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BEVEZETES

A vaszkularis endotélium

A vaszkularis endotélium az erek belsé falat borito, egy rétegben elhelyezkedd, egymashoz
-szorosan kapcsolodo endotél sejtekbdl (EC) all. Egyik f6 funkcioja a szelektiv barrier biztositasa
a véraram és a kornyez6é szovetek kozott, ezaltal szabalyozva a sejtek, folyadék €s a nagy
molekulatomegli anyagok vérerekbOl vald Kijutdsat. Az endotel sejtek e tulajdonsagat
ateresztOképességnek nevezziik. Az ateresztoképesség fenntartasahoz, tobb egyéb tényezé mellett,
endotelialis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) altal termelt nitrogén-monoxid (NO) sziikséges. Az
eNOS aktivitasa pedig, tobbek kozott, reverzibilis foszforilacio-defoszforilacio altal
szabalyozhat6. Az endotél barrier funkcidt az akto-miozin kontraktilis rendszer is befolyasolja,
ezért a 20 kDa miozin konny(i lanc (MLC20) foszforilacios allapota az endotél barrier funkcio
egyik jellemzéje. Gyulladaskelté stimulusok hatasara az endotél barrier funkcid séril, amely
sulyos, gyakran halélos betegségekhez vezethet, ezért az endotél barrier funkci6 szabalyozasaban

szerepet jatsz6 folyamatok pontosabb megértése sziikségszerti.

Az endotél barrier funkciojdnak  szabalyozdsa a  fehérjek  reverzibilis
foszforilacié/defoszforilacioja altal

A reverzibilis fehérje foszforilacio az egyik leggyakoribb poszttranszlaciés modositas. A
foszforilaciot a protein kinazok katalizaljak, mely soran az ATP y-foszfat csoportjat a fehérjék
szerin (Ser), treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr) oldallancdba épitik be. A folyamat
megfordithatosagat a protein foszfatdzok biztositjak a foszfo-észter kotés hidrolizise révén. Az
emberi genom 518 protein kinazt kodol, amelyek a Ser/The-, Tyr- és kett6s specificitast protein
kinazok csoportjaba tartoznak. A Ser/Thr tipusu protein kinazok a sejtekben zajlo fehérje
foszforilacids folyamatok 98,2%-aért felelések. Azonban a protein foszfatazok szama csupan
minddssze 150-re tehetd, és ebbdl mintegy 40 a P-Ser/Thr specifikus foszfatdz katalitikus
alegységek szama. A protein foszfataz katalitikus alegységek kisebb szama ellenére a regulator
alegysegekkel valo asszociacio révén nagy specificitas érheté el. A legujabb o0sztalyozasi
szempontok alapan a foszfoprotein foszfatdzok (PPP) hét alosztalyba sorolhatok: a protein
foszfataz 1 (PP1), -2A, (PP2A) és -2B (PP2B, vagy kalcineurin), valamint az Gj tipusu protein
foszfatdzok, PP4, PP5, PP6 és PP7. Kisérleteink elsé részében a Ser/Thr specifikus protein

foszfataizok eNOS és endotél barrier funkcioban betoltott szerepének tanulmanyozasaval
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foglalkoztunk, ezért az alabbiakban a PP1 és PP2A protein foszfatazok jellemzoéit szeretném

0sszegezni.

PP1

A PP1 tipust foszfatdz holoenzimek egy 35-38 kDa molekulatomegii katalitikus
alegységb6l (PPlc), valamint valtozatos regulator alegységekbdl allnak, amelyek a szubsztrat-
specificitasért felelosek. Emlésokben a PP1c-t harom gén kddolja és 6t splice variansa ismert:
PPlcal, PPIca2, PPlcyl, PP1lcy2 és PP1cP/5. A PP1c kompakt szerkezetli, melynek kézepén egy
B-szendvics, helyezkedik el. Az aktiv centrum pedig az Y-alakl szubsztrat koté arkok
metszéspontjaban helyezkedik el. Habar a PP1c énmagéban is katalitikusan aktiv, a szubsztrat-
specificitasa széles, amely a hozzad kapcsol6dd reguléator alegységek fontossagéra hivja fel a
figyelmet. Jelenleg tobb mint 200 a PP1c katalitikus aktivitasat befolyasold, azzal finkcionalis
kolcsonhatast képz6 regulator alegység ismert. Koz0s tulajdonsdguk, hogy a PPlc-vel egy
R/KVXF konszenzus szekvencia motivumon keresztll kapcsolodnak. Funkcid szerint a regulator
alegységek harom csoportba sorolhatdk, eszerint: inhibitor-, célra iranyit6- (targeting) és
szubsztrat kolcsonhato partnereket kildnboztetiink meg. A regulétor alegységek kozil a miozin
foszfataz (MP) célra iranyito alegység (MYPT1) csaladba tartoz6 PPl1c-vel kolcsdnhato
partnereket részletesen jellemezték a simaizmokban, de a MYPT1 regulator szerepérél a nem-izom

sejtekben is egyre tébb informécidval rendelkezink.

PP2A

A heterotrimer PP2A holoenzim egy 36 kDa molekulatomegii katalitikus alegységbdl (C),
65 kDa allvany alegységbdl (A) és egy variabilis regulator alegységbdl (B) all, de heterodimer
formak is l1éteznek. Az A és C alegysegek, amelyeknek két-két izoformaja ismert emlds sejtekben
(o és B), mindig egymassal 0sszekapcsolodva taldlhatdak meg, a heterotrimer forma koézponti
vazét, az AC alegységet képezve. A regulator B alegységek négy, egymastol szerkezetileg eltérd
csoportba sorolhatdak, amelyeket 3-5 rokon gén kodol. Ezek a B, B’, B’” and B*’” alegységek. A
PP1-el ellentétben, sem a PP2A, sem pedig a PP2A-t k6té szubsztratok szerkezetében nem
azonositottak specidlis koté motivumokat. Az AC alegység kiilonboz6é regulator alegységekkel
valé kombinacidjanak fontos szerepe van a szubsztrat valamint a PP2A Katalitikus aktivitasanak
szabalyozésaban. A B’6 alegysag PKA altali foszforilacioja a Ser566 oldallancon példaul néveli a

holoenzim aktivitasat.



A PP1 és PP2A aktivitasanak szabalyozasa foszfataz inhibitor toxinokkal

A legtobb protein foszfataz inhibitor membanpermeabilis és nem-szelektiv. A PP1 és PP2A
aktivitasa egyarant gatolhaté az okadansav (OA), fosztriecin, kantaridin, nodularin, kalikulin-A
(CLA), tautomicin (TM) és mikrociszrin (MC-LR) altal, koncentracio fiiggé moédon. A CLA és
TM egyarant gatolja a PP1-et és PP2A-t in vitro, azonban ezen toxinok foszfatazgatlo hatasa sejtes
rendszerekben ellentmondasos. Kisérleteink soran CLA-t (10nM) haszaltunk olyan
koncentracidban, amely részleges, de szelektiv PP2A-, valamint TM-t (1 uM), amely féként PP1

gétlast okozott.

A miozin foszfataz szerkezete, szabalyozésa és funkcidja

A trimer szerkezetti miozin foszfatdz (MP) holoenzimet, amely egy ~38 kDa PP1cd, egy
110-130 kDa MYPT1 (Myosin Phosphatase Target subunit 1) regulator alegységbdl, valamint egy
20-21 kDa algységbdl (M20) all. A PP1c-kété6 KVKF motivum a MYPT1 N-terminalis régiojaban
talalhat6 a 35-38 oldallancok kozott, amelyet az N-terminalis kar €s 8 ankirinszeri ismétlddéseket
tartalmaz6 motivum (39-296) 6vez. A MP holoenzim legfontosabb jellemz6i a PP1¢cd és MYPT1
alegységeknek tulajdonithatdak. A MYPT]1 regulator alegységnek elsésorban a MP holoenzim
szubsztrat specificitdsanak szabalyozasaban van fontos szerepe, a PP1 Kkatalitikus alegységnek a
foszfo-MLC (ppMLC20) szubsztratra val6 célra iranyitasa altal. Azonban a szamos MYPT1-el
kolcsénhato partner léte a MP holoenzimnek a sejtes folyamatok szabalyozasaban betoltott
szélesebb korii szerepére utal, mint csupan a ppMLC20 defoszforilécioja.

A MP simaizmokban ¢és endotél sejtekben torténd szabalyozasa hasonld és szamos modon
torténhet. Ezek kozill . A MYPT1 Thrb% és Thr%3 oldallancokon torténé foszforilacioja Kitlintetett
szereppel bir a sejtek kontraktilitasanak szabalyozasaban. Mindkét oldallanc foszforilalhaté a Rho
kindz (ROCK) altal ami a MP holoenzim géatlasat eredményezi. Azonban a MYPT1 PKA/PKG
altali foszforilacioja a szomszédos Ser oldallancokon (Ser®® és Ser®5?), nagymértékben csokkenti
a MYPT1 foszforilaciojat a Thr9/85% gldallancokon. Ugyanakkor a MYPT1 kettés foszforilaciojat
is leirtak a Ser®/Thré% és/vagy Ser®2/Thr®2 oldallancokon, amelyet szintén a PKA/PKG
katalizal, azoban ennek nincs jelent0s hatisa a MP katalitikus aktivitdsara. A Thr oldallancok
ROCK altali foszforilacidja esetében megfigyelték, hogy a szomszédos Ser oldallancok
foszforilacidja nem lehetsége igy a Thr oldallancok csak akkor foszforilalhatoak PKA/PKG altal

ha mér a Ser oldallancok foszforilalva vannak. A MP holoenzim aktivitasa kdlcsonhaté partnerek



altal is szabalyozhat6. A legfontosabb endogén gatlo fehérje kis molekulatomegii (17 kDa) protein
foszfatazl regulator alegység 14A, mas néven CPI-17, amely az inhibitor-1 (11) és inhibitor-2 (12)
fehérjékkel ellentétben nem csak a PP1cd alegység, hanem a MP holoenzim aktivitasat is gatolja
foszforilacio fiiggd modon.

Az MLC20 foszforilacioja a Ca®*/kalmodulin fiiggé miozin konnytilanc kinaz (MLCK)
altal a Ser®® és a Thr'® oldallancokon, valamint a defoszforilacioja a MP éltal alapvetd szereppel
bir az aktomiozin kontrakcié szabalyozdsdban, ami pedig kulcsfontossagu az endotél barrier
funkcié szabalyozéasdban. Gyulladaskelté &gensek (pl. hisztamin, bradikinin) hatasara
megnovekszik a MLCK aktivitasa, ami az edotél sejtek permeabilitasanak ndvekesését
eredményezi. Ezzel szemben az extracellularis purinok pl. adenozin (Ado), adenozin trifoszfat
(ATP) vagy az ATPyS (egy nagyon lassan hidrolizal6 ATP anal6g) barrier védd szereppel bir a
makrovaszkularis EC-ben. A PKA/PKG kdzvetitette jelatviteli Gtvonal aktivacidja ezen agonistak
altal a MYPT1 foszforilaciojat idézi eld a Ser®® és Ser®2 oldallancokon ezaltal csokkentve a MP
inaktivacigjagt a MYPT1 ROCK altali foszforilacidja kovetkeztében, ami MLC20
defoszforilacidhoz és a sejtek relaxaciojdhoz vezet. Melandma sejtekben szintén megfigyeltek,
hogy a z06ld tea polifenol (-)-epigallokatekin-3-O-gallat (EGCG) a PP2A aktivacigjat idézte eld
cAMP/PKA fiiggé moédon, ami a MYPT1 ThrPT6% defoszforilaciojat valamint idézte els.

Az eNOS szerkezete, szabalyozasa és funkcidja

A nitrogén-monoxid (NO) nagy diffaziés képességgel rendelkez6, igen reaktiv
szabadgyok, amely bioldgiai rendszerekben viszonylag rovid (5 s) féléletidovel rendelkezik. A
NO-ot a nitrogén-monoxid szintaz (NOS) enzimek szintetizaljak, amelyeknek harom izoforméajuk
ismert: neurondlis- (NNOS), indukélhat6- (iNOS) és endotelidlis NOS (eNOS). Az eNOS
konstitutivan expresszalodo enzim, amelyet foként az endotél sejtekben jelenik meg. A human
eNOS egy 133 kDa méretii enzim, amely egy N-terminalis oxigenaz és egy C-terminalis reduktaz
doménnel rendelkezik. A NO termeléséhez két eNOS monomer fej-farok orientacidban vald
dimerizacidja sziikséges. Az eNOS aktivacio szintén feltétele még az intracellularis Ca?*
koncentracio emelkedése, amely a Ca?*/CaM eNOS monomerekhez valo kotddéséhez sziikséges.
Ugyanakkor az eNOS aktivitdsanak szabalyozasa aprolékosan kontrollalt folyamat, amelyet
szdmos mechanizmus &ltal kontrollalt transzripcios- (NFxB, KLF-2, HIF1 és HIF2),

poszttranszkripcios- (TNFa) és poszttranszlaciés szinten. Az eNOS poszttranszlacios



szabalyozésdban Kitlintetett szerepe van az enzim protein kinazok és foszfatazok altali
modositasanak a Ser, Thr és Tyr oldallancokon. Mindezidaig a human eNOS szerkezetében hét f6
foszforilacios helyet azonositottak, amelyek kozul a Ser1177 és Thr495 kitlintett szereppel bir.
Mindkét foszforilacios helyet tobb kindz foszforilalhatja. Az eNOS Ser117 oldallancon torténé
foszforilacidja a PKA altal ndveli az enzim katalitikus aktivitasat, mig a Thr495 oldallanc ROCK
vagy protein kindz C (PKC) Altali foszforilacidja gatolja azt. Endotél sejtekben PMA kezelés
hatdsdra PKC aktivacio kovetkeztében ndvekszik az eNOS Thr495 foszforilacidja, valamint
csokken a NO szintje.

Az eNOS és az altala termelt NO szdmos kardiovaszkularis folyamat fontos regulatora. Az
erekben, a NO legfontosabb bioldgiai funkcidja a szolubilis guanilat ciklaz (sGC) simaizmokban
torténé aktivalasa, amely a cGMP szint ndvekedését eredményezi. Ennek kovetkeztében
megemelkedik a cGMP fiiggd PKG aktivitasanak szintje, ami pedig a MP aktivaciojat és a
Kimutattak, hogy gyulladaskelté agensek pl. VEGF a NO szintjének novekedését eredményezik,
amely hozzajartl az endotél sejtek permeabilitdsanak novekedéséhez. Ugyanakkor a NO képzddés
farmakologiai inhibitorokkal torténd gatlasa, vagy az eNOS gén csendesitése szintén az erek
ateresztoképességének novekedéséhez vezet, az arteriolak, kapillarisok és posztkapillaris vénak
szintjén. Mas tanulmanyok szerint az EGCG endotél barrier protektiv szereppel bir in vitro, azoban

a jelenség molekuléris hattere nem teljesen tisztazott.



CELKITUZESEK
Az endotél barrier funkcié és integritas szabalyozésaban szerepet jatsz6 molekuléris
mechanizmusokat az elmult évtizedek soran intenziven tanulmamyoztdk, azonban a jelentds
elérelépések ellenére ezek a folyamatok még nem teljesen tisztazottak. Az irodalmi attekintésbol
is kitlinik, hogy az endotélium eredeti NO kulcsfontossagu szerepet jatszik az erek szdmos
funkcidjanak szabalyozaséban, beleértve az endotél sejtek permeabilitasaban bekovetkezd
valtozasokat. Az eNOS foszforilacios szabalyozasaban bekovetkez6 zavarok, az eNOS
expresszids szintjének csokkenése a NO szint csokkenésevel jar, amely a kardiovaszkularis
betegségek tuneteinek stlyosbodasahoz vezet. Ezért az eNOS szabalyozas jobb megértése és az
eNOS funkcid javitasara irdnyuld Gj megkozelitések fontos kutatdsi célok. Az eNOS Thr495
oldallancon torténd foszforilacioja, negativ modon befolyasolja az enzim aktivitasat. A Thr495
oldallanc foszforilacidjat szamos kinaz katalizalja, azonban a defoszforilacios folyamatok kevésbé
ismertek. A ROCK foszforildlja az eNOS-t a Thr495 oldallacon, amelyet mas ROCK
szubsztratokra nagyon hasonlé aminosav szekvencia dvez. Ismert, hogy a ROCK szubsztratokat
pedig gyakran a MP defoszforilalja, amely a MP eNOSP™#% oldallanc defoszforilaciojaban jatszott
potenciélis szerepére utal. Ezért, korabbi eredményeink és az irodalmi adatok alapjan célul tiiztem
ki:
1. A MP holoenzim szerepének vizsgélatat az eNOS Thr495 oldallanc defoszforilaciojaban,
tovabba, az ebben szerepet jatszd kolcsonhatasok és jelatviteli folyamatok vizsgalatat,
amelyek az eNOS gétlasdban vagy aktivalasaban illetve az endotél barrier funkcié

szabalyozasaban vehetnek részt.

Masrészt, az Ado és ATPyS szintén fontos regulatorai az endotél homeosztazisnak, amelyek
az endotél barrier funkcidt is erdsitik cAMP-fliggd és fiiggetlen modon, megnovekedett MP
aktivitast és a MLC20 foszforilacios szintjének csokkenését idézve eld. Azonban az Ado és ATPy
szerepe a mikrovaszkularis endotél sejtekben nem teljesen ismert, ezéert kovetkez6 célom volt:

2. Az Ado- és ATPyS indukalta purinerg receptor medialt jelatviteli Gtvonalak feltarasa és az

altaluk indukalt barrier funkcidt erésité6 folyamatok vizsgalata a human tid6
mikrovaszkularis endotél sejtekben (HLMVECS).



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtkulturak

A human koéldokzsinor véna endotél sejteket (HUVEC) 20% FBS, 10 mM HEPES, 2 mM L-
glutamin 0.25 pg/ml amphotericin B, 100 U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin tartalmi M199
oldatban tenyésztettlik. Az azonos szervezetb6l szarmazd sejteket a 4-7 passzalasok kozott
hasznéltuk. A marha tiid6 artéria endotél sejteket (BPAEC) a 17-23 passzalasok kozott ker6ltek
felhasznalasra. a BPAE sejteket 10% (v/v) hoinaktivalt FBS, 1 mM natrium-piruvat, 0.1 mM nem-
esszencialis aminosav oldat, 2 mM glutamine, 1% (v/v) antibiotikum-antimikotikum oldat
tartalmi MEM oldatban tenyésztettik. A HLMVEC ¢s human tudd artéria endotél sejteket
(HPAEC) 5-10% (v/v) FBS, 0.2 ml hidrokortizon, 2 ml huméan FGF-B, 0.5 ml VEGF, 0.5 ml R3-
IGF-1, 0.5 ml aszkorbinsav, 0.5 ml EGF, 0.5 ml GA-1000 és 0.5 ml heparin tartalmu EBM2
tapfolyadékban tenyésztettik. A human embrionalis vese eredeti HEK293, eNOS knock-in
HEK293, valamint tsA201 sejteket 10% (v/v) FBS, 2 mM L-glutamine és 1% (v/v) antibiotikum-
antimikotikum oldatot tartalmazé DMEM tapfolyadékban tenyésztettiik. A sejteket 37 °C
hémeérsékletli, 5% CO2-95% levegd vizgoz telitett elegyét tartalmazo inkubatorban tenyésztettiink.

Immunoblot analizis

A mintakban 1év6 fehérjéket poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE) technikaval
elvalasztottuk majd 0.45 pM porusméretii nitrocelluloz vagy 0.2 UM poérusméretii PVDF
membranra transzfereltik 100 V fesziltségen, 1.5 éran at. A membranokat 5 % (m/v) sovany
tejport és 1% (v/v) Tween 20-at tartalmaz6 foszfat- (PBST) vagy Tris-pufferben (TBST)
blokkoltuk, majd az elsédleges antitestet tartalmazo oldattal inkubaltuk (3 ora, 24 °C, vagy
éjszakan at 4 °C-on). PBST vagy TBST pufferrel torténé mosasi 1épést kovetden pedig a HRP-vel
konjugalt masodik antitesttel inkubaltuk. Az immunoreaktiv fehérjéket ECL modszerrel
detektaltuk. A kemilumineszcens jelet FluorChem AIC készilékkel vagy pedig autoradiografiaval
fényéérzekeny filmen detektaltuk. A reprezentativ képeket Adobe Photoshop CS5 szoftver

segitségével kivagtuk. A denzitometrias analizist ImageJ szoftver segitségével végeztik.

Transzfekcio és géncsendesités

A MYPTL es/vagy eNOS fehérjéket tsA201 sejtekben overexpresszaltuk 60-70% konfluens
kulturédkban. Kilon csévekben 100-100 ul szérum mentes médiumban maximum 3 pg DNS-t (2
pHg pcDNAS3.1c-myc-eNOS plazmid, 1 pug pM11-FLAG-MYPT1, vagy mindkét expresszids
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vektort egydtt), vagy 12 ul PEI transzfekcios reagenst kevertiink, majd a reagenst tartalmazo cs6
tartalméat hozzaadtuk a DNS-t tartalmaz6 oldathoz és 30 perc inkubaciot kovetéen a sejtekre
csepegtettilk. A sejteket tovabbi 48 arén at inkubaltuk. Mas kiserletekben az AKAP2-t és MYPT1-
et HEK293 sejtekben 10 cm sejttenyészté edényekben transzfektaltuk. 600 ul szérum mentes
médiumban ¢lészér 6 pg DNS-t, majd 18 pl X-tremeGENE™ HP transzfekcios reagenst
kevertiink, szobahén 25 percig inkubaltuk, majd a sejtekre csepegtettiik 10% FBS-t tartalmazo
médiumban. A sejteket tovabbi 48 oran 4t 37 °C-on inkubaltuk.

A gén csendesitési Kisérletekhez 6 lyuku platekben BPAEC és HLMVEC sejteket
hasznéltunk és nem specifikus (kontrol), panPP1c, MYPT1, EPAC1, AKAP2, PKAca valamint
P2Y receptor elleni siRNS-el transzfektaltuk 20-50 nM végkoncentraciéban DharmaFect 2 vagy
siPORT™ Amine transzfekcios reagensek felhasznéaldsaval a gyartok utasitasai szerint. 6 dra
inkubaciot kovetéen 20% FBS-t vagy pedig 5% FBS-t tartalmaz6 EBM2-t adtunk a sejtekhez
amelyeket tovabbi 48-72 6ran at inkubaltunk 37 °C-on.

Nitrogén-monoxid mérési kisérletek

A sejttenyészetek felulliszdjanak NO tartalmat Sievers NO Analyzer NOA 280i készilék
segitségevel mértilk a gyartd utasitasainak megfeleléen. A kezelések soran a sejtekben képz6do
NO a felliluszdba diffundal ahol az oldott oxigén jelenlétében nitritté alakul. A feliiltuszoban 1év6
fehérjéket 200 mM ZnSO4-al kicsaptuk és centrifugaléassal elavolitottuk. Mindegyik mintabol 100-
100 pl-t injektéltunk a reakciokamraba, ahol a nitritb6] natrium-jodid jelenlétében NO képz6dott,
amely 6zonnal vald reakcidja soran gerjesztett allapot( nitrogén-dioxidda (NO2") alakul. A NO2"
emisszidja a kozeli infravords tartomanyba esik. A kibocsatott fényt, amely egyenesen aranyos a

NO mennyiségével, foton sokszorozo csével detektaltuk.

Nitrogén-monoxid mérésie DAF-2 DA festéssel

A BPAE sejteket 13 mm atmér6ji fedélemezekre szalesztettiik 24 lyukd plétekben és 60-80 %
konfluencia eléréséig tenyésztettilk. Ezt kovetden a tenyészt6folyadékot 1 uM B-NADH, arginin
szubsztrat, 25 uM 4,5-diaminofluoreszcein diacetatot (DAF-2 DA) tartalmu reakcidpuferre
cseréltik és a sejteket 2 oran at inkubaltuk. Majd PMA vagy EGCG kezelést kovet6en Gjabb 1
oran at inkubaltunk. Parhuzamos (kontroll) kisérletben a sejteket reakciépufferrel inkubaltuk.

Inkubaciot kévetden a sejteket PBS-el mostuk majd 4% (v/v) paraformaldehiddel (PFA) 10 percig
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szobah6n fixaltuk. PBS-¢l torténd Gjabb 3 mosasi 1épést kovetden a mintakat 4.3 (m/v) Mowiol-

ban fedtlk le és a sejteket konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

Pull-down kisérletek

A GST-MYPT1 pull-down Kkisérletekben GST (kontroll) valamint GST-MYPT1 kotottink
glutation-szefar6zgélhez, majd el6tisztitott HUVEC lizatumot tettiink a gyantara, majd 3 oran at
kevertettik 4 °C-on. Ezt kovetden a gyantat haromszor mostuk, 10 percig foztik SDS
mintapufferben, majd immunoblot analizist végeztiink eNOS antitest hasznalataval.

A tsA201 sejtekben overexpresszalt c-myc-eNOS és FLAG-MYPT1 fehérjék pull-down
analiziséhez anti-c-myc és anti-FLAG M2 antitesteket kotéttunk EZview™ Red gélhez és a
gyantardl lef6z6tt mintat anti-MYPTL, valamint anti-eNOS, illetve anti-c-myc és anti-FLAG

antitestekkel vizsgaltuk.

In vitro foszforilacio/defoszforilacié analizis

A c-myc-eNOS-t tsA201 sejtekben overexpresszaltuk, a sejteket lizaltuk és centrifugaltuk (10000
g, 10 perc), majd a felliliszét az anti-c-myc konjugalt gyongyokkel kevertiik. A kotédési folyamat
utdn a gyongyoket haromszor mostuk és 1 uM MC-LR-t tartalmaz6 ROCK reakciopufferben
vettiik fel, ezt kovetden a gyanta 20%-at eltavolitottuk és SDS mintapufferben f6ztiik. A c-myc-
eNOS foszforilacidjat 0.2 mM ATP hozzaadasaval inicidltuk 5 mU/mL ROCK jelenlétében. Ezt
kovetéen a gyongyoket 1 orédn at inkubaltuk, amelyet hat mosési 1épés kovetett 20 mM Tris-HCI
(pH 7.5) pufferrel a MC-LR, ATP, és Mg?" eltavolitasa érdekében. A mosasi lépések utan a géleket
100 pl 20 mM Tris-HCI (pH 7.5) pufferben vettiik fel és 15 percig inkubaltuk 15 nM tisztitott
FLAG-MYPTL, 5 nM tisztitott nativ nyal vazizombol szarmazé PP1c vagy 5 nM PP1c plusz 15
nM FLAG-MYPT1 jelenlétében. A defoszforilacios reakcidét forr6 SDS mintapuffer

hozzaadasaval allitottuk le, majd a mintat 5 percig foztiik és immunoblot analizissel vizsgaltuk.

Protein foszfataz aktivitas vizsgalat

A kezelés el6tt a BPAEC sejteket 16 6ran at széruméheztettiik, majd 10 nM CLA-val vagy 20 uM
EGCG-vel kezeltiik 1 oran at. Ezt kdvetden a sejteket centrifugaltuk (600 g , 5 perc) és PBS-el
mostuk, majd 0.1 mM EDTA, 0.5% (v/v) proteaz inhibitor koktélt és 50 mM 2-merkaptoetanolt
tartalmazé jéghideg TBS pufferben vettik fel. A sejtlizatumot ultrahangos feltarast kdvetéen
centrifugaltuk (13000 g, 10 perc). A fellilusz6 foszfataz aktivitasanak mérését a 20 mM Tris-HCI
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(pH 7.4) pufferben vegeztik 2 uM His-inhibitor-2 (12) jelenlétében vagy hianyaban. A reakciot 1
uM 32P-MLC2 szubsztrat hozzaadasaval inditottuk és 10 perc inkubacids idét kdveten 200 pl
10% TCA és 200 ul 6 mg/ml BSA hozzdadasdval allitottuk le. A Kkicsapott fehérjéket
centrifugalassal eltavolitottuk és felszabadult 32P; mennyiségét szcintillacios szamlaloban mértiik.

Immunfluorezcencia és konfokéalis mikroszképos vizsgalatok

A BPAEC és HPAEC sejteket zselatinnal fedett feddlemezekre szélesztettik és 24 oOran at
tenyésztettilk. Inkubaciot kovetéen kovetden 4% (v/v) PFA oldattal 10 percig fixaltuk, majd a
sejteket 0.1% Triton X-100-at tartalmazé pufferrel permeabilizaltuk 1 oran at, amelyet 4% (m/v)
BSA-t tartalmazé PBS-el haromszori és egyszeri antitest higitdé oldattal torténé mosasi Iépés
kovetett. Ezutan a sejteket anti-eNOS vagy anti-MYPT112% antitestekkel éjszakan at 4 °C-on
inkubaltuk, majd PBS-el haromszormostuk, ezt kovetéen Alexa-488, illetve Alexa-546-konjugalt
antitestekkel inkubdltuk 1 o6ran at, szobahémérsékleten. Végiil a fedélemezeket Prolong Gold
Antifade médiumban fedtiuk le. Az eNOS és MYPT1 lokalizaciojat konfokalis mikroszkdppal

vizsgaltuk.

Proximitas ligacios vizsgalat (PLA)

BPAE sejteket 24 lyuku sejttenyésztd edényekben, liveglapokon tenyésztettiink, majd kezelést
kovetéen 4% PFA oldattal 10 percig fixaltunk, 0.1% Triton X-100-at tartalmazé oldattal
permeabilizaltuk és 5% BSA-t tartalmazo PBS-el blokkoltuk. Ezt kdvetéen a proximitas ligacios
vizsgélatot a gyartod utasitasainak megfelelden hajtottuk végre. Roviden, az eNOS és MYPT1
lathatova tételére a mintakat egér anti-eNOS és nydl anti-MYPT1 antitestekkel éjszakan at
inkubaltuk 4 °C-on, amelyet a PLA probakkal valo inkubalas kovetett 1 6ran at 37 °C-on. Majd a
probak hibridizalasat kovetden a ligazzal valo inkubéacio kovetkezett. Az amplifikacios lépés
(rolling-circle amplification, RCA) utan pedig a fluoreszcensen jeldlt prébakkal RCA termékhez
valo hibridizélasa kovetkezett. Harom PBS mosast kovet6en a sejteket 4.3 % (m/v) Mowiol-ban

fedtuk le és a mintakat konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk.

Fellleti plazmon rezonancia vizsgéalat
A GST-MYPT1 és c-myc-eNOS kozotti kdlcsonhatasi vizsgalatot Biacore 3000 készilékkel,
feluleti plazmon rezonancian alapuld kotédési vizsgalatok sordan (SPR) tanulményoztuk. CM5

szenzor chip felszinére anti-GST antitestet kotottink ki amin csoporton keresztil, a gyarto
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utasitasai szerint. A szenzor csip egy fellletén rekombinans GST-t mig két masikon GST-MYPT1-
et futtatd pufferben immobilizaltunk. Ezt kovetéen 0.5 uM és 1 uM rekombinans c-myc-eNOS-t
aramoltattunk at a felszinen és a rezonancia jel mértéke alapjan meghataroztuk a kotott analit
mennyiségét. A rekombinans GST-t és GST-MYPT1-et kot felszint azonos modon kezeltiik, igy
a nem specifikus kotodés mértéke is mehatarozhaté volt, amelyet kivontunk a GST-MYPT1-et
koto felszinen kapott értékekbdl.

Transzendotelialis permeabilitas vizsgalatok

A BPAEC és HLMVEC sejtek transzendotelialis elektromos ellenéllasat (TER) ECIS (Electric
Cell-substrate Impedance Sensing) készilékkel mértik (Model 1600R). BPAEC és HLMVE
sejteket kozel azonos szamban specidlis, arany elektroddal ellatott (8W10E) sejttenyészté
edényekbe helyeztiik és a kisérleteket akkor végeztik el amikor a rezisztencia minden egyes
lyukban elérte az egyensulyi értéket (>1000 Q). A kezelések elétt egy oraval a BPAEC sejtekre
szérummentes tapfolyadékot tettiink, majd a PMA, CLA TM vagy EGCG kezelések soran mértik
a rezisztencia értékek valtozasat. A HLMVE sejtek vizsgalata soran a kisérletek el6tt 6 oraval friss
EMB-2 tapfolyadékot helyeztiink a sejtekre és az egyensulyi érték beallta utdn az Ado vagy ATPyS
kezelések kovetkeztében torténd rezisztencia valtozast rogzitettlik, majd az adatokat a kezdeti

értékekre normalizaltuk és majd ezeket az értékeket abrazoltuk.

Qvantitativ real-time PCR (qPCR)

Trizol reagens felhasznalasaval a sejtekben 1évé RNS-t izolaltuk a gyart6 utasitésai szerint. Majd
a cDNS-t az iScript cDNA Szintézis Kit felhasznéldsaval irtuk a 1 pg RNS templat
felhasznalasaval. A gPCR reakciokhoz 7.5x-0s higitasu cDNS-t hasznaltunk. A gPCR Kiseérletet
Qiagen Rotor-Gene Q készilék és iQ™ SYBR Green szupermix hasznalataval végeztik. Az
adatok elemzesét a készulék beépitett szoftverével vegeztik.

CAMP szint mérése

A HLMVE sejteket 6 lyuku edényekben tenyesztettilk és a 90% konfluencia elérésekor 100 uM
Ado vagy ATPyS-el 30 percig kezeltik. Ezt kovetden a sejteket 1 ml PBS pufferrel mostuk és 250
ul 0.1 M HCI oldatban 20 percig inkubaltuk, majd a sejteket felkapartuk és pipettadzassal
homogenizaltuk. A sejtlizatumot centrifugaltuk (1000 g, 10 perc) és a cCAMP szintet a cyclic AMP
EIA kit segitségevel a gyartd utasitasai alapjan mertik.
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PKA aktivitas mérés

HLMVEC sejteket 30 percig kezeltink 50 uM Ado vagy ATPyS-el, majd a sejteket haromszor
mostuk 1 ml jéghideg PBS pufferrel. Ezt kovetéen a sejteket 20 mM MOPS, 50 mM -
glicerofoszfat, 50 mM natrium fluorid, 1 mM natrium-ortovanadat, 5 mM EGTA, 2 mM EDTA,
1% NP-40, 1 mM AEBSF and 1% (v/v) proteaz inhibitor koktél tartalmu pufferrel lizaltuk. A PKA
aktivitast kereskedelmi forgalomban 1év6 kit (Enzo Life Sciences) hasznalataval mértik a gyartd
utasitasai szerint. Roviden, a sejtlizdtumot a PKA szubsztrattal fedett 96 lyuku platbe tettik (1
ng/lyuk) és a PKA aktivitast ATP és Mg?* jelenlétében foszfo-specifikus PKA szubsztrat antitest

felhasznalasaval mértik.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
A miozin foszfatdz regulator alegység (MYPTL1) és eNOS kozotti kdlcsdnhatas kimutatéasa
Annak bizonyitasara, hogy az eNOS a MP holoenzim szubsztratja el6szor megvizsgaltuk,
hogy az eNOS és a MYPT1 koélcsonhatnak-e az EC-ben. Pull-down Kisérleteket végeztiink
HUVEC sejtlizatumbol GST-MYPT1 kihorgonyzédsaval a glutation-szefaz6z matrixhoz és
megvizsgaltuk a kélcsonhato endotelialis fehérjéket. Immunoblott modszerrel azonositottuk az
eNOS-t a kdlcsonhatd partnerek kozott, ami az eNOS és MYPTL1 kolcsdnhatasara utal, mivel a
kontroll GST-pull-down mintdkban nem detektaltuk az eNOS-t. Szintén elemeztiik a tsA201
sejtekben overexpresszalt FLAG-MYPT1 és c-myc-eNOS fehérjék immunprecipitatumat reciprok
modon, mely adatok aldtamasztottdk a két fehérje kolcsOnhatasat. A MYPT1 és eNOS
kolcsonhatasanak igazolasara analitként tisztitott c-myc-eNOS-t hasznaltunk SPR alapu protein
interakcids vizsgalatokban és vizsgaltuk a szenzor csip felliletére immobilizalt GST-MYPTL1 és
GST-vel val6 kdlcsdnhatasat. A szenzorgrammok stabil interakciot mutattak a MYPT1 és eNOS
kdzott, amely kolcsdnhatas reverzibilisnek mutatkozott. Az eNOS és MYPT1 kdlcsonhatasat in
situ vizualizaltuk a BPAE és HPAE sejtek perinukleéris régidiban konfokalis mikorszkdpia
segitségével. A kolcsonhatast PLA vizsgalatokkal is alatdmasztottuk. A fenti adatok azt mutatjak,
hogy az eNOS és MYPT1 kdlcsonhatnak az EC-ben, ami arra utal, hogy a MP egy lehetséges PP1
holoenzim jel6lt, amely szerepet jatszik az eNOS defoszforilalasaban.

Az eNOS foszforilacio hatasa a NO szintjére

A tsA201 sejtek nem expresszalnak eNOS-t, ugyanakkor feltételezett roluk, hogy
tartalmazzak azokat a kinaz/foszfatas enzimeket, amelyek képesek foszforilalni/defoszforilalni az
eNOS-t és MYPT1-et. igy, a c-myc-eNOS konstruttal transzfektalt tsA201 sejtek megfeleld
modell rendszernek tlintek arra, hogy Osszegezziik a PKC aktivacio és CLA-val (egy
membranpermeabilis PP1 és PP2A inhibitor toxinnal) torténd foszfataz inhibicio hatasat az eNOS
foszforilacidra/defoszforilacidra. A c-myc-eNOS-t expresszald sejtekben egy alap szintii eNOS
foszforilaciot észleltink a Ser1177 (eNOSPS*''77) oldallancon, mig a Thr495 (eNOSPTM%)
oldallanc foszforilacios szintje alacsony volt. Osszhangban az eNOS aktivitasat gatlo foszforilacio
(eNOSPTN™%) alacsony és az eNOS aktivitasat fokozo foszforilacio eNOSPS™77 magas szintjével
a tsA201 sejtek jelentds mennyiségii NO-t termeltek. A PKC aktivacidé PMA kezeléssel, vagy
CLA-val val6 kémbinalt kezelés hatasara tsA201 sejtekben az eNOSPT"™% szintje ~4- illetve ~7-
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szeresére ndvekedett. Ugyanakkor az eNOSPSe177 szintje kis mértékben emelkedett. A PMA vagy
a PMA és CLA kombinalt kezelés drasztikusan csokkentette a NO szintjét az eNOS-t

overexpresszalo tsA201 sejtekben.

A MYPTL1 és eNOS koexpresszio hatasa a NO képzédésre

Mmegvizsgaltuk, hogy a MYPT1 overexpresszié hatassal lehet e az eNOS aktivitasara,
ezért a tsA201 sejteket FLAG-MYPT1 és/vagy c-myc-eNOS konstruktokkal transzfektaltuk. A
FLAG-MYPT1 6nmagéaban torténd transzfektcidja soran nem detektaltunk NO szint ndvekedést.
Amikor a c-myc-eNOS-t overexreszaltuk jelentés mértékii NO szint novekedést tapasztatunk,
amely szignifikdns mértékben meg tovabb novekedett a FLAG-MYPT1 és c-myc-eNOS
koexpresszidja esetén. Adataink a MYPT1-nek az eNOS aktivalasaban és a NO szint ndvelésében
bet6ltott szerepére utalnak. Mindezek megerdsitésére FLAG-MYPT1 konstrukttal transzfektalt
HEK293-eNOS knock-in sejtekben is mértik az NO szintet. A HEK293-eNOS sejtek
feliliszojaban jelentds mennyiségli NO-t detektaltunk a HEK293 sejtekhez kepest, mig az eNOS
inhibitor L-NAME kezelés a kontroll szintre csokkentette a NO szintjét a csak eNOS-t és az eNOS-
t és FLAG-MYPT1-et expresszalé sejtekben is. Meglep6 modon azonban a mi kisérleti
kériilményeink kozott sem az eNOS expresszidoban sem pedig az eNOSPT™9% foszforilacios
szintjében nem tapasztaltunk valtozast. Ugy véljik, hogy a MYPT1 és eNOS kozétti kélcsénhatas
hatassal lehet az eNOS szubcellularis lokalizaciojara, amely szintén hatassal lehet a NO szintjére.

A MP defoszforilalja az eNOS-t in vitro

Kordbban kimutattadk, hogy a PP1 katalitikus alegység defoszforilalhatja az eNOS-t a
foszfo-Thr495 oldallancon, habar az nem tisztazott, hogy a MYPTL gyoritja e ezt a folyamatot.
Igy, anti-c-myc-szefar6zhoz kotott c-myc-eNOS-t elsd 1épésben ROCK-al foszforilaltunk és
defoszforilacidnak vetettik ala a PP1c, FLAG-MYPTL, valamint PP1c plusz FLAG-MYPT1 éltal.
Kimutattuk, hogy a FLAG-MYPT1 6nmagaban nincs hatassal az eNOS foszforilaciojara, mig a
PP1c bar kis mértékben, de képes volt defoszforilalni a eNOSP™™% oldallancot, amelynek mértéke
jelentésen megnovekedett a PP1c és FLAG-MYPT1 egyiittes jelenléteben. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a MP holoenzim (azaz a PP1lc-MYPT1 komplex) egy eNOS foszfataznak
tekinthet. A PP1c és MYPT1 eNOSP™™4%  defoszforilaciojaban betoltott szerepének tovabbi
bizonyitasara BPAE sejtekben géncsendesitési kisérleteket végeztiink és vizsgaltuk a eNQSPT™%

szintjét. A PP1c csendesitésére egy olya siRNS-t hasznéltunk, amely a PP1¢c mindharom (PP1ca,
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PP1cp/d6, PPlcyl) izoformajara specifikus, ugyanakkor immunoblott technikdval a PP1cd
szintjének csokkenését vizsgaltuk, mivel sejtekben ez az izoforma volt a MYPT1-el
kolcsonhatasban. A PP1¢d, MYPT1 vagy mindkettd egyiittes csendesitése esetén megnovekedett
az eNOSP™™% szintje, ami arra utal, hogy a MP holoenzim mindkét alegységének szerepe van a

Thr495 oldallanc foszforilacios szintjének szabalyozasaban.

A foszfataz inhibitorok hatdsa a MYPTL1 és eNOS gatlo foszforilacid szintjére

A PP2A vagy PP1 gatlasa érdekében a BPAE sejteket 10 nM kalikulin-A (CLA) illetve 1
uM tautomicin (TM) tartalmu tapfolyadékkal kezeltik. BPAE sejtek CLA-val torténd kezelése
drasztikus mértékben novelte, mig a TM és PMA kezelésnek nem volt jelentds hatasa a MYPT1
Thr696 (MYPT1P™"6%) oldallancanak foszforilacios szintjére. A MYPT1PT"6% megnovekedett
szintje parhuzamosan véltozott az eNOSP™™4% foszforilacié szintjével. Ellenben a TM az
eNOSPTN™% kis mértékii, de jelentds novekedését okozta. A tsA201 sejtek esetében tapasztalt
foszforilacios valtozsokkal 6sszhangban a PKC PMA-val torténé aktivalasa szintén megndvelte
az eNOS PT9% szintjét. Mivel PP2A-r6l feltételezett, hogy defoszforilalja a MYPT1PTN6%
oldallancot, a fenti adatok alatdmasztanak egy olyan modellt, amelyben a PP2A gatlésa a
MYPT1™% oldallanc foszforilaciojanak novekedéséhez és a MP gatlashoz, ennek kévetkeztében
az eNOS aktivitas csokkenéséhez vezet a eNOSPT"™ ngvekedése miatt.

A CLA foszfataz specificitasanak megallapitasara megmértik a PP1 és PP2A aktivitasat a
kezeletlen vagy CLA kezelt BPAEC sejtek lizatumaiban PP1-specifikus inhibitor-2 (12)
jelenlétében. Azt tapasztaltuk, hogy az ©sszes foszfatdz aktivitds ~65%-a a PP1l-nek volt
tulajdonithat6, mig a PP2A (12 jelenlétében mert) aktivitas a fennmaradd ~35%. A CLA kezelés
az 0ssz foszfataz aktivitasnak ~25%-0s csdkkenését okozta, amelynek nagy része (~20%) az 12
kezelt mintdk esetében volt tapasztalhatd, amely azt jelzi, hogy a CLA elsOsorban a PP2A
gatlasaert felelds a BPAE sejtekben.

Az EGCG altal kivaltott PP2A Aaltal kozvetitett MP aktivalas hatdsa az eNQSPThr49
defoszforilacidjara

Eredményeink arra utalnak, hogy a PP2A a MYPT1PT6% defoszforilaciot idézte el6, amely
kovetkezésképpen eNOSPT™% defoszforilaciohoz vezetett, de ez a feltételezett mechanizmus
tovabbi vizsgalatokat igényelt. Ezért BPAE sejtekben megvizsgaltuk a PP2A aktivalas hatasat a
MYPT1PT"6% g5 eNOSPT9 defoszforilacidjara. Mar korabban melandma sejtekben kimutattak,
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hogy az EGCG kotédik a sejtfelszini 67 kDa laminin receptorokhoz (67LR) és PKA fiiggé modon
noveli a PP2A aktivitasat. A PP2A ezen aktivalasarol korabban kimutattak, hogy a Bo alegységet
tartalmazo PP2A trimer holoenzimre specifikus, amelyet a PKA foszforilal. Igazoltuk, hogy a
PP2A-B5 és 67LR is jelen van a BPAE sejtekben. Ezért a PP2A-t EGCG-vel aktivaltuk. EGCG
kezelés hatasara lényeges csokkenést tapasztaltunk a MYPT1PT6% &5 eNOSPT9% szintjében, ami
arra utal, hogy a PP2A-nak szerepe van ezek defoszforilacidjaban. Az EGCG a foszfataz aktivitast
is szignifikdnsan ndvelte. Tovabba csdkkentette az MLC20 foszforilacios szintjét, amelyet a kettés
foszfo-specifikus MLC20™8/5er9 gntitest (ppMLC20) hasznalataval mutattunk Ki.
Tanulméanyoztuk a PKA szerepét az EGCG altal kivaltott defoszforilacios folyamatokban,
ezért csendesitettik a PKA Kkatalitikus alegység a izoformajat (PKAca) BPAE sejtekben és
megvizsgaltuk a MYPT1PT6%  eNOSPT% ¢s ppMLC20 szintjét. EGCG kezelés hatasara a
kontroll siRNS-el transzfektalt sejtekben a MYPT1PTh% — eNOSPT% &5 ppMLC20
foszforilacidjanak mintdzata hasonld volt a kontroll, kezeletlen mintdkhoz EGCK kezelést
kovetéen. A PKAca siRNS-el transzfektalt sejtekben viszont a MYPT1PT6% eNQSPTI™% ¢g
ppMLC20 alap foszforilacids szintjének ndvekedését tapasztaltuk, azonban nem tapasztaltunk
jelentés mértékii csokkenést ezen foszforilacios helyeken az EGCG kezelést kovetden. Ezek az

adatok igazoltak, hogy az EGCG altal kivaltott foszfataz aktivalas PKA fiiggé modon valosul meg.

A PKC aktivéalas és a foszfataz gatlas/aktivalas hatasa a NO termelésre valamint a BPAE
sejtek transzendotelidlis elektromos ellenélldsara (TER)

A NO szint méréséhez meghataroztuk a sejtek DAF-2 DA fluoreszcencia intenzitasat.
Eredményeink szerint a PMA kezelés kis mértékben ugyan, de szignifikans meértékben
csokkentette a NO szintjét. Ezzel szemben az EGCG latvanyosan novelte a NO képzddését,
valamint fokozta a NO képz6dést a PMA-val kezelt sejtekben is. A NO termelésben észlelt
véltozasok Osszhangban vannak a eNOSP™™% szintben ezen effektorok hatasara torténd
valtozasokkal.

A PMA és TM mérsékelt TER csokkenést idézett el6 amely a PMA kezelés esetében
reverzibilis volt, viszont a TM esetében irreverzibilisnek mutatkozott a vizsgalat idétartama alatt.
A CLA kezelés a rezisztencia értékek gyors és drasztikus csokkenését valtotta ki, mely szintén
irreverzibilis volt. A foszfatdz inhibitorok ezen “akut” hatasa a feltehetéen a MP gatlasanak

koszonhetd, amely hosszantarto MLC20 foszforilacidt okoz, ami pedig nagymértékben hozzajarul
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a TER csokkenéséhez. Ezzel szemben az EGCG kezelés novelte a BPAE sejtek TER értékeit,
valamint mérsékelte a PMA kezelés hatasara bekovetkezd rezisztencia csokkenést mind az
egylittes kezelés, mind pedig a 30 perces PMA elékezelés utan. Ezek az adatok arra utalnak, hogy

az EGCG kezelés hatasara bekovetkezd foszfataz aktivacié fokozza az endotél sejtek barrier

- sz

HLMVE sejtek barrier funkcidjanak vizsgalata Ado és ATPyS kezelések hatasara

Régota ismert, hogy az extracellularis purinok sejtek kozotti jelatvivé molekuldkként
funkcionalnak, amelyek hatassal lehetnek a makrovaszkularis endotél sejtek barrier funkciojara,
azonban hatasuk a mikrovaszkularis eredetii endotél sejtekre kevésbbé ismert. Ezért megvizsgaltuk
az Ado valamint az ATPyS (amely egy nagyon lassan hidrolizal6 ATP anal6g) hatasat a HLMVEC
barrier finkcidjara. Elészor a HLMVE sejteket novekvd koncentracidban (25-200 uM) Ado
valamint ATPyS-el kezeltik és mértiik a TER valtozasat. Mindkét vegyiilet koncentracio fiiggd
modon novelte a HLMVEC TER értékeit, amely a sejtek barrier funkcidjanak erdsddésére utal.
Kisérleteinkben maximalis hatast 100 uM-al értink el mindkét esetben, ezért a tovabbi
kisérletekben 50 (fél maximalis) vagy 100 uM Ado-t vagy ATPyS-t hasznaltunk.

Purinerg receptorok expressziojanak térképezése HLMVE sejtekben

Az extracellularis adenozin (Ado) a sejtfelszini P1-, mig az ATPyS a P2 tipust purinerg
receptorokon keresztl fejti ki hatasat. A P1 adenozin receptorokat négy alosztalyba soroljuk: Al, A2A,
A2B és A3 csoportokba. Az Al és A3 receptorok az inhibitor G-proteinekhez (Gj) kotddnek, amelyek
gatoljak az adenilat ciklaz miikodését, mig az A2A és A2B a Gs tipust proteinekhez kapcsolo
receptorok, ezért ezek novelik az intracellularis ciklikus-AMP (CAMP) szintjét. A P2 receptorok két
alosztalyba sorolhatok: a P2X (P2X1-7) receptorok extracellularis ATP-kapuzott, kalcium permeabilis,
nem szelektiv kation csatornak, amelyek valoszintileg nem jatszanak szerepet az endotél barrier funkcio
szabalyozasaban. A P2Y receptorok (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11-14) pedig G-protein kotott
receptorok. A purinerg receptorok expresszids mintazata az érrendszer kiilonb6z6 régidibol szarmazo
endotél sejtekben eltéré és nem egyértelmiien dokumentalt, ezért a HLMVE sejteken a P1 és P2Y
receptor mMRNS-ének atfogd gPCR analizisét végeztik. Eredményeink szerint a P1 adenozin receptorok
kézil a HLMVE sejtek az A2B recetorokat expresszaljak, mig a tobbi P1 receptor expresszidja
elhanyagolhat0. Ez az expresszios mintazat némileg eltér a HUVEC-, és szintén kiilobozik a HPAE
sejtek P1 receptor mintazatatdl, amely a P1 receptorok altal kozvetitett jelatviteli Gtvonalak eltérd
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jellegére utal ezekben a sejtekben. A P2Y receptorok profiljanak vizsgalata azt mutatta, hogy a
HLMVEC sejtek mind a nyolc receptor mRNS-ét expresszaljak, de legnagyobb mennyisegben a P2Y1,
4, 6, 13 és 14 receptorokét, mig a tobbi P2Y receptor mMRNS mennyisége alacsonyabb volt.

Az Ado és ATPyS kiilonboz6 jelatviteli Gtvonalakon noéveli a PKA aktivitasat

Korabban kimutattdk, hogy az Ado és ATP altal kivaltott barrier funkcid erdsitéséhez a
PKA aktivalasa sziikséges a HPAE sejtekben. A PKA aktivaladsadnak elsddleges modja cAMP
molekulak kotédése a PKA  reguldtor alegységekhez, amely a Kkatalitikus alegységek
altal j6l dokumnentalt, a cAMP fiiggetlen Gtvonalak kevésbbé ismertek. Eredményeink azt jelzik,
hogy az Ado kezelés szinte azonnali cAMP szint emelkedést idézett el6, amely csucspontjat, 30-
45 perc utan érte el, 6sszhangban az Ado altal kivaltott TER novekedéssel. Ezzel szemben az
ATPyS altal kivaltott barrier funkcio erdsitést kis mértékii, de szignifikans cAMP szint csokkenés
kovetett mar 2 perc elteltével, amely a Gi-proteinek altal kozvetitett jelatviteli utvonalak szerepére
utal a HLMVE sejtekben. Parhuzamosan végzett kisérletekben megvizsgaltuk a PKA aktivitasat
az Ado és ATPyS kezelések hatasdra HLMVEC lizdtumaban. Azt tapasztaltuk, hogy 30 perc
kezelést kovetden mindkét vegyiilet novelte a PKA aktivitdsat, amelyet a MYPTL1 kettds
Ser695/Thr696 oldallancon torténd foszforilaciojanak névekedése kisért, amely jol definialt PKA
foszforilaciés helyek. Adataink arra utalnak, hogy az ATPyS a PKA aktivitdsdnak novekedését
idézi el6 egy nem konvencionalis Gi-proteinek altal kdzvetitett Gtvonalon. Mivel a PKA Altali
MYPT1 foszforilacidnak szerepe van a MP holoenzim aktivitasanak szabalyozéasaban, legalabbis
in vitro, eredményeink azt is jelzik, hogy az ATPyS altal kivaltott PKA aktivacio hatasa a

HLMVEC barrier funkci6 névekedésére MP aktivitasatol is fiigg.

Az EPAC1 és PKA szerepe az Ado és ATPyS éltal kivaltott HLMVEC barrier funkcio
erositésében

A PKA szerepét vizsgélva az Ado vagy ATPyS altal kivaltott HLMVEC barrier funkcio
erdsitésében, tanulmanyoztuk a PKA katalitikus alegyseg (PKAc) csendesités hatasat a MLC20
foszforilacids szintjére. Kontroll, nem-specifikus siRNS-el transzfektalt sejtekben az Ado és
ATPyS kezelés is csokkentette az MLC20 foszforilacios szintjét a Thr18/Serl19 oldallancokon.

Ugyanakkor a PKAc csendesitése megszintette az ATPyS, de nem volt hatassal az Ado altal
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kivaltott MLC20 foszforilacios szintjének csdkkenésére, ami egy masik jelatviteli atvonal létére
utal. Mivel a masik ismert cCAMP effektornak az EPAC1-nek (Exchange factor directly activated
by cAMP 1) szerepe van a simaizmok relaxaciojanak és az MLC20 foszforil&cids szintjének
szabalyozésdban, megvizsgaltuk az EPAC1 szerepét az Ado Altal Kkivaltott MLC20
defoszforilaciéban a HLMVE sejtekben. Az EPAC1 csendesitésnek nem volt hatdsa a CAMP-
fliggetlen ATPyS altal kivaltott MLC20 defoszforilacidban, de meglepé6 mddon az Ado altal
kivaltott cAMP fiiggé MLC20 defoszforilaciora sem. A PKAc és EPACI egyttes csendesitésenek
hatasara vizsont nem észleltink MLC20 defoszforilaciot az Ado kezelés kdvetkeztében, amely azt
jelzi, hogy az Ado altal indukat cAMP fiiggé modellben, az EPAC1 és PKA aktivacidja is
sziikséges.

A PKA és EPACL szerepének tisztazadsara a HLMVE barrier funkcid erdsitésében PKAc
és EPAC1 csendesitést vegetiink és mértilk az endoteél sejtek TER valtozasat az Ado és ATPyS
kezelések soran. Azt tapasztaltuk, hogy a PKAc csendesitése jelentds mértékben csiikkentette az
ATPyS-, de nem volt hatdssal az Ado altal kivaltott rezisztencia valtozasokra. Ugyanakkor az
EPACL csendesitése nem volt hatassal sem az Ado, sem pedig az ATPyS altal kivaltott rezisztencia
valtozasokra. Az el6z6 kisérleteinkkel Gsszhangban, a PKAc és EPAC1 egyuttes csendesitése
csokkentette az Ado altal indukalt TER ndvekedést, ami szintén azt bizonyitja, hogy a PKA hatésa
az EC barrier tulajdonsagaira az EPAC1 aktivitasatdl fligg. A PKA és EPACL gyuttes csendesitése
hasonlé mértékben csokkentette az ATPyS altal kivaltott reziszrencia ndvekedést mint a PKAc
csendesités 6nmagaban, amely szintén azt jelzi, hogy az EPACL1-nek nincs szerepe az ATPyS altal
kivaltott Gi-kdzvetitett EC barrier funkci fokozéasaban. Ezek az adatok azt jelzik, hogy bar a PKA

Onmagaban is elegendd a barrier funkcio erdsitéséhez a ATPyS modellben, de az Ado altal kivaltott

......

Az AKAP2-MP tengelynek szerepe van az ATPyS altal kivaltott barrier funkcié erdsitésben
a HLMVE sejtekben

A PKA koté AKAP (A-kinase Anchoring Protein) allvanyfejérjéknek szerepe van a PKA
szubcellularis célfehérjéihez valo iranyitasban, valamint felUletet biztositanak a biokamiai
kolcsdnhatasok szamara is. Kimutattak, hogy az AKAP-ok a cAMP fliggetlen PKA aktivacioban
is szerepet jatszhatnak. Tovabba bizonyos AKAP fejérjéknek, (pl. az AKAP9 és -12) szerepe lehet
az EC barrier szabalyozasaban, noha cAMP fliggé modon. Ezért megvizsgaltuk, hogy az AKAP
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fehérjeknek szerepe van e az Ado és ATPyS altal kivaltott TER ndvekedésében és MLC20
foszforilacidjanak szbalyozasaban. Eredményeink arra utalnak, hogy sem az AKAP9-nek sem
pedig az AKAP12-nek nics szerepe az ATPyS vagy Ado altal kivaltott valaszokban a HLMVE
sejtekben. Viszont az AKAP2 csendesitése csokkentette az ATPyS, de nem volt hatassal az Ado
altal kivaltott TER novekedésre, amely az AKAP2 fontos szerepére utal a CAMP fligetlen PKA
aktivalasban és barrier funkcid erdsitésben.

Megvizsgaltuk az AKAP2 kozvetlen szerepét az ATPyS és Ado altal kivaltott MLC20
defoszforilacidban. Géncsendesitési kisérleteink eredményei szerint az AKAP2-nek Kkitlintetett
szerepe van az ATPyS, de nincs hatassal az Ado altal kivaltott MLC20 defoszforilaciora. Az
AKAP-ok és PP1 holoenzimek kolcsonhatasat korabban kimutattak, viszont az AKAP
kélcsonhatasat a MYPT1-el még nem dokumentéltak. Ezért megvizsgaltuk, hogy az AKAP2, vagy
méas AKAP fehérjék kolcsonhatnak e a MYPT1-el. Immunoprecipitacids kisérleteink soran
bebizonyitottuk, hogy a MYPTL1 kdlcsonhat az AKAP2-vel, de nem detektaltunk kélcsdnhatést a
MYPTL1 valamint az AKAP3, -9 és-12 esetében, amely az AKAP2 és MP specifikus, funkcionalis
kolcsonhatasara utal. Reciprok mddon végzett immunoprecipitacios kisérletek szintén igazoltak a
kdlcsonhatast. Tovabba eredményeink bizonyitékot nyljtanak a PKAc és Gio kdlcsonhatésara is
az AKAP2-vel HLMVE sejtekben amely az AKAP2 fontos szerepét jelzi a Gjaltal kdzvetitett PKA

aktivaciéban.
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OSSZEFOGLALAS

Az eNOS szamos kardiovaszkularis funkcio szabalyozasaban fontos szerepet jatszik. Az
eNOS aktivitasanak szabalyozasaban a Thr495 aminosavon torténd gatlo foszforilacid kitiintetett
szereppel bir. Munkank soran kiillonb6zé biokémiai €s molekularis bioldgiai technikak
alkalmazésaval kimutattuk, hogy a miozin foszfatdz (MP) holoenzim, amely egy protein foszfataz-
1 (PP1c) katalitikus €és egy MP regulator alegységbdl (MYPT1) all, az eNOSpT495 oldallancot
defoszforilallo foszfataz. A MYPT1Thr696 gatlo foszforilacidja szabalyozza az eNOSpT495 MP
altali defoszforilaciojat. Foszfataz gatloszerek alkalmazéasa csokkentette a NO képzddését és gatld
hatassal volt az endotél sejtek barrier funkidjara, amely kulcsfontossagu az erek homeosztazisanak
fenntartasaban. Ezzel ellentétben, az (-)-epigallokatekin-3-gallat (EGCG) kezelés protein kinaz A
(PKA) altal medialt protein foszfataz 2A (PP2A) aktivaciét eredményezett, amely hatasara
ndvekedett a MP aktivitasa. Az aktivalt MP defoszforilalta az eNOSpThr495-t, valamint a 20 kDa
molekulatdomegli miozin II konnytilancot (MLC20) a pThrl18/pSerl19 oldalldincokon, amely az
endotél sejtek kontraktilis apparatusanak relaxéciojat idézte eld. Eredményeink arra utalnak, hogy
a PP2A és a MP koordinalt aktivaciojanak szerepe van az eNOS fizioldgiai aktivaciojanak
szabalyozéasédban. E foszfatazok EGCG altali aktivacidja a NO szint emelkedését eés az endotél
barrier funkci6 fokozdodasat is eldsegiti.

Az endotél sejtek barrier funkcidjanak elvesztése az erek permeabilitdsanak
novekedésehez vezet, amely gyakran sulyos kovetkezményekkel jar. Munkank soran kimutattuk,
hogy az adenozin (Ado) és ATPyS kiilonbozé jelatviteli Gtvonalakon fejtik ki hatasukat a
HLMVEC sejteken. Az ATPyS a P2Y4 és P2Y 12 receptorok kozvetitésével cAMP fiiggetlen
utvonalon PKA aktivaciot idéz el6, amely a ppMLC20 foszforilacios szintjenek csokkenéséhez
vezet a MP altal torténd defoszforilacioval. Eredményeink alapjan ebben a jelatviteli Gitvonalban
az AKAP2-nek is szerepe van. Ezzel szemben az Ado indukélta endotél barrier funkcid
novekedesehez a PKA és EPACI koordinalt cAMP fiigg6 aktivacioja sziikséges.

Osszefoglalva, eredményeink kulcsfontossagt  endotél fehérjék receptor-medialt
foszforilacids-defoszforilacios folyamataira, valamint ezek szabalyozasaban szerepet jatszo
kinazok, foszfatazok es jelatviteli Utvonalak szerepére  deritenek fényt. Bemutatjuk e
foszforilacios-defoszforilacios folyamatok fontossagat az endotél sejtek fiziologiai funkcidjanak

szabalyozésaban, ezért eredméanyeinknek farmakoldgiai jelentdsége is lehet.

23



DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@Ilib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam: ~ DEENK/296/2018.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jelolt: Batori Rébert Karoly
Neptun kod: WDLNJB
Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kdzlemények

1. Batori, R. K., Kumar, S., Bordan, Z., Cherian-Shaw, M., Kovacs-Kasa, A., MacDonald, J. A,
Fulton, D., Erdédi, F., Verin, A.: Differential mechanisms of adenosine- and ATpyS-induced
microvascular endothelial barrier strengthening.

J. Cell. Physiol. [Epub ahead of print], 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/jcp.26419
IF: 3.923 (2017)

2. Batori, R. K., Bécsi, B., Nagy, D., Kénya, Z., Hegediis, C., Bordan, Z., Verin, A, Lontay, B.,
Erdédi, F.: Interplay of myosin phosphatase and protein phosphatase-2A in the regulation of
endothelial nitric-oxide synthase phosphorylation and nitric oxide production.

Sci Rep. 7 (44698), 1-17, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/srep44698
IF:4.122

Tovabbi kézlemények

3. Horvath, D., Sipos, A., Major, E., Kénya, Z., Batori, R. K., Dedinszki, D., Széllési, A. G., Tamas, |.,
Ilvan, J., Kiss, A., Erdédi, F., Lontay, B.: Myosin phosphatase accelerates cutaneous wound
healing by regulating migration and differentiation of epidermal keratinocytes via Akt signaling

pathway in human and murine skin. ﬁ:;‘?
Biochim. Biophys. Acta-Mol. Basis Dis. 1864 (10), 3268-3280, 2018. % g,‘\‘\

~
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.bbadis.2018.07.013

IF: 5.108 (2017) {

4. Dedinszki, D., Sipos, A., Kiss, A., Batori, R. K., Kénya, Z., Virag, L., Erdédi, F., Lo\t»’ay B.: ‘roteln &
phosphatase-1 is involved in the maintenance of normal homeostasis andﬂq UV?N(}_adtatlbfl‘;'
induced pathological alterations in HaCaT cells and in mouse skin.

Biochim. Biophys. Acta-Mol. Basis Dis. 1852 (1), 22-33, 2015.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.bbadis.2014.11.005
IF: 5.158

24



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Ruzsnavszky, O., Dienes, B., Olah, T., Vincze, J., Gall, T., Balogh, E., Szeman-Nagy, G., Batori,
R. K., Lontay, B., Erdédi, F., Csernoch, L.: Differential Effects of Phosphatase Inhibitors on
the Calcium Homeostasis and Migration of HaCaT Keratinocytes.

PLoS One. 8 (4), 1-10, 2013.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0061507
IF: 3.534

6. Beyer, D., Tandor, |., Kénya, Z., Batori, R. K., Roszik, J., Vereb, G., Erdédi, F., Vasas, G., Mikoné
Hamvas, M., Jambrovics, K., Mathé, C.: Microcystin-LR, a protein phosphatase inhibitor,
induces alterations in mitotic chromatin and microtubule organization leading to the formation
of micronuclei in Vicia faba.

Ann. Bot. 110 (4), 797-808, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1093/acb/mcs154
IF: 3.449

7. Altorjay, |., Veréb, Z., Serf6z6, Z., Bacskai, |., Batori, R. K., Erdédi, F., Udvardy, M., Sipka, S.,
Lanyi, A., Rajnavélgyi, E., Palatka, K.: Anti-TNF-alpha antibody (infliximab) therapy supports
the recovery of eNOS and VEGFR2 protein expression in endothelial cells.

Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 24 (2), 323-335, 2011.
IF: 2.991

8. Beyer, D., Suranyi, G., Vasas, G., Roszik, J., Erdédi, F., Mikéné Hamvas, M., Bacsi, |., Batori, R.
K., Serf6z6, Z., Mathéné Szigeti, Z., Vereb, G., Demeter, Z., Gonda, S., Mathé, C.:
Cylindrospermopsin induces alterations of root histology and microtubule organization in
common reed (Phragmites australis) plantlets cultured in vitro.

Toxicon. 54 (4), 440-449, 2009.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/J.toxicon.2009.05.008
IF:2.128

9. Palatka, K., Serf6z6, Z., Veréb, Z., Batori, R. K., Lontay, B., Hargitay, Z., Nemes, Z., Udvardy, M.,
Erdédi, F., Altorjay, |.: Effect of IBD sera on expression of inducible and endothelial nitric
oxide synthase in human umbilical vein endothelial cells.

World J. Gastroenterol. 12 (11), 1730-1738, 2006.
DOI: http://dx.doi.org/10.3748/wjg.v12.i11.1730.

A kozl6 folyodiratok osszesitett impakt faktora: 30,413

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tuddstérbe feltéltott adatok bibliografiai és tudomén'yr‘&sl

; 4
‘\’"‘Ir,yt*\\ ©
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapj

elvégezte.

Debrecen, 2018.09.06.

25



