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1. Bevezetés

Az endotél sejtek kozotti kapcsolat dinamikus szabalyozasa
elengedhetetlen a patogénekkel szembeni megfeleld immunvalasz
kialakitasahoz, amely soran a vérben utazo leukocitak legtobbszor két endotél
sejt kozott, a sejt-sejt kapcsolatok megbontasaval jutnak ki a vérérbél a
gyulladas helyére. Hasonld mechanizmussal jutnak el a vérben utazé rakos
sejtek is a metasztazis képzés helyére. A talzott gyulladassal jaro betegségek,
illetve a metasztazis képzés 1épésének szabalyozasa emiatt kulcsfontossagu
lehet betegségek terapias lehetGségeinek feltérképezése soran. A sejt-sejt
kapcsolatok dinamikus szabalyozasaban nagy szerepet jatszik az endotél
sejtek aktin citoszkeletonja, amely nemcsak biokémiai, hanem mechanikai
stimulusok hatdsara is 4t tud rendezédni. Az aktin citoszkeleton
atrendezddését a kis G-fehérjék aktivitasa befolyasolja, amelyek koziil a Rho
fehérje szerepe a leginkabb hangsulyos a sejt-sejt kapcsolatok dinamikus
atrendez6désében. Az endotél sejtek a biokémiai és mechanikai ingerekre
jelatviteli folyamataik aktivalasaval vagy gatlasaval reagalnak. Példaul a
tumor sejtek permeabilitast noveld agenseket képesek termelni annak
érdekében, hogy az endotél réteg fellazulasaval konnyebben at tudjanak jutni
azon és mechanikai er6t fejtenek ki az endotél sejtrétegre az érfalbol torténd
kilépéskor, az extravazacioé folyamata soran.

PhD munkam alapjat képezte az a megfigyelés, hogy egér endotél
sejtekben a RAF fehérjecsalad egyik tagja, a BRAF a RAF1 fehérjével
alkotott komplexén keresztiil befolyasolja a citoszkeletalis ROCKII
lokalizaciojat és aktivitasat, amely az aktin polimerizacidjat és az aktin
kontrakciojat segiti eld. Feltehetdleg ezaltal hatassal van az endotél sejtréteg
permeabilitasara és a rakos sejtek endotél sejtrétegen torténd atjutdsanak

hatékonysagara is.



2. Célkitiizés

PhD munkém soran célul tiiztem ki, hogy megértsem és feltérképezzem
a BRAF fehérje szerepét az aktin citoszkeleton dinamikéajanak
szabalyozasaban human endotél sejtekben. Munkam soran megvizsgaltam,
hatdsara hogyan valtozik az aktin citoszkeleton szerkezete és ez milyen
hatéssal van az endotél sejt-sejt kapcsolatok dinamikus atrendezédésére, azaz
a sejtréteg barrier funkcidjara.
alabbi specifikus kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:

1.1. A BRAF hasonl6 szereppel bir-e human endotél sejtek esetén is
a sejtréteg permeabilitasanak valtozasaban, illetve a melanoma sejtek

1.2. Hogyan befolyasolja a BRAF a trombin stimulacidval indukalt
aktin citoszkeleton atrendez6dését, illetve az ebben szerepet jatszo fehérjék
foszforilacigjat és lokalizacidjat?

1.3. A BRAF aktin citoszkeleton atrendezddésében betdltott szerepe
mennyiben kdthetd a RAF1-en keresztiil torténd ROCK, illetve a MEK/ERK
utvonalbeli funkcidjahoz?
alabbi specifikus kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:

2.1. A sejtréteg megnyujtasa soran hogyan valtozik az aktin
citoszkeletont szabalyozo fehérjék foszforilacidja, milyen (izoforma-
specifikus) szerepe van ebben a ROCK fehérjéknek? Hogyan valtozik a
foszforilacios mintazat BRAF hianyaban?

2.2. A sejtréteg megnyujtasa soran hogyan rendezddik at a sejtek
aktin citoszkeletonja, illetve az aktin citoszkeletont szabalyozé fehérjék és

milyen szerepe van ebben a folyamatban a BRAF-nak?
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2.3. A nyujtas hatdsara a sejtek kozott kialakulo rések
mennyiségében van-e kiillonbség BRAF jelenlétében és hianyaban és ez

milyen 9sszefiiggésben allhat az aktin citoszkeleton atrendezddésével?

3. Modszerek

3.1. Géncsendesités RNS interferenciaval
SiRNS transzfekcio segitségével vizsgaltam a BRAF, a ROCKI és a
ROCKII szerepét a HUVEC sejtek biokémiai és mechanikai stimulacidja
soran. A sejtekben a BRAF génjének csendesitését shRNS technika
segitségével is vizsgaltam. Az ShRNS-t tartalmazé plazmidot
virusinfekcioval juttattam be a HUVEC sejtekbe, amely kezelés elonye volt,
hogy az shRNS mellett a plazmid tartalmazta az EGFP génjét is, igy azok a
sejtek, amelyekben a csendesités valoban megtdrtént fluoreszcens
mikroszkoppal az EGFP expresszio alapjan azonosithatoak voltak.
3.2. Az endotél sejtek kezelése trombinnal és
inhibitorokkal
Az endotél sejtek siRNS/shRNS kezelését trombin kezeléssel egyiitt
is elvégeztem. A sejteket az siRNS/shRNS kisérletek soran 48 orat
inkubaltam, majd 1 U/ml trombinnal 0, 2, 5, illetve 15 percig kezeltem. A
trombin stimulaciot ROCK inhibitor (Y27632, 10 uM), illetve MEK inhibitor
(U0126, 10 uM) kezeléssel kombinalva is elvégeztem.
3.3. Western blot analizis
A kiilonboz6 fehérjék foszforilacidjanak idébeli valtozasait, illetve
a géncsendesitések hatékonysagat western blot analizis segitségével
ellendriztem. A sejtek lizisét kovetden a mintakban 1évé fehérjéket 12%-0s
SDS-PAGE segitségével valasztottam szét, majd PVDF membranra
blottoltam. A kiilonb6z6 fehérjéket specifikus antitestekkel, fényérzékeny

film segitségével detektaltam. A denzitometrids analizist az ImageJ



programban végeztem el, az adatokat a Prism4 v4.01 (GraphPad Software)
szoftverrel dolgoztam fel.
3.4. A fixalt sejtek immunofluoreszcencias jelolése
Az immunfluoreszcens festések soran a fixalt sejteket elsédleges
ellenanyaggal (VE-Cadherin, pMLC, PECAM-1, p-cofilin, cofilin) és Alexa-
488, illetve Alexa-546 -jelolt masodlagos ellenanyaggal kezeltem, valamint
Hoechst  festékkel ¢és  Alexab647-jelolt  falloidinnel — inkubaltam.
Immunfluoreszcens festést kdvetden konfokalis mikroszkop segitségével
felvételeket készitettem a fixalt endotél sejtrétegrol.
3.5. A sejtek nyujtasa
Az endotél sejtek megnyujtasat egy specidlis eszkdz, Cytostretcher
LV (Curi Bio) segitségével végeztem el. A sejtek nyajtasanak sebességét
0,5%/masodpercre allitottam be. A sejteket a megnyujtast kovetden
kiilonboz6 ideig (0-t61 30 percig) tartottuk nyujtva a késziilék segitségével.
Kisérleteink soran 15-30%-kal nyujtottam meg a sejteket és ezt kdvetden
vagy lizaltam és western blot segitségével analizaltam bizonyos fehérjék
foszforilacios allapotat, vagy pedig konfokalis mikroszkop (Nikon Eclipse
Ti2) segitségével vizsgaltam meg az aktin citoszkeleton, illetve szabalyozo
fehérjéinek lokalizacié-valtozasait.
3.6. AFM/Epifluoreszcens mikroszkop
A fluoreszcensen jelolt HUVEC sejtek mechanikai vizsgalatat
epifluoreszcens mikroszkép (Olympus, 1X81) és AFM (MFP-3D, Asylum
Research, Santa Barbara, CA) kombinacidjaval végeztiik el. A mintat egy
specialis targyasztalra helyeztiik, amely lehetové teszi az AFM és a
fluoreszcencia térbeli szinkronizalasat. Az AFM képalkotas minden esetben
kontakt médban tortént. Az AFM mérések soran 100 er6gorbét vettiink fel az

endotél sejtek periférids részérdl, illetve a sejt kozponti részérdl is. Az



er6gorbéket a piramidalis ti alkalmazasa miatt a Rico altal kidolgozott
modellel illesztettik.
3.7. Kinepict szoftver

Kisérleteimben az aktin reorganizacios kinetikdban mutatkozo
kiilonbségek vizualis abrazolasat Kinepict szoftver segitségével a megnyujtas
utan késziilt felvételek felhasznalasaval készitettiik el. Kisérleteink soran
meghataroztuk azt az id6t, amikor a nyujtas altal kivaltott fluoreszcencia-
intenzitas novekedés minden egyes pixelben elérte az adott pixel maximalis
valtozasanak felét, amit effektiv félidonek neveziink. Az effektiv félidok
ezutan szinkodolt képek formajaban jelennek meg, a pixelek szinei a pirostol

(gyorsabb valtozasok) a kékig (lassabb valtozasok) terjednek.
4. Eredmények

4.1. BRAF szerepe az endotél sejtek trombin altali

szabalyozasiaban

4.1.1. BRAF szabilyozza az endotél sejtréteg permeabilitasat és a
melanoma sejtek transzmigraciéjat

Megvizsgaltuk a BRAF hatasat a human endotél réteg

hogy a trombin stimulacio BRAF hianyaban kisebb mértékben néveli meg az

endotél réteg permeabilitisat a kontroll sejtekhez viszonyitva (1. abra).

Human A375 melanéma sejtek transzmigracioja soran trombin kezelés



hatasara tobb melanoma sejt volt képes atjutni a kontroll endotél sejtrétegen,

mint ahol hianyzott a BRAF fehérje.
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1. abra. BRAF hatasa az endotél sejtek permeabilitisira és az A375 melanoma sejtek

4.1.2. BRAF hatasa az ERK, az MLC és a cofilin foszforilacidjara
Az ERK trombin kezelés hatasara foszforilalodik (2. abra), amelynek
mértéke BRAF hianyaban szignifikdnsan csokken, alatimasztva a BRAF

szerepét a trombin-indukalt ERK foszforilacioban.
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2. abra. Trombin stimulicié hatasa az aktin citoszkeletont szabalyozé fehérjék
foszforilaciés mintazatara.

Trombin kezelés hatasara kontroll sejtekben megemelkedik az MLC

foszforilacidja és kisebb mértékben, de a cofilin foszforilacioja is. BRAF



hianyaban az MLC foszforilacidja kevésbé emelkedik meg trombin kezelés
hatasara, a cofilin foszforilacidja azonban mar kezelés nélkil is

szignifikdnsan magasabb.

4.1.3. BRAF hatasa az aktin és a pMLC lokalizaciéjara

Felmertilt a kérdés, hogy a fent megfigyelt foszforilacids valtozasok
hogyan jarulnak hozza az aktin citoszkeleton atrendez6déséhez, ezért
analizdltam a pMLC, cofilin és a p-cofilin lokalizaciojat trombin kezelés
hatasara kontroll ¢s BRAF-csendesitett sejtekben.

Trombin stimulacié hatdsdra megtorténik az aktin szalak
atrendezO6dése (3. abra). Kontroll sejtekben kezelés hatasara 2 perc utan
periférias aktin gyr{i alakul ki, majd vékonyabb aktin szalak futnak végig a
sejten és a kezelést kdvetd 15 perc utan vastagabb stressz-szalak képzddnek.
BRAF-csendesitett HUVEC sejtréteg esetén azonban a kezdetben megfigyelt
vastagabb periférids aktin gyliri megmarad és nem alakulnak ki stressz-

szalak a kés6bbi idépontokban sem.

trombin

5 perc

3. abra. A trombin kezelést kiovetéen kiilonbozo idépillanatokban torténé lokalizacio-
valtozasok kovetése konfokalis mikroszkoppal. A fehér nyilak az aktin és a pMLC
kolokalizaciojat jelolik, 2 perces kezelésnél a sejtek periféridjan, majd a késébbi idépontokban
kontroll sejtek esetén a stressz-szalak mentén. A méretaranyos vonal 25 pm.



Az aktin kontrakcidjat szabalyozd6 pMLC mennyisége kontroll
sejtekben 2 perc kezelés hatdsara megnd mind a periférian, mind a sejt
belsejében. A pMLC a periférias aktin gyiiri mentén, és a késébbi
idépontoknal a sejt belsejében futd aktin szalak mentén helyezkedik el. A
BRAF-csendesitett HUVEC sejtréteg esetén 2 percnél megfigyelhetjiik a
pMLC mennyiségének a novekedését a sejt perifériajan, azonban a kezelés
késébbi iddpillanataiban a sejt belsejében nem jelentkezik a pMLC

mennyiségi ndvekedése.

4.1.4. BRAF hatasa a cofilin lokalizaciéjara
Felmeriil a kérdés, hogy BRAF hidnyaban a cofilin fokozott
foszforilacioja  Osszefiigg-e a ROCK  megnovekedett periférias
lokalizaciojaval és aktivitasaval. Megfigyeltiik, hogy BRAF hianydban a

stimulustol fiiggetleniil csokken a periférias cofilin mennyisége (4. abra).
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4. abra. BRAF hianyaban csokken a periférias cofilin mennyisége. A fehér nyilak az siBRAF
sejtek periféridgjan illusztraljak a cofilin mennyiségének csokkenését. A C abran lathato az
immunfluoreszcencids képek kvantitativ analizise, a sejtek periféridjat és a sejtkdzpontot egy
skalafaktor segitségével definialtuk az ImageJ programban, amely 1:2 aranyban osztja fel a sejt
teriiletét. A méretaranyos vonal 25 pm.



4.1.5. ROCK gatlasanak hatasa a cofilin periférias lokalizaciéjara
BRAF-csendesitett sejtekben

A kovetkezokben arra kerestiik a valaszt, hogy vajon a ROCK
aktivitasa huzodik-e a hatterében annak, hogy a cofilin lokalizacidja csokken
a BRAF-csendesitett sejtek periféridgjan. A BRAF-csendesitett endotél
sejteket ROCK inhibitorral (Y27632) kezeltem. Az eredmények azt mutatjak,
hogy BRAF hidnyaban az inhibitorral valé kezelés hatdsara a cofilin
mennyisége nbtt a sejtek periféridjan, mig a kontroll sejtekben a cofilin

lokalizacioja nem valtozott (5. abra).
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5. dbra. A cofilin mennyisége né az siBRAF sejtek periféridjan Y27632 kezelés hatasara.
Az abra jel6léseinek magyarazata megegyezik a 4. abra alairasaval.

4.1.6. BRAF hatasa az endotél sejtek mechanikai tulajdonsagaira

A sejtek mechanikai tulajdonsigainak vizsgalatira atomierd-
mikroszkopos (AFM) méréseket végeztiink (6. abra). A BRAF-csendesitett
sejtek rugalmassaga nagyon hasonl6 volt a kontroll sejteken mért értékekhez
mind a sejtkdzpontban, mind a sejtperiférian trombin kezelés nélkiil és 2
perccel a trombin kezelést kdvetéen. Azonban 5 perc utan a BRAF-hianyos
sejtek nem mutattak valtozast a rugalmassagi modulusban sem a
sejtkozpontban, sem a sejtperiférian. A BRAF-hianyos sejtek perifériajan és
késObb a sejtkdozpontban megfigyelt fokozott merevség korreldl a stressz-

rostok megjelenésével.
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6. abra. Az shKontroll és shBRAF sejtek rugalmassagi modulusanak dsszehasonlitasa.

4.2. A sejt-sejt kapcsolatok mechanikai perturbaciéja

az endotél sejtréteg nydjtasaval

4.2.1. BRAF hatasa az MLC és a cofilin foszforilaciéjara

A sejtréteg 30%-os megnyujtasa soran a foszforilalt MLC
mennyisége mar 10 perc utan megemelkedett, mig a cofilin foszforilacidja
még korabban, a nyujtast kdvetd oOtddik percben megnétt. Az MLC
foszforilacidja mind a kontroll, mind a BRAF-csendesitett sejtrétegekben
megemelkedett és 20 percnél figyelhetjilk meg a maximumat. Erdekes, hogy
a BRAF-csendesitett sejtréteg esetében a foszforilalt MLC 20 percnél
szignifikdnsan nagyobb ndvekedést mutatott a kontroll sejtréteghez
viszonyitva. A cofilin foszforilacidja szintén megemelkedett a nyujtas
hatdsara, a kontroll sejtekben ez gyorsabban bekovetkezett, mint BRAF
hianyaban (7. abra).

Osszehasonlitva a kontroll és a BRAF-csendesitett sejtrétegek
nyujtasra adott valaszat azt lathatjuk, hogy ahol a BRAF fehérje hianyzik, ott
kisebb mértékii a cofilin inaktivacidja, ami tobb, aktiv cofilin jelenléte miatt
egy hosszabb iddskalan zajlo aktin atrendezddésre utalhat, és ez egyiitt jar
egy nagyobb mértékii MLC foszforilacioval. A BRAF jelenlétében
gyorsabban bekovetkezd cofilin foszforilacidja az aktin szalak korabban

bekovetkezd stabilizalddasara utal, mig BRAF hidnyaban ez lassabban zajlik,
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ami nagyobb mértékl aktin atrendezddést és késleltetett aktin-stabilizaciot

eredményezhet.
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7. abra. BRAF hatasa az MLC és a cofilin foszforilaciéjira a sejtréteg nyujtisa soran.

4.2.2. ROCK izoformak szerepe a sejtek mechanikai nydjtasaban
Amikor kiilon-kiilon csokkentettitk a ROCKI és ROCKII izoformak
mennyiségét (8. abra), az MLC foszforilacioja is csokkent, de a nyujtas
hatasara bekovetkezé emelkedd MLC foszforilacié tendencidja megmaradt.
Ahol mindkét izoforma expresszidjat csokkentettiik, ott a nyljtas hatdsara

megsziint teljesen a sejtvalasz, elmaradt az MLC és a cofilin foszforilacioja

is.
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8. abra. A ROCKII nagyobb mértékben jarul hozza a cofilin foszforilaciéjahoz, mint a
ROCKI az endotél sejtréteg nyijtasakor.
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A cofilin foszforilacidjaban azonban a két ROCK izoforma eltérd
szereppel bir, ugyanis ahol a ROCKI izoforma expresszidjat csokkentettiik, a
meghuizas hatasara a cofilin foszforilacidja emelkedett, bar kisebb mértékben
a kontroll sejtekhez képest. Ezzel szemben, ahol a ROCKII izoforma génjét
csendesitettiik, ott alig figyelhetd meg a cofilin foszforilacidjanak
emelkedése a meghtizas hatdsara.

Az eredmények arra utalnak, hogy a ROCKII izoforma
hozzajarulasa a HUVEC sejtek nyujtas  altal  kivaltott cofilin

foszforilacidjahoz nagyobb mértékii, mint a ROCKI izoformanak.

4.2.3. Mechanikai eré hatasara torténé F-aktin atrendezédés

A HUVEC sejtréteg nyujtasat valds idében kovettik nyomon
konfokalis mikroszkép segitségével. Az F-aktin-koté LifeAct-mCherry
fluoreszcencia intenzitasanak kvantifikalasa alapjan a nytjtast kovet6 néhany
percen belil az aktin filamentumok mennyisége megnd a nyujtassal
parhuzamos sejtkapcsolatokban és a nyujtasra merdleges sejtkapcsolatokban
pedig hasonld mértékben, de csokken (9. abra). Kontroll sejtekben a nyujtas
hatdsara gyorsabban atrendez0dott az aktin citoszkeleton és a nyujtas
hatasara kialakult stressz-szalak 10 perccel a nyujtas utan mar stabilizalodtak.
BRAF hianyaban az aktin atrendezédése lassabban torténik meg, 30 perccel
a nyujtast kovetben kozeliti meg a kontroll sejtekben megfigyelt maximalis
aktin fluoreszcencia intenzitas értékét. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a cofilin foszforilacidjanak lassabb kinetikaja BRAF hianyaban az aktin
lassabb stabilizalodasahoz vezet, csak 30 perc utan éri el azt a szintet, amely
a kontroll sejtekben mar 10 percet kovetéen megfigyelhets. Ezzel

Osszhangban a Kinepict program segitségével kapott effektiv félidék (ld.
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Modszerek, 3.7) is lassabb atrendezddésre utalnak az shABRAF sejtek esetén.

nylijtas el6tt

nyujtas utan

10’

Kinepict

it
nyujtas
<3
shKontroll
[
F g 14955 xxxssnrx
8 ] ; 3
ﬁ § —m— shKontroll - horizontalis
=5 £ shBRAF - horizontalis
35 =3 7
£ 8 —g shKontroll - vertikalis
3 K -5~ shBRAF - vertikalis
w
40 5 5 10 15 20 25 30 40 5 0 5 10 15 20 25 30
sejtek nyuajtasanak idétartama, perc sejtek nydjtasanak idétartama, perc
9. 4bra. BRAF jelenléte felgyorsitja az tjonnan képzédott aktin stressz-rostok

stabilizalodasat a nyidjtas utan a megnydjtott (horizontalis) csomépontokban. Az aktin
citoszkeleton atrendezédése kontroll (A) és BRAF-csendesitett (B) sejtekben, az utolso panel a
Kinepict programmal szamitott effektiv félid6 vizualis abrazolasa. A sejtkapcsolatok hosszanak
valtozasa a C, mig az aktin fluoreszcencia-valtozas analizise a D dbran lathato.

4.2.4. Cofilin lokalizaciéjanak valtozasa mechanikai eré hatasara

Nytjtas hatasara a cofilin lokalizacidja perinuklearisabb lett, és a
fluoreszcens jel jelent6sen csdkkent a sejt-sejt kapcsolatoknal. A BRAF
csendesitett sejtekben a cofilin egyenletes eloszlast mutatott, €s nem valtozott
a nyUjtas hatasara. Ez Gsszhangban van azzal a hipotézissel, hogy BRAF
hianyadban az aktin reorganizacido a sejt egészén beliil torténik, €s nem

korlatozodik a sejtkapcsolatokra (10. abra).
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siKontroll siBRAF
nyujtas elott megnyujtott nyujtas elott

megnyujtott

10. 4bra. BRAF hatasa a cofilin lokalizaciéjara a HUVEC sejtréteg nyujtasa soran. A piros
nyilak a kontroll sejtekben mutatjak a cofilin elmozdulasat a sejtek perifériajarol.

)

4.2.5. Az endotél sejtkapcsolatoknal képzodé intercellularis rések

Elemeztiik a sejtek kozotti résképzodést nyujtas hatasara, amely a
sejt-sejt kapcsolatok er8sségérdl ad informaciot. A résképzédés a kontroll
sejtrétegben koriilbeliil 15-szorosére nétt kozvetleniil a nyujtas utan, és az ido
mulédsaval tovabb nétt. BRAF-csendesitett sejtréteg mar a nyujtas el6tt is
valamivel kevesebb rést mutatott (koriilbeliil a kontroll felét). A rések teriilete
kozvetleniil a nyujtas utan koriilbeliil 6tszorosére nétt, és az idé mulasaval
BRAF hidnyaban nem ndvekedett tovabb jelentésen. Feltehetéen a BRAF
hianyos sejtek megnovekedett kontraktilitdisa miatt a sejtek képesek
hatékonyabban alkalmazkodni a nytjtashoz, és ezért képesek megerdsiteni a

sejt-sejt kapcsolatokat és minimalizalni a résképzodést.

A
70+ *
] ¥ shKontroll
51 shKontroll e
2 50 ” nyijtas
>3
2 & 404
2% %
%E 304
23 204
3 10l shBRAF shBRAF
g YEi—* Y nyujtas
10 20 30

Nyuijtés ideje, min

11. abra. BRAF hidnyaban az endotél sejtek kozott a nyijtas hatasara képzédott rések
mennyisége idoben nem valtozik. A fehér nyilak a sejtek kozotti résekre mutatnak.
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5. Kovetkeztetések

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

1.1. BRAF hianyaban a human endotél sejtek trombin-indukalt
permeabilitasa csokken, tovabba az A375 melanoma sejtek transzmigracioja
is, 0sszhangban az egér modellben megfigyelt jelenségekkel.

1.2. BRAF hianyaban trombin stimulacié hatasara nem alakulnak ki
stressz-szalak, hanem megmarad a periférias aktin gytiri. Ezzel 6sszhangban
az MLC foszforilacidja csokken a kontroll sejtekhez viszonyitva, a pMLC
lokalizacioja pedig nem né a sejt belsejében stimulaci6 hatasara. A cofilin
foszforilacidja magasabb BRAF-hidnyaban, mennyisége pedig csokken a sejt
perifériajan.

1.3. A BRAF aktin citoszkeleton atrendez6désében betoltdtt szerepe
a ROCK-on keresztiili szabalyozashoz koétheté, mivel a ROCK inhibitor
képes visszaallitani a cofilin periférias lokalizaciojat siBRAF sejtekben, mig
kontroll sejtekben a MEK/ERK utvonal gatlasaval nem valtozik a cofilin
periférias lokalizacidja.

Az endotél sejtréteg mechanikai stimulacidja soran (2) megallapitottuk:

2.1. A sejtréteg megnyujtasa soran mind az aktin citoszkeletont
szabalyoz6 MLC, mind a cofilin foszforilalodik, de a cofilin foszforilacioja
idoben korabban éri el a maximumat. BRAF hianyaban az MLC
foszforilacidja nagyobb mértékii, a cofilin foszforilaciojanak mértéke nem
valtozik, azonban lassabban kovetkezik be. Kontroll sejtekben az MLC
foszforilacidjahoz mindkét ROCK izoforma hozzajarul, azonban a cofilin
foszforilacidjaban a ROCKII-nek nagyobb szerepe van.

2.2. A sejtréteg megnyujtasa soran a sejtek aktin citoszkeletonja a
megnyult sejt-sejt kapcsolatokba rendezddik, ahol a cofilin mennyisége

csokken. BRAF hianyaban egy nagyobb mértéki aktin atrendez6dés torténik,
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amely nemcsak a sejt periféridjara korlatozodik. Ezzel 6sszhangban a cofilin
elmozdulasa sem figyelheté meg.

2.3. BRAF hianyaban kevesebb rés alakul ki a sejtek kozott és
nyujtas hatasara a sejtek kozott kialakulo rések teriilete joval kevésbé né a
kontroll sejtekhez viszonyitva. A BRAF hianyaban megfigyelt nagyobb
mértékli aktin atrendez6dés és kontrakcid hatasara a sejt-sejt kapcsolatok

stabilitasa no.
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