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BEVEZETES

Az endotél barrier funkcio jelentésége

A vaszkularis endotéliumban az endotél sejtek (EC) konfluens monolayert alkotnak az
erek bels6 falan, ezéltal szamos élettani folyamatban fontos szabalyozo6 szerepet toltenek be.
Feladatuk, hogy megdrizzék az érfal szelektiv barrier funkcigjat, a keringd vér és a kdrnyezo
szovetek kozott, ugyanakkor tegyék lehetové bizonyos molekuldk transzportjat. Fiziologai
stimulusokra és/vagy gyulladdsos folyamatokban az endotél monolayer integritdsa
megvaltozhat, amely a sejtek kozotti rések kialakuldsahoz, ezzel a barrier funkcid sériiléséhez
¢s megnovekedett vaszkularis permeabilitishoz vezethet. EC-ben trombin kezelés hatdsara
novekszik az aktin polimerizacidja és a kortikalis aktin filamentumokban csokkenés, mig a
stressz-kabelek mennyiségében egyidejii novekedés figyelheté meg, mellyel parhuzamosan
kontrakci6 torténik.

A citoszkeletalis valamint az intracellularis sejtkapcsold strukturdk fehérjéinek,
fiziologiai funkcidit szerin/treonin/tirozin (Ser/Thr/Tyr) oldallancuk foszforilacigja ill.
defoszforilacioja is moddosithatja. Ez a foszforilaciés szabalyozas atalakitdé enzimeire, a
protein kindzok ¢és foszfatazok szerepére hivja fel a figyelmet az EC citoszkeleton
szerkezetének és a sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasanak feltaraséban.

Szdmos tanulmény igazolta, hogy a nem-izom miozin-II 20 kDa koénnyiilancanak
(MLC20) foszforilacioés szintje a barrier funkcio egyik fontos tényezdéje. Kimutattak példaul,
hogy gyulladaskeltd effektorok (trombin, hisztamin) hatdsara a MLC20 foszforilacios szintje
gyorsan emelkedik és ezzel parhuzamosan az EC permeabilitisa novekedik. A MLC20
foszforilaciojat katalizalo enzimek kozil a Ca®’-kalmodulin (Ca®*/CaM)-fiiggd MLC kinaz
(MLCK) endotél specifikus formajanak szerepe elsédleges jelentdségli, amelynek miikodési
feltétele az intracellularis Ca®" koncentracio ([Ca®’]) megfeleld szinti novekedésével
kialakulé Ca**/CaM komplex kétddése az enzimhez. Az MLC20 defoszforilaciojat a miozin
foszfatdz (MP) enzim katalizalja, amelynek aktivitasa sokoldaltian szabalyozhat6, a regulator
alegység foszforilaciojaval és kiillonboz6 inhibitor fehérjékkel.

A PP2B (kalcineurin/CN) egy Ca”*/CaM-fiiggd Ser/Thr specifikus foszfataz. Szerepét
az EC barrier funkciojanak a szabalyozdsaban mar szamos kordbbi megfigyelés igazolta.
Kimutattak, hogy a CN specifikus gatlasa ciklosporin A (CsA)-val vagy FK506-al csokkenti a

trombin kezelés kovetkeztében foszforilalédott citoszkeletalis fehérjék defoszforilacidjat,
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vajon a CN kozvetleniil részt vesz-e a MP aktivitasanak szabalyozasaban EC-ben. Munkank

egyik 6 célkitiizése e kérdés tanulmanyozasa volt.

Miozin foszfataz szerkezete, funkcidja és szabalyozasa

A MP holoenzim heterotrimer fehérjekomplex, amely 38 kDa protein foszfataz-1
(PP1) katalitikus alegységbdl (PPlcd), 110-130 kDa miozinhoz is kotddd szabalyozo
alegységbdl (MYPT1) és egy 20 kDa (M20) fehérjébdl all. A MP holoenzimben a MYPT1
alegység szabalyozza a PPlc szubsztrat-specificitasat ¢és aktivitdsat is. A MYPTI
foszforilacidja a Thr696 és Thr853 oldallancokon gétolja a PP1c aktivitast. A MYPTI ezen
kiviil fehérje-fehérje kolcsonhatasi platformként is szolgal, N- és/vagy C-terminalis régiodihoz
a MP szubsztratjai ill. szabalyoz6 fehérjéi is kapcsolédhatnak. A PPlc-vel kialakulo
kolcsonhatasban a MYPT1 N-terminalis régidinak van alapvetd szerepe, amelyek koziil
elsédleges fontossagn a KVKF® kétdémotivum. A foszforilalt miozinnal és MLC20-al vald
kolesonhatasban az N-terminalis, ankirinszer(i ismétlddések jatszanak szerepet.

Endotéliumban ¢és simaizomban a MP szabdlyozasa hasonl6. A RhoA/ROK (Rho-
kinaz) jelatviteli Gtvonal aktivalasaval a ROK a Thr696 és Thr853 oldallancokon foszforilalja
MYPTl1-et és ezzel a MP foszfataz aktivitasanak gatlasat okozza. Masrészt a MYPTI
foszforilacidja az enzim aktivalasat is eredményezheti. Ciklikus nukleotid-fiiggd kinazok (pl.
a protein kinaz A (PKA) vagy a protein kindz G (PKG)) a MYPT1 Ser695 oldallancat
foszforilaljak. Ez nincs kozvetlen hatassal az enzim aktivitasara, de megakadalyozza a
MYPTI1 Thr696 oldallancanak ROK altal torténd foszforilacigjat, kivédve igy a MP gatlasat.
affinitas ndvekedik, a foszfataz aktivalodik.

Kevés ismeretiink van azonban a foszforilalt MYPT1 defoszforilacidjara vonatkozdan,
killsndsen EC-ben. A PP2A és a CN defoszforilalia a MYPTIP™™¢ &5 a MYPT]PTS
oldallancait in vitro. A PP2A gatlasa foszfataz gatld toxinokkal (okadansav (OA) vagy
kalikulin-A (CLA)) noveli a MYPT1P™®° &5 a MYPT1P™35 gzintjét HepG2 és THP-1
sejtekben, ami a PP2A in vivo szerepére utal a MYPT1 defoszforilaciojaban. A CN szerepét a

MYPT1 defoszforilacidjaban in vivo azonban eddig nem bizonyitottak.

A CN szerkezete és szabalyozasa
A CN egy katalitikus domént tartalmazo 58-61 kDa molekulatomegli A alegységbdl
(CNA) és 16-19 kDa molekulatdmegii Ca>"-kété regulator B alegységbdl (CNB) 4ll. Ez a

heterodimer az aktiv centrumban Fe*"-Zn®" ionokat tartalmaz és Ca’>/CaM kot6dését



kovetden mutat foszfataz aktivitast. Az emlés CNA alegységének harom izoformaja (o, P €s
v) ismert, amelyek alternativ hasitas (,,splicing”) termékei.

A CN aktivitasat elsésorban az intracellularis Ca”" koncentracio [Ca®']; szabalyozza.
Nyugvo sejtekben, alacsony [Ca*']; mellett a CaM nem kotédik a CN-hoz és az enzim inaktiv
forméaban van jelen. Amikor a sejtet az [Ca”']i. emelkedését kivalté inger éri a Ca®>" a CaM-
hoz kapcsoldodva konformacio valtozast idéz els, ami lehetévé teszi a Ca*/CaM komplex
CNA-hoz valo kotddését és a foszfatdz aktivitas novekedését. A CN aktivitdsat az aktiv
helyen taldlhat6 fémionok (Fe*', Zn*") redox allapota, valamint az enzim foszforil4cidja is
szabalyozza. A Ca*"/CaM-fiiggé protein kinaz I (CaMK-II) autofoszforilalt formaja képes a
CNA alegységet foszforilalni és ezaltal gatolni a Ca®"/CaM kotédését, ami a foszfataz
aktivitas csokkenését eredményezi. A CN specifikus inhibitorai, a CsA vagy az FK506, a
ciklofilin A-val (CypA) vagy az FK506-kotd fehérjével (FKBP12) kapcsolodva (komplexet
alkotva) fejtik ki CN gatl6 hatasukat.

CELKITUZESEK

Az irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a kalcineurinnak (CN) fontos szerepe van a
marha és human tiido artéria EC citoszkeleton szerkezetének és a barrier funkcidjanak
szabalyozasaban is. Bizonyitottak, hogy a CN katalitikus alegység (CNA) mindharom
izoforméja (CNAa, CNAP és CNAY) kozel azonos mennyiségben expresszalodik huméan EC-
ben, amelyek aktivitdsa trombin kezelés hatdsira fokozodik. Mindezek ellenére a CN
vaszkularis endotél sejtekben betoltott pontos funkcidja és annak molekularis hattere nem
minden részletében tisztazott.

Endotél modell rendszerben, az MLC20 foszforilacié ill. az aktin polimerizacid
szabalyozasa széleskorlien tanulmanyozott teriilet, mivel mindkét folyamat fontos szerepet
jatszik az endotél sejtek barrier funkcidjanak szabalyozasaban. E két folyamat kozotti
kapcsolat is nyilvanvald, mivel a megndvekedett MLC20 foszforilacio csak akkor
eredményez barrier diszfunkcidt, ha a stressz-kébelek képzddéséhez elegendd polimerizalt
aktin (F-aktin) all rendelkezésre. Az aktin polimerizaciot és a miozin foszforilaciot
szabalyozo6 tényezOk azonban még nincsenek teljesen feltarva. Felvetddik annak a lehetdsége,
hogy a CN az aktin polimerizaciot ¢és a miozin foszforilaciot szabalyozd enzimek
foszforilaltsagi szintjét befolyasolhatja. Irodalmi adatok alapjan a CN/PP2B befolyasolja az
endotél barrier funkciot és a citoszkeltalis fehérjék foszforilaciojat, azonban az enzim e

funkcidinak molekularis mechanizmusa még nem ismert.



Mindezek alapjan kutatasi célkitiizéseink az alabbi kérdések tanulméanyozasahoz

kapcsolddtak.

1.

A kalcineurin szerepének vizsgdlata marha tiido artéria endotél sejtek aktin
citoszkeleton szerkezetének szabdlyozasaban kalcineurin gatloszerek (CsA, ill.
FK506) alkalmazasaval, ill. a sejtek CNA/pEGFP konstrukciokkal torténd
transzfekciojaval.

Részt vesz-¢ a kalcineurin a miozin foszfataz gatlasat okozo foszforilalt MYPT1 6%
és MYPT1™3%  oldallancainak defoszforiliciojaban, azaz a miozin foszfatéz
aktivitasanak szabalyozasaban?

A MYPTI és a kalcineurin kdlcsonhatasanak jellemzése, a kdlcsonhatas molekularis
hatterének feltarasa.

Milyen szerepe lehet a kalcineurin és MYPT1 kolcsonhatasanak az endotél sejtek

fiziologiai funkcidinak szabalyozasaban?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Fehérjék

A csirke ziza 133 kDa izoforma szekvencidjanak megfelels GST-MYPT1''% (teljes
hosszasagi) és GST-MYPT1%71%%* (C-terminalis fragment) fehérjéket és a csirke zaza 130
kDa izoforma szekvencidjanak megfeleld His-MYPT1'%**, His-MYPT1'*°, His-MYPT1°**
' N-terminalis fragmentumokat Escherichia coli sejtekben expresszaltuk és ezt kovetéen

affinitas kromatografids modszerekkel tisztitottuk. PP1c, PP2Ac és inhibitor-2 fehérjéket nyul

vazizombol preparaltunk, a CN-t marha agybdl tisztitottuk.

Sejtkultirak, sejtek kezelése és transzfekcidja

Kisérleteinkben marha tiid6 artéria endotél sejteket (BPAEC, Bovine Pulmonary Atery
Endothelial Cells); human tiidd artéria endotél sejteket (HPAEC, Human Pulmonary Atery
Endothelial Cells) és tsA201 (huméan embrionalis vese) sejteket hasznaltunk. Az effektorokkal
val6 kezelésekhez az EC-t 100% konfluenciaig tenyésztettiik, majd a sejteket szérum-mentes
médiumban kezeltiik. A tsA201 és BPAEC sejteket 60-70%-os konfluencia eléréséig
szovettenyésztd edényekben ndvesztettilkk, majd pEGFP, CNA alegység és a Flag-MYPT1
expresszids plazmidokkal transzfektaltuk, ill. pEGFP és ACNA-pEGFP, vagy Flag-MYPT1
¢s a CNAa-pEGFP plazmidokkal kotranszfektaltuk a jetPEI vagy Fugene HD transzfekcios

reagenseket hasznalva.

Western blot

A BPAEC, HPAEC ¢és tsA201 sejtekbdl nyert fehérjéket 10-20% akrilamidot
tartalmazé SDS-PAGE gélen valasztottuk el és a gélrél a fehérjéket elektroblottolassal
nitrocellul6z membranra vittiik 4t immunoldgiai azonositas céljabol. Blokkolast kdvetden a
membranokat eldszor primer, majd HRP-konjugalt szekunder antitesttel inkubaltuk, és az

immunreakcidkat ECL reagenssel detektaltuk.

Pull-down kisérletek

A tsA201 sejtek transzfekciojat kovetden (Flag-MYPT1 vagy Flag-MYPT1 és CNAa-
pEGFP plazmidokkal) 36-48 oOras poszttranszfekcios 1d0 elteltével felkapartuk,
centrifugdldssal Osszegyljtottiik és lizaltuk. A lizatumot anti-Flag gyantaval inkubaltuk és a

kotott fehérjéket SDS-mintapufferrel torténd forralassal szolubilizéltuk. A mintédkat anti-



MYPT1"%, anti-CNAq, anti-PP1cd és anti-GFP antitestekkel vizsgaltuk Western blot
analizissel.

A BPAEC és HPAEC-ek lizatumabol a pull-down kisérleteket Flag-MYPT1-kapcsolt
anti-Flag gyantaval végeztiik el. A Flag-MYPT1-et tsA201 sejtek lizatumabol tisztitottuk és a
kapcsolodo fehérjéket 2 M LiBr/TBS-el valé mosassal tavolitottuk el. Az igy nyert Flag-
MYPT1 gyantait BPAEC ¢s HPAEC lizatumokkal inkubaltuk és a kotddo fehérjéket Western
blot analizissel, anti—MYPTll'z%, anti-CNAa, anti-PPlcd antitestek  segitségével
azonositottuk.

A GST-MYPT1 pull-down kisérleteket BPAEC lizatumokkal végeztiink. A
sejtfeltarast kovetéen a Glutation-Sepharose gyantdhoz GST-t vagy GST-MYPTI-et
kapcsoltunk. A BPAEC sejtlizdtumot  kapcsolatlan ~ Glutation-Sepharose  gyantaval
eldtisztitottuk, majd a GST-vel (kontroll) vagy GST-MYPTI-gyel kapcsolt Glutation-
Sepharose-zal inkubdltuk. A gyanta altal kotott fehérjéket SDS-mintapufferrel torténd
forralassal szolubilizaltuk és a CN kotodését anti-CNAa antitesttel, Western blot analizissel

detektaltuk.

Protein foszfataz aktivitas meghatarozasa

A protein foszfataz aktivitas meghatarozasat tisztitott PP1c-vel, PP2Ac-vel és CN-al
végeztiik *P-GST-MYPTIl-et hasznalva szubsztratként. A GST-MYPT1 fehérjét ROK-al
foszforilaltuk és a **P-GST-MYPT1 szubsztratbol a foszfatazokkal torténd kiilsnbdzd
inkubécios id6k utan felszabaduld 2Pt mértik a fehérjék triklor-ecetsavval torténd

kicsapasat és centrifugalast kovetden a feliiluszobol.

Feliileti plazmon rezonancia

A CN ¢és a MYPT1 fragmentumok kolcsonhatasanak vizsgalatara feliileti plazmon
rezonancia (SPR) méréseket végeztiink Biacore 3000 késziilékkel. CMS5S szenzor chip
feliiletére a fehérjéket anti-GST antitesten keresztiil (GST-MYPT1'"'" GST-MYPT1%7-1%%
vagy kozvetleniil, a fehérjék (His-MYPT1"%* His-MYPT1'**®, His-MYPT1°***'") szabad
amino-csoportjainak kapcsolasaval immobilizaltuk. A kolcsonhatdé molekuldkat (CN és/vagy
PPl1c¢) kiilonb6zd koncentraciokban a felszinre injektaltuk €s azok kotddését az immobilizalt
fehérjékhez a rezonancia jel (RU) novekedéseként regisztraltuk az id6 fliggvényében. Az igy
kapott gorbéket (szenzogrammok) BlAevalution 3.1 szoftver (Biacore) segitségével

analizaltuk a kinetikai €s egyensulyi paraméterek meghatarozasara.



Transzendotél elektromos ellenallas (TER)

Az EC barrier funkcigjat a transzendotélialis ellenéllas (TER) mérésével (electrical
cell-substrate impedance sensing system, ECIS, Applied Biophysics, Troy, NY, USA)
tanulmanyoztuk. A teljes monolayer elektromos ellendllasat mértiik a kitapado sejtek felszine

¢s az arany elektrodok kozotti ellenallas meghatarozéasaval.

Immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszkopia

A BPAEC ¢és HPAEC sejteket feddlemezen 100 %-os konfluencia eléréséig
novesztettiik ¢és kiillonbozo effektorokkal kezeltiik. A lemezeket PBS-sel mostuk, a sejteket 4
% PFA-val fixaltuk, és 0,05 % Triton X-100-at tartalmazé PBS-sel permeabilizaltuk, majd 1
% BSA/PBS-sel blokkoltuk. A sejteket 0,1 % BSA/PBS-ben higitott primer antitestekkel,
majd Alexa 488-konjugalt anti-nyul vagy Alexa 543-konjugalt anti-egér szekunder antitesttel
inkubaltuk. Mosast kovetéen a feddlemezeket Prolong Gold Antifade médium segitségével a
targylemezekre rogzitettilk és Nikon Eclipse TE300 fluoreszcens mikroszkoppal vagy
Olympus Fluoview 1000 konfokalis mikroszkoppal elemeztiik. A fehérjék kolokalizacidjanak
a mértékét a Pearson-féle korrelacios koefficiens (C értékek) meghatarozasaval adtuk meg, a
CN-Aoa-nak és a MYPT1-nek megfeleld zold és piros csatorndk pixel intenzitdsanak analizise

alapjan.

Aramlasi citometriai analizisek

A BPAEC esetében a transzfekciok hatékonysaganak és a kezelések citotoxikus
hatasanak a megitélésére, valamint az MLC205" foszforilacios szintjének meghatarozasahoz
aramlasi citometriai analiziseket végeztink FACS Calibur késziilékkel (Becton-

Dickinson, San Jose, CA, USA).

Intracellularis Ca®* mérés

BPAEC-eket steril iiveg feddlemezeken 100%-o0s konfluencidg ndvesztettiik majd
Fura-2 fluoreszcens Ca® -szenzitiv festékkel inkubaltuk DPBS-ben. A méréseket DPBS-ben
Ca®" jelenlétében vagy tavollétében, ez utobbi esetben 10 mM EGTA egyidejii
alkalmazasaval, szobahémérsékleten végeztiik. A sejtek fluoreszcenciajat Ca’’-imaging

rendszerrel mértik.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

CN inhibitorok hatasa a trombin-indukalt stressz-kabel képzodésre

A CN farmakologiai inhibitorait (CsA vagy FK506) felhasznalva, valamint trombin
kezeléseket alkalmazva vizsgaltuk az EC aktin citoszkeleton szerkezetének valtozasait.
Trombin kezelés a BPAEC citoszkeleton szerkezetében drasztikus véltozasokat okozott:
fokozott aktin polimerizaciot és stressz-kabel képzddést indukalt, amely vaszkularis barrier
diszfunkcio kialakulasdhoz vezet. A trombin kimosasaval ez a folyamat visszafordithato. CN
gatloszerek (CsA és FK506) jelenlétében azonban a trombin hatéséara kialakult citoszkeletalis
valtozasok fennmaradnak. Ezekbdl az adatokbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a CN-nak fontos
szerepe van a trombin kezelést kdvetd barrier funkcio helyreéllitdsdban, azaz az enzim
aktivalasa eldsegiti a stressz-kdbelek mennyiségének csokkenését és az aktin-citoszkeleton

szerkezetének a trombin kezelést megelez6 allapotba torténd visszarendezddését BPAEC-ben.

A CNA izoformak overexpressziojanak hatisa a citoszkeleton trombin-indukalt
szerkezeti valtozasara

A GFP (kontroll) és a GFP-CNA izoformak (CNA o, B, y) overexpresszidja, sem a
kezeletlen, sem a trombin-kezelt sejtekben nem befolydsoltdk az EC aktin-citoszkeleton
szerkezetét. Ezzel szemben a CNA konstitutiv aktiv, roviditett o izoformajat (ACNA) kodolo
plazmid transzfekcidja, amelybdl hidnyzik az autoinhibitor (Al) és a CaM-koté domént
koédold szekvencia, trombin kezelést kovetden csokkentette a transzfektalt sejtekben a stressz-
kabelek szamat. Ez a CN szerepét jelzi az aktin-citoszkeleton szerkezeti valtozasok
szabalyozasaban, azonban a folyamat molekularis hatterének feltarasa tovabbi kisérleteket

igényelt.

CN inhibitorok hatasa a MYPT1 Thr696 és Thr853 oldallancok foszforilacios szintjére
EC-ben

CsA ¢és FK506 szignifikansan novelte a MYPT1 két, miozin foszfataz gatlast okozo,
Thr696 és Thr853 oldallancainak foszforilacios szintjét BPAEC és HPAEC-ben is. ROK
inhibitor (H1152) a kezeletlen és a CsA-val kezelt sejtekben is jelent6sen csokkentette a
foszforilalt MYPT1™% (MYPT1P™%%) s MYPT1™*° (MYPT1P™35) szintjét is, amely a
foszforilacids folyamat ROK-fliggo jellegére utal.

Izolalt enzimekkel végzett in vitro foszfataz aktivitasmérések bizonyitottak, hogy a

CN Ca*'/CaM- és koncentracié-fiiggd modon kdzvetleniil defoszforilalja a foszfo-MYPT1-et,
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a PPlc és PP2Ac katalitikus alegységekhez hasonld kinetikaval. Az endogén MYPT]PTe%
defoszforilacioja tsA201 sejtekben overexpresszalt, konstitutiv aktiv CN hatdsara is

bekovetkezik. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a CN kozvetleniil defoszforilalja a
MYPTI-et, azaz a CN a MYPT1 Ca**/CaM-fiiggd foszfataza.

CsA hatasa az EC [Ca®'[;szintjére és a kofilin foszforilaciéjara

BPAEC sejtek CsA kezelése gyors, atmeneti [Ca”"]; emelkedést indukal, amely az
inkubacios periodus végén is meghaladja a kezeletlen sejtek [Ca®’]; szintjét. A CsA hatasa
figg az extracellularis Ca® jelenlététsl, amely plazmamembran Ca®" csatorna (vagy
csatorndk) szerepét feltételezik az [Ca®’]; novekedésében. Kimutattuk, hogy extracellularis
Ca®" tavollétében (EGTA jelenlétében) a CsA MYPTIP™®° szintet noveld hatdsa nem

figyelheté meg. Feltételezziik, hogy az emelkedett [Ca®"];

a CN aktivacigjaval parosul, ami
fokozott MYPT1P™%% defoszforilaciot tesz lehetvé, amelyet azonban a CsA jelenléte és
gatld hatasa ellensulyoz. Irodalmi adatokkal Osszhangban az is valdszinli, hogy a
megndvekedett [Ca®]; -nak szerepe van a ROK aktivalasaban is.

A [Ca®™]; és a CN aktivitds ndvekedését dsszefliggésbe hoztak az aktint depolimerizald
faktor kofilin Ser3 oldallanca foszforilacios szintjének szabalyozasaval is. HeLa sejtekben a
CN aktivalja a foszforilalt kofilin defoszforilaciojat katalizalo Slingshot foszfatazt. CsA
kezelést kovetden mind BPEAC- és HPAEC-ben névekedett a kofilin®™* szintje, amely
megerSsiti a CN feltételezett szabalyozo szerepét a kofilin™” szint szabalyozasaban. A
kofilin foszforilacigja csokkenti a fehérje aktint depolimerizald aktivitasat eldsegitve az F-
aktin mennyiségének novekedését. Az [Ca®’]; CsA altal indukalt novekedése a kofilin
foszforilacigjaért felelds kinaz, a LIMK aktivaciojaval is 0sszefiiggésbe hozhatd, feltehetden a

RhoA/ROK utvonal aktivalasival, ami szintén hozzajarulhat a kofilin®™*” szintjének

novekedéséhez.

A CN és a MYPT1 kolcsonhatasa in vivo és in vitro

Kimutattuk a BPAEC ¢és HPAEC sejtek lizatuméaban jelen 1évé endogén CN
kolcsonhatasat foszforildlatlan GST-MYPT1 vagy Flag-MYPT1 fehérjékkel pull-down
kisérletekben. Ezek az eredmények azt sejtették, hogy a MYPTI1 foszforilacidja nem
elofeltétele a CN-MYPT1 komplex képzddésének. A két fehérje kdlcsonhatasat koexpressziot
kovetd pull-down kisérletekkel is megerdsitettiik. Fluoreszcens and konfokalis mikroszkopia
alkalmazéséaval kimutattuk, hogy az endogén CN és a MYPT1 kismértékben a sejtmagban,
nagyobb mértékben az EC-ek citoplazmajaban lokalizalodott. A két fehérje kolokalizaciojat a
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citoplazmaban és a sejtmagban is detektaltuk, amely hasonl6é mintdzatot mutatott kezeletlen és
trombin kezelt BPAEC/HPAEC sejtekben is. A két fehérje nagymértékti kolokalizacidjara
utalt a Pearson-féle korrelaciés koefficiensek meghatarozdsa is, ami megerdsiti azt a

SPR kotodési kisérletekben tisztitott MYPT1 fehérjék (teljes hosszisagu, valamint N-
¢s C-terminalis fragmentumok) alkalmazasaval feltérképeztiik a MYPT]1 lehetséges CN-t kito
régidit ¢és meghatdroztuk a képzdédd komplexek stabilitdsit. Az adatokbol arra
kovetkeztettiink, hogy a MYPT1 és a CN stabil komplexet alkot (K;~10"). A CN-MYPTI
interakcioban a MYPT1 N-termindlis régioi jatszanak szerepet és ezzel Osszhangban itt
talalhaté a CN szubsztratjaira jellemzd, az azok CN-hoz valo kotddéséhez sziikséges PxIXIT
szekvencia motivuma (C“’PLIEST’®) is, amely el6segiti a kolcsonhatas stabilizacidjat. A
PPlc szintén a MYPT1 N-termindlis szakaszaihoz kotddik, azonban SPR és pull-down
kisérletekkel is igazoltuk, hogy a PP1c és a CN koz6tt nincs kompeticié a MYPT1-hez torténd
kotodés soran. A CN és MYPT1 PPlc-tél fiiggetlen, stabil kolcsonhatasabol arra
kovetkeztetiink, hogy a CN ¢és a miozin foszfatdz holoenzimmel is hasonlo stabilitdsa

komplexet képez, mint a MYPT1-el.

A CN és a MYPT1 kolcsonhatas szerepe az EC miozin foszforilaciéjaban és a barrier
funkcio szabalyozasaban.

Elézetes irodalmi adatok alapjan a trombin tranziens MLC20/miozin foszforilaciot
eredményez, ami atmeneti MP gatlassal parosul. Feltevésiink az volt, hogy a CN gatlasaval
fenntartott MYPT1 gatld foszforilaci6 alakulhat ki, ami fokozott miozin foszforilaciéval
parosulhat. Eredményeink szerint a trombin kezelés utan tranziensen ndvekszik a
MYPT1™ &5 a MLC20%" foszforilacidja is. Ezzel szemben, amikor az EC-t CsA-val
el6kezeltiik a MYPT1P™% foszforilaciés szintjének jelentés novekedését tapasztaltuk, amely
viszonylag magas szinten részlegesen fenntartott maradt a trombin kezelés idétartama alatt.

pSerl? szintjének novekedését is detektaltuk. Eredményeink

Ezzel parhuzamosan a MLC20
olyan szabalyozasi mechanizmusra utalnak, amelyben a CN ellensulyozza a MYPT1 gatlo
hely(ek) foszforilaciojat, amely a MP-t aktiv allapotban tartja, ezzel is csokkentve a
MLC20%"" szintjét. A trombin altal eléidézett [Ca*"]; emelkedés, amely aktivalja a MLCK-t
¢s a CN-t, tranziens MLC20 foszforilaciot és MP gatlast eredményez. Ezzel szemben a CN
gatldsa trombin kezelések sordn megsziinteti a foszforilacios valtozasokat. Atmeneti

(tranziens) jelleget és fenntartott MYPT1 és MLC20 foszforilacidhoz vezet. A CN szerepe

tehat a MYPT1P™™ defoszforilaciojaban alapvetd, de feltehetSen nem kizarolagos, ami

12



Osszhangban van a foszforilacio CsA jelenlétében tapasztalt részben fenntartott jellegével.
Felmeriilhet mas foszfatazok, igy pl. PP1 ¢és a PP2A tipusok szerepe is a MYPTI
defoszforilacidjaban, amely feltevésssel in vitro foszfataz aktivitismérési adataink is
Osszhangban vannak. Hangstlyozni kell azonban, hogy kisérleteinkben a PPlc és PP2Ac
MYPTI1-et defoszforilald hatasat bizonyitottuk, a sejtekben viszont ezek a katalitikus
alegységek holoenzim formaban vannak jelen, ezért az enzimeket a MYPTI-hez iranyito

regulator alegységek azonositdsa a tovabbi kutatdsok fontos kérdése.

A CN gatlas hatasa az EC barrier funkcidjara

Ismert, hogy a CN gatloszerek (CsA, FK506, deltametrin) befolyasoljak az EC
permeabilitasat. Kimutattdk, hogy az FK506 6nmagédban nem valtoztatta meg a TER-t, de
megakadalyozta az EC regeneralodasat a trombin-indukalt rezisztencia csokkenést kovetden,
mig a PP1 és PP2A gatloszerek e tekintetben hatdstalannak bizonyultak. Vizsgalataink soran
azt talaltuk, hogy a CN gatlasa CsA-val csokkenti a TER-t BPAEC-ben, azonban szignifikans
valtozast az MLC20 foszforilacios szintjében nem detektaltunk. Feltételezésiink szerint ez a
CsA okozta TER valtozas a kofilin®™*® megnovekedett szintjének tulajdonithatd, ugyanis a
CsA kezelés hatasara emelkedett a kofilin®, ami fokozott aktin polimerizaciohoz, és az
aktin-citoszkeleton szerkezetvaltozasa altal EC permeabilitas novekedéshez vezethet. CsA
elékezelés trombin hozzaaddsat megeldzden jelentOsen lassitja a TER értékének kontroll
szintre tOrténd visszatérését, azaz a barrier funkcidé helyreallitaisit BPAEC-ben, amit
feltehetden a fenntartott MYPTIP™ ¢ MLC2075" foszforilaciés szint okozhat.
Eredményeinkbdl tehat arra kdvetkeztethetlink, hogy a CN gatlasa CsA-val mind az MLCK-
fliggd és MLCK-fliggetlen jelatviteli utvonalakra is hatassal van EC-ben.

AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

e Kimutattuk, hogy a kalcineurin aktivalasa eldsegiti a trombin-indukalt stressz-kabelek
szamanak csokkenését, mig a kalcineurin gatldészerek ellentétes hatast fejtenek ki.
Eredményeink alapjan a kalcineurin aktivitdsa a citoszkeleton szerkezeti valtozasain
keresztiil befolyasolhatja a sejtek kontraktilitasat.

e Munkdnk sordn, a miozin foszfatdz MYPT1 alegysége Thr696 ¢és Thr853 gatlo
foszforilacidés helyeinek defoszforilacidjaban részt vevd protein foszfatdzként a

kalcineurint azonositottuk.
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Feltartuk a defoszforilalt MYPT1 és a kalcineurin kdlcsonhatds szerkezeti hatterét. A
kalcineurin és a defoszforilalt MYPT]1 stabil komplexet alkot, ami arra utal, hogy ezen
fehérjék kolcsonhatasanak az enzim-szubsztrat kapcsolaton til mas biologiai funkcioja is
lehet, igy pl. a kolcsonhatas eldsegitheti kolokalizacidjukat fizioldgiai szempontbol
fontos szignalizaciés komplexekben.

Eredményeink arra utalnak, hogy a kalcineurin fontos szerepet jatszik az EC trombin altal
indukalt diszfunkcidjdnak regeneraldodasi folyamatdban, feltehetden a miozin foszfataz
MYPT]I alegység defoszforilacioval torténd aktivalasaval, amely a miozin foszforilacid

csOkkenését okozza.
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