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BEVEZETES

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 funkcidjat a keringd vér €s a kornyezo
szovetek kozott, ugyanakkor tegyék lehetdvé bizonyos molekuldk transzportjat (Mehta és
mtsai., 2006).

Fiziologai stimulusokra és/vagy patologids esetekben (pl. gyulladédsos, allergids
folyamatokban) az endotél egysejtréteg integritasa megvaltozhat, amely a sejtek kozotti rések
kialakulasdhoz, ezzel a barrier funkcido sériilléséhez ¢és megnovekedett vaszkularis
permeabilitdshoz vezethet (Garcia és mtsai., 1995). A citoszkeletalis fehérjéknek, valamint az
intracellularis sejtkapcsolé struktirdknak fontos szerepe van a sejt-sejt kozotti kapesolatok és
a barrier funkci6 koordinalt szabalyozisaban (Dejana, 2004). Ezen fehérjék fiziologiai
funkcioit szerin/treonin/tirozin (Ser/Thr/Tyr) oldallancuk foszforilacioja, ill. defoszforilacidja
is modosithatja. Mindezek az adatok a foszforilaciés szabdlyozas atalakité enzimeire, a
protein kindzok és foszfatdzok szerepére irdnyitottdk a figyelmet az EC citoszkeleton
szerkezetének és a sejt-sejt kapcsolatok szabalyozasanak feltarasdban (Csortos és mtsai.,
2007).

Az aktin polimerizécidja és citoszkeletalis fehérjék (pl. aktin-kotd fehérjék €s miozin)
foszforilaltsagi allapotdnak valtozasa a citoszkeleton elemeinek atrendez6dét és kontraktilis
mikrofilamentumok (aktin-miozin, stressz-kabelek) kialakuldsdt eredményezi. Ezek a
folyamatok a sejtek alakjanak megvaltozasahoz, sejtek kozotti rések kialakulasahoz, és ezzel a
a vaszkularis barrier funkcio sériiléséhez vezetnek. Ezzel Gsszhangban szdmos tanulmany
igazolta, hogy a nem-izom miozin-II 20 kDa konnytilancanak (MLC20) foszforilacids szintje
az aktudlis barrier funkci6 egyik fontos tényezdje. Kimutattdk példaul, hogy gyulladéaskeltd
effektorok (trombin, hisztamin) hatasara a MLC20 foszforilacios szintje gyorsan emelkedik és
ezzel parhuzamosan az endotél sejtek permeabilitdsa novekedik (Mehta és mtsai, 2006).

A MLC20 foszforilaciojat katalizalé enzimek koziil a Ca’"-kalmodulin (Ca**/CaM)-
figgd MLC kinaz (MLCK) endotél specifikus (Garcia és mtsai., 1997) forméjanak szerepe
elsédleges jelentéségli, amelynek mikodési feltétele az intracellularis Ca*"-koncentracid
([Ca*™]) megfeleld szinti novekedésével kialakulo Ca’/CaM  komplex kotédése
(Wysolmerski és mtsai., 1990). A foszfo-MLC20 defoszforilaciojat a miozin foszfatdz (MP)

katalizalja, amelyet a protein foszfatdz-1 (PP1) katalitikus alegység & izoformaja (PP1cd), a




miozinhoz és a PP1c-hez egyarant kot6do 130-133 kDa alegység (myosin phosphatase target
subunit-1, MYPT1) és egy, csak a MYPT1-hez kotddd 20 kDa fehérje alkot (Hartshorne és
mtsai., 2004). A MP aktivitdsanak szabalyozasaban kulcsszerepet jatszik a Thr696 és Thr853
oldallancok RhoA 4ltal aktivalt kinazzal (ROK) torténé foszforilacioja, amely az
enzimaktivitas csokkenését okozza. Ismert, hogy e foszforilacibban mas kinazok is részt
vehetnek (Hartshorne és mtsai, 2004), ezzel szemben a defoszforilaciot katalizalo és ezzel az
enzim aktivitdsat fiziologids koriilmények mellett fokozd protein foszfatizok kevésbé
feltartak. In vitro vizsgalatok a protein foszfataz-2A (PP2A) és a Ca*"/CaM-fiiggé kalcineurin
(CN) -ez utobbit protein foszfataz-2B-nek (PP2B) is nevezik- szerepét feltételezik a MYPT1-
foszfo-Thr696 (MYPT1PT6%) és MYPT1-foszfo-Thr853 (MYPT1PT85%)
defoszforilaciojaban. A CN/PP2B szerepét az EC barrier funkcidjanak a szabalyozéasaban is
szamos megfigyelés bizonyitotta. Kimutattdk, hogy gatlasa csokkenti a trombin kezelés
kovetkeztében foszforilalodott citoszkeletalis fehérjék defoszforilacidjat, valamint a barrier

Kisérleteink arra irdnyultak, hogy a CN/PP2B szerepét és hatdsmechanizmusat az
aktin-citoszkeleton szerkezeti valtozdsokban megismerjiikk. Munkank soran tanulmanyozni
kivantuk a CN lehetséges szerepét az aktin polimerizacidé és a MLC20 foszforilacidjanak
szabalyozasaban. Kisérleteinkben elsdsorban azon kérdés tanulmanyozéasara koncentraltunk,
hogy a CN részt vesz-e a MYPT 1P (&5 a MYPT1P™%%) defoszforilacidjaban és ezzel az
MP aktivitas szabalyozéasaban.

Eredményeink szerint a CN fontos szerepet jatszik a barrier funkcid fenntartdsdban és
gatlasa az aktin-citoszkeleton atrendezddését és barrier diszfunkcidt indukal. A CN a
MYPT1P™6% ¢ a MYPT1P™™%3 Ca?*-fiiggé foszfatéza, defoszforilalja a MYPT1-et endotél
sejtekben és ezzel szabalyozza a MLC20 foszforilacio mértékét és az EC barrier funkcigjat. E
jelenségek felismerése egyben a barrier funkcid befolyasoldsanak 1j farmakologiai

lehetdségeire is rairanyitja a figyelmet.




IRODALMI ATTEKINTES

Az endotél barrier funkcio jelentosége

Az erek belsd falat boritd endotélium szemipermedbilis barriert képez az erek lumene
¢s az intersticium kozott, amely alapjaul a sejtek szoros illeszkedése szolgal. Az EC
kolcsonhatasa a szomszédos sejtekkel és az extracelluldris matrixszal (ECM) a normal barrier
funkci6 betoltésében alapvetd fontossdgii (Dejana, 2004). Bioaktiv agensek (pl. trombin)
hatasdra az egyensuly eltolodhat a kontraktilis erdk irdnyaba, amely az érfal
homeosztazisanak megbomlasdhoz és sejtek kozotti rések kialakuldsdhoz vezethet (Garcia és
mtsai, 1995).

A kontraktilis erdk kifejlédésében bizonyitottan szerepet jatszanak a citoszkeleton
aktin mikrofilamentumai és az aktomiozinon alapuld kontraktilitds, amely folyamatokat
foszforilacid/defoszforilacido szabalyozhat. Az aktin filamentumok megtaldlhatdak minden
eukariota sejtben: részben a plazmamembran kozelében koncentralodnak kortikalis
polimerizalt filamentumokat (F-aktin) alkotva, ahol komplex haloézatot képezve
meghatarozzak a sejtek alakjat és motilitasat. Az EC kontrakcid sordn az aktin polimerizéacidja
¢s a miozin foszforilacidja aktin-miozin kontraktilis rostok, Un. stressz-kébelek kialakulasanak
is fontos tényezdje. Kimutattdk, hogy az aktin polimerizacié az aktin-citoszkeleton
atrendezddésével ndveli a mikroerek (kapillarisok) permeabilitdsat, amely tidé O6déma
kialakulasdhoz vezet (Ermert és mtsai., 1995). Endotél sejtekben trombin kezelés hatdsara a
kontrakcioval parhuzamosan novekszik az aktin polimerizacidja (monomer G-aktinbol F-
aktin filamentumok alakulnak ki) (Ehringer és mtsai.,, 1999 és Mehta és mtsai, 2006) a
kortikalis aktin filamentumokban csokkenés, mig a stressz-kabelek mennyiségében egyideji
novekedés figyelhetd meg (Schaphorst és mtsai., 1997). Ezzel szemben az aktin polimerizacio
gatlasa (cytochalasin D-vel vagy latrunkulinnal) megsziinteti a kontraktilis valaszt (Goeckeler
¢és mtsai., 2005).

Az EC egymashoz vald szoros illeszkedését, a sejt-sejt kozotti kapcesolatokért felelds
transzmembran adhézios fehérjéken keresztiil a gap junkciok (GJ), szoros sejtkapcsolatok (TJ)
valamint az adherens junkciok (AJ) alakitjak ki. A GJ-k transzmembran csatornakat képeznek
az egymadssal folytonosan illeszkedd sejtek kozott, mig a TJ-k és az AJ-k pericellularis,
foltszerti struktirakat képeznek a szomszédos sejtek kozott. Az AJ-k f6 integrans
membranfehérjéi a vaszkularis endotelialis (VE)-kadherinek, melyek Ca®’-fliggé modon

medialjak a sejt-sejt kozotti kapcsolatok kialakulasat. Ezzel 6sszhangban kimutattdk, hogy az
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extracellularis Ca”"-koncentracidé csokkenése noveli az EC permeabilitasat (Mehta és mtsai,

2006).

Barrier funkciot szabalyozo foszforilacids/defoszforilacios folyamatok

Fehérje foszforilaco és defoszforildcio jelentosége

A fehérjék kovalens modositadsa foszforilacid altal szdmos sejtfolyamat, anyagcsere,
osztodas, motilitas, differencialodas, kontraktilitds, transzport szabalyozasiaban kiemelkedd
jelent6ségli (Cohen, 1997). Az emlds sejteket alkotd fehérjék legalabb egyharmada
foszforilalhato, Osszehangolt foszforilacidjuk-defoszforilacidjuk sokféle kinaz és foszfataz
szabalyozott miikodését igényli. A humdn gének kozel 500 protein kinazt kodolnak, amelyek
mintegy kétharmada Ser/Thr oldallancokat foszforildl, a fennmarad6 enzimek pedig Tyr, vagy
kettos specificitasu kindzok (Cohen, 2002b). Ezzel szemben a protein foszfatdzok csaladja (a
katalitikus alegységeket tekintve) csak mintegy 150 tagot szamlal, koziilik 40 a Ser/Thr
specifikus enzimek szama (Cohen, 2002c). Mindezek ellenére a foszfatazok szerepe a
fehérjék foszforilacios szintjének kialakitdsdban a protein kindzokéval egyenértékil, sét egyes
esetekben a fizioldgiai valasz fenntartdsdban fontosabb szereppel is birhatnak, mint a
foszforilalé kinazok (Hunter, 1995). Munkank {6 célkittizései a foszfo-(P)-Ser/Thr specifikus
protein foszfatdzok EC-ben betoltott szerepének tanulméanyozasahoz kapcsolddik, ezért ezen

enzimek fobb sajatsagait tekintjiik at.

A protein foszfatazok csoportositasa és jellemzésiik

A Ser/Thr specifikus foszfatdzokat el6szor biokémiai tulajdonsagaik (gatlo fehérjék és
toxinok eltéré hatdsa, szubsztratspecificitds, stb.) alapjan osztalyoztak (Ingebritsen és mtsai.,
1983) és (Cohen, 1989). Ezek szerint protein foszfataz-1 (PP1) és -2 (PP2) tipusokat
kiilonitettek el. A két tipus kozotti eltérés, hogy a PP1 enzimek aktivitasat inhibitor fehérjék
(inhibitor-1 ¢€s inhibitor-2), valamint a heparin gatoljak, mig a PP2 enzimek aktivitasara ezek
az effektorok nincsenek hatassal (Cohen, 2002a). A PP2 enzimek altipusai az aktivitashoz
extra fémion jelenlétét nem igénylé PP2A, a Ca’’/CaM-fiiggd PP2B (kalcineurin/CN)
(Stewart és mtsai., 1982) és (Cohen, 1997), és a Mg*-fiiggé PP2C (Ingebritsen és mtsai,
1983). Az okadansav (OA), egy membranpermeabilis foszfatazgatld toxin, nem befolyésolja a
PP2C aktivitasat, csak nagy koncentracioban gatolja a CN-t, viszont hatékony, de eltérd gatld
hatast fejt ki a PP2A-ra (ICso ~ 0,2-0,3 nM) és a PP1-re (ICso~ 10-100 uM). A CN specifikus

gatlészerei a ciklosporin A (CsA) és az FK506. A protein foszfatazok fizioldgids szerepének
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megismerésében is alapvetd fontossagu volt a foszfatazok aktivitasat gatlé toxinok
felfedezése. Ezek a toxinok (OA, kalikulin-A, tautomicin, stb.) lipidoldékony molekuldk,
melyek képesek a sejtmembranon atdiffundalva gatldo hatdsukat kifejteni az endogén
defoszforilaciés folyamatokra. Ennek kovetkeztében megvaltozik a protein kinaz/protein
foszfataz aktivitas arany, amely a célfehérjék magasabb foszforilacios allapotat eredményezve

koros sejtvalaszokat is indukalhat.

Sejt-sejt kozotti kapcsolatok szabdlyozdsa foszforilacioval/defoszforilacioval

Az endotéliumban a sejtek kozotti kommunikacids kapcsolatokban a transzmembran
fehérjék olyan intracellularis fehérjékkel asszocialnak, amelyek eldsegitik annak
citoszkeletalis elemekhez valo kotddését, ezaltal stabilizaljak a sejt-sejt kozotti kapcsolatokat.
Az integrans membranfehérjék (pl. VE-kadherin, konnexin, okkludin, klaudin, PECAM-1) a
citoplazmatikus oldalon intracellularis kapcsol6 fehérjéken keresztiil (kateninek, aktinin, ZO-
1) kapcsolddnak a citoszkeletonhoz (F-aktin mikrofilamentumok, intermedier filamentumok).
Az integrinek egyik feladata, hogy biztositsak a kapcsolatot az ECM fehérjék (pl. fibronektin
(FN), vitronektin (VN)) és az EC kozott (1. abra).

A kiilonbozd sejtkapcsold struktardkat alkotd, transzmembran adhézids fehérjék,
valamint a hozzajuk kapcsolddé intracellularis fehérjék szamos jelatviteli utvonalon keresztiil
szabalyozodhatnak. A TJ és Al szervezddése pl. fligg adott fehérje-fehérje kolcsonhatasok
kialakulasatol, melyet e kdlcsonhatasban résztvevd fehérjék foszforilacios allapota hatirozza
meg. A fehérjék Ser/Thr és/vagy Tyr oldallancainak foszforilacidja modosithatja a TJ-k és
AJ-k szerkezetét, eczaltal fontos szerepet jatszanak a paracellularis permeabilitas
kialakitasaban. Igy pl. a VE-kadherin (AJ fehérje) egyes Ser oldallancainak foszforilacija
eldsegiti intracelluldris partneréhez, a B-kateninhez vald kotddését, viszont a B-katenin Tyr
oldallancainak foszforilacioja csokkenti a VE-kadherinhez val6 affinitdsat (Huber és mtsai.,
2001 ¢és Roura és mtsai., 1999).

Kimutattadk, hogy a VE-kadherin Tyr oldallancainak foszforilacidja gétolja a p120-hoz
(szintén a katenin csalad tagja) és a B-kateninhez vald kotddését, ezzel gatolva az EC barrier
funkcigjat (Potter és mtsai., 2005). Azt is igazoltak, hogy a vérlemezke endotél sejt adhézios
molekula-1 (PECAM-1) moduldlja a p-katenin Ser oldalldncainak foszforilacidjat és

A vaszkularis endotél novekedési faktor (VEGF) hatasara novekszik az okkludin és a

Z0O-1 foszforilacids szintje, de eddig nem ismert, hogy pontosan mely oldallancok
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foszforilalodnak (Antonetti s mtsai., 1999). A TJ-ban az okkludint hiperfoszforilalt formaban
mutattdk ki és bizonyitottdk, hogy lokalizacidja foszforilacidés folyamatok hatdsara

megvaltozik (Sakakibara és mtsai., 1997).

Tight junkciék

Gap junkciok

=~ Z0

5’ Okkludin
é Klaudin

JAM

R —
(:% Konnexin

VE-kadherin

Adherens junkcidk

o Aktin

mmmee= |ntegrin

e ECM

1. dabra: Az EC-ek intercellularis, ill. extracelluliris matrixhoz kapcsolodo
kolcsonhatasainak szerkezeti sémaja (Mehta és mtsai, 2006).

Kevés informaciot talalunk azonban az irodalomban a TJ és AJ fehérjék
defoszforilacidjara vonatkozdan. Gyulladast kivaltd szerek pl. hisztamin és a VEGF
csokkentik a p120 (p120-katenin) Ser/Thr oldalldncainak foszforilacigjat (Wong és mtsai.,
2000). PP1 és PP2A gatloszerek OA ¢és kalikulin A (CLA) a sejt-sejt kapcsolatok valtozasat
okozzak epidermalis sejtekben, és azt talaltdk, hogy hatasukra a B-katenin () Ser/Thr
oldallancainak foszforilacios szintje emelkedik (Serres ¢és mitsai.,, 1997). Ismert, hogy
epidermalis sejtekben OA kezelés hatdsara a ZO-1 cellularis atrendezédése kovetkezik be
(Singer és mtsai., 1994). A PP2A szadmos citoszkeletalis- és a citoszkeletonhoz asszocialt
fehérjét defoszforilal, igy példaul az intermedier filamentumokban a vimentin
defoszforilaciojat katalizalja. Neuroblasztoma sejtekben a Rho-kinaz foszforilalja a vimentint,
melynek kovetkeztében a vimentin filamentumok felbomlanak, a folyamatot a PP2A
reverzibilissé teszi (Nakamura és mtsai., 2000). A PP2A a mikrotubulusokkal és a MAP
(mikrotubulus-asszocialt fehérjék) fehérjékkel (pl. tau-val) kolokalizal (Kobayashi és mtsai.,
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2001). Endotél sejtekben igazoltak, hogy a PP2A gatlasa az endotél sejtek motilitasat az
adhézidés komplex foszforilaciojan keresztiil szabalyozza, igy pl. a paxillin fehérje

hiperfoszforilacigjat eredményezi.

Citoszkeletalis fehérjék foszforilacidjanak szabalyozdsa

Szamos citoszkeletalis alkotorész és aktin-kotd fehérje foszforilaltsagi allapota
befolyasolja az EC aktualis alakjat, egymashoz valo illeszkedésiiket. Ezek koziil az aktin és
miozin fontossdgara az is felhivja a figyelmet, hogy e két fehérje az EC teljes
fehérjekészletének kb. 16%-at teszik ki (Wong és mtsai., 1990).

Endotél modell rendszerben szamos tanulmany kimutatta, hogy trombin koétodése
PAR-1 receptorhoz [Ca®]; emelkedéssel jar, és az ezaltal kialakuld Ca®’/CaM komplex
kotodése aktivalja a MLC20 foszforildciojat katalizdlo MLCK-t (MLCK-fliggé utvonal).
Szintén trombin hatasara, a Rho/Rho-kindz Utvonal aktivalasaval kialakulo MP gatlas (Id.
késébb a mechanizmust) is hozzajarulhat a MLC20 foszforilacios szintjének novekedéséhez
(Totsukawa és mtsai., 2000) (2. abra).

A MLCK-tdl fliggetlen jelatviteli mechanizmus is ndvelheti az aktin polimerizaciot és
stressz-kabel képzddést, pl. a pertussis toxin (PTX)/p38 mitogén aktivalt protein kindz
(MAPK) tutvonalon keresztiil a HSP27 foszforilacidjanak fokozéasaval. Marha tiid6 artéria
endotél sejtekben (BPAEC) bizonyitottak, hogy forbolészter (PMA) kezelés hatasara a protein
kindz C (PKC) aktivalodik, és ennek hatasara novekszik az aktin polimerizacidja és az EC
permeabilitasa, anélkiil, hogy a MLC20 foszforilacios szintje szignifikansan emelkedne.
Feltehetéen ehhez hozzajarul az extracellularis szignal-szabalyozott kinaz (ERK) altal
katalizalt kaldezmon foszforilacio és az azt kovetd aktin-miozin atrendezddés (Garcia és
mtsai, 1995) (2. abra).

Az aktin-koto fehérjék szerepét (pl. spektrin, a-aktinin, filamin, kortaktin, kaldezmon,
kofilin) az aktin-citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban széles korben tanulmanyoztak
(Garcia és mtsai, 1995 és Garcia €s mtsai., 1999), amelyek koziil itt csak a kofilin szerepének
ismertetésére keriil sor.

A kofilin az aktin polimerizacidjat befolyasoldo fehérje ¢és ezen aktivitasa
foszforilacidval szabalyozhato. Defoszforilalt allapotban az aktinhoz kotddik és eldsegiti az
aktin filamentumok depolimerizaciojat, mig Ser3 oldallancanak LIM-kinazzal (LIMK 1 és 2)
(Yang ¢és mtsai., 1998) torténd foszforilacigjat kovetden aktin-kotd és depolimerizacios

képessége jelentésen csokken. A kofilin®* defoszforilacidjat a Slingshot (SSH) foszfatazok
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katalizaljak (SSHI1L, SSH2L és SSH3L) (Niwa és mtsai., 2002) és (Ohta és mtsai., 2003). A
kofilin®™>* foszforilaciés szintjének fenntartdsa tehat hozzajarulhat az aktin fokozott
polimerizacidjahoz és ezzel a barrier diszfunkcié kialakulasahoz is. Kimutattak, hogy SSH
aktivitasa is foszforilacioval szabalyozhaté CaMK-II altal, foszforilalt allapotban inaktiv és

CN-el tortén6 defoszforilacidoval aktivalodhat.

MLCK-fliggb MLCK-fiiggetlen

l Trombin | PTX TNF PMA

m Plazma membran \

Rho-GTP
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.
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\_/ Aktin polimerizacio
CaM MLCK
Stresszkabel képz6dés
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Miozin kénnyiilanc = e
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Barrierdiszfunkcio

Nincs stresszkabel képzoédés

2. dbra: Foszforilacios/defoszforilacios folyamatok szerepe a tiido endotél sejtek
citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban (Dudek és mtsai., 2001).

Igazoltdk, hogy a cAMP, valamint a PKC is stimuldlja a kofilin defoszforilaciojat

Ca” -fiiggetlen Gtvonalon keresztiil (Meberg és mtsai., 1998), ami arra utal, hogy a CN-on

npSer3

kiviil més foszfatazok is részt vehetnek a kofili ¢s/vagy SSH defoszforilacidjaban és

aktivaldsdban (Ambach és mtsai., 2000).
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Az endotél MLCK és a MLC20 foszforilacio

A MLC Serl9-es vagy a Serl9 ¢és Thrl8-as oldallancain térténd foszforilaciot a
Ca®*/CaM-fiiggd MLCK Kkatalizélja. Az endotéliumban a MLCK a simaizomban ismert
enzimt6l nagyobb molekulatomegli (214 kDa), melynek expresszioja a human 3-as
kromoszdma génjérdl torténik. Ugyanezen gén felelds simaizomban a kisebb méretii (130-150
tartalmazza, melyek a simaizom formaban is megtalalhatok, kivéve egy EC specifikus 922
aminosavbol all6 N-terminalis domént, melyet szdmos protein kinaz (pl. PKA, PKC, PAK,
Src és CaMKII) foszforildl. Az EC MLCK Ser/Thr oldallancainak foszforilacidja a cAMP-
fliggd protein kinaz (PKA) vagy p21-aktivalt protein kindz (PAK) altal csokkenti az enzim
katalitikus aktivitasat (Goeckeler és mtsai., 2000).

Irodalmi adatok szerint az ERK-1 ¢és -2, valamint MAPK foszforilaljak a MLCK-t
(Klemke és mtsai., 1997), igy szabalyozzak a MLC20 foszforilaciot is (Mansfield és mtsai.,
2000). Tovabba az EC MLCK N-terminalis régidjanak SH2 doménjei egyéb fehérje-fehérje
kocsonhatasok kialakulédsat is lehetévé teszik, példaul stabil komplex képzddését a pp60Src-
vel és a kortaktinnal. A MLCK Tyr oldallancait a pp60Src (SRC) foszforilalja, ami noveli a
kinaz aktivitasat (Garcia és mtsai, 1997)

A MLC20 foszforilacidjat simaizomban és Hela sejtekben az integrinhez-kotodo
kinaz (ILK) és a leucin-cipzarral kolcsonhatd kinaz (ZIPK) is katalizalja a Ser19 és Thrl8
oldallancokon is. Ezen kindzok szerepét azonban a MLC20 foszforilaciojaban endotél
sejtekben eddig nem vizsgaltdk (Chang és mtsai., 2010 és Borman és mtsai., 2002).

Ezek az adatok arra utalnak, hogy a MLCK-nak els6dleges szerepe van a MLC20

foszforilacigjaban EC-ben és az EC barrier funkcidjanak szabalyozasaban.

Miozin foszfataz szerkezete és szabalyozasa

A miozin foszfataz holoenzim felépitése

A MP holoenzim (MPH) heterotrimer, egy 38 kDa (PPlcd) protein foszfatiz-1
katalitikus alegységbdl, egy 110-130 kDa miozinhoz is kotddd szabalyoz6 alegységbdl
(MYPT1) és egy 20 kDa alegységbdl (M20) all (Alessi és mtsai., 1992; Hartshorne és mtsai,
2004 és Ito és mtsai., 2004). A MP holoenzimben a MYPT1 alegység szabalyozza az enzim
szubsztrat-specificitasat és a PP1 katalitikus alegység (PPlc) aktivitasat is. A MYPTI
foszforilacidja a Thr696 és Thr853 oldallancokon gatolja a PP1c aktivitast.
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A MYPTI alegységeket elsoként csirke ziiza (Shimizu és mtsai., 1994) konyvtarbol
klonoztak, és kimutattak két kiilonbozo, egy hosszabb (133 kDa) és egy rovidebb (110-130
kDa) izoforma létezését. A kiilonb6z6 MYPT1 izoformak ugyanarrdl a génrdl irédnak at. A
kazetta-tipusit RNS-szerkesztési variansok kozotti kiilonbségek a kozépsé inzert (123
nukleotid, 512-552 inzert) illetve a leucin cipzar jelenlétének vagy hidnyanak tulajdonithatok.
A részletesebben tanulmanyozott MYPT1 mellett ismertek mas MYPT izoformak is, mint
példaul a MYPT2 (Fujioka és mtsai., 1998) és MYPT-hez hasonl6 fehérjék, a MBS85 (Tan és
mtsai., 2001), a MYPT3 (Skinner ¢s mtsai., 2001) és a TIMAP (Cao és mtsai., 2002).

PP1c-kéts domén (1-296) M20-kéts domén
(934-1006)
PP1¢s

kézponti inzert

MYPTA[ |
T70 193 030
1 . 296 328 372 T18 766 814 248
P-MLC20-két6 mlozin-k&td domén (714-833)

domén (170-296)

foszfolipid-kot6 domén (668-1030)

Rho A-k&té doman (830-1030)
PKG-kdts domén (849-1030)

3. abra: A human MYPT1 izoforma szerkezete (Ito és mtsai, 2004).

A MYPTI N-terminalis részén PPlc-kotémotivum a *KVKF®® (35-38 aminosavak)
talalhat6. Az ankirinszer(i ismétlodéseket a 39-296 tartalmazd szakaszban talaljuk, amelynek
170-296 része képes kotddni a foszforilalt miozinhoz és a MLC20-al (Hirano €s mtsai., 1997).
A MYPTI tovabbi szakaszai a 326-372 aminosavak kozotti savas oldallancokban gazdag
régid, a 719-755 és a 814-848 aminosavak kozott taldlhatd ionos szakaszok, a Ser/Thr-ban
gazdag 770-793 aminosavak altal bezart szakasz, valamint a molekula kozepén talalhatod
inzert (512-553), amelynek megléte vagy hianya az eltéré molekulatomegii (130-133 kDa)
izoformakat eredményezi. Két sejtmagi lokalizacios szignal (NLS) koziil az egyik az N- (27-
33), masik a C-terminalis (845-854) részen helyezkedik el. A C-terminalis jellemzd szakasza
a leucin cipzar motivum (1006-1030), amely nem mindegyik izoformaban fordul eld (3. dbra).
A defoszforildlt miozinnal valdszintileg a C-termindlis (714-933) peptidszakasz 1ép
kolcsonhatasba (Eto és mtsai., 1997).

A MYPT1 N- és C-termindlis régioihoz is kapcsolodhatnak a MP szubsztrat és
szabalyoz6 fehérjéi. A PPlc-vel kialakulé kdlcsonhatdsban a MYPT1 N-terminalis régidinak
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van alapveté szerepe, amelyek kozil elsédleges fontossagi a *>KVKF® kétémotivum. A
kotémotivum kapcsolddasa tovabbi harom MYPT1 régidé kotddését indukalja, amelyek
stabilizaljak a kolcsonhatast. A PP1c-kétémotivum kotddését a MYPT1' ™ régi6 kapcsolodasa
koveti, amely elésegiti az ankirinszerti ismétlédéseket tartalmazé MYPT14* illetve a savas
régiot tartalmazo MYPT1°*!! kot6dését is (Toth és mtsai., 2000b). A foszforilalt miozinnal
¢s MLC20-szal vald kolcsonhatasban az N-termindlis, ankirinszerti ismétlédések is szerepet

jatszanak (Ichikawa és mtsai., 1996 és Hirano és mtsai, 1997).

A miozin foszfataz szabalyozdsa

A szabalyozés lehetséges mechanizmusai kozott szerepel a MP holoenzim gétlasa
vagy aktivalasa, melyek kozil a MP gatlasat szélesebb korben tanulmanyoztdk. A gatlas
kiilonboz6 gatlo fehérjékkel valod kolesonhatas eredményeként is.

Endotéliumban és simaizomban a MP szabdlyozasa hasonldé: a RhoA/ROK (Rho-
kinaz) jelatviteli Gtvonalon kovetkezik be, amelynek soran a ROK a Thr696 ¢és Thr853
oldallancokon foszforildlja a MYPTI1-et a MP foszfatdz aktivitds gatlasat okozva (Feng és
mtsai., 1999a és Muranyi és mtsai., 2005). Mas kinazok, igy pl. integrinekhez kapcsolodd
kinaz (ILK) (Kiss és mtsai., 2002), leucin cipzar motivummal kdlcsonhato protein kinaz (ZIP
kinaz) (Niiro és mtsai.,, 2001), PAK (Takizawa ¢és mtsai., 2002b), izom disztrofia protein
kindz (MDPK) (Muranyi és mtsai., 2001) valamint a Raf-1 kinaz (Broustas ¢s mtsai., 2002) is
képesek a MYPT1 gatlo foszforilacios helyét foszforilalni (4. abra). A MYPTI1-Thr853
oldallanc foszforilacigja a MYPTI és miozin kozotti kdlesonhatds gyengitése révén
befolyésolja a szubsztrat kotédését is (Velasco és mtsai., 2002).

A PKC a PPlc-kotémotivum mellett talalhaté Thr34 oldallancot foszforildlja, de a
foszfatcsoport beépiilése nincs hatissal a holoenzim aktivitadsara, valamint a PPlc és a
MYPT1 kolcsonhatasaira. A PKC a MYPTl-et az ankirinszer(i ismétlédé régidban is
foszforilalja és ez a modositas csokkenti a MYPT1 miozinhoz és PPlc-hez valo kotddését
(Toth és mtsai., 2000a).

A gétlo hatasok mellett az enzim aktivalasat is eredményezheti a MYPTI
foszforilacigja. Ciklikus nukleotid-fiiggd kinazok és az altaluk aktivalt kindzok, pl. a protein
kinaz A (PKA) vagy a protein kindz G (PKG) a MYPT1 C-terminalis szakaszat (Ser691,
Ser695 és Ser852 oldallancait) foszforilaljak (Wooldridge és mtsai., 2004). A Ser695 a

Thr696 gatlo foszforilacids hely mellett talalhato. Foszforilacidja nincs kdzvetlen hatassal a
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holoenzim aktivitdsara (Nakamura és mtsai., 1999), de megakadalyozza a MYPT1 Thr696
oldallancanak ROK 4ltal torténd foszforilaciojat, kivédve igy a MP gatlasat.
Fontos megemliteniink a CPI-17-t, amely valamennyi PP1 holoenzim koziil

szelektiven gatolja a miozin foszfatdz enzimkomplexet (Eto és mtsai., 2004).

Raf1
PAK
MDPK
. ILK
foszlataz ZIPK ROK

T |/ |

4.abra: A MYPT1 regulator alegység szabalyozasa a Thr696 és Thr853 oldallincok
foszforilaciojaval

A CPI-17 éaltali MP gatlas eldfeltétele a CPI-17 foszforilacidja a Thr38 oldallancon
PKC (Eto és mtsai, 1997), ROK (Koyama ¢s mtsai., 2000), ZIPK (MacDonald és mtsai.,
2001) vagy ILK (Eto, 2009) altal, amely ezerszeresére ndvelheti foszfatazgatldo képességét. A
foszforilalt inhibitor a PP1 aktiv helyéhez kotddik, és stabil inaktiv komplexet alakit ki a
MYPTI1-gyel asszocialt katalitikus alegységgel. A foszfo-CPI-17 mas regulator alegységet
tartalmazd holoenzimekhez is kapcsolodhat, ahol azonban defoszforilaloédik és disszocial a
komplexbdl. A miozin foszfatazhoz vald kotddésében a CPI-17 kozépsé doménja jatszik
szerepet, a miozin foszfataz defoszforilald hatasatol az itt talalhatdé Tyr41 oldallanc védi meg
(Deng ¢és mtsai., 2002). A gyulladast kivaltdé agensek (hisztamin, trombin) gyors MLC
foszforilaciot valtanak ki, ezaltal novelik az endotél sejtek permeabilitasat. A CPI-17 minden
EC tipusban expresszalodik és eldsegiti a trombin/hisztamin-indukalt stressz-kabel képzddést
¢s a barrier diszfunkcié kialakuldsat (Kolosova és mitsai., 2004). Az eddig kozolt adatok
alapjan ugy tiinik, hogy az EC-ben a Thr696 oldallanc foszforilacios szintje tiikkr6zi a MP

aktivitasat és ez Osszefligg a MLC20 foszforilacios szintjének mértékével, valamint az EC
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permeabilitdsanak valtozéasaival (Birukova és mtsai.,, 2004 és van Nieuw Amerongen ¢&s
mtsai., 2008).

A PP2A és a CN defoszforilalja a MYPT1P™%% ¢g a MYPT1P™*>® oldalldncokat in
vitro (Takizawa és mtsai, 2002b). HepG2 (Lontay és mtsai., 2005) és THP-1 (Kiss és mtsai.,
2008) sejtekben kimutattak, hogy a PP2A gatlasa foszfataz gatld toxinokkal (OA vagy CLA)
néveli a MYPT1P™®% &5 a MYPT1P™® szintet, ami a PP2A szerepére utal a MYPT1
defoszforilaciojaban ezekben a sejtekben. Kevés ismeretiink van azonban a foszforilalt

MYPT1 defoszforilacigjara vonatkozéan EC-ben.

A kalcineurin szerkezete és szabalyozasa

A kalcineurin szerkezete

Az 1980-as években folytatott biokémiai tanulmanyok a CN sokoldalu szerepére, az
eukariota sejtek jelatviteli folyamataiban nélkiilozhetetlen mivoltara hivtak fel a figyelmet
(Cohen, 1989 és Klee ¢s mtsai., 1998).

A CN a katalitikus domént tartalmaz6 58-61 kDa molekulatomegli CNA alegységbdl
¢és egy 16-19 kDa méretii Ca*"-kotd regulator B alegységbdl (CNB) all. Ez a heterodimer az
aktiv centrumban Fe’*-Zn>" ionokat tartalmaz és Ca*’/CaM kotddését kovetben mutat
foszfataz aktivitast (Rusnak és mtsai., 2000).

Az emlés CNA-nak harom izoformaja (o, B €s y) ismert, amelyek alternativ hasités
(,,splicing”) eredményeként 1étrejové harom kiilonb6zo gén termékei. A CNAa elsésorban az
agyban, a CNAP féleg a timuszban, mig a y izoforma tilnyomo részt a herében talalhatod
(Guerini és mtsai., 1989 ¢és Muramatsu és mtsai.,, 1992). A CNB elsddleges szerkezete
nagymértékben konzervalt. A CNB gén 170 aminosavbol allo fehérjét kodol, ami négy Ca*'-
kotd EF-kéz motivumot foglal magédban, amelyek koziil egy nagy affinitast (Kakalis és
mtsai., 1995). Az emlésokben két CNB gén talalhato, igy a CNB regulator alegységnek két
emlos eredetli izoformaja 1étezik: a CNB1, melynek eléfordulasa széleskorti (az agyban) és a
testis specifikus izoforma, a CNB2 (Ueki és mtsai., 1992 és Chang és mtsai., 1994) (5. dbra,
A).

A CN aktiv helye az CNA alegységben talalhat6. Az A alegység C-termindlis végén
helyezkedik el a CNB-ko6t6 domén, a CaM-k6té domén é€s az autoinhibitor domén (AID). Az
autoinhibitor domén Ca®*/CaM hianyaban a-hélixet képezve a katalitikus domén szubsztrét-

kotd helyéhez kapcsolodik oly modon, hogy a glutamat oldallancok hidrogén-kotéseket
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hoznak létre a fémionokhoz koordinalt vizmolekulakkal (Kissinger és mtsai., 1995), és ezzel
gatolja a foszfataz aktivitast (5. dbra, B). Az enzim aktivitasa fiigg a Ca’"-ion CNB regulator
alegységhez, ill. a Ca®"/CaM CNA Kkatalitikus alegységhez valo kotédésétdl (Jin és mtsai.,
2012). A CN aktivalasahoz ekvivalens mennyiségii CaM és négy ekvivalens Ca’'-ion, a
kalmodulin aktivalaséhoz pedig legalabb két Ca**-kotShely telitése sziikséges. Amikor a
Ca”*/CaM a CNA CaM-kotd doménjéhez (Lys-392-Arg-414) kotddik, az autoinhibitor domén
altal okozott gatlas megsziinik, ami feltehetSen azzal magyarizhato, hogy a Ca*’/CaM
kotodését kovetd konformacid valtozas az aktiv hely szabaddé valasat teszi lehetové (Rumi-
Masante és mtsai., 2012).

A CN feltételezett katalitikus mechanizmusanak elsé 1€pése a foszfatészter-szubsztrat

.....
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5. abra: A: A kalcineurin (CN) katalitikus és regulator alegységének doménszerkezete,
B: A CN heterodimer térszerkezete (Aramburu és mtsai., 2000).
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Fontos szerepet jatszanak ebben a Iépésben az aktiv helyen talalhato, konzervalt
Argl22, Arg254, valamint a His151 oldallancok, amelyek a szubsztrat-kotésben €s a toltések
semlegesitésében, valamint az 4tmeneti allapot stabilizdlasdban vesznek részt. Az atmeneti
allapot atrendezddése utdn egy ortofoszfat molekula a két fémionhoz kapcsolodik, ahonnan
valoszintileg egy olddszer molekula kozremiikodésével hasad ki, és a CN visszanyeri eredeti

allapotat (Rusnak és mtsai, 2000).

A kalcineurin szabdlyozdsa

A CN aktivitasat elsésorban az [Ca®']; szabalyozza. Nyugvé sejtekben, ahol alacsony
az [Ca*'];, a CN-hoz kalmodulin nem kétédik, az enzim inaktiv formaban van jelen. Amikor a
sejtet olyan inger éri, amely hatésara az [Ca”"]; emelkedik, a Ca*" a CaM-hoz kapcsolodva
konformacio valtozast idéz elé, ami lehetévé teszi a Ca®’/CaM komplex CNA-hoz valo
kotddését, indukalva ezzel a foszfataz aktivitast (Musson és mtsai., 2011).

A CN aktivitisat az aktiv helyen taldlhat6 fémionok (Fe**, Zn™") redox reakcioi is
szabalyozzak. A CN redox szabalyozasat in vitro tanulmanyoztak, de ilyen folyamatok in vivo
koriilmények kozott is lejatszodhatnak. Biokémiai és spektroszkdpiai tanulmanyok
kimutattak, hogy az enzimnek csak Fe’" és Zn*" oxidacios allapotii ionokat tartalmazé formai
aktivak, igy a Fe'™ redukcidja az enzim gatlasat eredményezi (Bogumil és mtsai., 2000).
Wang és mtsai ezzel ellentétes hipotézist allitottak fel, ugyanis azt feltételezték, hogy az aktiv
centrumban 1évé Fe*'- Zn®" oxidacidja Fe’'- Zn*" ionokka okozza az enzim gatlasat (Wang és
mtsai., 1996). Kimutattak, hogy a szuperoxid diszmutdz megvédi a CN-t az inaktivalastol,
feltételezésiik szerint oly moédon, hogy az enzim megakadalyozza az aktiv helyen 1évo
fémionok oxidécigjat. Ezzel 6sszhangban, az utobbi idében szamos csoport vizsgalta ezt a
hipotézist, és szolgaltatott bizonyitékot arra vonatkozdan, hogy teljes sejtlizatumban az
extracellularis oxidansok, kiillondsképpen a H,O,, hatassal lehetnek a kalcineurin aktivitdsara.

fgy szamos sejttipusban (NK sejtek, T limfocitak, fibroblasztok, neuroblasztoma sejtek) a CN

crcr

crer

torténd kezelését kovetden az NFAT és az NFkB medialta folyamatok gatlasat figyelték meg,
ami feltehetéleg a kalcineurin aktivitds csokkenésének a kovetkezménye. Ezt pedig az aktiv
centrumban 1év8 Fe®" oxidaciéjaval magyaraztik, olyan CN format feltételezve, amelyben

Fe’" - Fe*" centrum van és a Fe*” oxidalasa eredményez inaktivalast (Rusnak és mtsai, 2000).
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A CN harmadik szabalyozasi lehetdsége az enzim foszforilaciéja. A Ca**/CaM-fliggé
protein kinaz II (CaMK-II) autofoszforilalt ¢és kalciummentes forméja képes a CNA
alegységét foszforilalni. A Ca>*/CaM koétédése CN-hoz gatolja ezt a foszforilaciot. A CN
CaMK-II altali foszforilacioja csokkenti a foszfataz aktivitasat (Rusnak és mtsai, 2000). A
PKC is képes a CN-t foszforilalni, ami nem befolyéasolja a foszfatdz aktivitasat, azonban a
Ca”*/CaM komplex kotédése a CN-hoz gatolja ezt a foszforilaciot is (Hashimoto és mtsai.,

1989).

A kalcineurin inhibitorai

A CsA ¢s az FK506 molekulakat immunszupresszansként a klinikai gyakorlatban
szervatiiltetések sordn alkalmaztdk, valamint a bdérgyogyaszatban is hasznéljadk (Taylor,
2005). A CsA immunszupressziv tulajdonsagait 1976-ban allatmodelleken fedezték fel (Borel
¢és mtsai., 1976). Késobb kezdték hasznalni a klinikai gyakorlatban, majd 1987-ben a CsA-val
megegyez0 hatast vegyiiletként felfedezték az FK506-ot (Goto és mtsai., 1987).

Ezek a vegyliletek olyan intracellularis receptor fehérjékhez (immunofilinek) kétédve
fejtik ki hatasukat, amelyek peptidil-prolil izomeraz (PPIaz) és/vagy chaperon aktivitassal
rendelkeznek a sejtben. A CsA a ciklofilin A-hoz (CypA), az FK506 az FK506-koté
fehérjéhez (FKBP12) kapcsolodva fejti ki CN gatld hatdsat (Liu és mtsai., 1991; Kissinger és
mtsai, 1995 és Ke ¢és mtsai., 2003). A CN defoszforilalja az NFAT Ser13 oldalldncat és ezzel

crer

rrrrr

limfocitak aktivacidjaért és az immunvalaszért felelds. A CN gatloszerek immunszupressziv
hatdsanak alapja, hogy gatoljak az NFAT defoszforilacidjat és ezzel a fehérje sejtmagba
szubsztratjaiban (pl. NFAT) azonositottak a PXIXIT és LxVP szekvencia-motivumok (CNBR1
¢s CNBR2/calcineurin binding region) (Liu és mtsai., 1999) sok esetben felelosek a CN-
szubsztrat kapcsolatok kialakulasaért.

A Cabin-1 a CN inhibitor fehérjéi kozé tartozik. Szinte minden sejttipusban
kifejezddik, és a sejten beliil a citoplazmaban, ill. a sejtmagban egyarant megtalalhato. T-
sejtekben kalcium jelre a sejtmagbdl a citoplazmaba transzlokalodik. A CN-k6té domént
kevesebb, mint 40 aminosav alkotja. Ezen beliil talalhatdo konzervalt PxIXIT CN-k&to
szekvencia varidns, a PEITVT motivum. T-sejtekben a Cabin-1 és a CN kozotti

kolcsonhatashoz kalcium jel és PKC aktivalas egyarant sziikséges. A Cabin-1 foszfoprotein,
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nem aktivalt T-sejtekben foszforilaltsagi szintje alacsony, PKC aktivalas hatasara
hiperfoszforilalt lesz, ami fokozza affinitasdt a CN-hoz. A Cabin-1 gatolja a CN aktivitasat,
ami az NFAT fenntartott foszforilacids allapotat és csokkent IL-2 produkcidt eredményez (Lai

és mtsai., 1998 ¢és Liu, 2003).

A kalcineurin szerepe a barrier funkcio szabdlyozasaban

Verin €s munkatdrsai kimutattdk, hogy a CN-nak fontos szerepe van a marha ¢s humén
tidé artéria EC citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban (Verin és mtsai, 1998).
Bizonyitottdk, hogy a CN mindharom katalitikus alegység izoforméja (CNAa, CNAP és
CNAY) expresszalodik human endotél sejtekben kozel azonos mennyiségben, és kimutattak,
hogy trombin kezelés hatdsara ezek aktivitasa fokozddik, amely egyben a katalitikus alegység
foszforilacigjaval jar egyiitt. Tovabbi megfigyelések is alatamasztjak a CN barrier funkcidban
betoltott szerepét, példaul gatlasa csokkenti a trombin kezelés kdvetkeztében foszforilalodott
citoszkeletalis fehérjék defoszforilaciojat (Bogatcheva és mtsai., 2002).

Ujabb eredmények szerint a CN gatlasa elGsegiti a trombin-indukalt PKCo aktivitas
novekedést tiidé mikrovaszkularis endotél sejtekben. Azt is kimutattak, hogy a CN gatlasa
meghosszabitja a trombin-indukalt endotél diszfunkcidt, azonban PMA kezelés hatisara
bekovetkez6 PKC degradacié kivédi ezt a hatast, jelezve, hogy a CN fontos szerepet jatszik a
barrier funkcio szabalyozasaban, a diszfunkci6 megsziintetésében (Lum €s mtsai., 2001).

Kimutattak, hogy a PKA gatlasa novelte az aktin kolokalizciojat a CN-nal és a
MLCK-val, amely 0sszefiiggésben all a sejt-sejt kozotti kapcsolatok atrendezddésével. Ennek
soran ndvekvo F-aktin és stressz-kabel képzodést figyeltek meg, melyek a CN, a MLCK és a

PKA enzimek mukodése kozotti kapesolatra utalnak (Patterson és mtsai., 2000).
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CELKITUZESEK

Az irodalmi attekintés is tiikrozi, hogy endotél modell rendszerben, a MLC20
foszforilacid, ill. az aktin polimerizacid szabdlyozasa széleskortien tanulmdnyozott teriilet,
els6sorban azért, mivel mindkét folyamat fontos szerepet jatszik az endotél sejtek barrier
funkcidjanak szabalyozasdban. E két folyamat kozotti kapcsolat is nyilvanvald, mivel a
megnovekedett MLC20 foszforilacid csak akkor eredményez barrier diszfunkciot, ha a
stressz-kabelek képzddéséhez elegendd polimerizalt aktin (F-aktin) all rendelkezésre.
Mindezek ellenére az aktin polimerizaciot és a miozin foszforilaciot szabalyozo tényezok nem
minden részletiikben feltartak. Irodalmi adatok alapjan a kalcineurin (CN/PP2B) befolyasolja
az endotél barrier funkciodt és a citoszkeltalis fehérjék foszforilacidjat, azonban az enzim e
funkcidjanak molekuldris mechanizmusa még nem ismert. Felvetddik annak a lehetdsége, és
ezt irodalmi adatok is sugalljadk, hogy a kalcineurin az aktin polimerizacidt és a miozin
foszforilacidt szabalyozo enzimek foszforilaltsagi szintjét befolyasolhatja.

Mindezek alapjan kutatasi célkitiizéseink az alabbi kérdések tanulmanyozasdhoz
kapcsolodtak:

1. A kalcineurin szerepének vizsgalata marha tiidé artéria endotél sejtek aktin-
citoszkeleton szerkezetének szabdlyozasaban kalcineurin gatloszerek (CsA, ill.
FK506) alkalmazéasaval, ill. a sejtek CNA/pEGFP konstrukciokkal torténd
transzfekciojaval.

2. Részt vesz-¢ a kalcineurin a miozin foszfatdz gatlasat okozé foszforilalt MYPT 1%
és MYPT1™3%  oldallancainak defoszforilaciojaban, azaz a mizoin foszfatédz
aktivitasanak szabalyozasaban?

3. A MYPTI ¢és a CN kolcsonhatasanak jellemzése, a kolcsonhatas molekularis
hatterének feltarasa.

4. Milyen szerepe lehet a kalcineurin és MYPT1 kolcsonhatasanak az endotél sejtek

fiziologiai funkcioinak szabalyozasaban?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok
Vegyszerek

A kisérletekhez az alabbi vegyszereket €s anyagokat hasznaltuk a megjeldlt forrasbol:
[y—szP]ATP (Izot6p Intézet Kft, Budapest); Glutation Sepharose, nitrocellul6z membran (0,45
um poérusméret) (GE Healthcare); trombin, CsA, FK506, marha szérum albumin (BSA),
EZview™ Red ANTI-FLAG M2 affinitas Gél (Sigma); H1152 (Shichem); teljes mini proteaz
inhibitor koktél tablettdk (Roche); nagy érzékenységii kemilumineszcencias (ECL) reagens
(Pierce); ProLong Gold Antifade médium DAPI-val, Fura-2 fluoreszcens Ca’"-szenzitiv
festék (Molecular Probes); antibiotikum-antimikotikum oldat, magzati borju szérum (FBS),
MEM (minimum esszencialis tapoldat), DMEM (Dulbecco minimalis esszencialis tapoldat),
L-glutamin, MEM nem-esszencialis aminosavak, Na-piruvat, tripszin/EDTA (Gibco); EBM-2
(endotél sejt alap médium-2) tapoldat ¢s EBM-2 SingleQuot ndvekedési faktorok, tripszin
neutralizal6 oldat, tripszin/EDTA ¢és HEPES puffer (Clonetics); jetPEI transzfekcids reagens
(Polyplus); Dulbecco foszfat puffer (DPBS) ¢és foszfat puffer (PBS) (Life Technologies);
Kaleidoscope fehérje molekulatomeg standard (Bio-Rad); CMS5 szenzor chip, Amin
Kapcsolasi  Kit, GST Kapcsolasi  Kit, N-hidroxi-szukcinimid (NHS), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbiimid (EDC) (Biacore). Minden mas vegyszer a kereskedelmi

forgalomban elérhetd legnagyobb tisztasdgu volt.

Antitestek, fehérjék

Az antitesteket a feltiintetett irodalmi hivatkozasokban leirtak szerint alkalmaztuk,
vagy kereskedelmi forgalombol szereztiik be és a gyartok Gtmutatasai szerint hasznaltuk: anti-
MYPT1P™%  anti-MYPTI1P™®  anti-PP1c§, anti-tubulin és anti-GFP  (Upstate); anti-
MYPT1'** (Lontay és mtsai., 2004); monoklonalis anti-MYPT1 (Muranyi és mtsai., 1998);
anti-MLC20, anti-MLC20°>™°  ¢s  anti-kofilin®™*  (Cell ~ Signaling), anti-CNAa,
tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt anti-nyul IgG, HRP konjugalt anti-egér IgG (Sigma); Alexa
488-konjugalt anti-nyul IgG, Alexa 546-konjugalt anti-egér IgG ¢és Texas Red-falloidin
(Molecular Probes).

Fehérjék: a csirke zuza 133 kDa izoforma szekvencidjanak megfelelé GST-MYPT1"
1994 (teljes hosszusagl) és GST-MYPT1%"1%* (C-terminalis fragment) fehérjéket (Feng és
mtsai., 1999b) és a csirke ziza 130 kDa izoforma szekvencidjanak megfelel, His-MYPT1"
63 His-MYPT1'®°, His-MYPT1’***"" (N-terminalis fragmentek) fehérjéket (Hirano és
mtsai, 1997) Escherichia coli sejtekben expresszaltuk és tisztitottuk, PP1c és PP2Ac (Kiss és
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mtsai.) €s inhibitor-2 (Cohen és mtsai., 1988) fehérjéket nyul vazizombdl preparaltuk, a CN-t
marha agybol tisztitottuk (Tallant és mtsai., 1983) a hivatkozasokban megadott modszerek

szerint.

Oligonukleotid primerek

A kiilonb6zé CNA izoformak teljes kodold szekvencidit PCR-ral sokszorositottuk,
majd pEGFP-C1 vektorba (Clontech) szubklénoztuk. A ACnAa roviditett izoformat a pcDL-
Ra296-bdl (O'Keefe és mtsai., 1992) szubklonoztuk pEGFP-C1 vektorba. A felerdsitéshez
hasznalt specifikus primerek a restrikcids hasitohelyekkel a kovetkezdek voltak:

CnAa: Hind III 5’-GCTCAAGCTTCTATGTCCGAGCC-3’ és

BamH I 5’-CCGGCGGATCCTCACTGAATATT-3’;

CnApB: Sal I 5’-CTACAGTCGACATGGCCGCCCCGGAG-3’ és

BamH I 5’-GCACGGGATCCTCACTGGGCAGTATGG-3’;

CnAy: Sal I 5’-CTGCAGTCGACATGTCCGGGAGG-3’és

BamH [ 5°-GCCCGGGATCCTCATGAATGGGC-3".

Mindegyik konstruktot, ill. azok olvasasi kereteit szekvenalassal ellendriztiik vektor és inzert
specifikus primerekkel.

A Flag-MYPT1 expresszios plazmidot a GeneCopoeia-tdl szereztiik be, amelyben a
MYPTI1 kodolo szekvenciajat pReceiver-M11 vektorba szubklonoztak, az aldbbi specifikus
primerek segitségével: 5’-CAGCCTCCGGACTCTAGC-3’¢s
5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3".

Modszerek
Plazmid prepardlas

A kivant DNS szakaszt tartalmazo plazmidot hordozé telepeket eldszor 100 pg/ml
kanamicint tartalmaz6 5 ml LB (10 g/ tripton, 5 g/ élesztd kivonat, 10 g/l NaCl, 1,5 % agar,
pH 7,0) folyékony taptalajba oltottuk le, majd egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk 180 rpm
fordulatszamu razatas mellett. A plazmidpreparalast a QIAprep Spin Miniprep vagy Maxiprep
plazmid izolalo, valamint a Novagien (Mobius™ 1000 Plazmid Kit) kitek segitségével
izolaltuk a cég altal leirt hasznalati utasitas alapjan. A beépiilt DNS méretét a plazmid
megfeleld restrikcids enzimmel torténd emésztését kovetden agardz gélelektroforézissel

ellendriztiik 1 %-os gélen.
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Sejthkulturak

Kisérleteinkben marha tiidé artéria endotél sejteket (BPAEC, Bovine Pulmonary
Artery Endothelial Cells); humén tiid6 artéria endotél sejteket (HPAEC, Human Pulmonary
Artery Endothelial Cells) (Clonetics) ¢és tsA201 (humén embriondlis vesesejt) sejteket
hasznaltunk. A tsA201 sejteket a Health Protection Agency Culture Collection-t6l rendeltiik

¢€s a gyarto altal ajanlottak szerint tenyésztettik.

Sejtek tenyésztése

Az BPAEC sejtek tenyésztése MEM médiumban tortént, mely 20 % borji szérumot
(FBS), 500 U/ml antibiotikum-antimikotikumot, 2mM Na-piruvatot és 0,1 mM MEM nem-
esszencialis aminosavakat tartalmazott. T75-0s flaskaban, a 100 %-os konfluencia elérésekor
a sejteket passzaltuk: a médiumot eltavolitottuk, majd a sejteket 3x mostuk 10 ml PBS-sel (20
mM Na,HPO,, 115mM NaCl, pH 7,4). Ezutan a sejtekhez 2 ml tripszint (0,5 g/l tripszin, 0,2
g/l EDTA) adtunk és 2-3 percig inkubaltuk 37 °C-on, majd levalasztottuk a sejteket az edény
falarol. 8 ml komplett médium hozzaadasa utan a sejtszuszpenziot kettéosztottuk és 2 db 50
ml Falcon csébe. Az esetenként az edény faldn maradt sejteket 50 ml médiummal mostuk le
és azt a sejtszuszpenziohoz adtuk. Ezt kévetSen 15-15 ml sejtszuszpenzidt 4 db 75 cm’
tenyésztd edénybe tettiink ¢s a sejteket CO, termosztatban (5 % CO; és 95 % levegd) 37 °C-
on tenyésztettik. A BPAEC sejteket a 8. passzaldsi fazisban kaptuk és 17-22 passzalasig
hasznaltuk az irodalomban korabban leirtaknak megfeleléen (Stasek és mtsai., 1992).

A HPAEC sejtvonalat EBM-2 médiumban tenyésztettik 10 % FBS és EGM-2
SingleQuots novekedési faktorok jelenlétében T25-0s flaskdban. A 100 %-os konfluencia
elérésekor a sejteket passzaltuk: a médiumot eltavolitottuk, majd a sejteket 3x mostuk 4 ml
HEPES pufferrel. Ezutan a sejtekhez 2 ml tripszint (0,5 g/l tripszin, 0,2 g/l EDTA) adtunk és
5 percig inkubaltuk 37 °C-on, majd iitogetés segitségével levalasztottuk a sejteket az edény
falarol. Tripszin neutralizald oldat (4 ml) hozzdadédsa utdn a sejtszuszpenziodt centrifugaltuk
(2500 rpm, 7 min, 4 °C-on), 3 ml komplett médiumba felszuszpendaltuk, majd 1 ml-enként
3db T25-6s flaskaba osztottuk szét, amelyekben a sejtszuszpenzid végtérfogatat 5 ml-re
egészitettlink ki komplett médiummal. Az edény falan maradt sejteket 1 ml médiummal
mostuk, amit a sejtszuszpenzidhoz adtunk. A sejtek tenyésztése a BPAEC-hez hasonlo
kortilmények kozott tortént. A HPAEC sejteket a 4-7 passzalasig hasznaltuk.

A tsA201 sejteket (Health Protection Agency Culture Collection) DMEM médiumban
tenyésztettiik, mely 10 % FBS, 2 mM L-glutamint, és 500U/ml antibiotikum-antimikotikumot
tartalmazott. A sejteket T75-0s flaskaban, 100 %-os konfluencia eléréséig 5 % CO, és 95 %
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levegd jelenlétében 37 °C-on tenyésztettiik, majd az elézdekben leirtak szerint a BPAEC

sejtekhez hasonldan passzaltuk.

BPAEC és HPAEC sejtek kezelése effektorokkal

Az effektorokkal valo kezelésekhez az EC-t 100 % konfluencidig novesztettiik 100-
mm-es sejttenyésztd edényekben vagy steril feddlemezeken, majd a sejteket szérum-mentes
médiumban 2 pM CsA (30 perc, 4 ora) vagy 0,1 uM FKS506 (4 6ra) vagy 50 nM trombin (1,
2, 10, 30 perc) jelenlétében inkubaltuk, vagy kombinalt kezelések esetén a sejteket 2 uM
CsA-val 30 percig eldinkubaltuk a trombin kezeléseket megel6zden. Egyes kisérletekben a
sejteket 10 uM H1152-vel (ROK inhibitor) 30 percig kezeltiik és ezt kdvetden alkalmaztunk 2
uM CsA (30 perc) vagy 2 uM FK506 (30 perc) kezeléseket. A kezeléseket kovetden a
sejteket jéghideg PBS-sel mostuk, felkapartuk és centrifugalassal dsszegytjtottiik.

Transzfekcio

A tsA201 és BPAEC sejteket 70 %-os konfluencia eléréséig szovettenyésztd
edényekben novesztettiik, majd transzfektaltuk a pEGFP, CNA alegység ¢és a Flag-MYPT],
ill. ko-transzfektaltuk a pEGFP ¢és ACNA-pEGFP, vagy Flag-MYPT1 és a CNAa-pEGFP
expresszios plazmidokkal.

A BPAEC sejteket a Fugene HD transzfekcios reagenssel, mig tsA201 sejteket a
jetPEI transzfekciés reagenssel transzfektaltunk, kovetve a termékekre vonatkozo
instrukcidkat. Transzfekcid utan a sejteket 24 és 48 oraig inkubaltuk, majd 3x mostuk PBS-el

miel6tt tovabbi kisérletekhez hasznaltuk fel.

Western blot

A BPAEC, HPAEC ¢és tsA201 sejtekbdl nyert fehérjéket SDS-PAGE moddszerrel
valasztottuk el Laemmli (Laemmli, 1970) modszerét alkalmazva 10-20 % akrilamidot
tartalmazd gélen Bio-Rad MiniProtean késziiléket hasznalva. A géleken -elvalasztott
fehérjéket nitrocellul6z membranra elektroblotoltuk BioRad traszfer egységgel (100 V, 90
perc) BioRad hiitéegység alkalmazasaval. A membran blokkolasahoz 5 % zsirszegény tejport
¢s 0,05 % Tween 20-at tartalmazo PBS-t (PBST) hasznaltunk. Az elsddleges (primer) ¢€s
masodlagos (szekunder) antitesteket PBST-ben higitottuk. A blokkolast kovetéen a
membranokat mostuk, majd primer antitesttel 4 °C-on egy ¢jszakédn at inkubaltuk. Ezt HRP-
konjugalt masodlagos antitesttel torténd inkubalds kovette szobahdmérsékleten, 2 6ran at. A
foszforilacids helyre specifikus antitestek esetén a PBS/PBST puffer helyett minden esetben
TBS/TBST puffert (25 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,5/0,05 % Tween 20) hasznaltunk.
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Az immunreakcidokat nagy érzékenységli kemilumineszcencian alapuld reagenssel (ECL)
detektaltuk a FlourChem FC2 géldokumentaciés rendszerrel. A blotokat denzitometraltuk, a
blotok intenzitdsat ugyanazon gélen futtatott (pl. tubulin, MYPT1) belsé kontrollra
normalizaltuk, a kiilonb6zo kezelések esetén a denzitometrids értékeket a sorozatok kontroll

mintaira vonatkoztattuk.

Pull-down kisérletek

A tsA201 sejteket 70 %-os konfluencia eléréséig szovettenyésztd edényekben
novesztettiik fel, majd transzfekcidt kovetéen (Flag-MYPT1 vagy Flag-MYPT1 és CNAa-
pEGFP plazmidokkal) 24-48 o6ras poszttranszfekcios ido elteltével a sejteket kétszer mostuk
PBS-sel, PBS-ben felkapartuk és centrifugalassal (10 min, 4 °C-on, 1500 x g) 6sszegyljtottiik.
A sejteket 1 ml lizis pufferben (10 mM Hepes (pH 7,9), 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM
EGTA, I mM DTT, I mM NaF, 1 mM Na-vanadat, | mM PMSF ¢s 0,5 % proteaz inhibitor
koktél) lizaltuk. Az anti-Flag gyantéat (50 pl) 500 pul TBS-ben ekvilibraltuk és ezt kdvetden a
sejtlizatummal inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on, folyamatos kevertetés mellett. A gyantat
haromszor mostuk TBS-vel, majd centrifugaltuk (8200 x g, 4 °C, 30 sec). A gyanta altal kotott
fehérjéket SDS-mintapufferrel torténé forralassal szolubilizaltuk. A mintikat anti-MYPT1"
2% anti-CNAao, anti-PP1cd és anti-GFP antitestekkel vizsgaltuk Western blot analizissel.

A BPAEC és HPAEC lizatumokbol a pull-down kisérleteket Flag-MYPT 1-kapcsolt
anti-Flag gyantdval végeztiik el. A Flag-MYPT1-et tsA201 sejtek lizatumdbol tisztitottuk és a
kapcsolodo fehérjéket 2 M LiBr/TBS-el valo moséssal tavolitottuk el. A MYPT1-hez részben
még e mosast kovetden is kotédé PPlc-t 0,2 mg/ml His-MYPT1'**®-¢l val6 mosassal
tavolitottuk el. Az igy nyert Flag-MYPT1 gyantit BPAEC és HPAEC lizdtumokkal
inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on ,,k6td” pufferben (20 mM Tris-HCI1 (pH 7,4), 150 mM
NaCl, I mM EDTA, 1 % Triton X-100 és 0,5 % proteaz inhibitor koktél). A precipitalt

fehérjéket Western blot analizissel, anti-MYPT1'>"

, anti-CNAo és anti-PP1cd antitestek
segitségével azonositottuk.

A GST-MYPT]1 pull-down kisérleteket BPAEC lizatumokkal végeztiik. A BPAEC-et
100-mm sejttenyésztd edényben novesztettiik 100 % konfluencia eléréséig, majd 2x jéghideg
PBS-sel mostuk és felkapartuk. A sejtfeltarast 1 ml ,,kot6” pufferben végeztiik. A Glutation-
Sepharose gyantat koto pufferrel ekvilibraltuk, majd 400 pl térfogata 1 uM GST-t vagy GST-
MYPT1-et tartalmazo oldatot hasznéltunk a fehérjék 100 pl-100 pl Glutation-Sepharose-hoz
torténd kapcsolasahoz ,,kot6” pufferben. A Glutation-Sepharose altal nem kotott GST-t vagy

GST-MYPTl-et a ,kotd” pufferrel torténd mosasokkal (2x) tavolitottuk el. A BPAEC
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sejtlizatumot (30 pg fehérje) kapcsolatlan Glutation-Sepharose gyantaval eldtisztitottuk, majd
100 ul GST-vel (kontroll) vagy GST-MYPTI-gyel kapcsolt Glutation- Sepharose-zal
inkubaltuk 1 ml-es végtérfogatban 4 6raig 4 °C-on (lasst kevertetéssel). A gyantat haromszor
mostuk a kotd pufferrel, majd a gyanta altal kotott fehérjéket SDS-mintapufferrel torténd
forralassal szolubilizaltuk és a k6t6d6 CN-t anti-CNAa antitesttel, Western blot analizissel

detektaltuk.

Protein foszfataz aktivitas meghatdrozdsa

A foszfataz aktivitds meghatarozasat tisztitott PP1c-vel, PP2Ac-vel és CN-al végeztiik
32p-GST-MYPTl-et (0,5 uM) hasznalva szubsztratként. A GST-MYPT1 (2 uM) fehérjét
ROK-al (0,4 U/ml) foszforilaltuk 0,2 mM [y—32P] ATP (5000 cpm/pmol) ¢s 1 mM MgCl,
jelenlétében 120 percig (Wooldridge és mtsai., 2004). A GST-MYPT1-be beépiils **P-foszfat
mértéke 1,6 mol **Pi/mol MYPT1 volt. A CN aktivitds meghatarozasa soran a reakciokozeg a
szubsztrat hozzaadasa elott az aldbbi komponenseket tartalmazta: CN (18-72 nM), 50 mM
Tris—-HCI1 (pH 7,0), 40 pg/ml kalmodulin, 0,2 mM CaCl,, 100 nM OA és 2 nM protein
foszfataz inhibitor-2. A reakciot a 0,5 pM >*?P-jelolt MYPT1 (1-2x10* cpm/reakciokozeg)
szubsztrat hozzdadasaval inditottuk. A kdzeget (120 pl) 30 °C-on inkubaltuk és 3, 6, 12 és 20
perc eltelte utan 25 pl mintat vettiink, amelyekben a reakciot 100 pl 20 % triklor-ecetsav
(TCA) és 100 pl 6 mg/ml BSA hozzdadasaval allitottuk le. A kihasitott 2pi-ot a kicsapddo
fehérjék centrifugalassal (8000 x g, 3 min) torténd elvalasztasa utan, 180 ul feliiluszobol
hataroztuk meg szcintillacids szamlaloban. A **P-GST-MYPT! defoszforilacidjat tisztitott
PPlc (16 nM) vagy PP2Ac (16 nM) enzimekkel is mértiik korabban leirt koriilmények mellett

(Kiss €és mtsai).

Intracelluldris Ca’* mérés

BPAEC-eket steril iiveg fedélemezeken 100 %-os konfluencidg novesztettiik 24 ora
alatt. A sejteket 5 uM Fura-2 fluorescens Ca®'-szenzitiv festékkel inkubaltuk DPBS-ben 60
percig szobahdmérsékleten, majd 3x mostuk DPBS-sel. A méréseket DPBS-ben (9,01 mM
CaCly, 4,93 mM MgClLx6H,0, 26,67 mM KCI, 14,71 mM KH,POj4, 1379,31 mM NaCl, 80,6
mM Na,HPO,x 7H,0) (Ca’" jelenlétében vagy tavollétében, ez utdbbi esetben 10 mM EGTA
egyidejli alkalmazasaval) szobahSmérsékleten végeztik. A sejtek fluoreszcencigjat a Ca*'-
imaging rendszerrel (InCyt Im2) mértiik. A sejteket valtakozva 340 és 380 nm-en vilagitottuk
meg ¢s az 510 nm-nél nagyobb hulldmhosszisaglh emittalt fényt mértiikk. A sejteket 2 uM
CsA-val 30 percig kezeltik. Mintanként 23-26 EC-t valasztottunk ki és az egyes
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fluoreszcencia intenzitasokat rogzitettiik. Az adatokat az InCyt 4.5 szoftver segitségével
elemeztiik és az eredményeink kiértékelését Excel, valamint GraphPad Prism 5.0 szoftver

segitségével végeztiik el.

Transzendotél elektromos ellendllas (TER)

A sejtek barrier funkcidjat nagy érzékenységli Dbiofizikai modszerrel, a
transzendotélialis ellenallas (TER) mérésével (electrical cell-substrate inpedance sensing
system, ECIS, Applied Biophysics, Troy, NY, USA) az irodalomban korabban leirtak szerint
végeztiik (Schaphorst és mtsai, 1997). A sejteket steril, arany elektréddal (8W10E) ellatott
szovettenyésztd edényekben tenyésztettilk 100 %-os konfluencia eléréséig, és elektrolitként a
tenyésztd médiumot hasznaltuk. A mérések a kiilonb6z6 kezeléseket kdvetden, szérummentes
médiumban torténtek. Az elektromos ellendlldst a teljes monolayer-en mértiik a kitapadd
sejtek felszine és az arany elektrodok kozotti ellendllas meghatarozasaval. Amikor a sejtek
kitapadnak, az elektromos ellenallds megndvekszik, azonban ha a sejtek lekerekednek
(elvalnak a felszintdl), vagy ha adhézids készségiik csokken, ill. kontraktilitasuk novekszik,
akkor a TER csokken. A rezisztencia valtozasokat 3 6ran keresztiil folyamatosan rogzitettiik,
majd a kiértékelések sordn a rezisztencia értékeket minden minta esetében a sajat kiindulasi

alapvonalra normalizaltuk (Garcia és mtsai, 1997).

Feliileti plazmon rezonancia

A CN ¢és MYPT1 kozott kialakuld kolecsonhatast feliileti plazmon rezonancia (SPR)
mérésekkel vizsgaltuk Biacore 3000 késziilékkel. A karboxi-metil dextran tipusi CMS5
szenzor chip feliilletére anti-GST antitestet kotottlink a fehérje amino-csoportjainak
kapcsolasaval. A feliilet eldkészitése és a mérések kivitelezése soran egyarant 10 pl/perc
aramlasi sebességet alkalmaztunk. A chip feliiletét 200 mM 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbiimid és 50 mM N-hidroxi-szukcinimid Gsszetételi oldat injektalasaval aktivaltuk. Az
aktivalt felilletre 30 pg/ml anti-GST antitestet injektaltunk 10 mM Na-acetat (pH 5,0)
pufferben 7 percig. A megmaradoé reaktiv csoportokat ezutan 70 pl 1 M etanol-amin (pH 8,5)
injektalasaval blokkoltuk. A kovetkezd 1épés a fehérjék immobilizalasa volt. A GST-
MYPT1"'%% (teljes hosszasaga) és GST-MYPT1%"1% (C-terminalis fragmentum) fehérjéket
25 mM Tris-Cl (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM DTT és 1,5 mM CaCl, 6sszetételli pufferben
immobilizaltuk az anti-GST-vel kapcsolt szenzorchip feliiletére. A His-MYPT1'%”, His-
MYPT1'"*, His-MYPT1°*!"" (N-terminalis fragmentumok) fehérjéket a CMS5 chip

feliiletére kozvetlentil, a fehérjék szabad amino-csoportjain keresztiil immobilizaltuk 10 mM
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Na-acetat (pH 5,0) jelenlétében. A kotodott fehérjék és peptidek mennyiségét a rezonancia jel
(RU) novekedésének mértékébol hataroztuk meg. 1000 RU megfelel 1 ng fehérje
immobilizalasanak, ami 6 mg/ml feliileti fehérjekoncentraciot jelent (Toth és mtsai, 2000b).
Az egyes fehérjék esetén az alabbi mértékii immobilizacié tortént: GST-MYPT1''%: 550+50
RU; GST-MYPT1°"'%%: 820£58 RU; His-MYPT1"**: 1701 RU; His-MYPT1'**: 876 RU;
His-MYPT1’**": 3011 RU. A CN-MYPT! kélcsonhatas kinetikai paramétereinek
(asszociacidés ¢és disszocidcios dallandok) meghatarozdsira a CN-t 1; 2,5, 5 uM
koncentracioban 25 mM Tris-Cl (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM DTT ¢és 1,5 mM CaCl,
percig kovettiik, a disszociacios fazisban pedig a kotddo fehérje nélkiili puffert injektaltunk 5
percig. A CN kotddését az immobilizalt fehérjékhez a jel (RU) novekedéseként regisztraltuk
az id6 (s) fiiggvényében, és az igy kapott gdrbéket (szenzogrammok) analizaltuk. A kontroll
felszinen (GST-vel vagy etanolaminnal blokkolt feliilet) kapott jelet kivontuk a fehérjével
boritott felszineken kapott kotddési értékekbdl. A fehérje injektalasa utan a felszineket 10 mM
glicin-HCI (pH 2,1) oldattal regeneraltuk. A kompeticids kisérletek soran a CN és MYPT1
kotddését vizsgaltuk a GST-MYPT1-hez két kiilonb6zd elrendezésben: (1) a GST-MYPT1
feliiletre CN-t (3,5 uM) vagy PPlc-t (3,5 uM) kiilon-kiilon vagy egyiittesen injektaltunk; (2)
elészor a GST-MYPTI1 kotott feliiletet PP1c-vel (3,5 uM) telitettiik, majd CN-t (3,5 uM) és
PPlc-t (3,5 uM) egyiittesen injektaltunk. A PP1c folyamatos injektalasara azért van sziikség,
a BlIAevalution 3.1 szoftver (Biacore) segitségével végeztiik egyszerii 1:1 aranytl komplex

képzodését feltételezve, Langmuir kolcsonhatasi modell alkalmazasaval.

Immunfluoreszcencia és konfokdlis mikroszkdpia

A BPAEC ¢és HPAEC sejteket steril liveg fedélemezeken (d=12 mm) ndvesztettiik
komplett médiumban, 100 %-os konfluencia eléréséig. A lemezeket PBS oldattal mostuk,
majd 3,7 % paraformaldehidet (PFA) tartalmaz6 PBS-ben 10 percig szobahémérsékleten
fixaltuk. Minden l1épést kdvetden a lemezeket 3x mostuk PBS-sel. A sejteket 0,02 % Triton X-
100-at tartalmaz6d PBS-vel permeabilizaltuk 15 percig szobahdmérsékleten. Blokkolashoz
steril, 1 % BSA-t tartalmazé PBS-t hasznaltunk (1 6ra, 4 °C-on). A fedélemezeken 1évo fixalt,
permeabilizalt sejteket 0,1 % BSA/PBS-vel 1:100-1:150 aranyban higitott elsddleges
antitestekkel inkubaltuk 2-6 6ran at 4 °C-on. A sejteket 3x mostuk PBS-el, majd az F-aktin
kimutatasara Texas Red-falloidint, a tovabbi fehérjék kimutatasara Alexa 488-konjugélt anti-

nyul IgG-t (,,z61d”) és Alexa 546-konjugélt anti-egér I1gG-t (,,piros”) alkalmaztunk 1:150
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higitasban, sotétben 60 percig, 4 °C-on. Mosast kovetéen a fedélemezeket Prolong Gold
Antifade médium segitségével (mely DAPI-t is tartalmazott magfestésre) a targylemezekre
rogzitettilk. A mintadkat Nikon Eclipse TE300 fluoreszcens mikroszkdppal (60x nagyitasa
objektiv, NA 1.35), ill. Olympus Fluoview 1000 konfokalis mikroszkoppal (Hamburg,
Germany) vizsgaltuk. Ez utobbi esetben 60x UPLSAPO (NA 1.35) olaj immerzids objektivet
alkalmaztunk, az egyes fluoroforok gerjesztése Hélium/Neon (Alexa 546) és Argon-ion
(Alexa 488 ¢és GFP) lézerekkel tortént. A magfestést higanygdzlampa segitségével
ellendriztiik. Az emittalt fluoreszcenciat 58530 és 515115 nm-es savsziirokkel detektaltuk.

A digitalizalt felvételeket az AxioVision 3.1 vagy az Olympus Fluoview 1000 szoftver
programok segitségével készitettiik, majd a Photoshop képkészitd szoftvert alkalmaztuk a
megjelenitéshez (Adobe Systems). A konfokalis blende méretét az Ium-es optikai
rétegvastagsag eléréséhez megfeleld értékre allitottuk. A képeket az aldbbi beallitasokkal
vettlik f6l: 512x512 pixel, 12 bit felbontas, 6,4 ps pixel 1d6, 2x soronkénti atlagolas (line-
averaging). Minden tobb csatorndnal detektalt felvételt multi-track lizemmodban készitettiink.
Az egy-egy fluoroforral jelolt kontrollok azonos beallitds mellett a tobbi csatornaba nem
vilagitottak at.

A fehérjék kolokalizaciojanak a mértékét a Pearson-féle korrelacios koefficiens (C
értekek) meghatdrozasaval adtuk meg, a CNAa-nak és a MYPT1-nek megfeleld ,,zold” és
,piros” csatorndk pixel intenzitasa alapjan. Az Olympus konfokalis mikroszkép FV1000
szoftverével csak linearis kontrasztnovelés tortént, mely a megjelenithetd tartomanynak a
legmagasabb ¢és legalacsonyabb hatara kozé estek. A korrelacios koefficiens szamolasa nem a
Photoshop szoftverrel médositott képekbdl tortént, hanem az eredeti OIB képekbdl. Egy 3x3-
mas Gauss szlirvel tortént simitas a képeket illetden a digitalis zaj csokkentése érdekében. A
threshold a hattér fluoreszcenciaja folotti érték volt, annak beallitdsa sejtmentes teriileteken

tortént.

Aramlisi citometriai analizisek

Az EC esetében a transzfekciok hatékonysaganak ¢€s a kezelések citotoxikus hatdsanak
a megitélésére aramlasi citometriai analiziseket végeztiink. A sejteket 6 lyuku sejttenyésztd
edényben 90-100 %-os konfluencidig ndvesztettilk és 50 nM trombinnal 30 percig, 0,1 pM
FK506-al 4 oraig vagy 2 uM CsA-val 4 6raig kezeltiik. Kombinalt kezelések esetén a sejteket
eléinkubaltuk trombinnal 30 percig, ezt kovetden pedig FK506-al vagy CsA-val kezeltiik a
fent leirtak szerint. Pozitiv kontrollként H>O,-dal kezelt (1 mM, 4 6ra) EC-t hasznaltunk. A
sejteket propidium jodiddal (PI) festettiik (5 pg/ml, 30 perc), kétszer mostuk PBS-el,
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tripszineztiikk, majd centrifugalassal 6sszegytijtottiik (1200 x g, 10 percig) és 1 ml jéghideg
PBS-ben szuszpendaltuk. Az elpusztult, ill. €16 sejtek ardnyat (20000 sejtre) aramlasi
citometrids  analizissel  hataroztuk meg  FACSCalibur  késziilékkel  (Becton-
Dickinson, San Jose, CA, USA). A CNA konstruktok transzfekciés hatékonysaganak
megallapitdsdhoz a sejteket Petri-csészében 90-100 %-os konfluencidig novesztettiik ¢és a fent
leirt modon transzfektaltuk. 48 oraval késébb a sejteket (1,1x10° sejt) tripszineztiik, és
aramlési citometridval elemeztiikk. A citometrias mérések sordn az egyes fluorofléroknak
megfeleld csatornak a kovetkezdek voltak: FL-1: gerjesztésre Ar-ion 1ézer 488nm-es vonalat
hasznaltuk, a detektalasi oldalon 530+15nm-es m savszur6t alkalmaztunk és FL-2:
gerjesztésre Ar-ion 1ézer 488nm-es vonalat hasznaltuk, a detektalasi oldalon 585+21nm-es m
savszirdt alkalmaztunk. A citometrias mérések soran a BD FACSCalibur késziilék Cytoscape
szoftverét hasznaltuk.

A MLC20%™ foszforilaciés szintjének meghatarozaséhoz szintén alkalmaztunk
aramlédsi citometriai analizist. A BPAEC-t szOvettenyészté edényekben 100 %-os
konfluenciaig novesztettik. A BPAEC szérum-mentes médiumban kezelés nélkiili
kontrollként szolgalt, amelyet 50 nM trombin (10 perc), 2uM CsA (30 perc) vagy 2 uM CsA
(30 perc) eldinkubalast kovetd 50 nM trombin (10 perc) kezelésekkel hasonlitottunk Ossze.
Kezeléseket kovetden a sejteket TBS-sel mostuk, majd tripszinezés utan a sejtszuszpenziot
centrifugaltuk (3000 rpm, 6 perc) és fixaltuk 3,7 % PFA-t tartalmaz6é TBS-ben 10 percig
szobahdmérsékleten. Minden inkubécios 1épést kovetden 3x mostuk a sejteket TBS-vel.
Mosésokat kovetden 0,02 % Triton X-100-at tartalmazd TBS-sel permeabilizaltunk 15 percig
szobahdmérsékleten. Blokkolashoz 1 % BSA-t tartalmazé TBS-t hasznaltunk (1 6ra, 4 °C-on).
Az anti-MLC20°*"" antitestet 1:100 aranyban 0,1 % BSA/TBS-vel higitva alkalmaztuk 6
oran at 4 °C-on. A sejteket TBS-sel 3x mostuk, majd Alexa 488-konjugalt anti-nyul IgG-vel
(z6ld) inkubaltuk (1:150 higitas, 60 percig 4 °C-on, sotétben). Mosast kovetéen a sejteket 1
ml PBS-ben szuszpendaltuk és FACSCalibur késziilékkel 5000 sejtet szamolva hataroztuk

meg a fluoreszcencia intenzitast.

Adatok elemzése, kiértékelése

Az eredmények atlaganak, ill. szoérasanak kiszdmitasdhoz a GraphPad Prism 5.0
programot hasznaltuk. A statisztikai szignifikanciat szintén GraphPad Prism 5.0 program
segitségével, a kezeletlen és a kezelt csoportok kozott a kétmintds t-probaval ill. egyutas

ANOVA-val hataroztuk meg, amelynek soran p <0,05 esetekben tekintettiik a valtozasokat
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szignifikansnak (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001). A megadott eredmények 3-4 fiiggetlen
kisérlet adatainak atlaga + SEM.

A Western blot-ok értékelésekor a képeket mar digitalizalt formaban nyertiik a
FluorChem FC2 (multiimager) géldokumentacios rendszerrel (Cell Biosciences), amelynek
kiértékeld szoftverével végeztiik el a kivant fehérjesavok denzitometrias analizisét.

Az immunfluoreszcens képek szerkesztése az Adobe Photoshop CS5 képszerkesztd

programmal tortént.
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EREDMENYEK

A CN szerepe a trombin-indukalt aktin-citoszkeleton atrendezédésben

El6szor azt kivantuk tanulméanyozni, hogy a CN milyen szerepet jatszhat az endotél
sejtek (BPAEC) citoszkeletalis atrendezddéseiben. Ezt kétféle kisérletsorozattal kozelitettiik
meg: (1) elészor a CN inhibitorok hatasat vizsgaltuk a trombin-indukalt stressz-kabel
képzddésre; (2) ezt kdvetden a CNA konstruktok overexpresszidjanak hatasat tanulmanyoztuk

a trombin altal okozott szerkezeti valtozasokra.

CN inhibitorok hatdsa a trombin-indukalt stressz-kabel képzodésre
A CN farmakologiai inhibitorait (CsA vagy FK506) felhasznalva, valamint trombin

kezeléseket alkalmazva vizsgéaltuk az EC aktin-citoszkeleton szerkezetének valtozasait.

C. trombin+mosas

E.trombin + CsA

G. trombin+ FK506

6. dabra. A CN gatlasanak hatiasa a trombin-indukalt stressz-kabelek kialakulasara
BPAEC sejtekben. Az EC kezelése az alabbiak szerint tortént: (A) kezeletlen kontroll; (B) 50 nM
trombin (30 perc); (C) 50 nM trombin (30 perc) kezelést kdvetden a trombint kimostuk €s ezt
kovetden a sejteket szérummentes médiumban tartottuk (4 ora); (D) 2 uM CsA (4 ora); (E) 50 nM
trombin (30 perc) eldinkubalast kovetden 2 uM CsA (4 ora); (F) 0,1 uM FK506 (4 6ra) (G) 50 nM
trombin (30 perc) eldinkubalast kovetéen 0,1 pM FK506 (4 o6ra). A kezelések utan a sejteket fixaltuk
¢és az F-aktint detektaltuk az ,,Anyagok és Modszerek™ fejezetben leirtak szerint. Az abran harom
parhuzamos kisérlet reprezentativ eredményét mutatjuk be. Skala hossza: 20pm.
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Az F-aktin filamentumok jelolésére Texas Red-falloidint hasznaltunk. A 6. é4bra
fluoreszcens képei bemutatjak, hogy BPAEC-ben 30 perces 50 nM trombinnal torténd kezelés
kovetkeztében (6. B. édbra), a kontroll sejtektél (6. A. dbra) eltérden, az aktin fokozott
polimerizacidja ¢és stressz-kabelek kialakuldsa figyelheté meg. A stressz-kabelek az
immunfluoreszcens felvételeken erdsebben fest6dd aktin filamentumok formajaban, piros
szinnel lathatdéak, mennyiségiik trombin kezelést kovetden jelentésen ndé. Ha a trombin
kezelést kovetden a sejteket mostuk és 4 d6ra idétartamra szérummentes médiumban tartottuk,
akkor a BPAEC-ben a stressz-kédbelek szamanak csokkenését és a citoszkeleton szerkezetének
a kontrollhoz hasonldé mintazata visszarendezddését figyeltik meg (6. C abra). Amikor
onmagaban CsA-val (2 uM, 4 ¢6ra), a CN gatloszerével kezeltik az BPAEC-eket nem
tapasztaltunk 1ényeges valtozast az aktin-citoszkeleton szerkezetében (6. D dbra), viszont ha a
30 perces trombin el6kezelést kdvetden 4 oraig CsA-val kezeltiik a sejteket megfigyelhetd
volt, hogy a trombin kezelés kovetkeztében kialakult stressz-kabelek hosszabb ideig
fennmaradtak (6. E abra). Ezek az eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a CN
gatlasa meghosszabitja a trombin kezelés kovetkeztében kialakult barrier diszfunkciot az
aktin-citoszkeleton visszarendezddésének gatlasaval. A masik CN gatloszerrel, az FK506-al
torténd kezelés onmagéban nem befolyasolta az aktin-citoszkeleton szerkezetet (6. F abra),
mig a CsA-hoz hasonldéan trombin eldkezelést kdvetve a trombin kezelés kovetkeztében

kialakul6 aktin-citoszkeleton valtozasok tovabb fennmaradtak (6. G ébra).

A CNA izoformak overexpressziojanak hatdasa a trombin-indukadlt citoszkeleton szerkezeti
valtozasokra

Annak tisztazasara, hogy milyen szerepiik van a kiilonb6zé CNA izoformaknak az EC
citoszkeleton szerkezetének szabdlyozasaban, klonoztuk a CNA a, B, y izoformait.
Rendelkezésiinkre 4llt a CNA konstitutiv aktiv, roviditett o izoformat (ACNA) kodold
plazmid is, amelyben a katalitikus alegységébdl hianyzik az autoinhibitor (Al) és a
kalmodulin-ko6té (CaM) domén. A GFP (kontroll) és a CNA izoformak overexpresszidja sem
a kezeletlen (7. A-H, bal oldali abrarész), sem a trombin-kezelt sejtekben (7. A-H, jobb oldali
abrarész) nem befolyasoltak az EC aktin-citoszkeleton szerkezetét. Ezzel szemben az aktiv
ACNA overexpresszidja a trombin kezelést kovetden (7. I, J jobb oldali dbrarész) csokkentette
a transzfektalt sejtekben a stressz-kabelek szdmat, amely a CN szerepét jelzi az aktin-
citoszkeleton szerkezeti valtozasok szabalyozasaban. Aramlasi citometrids analizissel

viszgaltuk a transzfekciok hatékonysagat, valamint a CsA, FK506 és trombin kezelések, ill. a
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transzfekciok hatasat a sejtek életképességére (8. abra). Kimutattuk, hogy a CsA, FK506 ¢s

trombin kezelések nem befolyasoltak az EC életképességét (nem bemutatott adatok).

GFP F-aktin GFP F-aktin
o o
o 2
o o
: ;%
:
5 <
<zt 4
5 (&)

Transzfekcid
CNAB-pEGFP
Transzfekcid

CNAB-pEGFP

CNAy-pEGFP
CNAy-pEGFP

ACNA-pEGFP

ACNA-pEGFP

-trombin +trombin

7. abra. A CNA izoformak overexpresszidjanak hatasa a trombin-indukalt stressz-kabel
képzédésre EC-ben. PFA-val fixdlt EC-ben az F-aktint Texas Red-falloidinnel jeldlve
immunfloureszcenciaval detektaltuk az aktin-citoszkeleton szerkezeti valtozasokat. Az abra bal
oldalan a kezeletlen, jobb oldalan a trombin kezelt (50 nM, 30 perc) sejtek lathatok, ill. a
transzfekcidkat kovetéen a GFP (A, B), CNAa-pEGFP (C, D), CNAB-pEGFP (E, F), CNAy-pEGFP
(G, H) és a ACNA-pEGFP (I, J) overexpresszidjanak hatdsa az aktin-citoszkeleton szerkezetére. A
nyilak a transzfektalt sejteket jelzik. Harom parhuzamos kisérlet reprezentativ eredményei lathatok.
Skala hossza: 20um.

A transzfekciokat kovetden a sejtek életképességét az ,,Anyagok és modszerek”
fejezetben leirtak szerint mértiik (8. dbra). A 8. A ébran az R2 régié a nem-transzfektalt, az
R3 a nem-transzfektalt és propidium-jodid (PI) pozitiv, az R4 a GFP pozitiv transzfektalt, az

RS5 régid pedig a kétszeresen pozitiv sejteket tartalmazza. A transzfekciok hatékonysaga
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ezekkel az emlds expresszids konstruktokkal igen alacsony, mindossze 5-10 %-ra tehetd. A
GFP, CNAo-pEGFP, CNAB-pEGFP, CNAy-pEGFP ¢és a ACNA-pEGFP plazmidok
transzfekcioja nem befolyésolta az EC életképességét. Pozitiv kontrollként H,O,-ot (4 mM, 4

ora) alkalmaztunk, ami szignifikdnsan csokkentette a sejtek életképességét (8. B abra).
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8. dbra. A transzfekciok hatékonysaganak (A) és a sejtek életképességének (B) vizsgalata
aramlasi citometriaval. (A) a dot-plotok a GFP-vel és a CNA izoformakkal transzfektalt BPAEC-ket
mutatjak. (B) a sejtek életképessége, a transzfektalt sejtek szazalékaban kifejezve: (R4/R4+R5) x 100
a kontroll esetében és (R2/R2+R3) x 100 a H,0O,-al kezelt sejtekben, ahol R2, R3, R4 és RS a
sejtszamot jelentik a megfeleld régiokban. A CNA izoformak transzfekcidja nem befolyasolta a sejtek
¢életképességét. A * jelzi a szignifikans valtozast a kontroll mintahoz képest (P <0,05).
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A CN szerepe a MP MYPT]1 alegységének defoszforilaciojaban

A CN inhibitorok és a CN aktiv katalitikus fragmentjének hatdsa az EC stressz-kébel
képzodésére felvetette, hogy a CN-nak szerepe lehet a MLC20 foszforilacidjanak
szabalyozasaban is. Korabbi eredmények alapjan feltehetd, hogy a CN in vitro és in vivo,
kozvetleniil nem defoszforildlja a MLC20-at (Verin és mtsai, 1998 és Takizawa és mtsai,
2002b), ezért a CN kozvetett szerepét feltételeztiik a MP szabélyozasan keresztiil, elsdsorban
a MYPTI regulator alegység gatld foszforilacios helyeinek (Thr696 ¢és Thr853)

defoszforilaciojaban.

CN inhibitorok hatisa a MYPTI1 Thr696 és Thr853 oldallancok foszforilacios szintjére EC-
ben

Megvizsgaltuk a MYPT1 gatlast okozo foszforilacids helyeinek defoszforilacidjat
BPAEC ¢s HPAEC sejtekben. A kezdeti kisérletekben a CN szerepére a defoszforilacioban a
CsA-nak, a CN egyik specifikus inhibitoranak az alkalmazasaval kivantunk adatokat nyerni.
BPAEC-ket CsA-val kezeltiink és vizsgaltuk a MYPT1 MP aktivitast gatld helyei (Thr696 és
Thr853) foszforilacios szintjének valtozasat Western blot médszerrel, anti-MYPT1P™%% g5
anti-MYPT 1™ antitesteket alkalmazva. Kezeletlen sejtekben a Thr696 és Thr853
oldallancok kismértékben foszforilalt formaban vannak jelen (9. A-D abra). CsA kezelés
hatdsara a Thr696 oldallanc foszforilaciés szintje BPAEC-ben jelentdsen (~3,5-szeresére)
emelkedett (9. A abra), mig ez a ndvekedés HPAEC-ben szignifikdns, de kisebb mértékii
(~2,1-szeres) volt (9. B abra). A CsA kezelés hasonléan emelte a Thr853 oldallanc
foszforilacids szintjét, de ez az emelkedés kisebb mértékii mindkét sejttipusban, mint a
Thr696 oldallanc esetében (9. C és D. dbra). Vizsgaltuk azt is, hogy a MYPT1-et foszforilalo
ROK felelgs-e a CsA altal indukalt Thr696 és Thr853 foszforilacidos szint emelkedésért.
H1152-vel, a ROK specifikus gatloszerével kezelt sejtekben a Thr696 és Thr853 oldallancok
CsA altal indukalt foszforilacios szintjének novekedése nem figyelhetd meg (9. A-D. éabra),
ami a ROK szerepére utal ebben a foszforilacios folyamatban.

FK506, a CN masik gatloszerének hatasat is tanulmanyoztuk a MYPT1 Thr696 és
Thr853 oldallancok foszforiladciojara BPAEC-ben (10. abra). 2 uM FK506 kezelés hatasara
mindkét oldallanc foszforilacids szintje emelkedett, kisebb mértékben a Thr696 (~1,7-
szeresére), nagyobb mértékben a Thr853 oldallancon (~2,1-szeresére) (10. A-B abra). A
H1152-vel el6kezelt sejtekben azonban a Thr696 és Thr853 oldallancok foszforilacios

szintjének novekedése viszont nem észlelhetd (10. A-B. ébra).
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9. abra. A CN inhibitor (CsA) valamint a ROK gatlészer (H1152) hatiasa a MYPT1
Thr696 és Thr853 oldallincok foszforilacios szintjére EC-ben. Konfluens BPAEC-t (A, C) és
HPAEC-t (B, D) kezeltiink 2 uM CsA-val, 10 uM H1152-vel 30 percig vagy 10 uM 30 perces H1152-
vel valo eldkezelést kovetéen 2 uM CsA-val 30 percig szérummentes médiumban. A kezeletlen
sejteket szérummentes médiumban inkubaltuk (kontroll). A MYPT1 foszforilacidjat a Thr696 és
Thr853 oldallancokon anti-MYPTI1P™%* ¢s anti-MYPT1P™®% antitestekkel Western blottal
detektaltuk. A gélre felvitt fehérjemennyiségek Osszehasonlitasara tubulin vagy MYPT1 kontrollt
hasznaltunk. A bemutatott fehérje savok kvantitativ analizisét denzitometralassal végeztiik el. Harom
parhuzamos kisérlet reprezentativ eredményét mutatjuk be. A statisztikai szignifikancidt az egyutas
ANOVA-val hataroztuk meg, p <0,05 jelenti a szignifikans kiilonbséget. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001.

Tovabbi kisérleteinkben a CsA-t hasznaltuk a CN specifikus gatloszerként. Eredményeink azt
sugalljak, hogy a MYPT1 foszforildlt Thr696 és Thr853 oldallancait EC-ben a CN

defoszforilalja.
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10. abra. A CN inhibitor (FK506) valamint a ROK gatlészer (H1152) hatasa a MYPT1
Thr696 és Thr853 oldallancok foszforilacios szintjére. Konfluens BPAEC-ket kezeltink 2 pM
FK506-val, 10 uM H1152-vel 30 percig vagy 10 uM 30 perces H1152-vel valo elokezelést kovetoen
2uM  FK506-val 30 percig szérummentes médiumban. A kezeletlen sejteket szérummentes
médiumban inkubaltuk (kontroll). A MYPT1 foszforilaciojat Western blot modszerrel a Thr696 ¢és
Thr853 oldallancokon anti-MYPTI1P™% (A) és anti-MYPT1P™*> (B) antitestekkel analizaltuk. A
gélre felvitt fehérjemennyiségek 0sszehasonlitasara tubulin kontrollt hasznaltunk. A bemutatott fehérje
savok kvantitativ analizisét denzitometralassal végeztiik el. Hairom parhuzamos kisérlet reprezentativ
eredményét mutatjuk be. A statisztikai szignifikanciat az egyutas ANOVA-val hataroztuk meg, p
<0,05 jelenti a szignifikans kiilonbséget. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

A CN szerepe a MYPT1 kozvetlen defoszforilaciojaban in vivo és in vitro

Az endogén MYPTIP™ defoszforilaciojaban tehat a CN hatékonyan részt vehet,
amely bizonyitdsara tovabbi in vivo kisérletet végeztiink tsA201 sejtekben. A sejteket pEGFP-
vel vagy ACNA-pEGFP (konstitutiv aktiv, roviditett CN-t kodold) konstrukttal
transzfektaltuk, és megvizsgaltuk az overexpresszalt fehérjék hatasat a MYPTPThr6%
oldallanc foszforilacids szintjére. A MYPTIP™ foszforilacios szintjének szazalékos
valtozésat a blot-ok denzitometralasaval adtuk meg (11. 4bra, alsé rész). Kontrollként (100 %)
a nem-transzfektalt sejtek MYPT1P™™ szintje szolgalt. A ACNA-pEGFP overexpresszidja
4949 %-ra (n=3) csokkentette, mig a pEGFP 6nmagéiban inkdbb ndvelte (142+41 %) a
MYPTIP™™ foszforilacios szintjét. Ezek az adatok szintén arra utalnak, hogy a CN

pThr696

kozvetleniil részt vesz a MYPT1 oldallanc defoszforilacigjaban.
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11. abra. A CNA Kkonstitutiv aktiv (ACNA-pEGFP) forma overexpresszidjanak hatasa a
MYPT1 Thr696 oldallanc foszforilaciés szintjére tsA201 sejtekben. A tsA201 sejteket pEGFP-vel
és ACNA-pEGFP konstrukttal transzfektaltuk az ,,Anyagok és Modszerek™ fejezetben leirtak szerint.
A MYPTI foszforilacidjat a Thr696 oldallancon anti-MYPT1P™% antitesttel detektaltuk Western
blottal. A gélre felvitt fehérjemennyiségek 0sszehasonlitdsadra a mintakban a MYPT1-et is detektaltuk.
A bemutatott fehérje savok kvantitativ analizisét denzitometraldssal végeztiik el. Hirom parhuzamos
kisérlet reprezentativ eredményét mutatjuk be. A statisztikai szignifikanciat az egyutas ANOVA-val
hataroztuk meg, p <0,05 jelenti a szignifikans kiilonbséget. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Az in vivo kisérletek mellett in vitro foszfatdz aktivitds mérésekkel is bizonyitani
kivantuk, hogy a CN képes kozvetleniil defoszforilalni a foszfo-MYPT1-et. Mas foszfataz
tipusoknak is szerepe lehet a foszfo-MYPT1 defoszforilaciojaban, ezért aktivitisméréseket
végeztiink a tisztitott CN-on kiviil a tisztitott PP1c és PP2Ac katalitikus alegységekkel is. A
mérésekhez szubsztratként ROK-al **P-ATP jelenlétében a Thr696 és Thr853 oldallancon
foszforilalt rekombinans GST-MYPT1-et alkalmaztunk. A 12. abran lathat6, hogy a CN idd
és koncentracio-fiiggé moédon hatékonyan defoszforililja a **P-MYPTl-et, és ez a
defoszforilacio Ca®’/CaM-fiiggd folyamat. A ftisztitott PPlc és PP2Ac Kkatalitikus
alegységekkel végzett aktivitasmérések kinetikdja is hasonld volt. Ezek az adatok is
bizonyitjak tehat, hogy a CN kozvetleniil részt vesz a foszfo-MYPT1 defoszforilacidjaban.
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12. dbra. A ¥P-MYPT1 defoszforilacidja tisztitott CN, PP1c és PP2Ac altal. 0,5
uM **P-MYPT1 (1,6 mol foszfat/mol MYPT1) szubsztratbol a CN altal, 0,2 mM Ca®" és 40
ug/ml CaM jelenlétében vagy jelenléte nélkiil, a jelzett koncentracidkban (18, 36, 72 nM) és
idsintervallumokban (3, 6, 12, 20 perc) kihasitott **P; mennyiségét hatiroztuk meg. A Ca*'
/CaM jelenléte nélkiil mért mérések esetén a CN—t 72nM koncentraciéban alkalmaztuk. A
32p_.GST-MYPTI defoszforilaciojat tisztitott PPlc-vel és a PP2Ac-vel (16-16 nM) is
meghataroztuk.

A CsA hatasa az EC [ Ca2+],- szintjére BPAEC-ben

A MYPT! Ca®"/CaM-fiiggd defoszforilacidja a CN altal (lasd 12. 4bra) felvetette azt a
kérdést is, hogy hogyan vezethet nyugvd sejtekben a CsA kezelés, azaz a CN gatlasa
vélhetden alacsony [Ca®"]; szint és CN aktivitds mellett a MYPTIP™® foszforilacios
szintjének nagymértékii emelkedéséhez EC-ben. Megvizsgaltuk tehat a CsA kezelés hatdsat a
BPAEC [Ca®]; valtozasara és azt talaltuk, hogy a CsA kezelés jelentds [Ca®]; emelkedést
indukal, ami az extracellularis Ca®" jelenlététdl fiigg (13. A 4bra). CsA hozzdadasa el6tt
extracellularis Ca™" jelenlétében, a 340/380 nm gerjesztési arany értéke 0,66+0,01, mig
extracellularis Ca®>" hianyaban (EGTA jelenlétében) 0,54+0,02. A CsA-indukalt [Ca™'];
emelkedés tranziens, 2 percen beliil éri el a maximumat (1,7140,30), majd csokken, de még a
CsA-val torténd inkubacids periodus végén (30 perc) is magasabb szinten marad (0,99+0,16),
mint a kiindulasi [Ca®"]; érték (13. B 4bra).

Megvizsgaltuk a MYPTI1P™ foszforilacios szintjének valtozasat is CsA és H1152
kezeléseket kovetSen, extracellularis Ca®™ hianyaban. Azt talaltuk, hogy extracellularis Ca®*"
hidnydban a CsA kezelés nem befolyédsolta, mig a HI1152 kismértékben csokkentette a
MYPT1P™ foszforilacios szintjét (13. C abra). Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy CsA

kezelés hatasara az [Ca”"]; atmenetileg emelkedik és fenntartott marad extracellularis Ca**
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jelenlétében, valamint ez a CsA okozta tranziens [Ca®]; novekedés eléfeltétele a

MYPT1PT% odallanc foszforilacios szint ndvekedésének.
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13. dbra. A CsA Kezelés hatasa az BPAEC [Ca®]; valamint a MYPT1?™"%¢ foszforilaciés
szintjére. A: A sejteket 2 pM CsA-val 30 percig kezeltiink és az [Ca®"]; valtozasat Fura-2 Ca®'-
szenzitiv fluoreszcens festékkel feltoltott sejtekben mértiikk. Minden egyes sejt 340/380 nm gerjesztési
arany értékét kiszamitottuk, osszesen 23-26 EC atlaganak valaszidejét mértiik. Az extracellularis Ca*
jelenlétében (+Ca®’/-EGTA) vagy hianydban (-Ca®/+EGTA) egy-egy reprezentativ kisérlet
eredménye lathat6. B: Az oszlopdiagram az atlagos valaszokat (340/380 nm gerjesztési arany értékét)
abrazolja, 4-7 fiiggetlen kisérletbdl, 6sszesen 92-99 sejtbdl szamitva. C: A CsA és H1152 kezelések
hatisa a MYPTI1P™° foszforilaciés szintjére BPAEC-ben, extracellularis Ca®" jelenléte nélkiil. A
statisztikai szignifikanciat az egyutas ANOVA-val hataroztuk meg, p <0,05 jelenti a szignifikans
kiilonbséget. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

A CN szerepe a kofilin foszforilacios szintiének szabdlyozdsaban

Az emelkedett [Ca®']; a CN aktivacidjaval parosul, melyet Gsszefiiggésbe hoztak a
kofilin”>*” defoszforilaciojat katalizalo Slingshot foszfatiz aktivalasaval HeLa sejtekben
(Wang és mtsai., 2005). Ennek megfelelden fontosnak tartottuk megvizsgalni a CN gatloszer
CsA hatasat a kofilin®>*" foszforilaciojara is. Mind BPAEC és HPAEC sejtekben CsA

npSer3

kezelést kovetden novekedett a kofili szintje (14. A-B abra). Immunfluoreszcencidval is

kimutattuk a kofilin®>*" szintjének és az F-aktin mennyiségének ndvekedését HPAEC-ben. Az
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egyesitett képeken megfigyelheté, hogy a feldusult F-aktin és a foszfo-kofilin a sejtek

kortikalis aktin filamentumai mentén kolokalizalodnak (14. C. 4bra).

A B
BPAEC HPAEC
Gu— ‘_ Anti-kofilinpSer3 | Anti-kofilinpSer3
N Sm—| Anti-tubulin S SIS | Anti-tubulin
CsA - + CsA - +
c HPAEC
Anti-kofilinpSer3 F-aktin egyesitett

kontroll

CsA

14. dbra. A CsA Kezelés hatisa a kofilin®" foszforilaciés szintjére BPAEC és HPAEC. A
és B: A kofilin foszforilaciojat a Ser3 oldallancon anti-kofilin®™> antitesttel Western blottal
detektaltuk. A gélre felvitt fehérjemennyiségek Osszehasonlitasara tubulin kontrollt hasznaltunk.
Harom péarhuzamos kisérlet reprezentativ blotjat mutatjuk be. C: A CsA hatasa a kofilin">"
foszforilaciojara €s az aktin-citoszkeleton szerkezetre HPAEC sejtekben immunfluoreszcenciaval.
HPAEC-ket steril fed6lemezeken novesztettiik fel, majd a konfluens sejteket 2 uM CsA-val 30 percig
kezeltiink. A kontroll minta a kezeletlen sejteket jeloli. A sejteket anti-kofilin®™>*" (z61d) antitesttel és
Texas Red falloidinnel (piros) jeldltiik. Az egyesitett képek a két fehérje kolokalizaciojat szemléltetik.
Skala hossza: 10pm.

A CN és a MYPT1 kolcsonhatasa in vivo és in vitro
Tanulmanyoztuk, hogy a CN ¢és a MYPT1 kozott egyszerli enzim-szubsztrat

kolesonhatas van-e, vagy pedig e két fehérje a MYPT1 foszforilacidja nélkiil is stabil
komplexet alkot, aminek jelentdsége abban rejlik, hogy kolcsonhatasuk biztosithatja

kozelségiiket a biologiai szabalyozasi folyamatokban.
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A CN és MYPT1 kélcsonhatas kimutatasa EC és tsA201 sejtekben

A CN ¢és a MYPTI fehérjék kolcsonhatasanak fizioldgiai jelentdségét elészor pull-
down kisérletekkel vizsgaltuk. A foszforildlatlan GST-MYPTI-et ill. GST-t (kontroll)
Glutation-Sepharose gyantdhoz kapcsoltunk, majd el6tisztitott BPAEC lizatummal
kevertettiik 4 6ran at, majd a kapcsolt és az azzal kdlcsonhato fehérjéket SDS-mintapufferben
szolubilizaltuk. A CN-t anti-CNAo antitesttel azonositottuk immunoblotton, ami a GST-
MYPTI1 és az endogén CN kolcsonhatasat igazolta BPAEC-ben, mig a GST kontrollal
kotddés nem lathatd (15. A. éabra). Flag-MYPT1 pull-down kisérletekben szintén a fenti
kdlcsonhatast tanulmanyoztuk a MYPT1, valamint kolcsonhato fehérjéi kozott (15. B, C, D

abra) tsA201, BPAEC és HPAEC sejtek lizatumabol.
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15. abra. A CN és MYPT1 kolcsonhatas kimutatasa pull-down vizsgalatokkal. A: GST-vel
(kontroll) és GST-MYPTI1 fehérjével kapcsolt glutation-Sepharose gyantat inkubaltunk BPAEC
lizatummal, a ko6tédé fehérjét anti-CNAo antitesttel detektaltuk. A MYPT1, CN és PPlcd
koprecipitacidja tsA201 (B), BPAEC (C) és HPAEC (D) sejtek lizatumabol Flag-MYPT1 pull-down
kisérletben. A membran harom részre vagasa utan, a kotodé fehérjéket anti-MYPT1'> anti-CNAa és
anti-PP1cd antitestek segitségével azonositottuk Western blottal.

A koprecipitaciot Flag-MYPT1-kapcsolt anti-Flag gyantaval végeztiik el. A Flag-MYPT1-et
tsA201 sejtek lizatumabdl tisztitottuk és a MYPT1-el kolcsonhato fehérjéket az ,,Anyagok ¢€s
modszerek” fejezetben leirtak szerint tavolitottuk el. Ezt kovetéen a Flag-MYPT1 gyantat,
amelyrdl eltavolitottuk a kotdédo alegységeket €s fehérjéket, inkubaltuk a BPAEC és HPAEC
lizatumokkal. A kotédé fehérjéket, anti—MYPTll'2%, anti-CNAa és anti-PP1cd antitestek
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segitségével Western blot analizissel azonositottuk. A Flag-MYPT1 a CN-al és a PP1co-val is
kolcsonhatast mutatott (15. B, C, D 4bra) tsA201 sejtekben, valamint BPAEC- ¢és HPAEC-
ben is, amely azt is bizonyitja, hogy a CN és a MYPT1 kdlcsonhatdsa nem akadalyozza meg a
PPlc és a MYPT1 kolcsonhatasat.

A tsA201 sejteket Flag-MYPT1 és/vagy CN-Ao/pEGFP emlés expresszids
plazmidokkal transzfektaltuk, ill. kotranszfektaltunk. A Flag-gyantat sejtlizatumokkal
inkubaltuk. Az overexpressziot kovetden ebben az esetben is Western blottal azonositottuk a
Flag-MYPT1 kolcsonhatdsat az endogén CN-al (16. A. abra) és a CNAoa-pEGFP-vel is (16. B
abra). Ezek az adatok ismételten megerésitették a MYPTI1-nek az endogén, ill. az

overexpresszalt CN-al torténd kélcsonhatasat is.

B
A Transzfekcio:
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16. dbra. A CN és MYPT1 kolesonhatas kimutatisa koexpressziés pull-down
kisérletekkel. A: Overexpresszalt Flag-MYPT]1 és az endogén CN kolcsonhatasa tsA201 sejtekben. A
Flag-MYPT1 pull-down vizsgalatokat az , Anyagok ¢és modszerek™ fejezetben leirtak szerint
végeztink el, anti-MYPT1'?® és anti-CNAa antitestekkel. B: Overexpresszalt Flag-MYPTI és
CNAo-pEGFP kolcsonhatasa tsA201 sejtekben. A Western blot analizishez anti-CNAa és anti-GFP
antitesteket hasznaltunk fel. Hairom parhuzamos kisérlet reprezentativ eredményét mutatjuk be.

A CN és MYPTI kolokalizaciojanak vizsgalata konfokalis mikroszkopiaval

A pull-down kisérletek a MYPT1 és CN sejten beliili kolcsonhatasat feltételezik, ezért
a tovabbiakban a fehérjék lokalizaciojat vizsgaltuk EC-ben konfokalis mikroszkoppal. A
sejteket fixalas utan a MYPT1-re és a CN-ra specifikus antitestekkel jeloltiik, majd az
immunreakcié detektalasara fluoreszcens festékkel konjugalt masodik antitesteket

alkalmaztunk. A fehérjék sejten belilli eloszlasa és kolokalizacidja a 17. abran lathato.
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Kontroll sejtekben (17. A és B abra, felsé sorok) megfigyelhetd, hogy a CN (z6ld) és a
MYPT1 (piros) kismértékben a sejtmagban, nagyobb mértékben az endotél sejtek
citoplazmajaban lokalizalédott. A két fehérje kolokalizacigjat (egyesitett képen) a
citoplazmaban és a sejtmagban is detektaltuk (17. A-B abra). Trombin kezelés nem véltoztatta

meg a CN és MYPT1 lokalizacidjat, ill. kolokalizacigjat sem BPAEC, sem HPAEC sejtekben.

A BPAEC
Anti-CNAa  Anti-MYPT1 egyesitett
°
c
)
4
£
o)
£
o
B HPAEC

Anti-MYPT1

kontroll

trombin

17. abra. A CN és MYPT1 kolokalizicioja EC-ben. BPAEC (A) vagy HPAEC (B) sejteket
steril fed6lemezeken, konfluens monolayerré felnovesztettiik, majd trombin tavollétében (kontroll)
vagy 10 perces trombin kezelést kdvetden fixaltuk, anti-CNAa (z6ld) és monoklonalis anti-MYPT1
(piros) antitestekkel jeldltiik, majd konfokalis mikroszkoppal detektaltuk. Skala hossza: 10pum.

A kolokalizaciok mértéket a Pearson-féle korrelacios koefficiens meghatarozasaval is
kvantifikaltuk. A Pearson-féle korrelacios koefficiens, a kontroll BPAEC sejtekben
C=0,72+0,09 (n=21), HPAEC sejtekben: C=0,86+0,06 (n=20), mely szintén igazolja az igen
nagymértékii kolokalizaciot a két fehérje kozott. Megvizsgaltuk a kolokalizacid mértékét a
trombin kezeléseket kovetden is mindkét sejtvonal esetében. A Pearson-féle korrelacios

koefficiens, a trombin kezelt BPAEC sejtekben: C=0,71+0,04 (n=11), HPAEC sejtekben:
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C=0,75+0,08 (n=17) értékeknek adodott, ami arra utal, hogy a trombin kezelést kdvetden is
megmarad a nagymértékii kolokalizaci6 a citoplazmaban és a magban a CN és MYPT1
kozott. Ezek az eredmények szintén alatdmasztjdk a CN és a MYPT1 kolcsonhatasanak

val6szinliségét EC-ben.

A CN és MYPT1 kélcsonhatasanak vizsgalata feliileti plazmon rezonancia mérésekkel

Tanulméanyoztuk CN-MYPT1 kolcsonhatas molekularis hatterét, ezért megvizsgaltuk
a CN kotddését a teljes, valamint a kiillonb6z6 hossziisagh MYPT1 fragmentumokhoz SPR
kotddési modszerrel, tisztitott fehérjéket hasznalva. A kisérletek soran a GST-MYPT1'%
(teljes hossziisagil) és GST-MYPT1%7'%% (C-terminalis fragmentum) fehérjéket az anti-GST-
vel kapcsolt szenzorchip feliiletére (18. A, B, F, G 4bra), mig a His-MYPT1'**  His-
MYPT1'%*®, His-MYPT1****"" (N-terminalis fragmentumok) fehérjéket (18. C-E 4bra)
kozvetleniil a szenzorchip feliiletére immobilizaltuk a fehérjék szabad amino-csoportjain
keresztiil. Ezt kovetden a feliiletekre CN-t (1-5 puM) injektaltunk, és mértikk a kotddés
kovetkeztében fellépd rezonanciajel-valtozast. A 18. A. abran bemutatott szenzogrammon
lathato, hogy a CN mindharom alkalmazott koncentracidoban (1; 2,5; 5 uM) kotodott a teljes
hosszusagt GST-MYPT1-hez és a szenzogramok kiértékelése soran kapott asszocidcios
egyensulyi allando értéke (K,=(1,86+1,37)x10” M™") stabil kolcsonhatast sejtet a két fehérje
kozott. Ezzel szemben a CN alig kot6dott a GST-MYPT1%"% hez, és még viszonylag
magas CN koncentracioknal (5-10 uM) is csak kismértéki rezonancia-valtozast kaptunk. Ez
arra utal, hogy a MYPT1 C-termindlis fragmentuma nem jatszik fontos szerepet a két fehérje
kozotti kolesonhatas kialakitdsaban (18. B abra). Ezzel szemben a hosszabb N-terminalis
MYPT! fragmentum (His-MYPT1'%”) a teljes hosszisagi MYPT1-hez (GST-MYPT1''%*%
hasonlo, stabil komplexet alakitott ki a CN-al (K.= (1,06£0,04)x10" M) (17. C 4bra).
Ugyanakkor e két kdlcsonhatés asszocidcios €s disszocidcios kinetikdja kiilonbozott, ami arra
utalhat, hogy a két fehérjén részben eltérd lehet a kotohelyek allapota, ami akar az eltérd
immobilizaciés modszer alkalmazasabol is adddhat. A CN kotodése a rovidebb (His-
MYPT1'%) és a kozéps6 (His-MYPT1°*>!'") N-terminalis MYPT! fragmentumokhoz (18.
D-E abrak) kevésbé stabil komplexeket hozott Iétre (K.=(3,14+1,06)x10* M"' ¢&s
K.=(1,15£0,52)x10° M"'). A CN kotddésébsl a kiilonbozé rekombinans MYPTI
fragmentumokhoz arra kovetkeztethetiink, hogy els6sorban az N-termindlis és a kozépso
MYPT1 régidknak van szerepe a MYPT1 CN-al valo kdlcsonhatasédban.

A PPlc szintén a MYPT1 N-terminalis régioihoz kotddik, ezért indokolt megvizsgalni,
hogy esetleg a PP1c ¢és a CN befolyasolhatjak-e egymaés kotddését. A 18. F abran lathato,
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hogy a két fehérje egyiittes injektalasa soran a kiilon-kiilon mért kétddések soran kapott
rezonanciajelek egyiittes injektalast kovetden OsszegezOdnek. A 18. G abran lathato
szenzogrammon a CN injektaldsa olyan feliiletre tortént, amelyen GST-MYPT1-PPlc
komplexet hoztunk 1étre telitési kotddéssel. A CN ehhez a komplexhez is kotédott, ami arra

utal, hogy a két fehérje MYPT1-hez torténd kotddése fiiggetlen egymastol.
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18. dabra. A CN és MYPT1 kolcsonhatasanak vizsgalata SPR médszerrel. CM5 chip
feliiletére GST-MYPT1'"'%* (A), GST-MYPT1%7'* (B), His-MYPT1"** (C), His-MYPT1'*¢ (D),
His-MYPT1****!" (E) fehérjéket immobilizaltunk, majd e feliiletekre 1-5 pM koncentracioban CN-t
injektaltunk. A kompeticids kisérletek soran a GST-MYPT1 feliiletre CN-t (3,5 uM) vagy
PPlc-t (3,5 uM) kiilon-kiilon vagy egyiittesen injektaltunk (F); ill. elészor a GST-MYPT]1
kotott feliiletet PPlc-vel (3,5 uM) telitettiik, majd CN-t (3,5 uM) és PPlc-t (3,5 uM)
egylittesen injektaltunk (G).
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A CN és a MYPT1 kolcsonhatas szerepe az EC miozin foszforilaciéjaban és a barrier
funkcio szabalyozasaban

Az eddig feltart CN és MYPT1 kdlcsonhatasok fizioldgiai jelentdségét az endotél
funkcidk szabalyozasaban betoltott szerepiik teheti fontossa. A trombin elézetes irodalmi
adatok alapjan tranziens MLC20/miozin foszforilaciot eredményez, ami atmeneti miozin
foszfataz gatlassal parosul (Essler és mtsai., 1999). Ezért jogos lehet az a felvetés, hogy a CN
gatlasaval kialakuld fenntartott diszfunkcio a MYPT1 fenntartott gatldé foszforilaciojaval és
ennek megfeleld fokozott miozin foszforilacioval parosulhat. Ezért tanulmanyoztuk a CN

gatlas szerepét a MYPT1 foszforilacidjaban trombin kezelést kdvetden.

A CsA hatasa a MYPT1 gatlo foszforilacidjara trombin jelenlétében
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19. dbra. A CsA hataisa a MYPT1 Thr696 oldallanc foszforilaciojara trombin
jelenlétében. Az EC-t CsA jelenléte nélkiil, ill. 2uM CsA (30 perc) eldkezelést kdvetden 50 nM
trombinnal 0, 1, 2, 10 percig kezeltik. Western blot analizissel vizsgaltuk a MYPT1 Thr696
oldallancanak foszforilaciojat anti-MYPTIP™®¢ antitesttel, a felvitt mintak fehérjetartalmanak
osszehasonlitasara a MYPT1 mennyiségét anti-MYPT1'*° antitesttel hataroztuk meg. A bemutatott
fehérje savok kvantitativ analizisét denzitometralassal végeztiik el. Harom parhuzamos kisérlet
reprezentativ eredményét mutatjuk be. A statisztikai szignifikanciat az egyutas ANOVA-val
hataroztuk meg, p <0,05 jelenti a szignifikans kiilonbséget. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Megvizsgaltuk a MYPT1 MP aktivitast gatlo foszforilacidos helye (Thr696) foszforilacios
szintjének valtozasat trombin kezelést kovetden. BPAEC-ket trombinnal kezeltlink 0, 1, 2, 10
percig és vizsgaltuk a MYPTIP™®¢ foszforilaciés szintjének valtozasat Western blot
moédszerrel anti-MYPT1P™™® &5 anti-MYPT1'?*® antitesteket alkalmazva. Kezeletlen
sejtekben a Thr696 oldallanc kismértékben foszforilalt (19. A é&bra), amely mar 1 perces
trombin kezelést kdvetden jelentdsen emelkedik (~3-szorosara). Ezt kovetden 2 és 10 perces
trombin kezelések utan a MYPT1P™ foszforilacios szintje fokozatosan csdkken és 10 perc
utan mar a kezeletlen kontroll értékhez hasonl6. Eredményeink szerint tehat a trombin kezelés
utan tranziensen ndvekszik a MYPT1 foszforilacioja a Thr696 gatld foszforilacids helyen.
Ezzel szemben, amikor az EC-ket CsA-val (2 puM, 30 perc) eldkezeltiik, mar a trombin
hozzdadasa elétt jelentésen megndvekedett a MYPTIP™™ foszforilacios szintje. Ez a
MYPT1P™% szint trombin kezelés (1, 2, 10 perc) mellett szignifikdnsan csokkent, de
részlegesen fenntartott maradt viszonylag magas szinten (19. dbra) 10 perc trombin kezelés
utan is. Eredményeinket osszegezve tehat a legszembet{indbb kiilsnbséget a MYPT1PTh6%
foszforilacigjaban a trombin €s a kombinalt CsA ¢€s trombin kezeléseket kdvetden a 10 perces

kezelések esetén észleltiik.

A CsA hatasa a MLC20 foszforilacidjara trombin jelenlétében

A MYPTIP™™ cltér§ foszforilacios szint véltozéasa CsA és trombin 10 perces
kombinalt kezelések kovetkeztében indokoltta tette annak vizsgalatat, hogy vajon a MP gatlo
foszforilacigja tiikrozédik-e a MLC20 foszforilacids szintjének valtozasdban is. Ezért
megvizsgaltuk, hogy BPAEC-ben okoz-e hasonld valtozést a trombin kezelés 6nmagéban, ill.
CsA jelenlétében a MLC20%*" foszforilacids szintjében. A CsA (2 pM, 30 perc) kezelés
onmagaban, de még a trombin (50 nM, 10 perc) kezelés is csak kismértékben novelte a
MLC20P%™" foszforilacios szintjét (20. 4bra). Viszont ha a 10 perces trombin kezelést CsA
kezelés elézte meg, akkor az MLC20P>™" foszforilaciés szintje szignifikansan ndvekedett

(20. abra).
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20. dbra. A CsA hatasa a MLC20 foszforilacidjara trombin jelenlétében. Az EC-t CsA
jelenléte nélkiil, ill. 2 uM CsA (30 perc) elokezelést kdvetden 50 nM trombinnal 10 percig kezeltiik.
Western blot analizissel vizsgaltuk a MLC20"" foszforilaciés szintjének véltozasat anti-
MLC20"%*"" antitesttel, a felvitt mintak fehérjetartalmanak dsszehasonlitasara a MLC20 mennyiségét
anti-MLC20 antitesttel hataroztuk meg. Az immunoblot-ok kvantitativ analizisét denzitometraldssal
végeztik el. Harom parhuzamos kisérlet reprezentativ eredményét mutatjuk be. A statisztikai
szignifikanciat az egyutas ANOV A-val hataroztuk meg, p <0,05 jelenti a szignifikans kiilonbséget.*p
<0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

A CsA és trombin kezelések hatisat a MLC20"5" foszforilacios szintjére
immunfluoreszcenciaval is detektaltuk BPAEC-ben. A MLC20 foszforilacios szintjének
valtozasat anti-MLC20P"" antitestettel detektaltuk, mig az F-aktin jellésére Texas Red-
falloidint hasznaltunk (21. abra). A 20. abran bemutatott valtozasokhoz hasonlé mintazatu
kiilonbségeket kaptunk 30 perces CsA ¢és 10 perces trombin, valamint CsA el6kezelést kovetd
trombin kezelés esetében is a MLC20P*"? foszforilacio valtozasdban immunfluoreszcencias
detektalassal (21. abra), ill. a jelzett MLC20 &ramldsi citometriaval torténd kvantitativ

meghatarozasa alapjan (22. abra). Az immunfluoreszcencias képeken megfigyelhetd a stressz-

kabelek mennyiségének ndvekedése CsA ¢s trombin alkalmazéasa soran (21. 4bra).
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21. abra. A CsA és trombin kezelések hatiasa a MLC20 foszforilaciéjara immunfluoreszcenciaval
detektalassal. A sejteket CsA jelenléte nélkiil ill. 2 pM CsA (30 perc) eldkezelést kovetden 50 nM
trombinnal 10 percig kezeltiik. PFA-val fixalt BPAEC-ben az MLC20 foszforilaciés szintjét anti-
MLC20"%*"" antitesttel és Alexa488 masodlagos antitesttel (z61d), az F-aktint Texas Red-falloidinnel
(piros) tettiik lathatova. Az egyesitett kép a két fehérje kolokalizacidjat mutatja. Skala hossza: 10um.

A CsA-nak trombinnal torténé kombinalt alkalmazasa a MLC20P5" foszforilaciojanak
novekedését és kolokalizaciojat eredményezte a kortikalis aktin filamentumokkal.
Osszefoglalva eredményeinket, a CsA kezelés 6nmagaban kismértékben, de nem
szignifikdnsan noveli a MLC20 foszforilaciojat EC-ben. Trombin kezelés (10 perc)
mérsékelten novelte a MLC20 foszforilacidjat, ugyanis ebben az idOpontban a MP mar
reaktivalodik, ami alacsonyabb foszforilaciés szintet eredményez (Isd. 19. édbra). A CsA és
trombin egylittes jelenlétében a MLC20 foszforilacid emelkedett, ami feltehetden a MP

fenntartott gatlo foszforilaciojaval magyarazhato.
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22. dbra. A MLC205*"" foszforilaciés szint valtozasanak meghatarozasa CsA és trombin
kezeléseket kovetden aramlasi citometrias mdodszerrel. Kezeletlen (kontroll) BPAEC-et k 50 nM
trombin (10 perc), 2 uM CsA (30 perc) vagy 2 uM CsA (30 perc) eldinkubalast koveté 50 nM trombin
(10 perc) kezelt sejtekkel hasonlitottunk ssze. A foszfo-MLC20-t anti-MLC20"5" antitesttel és
Alexa488 masodlagos antitesttel (z6ld) jeloltiik, majd FACSCalibur késziilékkel 5000 sejtet szamolva
hataroztuk meg a fluoreszcencia intenzitas mértékét (Mean Fluorescence Intenzity, MFI). Harom
parhuzamos kisérlet reprezentativ eredményét mutatjuk be. A statisztikai szignifikanciat az egyutas
ANOVA-val hataroztuk meg, p <0,05 jelenti a szignifikans kiilonbséget. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001.

A CN gatlas hatdsa az EC barrier funkcidjara

A miozin foszforilacids szintjének valtozéasai az endotél barrier funkcié valtozdsaban
is tikr6z6dnek. Ezért megvizsgaltuk a transzendotél elektromos ellenallas (TER) valtozasat a
BPAEC monolayeren keresztiill CsA és trombin, ill kombinalt kezeléseket kovetéen. A
BPAEC monolayert 2 uM CsA-val és/vagy 50 nM trombinnnal kezeltiik. Lathato, hogy CsA
kezelés dnmagaban gyors, kismértékli, de szignifikdns, ellenallas csékkenést és viszonylag
lassu (~2 6ra) visszatérést eredményezett a kontroll (kezeletlen sejtekre jellemz0) rezisztencia
értékhez képest (23. abra, kék gorbe). A trombin dnmagaban még gyorsabb €s nagyobb
mértékll ellenallas csokkenést okozott, azonban a kontroll rezisztencia értékhez torténo
visszatérés is sokkal gyorsabban (45 percen beliil) megtortént (23. dbra, piros gorbe). A CsA
elokezelés majd ezt kovetden trombin kezelés nem valtoztatta meg a trombin altal okozott
csOkkenés mértékét, viszont jelentés mértékben lassitotta (~1,5 6ra) a normal rezisztencia
értékhez vald visszatérést (23. 4bra, sziirke gorbe). A CN géatlasa tehat jelentés mértékben

meghosszabitja a trombin-indukalt barrier diszfunkci6 id6tartamat endotél sejtekben.

57



— kontroll — CsA
1.2 — trombin CsA+ trombin

1.1} CsA trombin

1.0

0.9

0.8

Normalizalt elektromos
rezisztencia

0- 1 1 1 1
3.0 05 10 15 20 25 3.0

idé (6ra)

23. abra. A CN CsA altal torténé gatlasanak hatasa az endotél egysejtréteg elektromos
ellenallasara (TER). BPAEC-t arany elektrodokkal bevont lemezeken konfluens monolayerré
novesztettiink, majd a kiindulasi TER mérések (kiindulasi ellenallas 800-900Q2) utan, 2 uM CsA-val
és/vagy 50 nM trombinnal ill. 2 uM CsA elokezelést kovetden 50 nM trombinnal kezeltiik a sejteket (a
nyilak a kiilonb6z6 agensek hozzdadasat jelzik). A méréseket 3 oran keresztiil végeztiik és az dbra a
normalizalt ellenallas értékeket mutatja be. Harom parhuzamos kisérlet reprezentativ grafikonjat
mutatjuk be.
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AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A CN szerepe az endotél sejtek trombin-indukalt kontrakcidojaban

Az endotél sejtek szemipermeabilis barriert képeznek az erek faldban. A kiilonb6zd
szervek barrier funkcidja eltérd, azonban szdmos kozos jellemzdjiik a transzcellularis és
paracelluléris integritas szabalyozasaban rejlik (Mehta és mtsai, 2006). A paracellularis
traszport folyamatok valtozdsai nagymértékben hozzajarulnak a gyulladéasi folyamatokban
kivéltott barrier diszfunkcidhoz. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a trombin-indukalt endotél
diszfunkcio kialakuldsa a MLC20 foszforilacios szintjének novekedésétol fiigg, amely stressz-
kabelek kialakulasdhoz vezet (Bogatcheva és mtsai, 2002). Kevesebbet tudunk azonban azon
folyamatok molekularis hatterérdl, amelyek a gyulladasi folyamatokban kialakult kontraktilis
valaszokat csokkentik €s relaxaciot indukalnak.

Kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy a CN-nak fontos szerepe van a trombin-
indukalt endotél diszfunkcio helyreallitisaban, azaz az aktin-citoszkeleton nem stimulalt
sejtekre jellemzd szerkezeti visszarendezOdésében. Erre utald adatokat a CN farmakoldgiai
inhibitorainak (CsA, FK506) az alkalmazasaval és a CNA alegység aktiv formdjanak
BPAEC-ben torténd overexpressziojaval kaptunk. A trombin kezelés az EC citoszkeleton
szerkezetében drasztikus valtozasokat okozott, fokozott aktin polimerizaciot és stressz-kéabel
képzodést indukalt, amely vaszkularis barrier diszfunkcid kialakulasahoz vezet. A trombin
kimosasaval ez a folyamat visszafordithato, amely azonban a CN gatloszerek (CsA és FK506)
jelenlétében jelentdsen mérsékelt. Ezek az adatok egyértelmiien bizonyitottak, hogy a CN-nak
fontos szerepe van a trombin kezelést kdvetd barrier funkcié helyreallitasaban, azaz az enzim
aktivalasa elOsegiti a stressz-kabelek mennyiségének csokkenését és az aktin-ciszkeleton
visszarendezddését BPAEC-ben.

Egy masik kisérletsorozatunkkal a CNA izoformaspecifikus hatasat kivantuk tisztazni
BPAEC-ben. A CN heterodimer, amely CNA és CNB alegységekbdl all. Kevés informécio 4ll
rendelkezésiinkre a CN katalitikus alegység (CNA) kiilonb6z6 izoformainak (CNAa, CNAP,
CNAy) funkciondlis kiilonbségeire vonatkozdéan. Az ismert, hogy a hiarom emlés CNA
izoforma leginkdbb az N- és C-terminalis peptidszakaszaiban kiilonbdznek egymastdl, de az
egyes izoformak funkcidja nem tisztdzott, annak ellenére, hogy a szekvenciaban mutatkozo
kiilonbségeknek fontos szerepe lehet a CN szabalyozasaban (Gooch, 2006 ¢és Perrino ¢€s
mtsai., 2002). A kiillonb6zé CNA izoformak overexpresszioja azonban sem a kezeletlen, sem
a trombin-kezelt sejtekben nem befolyasolta az EC aktin-citoszkeleton szerkezetét. Ez arra

utal, hogy a CNA alegység onmagéaban torténd overexpresszidja nem noveli a sejtek CN
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aktivitasat, feltehetéen azért, mert a CN heterodimer (CNA és CNB) szerkezete alapvetéen
fontos a CN katalitikus funkcidjaban (Klee és mtsai, 1998), és a CNA overexpresszidja nem
indukalja a CNB expresszidjat. Ezzel szemben az aktiv, roviditett CNA izoforma (ACNA-
pEGFP) transzfekcidja viszont hatékonyan csdkkentette a trombin-indukalt stressz-kébelek
mennyiségét BPAEC-ben, megerdsitve a CN feltételezett szerepét a barrier diszfunkcio
megsziintetésében. A fenti adatok alapjan tehat egyértelmii bizonyitékot nyertiink arra nézve,
hogy a CN részt vesz az EC barrier funkcié szabalyozasaban, azonban e mechanizmus

molekularis hatterének feltarasa tovabbi kisérleteket igényelt.

A CN szerepe a barrier diszfunkcio szabalyozasaban a MP MYPT1 gatlo foszforilacios
helyeinek defoszforilaciojaval

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a CN-nak fontos szerepe van a MLC20
foszforilacidjanak szabalyozasaban, annak ellenére, hogy kozvetleniil nem vesz részt a miozin
e formajanak defoszforildciojaban (Takizawa és mtsai., 2002a). Vizsgalatainkban a CN
kozvetett szerepét feltételeztilk a MP szabalyozasan keresztiil, elsésorban a MYPT1 regulator
alegység gatlo foszforilacios helyeinek (Thr696 és Thr853) defoszforilacidjaval. Kisérleteink
elsd részében bizonyitottuk, hogy a kezeletlen EC-ben a CN alapaktivitdsanak gatlasa CsA-
val és FK506-tal szignifikansan novelte a MYPT1P™™% &5 anti-MYPT1P™*> oldallancok
foszforilacigjat. A CsA a CN hatékonyabb gatlészerének bizonyult, mint az FK506, mivel
jelenlétében a MYPTIP™™® foszforilacids szintjének emelkedése nagyobb mértékii volt
BPAEC-ben ¢és HPAEC-ben is. A ROK inhibitor (H1152) énmagaban és CsA eldkezeléssel
alkalmazva is csokkentette a MYPT1P™%% ¢s a MYPT1P™® foszforilacios szintjét, amely a
folyamat ROK-fiigg6 jellegére utal. In vitro foszfataz aktivitdsmérések tisztitott enzimekkel
bizonyitottdk, hogy a CN Ca’/CaM- és koncentracio-fiiggd modon kozvetleniil
defoszforildlja a foszfo-MYPTl1-et, a PPlc és PP2Ac katalitikus alegységekhez hasonld
kinetikaval. Az endogén MYPTIP™% defoszforilacidja tsA201 sejtekben overexpresszalt,
konstitutiv aktiv roviditett CN-nal is bekovetkezik. Mindezek az adatok azzal a
kovetkeztetéssel vannak Ssszhangban, hogy a CN a MYPT1 Ca*"/CaM-fiiggd foszfatiza.
Ezzel szemben korabban kétségbe vontak a CN e szerepét, mivel simaizom sejtek lizatumabol
Ca®"/CaM-fiiggd MYPTI defoszforilaciét nem mutattak ki (Takizawa és mtsai, 2002b).
Eredményeink azonban egyértelmili bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy a CN a MYPTI1
egyik foszfatdza fizioldgias koriilmények mellett is EC-ben és tsA201 sejtekben is, €és ez a
felismerés a CN EC-ben kifejtett szabalyozé mechanizmusanak molekularis megismeréséhez

is fontos 1épést jelentett.
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Az eddig ismertetett tdmogatd adatok ellenére is felmeriil azonban a kérdés, hogy
hogyan vezethet a CN gatlasa BPAEC-ben, vélhetéen alacsony [Ca”']; szint és CN aktivitas
mellett a MYPTIP™®  foszforilacios szintjének nagymértékii emelkedéshez. Ezért
tanulmanyoztuk a CsA hatasat az [Ca*']; tranziensekre és nagy meglepetésiinkre azt talaltuk,
hogy a CsA noveli a [Ca*"]i-t, amelynek elbfeltétele az extracellularis Ca*™ jelenléte. Ez
utobbi arra utal, hogy a [Ca®’]; ndvekedés a BPAEC valamelyik plazmamembran Ca®'-
csatorndjan keresztiil valésul meg. E csatornatipus azonositisat és a mechanizmus feltarasat,
nevezetesen, hogy a Ca’" bearamlis a CsA-ciklofillin komplex csatornara gyakorolt
kozvetlen, vagy CN-re gyakorolt gatlo hatasaval kapcsolatos-e, tovabbi kisérletekben kell
tisztazni. Kimutattuk, hogy a CsA-indukalt tranziens [Ca’’]; novekedés eléfeltétele a
MYPTIP™™ foszforilacié emelkedésének, mivel extracellularis Ca*™ hianydban (EGTA
hozzaadasaval) a MYPT1P™ szintjének CsA-indukalt ndvekedése elmaradt. Ismert, hogy
az [Ca®"]; emelkedése a RhoA-t aktivalja (Singh és mtsai., 2007), ¢s ezzel a ROK aktivitasat
is noveli, amely a MYPT1P™¢ foszforilacios szintjének emelkedését okozza. Ugyanakkor
eredményeink azt is sugalljak, hogy a CsA-indukalt [Ca®]; emelkedés nem aktivalja a MLCK

—t olyan mértékben, amely szignifikdnsan névelné a MLC20P5"

szintjét. Masrészt, a
kofilin®" (aktin depolimerizald faktor) foszforilacidja jelentdsen emelkedett CsA kezelés
utan a BPAEC-ben és HPAEC-ben is. Korabbi tanulmanyok beszamoltak arrdl, hogy az
emelkedett [Ca”"]; a CN aktivaciojaval parosul, melyet dsszefiiggésbe hoztak a kofilin®>*™
defoszforilacidjat katalizald Slingshot foszfatdz aktivacigjaval HeLa sejtekben (Wang és
mtsai., 2005). Leirtdk azt is, hogy a Sligshot foszfatdz defoszforilaciojat és aktivacidjat a CN
végzi, és ez altal a kofilin®™™ szinjének a csokkenését eredményezi. Az [Ca®']; CsA Altal
indukalt novekedése a LIMK (kofilin kinaz) aktivaciojaval is parosul (feltehetéen a
RhoA/ROK aktivalasaval), hozzajarulva a kofilin®*" szintjének novekedéséhez. Ez a
kofilin®™>*” emelkedés tovabb fokozodik CsA altal a CN gatlasival megakadalyozva a
Slingshot aktivalasat. A kofilin®™* aktint depolimerizal6 aktivitdsa gatolt, és ez az F-aktin
mennyiségében ndvekedést €s a citoszkeleton aktin szerkezetének atrendez0dését vonja maga
utan.

A MYPTI1P™%% szintje kulcsfontossagii a MP aktivitasanak és ezzel egyiitt a MLC20
az EC citoszkeletalis (miozin gazdag) frakcigjaval és az aktinnal, valamint a MLC20-al valo
kolokalizacigjat is (Verin és mtsai, 1998). Leirtdk, hogy a trombin kezelés noveli a CN

aktivitast, ami a citoszkeletélis fehérjék (koztik a MLC20) fokozott defoszforilacidjaban is
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megnyilvanult BPAEC-ben. Ezzel szemben, a CN inhibitorok alkalmazasaval az EC
fehérjéinek defoszforilacidja, beleértve a MLC20P*-et is, gatolt volt. Jelen eredményeink
alatamasztjak egy olyan mechanizmus miikddését, amelyben a CN ellenstulyozza 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 (Essler és mtsai, 1999).
Jelen adataink azt igazoljak, hogy az atmeneti MP gatlds tranziens MYPT]PTM®%
emelkedéssel parosul és a MYPT1P™ defoszforilacidjaban a CN-nak fontos szerepe van.

CsA jelenlétében torténd trombin kezelések mellett ugyanis a MYPT1PT"6%

szintje részben
fenntartott marad, ami egyben fokozott MLC20P*™" foszforilaciot is eredményez. A CN
szerepe tehat a MYPT1P™%° defoszforilaciojaban alapvetd, de feltehetben nem kizarélagos,
ami Osszhangban van a foszforilacio CsA jelenlétében tapasztalt részben fenntartott jellegével.
Felmeriilhet mas foszfatazok, igy pl. PPl és a PP2A tipusok szerepe is a MYPTI
defoszforilaciojaban, amellyel jelen in vitro foszfataz aktivitds mérési adataink is 9sszhangban
vannak. Hangstlyozni kell azonban, hogy kisérleteinkben a PPlc és PP2Ac MYPTI-et
defoszforildlo hatasat bizonyitottuk, a sejtekben viszont ezek a katalitikus alegységek
holoenzim forméban vannak jelen, ezért az enzimeket a MYPTI1-hez iranyitdé regulator
alegységek azonositdsa a tovabbi kutatdsok fontos kérdése. Mindazonaltal a PP2A-t mar
Osszefiiggésbe hoztdk a MYPT1 defoszforilaciojaval, mivel kimutattak, hogy a PP2A gatlasa
sejt-permeabilis foszfatazgatldo toxinokkal (OA vagy CLA) jelentdsen ndvelte mind, a
MYPTIP™ ‘mind a MYPT1P™*>® oldallancok foszforilaciojat THP-1 és HepG2 sejtekben
(Kiss és mtsai, 2008 és Lontay és mtsai, 2005). Feltételezziik, hogy ezeknek a ,,CsA-
inszenzitiv’ PP2A (és PP1) enzimeknek is szereplik lehet az EC CsA-val és trombinnal
torténd egyiittes kezelése soran a MYPT 1P részleges csokkenésében és ezzel egyidejiileg
a MLC20°"" szintjének valtozasaban.

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a CN gatlészerek (CsA, FK506, deltametrin)
befolyasoljak az EC permeabilitasat. Lum és mtsai kimutattak, hogy az FK506 6nmagaban
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 hatastalannak
bizonyultak (Lum és mtsai, 2001). Az FK506 hatisat azzal magyaraztak, hogy a CN
gatlasaval a PKCa foszforilacidja emelkedett. Ismert az is, hogy CN gatlasa deltametrinnel
szintén emelte az EC permeabilitast és ez a MLC20 fokozott foszforilacigjaval parosult

(Verin és mtsai, 1998). Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a CN gatldsa CsA-val csokkenti
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a TER-t BPAEC-ben, azonban szignifikdns valtozast a MLC20 foszforilacios szintjében nem

I,lpSer?;

detektaltunk. Feltételezésiink szerint ez a CsA okozta TER valtozés a kofili szintjének

Ser3 :
n”>", ami

véltozasaval fligg Ossze, ugyanis a CsA kezelés hatdsdra emelkedett a kofili
fokozott aktin polimerizacidhoz, ezaltal az EC permeabilitasanak novekedéséhez vezethet.
CsA elokezelés trombin hozzaadasat megeldzden jelentdsen lassitja a TER értékének kontroll
szintre tOrténd visszatérését, azaz a barrier funkcidé helyreallitaisit BPAEC-ben, amit
feltehetéen e hatassal parhuzamosan megfigyelhetd fenntartott MYPT 1P g5 MLC20P5" "
foszforilacidés szint okozhat. Eredményeink tehdt azzal a kovetkeztetéssel vannak

Osszhangban, amelyek szerint a CN gatlasa CsA-val hatdssal van mind a MLCK-fiiggd, mind

pedig MLCK-fiiggetlen jelatviteli itvonalakra is EC-ben (24. abra).

Trombin
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Aktin polimerizacio Stresszkabel képzodés

\ /

Novekedett endotél permeabilitas és
barrier diszfunkcio

24. abra. Jelatviteli utvonalak, amelyek a CsA altal torténo endotél permeabilitas
valtozasat idézhetik el6 endotél sejtekben.

SPR kotodési kisérleteket végezve kimutattuk, hogy a CN és a defoszforilalt MYPT1

kozott stabil kolcsonhatas van, amely azt jelzi, hogy a két fehérje kozott nemcsak egyszeri

enzim-szubsztrat jellegli kapcsolat alakulhat ki. MYPT1 fragmentumokkal végzett kdtddési
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crer

valo kolcsonhatasban, amit az is megerdsit, hogy a CN szubsztrat-koté PxIXIT szekvencia
motivuma (Roy ¢és mitsai., 2009) megtaldlhato a MYPT1 N-termindlis régidjaban
C®PLIEST*®), amelynek altaldban fontos szerepe van a CN-hez vald kotédésben. Ezzel
6sszhangban azok a MYPT]1 fragmentumok, amelyekbé] hianyzik ez a motivum (MYPT1'
és MYPT1°"') kisebb affinitassal kotédnek (Ky~10%-10°) a CN-hez, mint a PIXIT-szerii
motivumot is tartalmazé hosszabb N-terminalis (MYPT1'*%) vagy a teljes hosszasagh
(MYPT1'1%%% fehérjék (Ko~10"). Mindazonaltal a MYPT1' 2% és a MYPT?%! fragmentek
is szignifikans kotédéseket mutatnak a CN-nal, ami arra utal, hogy a PxIXIT motivumot nem
tartalmazo régiok is részt vesznek a stabil CN-MYPT1 komplex kialakitdsaban. Irodalmi
mtsai, 2000b) és a PPlc-vel kialakuldé kolcsonhatasban elsddleges fontossagt a MYPTI
PKVKF® kétémotivuma, amely szekvencidjaban és lokalizaciojaban is eltér a **PLIEST?"
kotohelytol. Egyfajta versengés a kotohelyekért a PPlc és a CN kozott kizarhatd, mivel a
pull-down kisérleteink sordn a CN ¢és a PP1cd Flag-MYPTI-el torténd fokozott, egyiittes
precipitaciojat detektaltuk, valamint SPR kisérletekkel is bizonyitottuk, hogy a CN azonos
affinitassal kotédik a MYPT1-hez és a MYPT1-PP1c komplexhez. Osszefoglalva: munkank
soran a CN-t a MYPT1 Thr696 ¢és Thr853 gatlo foszforilacios helyeinek defoszforilacidjaban
részt vevd foszfatazként azonositottuk. Marha és humdén tiid6 artéria endotél sejtekben
kimutattuk, hogy a CN-nak fontos szerepe van a MP trombin kezelés kovetkeztében kialakulod
tranziens gatlas utani aktivaciojaban a MP MYPT1 alegységén 1évd gatld helyek (Thr696 és
Thr853) defoszforilacidjaval. A CN defoszforilalt MYPT1-gyel (és fragmentumaival)
kialakul6é komplexe meglehetdsen stabil, ami arra utal, hogy ezen fehérjék kdlcsonhatasanak
az egyszerli enzim-szubsztrat kdlesonhatason kiviil mas biologiai funkcidja is lehet, igy pl. a
kolcsonhatas eldsegitheti ezen fehérjék kolokalizacidjat fizioldgiai szempontbol fontos
szignalizacios komplexekben. Eredményeink arra utalnak, hogy a CN-nak fontos szerepe van
a trombin-indukalt endotél diszfunkcié helyreallitasaban, a MP szabalyozasan keresztiil a

MYPT]I és ezzel a MLC20 defoszforilacigja altal.
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OSSZEFOGLALAS

Az aktin-citoszkeleton, ezen beliil az aktin-miozin kolcsonhatas szerkezeti valtozasai
az endothel sejtek alakjanak és barrier funkcidjdnak fontos tényezdje. Gyulladasos
folyamatokban, pl. trombin hatdsara, az endotél sejtek kontrakcidja kovetkezik be, a sejtek
kozott rések jonnek 1étre, a barrier funkcio sériil. A kontrakcio hatterében a miozin 20 kDa
konnytilancanak (MLC20) foszforilacidja all, amelynek foszforilaciojat a MLC-kindz
(MLCK), mig defoszforilacidjat a protein foszfatdz-1 (PP1) tipusii miozin foszfataz (MP)
katalizalja. A MP holoenzimben taldlhatd MYPT1 reguldtor alegység a PP1 katalitikus
alegység (PPlc) szubsztratspecificitasat €s aktivitasat is szabalyozza, mivel a MYPT1 Rho-
kinaz (ROK) altal torténd foszforilacioja a Thr696 és Thr853 oldallancokon gatolja a PPlc
aktivitast. A foszfo-MYPT1 defoszforilacigjanak mechanizmusa azonban, kiilondsen endotél
sejtekben, nem ismert. Tanulmanyoztuk a Ca®’/CaM-fiiggé Ser/Thr specifikus protein
foszfataz (CN vagy PP2B), szerepét human és emlds endotél sejtek (BPAEC és HPAEC)
aktin-citoszkeleton szerkezetének szabalyozasidban, ill. a MYPT1 MP gatlast okozo
foszforilacids helyeinek defoszforilacidjaban.

Kimutattuk, hogy a CN gatloszer CsA jelenlétében a trombin hatdsara az EC-k kozott
kialakulo rések hosszabb ideig megmaradnak, mig ezzel szemben a konstitutiv aktiv CN
(ACNA-pEGFP)  overexpresszidja  eldsegiti a  trombin-indukalt  stressz-kabelek
mennyiségének csokkenését BPAEC-ben. CsA kezelést kovetden novekedett az intracellularis
Ca’" ([Ca’"]y) szintje, valamint a kofilin®* és a MYPT1™%¢ foszforilacioja [Ca®']; és ROK-
fiiggd modon. A tisztitott CN defoszforilalta a **P-MYPTI-et, valamint az aktiv CN
fragmentum overexpresszidja az endogén MYPTIP™C szintiének csokkenését okozta
tsA201 sejtekben, a CN kozvetlen szerepére utalva a foszfo-MYPT1 defoszforilaciojaban.
BPAEC CsA-val és trombinnal torténd kezelése részlegesen fenntartott MYPTPTM™ &g
MLC2075™" szintet, valamint hosszabb ideig fennmaradé trombin-indukalt transzendotélialis
ellenallas csokkenést (EC diszfunkciot) eredményezett. Igazoltuk a CN ¢és a MYPTI
kolcsonhatasat BPAEC- és HPAEC-ben, valamint in vitro kotodési modszerekkel feltartuk e
kolcsonhatas szerkezeti hatterét is. A CN kotddése a teljes €s roviditett rekombinans MYPT]1
megtalalhato a CN szubsztratkétd PIXIT-szerli szekvencia (C°’PLIEST’”) motivum is.
Osszefoglalva: a CN-t a MP aktivitasat szabalyozé enzimként azonositottuk és kimutattuk
szerepét az EC barrier integritds szabalyozasaban. A stabil CN-MYPT1 komplex kialakuldsa

azt sejteti, hogy ezen enzimek kolcsonhatasdnak tovabbi fiziologiai funkcioi is lehetségesek.
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SUMMARY

Changes in actin-cytoskeleton and in the actin-myosin interaction are important
determinants of the shape and barrier function of endothelial cells (EC). Inflammation
(evoked by thrombin for example) causes contraction of EC, which results in intercellular gap
formation and barrier dysfunction. Contraction of the cells is induced by the phosphorylation
of the 20 kDa light chain of myosin (MLC20), which is phosphorylated by the MLC kinase
(MLCK), while the dephosphorylation is catalyzed by myosin phosphatase (MP), a protein
phosphatase-1 (PP1) holoenzyme. The myosin phosphatase targeting subunit (MYPT1) binds
to and regulates the substrate specificity and activity of PP1 catalytic subunit (PP1c), since its
phosphorylation on the Thr696 and Thr853 side chains by Rho-kinase (ROK) causes the
inhibition of PP1c. On the other hand, mechanism of dephosphorylation of phospho-MYPT]I,
especially in EC, is not known yet. We studied the role of the Ca’"/CaM-dependent Ser/Thr-
specific protein phosphatase (CN, or also known as PP2B) in the regulation of the actin-
cytoskeleton structure of human and bovine EC (HPAEC and BPAEC) and its involvement in
the dephophorylation of phospho-MYPT1 at the MP inhibitory sites.

We observed that CsA, an inhibitor of CN, prolongs the recovery of EC from
thrombin-induced gap formation, whereas overexpression of a constitutively active CNA
(ACNA-pEGFP) resulted in reduced thrombin-induced stress fiber formation in BPAEC. CsA
treatment induced a rise in intracellular Ca>" level and increased the phosphorylation level of
cofilin®” and MYPT1™%® in a Ca*- and ROK-dependent manner. Purified CN
dephosphorylated the 32p-labeled MYPTI1, while the overexpression of an active catalytic
fragment of CN in tsA201 cells decreased the amount of endogenous MYPT1PT%
suggesting a direct role of CN in the dephosphorylation of phospho-MYPT]1. Treatment of
BPAEC with CsA before the addition of thrombin resulted in partially maintained
phosphorylation level of both MYPT1P™%® and MLC20%*"", and slowed down the recovery
of transendothelial electrical resistance from the thrombin induced decrease. Interaction of
MYPT1 with CN was verified in both BPAEC and HPAEC. Structural analysis of the
interaction revealed binding of CN to the full-length and truncated mutants of MYPT1 with
CN binding sites localized at the N-terminal half of MYPT]1 in accordance with the presence
of a putative CN-binding PxIXIT motif (C*’PLIEST’””) in MYPT1. In summary, we identified
the role CN in the regulation of myosin phosphatase activity and the control of EC barrier
integrity. Formation of a stable CN-MYPT1 complex suggests that the interaction of the two

enzymes may have broader physiological significance.
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