4.1.10. BRAF hatasa az endotél sejtek mechanikai tulajdonsagaira

A kovetkezokben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a BRAF fehérje
hianyaban és jelenlétében a trombin-indukalt aktin-atrendez6dés soran hogyan valtozik
meg a sejtek mechanikai tulajdonsaga. A sejtek megvaltozott merevségét
befolyasolhatjak az aktin atrendez6dései a trombin stimulacio soran, illetve a Kialakult
stressz-szalak is. Ezeket a valtozasokat észlelhetjiik a sejt perifériajan vagy a sejt kozepén,
példaul ez utdébbi helyen torténd valtozds esetleg korreldlhat a stressz-szalak
képzédésével. A sejtek mechanikai tulajdonsagainak vizsgalatara atomierd-
mikroszkopos (AFM) méréseket végeztiink. A kisérleti elrendezésiinkben az atomierd-
mikroszkopot epifluoreszcens mikroszkoppal kombinalva hasznaltuk (27. abra), hogy a
HUVEC sejtrétegben az EGFP expresszidjanak segitségével azonositani tudjuk azokat a
sejteket, ahol a BRAF-csendesitése megtortént.

A kontroll és a BRAF csendesitett HUVEC sejtrétegeket trombinnal kezeltiik és
ezt kdvetden kiilonbozé idépillanatokban fixaltuk a sejteket, majd vizsgaltuk a sejtek
merevségét (rugalmassagat) a periférian és a sejt kdzepén (a sejt legmagasabb részén).
Az er6gorbék illesztésébdl kapott Young-modulus (rugalmassagi modulus) értékek

eloszlasanak 6sszehasonlitasai szemléltetik, hogy a trombin stimulacié hogyan valtoztatja
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meg ezek eloszlasat a kontroll és a BRAF-csendesitett sejtek kdzpontjaban és perifériajan.
A kontroll mintakban a trombin altali stimulacié a rugalmassagi modulus eloszlasanak
eltolodasat idézte el6 a sejtkézpontban magasabb értékek felé (28/A. abra) és a periférian
kissé alacsonyabb értékek felé (28/B. abra). Ezzel szemben a BRAF-csendesitett
sejtekben az elasztikus modulus eloszlasa nem valtozott trombin kezelés hatdsara a
sejtkozpontban (28/C. abra), s6t a sejt periférian kissé alacsonyabb értékek felé tolodott
el (28/D. 4bra). El6 sejtekben a rugalmassagi modulus eloszldsa nagyon hasonld volt a
kontroll és BRAF-csendesitett sejtek esetében trombin kezelés nélkiil, mind a sejt

kozponti részét (28/E. abra), mind a sejt perifériat (28/F. abra) tekintve.

A B

Detektor

Lézersugar ““%6\39\‘3

= —

HUVEC sejtréteg

B Epifluoreszcens mikroszk6p

27. abra. AFM Kkisérleti elrendezése, a HUVEC sejtréteg mikroszképos és AFM képei. A: sematikus
abra az AFM epifluoreszcens mikroszkoppal valé kombinalasanak elrendezését mutatja be, amely célja,
hogy megjelenitsiik az EGFP-t expresszalo sejteket, igy azonositva azokat a sejteket, amelyek expresszaljak
a kontroll vagy BRAF shRNS-t. B: a fixalt endotél sejtréteg faziskontraszt képe (az AFM rugolapkat
mutatva), valamint ugyanennek a sejtrétegnek a fluoreszcencia képe (bal alsé), tovabba a nagy felbontasa
AFM képe (jobb oldali) lathato. A faziskontraszt képen és a fluoreszcencia képen lathatd bekeretezett
részlet az AFM képnek felel meg, a piros # pedig mindharom képen ugyanazt a sejtet jel6li a sejtrétegen
beliil. Méretaranyos vonal 50 pm.
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28. abra. A BRAF noveli az endotél sejtek merevségét trombin kezelés hatasara. A-D: kezeletlen vagy
trombin kezelt fixalt endotél sejteket reprezentalé rugalmassagi modulus eloszlas. A: shKontroll,
sejtkdzpont, sejtmagi rész. B: shKontroll, sejtperiféria. C: ShBRAF sejtkézpont. D: shBRAF, sejtperiféria.
Az E és F panelek a nem kezelt é16 shKontroll és shABRAF sejtek. E: sejtkézpontra szamitott rugalmassagi
modulus, sejtmagi rész. F: sejtperifériara szamitott rugalmassagi modulus §sszehasonlitasat mutatjak.

Ezutan Osszehasonlitottuk a fixalt sejtek rugalmassagi modulusdnak maximalis
értékeit (29. abra), amelyeket az egyes hisztogramokbol szamitottunk a trombin kezelés
kiilonb6z6 iddpillanataiban. Nem lattunk szignifikans kiilonbséget sem kontroll, sem a
BRAF-hianyos sejtek esetében trombin kezelés nélkiil a sejtek kdzepén és a periférian
mért rugalmassagi modulus kozott (29. abra). A sejtek kozéppontjaban kevésbe
rugalmasak lettek a sejtek és a rugalmassagi modulus egyre ndvekedett 5 és 15 perccel a
trombin stimulacid utan (29/A. abra). A kontroll sejteknél a periférias merevség a korai
idépontban (2 perccel a trombin kezelést kovetden) csokkent, ami a késdbbi
idépontokban visszatért a trombin kezelés nélkiili (kiindulasi) allapotba (29/B. abra), ez

korrelalhat a stressz-rostok kialakuldséval a sejt kdzponti részén. A BRAF-csendesitett
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sejtek esetében a trombin stimulacié utan 2 perccel a periférian csokkent a rugalmassagi
modulus, de a kontroll sejtekkel ellentétben ezek nem tértek vissza a normal értékre 5
vagy akar 15 percet kvetden sem.

A 18. abra lathato stressz-szalak képzOodésének hianya Gsszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy a BRAF-csendesitett sejtek rugalmassagi modulusa nem valtozott
jelentésen a sejtek kozepén a teljes stimulacié alatt. Erdekes modon a trombinnal nem
kezelt é16 sejtekben azt talaltuk, hogy a sejtek perifériaja merevebb, mint a sejtek kozponti
része (29/C. abra). Ezt a merevségbeli kiilonbséget €16 szarvasmarha aorta endotélsejtek,
nem kezelt és TNFa-val kezelt HUVEC sejtek esetében is megfigyelték (45). Ugyanakkor
nem talaltak kiilonbséget a fixalt human tiidéartéria endotél sejtek sejtkdzpontjanak és
periféridjanak merevsége kozott, hasonldan az altalunk kiértékelt fixalt HUVEC sejtek
merevségéhez (141). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a fixalas eltér6 modon
befolyasolja a centralis és periférias régiok merevségét. Az is ismert, hogy a fixalas noveli
a sejtek merevségét és valoban a mi kisérleti eredményeink is alatamasztjak ezt. A fixalas
25-sz0rosére novelte az endotél sejtek merevségét a sejtkozpontban, és 15-sz6rosére a
sejtek perifériajan. Fontos, hogy a BRAF hianya nem befolyasolta sem a sejtkdzpont, sem

a sejtperiféria merevséget.
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29. abra. Az shKontroll és shBRAF sejtek rugalmassagi modulusanak osszehasonlitasa fixalt és él6
sejteken. A: fixalt sejtek kozponti részének, B: fixalt sejtek periféridjan szamolt rugalmassagi modulusok
eloszlasanak illesztett maximum értékeit mutatja a trombin kezelés kiilonb6z6 idépillanataiban. Legalabb
30 sejtet elemeztiink, és minden sejt esetében 100 erdgdrbét rogzitettiink. Az abrazolt eredmények harom
fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak, és két kiilonb6z6 LOT szamu HUVEC sejttel végeztiik. C: é16 shKontroll
és shBRAF sejtek rugalmassagi modulusainak illesztett maximum értékeit mutatja a sejtkézpont és a
periféria esetén (trombin kezelés nélkiil). Ezek az adatok két fiiggetlen kisérletb6l szarmaznak (két
kiilonbozé LOT szami HUVEC sejteket felhasznalva). Legalabb 20 €16 sejtet elemeztiink. * p < 0,05.
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Osszefoglalva, a BRAF-csendesitett sejtek rugalmassiga nagyon hasonlé volt a
kontroll sejteken mért értékekhez mind a sejtkdzpontban, mind a sejtperiférian trombin
kezelés nélkiil és 2 perccel a trombin kezelést kovetden. Azonban 5 perc utan a BRAF-
hidnyos sejtek nem mutattak valtozast a rugalmassagi modulusban sem a sejtkdzpontban,
sem a sejtperiférian. A BRAF-hidnyos sejtek periféridjan és késobb a sejtkdzpontban

megfigyelt fokozott merevség korrelal a stressz-rostok megjelenésével.

2 min
0 min ) ‘ @ @ 5 min
— merevség @ ‘ @ ‘ @
== aktin
pMLC

30. abra. Sematikus abra a HUVEC sejtekben trombin kezelés hatisara bekovetkezé valtozasokrol.
Az AFM mérések soran torténd rugalmassagbeli valtozasokat szemlélteti a piros szin. Az aktin
atrendez6dését (kék) csak a kontroll sejtek esetén figyelhetjiik meg, amelynek elézményeképp a pMLC
mennyisége (narancssarga) nemcsak a sejt periféridjan, hanem a sejt belsejében is né. Mig a pMLC
periférids mennyiségének ndvekedése korrelal a merevség csokkenésével (2 perc), a stressz-szalak
kialakulasa a sejt kbzponti részén a merevség novekedésével jar egyiitt (5 perc). ShBRAF sejtek esetén a
merevség nem valtozik a 2 perces kezelést kovetden és stressz-szalak sem alakulnak ki a sejt kdzponti
részén.

4.2. A sejt-sejt kapcsolatok mechanikai perturbacioja az endotél sejtréteg

nyujtasaval - citoszkeletalis valtozasok BRAF altali szabalyozasa

Irodalmi adatokbol tudjuk, hogy az endotél sejtréteg folyamatosan mechanikai
hatasoknak van kitéve, ami fakadhat a véraramlas pulzalé jellegébdl, de a leukocita vagy
a tumor sejt a transzmigraci6 folyamata soran az endotél sejtrétegre erdt fejtenek ki az
étjutés alatt. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az endotél sejt-sejt kapcsolatok
a BRAF fehérjének milyen szerepe lehet. Ahhoz, hogy ezt megértsiik a korabbi
kisérletekhez hasonléan a BRAF fehérje génjét csendesitettiik az endotél sejtekben, RNS
interferencia segitségével (siRNS technika, siBRAF). Az endotél sejtréteget mechanikai
hatasnak tettiik ki, azaz megnyujtottuk a sejthtizo késziilék (12. abra) segitségével, majd
Osszehasonlitottuk kontroll, illetve BRAF-csendesitett sejtek valaszat. Az SIRNS kezelés
hatékonysagat western blot analizis segitségével ellendriztiik, és azt is analizaltuk, hogy
az aktin, cofilin és a foszforilalt cofilin mennyiségében tapasztalunk-e valtozast a BRAF

hianyaban (31. abra).
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31. abra. A BRAF fehérje génjének csendesitése. Western blot analizis segitségével ellendriztem, hogy
a BRAF fehérje génjének csendesitése miikodott-e és valtozik-e a cofilin foszforilacidja a csendesités
hatésara.

4.2.1. BRAF hatasa az MLC és a cofilin foszforilacidjanak kinetikdjara
nyujtas hatasara

Kisérleteink soran els6 1épésként azt vizsgaltuk meg, hogy kiilonb6z6 mértékii
megnyujtdsok esetében hogyan valtozik az aktin citoszkeletont szabdlyozo fehérjék
foszforilacios mintazata. A HUVEC sejteket 15 és 30%-kal nyujtottuk meg egyiranyba
horizontalisan (32. abra). A megnyujtast kovetden kiilonb6z6 idépillanatokban (0, 5, 10
¢és 30 perc) lizéltuk a sejteket és western blot analizis segitségével detektaltuk az MLC és
a cofilin foszforilaciojaban bekovetkezé valtozasokat. Azt tapasztaltuk, hogy 30%-0s
megnyujtas hatasara szignifikansan nd az aktin citoszkeletont szabalyozé MLC és cofilin
fehérje foszforilacigja. A 15%-os megnytjtas hatasdra nem tapasztaltunk szignifikéns
valtozast e fehérjék foszforilacidjaban (32. abra).

A sejtréteg 30%-os megnyujtasa sordn a foszforilalt MLC mennyisége mar 10
perc utan megemelkedett, mig a cofilin foszforilacioja még korabban, a nyujtast kovetd

otodik percben megndtt (32. abra).
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32. abra. HUVEC sejtek kiilonb6z6 mértékii nyidjtasanak hatisa az MLC és a cofilin
foszforilaciojara. A HUVEC sejtréteget 15%-kal vagy 30%-kal megnyujtottam, a nyujtast kovetd
kiilonbdz6 idépontokban lizaltam a sejteket. A: az MLC és a cofilin foszforildcidjanak western blot
analizise lathat6. A pMLC denzitometrias kiértékelése a B abran, mig a p-cofiliné a C abran lathatd. A
pMLC és a p-cofilin mennyiségét az MLC, illetve a cofilin mennyiségére normalizaltuk. Az atlag + SEM
értékeket abrazoltuk. A feltiintetett eredmények 3-7 fliggetlen kisérletb6l szarmaznak, amelyeket 3
figgetlen HUVEC LOT felhasznalasaval végeztiink el; * p < 0,05-6t jelol.

Tovabbi kisérleteinkben 30%-0s nyujtast alkalmaztunk, hogy Ossze tudjuk
hasonlitani a mechanikai hatisra adott molekularis sejtvalaszt BRAF jelenlétében és
hianyaban. Mind a kontroll, mind a BRAF-csendesitett sejtrétegeket megnyujtva,
kiilonb6z6 idépillanatokban (0, 5, 10, 20 és 30 perc) lizaltam a sejteket és vizsgaltam az
aktin citoszkeletont szabalyozo MLC és cofilin foszforilacidjanak valtozasat. Azt
tapasztaltam, hogy az MLC foszforilacigja mind a kontroll, mind a BRAF-csendesitett
sejtrétegekben megemelkedett és 20 percnél figyelhetjiik meg a maximumat (33. abra).
Erdekes, hogy a BRAF-csendesitett sejtréteg esetében a foszforilalt MLC 20 percnél
szignifikdnsan nagyobb novekedést mutatott a kontroll sejtréteghez viszonyitva.
Megfigyeltem azt is, hogy a cofilin foszforilacidja szintén megemelkedett a nyujtas
hatasara, a kontroll sejtekben ez gyorsabban bekovetkezett, mint BRAF hidnyéban.
Osszehasonlitva a kontroll és a BRAF-csendesitett sejtrétegek nyujtasra adott valaszat azt
lathatjuk, hogy ahol a BRAF fehérje hidnyzik, ott kisebb mértékii a cofilin inaktivacioja,
ami a tobb, aktiv cofilin jelenléte miatt egy hosszabb iddskalan zajlo aktin atrendezddésre
utalhat, és ez egyiitt jar egy nagyobb mértékit MLC foszforilacioval (32. abra).

Irodalombdl ismert, hogy a LIMK felelds a cofilin foszforilacidjaért, és az aktin
stressz-szalak képzodéséért (142). A BRAF jelenlétében gyorsabban bekdvetkezo cofilin
foszforilacigja az aktin szalak korabban bekovetkezd stabilizaloddsara utal, mig BRAF
hianyéaban ez lassabban zajlik, ami nagyobb mértékii aktin atrendez0dést és késleltetett

aktin-stabilizaciot eredményezhet.
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33. abra. MLC és cofilin foszforilaciéjanak kinetikdja kontroll (siKontroll) és BRAF-csendesitett
(sSiBRAF) HUVEC sejtekben, 30%-o0s megnyujtast kovetéen. A: 30%-kal megnyujtott kontroll és BRAF
siRNS-transzfektalt HUVEC sejtréteg western blot analizise, a mintakat a nyujtast kovetéen kiilonbozo
idépontokban lizaltam. B: pMLC, mig a C: p-cofilin denzitometrias analizise lathat6. A pMLC és a p-
cofilin mennyiségét a teljes MLC, illetve a cofilin mennyiségére normalizaltuk. Az atlag + SEM értékeket
abrazoltuk. A feltlintetett eredmények 3-7 fiiggetlen kisérletb6l szdrmaznak, amelyeket 3 fiiggetlen
HUVEC LOT felhasznalasaval végeztiink; # hosszabb expozicids id6t jelent; * p < 0,05-6t jeldl.

4.2.2. ROCK izoformak szerepe a mechanikai nyujtas soran

A BRAF a RAF1 fehérjén keresztiil szabalyozhatja a ROCKII izoforma
lokalizaciojat, illetve aktivitasat, ezért célul tiiztem ki annak a kérdésnek a
megvalaszolasat, hogy vajon az MLC és a cofilin a mechanikai nyujtas hatasara a ROCK
fehérjéken keresztiil foszforildlodik-e. Felmertilt az a kérdés is, hogy barmely fehérje
foszforilacidoja  kapcsolhato-e  valamelyik ROCK izoformahoz. A  kérdések
megvalaszolasahoz eldszor egy Rho-kindz inhibitort (Y27632) alkalmaztam, amely nem
izoforma specifikus, hanem mind a ROCKI-t és a ROCKII-t gatolja a miikkodésében. A
korabbi kisérletekhez hasonldan az endotél sejtréteget megnyujtottam, majd kiilonb6zd
iddpillanatokban (0, 5, 10, 20 és 30 perc) a sejteket lizaltam €és western blot analizis
segitségével detektaltam az aktin citoszkeletont szabalyozé MLC és cofilin foszforilacios
mintdzatat azzal a kiilonbséggel, hogy ezt megeldzte egy 1 ords Y27632 kezelés. A
kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy a ROCK funkcidjanak gatlasa mind az MLC,

mind a cofilin foszforilacidjat csokkentette (34. abra).
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34. abra. ROCK inhibitor (Y27632) hatiasa az aktin citoszkeletont szabalyozé fehérjék
foszforilaciojara a HUVEC sejtréteg nyujtasakor. A: Y27632 inhibitorral kezelt sejtek western blot
analizise. Az MLC ¢és a cofilin foszforilaciojat vizsgaltam a 30%-kal megnyujtott és a nyujtast kdvetden
kiilonb6z6 idépontokban lizalt HUVEC sejtekben. B: pMLC mennyiségének kvantitativ analizise, mig a
C: p-cofiliné, melyeket normalizaltam a teljes MLC és a cofilin mennyiségére. Az atlag + SEM értékek
abrazoltam. Az adatok 2 fliggetlen kisérletbdl szarmaznak.

Tehat, a mechanikai stimulusra adott biologiai sejtvalaszban a ROCK fehérjének
fontos szerepe van, azonban az még nyitott kérdés, hogy melyik ROCK izoforma és
milyen mértékben jarul hozza a citoszkeletalis valaszhoz. Ahhoz, hogy ezt a kérdést
megvalaszoljuk a ROCKI és a ROCKII izoforma specifikus siRNS-eket alkalmaztam. Az
siRNS kezelés utan megnytjtottam a sejteket és az el6zé kisérletekhez hasonloan
kiilonb6z6 1dopillanatokban lizaltam, majd western blot segitségével analizaltam a
fehérjék foszforilaciés mintazatat (35. abra). A kisérleti eredményekbdl latszik, hogy
amikor kiilon-kiilon csokkentettik a ROCKI és ROCKII izoformak mennyiségét, az
MLC foszforilacidja is csokkent, de a nyujtas hatasara bekovetkezé emelkedé6 MLC
foszforilacid  tendencidja megmaradt. Ahol mindkét izoforma expresszidjat
csokkentettiik, ott a nyQjtas hatasara megszlnt teljesen a sejtvalasz, elmaradt az MLC és
a cofilin foszforilacidja is. A cofilin foszforilacijaban azonban a két ROCK izoforma
eltérd szereppel bir, ugyanis ahol a ROCKI izoforma expresszidjat csokkentettiik, a
meghuzas hatasara a cofilin foszforilacioja emelkedett, bar kisebb mértékben a kontroll
sejtekhez képest. Ezzel szemben, ahol a ROCKII izoforma génjét csendesitettiik, ott alig
figyelheté meg a cofilin foszforilacidjanak emelkedése a meghlizds hatisara. Az
eredmények arra utalnak, hogy a ROCKII izoforma hozzédjaruldsa a HUVEC sejtek
nyujtas altal kivaltott cofilin foszforilacigjdhoz nagyobb mértékii, mint a ROCKI

izoformanak (35. abra).
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35. abra A ROCKII nagyobb mértékben jarul hozza a cofilin foszforilaciojahoz, mint a ROCKI az
endotél sejtréteg nyujtasakor. A: ROCKI és ROCKII siRNS-sel, valamint a kettd kombinacidjaval kezelt
HUVEC sejtek nyujtasakor bekovetkezd citoszkeletalis véltozasok western blot analizise. A 30%-kal
megnyujtott sejteket a nyujtast kovetd kiilonb6z6 idépontokban lizaltam. B: pMLC mennyiségének
kvantitativ analizise, mig C: p-cofiliné, melyeket normalizaltam az MLC és a cofilin mennyiségére. Az
atlag + SEM értékek abrazoltam. A bemutatott eredmények 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak; a #
hosszabb expozicidt jelent.

4.2.3. Mechanikai eré hatasara torténé F-aktin atrendezodés él6 sejteken

Az endotél sejtréteg megnyujtasakor megvizsgaltam a nyujtas hatdsara adott aktin
citoszkeletont szabalyozo fehérjék foszforilacidjanak kinetikdjat, amely arra utal, hogy
BRAF hianyéaban valdsziniileg nagyobb mértékii az aktin atrendez6dése és a kialakult
széalak késObb stabilizalodnak. Ahhoz, hogy bizonyitsuk, hogy az aktin valoban eltérd
1doskalan rendezddik at, egy technikailag sokkal bonyolultabb kisérleti megkdzelitést
alkalmaztam. Ebben a kisérletsorozatban azt vizsgaltam meg, hogy BRAF jelenlétében
¢s hianyaban a nyujtas hatasara valds idében hogyan rendezddnek at az aktin stressz-
szalak, azaz a BRAF fehérje milyen szerepet jatszik az F-aktin atrendezddésében és
stabilitdsaban.

A HUVEC sejtréteg nyujtasat valos idében kovettiik nyomon konfokalis
mikroszkdp segitségével. Annak érdekében, hogy az F-aktin valtozasat kovetni tudjuk,
virus infekcioval LifeAct-mCherry (fluoreszcensen jelolt) aktin-kotd peptidet vittiink be
a sejtekbe, valamint kontroll, illetve BRAF shRNS-eket, utobbi segitségével a BRAF
fehérje génjének expresszidjat csendesitettiik a sejtekben. Kisérletiinkben egyedi sejteket
hasonlitottunk 6ssze kontroll és BRAF-csendesitett sejtrétegekben, amelyek egy intakt
sejtréteg részét képezik (nem minden sejt ad fluoreszcencias jelet, ennek az a

magyarazata, hogy a virusinfekcié sem ad 100%-os hatékonysagot). Az shKontroll és
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shBRAF plazmidok esetén ugyanazon prométerrel expresszalodik az shRNS és az EGFP
rész, ezért minden olyan sejt, ahol az shRNS expresszalodik, zolden vilagit. A BRAF
ShRNS-ek hatékonysagat, azaz, hogy valoban csokkentik-e a BRAF expressziojat
western blot analizissel is ellendriztem (36. abra). Kisérleteim soran egy plazmamembran
festék segitségével ellendriztem (DeepRed CellMask), hogy a HUVEC sejtek egy

Osszefiiggd sejtréteget alkotnak.
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36. abra Az endotél sejtrétegen a BRAF fehérje génjét csendesitettem. Western blot analizis
segitségével ellendriztem, hogy valoban csokkent a BRAF expresszioja.

Elészor arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a nyujtas hogyan befolyasolja a
nyUjtas iranyaval parhuzamos (azaz a horizontalis), illetve arra merdleges (azaz a
vertikalis) sejtkapcsolatok hosszat (37/C. abra). Ennek a szamszerisitéséhez
meghataroztuk a kiilonboz6é iddpillanatokban készitett felvételeken az épp aktudlis
hosszat (L), ebbdl kivontuk a kiindulasi, nyujtas eldtti hosszt (Lo) és ezt normalizaltuk a
nyujtas elétt mért hosszra (Lo). Az eredmények az mutatjak, hogy a nyujtasra merdleges,
azaz a fliggbleges sejtkapcsolatok méretét nem valtoztatta meg a nyujtas, de a nyujtassal
parhuzamos, vizszintes sejtkapcsolatok hossza 20-30%-kal nétt, a nyjtas mértékével
Osszhangban. A kovetkezdkben analizaltuk a nyjtas iranyaval megegyezd (horizontalis)
stressz-szalak és a nyujtds iranydra merdleges (vertikalis) stressz-szalak iddbeli
atalakuldsat, hogy a western blot kisérletek eredményei alapjan felallitott hipotézisiinket
igazolni vagy céafolni tudjuk.

A LifeAct-mCherry fluoreszcencias intenzitasanak kvantifikalasa (37/D. abra)
arra enged kovetkeztetni, hogy a nyujtast kovetd néhany percen beliil az aktin
filamentumok mennyisége megnd a nyujtassal parhuzamos (vizszintes iranyba esd)
sejtkapcsolatokban és a nyujtasra merdleges (fiiggdleges) sejtkapcsolatokban pedig

hasonlé mértékben, de csokkent. Az atlagos fluoreszcencia intenzitds mértéke

81



szamszerisitve 20-30%-0s ndvekedést mutatott BRAF jelenlétében és hidnyaban is a
nyujtads iranyaval megegyezd irdnyban. A nyujtds iranyara merdleges filamentumok
fluoreszcencia intenzitasa 20-30%-kal csokkent. Erdekes modon a kontroll sejtekben a
nyujtas hatasara gyorsabban atrendezddott az aktin citoszkeleton és a nyujtas hatdsara
kialakult stressz-szalak 10 perccel a nytjtas utdn mar stabilizalodtak. BRAF hianyaban a
kontroll sejtekhez viszonyitva az aktin atrendezddése lassabban torténik meg, 30 perccel
a nyujtast kovetéen kozeliti meg a kontroll sejtekben tapasztalhato maximalis aktin
fluoreszcencia intenzitas kvantitativ értékét. Ezek az eredmények aldtdmasztjdk a western
blot eredmények alapjan felallitott hipotézist, miszerint a cofilin foszforilaciéjanak
lassabb kinetikdja BRAF hianyaban az aktin lassabb stabilizalodasahoz vezet, csak 30
perc utan éri el azt a szintet, amely a kontroll sejtekben mér hamarabb észlelhetd, 10

percet kovetden (37. abra).

82



nyujtas elétt nyujtas utan
10’ 20’ 30’ Kinepict

nyujtas
yul 3

<--

shKontroll

C D
- 0.4+ 2 Tdau k. % %k ke * % % %
N J N 1 ) -
§ Z-Z T‘I’E"':—I';"I‘-—.-T--I: T T2k horizontalis g :z —a shKontroll - horizontalis
Sa 1/ B TLATIIT™ £.8 ) shBRAF - horizontalis
£ S8 = 1E
2 S GEa
€ €5 e
Q4 e e >
- vertikdlis ~ § 0.94 B L= -
£ ] —g shKontroll - vertikalis
E g 0.8 e Al
3 E = -~ shBRAF - vertikdlis
e 0.74
— T — — J — T — — J
10 -5 0 5 10 15 20 25 30 -0 -5 0 5 10 15 20 25 30
sejtek nyGjtasanak id6tartama, perc sejtek nydjtasanak idétartama, perc

37. abra. A BRAF jelenléte felgyorsitja az ijonnan képz6dott aktin stressz-rostok stabilizalédasat a
nydjtas utan a megnyijtott (horizontalis) csomopontokban. A, B: Példa a LifeAct-mCherry
expresszidjaval vizualizalt aktin lokalizacio valtozasaira 30%-os nyujtas hatasara. A: shKontroll és B:
shBRAF sejtekben. A képek a nytjtas el6tt és utan a jelzett idopontokban késziiltek. A méretaranyos vonal
25 um. A folytonos vonallal jelzett nyilak a fluoreszcencia intenzitasanak novekedését jelzik a vizszintes
csomopontokban, mig a szaggatott nyilak a fluoreszcencia intenzitasanak csokkenését a fliggéleges
csomopontokban. Az utolsé panel a Kinepict szoftver altal az aktin fluoreszcencia-intenzitasokbdl a nyujtas
id6beli lefolyasa alatt kiszamitott effektiv félidét mutatja, amely a nyujtas azon idopontjat jelzi, amikor az
aktin fluoreszcencia-intenzitas elérte a teljes fluoreszcencia-intenzitasvaltozas felét. A szinkdd az utolsd
panelen lathato. C: vizszintes (kitoltott négyzetek) és fliggbleges (iires négyzetek) csomopontok
nytjtasanak mértékét a (L-Lo)/Lo képlet segitségével szamoltuk ki, ahol Lo a csomopont nyt;jtas elott mért
hossza, L pedig a megadott iddpontban a nyujtas utan mért hosszat jel6li. Az shKontroll sejtek adatait fekete
szinnel, mig az shBRAF sejtek adatait sziirke szinnel abrazoltuk. D: az aktin fluoreszcencia intenzitas
valtozasanak kvantitativ meghatarozasa a megadott idépontokban a nyujtas utan az shKontroll- (fekete) és
shBRAF-transzfektalt (sziirke) sejtek horizontalis (kitoltott négyzetek) és vertikalis (lires négyzetek)
sejtkapcsolatokban.

4.2.4. A foszforilalt MLC lokalizaciéjanak valtozasa mechanikai ero

hatasara

Az MLC foszforilaciés mintazataban a western blot eredmények alapjan (33.
abra) kiilonbséget tapasztaltunk a kontroll és a BRAF-csendesitett mintak esetében, ezért
a kovetkezokben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a pMLC lokalisan hogyan
befolyasolja az aktin szalak kialakuldsat €s a kontrakciot. A kontroll és BRAF-
csendesitett sejtrétegeket meghtzas eldtt, majd a meghuzast kdvetd 15 perc utan egybol

fixaltam, majd az F-aktin és a pMLC lokalizaciojat immunfestéssel vizsgaltam. A nyujtas
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elotti allapotban azt tapasztaltam, hogy a kontrollhoz képest a BRAF-hianyos
sejtrétegben tobb aktin talalhatd a sejtek perifériajan (38/A. abra). Ezek az eredmények
korrelalnak a mar emlitett KO egérmodellekben tapasztalt endotél sejtek immunfestési
mintazataval. A nyujtas hatasara a kontroll sejtekben vékonyabb aktin szalak jelentek
meg a nyujtas iranyaval parhuzamosan a sejtek belsejében és vastagabbak aktin szalakat
figyeltink meg a nyujtas iranyaval parhuzamos sejt-sejt kapcsolatokban. A BRAF-
csendesitett mintaknal nemcsak a nyujtassal parhuzamos (horizontalis) sejt-sejt
kapcsolatokban, hanem a sejten beliil is vastagabb aktin szalak képzoédtek. Erdekes
megfigyelés, hogy a nem nyujtott kontroll és BRAF-csendesitett mintak esetében a pMLC
festédés eltéré mintazatot mutat (38/B. abra). A kontroll sejtekben a pMLC eloszlasa
homogén, mig a BRAF-hianyos sejtekben nagyon halvany festddést mutat a sejt periféria
kozelében (azaz a sejt-sejt kapcsolatoknal, piros nyilak jelzik), a sejt mas részein
strukturaltnak tiinik. Nyujtas hatdsaira a BRAF-csendesitett sejtekben a pMLC
strukturaltabbd valik, és nemcsak a horizontdlis csomoépontokban, hanem a sejtek
belsejében is kolokalizalodik az aktin szalakkal (38. abra). Sejtszinten az aktin szalak
PMLC-vel valo lokalizacidja fokozott kontraktilitdsra utalhat, és valoban molekularis
szinten megnovekedett MLC foszforilaciot kaptunk BRAF-deficiens sejtekben nyujtas
hatasara (33. abra). Nyujtas hatasara a pMLC festédés kifejezettebbé valik azoknal a
kontroll sejt-sejt kapcsolatoknal, ahol kett6nél tobb sejt talalkozik, azaz a tricellularis

csomopontokban (38. abra).
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38. abra. Az aktin citoszkeleton atrendezédése nyujtas hatasara, a BRAF szerepe. A: aktin (falloidin),
B: pMLC festése lathato a kontroll, illetve BRAF-csendesitett sejtrétegnek nyujtast megel6zben, illetve 15
perccel a nytGjtast kovetéen. C: pMLC (piros) és aktin (z61d) kompozit képe. A piros nyilak vastagabb aktin
szalakra (A) mutatnak a megnyujtott kontroll és siBRAF sejtekben, valamint halvany pMLC festddést az
SiBRAF sejtek perifériajan (B). A méretaranyos vonal 50 pm. A D abran bemutatott kép lathaté masképp
szinezve (az ImageJ-ben ,,fire”), hogy jobban szemléltesse a fokozott pMLC festddés kiilonbségeit a sejten
beliil (itt a VE-cadherin fest6dés vilagoskék szinnel lathato). A pMLC mennyiségét egy szinskala mutatja,
sarga szin jeloli azokat a teriileteket, ahol a pMLC nagyobb mennyiségben talalhat6, mig a kék szin
kevesebb pMLC jelenlétére utal. A szinskala a kép jobb fels6 sarkaban talalhatd. A fehér nyilak a nydjtott
sejtréteg képén harom sejt talalkozasanal (tricellularis) lathato er6sebb pMLC fest6dést jelolik. Az E abran
azoknak a két vagy harom sejt taldlkozasanal kialakult csomopontoknak a szama van abrdzolva, a
csomopontok %-aban, ahol a pMLC erésebb festddést mutatott. Az atlag + SEM-t abrazoltuk, az adatok
90-100 csomopontra vonatkoznak. Az eredmények 2 fliggetlen kisérletb6l szarmaznak; * p <0,05.
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4.25. A foszforilalt cofilin lokalizaciojanak valtozasa mechanikai eré

hatasara

A pMLC lokalizacidjanak megfigyelése utan a kovetkezékben a cofilin, illetve a
p-cofilin lokalizaciojat is vizsgaltam nyujtas hatasara (39. abra). Arra a kérdésre kerestiik
a valaszt, hogy a cofilin lokalisan hogyan jarul hozzd az aktin stabilizaci6 eltérd
kinetikdjahoz. A kérdés megvalaszolasdhoz a nem nyujtott és a nyujtott sejtrétegeket
immunfestettiik cofilin-re, és p-cofilin-re. Az irodalmi adatokkal Gsszhangban a nem
nyujtott kontroll sejtekben a cofilin fest6édés homogén volt (142). Nyujtas hatasara a
cofilin lokalizacioja perinuklearisabb lett, és a fluoreszcens jel jelentdsen csokkent a sejt-
sejt kapcsolatoknal. A p-cofilin festédés egyenletes volt a sejteken beliil, és nem valtozott
nyUjtas hatasara. Ez arra utal, hogy a megnyujtott sejtekben kevesebb aktiv cofilin van
jelen a sejtkapcsolatoknal. Ez Osszhangban van azzal az elmélettel, hogy a nyujtas
hatdsara a nem foszforilalt, aktiv cofilin disszocidl az aktinrol, ami az aktin szalak
stabilizalodasahoz vezet. A BRAF csendesitett sejtekben mind a cofilin, mind a p-cofilin
egyenletes eloszlast mutattak, és egyik sem valtozott a nytjtas hatdsara. Ez korrelal azzal
a hipotézissel, hogy BRAF hianyaban az aktin reorganizaci6 a sejt egészén belill torténik,
¢és nem korlatozodik a sejtkapcsolatokra (39. abra).

Kontroll (siKontroll) BRAF-csendesitett (siBRAF)

nyujtas elott nyujtas elott megnyujtott

megnyujtott

cofilin

BY. .

p-cofilin_ « L

39. abra. BRAF hatasa a cofilin és p-cofilin lokalizaciéjara a HUVEC sejtréteg nyijtasa soran. A:
Kontroll, illetve BRAF-csendesitett sejtréteg cofilin festését mutatja. B: p-cofilin festése lathato nytjtast
megeldzden, illetve 15 perccel a nyujtast kdvetden. A nyuUjtas eldtti és a megnyujtott felvételek két
kiilonb6z6 mintan késziiltek. A piros nyilak a kontroll mintdban a cofilin nyujtas hatasara bekovetkezo
elmozdulasat mutatjak a sejtek perifériajarol (a sejt-sejt kapcsolatokbol). A méretaranyos vonal 50 pm.
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4.2.6. Az endotél sejt-sejt kapcsolatoknal képz6do intercellularis rések

Elemeztiik a sejtek kozotti résképzOodést nyujtas hatasara, amely a sejt-sejt
kapcsolatok er6sségérdl ad informaciot (40. abra). A résképzidés a kontroll sejtrétegben
koriilbeliil 15-szorosére nott kozvetleniil a nyjtas utan, és az idé mulasaval tovabb nott.
Erdekes modon a BRAF-csendesitett sejtréteg mar a nyujtas elétt is valamivel kevesebb
rést mutatott (koriilbeliil a kontroll felét). Ez a megfigyelés a BRAF-hianyos sejtek
fokozott periférias aktin gytirti képzédésével magyarazhaté (38. abra). Erdekes modon a
rések teriilete kozvetleniil a nyujtas utan koriilbeliil 6tszordsére nott, €s az idé muldsaval
BRAF hianyaban nem ndvekedett tovabb jelentdsen. Feltehetéen a BRAF hianyos sejtek
megnovekedett kontraktilitasa miatt a sejtek képesek hatékonyabban alkalmazkodni a
nyujtashoz, és ezért képesek megerdsiteni a sejt-sejt kapcsolatokat és minimalizalni a

résképzddést.
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40. abra. BRAF hianyaban az endotél sejtek kozott a nyijtas hatasara képzodott rések mennyisége
idében nem valtozik. A: shKontroll (fekete) és shBRAF (sziirke) sejtrétegben a sejtek kozotti rések
méretének valtozasat mutatja a nyujtas elétt, illetve idében kovetve a sejtréteg nyujtasa utan. Az abrazolt
eredmények 4-5 fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak, * p < 0,05-6t jelol. B: shKontroll és siBRAF RNS-t
expresszald sejtréteg példajat mutatja a nyujtas elétt és 30 perccel a ny@jtas utan. A plazmamembran
fehérrel, az shRNS-t expresszald sejtek zolddel lathatok. A fehér nyilak a nyujtas hatdsadra megjelend
réseket jelolik. A méretaranyos vonal 25 pm.
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41. abra. Osszefoglalo abra az endotél sejtek nyijtasakor bekovetkezé molekularis és sejtszintii
valaszoknak BRAF jelenlétében és hianyaban. Molekularis szinten mind a cofilin, mind az MLC
foszforilalodik nyujtds hatdsara. A cofilin a foszforilacié révén inaktivalodik, ezért az aktin
depolimerizacioja gatolt. A foszforilalt MLC az aktin 6sszehtizodasat segiti el6. BRAF csendesités esetén
nagyobb mértékii aktin kontrakcio figyelhetd meg (a cofilin foszforilacidja/inaktivalasa késleltetett).
Sejtszinten a kontroll sejtekben vastagabb aktin szalakat (zold, felsé abrasor) figyelhetiink meg a
horizontalis (megnyujtott) csomopontokban, amelyekben csokken a cofilin (zold, als6 &brasor)
mennyisége. Ez Uigy értelmezhetd, hogy az aktinrostok stabilizalédnak a megnyujtott csomdpontokban.
BRAF csendesités esetén a vastagabb aktinrostok az egész sejtben megtalalhatok, és nem korlatozédnak
csak a megnylt csomopontokra (ahonnan a cofilin nem zarddik ki). A méretaranyos vonal 50 um.

4.3. Kovetkeztetések

Az endotél sejtréteg trombinnal torténd biokémiai stimuldcidja sordn (1)
megallapitottuk:

1.1. BRAF hianydban a human endotél sejtek trombin-indukalt
permeabilitasa csokken, tovabba az A375 melanoma sejtek transzmigracidja is,
Osszhangban az egér modellben megfigyelt jelenségekkel.

1.2. BRAF hianyaban trombin stimuldcié hatdsdra nem alakulnak ki
stressz-szalak, hanem megmarad a periférids aktin gytirli. Ezzel 6sszhangban az
MLC foszforilacidja csokken a kontroll sejtekhez viszonyitva, a pMLC

lokalizacioja pedig nem nd a sejt belsejében stimuldcid hatisara. A cofilin
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foszforilacigja magasabb BRAF-hidnyaban, mennyisége pedig csokken a sejt
perifériajan.

1.3. A BRAF aktin citoszkeleton atrendezOdésében betoltott szerepe a
ROCK-on keresztiili szabalyozashoz ko6thetd, mivel a ROCK inhibitor képes
visszaallitani a cofilin periférias lokalizacidjat siBRAF sejtekben, mig kontroll
sejtekben a MEK/ERK tutvonal gatlasdval nem valtozik a cofilin periférids
lokalizacidja.

Az endotél sejtréteg mechanikai stimulacidja soran (2) megéllapitottuk:

2.1. A sejtréteg megnyujtasa soran mind az aktin citoszkeletont szabalyozo
MLC, mind a cofilin foszforilaloédik, de a cofilin foszforilacidja idében kordbban
éri el a maximumat. BRAF hidnyaban az MLC foszforilacidja nagyobb mértékil,
a cofilin foszforilaciojanak mértéke nem valtozik, azonban lassabban kovetkezik
be. Kontroll sejtekben az MLC foszforildciojdhoz mindkét ROCK izoforma
hozzajarul, azonban a cofilin foszforilaciojaban a ROCKII-nek nagyobb szerepe
van.

2.2. A sejtréteg megnyuUjtasa sordn a sejtek aktin citoszkeletonja a
megnyult sejt-sejt kapcsolatokba rendezddik, ahol a cofilin mennyisége csokken.
BRAF hidnydban egy nagyobb mértékli aktin atrendezOdés torténik, amely
nemcsak a sejt perifériagjara korladtozodik. Ezzel Osszhangban a cofilin
elmozdulésa sem figyelhetd meg.

2.3. BRAF hianyaban kevesebb rés alakul ki a sejtek kozott és nyljtas
hatasara a sejtek kozott kialakuld rések teriilete joval kevésbé nd a kontroll
sejtekhez viszonyitva. A BRAF hidnyadban megfigyelt nagyobb mértékii aktin

atrendez6dés és kontrakcid hatasara a sejt-sejt kapcsolatok stabilitasa nd.
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5. Az eredmények megvitatasa

5.1. BRAF szerepe az endotél permeabilitas szabalyozasaban és az endotél sejtek

mechanikai tulajdonsagainak meghatarozasaban

5.1.1. BRAF szerepe az aktin citoszkeleton atrendezdédésében, hatasa az

endotél sejt-sejt kapcsolatokra

Az aktin citoszkeleton dinamikus valtozasaval szabalyozddnak az endotél sejt-sejt
kapcsolatok, igy befolyasolva az endotél sejtréteg permeabilitasat. Az endotél sejt-sejt
kapcsolatok erdsségét, akar a rakos sejtek, akar a leukocitdk a gyulladds soran
érzékelhetik, ezaltal megtalaljak az extravazaciohoz sziikséges optimalis helyet, ahol a
legkonnyebben tudnak atjutni a sejtrétegen (143). A tumor sejtek képesek kibocsatani
permeabilitast noveld anyagokat, példaul trombint, amelyek az endotél barrier funkciojat
gyengitik. Ezt az aktin citoszkeleton atrendezddése segiti elé, amely a tumor sejt
extravazacio folyamatahoz jarulhat hozza (3). A trombin altal indukalt aktin citoszkeleton
valtozasok fontosnak bizonyultak a BRAF V600E mutéciot tartalmazo melanoma sejtek
transzmigracids kisérleteiben, mivel a V600OE muticio jelenléte fokozott trombin
termelést mutatott és a trombin termelés mértéke korrelalt a sejtek extravazacios
hatékonysagaval (3). PhD munkam alapjat képezte az a megfigyelés, hogy egér endotél
sejtekben BRAF hianyaban kevésbé lesz atjarhatd az endotél sejtréteg trombin kezelés
hatasara is és kevesebb melanoma sejt képes atjutni in vitro transzmigracios kisérletekben
(1). Kisérleteinkben megmutattuk, hogy ez a fenotipus human endotél sejtekben is
megfigyelhet6. BRAF hidnyédban a sejtekben vastagabb periférias aktin gylirli figyelhetd
meg a kontroll sejtekhez viszonyitva. Trombin kezelés hatasara a kontroll sejtekben
kialakult stressz-szalak hozzajarulnak a sejt-sejt kapcsolatok atrendez6déséhez, azonban

BRAF fehérje hianyaban nem alakulnak ki stressz-szalak.

5.1.2. BRAF szerepe az aktin citoszkeletont szabalyoz6 fehérjék
lokalizaciojaban és foszforilaciojaban

Kontroll sejtekben a trombin kezelés hatasara kialakulo, a sejten ativeld aktin

szalak mentén lokalizalodik a pMLC, amely a sejt kontraktilitas novekedését jelzi. Ezzel

szemben a BRAF hianyaban periférias aktin gytrti alakul ki, ahol a pMLC jelenléte is

megfigyelheté. A periféridss pMLC megnovekedett mennyisége a BRAF-hidnyos

sejtekben hozzajarulhat a vastagabb periférias aktin gylrti stabilizalasdhoz. Ez a
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periférias gylrti a ROCK gatlasaval megsziinik. Kontroll sejtekben a MEK aktivitasanak
gatlasaval hasonld periférids gytrti jelenik meg, de a pMLC lokalizacidja nem
koncentralodik a sejtek periféridjara olyan mértékben, mint az siBRAF sejtekben. Az
aktin depolimerizacios faktor, a cofilin mennyisége csokken a BRAF-csendesitett sejtek
periféridjan a kontroll sejtekhez képest. ROCK inhibitorral valé kezelés hatasara a BRAF-
csendesitett sejtek periféridgjan megné a cofilin mennyisége, de a kontroll sejtek MEK
inhibitorral valé kezelésének hatasdra nem torténik valtozds. E jelenség mogott
potencialisan tobb molekularis mechanizmus allhat. Az egyik lehetséges mechanizmus
alapjat képezi az a megfigyelés, amely soran a cofilin fehérje génjének csendesitése HeLa
sejtekben pMLC gytri kialakulasat eredményezte a sejtek periféridjan, ahol molekularis
szinten felvetették a miozin-cofilin kompeticio szerepét (144). A BRAF hianyanak
hatasara az endotél sejtek perifériajan a ROCK aktivitasa megnovelheti a pMLC lokalis

mennyiségét és ha a miozin és a cofilin verseng az F-aktin kotédésért, a sejtek perifériajan

------

------

hogy BRAF hianyaban valoban megemelkedett p-cofilin alapszintet talaltunk, ami a
LIMK és a cofilin felé iranyuld fokozott ROCK-aktivitast tiikkrozi. A BRAF hianyos
sejtekben vastagabb (stabilabb) aktin gytrt alakul ki, ami a cofilin aktin-depolimerizald
aktivitas csokkenésével és a megemelkedett pMLC stabilizalo hatasaval magyarazhato a
sejt periférian (145, 146). A BRAF a ROCK lokalizaciojanak valtozasaval akar
szabalyozhatja az aktin polimerizaciojaért felelds egyéb fehérjék, példaul az Arp2/3 vagy
az mDia aktivitasat is a sejtperiférian. Ez azért is elképzelhetd, mivel megtigyelték, hogy
az mDia a filamentum turnover fokozasan keresztiil a cofilin depletalasaval stabilizalja

az Arp2/3-polimerizalt, elagaz6 aktin halozatot (71, 147).

5.1.3. BRAF szerepe az endotél sejtek mechanikai tulajdonsagainak

meghatarozasaban

Az immunfluoreszcens képekbdl az F-aktin lokalizaciojanak valtozasat nyomon
tudtuk kovetni BRAF fehérje jelenlétében €s hidnyaban. A sejtek mechanikai vizsgalata
(AFM) sordn korrelaciot kerestiink az aktin citoszkeleton atrendezddése és a sejtek
mechanikai tulajdonsagainak valtozasa kozott analizalva a rugalmassdgi modulust a

sejtek kozepén, illetve a periférias részen. A kezeletlen sejtekben a BRAF hianyanak
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hataséara kialakuld vastagabb periférias aktin gyliri nem valtoztatta meg a perifériara
jellemzd rugalmassagi modulus értékét, azaz a sejt , keménységét”. Ez a megfigyelés
mind az €16, mind a fixalt sejtekre érvényes. A trombin hatasat csak fixalt sejteken tudtuk
vizsgalni a trombin gyors hatdsanak idétartama alatt ugyanis nem rdégzithetd elegendo
ergorbe a statisztikai analizishez. Erdekes modon a korai trombin-kezelés a BRAF
fehérje jelenlététdl fiiggetleniil csokkenti a periférias keménységet. Ez korrelal a pMLC
megnovekedett mennyiségével a periférids aktinon, mind BRAF jelenlétében, mind a
BRAF hianyaban. A pMLC periférids novekedése eldfeltétele lehet a stresszrostok

kialakulasanak a kontroll sejtekben, ahogy azt Hirano és mtsai. talaltak (42. abra).

Endotél sejtréteg pMLC

B aktin

-

KésGi szakasz

Aktin stressz-szalak kialakulasa
pMLC lokalizaciéval

Periférias aktin koteg
pMLC lokalizaciéval

42. abra. Az endotél sejtrétegben az aktin citoszkeleton atrendezédésének modellje trombin
kezelés hatasara. A szekvencialis események sematikus bemutatasa, amelyek az endotél sejt-sejt
kapcsolatok fellazulasa soran kovetkeznek be. Az abran pirossal az aktin szalak elhelyezkedése,
kékkel a pMLC lokalizacidjanak valtozasa lathatd (148).

Az a megfigyelésiink, hogy BRAF hidnyaban is megfigyelhetd a periférias pMLC
mennyiségének novekedése arra utal, hogy a keménység csokkenése és a pMLC
lokalizaciojanak novekedése sziikséges, de nem elegendd a stressz-rostok kialakulasahoz
(17. abra). Késobbi idopontokban a kontroll sejtekben a keménység mind a sejtek
kozponti részén, mind a sejtek perifériajan megnd, és ez korrelal a pMLC mennyiségi
novekedésével. BRAF hianyaban viszont ez a 1épés hianyzik. A kontroll sejtek periférias
keménységének novekedése a sejtek periféridgjan az aktin atrendezodését tiikrozheti,
amely a sejtek kozponti részén a stressz-rostok kialakulasahoz sziikséges. Meglepd
moédon a pMLC mennyiségének novekedése a sejtperiférian talalhato F-aktinon mind a

kontroll, mind a BRAF hianyos sejtek esetében a keménység csokkenését eredményezi,
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mig a pMLC lokalizacioja a kozponti aktin rostokon a keménység novekedésével
korrelal. Ennek a latszolagos ellentmondasnak az egyik magyarazata az lehet, hogy a
sejtperiférian a pMLC novekedése sziikséges az aktin atrendezOdéséhez, de ez csak
késébb figyelheté meg és csak a BRAF-hianyos sejtekben torténik meg (ez 6sszhangban
van a periféridss keménység 2-5 perces trombin stimulacidé utan megfigyelt
novekedésével). A BRAF fehérje hianyaban a sejt kdzepén nem emelkedik a sejtek
rugalmassagi modulusa trombin stimulacié hatasara, ami azzal magyarazhatd, hogy
BRAF hianyaban nem képzdédnek stressz-rostok. A periférias cofilin hianya és a periférias
pMLC egyideji novekedése nem elegendd6 a sejtperiféria merevségének
megvaltoztatasdhoz. A periférids cofilin inkdbb a periférids aktin trombin kezelés
hatasara torténd atrendezOdéséhez lehet sziikséges, ami szabdlyozhatja a pMLC
lokalizaciojat a periférias aktin halon. Azt gondoljuk, hogy a cofilin és a miozin F-
aktinhoz valo kotodése kozotti egyensuly szabalyozza az aktin reorganizacié dinamikajat,
amely végso6 soron a stressz-rostok kialakuldsat eredményezi vagy akadalyozza meg és
ezt a ROCK aktivitisa befolyasolja. Igy adataink alatamasztjdk a sejtperiférian a
dinamikus aktin atrendez6dés képességének fontossagat, amely elengedhetetlen a sejtek
kozotti rések kialakulasahoz. Irodalmi adatok alapjan a citoszkeletalis er6k eloszlasa nem
homogén a sejten beliil, a sejt-sejt kapcsolatok kdzelében nagyobb, mig a sejt kdzepe felé
kisebb er6k mérheték (149). Azt is megfigyelték, hogy az erd instabilitasa, nem pedig az
er0k nagysaga korrelalt a sejtek kozotti rések kialakulasaval. A VE-cadherin tartalmu
kapcsolodasi pontok jelentds szerepet jatszanak a szomszédos sejtek kozotti tenzid
kiegyensulyozasaban, mivel a citoszkeletalis er6k kozel fele a sejt-sejt kapcsolodasi
pontokra hat (150). Ezért valoban elképzelhet6, hogy a sejtperiférian az aktin
dinamikajanak  finom szabalyozasa hatarozza meg az endotél barrier
nyitasanak/zarasanak mértékét. A Kortikalis aktin hozzajarul a filopodia-szerii
nyulvanyok kialakulasahoz a sejtek kozotti résben, ami szerepet jatszik a rés zarodasaban.
A leukocitdk transzmigracidja soran a porus koriili megndvekedett RhoA aktivitas
valdban korlatozza a vér szivargésat az erekbdl és az alapjan modelliinkben a BRAF-
hianyos sejtekben megndvekedett ROCK-aktivitas valoban az endotél barrier funkcio
novekedését eredményezheti (48). Mivel a BRAF a RAF1l-en keresztiil szabalyozza a
ROCK lokalizaciojat, a BRAF és a RAF1 ko6zotti heterodimer képzddést megzavard,
nemrégiben leirt BRAF-gatlok, mint példaul a PLX8394, eléidézheti a BRAF hidnyos
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allapotot. Az ilyen inhibitorok alkalmazasa végs® soron erdsitheti az endotél sejtek barrier
funkcidjat, és egy potencialis lehetdség lehet az attétképzddés hatékonysaganak

csokkentésére (151).

ere s

szabalyozasaban

5.2.1. A BRAF fehérje szerepe az aktin citoszkeleton atrendezédésére a
sejtek megnyujtasa soran

crer

integritdsa szempontjabol, meghatarozza a gyulladas mértékét, és ezaltal befolyasolja a
tumorsejtek metasztazis képzésének hatékonysagat (152). A sejt-sejt adhézio stabilitasat
az endotél sejtek aktomiozin kontrakcidja altal generalt belsd és a kiilsé er6k kozotti
egyensuly hatarozza meg, ilyen kiilsé er6 lehet a véraramlas okozta nyirderd, a
vérnyomas valtozasa, az érfal 6sszehtuzodasa és az immun- vagy rakos sejtek altal kifejtett
er6k (23, 57, 153, 154). A véraramlas pulzalo jellege miatt az endotél sejtek allandoan
ciklikus mechanikai terhelésnek vannak kitéve (121). Az aktin filamentumok az
alkalmazott ciklikus nyujtas iranyara merblegesen szervezddnek, lehetévé téve a sejtek
szamara, hogy az intracellularis tenzid minimalis valtozasa mellett is meg0rizzék
szerkezetiiket (56). Ezt az atrendez6dést fokozott MLC-foszforilacid kiséri (155). A
ciklikus nyujtas altal kivaltott MLC foszforilacio teljesen megsziintetheté a ROCK
inhibitor Y27632 alkalmazasaval, tehat az endotél sejtek ciklikus nyujtas hatasara az aktin
citoszkeletonjukat a ROCK 4ltal kozvetitett MLC foszforilacioval szervezik Aat.
Kisérleteinkben a kontroll endotél sejtrétegben is megfigyeltiik a foszforilalt MLC
mennyiségének novekedését egyiranyu (nem ciklikus) nyujtas hatasara. Az endotél sejtek
az alkalmazott kiils6 erére nemcsak fokozddo kontrakcidval reagéalnak, hanem a cofilin
foszforilacigjara hat6 ROCK-kindzokon keresztiil szabalyozzak aktin atrendezddését. A
ROCKII nagyobb mértékben jarul hozza a nytjtas altal kivaltott cofilin-foszforilaciohoz,
mint a ROCKI, ami 0jabb példat szolgaltat a ROCK izoformék eltérd szabalyozo
szerepére (115, 156). Az aktiv cofilin mennyisége hatarozza meg az aktin
depolimerizacié sebességét és felels az alacsony fesziilés alatt kialakult eredeti aktin
halozat atrendezéséért (157, 158). BRAF jelenlétében a sejtek a kiilsé erdére ugy

reagalnak, hogy az aktin filamentumaikat a nyujtassal parhuzamos (megnyult) sejt-sejt
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kapcsolati csomopontokhoz lokalizaljak, amelyet korabban epitél sejtekben is
megfigyeltek (138, 157). A cofilin mennyisége csokken ezekben a sejt-Sejt

kapcsolatokban, ami korrelal az F-aktin lokalis stabilizalodasaval (41. abra).

Ras/Rap Rho

Y SN

BRAF-RAF1 > IROCKII _ ROCKI |

MLC pMLC LIMK
wl/ u 7 N\
ERK MYPT | cofilin p-cofilin
b |
sejtproliferacio
sejtkontrakcio aktin stabilizacid

43. abra. Osszefoglalé abra. Az endotél sejtrégben meghuzas hatisara a biologiai sejtvalasz milyen
jelatviteli itvonalon keresztiil szabalyozodhat és milyen mechanizmusok allhatnak a hatterében.

5.2.2. A BRAF szerepe a sejtek kozotti rések képzodésében mechanikai

perturbacié hatasara, az aktin citoszkeleton szabalyozasa

A kisérleteinkben alkalmazott Kiils6 eré hatasara megné a sejtek kozotti rések
mennyisége, ami foként azokban a sejt-sejt kapcsolati csomopontokban fordul el6, ahol
kettdnél tobb sejt taldlkozik. Ez nem meglepd, mivel példaul harom sejt talalkozasanak
csomopontjaban, az ugynevezett tricellularis csomdpontokban nagymértékii a fesziilés
(159). Az ilyen tipusu sejt-sejt kapcsolodasi pontok (csucsok) voltak azok a struktiirak,
ahonnan a sejtek kontraktilitasanak calyculin A kezeléssel torténé indukcidja utan az
epitél sejtréteg elszakadasa elindult (160). A sejtek kozotti rések spontan kialakulasanak
eléfordulasa az endotelidlis sejtrétegben az ilyen tipusu sejt-Sejt kapcsolatokban a
legnagyobb valdszinliségii €s ezeken a helyeken a rakos sejtek elészeretettel mennek at a
sejtrétegen, az extravazacio folyamata soran (161).

BRAF hianyaban a sejtek a mechanikai perturbaciora a kontraktilitas
novekedésével és a cofilin foszforilaciojanak lassitasaval a nagyobb mértéki aktin
atrendez6déssel végsd soron intenzivebb stressz-rost képzddést érnek el (41. abra).
Erdekes modon az aktiv cofilin mennyisége nem csokken a sejt-sejt csomdpontokbol
nyujtas hatasara, ami Osszefiigghet azzal, hogy az aktin atrendezddése és a stressz-rost

képzddés nem korlatozodik a sejt csomopontokra. BRAF hidnyaban a kiils6 erd altal
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kivaltott résképzddés mértéke csokkent, amely magyarazhatd azzal, hogy a BRAF-
csendesitett sejtek a fokozott stressz-rost képzodés segitségével megerdsithetik a sejt-sejt
csomopontokat. Az intenzivebb aktin atrendezédés hatasara elképzelhetd, hogy a sejtek
gyorsabban képesek alkalmazkodni a kiviilr6l érkezé eréhatasra és ezaltal BRAF
hianyaban a sejtek kozotti kapcsolatok stabilabbak lesznek.

Az endotélium barrier funkcidja a patogénekkel szembeni megfeleld
immunvalaszhoz sziikséges és az endotél sejt-sejt kapcsolatok kozotti rések nyitasaval és
zarasaval szabalyozodik (7). A kronikus gyulladas azonban szamos betegségben, példaul
asztmaban, ischaemids stroke-ban és rakban tartos résképzodéssel jar. Ilyen esetekben a
BRAF fehérje altali szabalyozas gatlasa segithet a sejt-sejt kapcsolatok megerdsitésében.
Mar léteznek megkozelitések az optimalizalt siRNS bejuttatdsara meghatarozott
szervekbe vagy sejttipusokba, példaul a tiid6 endotélsejtekbe torténdé bejuttatasra mar
vannak kezdeti eredmények, amely a kdzeljovoben embereken is alkalmazhato lehet
kiilonboz6 betegségek kezelésére (162, 163). Erdekes lenne azt is megvizsgalni, hogy
vajon a PLX8394 BRAF inhibitor, amely a BRAF-RAF1 heterodimer mennyiségének
csokkentésével hasonl6 mdédon befolyésolhatja az aktin citoszkeleton viselkedését, mint
a BRAF hidnya, a kiils6 erd hatasara megjelend rések mennyiségét befolyasolja-e.

Az endotél sejtek megnyulasa a testmozgas altal kivaltott értagulas soran akar
percek alatt is bekovetkezhet (163). Eredményeink arra utalnak, hogy a kiils6 eré a
megnovekedett résképzddésen keresztiil az endotél sejtréteg permeabilitdsanak
novekedését idézheti eld. Valoban, mechanikai erd alkalmazéasa esetén a permeabilitas
novekedését vagy fokozott gyulladast figyeltek meg korabbi munkakban is (164, 165,
166). Mivel egerekben a BRAF hianya csokkenti az endotél permeabilitasat, ezért a
gyulladas csokkentésének érdekében a BRAF fehérje génjének csendesitése segithet a
kiils6 er6 altal kivaltott permeabilitas-novekedés csokkentésében human sejtekben is (1).
Ezenkiviil az endotél sejtek fiziologiasan megnyulhatnak a megemelkedett vérnyomas
kovetkezményeként, kiilondosen azokban az artériakban, amelyekben az érfal egy
darabjanak potlasa a vénakkal torténik, amelyek a beiiltetés utan a magasabb (artérias)

nyomas hatasara kornyezetiiktol eltérd barrier funkciot fognak mutatni (167, 168).
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6. Osszefoglalas

PhD munkam soran a BRAF fehérje szerepét vizsgaltam az aktin citoszkeleton
dinamikus atrendez6édésében human endotél sejtekben. Egyrészt a sejteket egy biokémiai
agens, a permeabilitas novekedését indukald trombinnal aktivaltam, masrészt a sejtek
aktin atrendezddését mechanikai perturbacidval (a sejtréteg nyujtasaval) indukaltam.

Eredményeim alapjan a kontroll sejtekben a trombin hatdsara a kortikalis aktin
koteg atalakul és stressz-szalak képzddnek, BRAF hianyaban azonban nem alakulnak ki
stressz-szalak. Az aktin citoszkeletont szabalyoz6 MLC fehérje foszforilaciojanak
mértéke BRAF hidnyaban csokken és a sejt periféridjara korlatozodik, a cofilin
foszforilacidja magasabb és a cofilin mennyisége kisebb a sejtek perifériajan. Specifikus
inhibitorok alkalmazasaval azt is megmutattam, hogy az MLC periférias jelenléte és a
cofilin periférids mennyiségének csokkenése a ROCK aktivitasdhoz, nem pedig a BRAF
MEK/ERK utvonalbeli szerepéhez kothetd. Az aktin citoszkeleton atrendezddése hatassal
van a sejtek mechanikai tulajdonsagaira is. Atomieré-mikroszkopos mérések segitségével
meghataroztam a trombin stimulacié hatdsat a sejtek rugalmassagi modulusara, amely azt
mutatta, hogy a trombin kezelés korai fazisdban ugyan valoszinilileg megtorténik az aktin
periférias atrendezddése (csokken a periféria rugalmassagi modulusa), azonban ez az
atrendezddés BRAF hianyaban nem elegendd ahhoz, hogy kialakuljanak a stressz-szalak
(azaz, hogy emelkedjen a rugalmassagi modulus a sejtek kdzepén és a periférian).

A mechanikai perturbaciora az endotél sejtek aktin citoszkeletonja atrendezddik,
az aktin a nyUjtassal parhuzamos sejtkapcsolatokban ,,dusul fel”. BRAF hidnyaban ez a
folyamat lassabban kovetkezik be €és végsd soron a nagyobb mértékii aktin adtrendezédeés
hatasara vastagabb aktin kotegek alakulnak ki a megnyult sejtkapcsolatokban. Ez azt
eredményezi, hogy BRAF hidnyaban a mechanikai perturbacié hatdsara kevesebb rés
alakul ki a sejtek kozott és kisebb mértékben nd a rések mérete. A mechanikai hatdsra
kialakult sejtvalaszban a ROCK fehérjéknek is kitiintetett szerepe van, a ROCKII
izoforma nagyobb mértékben jarul hozza a cofilin foszforilacigjdhoz a nytjtas soran.

Human endotél sejtekben a BRAF mind a biokémiai, mind a mechanikai
perturbaciora adott sejtvalasz soran a ROCK szabalyozasan keresztiil jarul hozza az
endotél sejtek aktin citoszkeletonjanak atrendezddéséhez, amely hatassal van az endotél

sejtek barrier funkcidjara. Emiatt az endotél sejtréteg barrier funkcidjdnak sériiléséhez

crer
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7. Summary

In my PhD work, | investigated the role of BRAF in the regulation of the actin
cytoskeleton dynamics in human endothelial cells. On one hand, the cells were activated
by a biochemical permeability-increasing agent, thrombin. On the other hand, the actin
rearrangement was induced by mechanical perturbation (stretching of the cell layer).

My results show that in control cells, the cortical actin bundle transforms, and
stress fibres are formed in response to thrombin, but no stress fibres are formed in the
absence of BRAF. Phosphorylation of the actin cytoskeleton-regulating protein MLC
reduces in the absence of BRAF and the p-MLC is localized to the cell periphery, whereas
cofilin phosphorylation is higher and its amount is reduced at the cell periphery. Using
specific inhibitors, | have also shown that the peripheral presence of MLC and the
decrease in the peripheral amount of cofilin are related to ROCK activity and not to the
role of BRAF in the MEK/ERK pathway. The rearrangement of the actin cytoskeleton
also affects the mechanical properties of the cells. 1 used atomic force microscopy
measurements to determine the effect of thrombin stimulation on cell elastic modulus,
which showed that although peripheral rearrangement of actin is likely to occur (decrease
in peripheral elastic modulus) in the early phase of thrombin treatment, this rearrangement
is not sufficient for stress fiber formation (i.e. to increase the elastic modulus in the middle
and periphery of cells) in the absence of BRAF.

In response to mechanical perturbation, the actin cytoskeleton of endothelial cells
rearranges, with actin enriched in cellular junctions parallel to the direction of stretch. In
the absence of BRAF, this process occurs slower and eventually thicker actin bundles are
formed in elongated cell junctions due to increased actin rearrangement. This results in
fewer gaps forming between cells and a smaller increase in the area of gaps due to
mechanical perturbation in the absence of BRAF. ROCK proteins also play a prominent
role in the cellular response to mechanical stress, the ROCKII isoform has a preferential
role in the phosphorylation of cofilin during the stretch-induced response.

In human endothelial cells, BRAF contributes to the rearrangement of endothelial
cell actin cytoskeleton through the regulation of ROCK in both biochemical and
mechanical perturbation responses, which affects endothelial cell barrier function. For
this reason, BRAF can be considered as a potential target in the therapy of diseases

associated with endothelial cell barrier function damage.
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