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1 Szakirodalmi bevezetés

Az endotél sejtek az erek belsd felszinét boritd hamsejtek, amelyek szerepe kettds. Egyrészt
szemipermeabilis fizikai gatat képeznek a vér és a szovetkozti folyadék tere kozott, és igy a
makromolekuldk érpalyaban tartasaért felelnek, valamint biztositjdk a mélyebb szdvetek
tapanyagellatasat. Masrészt viszont komplex jelatviteli halozatokon keresztiil lehetévé teszik
az endotél barrier fellazulasat és immunsejtek kijutasat az érpalyabol, ezaltal fontos szerepet
toltenek be a gyulladasra adott immunvalasz soran iS. Sajnalatos médon a vérben utazo6 rakos
sejtek is ezt a mechanizmust veszik igénybe az extravazaciohoz a metasztazis soran. A
transzendotél migracio (TEM) koros formaja figyelheté meg a trombocitopénia, iszkémia és a
rheumatoid arthritis soran, ahol a tilzott extravazacio, az immunsejtek felgyiilemlése okozza a
szovetek karosodast. A diapedezis szabalyozasa részleteiben még nem ismert, pedig az emlitett

betegségek terapias kezeléséhez a transzmigracié mélyebb megértése sziikséges.

1.1 Diapedezis folyamata
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Molecule).[1] A vérben utazo leukocitdk az 1. abra: A transzmigrdcio tipusai: a

endotél sejtek sejtfelszini  molekulaival paracellularis és az intracellularis utvonal [3]
érintkeznek, és a szelektinekkel vald kapcsolodas révén sebességiik lecsokken. A molekularis
asszociacio lehetdvé teszi, hogy a leukocitdk filopodium képzéssel végigprobalgassdk az
endotéliumot, és megkeressék a transzmigraciora alkalmas helyet. Amennyiben az endotél
réteg egy pontjan mar megvalosult a transzmigracio, tovabbi sejtek is nagyobb valoszintiséggel
valasztjak azt a helyet a transzmigraciora, [2] ezt hivjuk ,transzmigracios hotspot”-nak. A

diapedezis megvalosulhat paracellularis Gton az endotél sejt-sejt kapcsolatok szabalyozott

crer



Human endotél sejtekben a paracellularis ut a jellemz0, de transzcellularis migracio dominal
példaul a nyirokcsomokban.[3] A paracellularis ut inicializalasaban olyan sejtfelszini fehérjék
jatszanak szerepet, mint az ICAM-1 és PECAM-1, amelyek a leukocitaval val6 kapcsolodas
révén komplex jelatviteli folyamatokat inditanak meg az endotél sejtekben. (2. dbra) A
transzmigracio soran rések keletkeznek az Osszefiiggd endotél sejtrétegben, amelyek a
meglazulo sejtkapcsolo struktarak és az aktomiozin kontrakcié eredményei. A transzmigraciot
kovetden viszont ezek a rések hamar bezarulnak, amelyben a lokélis Rho aktivacio jatszik

szerepet az aktin polimerizaciot és a miozin foszforilaciojat eldsegitve.[4]

1.1.1 Az adherens sejtkapcsolo sturturak meggyengiilése

Az adherens sejtkapcsolé struktirak f6 alkotoeleme a VE-cadherin, az endotél sejtek specifikus
membranfehérjéje, amely a sejt-sejt kapcsolatokban lokalizalodik és nélkiilozhetetlen az
endotél barrier fenntartasdban, valamint az angiogenezisben. Kiiitése embrionalis letalitast
okoz, csendesitése és antitestes elfedése pedig az endotél permeabilitas jelentds novekedésével
jar.[5] Megfigyelték, hogy a VE-cadherin eltiinik a diapedezis helyérél, és helyette ICAM-1 és
PECAM-1 molekulak képeznek gytiriit a transzmigralo sejt koriil.[6] Ezzel konszenzusban all

a tapasztalat, miszerint az adherens kapcsolatok megerdsitése csokkenti a transzmigrald
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2. abra: Endotél jelatvitel a transzmigracio folyamataban. Gyulladasi faktor (hisztamin) és
leukocita adhézio (ICAM-1 dital) hatdsdra az aktomiozin kontrakcié meglazitja a sejt-sejt
kapcsolatokat (A). A diapedézis helyéhez adhézios molekulik gyiilnek (PECAM-1, CD99),
amelyek segitik az extravazaciot. (B) A transzmigralo sejt mogott visszaalakulnak a sejt-sejt

kapcsolatok(C) [36]



immunsejtek szamat gyulladasi mediatorok hatasara [7]. A legjabb tanulmanyok szerint a VE-
cadherinnek szerepe van ugyan a permeabilitas és a transzmigracio szabalyozasaban is, azonban
ez a két folyamat egymastol id6ben és térben is elvalaszthatd, és mas jelatviteli szabalyozottsag
alatt all. Az erek permeabilitasat noveld szerek, mint a trombin, hisztamin, VEGF (vascular
endothelial growth factor) hatasara a VE-cadherin tirozin-685 oldallanca (tovabbiakban Y685)
foszforilalodik, mig a leukocita adhéziéra a tirozin-731 oldallanc (Y731) gyors
defoszforilacidja a valasz, amely a VE-cadherin internalizaciojanak eldfeltétele. Erdekes
modon az emlitett specifikus foszforilacio és defoszforilacid csak a kapillarisokban és kis
vénakban figyelheté meg, ahol az extravazacidé is megvalosul.[8] A VE-cadherin tirozin-
foszforilacidja sziikséges feltétele a sejt-sejt kapcsolatok fellazulasanak, viszont 6nmagaban
nem elegendd a transzmigracio sikerességéhez.[9] Ennek oka, hogy az Y731 foszforilacios hely
alapesetben el van fedve a sejtekben [8], igy a defoszforilacidjahoz a foszfataz SHP2-n kiviil a
foszforilacios hely foszfataz szamara torténd hozzaférhetésége is sziikséges. A VE-cadherin
citoplazmatikus doménjeihez cateninek asszocidlddnak, melyek adaptor szerepet toltenek be a
VE-cadherin és az aktin citoszkeleton kdzott. Az aktin citoszkeleton altal a cateninekre kifejtett
mechanikai eré hatasara keriil az Y731-es foszforilacios hely a VE-cadherin molekula
felszinére, igy lehetévé téve az SHP2 foszfataz altali defoszforilaciot és ezaltal az

internalizaciot. [10] (3. abra)
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3. é&bra: Az adherens sejtkapcsolo stukturdk datrendezddése gyulladdsi medidtorok hatdsara.
Nyugalmi helyzetben az endotél sejtek érintkezé sejthdrtydja osszefiiggo, linedris, mig a gyulladdsi
medidtorok és az aktomiozin kontrakcio hatasara a sejtkapcsolatok atrendezédnek, zipzar szerii
strukturat alkotnak. [37] (balra) A VE-cadherin tartalmi adherens sejtkapcsolo  strukturak
dtrendezddésének szabalyozdsa.[36] (jobbra)




1.1.2 Az aktin citoszkeleton atrendezodése

A sejtek kontrakcidja az aktin citoszkeleton atrendezddésével, valamint a miozin konnyt lanc

(MLC) foszforilaciojaval valdsul meg.
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4. dbra: A Rho jelatviteli utvonal fehérjéi [11] kisméretii G-fehérjék csalédjéba tartozod

kapcsolofehérje, amely GTP kotott allapotaban aktiv, majd a GTP GDP-vé alakuldséaval
inaktivalodik. A Rho fehérjének tobb aktivatora van, amelyek a kotott GDP GTP-re cserélését
serkentik (GEF-¢k), illetve olyan partnerei is vannak, amelyek a GTP defoszforilaciojat segitik
elé (GAP-ok). Az aktiv Rho-GTP komplex az aktin polimerizacié és a miozin foszforilacio
szabalyozasan keresztiil fejti ki a hatasat. (4. dbra) A jelatvitel egyik fontos szerepldje a ROKa
(Rho-kinaz, ROK, ROCK), amelyet a RhoA-GTP komplex aktival. Effektora, a LIM-kinaz-1
révén gatolja az aktin filamentumok depolimerizaciojat a cofilin foszforilaciojaval, valamint
noveli a miozin kdnnyi lanc (MLC) foszforilaltsagat a MYPT1 (myosin phosphatase targeting
protein) gatlasaval.

Gyulladasi mediatorok (példaul trombin) és leukocita transzmigraci6 hatasara is megfigyeltek
Rho aktivaciot endotél sejtekben.[12] Egyrészt Rho aktivacio sziikséges a stressz-szalak
kialakulasahoz €s az endotél kontrakcidohoz, mésrészt viszont lokalis RhoA aktivacio figyelhetd
meg a transzmigralé immunsejt koriil, amely a transzmigracid hatdsara megjelend permeabilitas
novekedést hivatott csokkenteni, illetve az athaladd sejt nyomaban a sejt-sejt kapcsolatok
visszaépitésében vesz részt.[4] A Rho citoszkeletont atrendezé miikodésével ellentétes hatast
gyakorol a szintén G-fehérje Rap1, amely az aktint a sejthartya alatti periférias gytirtibe rendezi
ezzel megerdsitve a sejt-sejt kapcsolatokat. Megfigyelték, hogy permeabilitast noveld szerek
hataséra csokken a sejten beliili cCAMP szint, amely a Rap1-GEF Epac aktivalasdhoz sziikséges,
igy végsé soron a Rho-Rap1 egyenstly a Rho iranyéba tolddik el, és megindul a stressz-szalak

képzbdése, valamint a sejtkapcsold struktarak lebontasa.[13]



1.2 Rho jelatvitel szabalyozasa

A Rho tutvonal szabdlyozasaba mas jelatviteli Gtvonalak fehérjéi is beleszolhatnak. Ilyenek
példaul a ndvekedési faktorok hatasara aktivalodo MAPK/ERK utvonal RAF fehérjéi, amelyek
citoszkeletalis atrendezddésekre kifejtett pontos hatasardél még hianyosak az ismereteink. A
RAF1 (masnéven CRAF) a RAF csalad tagjaival torténé homo-, és heterodimerizacion tal
képes a ROKoa-hoz kotddni, és annak sejten beliili elhelyezkedését, lokalis aktivitasat

befolyasolni. (5. dbra)
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5. abra: A Ras/MEK/ERK utvonal hatasa az aktin citoszkeleton szabalyozdsara

Endotél sejtekben RAF1 hianyaban kisebb mennyiségii ROKa lokalizalodik a sejtmembrannal,
amely hianyaban meglazulnak a VE-cadherinen keresztiili sejt-sejt kapcsolatok. BRAF
hidnyéban viszont a sejtkapcsolatokban megndvekedett mennyiségii RAF1/ROKa komplex egy
periférias aktingylrli kialakulasat eredményezi, amely végsd soron a sejtkapcsolo strukturdk
megerdsddéséhez vezet. BRAF hidnyos sejtekben tovabba a permeabilitast fokozd anyagok
hatasara sem alakulnak ki stressz szalak, és csokken a cofilin foszforilaltsaga. [13] A BRAF a
RAF1 kotés révén befolyasolja a RAFI/ROKa komplex mennyiségét és lokalizacidja altal
annak funkciojat a sejt-sejt kapcsolatokban, igy elképzelhetd, hogy a RAF heterodimerizaciot
gatld anyagokkal csokkenthetd az endotél sejtréteg atjarhatdsaga, azaz a permeabilitds €s a

transzmigracidé mértéke.

A PLX8394 egy 11j generaciés BRAF inhibitor, amely a BRAF V600E monomer gatlasaval fejti
ki sejtosztodast gatlo hatasat, és ezen tul csokkenti a MAP/ERK aktivaciora szintén képes
BRAF heterodimerek mennyiségét is. Korabbi RAF dimerizaciot gatld hatdanyagok
(vemurafenib, dabrafenib, encorafenib) a mutans, monomerként is aktiv BRAF gatlasa mellett
paradox modon aktivaltak a MAPK/ERK utvonalat, mivel a vad tipusi RAF dimereket aktiv
konformaciojukban stabilizaltak [14]. Az {1j generaciés RAF inhibitorokra mar nem jellemz6
ez a mellékhatds. A PLX8394 szelektiven gatolja az ERK utvonalat, mivel csak a BRAF

tartalmu homo-¢és heterodimereket gatolja, a CRAF homodimerek jelatvitelét nem érinti [15].



Mivel az aktin citoszkeleton atrendezddéséhez vezetd jelatviteli utvonalban a BRAF:RAF1
heterodimer mennyisége befolydsolja a ROKa aktivitdsat és sejtkapcsolati lokalizacigjat,
felvetddik a kérdés, hogy a sejtek PLX8394 inhibitorral torténd kezelése hasonld hatast
gyakorol-e az aktin citoszkeleton dinamikus atrendez6désére, valamint a cofilin és pMLC

lokalizaciojara, mint a BRAF csendesités.

1.3 PECAM-1 altali mechanotranszdukcio:

A PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule, masnéven CD31) a vérlemezkék,
leukocitak és endotél sejtek sejtfelszini fehérjéje. Extracellularis része immunoglobulin-szerti
doméneket tartalmaz, amelyekkel a szomszédos sejtek homodimereket létesitenek. Ennek
megfelelden a PECAM-1 fehérje az endotél sejtekben a sejt-sejt kapcsolatokban lokalizalodik,
az apikalis felszinr6l szinte teljesen hidnyzik.[16] Amennyiben a sejtek kdzotti homodimerek
kialakitasa sériil - rovidebb extracellularis régié vagy plusz glikolizacié miatt-, a sejt-sejt
kapcsolatok nehezebben zardédnak vissza trombin kezelést illetve transzmigraciot
kovetéen.[16], [17] A PECAM-1 intracellularis részén egy ugynevezett ITIM-régio talalhato
(immunoreceptor tyrosine inhibitory motifs), amely Src homolog kinazokat gytijt maga koré,
példaul az SHP2-t, amely a PECAM-1 foszforilaciojanak kovetkeztében levalik az ITIM
régiorol és a VE-cadherin tirozin oldallancanak defoszforilacidjaval modositja a sejtkapcsold
struktarak erésségét. [10] A PECAM-1-re lokalisan kifejtett mechanikai eré a PI3K aktivalasat
valtja ki, amely az integrin jelatvitelen keresztiil a teljes sejtre hatd globalis Rho és ERK
aktivaciot eredményez. [18] A PECAM-1 altali ERK aktivaciot masok is megfigyelték endotél
sejtekben. A véraram megindulasa PECAM-1 mechanoreceptor kozremiikodésével aktivalja az
ERK utvonalat konfluens endotél sejtekben,[19] illetve kivaltja a citoszkeleton
atrendez6dését.[20] A PECAM-1-re specifikusan kifejtett mechanikai eré hatasara Rho-GEF-
ek aktivalodnak, mint a LARG és GEF-H1,[4] amelyek koziil csupan a GEF-H1 aktivitasa fligg
az ERK utvonaltol és a FAK (fokalis adhézios kinaz) foszforilacidjatol, mig a LARG az ERK
utvonaltol fuggetleniil fejti ki hatasat. [18] Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PECAM-
1 mechanotranszdukciéja bonyolult, tobb parhuzamos jelatviteli utvonalon keresztiil

megvaldsul6 folyamat.

A PECAM-1 szerepe régota kutatott az endotél sejtek biologidjaban. PECAM-1 hidnyos
endotél sejtekben sériil az aktin citoszkeleton atrendez6dése a véraramlasbol eredd nyirderd
hatasara. Mig a kontroll sejtekben az aktin citoszkeleton a véraramlassal megegyez6 irdnyban

stressz-szalakat alakit ki, addig PECAM hidnyaban az aktin tovabbra is a sejthartya alatti
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periférias gytriiben helyezkedik ¢l.[20] Amennyiben a sejtek kisebb mennyiségben
expresszaljdk a PECAM-1-et, konnyebben levalnak a tenyésztéedényrdl az aramlas altal
kifejtett nyirderd kovetkeztében, azaz meggyengiil a sejt-extracellularis matrix kapcsolat.[19]
Abban az esetben azonban, ha az endotél sejtek kizadrélag a PECAM-1 extracellularis régioit
expresszaljak, nem sériil az endotélium barrier funkcidja, és hamarabb visszarendezddnek a
sejtkapcsold struktarak a porusképzés utan.[16]. PECAM-1 hianyaban, vagy extracellularis
doménjének antitestes elfedésével sériil viszont a leukocita transzmigracio, és az immunsejtek
megrekednek az endotél sejtek és a bazalis membran k6zott.[21]. Legjabb tanulmanyok szerint
a leukocitaval vald kapcsolodas a PECAM-1 intracellularis doménjének foszforilaciojat
okozza, amely hatdsdra az SHP2 disszocidl a PECAM-16l és ez a folyamat segiti el6 a VE-
cadherin Y731 oldallancéanak defoszforilaciojat (amelyhez azonban az aktin kontrakcidja is
sziikséges, 1d. korabban). A PECAM-1-re kifejtett mechanikai eré hatdsara megfigyelték az
Osszhangban van azzal az eredménnyel, hogy a PECAM megfelelé mennyisége valdban
esszencialis a megfeleld mértékl sejt-ECM adhézidohoz. Ebben a tanulmanyban azonban a
PECAM molekulan keresztiili mechanikai jelatvitel sejt-sejt kapcsolatokra kifejtett hatasat nem
vizsgaltak. Megfigyeléseink szerint mar a PECAM-1 adhézi6 hatdsara is véltozasok
kovetkeznek be a HUVEC sejtek aktin citoszkeletonjanak szerkezetében, kérdéses viszont,
hogy ez milyen mechanizmusokat indit el az endotél sejtekben, és ez mennyiben kiilonbozik a
mechanikai eréhatas kovetkeztében kialakuld valtozasokoél az aktin citoszkeletonban, a

sejtkapcsolo struktirdkban és a sejt-extracelluldris matrix kotés erésségében.



2 Célkituzések

1. Koréabban a szakirodalomban egymastdl fiiggetlentil leirtdk, hogy BRAF knockout és
PECAM-1 knockout egér endotél sejtekben is hasonld fenotipus alakul ki: az aktin
vastag periférids gyliriben helyezkedik el. Ezzel parhuzamosan megfigyelték azt is,
hogy sériil az F-aktin dinamikus atrendezOdése is, ugyanis gyulladési faktorok
jelenlétében sem alakulnak a kontrakcidért felelds stressz-szalak és ezzel egyidében
csokken az endotélium atjarhatosaga. Els6 kisérletemben arra kerestem a valaszt, hogy
human endotél sejteken is megfigyelhetd-e az egerekben leirt BRAF ¢és PECAM-1
hianydban kialakuld periférids aktin gytirti, illetve a fehérjék hidnya miképp
befolyasolja a gyulladasi faktorok altal eldidézett aktin reorganizaciot.

2. BRAF knockout egér endotél sejtekben korabban megfigyelték, hogy BRAF hianyaban
megnd az endotél réteg permeabilitdsa, tovabba csokken a rakos sejtek extravazacidja.
Kutatécsoportunk megmutatta, hogy ez a fenotipus human endotél sejtekben is
megfigyelheté BRAF siRNS kezelés hatdsara. Ezekhez a folyamatokhoz
elengedhetetlen az aktin citoszkeleton dinamikus atrendezddése, amelyet a
citoszkeletalis ROKa lokalis aktivitasa is befolyasol. A ROKa sejten beliili megfeleld
lokalizaci6jahoz egy masik RAF izoforma, a RAF1 jelenléte sziikséges. A RAF1-ROKa
komplex mennyiségét viszont a BRAF mennyisége is befolyasolja. Melanéma
kezelésére eddig csak olyan BRAF inhibitorokat alkalmaztak, amelyek megnovelték a
BRAF-RAF1 heterodimer mennyiségét, azonban egy 0j generacios inhibitorral a
heterodimer mennyisége csokkenthetd. A fent emlitett mechanizmus alapjan egy ilyen
inhibitorral kettds hatast érhetiink el: a melandma és az attétképzés csokkenését.
Mindezek alapjan célul tliztem ki, hogy megvizsgaljam vajon a PLX8394 inhibitor
valoban képes-e a BRAF-hidnyos sejtekre jellemz6 moddon csokkenteni a
transzmigracio mértékét és a trombin hatdséra kialakuld permeabilitads-novekedést.

3. Az immun- és rakos sejtek transzmigraciojuk soran erét fejtenek ki kiilonboz6 adhézios
molekuldkon keresztiil az endotél rétegre, ezzel szabalyozva az endotél sejtek aktin
citoszkeletonjanak dinamikajat az atjutasuk sikerességének novelése érdekében. Célul
tiztem ki az egyik ilyen adhézids molekula, a PECAM-1-en keresztiili jelatvitel
mechanizmusanak tanulmanyozasat PLX8394 inhibitor jelen- ¢és tavollétében.
Kisérletemben MEK inhibitort is alkalmaztam, hogy szét tudjam valasztani a BRAF
MEK/ERK tutvonalon keresztiil torténd, illetve a RAF1-ROKa dimer-fiiggd aktin

citoszkeletont szabalyoz6 jelatvitelt.
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3 Eszkozok és modszerek
3.1 HUVEC sejttenyészet fenntartasa

A kisérletekhez hasznalt HUVEC (Human Umbilical Vein Endothel Cell) sejteket ezzel
foglalkozod cégektdl szerezziik be, és hozzank pl-es sejttorzsként érkeznek folyékony
nitrogénben lefagyasztva. Az endotél sejtek letapadd hamsejtek, igy életben maradasukhoz
sziikséges a megfeleld matrix biztositdsa, melyet a tenyésztd edény zselatinozaséaval ériink el.
Az endotél sejtek természetes struktirajukhoz hasonléan sejttenyészetben is egyrétegi
(monolayer) kultarat alakitanak ki, igy amint majdnem teljesen ben6tték a rendelkezésre allo
feliiletet (konfluens a kulttra), passzalas sziikséges. A passzalashoz a sejteket szuszpenzidba
kell vinni, amelyet mi tripszines emésztéssel ériink el.[22] A sejtek kirakasa utan és a kisérletek
megkezdése eldtt érdemes varni néhdny napot, amig a sejtek ismét letapadnak a tenyésztéedény

falara és kialakitjak a konfluens monolayert.

Az in vitro sejttenyészetekkel valé munka sordn végig steril fiilkében dolgoztam, a fiilkébe
bevitt eszkdzoket €s puffereket 70%-os etanollal fertdtlenitettem, valamint a steril fiilkét
hasznalat el6tt és utan is UV fénnyel csiramentesitettem. Az ¢él6 sejttel érintkezd eszkozoket

hasznalat utan hipoval és etanollal fertétlenitettem.

3.2 HUVEC sejtek felolvasztasa

A HUVEC sejtek felolvasztasahoz sziikséges puffereket és felhaszndlanddé mennyiségiiket az
1. tablazat foglalja 6ssze.

Térfogat
Hoémérséklet 6-well plate T25 flaska
(375 000 sejt / 2well) (1 100 000 sejt / 2 flaska)
0,5% zselatin | 37°C 500 pl/well 2ml
K2 4°C 10 mi 10 ml
MCDB! 37°C 2 ml/well 8 mi

1. tdblazat: Sziikséges pufferek és tenyészto edények a felolvasztott sejtszamhoz

Bemelegitjiik a HUVEC sejtek tenyésztd médiumat, az MCDB-t 37°C-ra. A sejtek kitételére

szant tenyészté edényt bevonjuk 0,5%-os zselatin oldattal, majd 15 percre betessziik a 37°C-0s

1 kiegészitve 5% FBS, 1% penicillin-streptomycin, 1% HEPES, 1% Gluta-MAX Supplement, 0,3% inzulin-
transzferrin-szelén, 1 ng/ml fibroblaszt névekedési faktor, 2 ng/ml EGF, 5 ug/ml C-vitamin, 250 nM
hidrokortizon és 7,5 U/ml heparin hozzdadasaval.
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inkubatorba. Ez 1d6 alatt kivessziik a sejteket tartalmazo csovet a folyékony nitrogénes
tartalybol és addig melengetjiik amig teljesen felolvad és ezutan rogton 10 ml 4°C-os K2
oldatba mérjiik at a csé teljes tartalmat és dsszekeverjiikk. Centrifugaljuk 1200 rpm-en 7 percig,
ezalatt a zselatinozott edényrdl leszivjuk a maradék zselatint. A centrifuga lejartat kovetéen
Pasteur pipetta segitségével vakuummal leszivjuk a feliiluszot, majd a sejteket tartalmazo
pelletet felszuszpendaljuk MCDB médiumban, €s egyenletesen eloszlatjuk a zselatinozott
edényben. Masnap reggel megnézziik, és ha sziikséges (sok a halott sejt), lecseréljiik a

médiumot.

3.3 HUVEC sejtek passzalasa

Bemelegitjiik a puffereket (2. tdbldzat), az 0j tenyészté edényt bevonjuk zselatinnal és
betessziik 37°C-ra.

Térfogat
Hoémérséklet 6-well plate-re T25 flaskéra T75 flaskéara
(max 400 000 (max 1 000 000 (max 2,5-
sejt) sejt) 3 000 000 sejt)
0,5% 37°C 1ml 2ml Smi
zselatin
PBS 37°C 2*1 ml 2%2ml 2*5 ml
tripszin 37°C 0,5ml 1ml 2mi
K2 37°C 2,5ml 5ml 10 ml
MCDB 37°C 3 ml/well 5mil 12-13 ml

2. tablazat: Sziikséges pufferek mennyisége kiilonbozo tenyészté edényekre

A sejteket a flaskaban mossuk kétszer 2 ml PBS-sel és a feliiliszot leszivjuk Pasteur pipettaval.
A sejtekhez hozzdadjuk a tripszint, és betessziik 37°C-ra. Percenként ellendrizziik
fénymikroszkoppal, hogy a sejtek felkerekedtek-e, illetve feltisztak-e mar. Ha ez megtortént,
altalaban 2-2,5 perc mulva a tripszin aktivitasat leallitjuk K2 médiummal, és centrifugaljuk
1200 rpm-en 7 percig. A feliiluszot leszivjuk, a sejteket pedig felszuszpendaljuk MCDB-ben.
Amennyiben kisérlethez rakjuk ki a sejteket, ahol fontos tudnunk a sejtszamot, az MCDB-ben
felszuszpendalt sejtekbdl kivesziink és Biirker kamraban megszamoljuk a sejtek szamat 0,1 pl

térfogatban és ebbdl higitassal vagy nagyobb térfogat kirakdsaval érjiik el a kivant sejtszamot.
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Tenyészto edény Kirakando sejtszam Ajanlott térfogat
8-well chamber slide 65 000-80 000 sejt/well 200-300 pl
96-well plate 60 000 sejt/well 100 ul

24-well plate 100 000 sejt/well 300-500 pl
6-well plate 400 000-430 000 sejt/well 1500 ul

Imaging dish 85 000 sejt 200 ul

3. tablazat: Kisérletek soran hasznalt tenyészto edények tulajdonsdgai, ajanlott sejtszamok

3.4 Csendesités RNS interferenciaval

Az RNS interferencia természetes koriilmények kozott is megfigyelhetd génexpresszio-
szabalyozo eszkoze a sejteknek. A mar atirddott mRNS-ekrdl képz6dd fehérje mennyiségét
lehet gyorsan csokkenteni a rovid kettds szali RNS-ekkel, és a microRNS-ekkel. A kettds szalu
RNS-eket a RISC komplex ismeri fel és az egyik szalat beépiti a komplexbe, a masik szal pedig
lebomlik. Amennyiben RISC komplexbe épiilt 19-29 nukleotid hossziisagua RNS komplementer
szekvenciat talal, akkor hibridizalodik azzal, és megkezdi a lebontasat a Dicer enzim
kozremiikodésével. Kis kettds szalu RNS-t konnyen a sejtekbe juttathatunk mesterségesen is,

sejthartyan atjutd komplexbe csomagolva az RNS-t. [23]

A transzfekcional letapadt sejtekkel dolgozunk 6-well platen. El6szor az siRNS komplexet
készitjiik el oly modon, hogy minden lyukra 6 pul 5 uM siRNS-t higitunk 100 ul OPTI-MEM
médiumban, valamint egy masik eppendorfban 6 pul RNAIMAX-ot higitunk szintén 100 pl
OPTI-MEM-ben, majd az els6 cs6 tartalmat a masodikhoz adjuk. A mixet 20 percig inkubaljuk
szobahdn. Ez id6 alatt a sejteket kétszer mossuk PBS-sel, és 800 pl OPTI-MEM médiumot
tesziink rajuk. A 20 perc lejarta utdn az RNS mixet cseppenként a sejtekhez adjuk, majd 4 éran
at 37°C-on inkubdljuk. Ezalatt a sejtek felveszik az siRNS-eket és az id6 lejarta utdn mar

tripszinezhetdk és kitehetdk a kisérletnek megfeleld tenyésztd edénybe.

3.5 Permeabilitas esszé

A kisérlethez egy 96-well plate-re és egy 96-transzwell plate-re van sziikség. A transzwell plate
alja porusos, igy a folyadék atjut rajta, de a sejtek nem. A transzwell plate lyukait 0,5%-0s
zselatin oldattal inkubaljuk, hogy a HUVEC sejtek ki tudjanak tapadni a feliiletre. A 96-well
plate lyukait feltoltjik MCDB médiummal, ebbe fog meriilni a transzwell plate, majd a
transzwell plate lyukjait is feltoltjik médiummal a sejtek felett. A transzwell plate-re
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lyukanként kirakott 60 000 sejt 2 nap alatt
konfluensen bendvi a transzwell aljat. (6.
abra) A sejteket inhibitorral kezeljiik,

amelyhez a médiumot alul és folil is

o FITC-Dextrén kezelt
Srahe ceitek. Kicseréljiik AIMV2-ben 1:1000-hez higitott

o :°°° . :::: / PLX8394, vagy a kontroll sejtekben higitott

. S DMSO oldatra. 1 6ra inkubaléas utan az alsé

i = részen visszacseréljiilk a médiumot MCDB-

ben oldott PLX8394/DMSO-ra, feliil pedig

6. abra: Permeabilitas esszé osszeallitdasa 30 pl AIMV oldatba 2 pl FITC-dextrant és

1U/ pl trombint keveriink. Tovabbi 3 6ra inkubalast kovetden az als6 96-welll plate lyukjaibol
alapos szuszpendalds utan kivesziink 100-100 pl-t és fekete 96-well plate megfeleld lyukaiba
mérjik at. A sejtrétegen atjutott fluoreszcens molekuldk (FITC-dextran) mennyiségét plate
readerrel hatarozzuk meg a 488 nm hullamhosszon val6 elnyelés és a 535 nm-en valo kibocsatas

intenzitasa alapjan.

3.6 Magneses kisérlet

3.6.1 Magneses gyongy elokészitése

2.8 um-es magneses gyongybol 28 pl-t kivesziink levagott hegyli pipettaheggyel egy 1,5 ml-es
fehérjéket rosszul koté (low protein bind) Eppendorf csébe és haromszor mossuk Buffer B-vel
(0,1 M-os Natrium-foszfat puffer, pH=7,4).[24] A gyongydket erds (neodimium) magnessel Ki
lehet halaszni az Eppendorf cs6 falara és ekkor a feliillusz6 konnyen leszivhat6. A harmadik
mosas utan 160 ul Buffer B-t hagyunk rajta, majd 140 pl-t atmériink beldle egy PCR csébe és
a cs6hoz 7 ul 0,5 mg/ml-es PECAM-1 antitestet (ez 3,5 pg PECAM-1-nek felel meg) adunk. A
PCR csovet levagott teteji Eppendorf csObe tessziik ¢s alufolidba csomagoljuk.

Szobahdmérsékleten koriilbeliil 48-72 6ran at inkubaljuk rotoron.

Az id6 lejarta utan levagott végii pipettaheggyel atmérjiik a PCR csé tartalmat egy 1,5 ml-es
Eppendorf csébe és haromszor mossuk 1 ml PBS-sel, majd 700 pul PBS-ben vessziik fel. 1 well
sejtre 1 ml MCDB-ben higitott gyongyre van sziikség, amelyhez koriilbeliil 30 pl elokészitett
gyongy6t adunk 1 ml MCDB-hez. A kisérletnél idealisan minden sejtre 2-3 gyongy jut, ezért

2 AIMV médium kiegészitve 1% FBS-sel, 1 ng/ml bFGF-fel, 2 ng/ml| EGF-fel és 7,5 U/ml heparinnal

14



crer

higitjuk amig 80-90 gydngyot nem szamolunk 0,1 pl térfogatban.

3.6.2 Kisérlet kivitelezése immunfluoreszcencia vizsgalathoz

A kisérletek kivitelezésére 35 mm atmér6jii Imaging dish-t hasznalunk, amelynél a petricsésze
alja livegbdl késziil, igy a rajta novo sejtek konnyen vizsgalhatok konfokalis mikroszkdppal.
Mivel az tiveg rész kisebb a teljes atméroénél, az ilyen edényekbe elég 85 000 sejtet kirakni. A
sejteket 200 pl térfogatban tessziik ki, majd 1 6ra mtlva - mikor mar letapadtak — a térfogatot
kiegészitjiik 1,5 ml MCDB médiummal. Két nap novesztés utan elvégezhetjiik az inhibitor

kezelést, ¢s a sejtek aktivaciojat.

PLX8394 inhibitorbdl 10-szeres higitast készitiink DMSO-ban, igy 1 mM-os koncentraciot
kapunk, U0126 inhibitorbol pedig 10 mM-os oldatot készitiink DMSO-ban. Az PLX8394 és
U0126 oldatokbol 1 pl-t pipettazunk 1 ml MCDB médiumba, a kontrollnal pedig 1 ul DMSO-
t oldunk 1 ml MCDB-ben. Imaging dish-re 200 pl-t tesziink a médiumban oldott inhibitorbol,

majd 1 6ran keresztiil 37°C-on inkubaljuk.

Az inkubacids 1d6 lejartat kdvetden a kontroll sejteket rovid idore jégre tessziik, leszivjuk roluk
az inhibitoros médiumot és szobahdmérsékletli PFA-val fixaljuk 15 percig a billegteton. A
fixalas utan kétszer mossuk PBS-sel, majd 4°C-ra tessziik a tovabbi felhasznaldsig. A tobbi
sejtet a kisérletnek megfelel6 ideig inkubaljuk az elékészitett MCDB-ben higitott gyongyokkel.
Ekkor a mégneses gyongyokhoz asszocidlt anti-PECAM-1 antitestek hozzékapcsolodnak a
sejtek felszinén taldlhat6 PECAM-1 fehérjékhez. Ezutan véltozd hossza ideig neodimium
magnest helyeziink a sejtek folé, amely 40 pN erdt fejt ki a 2.8 um-es gyongyokre, ezaltal
specifikusan a PECAM-1 fehérjékre. A mechanikai aktivalast kovetden a sejteket PFA-val
fixaljuk, mossuk kétszer PBS-sel és PBS-ben 4°C-on taroljuk az immunfestésig. [24][20]

3.6.3 Kisérlet kivitelezése western blot analizishez

A kisérletekhez vagy 35 mm-es Imaging dish-t hasznalunk, vagy pedig ha nagyobb
mennyiségre van sziikség (példaul pull down-hoz), akkor normal 35 mm-es petri csészét
hasznalunk. A normal petri csészékre 400 000-430 000 sejtet tesziink ki. Az inhibitoros kezelés
¢s a sejtek aktivalasa az immunfluoreszcencia vizsgéalathoz végzett kisérlethez hasonl6an zajlik,
viszont a magneses aktivacios i1d6 lejartat kovetden a sejteket jégre tessziik és a fixalas helyett
kétszer mossuk jégbe hiitott PBS-sel, majd BufferA-val lizaljuk a sejteket. (4. tabldazat) A

lizatumot vortexeljiik, 5 percre jégre tessziik, ismét vortexeljiik, ezutan pedig lecentrifugaljuk
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BufferA
Komponensek | Torzsoldat Torzsoldat | 1 ml Szerepe
tarolasa térfogathoz

25 mM HEPES | 1 M HEPES, pH=7,4 hiité 25 ul

MQ 573 ul

150 mM NaCl | 5 M NaCl polc 30 ul

1mMEGTA |05MEGTA, pH=7,4 hiité 2 ul Ca-fluggé
metalloprotedz
gatlo

10 mM NaPPi | 0,2M NaPPi polc 50 ul altalanos
foszfataz gatld

10 mM NaF 0,5 M NaF hiitd 20 pul Ser/Thr
foszfataz
inhibitor

5mM NasVOs | 100 mM Na3vO4 -20°C 50 pl Tyr foszfataz
inhibitor

1 mM PMSF 100 mM | -20°C 10 pul Ser/Cys

PMSF(izopropanolban) protedzok

inhibitora

Teljes, EDTA | 25x(Sigma:11873580001) | -20°C 40 ul tobbféle

mentes PIC proteaz gatld

10% glicerin 10 pl

1% NP-40 10% NP-40 hiitd 10 pl

Az dsszetevok Osszemérése utan az oldatot atsziirjiik 0,22 um porusatmérdji steril szlirén

4. tablazat: BufferA komponensei, elkészitése

5000g-n, 4°C-on 5 percig. A feliiluszot attessziik 0°C-ra hiitott eppendorf csébe és folyékony

nitrogénben lefagyasztva -80°C-on taroljuk a tovabbi felhasznalasig.

3.7 Immunfestés

A 4°C-on tarolt sejteket kétszer 5 percig mossuk HBSS-sel (Ca2+ tartalmt), majd 10 percig
permeabilizaljuk (0,25%-0s Triton TBST-ben oldva). Ismét haromszor 5 perc mosas
kovetkezik HBSS-sel, majd 1 6ran keresztiil inkubaljuk blokkolo6 oldattal (1% BSA TBST-ben
oldva), hogy csokkentsiik az aspecifikus kotodéseket. A blokkolast kovetéen hozzaadjuk a

fehérje szarmazas katalogusazam higitas
(Cell Signaling)

VEC nyul €s2500 1:400

pMLC (Serl9) egér cs3675 1:200

PECAM-1 egér cs3528 1:2000

tCof nyul €s5175 1:100

5. tablazat: Haszndlt elsodleges antitestek
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sejtekhez a BSA-oldatban higitott elsddleges antitesteket (5. tdbldzat), és 16 oran at (éjszaka)
egyiitt inkubaljuk 4°C-on, billegteton.

Masnap reggel a mintakat haromszor 5 percig mossuk TBST-ben, majd 1 6ran at inkubaljuk a
masodlagos antitestekkel (6. tdbldzat), illetve phalloidinnel, amely az aktin filamentumokat
festi. Mivel a masodlagos antitestek fényérzékenyek, ettél a 1épéstdl kezdve a lehetd
legkevesebb megvilagitassal dolgozunk. Az inkubalast kdvetéen haromszor mossuk TBST-
ben, majd egyszer PBS-ben. Ratessziik a sejtekre a Hoechst festéket, amely a sejtmagokat jeloli,
és rajta hagyjuk 2 percig. Végiil kétszer mossuk PBS-sel és Dabco-val (1 ml 1% BSA PBS-ben
oldva + 1 ml glicerin + 20 pul Dabco 100x) boritjuk be a sejteket, hogy ne szaradjanak ki a

mikroszkopos felvételek készitése kdzben és minél hosszabb ideig megmaradjon a fluoreszcens

jel.
gerjesztés higitas
a-rabbit 488 1:2000
a-mouse 546 1:2000
phalloidin 640 1:1000
Hoechst 405 1:1000

6. tdblazat: Haszndlt fluoreszcens mdsodlagos antitestek

3.8 Fluoreszcens konfokalis mikroszkopia

A konfokalis mikroszkdpnak két nagy elénye van a hagyomanyos fénymikroszkophoz, illetve
a fluoreszcens mikroszkdphoz képest: jobb felbontast képeket érhetiink el, mivel haté¢kony a
zajszlirés, azaz a tort és szort fénysugarak a keskeny konfokalis résen nem jutnak at a
detektorhoz, igy élesebb, kontrasztosabb képeket kapunk. A masik nagy elénye, hogy képes az
optikai szeletelésre, azaz a mintdbdl meghatdrozott magassagii sikokban képes felvételt

késziteni. Az rétegek Osszeillesztésével késobb rekonstrudlhatdé a minta haromdimenzios

szerkezete. A konfokalis detektalas

RS Wy dikroikus konfokilis ) ) ] o

; X rés miatt a felvétel sordn mindig csak a
| NN ==
| N = . . , , 1, e
s |~ N\ 4 P minta egy kis részét vilagitjuk meg
kK N "Q*‘il
P i B monokromatikus fénnyel. A
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detektor

fluoreszcensen jelolt minta elnyeli a

&iﬁff?n‘;’ neki megfeleld energidji fotonokat,
7. abra: A konfokalis fluoreszcens mikroszkop majd  kisebb energiaval, nagyobb
szerkezete [25]

hullamhosszal kisugarozza azokat. A



konfokalis mikroszkop fontos ¢€pitd eleme a dikroikus tiikor, amely meghatarozott
hullamhossza fényt visszaver, masik hullamhosszon viszont ateresztd. (7. abra) Ily modon a

gerjesztés és az emittalt fény detektalasa a minta ugyanazon oldalarol torténik. [25]

Lehetdség nyilik tobb fluorofor egyidejli detektaldsara, amennyiben a mikroszkdp képes tobb
hullamhosszisagi monokromatikus fénynyalab egyidejt eldallitasara, ha rendelkeziink olyan

fluoreszcens markerekkel, amelyeknek abszorpcios és emisszids spektruma jol elvalaszthato.

Kisérleteim soran az Abberior Instruments STED konfokalis mikroszkopjat hasznaltam, ahol 5
kiilonbozé hulldmhosszisagl gerjesztd 1ézer all rendelkezésre, melybdl én altaldban négyet
hasznéltam. A mikroszkop mitkddtetése a hozza tartozd Imspector programon keresztiil zajlott,
ahol be lehet allitani a mérési paramétereket, mint a kép felbontasa (a felvett teriilet mérete és
a képpontok szama alapjan), felvett rétegek szama, egymastdl vald tavolsaga, alkalmazott

hullamhosszok, ¢és a konfokalis rés atmérdje. [26]

A felvételek készitése sordn azonos helyrdl, 5-7 rétegben, 4 csatornan vettiik fel az
intenzitasokat, amelyet késobb a Fiji (ImageJ) képelemz6 és képszerkesztd programjaval

értékeltiink ki.

3.9 Mikroszkopos felvételek kiértékelése

A felvett rétegekbdl kivalasztottam azokat a sikokat, ahol a kép éles, és ezeket hasznéltam fel

a rétegek Osszefésiilésére az
adott  pixel  pozicidoban
maximalis értéket megtartva

a rétegekbdl (MAX intensity

stack). Iy moddon

kisziirheték az analizisbol
azok a rétegek, amik nem
adnak plusz informaciot,
csak a hatteret novelik, vagy

valamilyen miiterméket

tartalmaznak.

8. abra: Aktin (z6ld) és VE-cadherin (piros) kolokalizacioja a Mivel a kiilénbdzé
stabil (A) és dtrendezédé (C) adherens kapcsolatokban. Az ) .
atrendezdédo sejt-sejt kapcsolatokban az aktin és a VE-cadherin csatorndkon  felvett képek

egyiittesen lokalozalodik, amelyet a vonal menti intenzitas gorbe pixel intenzitds tartoméanya
mutat (B és D)
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kiilonbozo, ezért mieldtt a kiillonbozo csatornakon felvett MAX intensity képekbdl kompozitot
készitettem, normalizaltam a pixel intenzitdsokat, mint ahogy a protocols.io oldalan javasoljak.
[27] Tly moédon elméletileg a kiilonbozd csatornakon felvett fehérjék intenzitasa egy
nagysagrendbe esik, €s az egyiitt lokalizalodo fehérjék a kompozit képeken a két szin 6sszegét
adjak. (Példaul zold és sarga kompozit képen a kolokalizacid sarga, kék és piros kompoziton
magenta.) Ahol a szinkeverés nem ad latvanyos eredményt, ott a vonal menti intenzitasokat

koz6s diagrammon abrazolva bizonyithatjuk a fehérjék egyiittes elhelyezkedését. (8. abra)

A fehérjék sejten beliili lokalizacidjanak aranya kiszamolhato periféria és a centrum kozott,
mivel az egy felvételen belilli intenzitdsok Osszehasonlithatok és értékes informdaciot
hordoznak. A lokalizacio kvantifikalasa soran a nyers felvételekkel dolgoztam, a
pixelintenzitdsok moddositdsa nélkiil. A VE-cadherint abrdzold csatorndn bejeloltem a
sejthatarokat, majd a pMLC csatorndjan végeztem el a méréseket. Minden sejtet harom, kozel

azonos teriiletli részre osztottam koncentrikus korokkel, igy kiilon mértem a pixelintenzitast a

terrészre koncentrikus korokkel (4), gyakorlati megvalosuldsa kézi kijeléléssel (B), és
automatikus szegmentalassal (C).

sejtek perifériajan, a centrumban és a kettd kozé esé gytiriben. (9. abra) Az automatikus
szegmentalast megjelenitd 9.C abran sargaval a gépi szegmentalas lathato, fehérrel pedig a
valos sejthatar. Kontroll sejtekben az automatikus kijelolés jol kovette a valds sejthatart, és
hasonlé eredményeket produkalt, mint a sejtek szabad kézi kijelolése. A permabilitast noveld
szerekkel kezelt sejtekben viszont, ahol atrendezddnek a sejtkapcsolatok és a VE-cadherin
folytonossaga megszakad a sejthatarokon, az automatikus szegmentalds nem ismerte fel jol a

sejthatarokat, igy az intenzitdsok mérését kézi kijeloléssel végeztem el.

A kiértékelés megkonnyitésének érdekében Image] makro koédokat irtam, amelyek
automatikusan elvégzik az Osszefésiilést és a kompozicié készitést a nyers felvételeket

tartalmazo teljes mappa f4jljaira.
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3.10 Western blot

A Western blotnal fontos, hogy a mintdk fehérje mennyisége nagyjabol megegyezzen, ezért a
fehérje koncentracié mérésére BCA esszét hasznalhatunk. 96-lyukua plate-n BSA higitasi sort
készitlink és meghatarozzuk az egyes lyukak abszorbancidjat 562 nm-en. A BSA higitasi sor
mintaira mért abszorbancia értékek linedris illesztésével kapott paraméterek segitségével a
mintakra mért abszorbancia értékekbdl kiszamolhat6é a minta fehérje koncentracidja, és ebbdl

szamoljuk ki a gélre felvivendé minta térfogatat.

A mintakat el6készitjiik oly modon, hogy merkaptoetanollal denaturaljuk és SDS-sel bevonva
allando toltést kolesonziink a fehérjéknek. A gyakorlatban SB5x-et adunk a mintahoz oly
moédon, hogy az 5-szor higuljon a végtérfogatban. A hasonld végtérfogat és a konnyebb
pipettazas kedvéért kiegészithetjiik a keveréket BufferA-val. A kapott keveréket inkubaljuk
95°C-on 5 percig, majd lecentrifugaljuk 13000 rpm-en 3 percig.

3.10.1 Immunprecipitacio

Amennyiben fehérje foszforilaciés mintdzatat, vagy pedig kolesonhatd partnereit szeretnénk
vizsgalni, érdemes feldusitani az adott fehérjét, hogy a gyenge foszforilacido és a gyenge
kolesonhato partnerek is detektalhatok legyenek. En VE-cadherin immunprecipitaciot
végeztem, amely soran a sejtlizatum feliilisz6jahoz anti-VE-cadherin (cs2500) antitestet
teszlink, majd éjszakara 4°C-on rotatoron hagyjuk, hogy az antitest kotddjon a lizdtum VE-
keresztiil inkubaljuk 4 °C-on, igy a gyongy6khoz kapcsolodik a VE-cadherin és kdtopartnerei.
Ezt kovetéen haromszor mossuk a gyongyoket 1ml BufferA-vel, a mosasok kozott
centrifugaljuk 1000g-n, 4°C-on 5 percig. Az utols6 centrifugalds utan teljesen leszivjuk a
feliliszot és SB5x-el elualjuk a gyongyon kotodott fehérjéket. Ezutan a mintat Kiforraljuk
95°C-on 5 percig, amely soran az 0Osszes gyongyon kotott fehérje a feliiliszoba keriil és
denaturalédik. Ujabb centrifugalas soran (1000 g, 3 perc) a gydngydk az eppendorf csd aljan

maradnak és melldliik a kivant fehérjéket tartalmazo feliiliszo leszivhato.

3.10.2 Poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A gélelektroforézishez tomoritd, és 7,5%-os és 12%-os elvalasztd poliakrilamid gélt
hasznalunk, melynek Osszetevoit a 7. tdblazat foglalja dssze. A polimerizéaci6 az APS és temed
hozz4adésa utan gyorsan megindul, ezért ekkor mar rogton bele kell pipettazni az Gsszeszerelt

gélontébe, amit eldtte desztillalt vizzel teszteliink, hogy nem folyik-e. A gél tetejére
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izopropanolt rétegziink, hogy egyenes legyen a gél felszine. Koriilbeliil 20 perc alatt teljesen
megszilardul, ekkor ledntjiik a tetejérdl az izopropanolt, 6vatosan mossuk desztillalt vizzel és

széarazra itatgatjuk sziirépapirral. Osszemérjiik a tomorité gélt is, és az elvilasztd gél tetejére

pipettazzuk, amelybe belehelyezziik a fésiit, és igy szilardul meg.

Elvalaszto 12% Elvalaszto 7,5% Tomoritd
MQ 3,235 mi 4,48 ml 1,975 ml
1,5M Tris, pH=8,8 | 2,5ml 2,5ml 0,9375 mli
Akrilamid 4,4 ml 2,75 ml 0,625 ml
APS 100 pl 100 pl 37,5 ul
Temed 6,5 ul 6,5 ul 3ul

7. tablazat: Vegyszerek poliakrilamid gélhez

Ez 1d6 alatt kihigitjuk 10x RB puffert, amely 60 g TRIS-t, 144 g glicint és 10 g SDS-t tartalmaz
1 I desztillalt vizben oldva. A gél megszilardulasat kdvetden liveglapokkal egyiitt athelyezziik
a futtatd kadba, és itt is ellendrizziik, hogy a puffer nem folyik az tiveglapok kozotti belsd
részbol. Miutan megbizonyosodtunk rola, hogy a gélek a futtatas soran végig pufferbe
meriilnek, kiszedjiik a fésiit és megkezdjiik a mintak zsebekbe toltését. A futas akkor lesz szép,
ha minden zsebbe egyforma mennyiséget toltiink, igy az iires zsebeket is feltoltjiik SB1x-el. A
futtatd kadat elfora csatlakoztatjuk ¢€s kis gél esetén 70V-ra allitjuk, majd amikor elérte a
frontvonal a tomoritd gél aljat, és elkezdtek szétvalni a marker jelzései, felvissziik a fesziiltséget
120V-ra. Nagy tank esetén ha 1 géliink van, akkor kezdetben 35mA-ren futtatjuk és ezt emeljiik

45mA-re, 2 gél esetén 70mA-rél 90mA-re allitjuk amikor a frontvonal eléri a tomorito aljat.

Amint a frontvonal kifut a gélbdl, lekapcsoljuk az elfot, kivessziik a géleket és 15 percre 1x
transzfer pufferbe helyezziik, melynek célja, hogy minél kevesebb SDS maradjon a gélben,
mivel az zavarja a blottolast. A transzfer puffert 1/10 részben 96%-0s etanol, 1/10 részben 10x
transzfer puffer (30 g TRIS és 144g glicin 1 | MQ-ban oldva) és 8/10 részben MQ vegyitésével
készitjikk el. A méretre vagott PVDF membrant 1-2 masodpercre 96%-o0s etanolba aztatjuk,
majd athelyezziik transzfer pufferbe és addig razogatjuk amig mar nem taszitja a puffert. Ezutan
Osszeszereljiik a blot késziiléket figyelve a polusokra. A gélt és membrant szlir6papir és
szivacsok alkotta szendvicsbe helyezziik ligyelve rd, hogy ne maradjon buborék a gél és a
membran kozott. A blottolas kis tank esetén 16 6ran at tart 4°C-on 30V-on a transzfer puffer
folyamatos keverése kozben. Nagy tank esetén 16 oran keresztiil 200 mA-ren blottolunk, majd

reggel felvessziik az &ramerdsséget 400 mA-re 2 orara. Ezt kovetden szétszereljiik a késziiléket
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¢s a membranokat etanolba tessziik 1-2 mésodpercre, majd szlirépapiron hagyjuk szaradni.

Elényds, ha a membranok egy teljes napot szaradhatnak el6hivas elétt, erdsebb lesz igy a jel.

kDa
3.10.3 Elohivas | pr2s0-
i ROK
. . g -~130 VEC
A membréanokat feldaraboljuk annak megfelelden, hogy melyik 8- _~100W .
fehérjéket szeretnénk el8hivni, és azok hol futnak. (10. dbra®) A g [ 1%
membranokat etanolba helyezziik, majd 5 percig mossuk TBST- —% . Zi‘;DH
ben. Ezutan blokkol6 oldatban (59 sovany tejpor 100 ml TBST-ben é‘ - ~25
N MLC, Cof
feloldva) 45-90 percig inkubaljuk, igy az aspecifikus kotodéseket Y| 15 -
minimalizaljuk. Ekozben kikeressiik a -20°C-rél az elsddleges 8|== |10 E

antitest oldatokat, amelyek az antitestre jellemzé aranyban BSA  10. abra: Gélfuttatisndl

oldatban vannak higitva. (8. tabldzar) hasznalt molekulatomeg:-

marker®

Antitest Szarmazas | Higitas Gyarto Katalogusszam
GAPDH egér 1:1000 Cell Signalling 97166S
BRAF nyul 1:1000 Cell Signalling 14814
ROK nyul 1:1000 Merck Life Science 04-841
ERK nyul 1:2000 Cell Signalling 9102
pERK nyul 1:2000 Cell Signalling 9101
MLC egér 1:500 Cell Signalling 8505S
pMLC nyul 1:500 Cell Signalling 3674S
VEC nyul 1:1000 Cell Signalling 2500S
pVEC Y731 nyul 1:1000 Invitrogen 44-1145G

#CP1981
pVEC Y731 patkany 1:500 Vestweber csoporttol -
pVEC Y685 patkany 1:500 Vestweber csoporttol -

8. tablazat: Western blothoz hasznalt elsodleges antitestek

Az id6 lejarta utan atoblitjik TBST-vel, majd mossuk 5 percig TBST-ben. A membranokat
belehelyezziik az antitest oldatokba és egy ¢éjszakan at benne hagyjuk inkubalodni 4°C-on a
billegteton. Masnap reggel visszamentjiilk az antitest-oldatokat a falcon csoveikbe, és
visszatessziik -20°C-ra. A membranokat haromszor 5 percig mossuk TBST-ben gy, hogy az
els6 mosasokndl a hasonld molekulatomegli fehérjéket tartalmazé membranok ne
érintkezzenek. Ezalatt 0sszemérjilk a masodlagos antitestet tartalmazo oldatokat; tejporos
blokkoloban készitjiikk el a megfeleld higitasokat. (9.tdbldzat) A masodlagos antitesttel 45-90

percet inkubaljuk a membranokat, majd az id6 lejarta utan haromszor 10 percig mossuk TBST-

3 https://assets.thermofisher.com/TFES-Assets/LSG/figures/26619-ladder-002.jpg-650.jpg
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ben. A masodlagos antitestekhez HRP enzim van kétve, amely a szubsztratjait fotonok
keletkezése kozben alakitja 4t. Az utols6 mosds kozben Osszemérjiik a szubsztratokat,
melyekben megmartjuk a membranokat és kazettaba helyezziik folidk koz¢, igy nem szaradnak

ki. Fotopapirral hivjuk el6 a jelolt fehérjéket sotét szobaban. [28]

Antitest Szarmazas Higitas Gyarto Katalogus
szam

anti-egér kecske 1:4000 Jackson 115-035-003
ImmunoResearch

anti-nyul kecske 1:4000 Jackson 111-035-003
ImmunoResearch

anti-patkany kecske 1:4000 Jackson 112-035-003
ImmunoResearch

9. tdblazat: HRP-kapcsolt masodlagos antitestek Western blothoz

El6hivas utan a membranokat desztillalt vizben mossuk ¢€s kitessziik szaradni. Amennyiben
tobb hasonld molekulatomegi fehérjét is eld szeretnénk hivni (példaul a fehérjék foszforilalt
valtozatat is), akkor kovetkezd alkalommal strippelni kell a membranokat (vizben kiforralni),

¢s az els6 TBST-s mosastol kezdve végrehajtani Gjra a protokollt.
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4 Eredmények, értékelés

4.1 A BRAF és PECAM-1 csendesités hatasa human endotél
sejtekre

Az irodalomban korabban megfigyelték a vastag periférids aktingytirti kialakulasat egér endotél
sejtekben, [13] illetve hasonlo fenotipust figyeltek meg PECAM-1 hianyos egér sejtekben. [20]
Mindkét esetben sériilt az F-aktin dinamikus atrendezddése, igy nem alakultak ki a stressz-
szalak gyulladasi faktorok, vagy a folyadék aramlasa altali mechanikai ingerlésre. Felvetddik a

kérdés, hogy ez vajon human endotél sejtekben is megfigyelhet6-e?

A kérdés megvalaszolasdhoz sikontroll  SIBRAF  SiPECAM sikontroll  SIBRAF  SIPECAM
csendesitettem HUVEC sejtekben ™" =™ ——— PECAM
a BRAF ¢és PECAM-1 fehérjéket — capoH e wm — — - GAPDH
(11. abra) és immun-

‘ ‘ 11. abra: 4 csendesités sikerességét igazolo western blotok. A
fluoreszcenciaval vizsgaltam a felvitt mintak fehérjemennyiségét a GAPDH (glicerinaldehid-3-

csendesités hatdsat az aktin. a Joszfat dehidrogendz) mennyiségével ellendriztem.
&

pMLC és a VE-cadherin lokalizacidjara. Osszehasonlitottam tovabba a csendesitett sejtekben

IL-1B gyulladési faktorral vald kezelés hatasara kialakuld valaszt. Az IL-1PB olyan citokin,

csendesités csendesités + IL-1B kezelés

siKontroll

siBRAF

siPECAM

12.4bra: A BRAF és PECAM-1 csendesitett sejtekben, illetve siRNS-sel és IL-1f-val kezelt
sejtekben az aktin, a VE-cadherin (VEC) és a foszfo-MLC (pMLC) lokalizacioja.
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amely hatasara megné az endotél sejtréteg permeabilitasa és a transzmigrald leukocitak 40%-
al gyakrabban valasztjak a paracellularis utat.[29] Ily modon feltételezhetd, hogy az IL-1p a

sejtkapcsolo struktarak atrendezddését indukalja.

Az aktin a csendesitett sejtekben a sejthartya melletti periférias gytriiben helyezkedik el, amely
vastagabb, mint a kontroll sejtekben. (12. abra) A citokines kezelés hatasara a kontroll sejtekben
kialakulnak a sejthartyara merdleges stressz szalak, amelyek atrendez6dé adherens
kapcsolatokban végzédnek (nyilak). A csendesitett sejtekben ez nem figyelheté meg, az aktin

tovabbra is a sejthartya mentén lathatd, és a miozin mennyisége is kevesebb a sejt belsejében.

Az siBRAF ¢és siPECAM csendesitett sejtek hasonlo viselkedése arra utal, hogy a PECAM-1
¢s a BRAF jelatviteli folyamata 6sszekapcsolodik, az aktin atrendez6dés sériil mindkét fehérje

hianyaban. Az egymasra gyakorolt hatas molekularis folyamata ezidaig nem tisztazott.

4.2 A PLX8394 inhibitor hatasa human endotél sejtekre

Kutatdcsoportom korabbi eredményei alapjan a trombin permeabilitast néveld hatasa kisebb az
siBRAF csendesitett endotél sejtrétegen a kontrollhoz képest. Ezzel parhuzamosan a trombin
stimulaciii hatdsidra a kontroll sejtekben megnétt a transzmigraldé A375 melanéma sejtek
mennyisége, mig a BRAF-csendesitett sejtek esetén nem volt szignifikdns ndvekedés a

transzmigralo sejtek szamaban.[30] (13. abra)

I trombin nélkal

(A) atrombinnal (B)
—
= £
» 500+ * ~ g\/ 2001 * ” *
po] M 51:)‘ %
= 4004 Q.o 1501
E o5 TE 00

1

b K2
S 2004 € E
‘E » > 50
o] 1004 C =
= @ ©
: | T
Y 04 = & 0

siControl siBRAF siControl siBRAF

13. abra: Az siRNS-sel és trombinnal kezelt endotél sejteken végzett permeabilitds-, (A) éS
transzmigrdcios esszé eredményei.(B) Az endotél transzmigrdciot A375 melanoma sejtekkel
vizsgaltik. [31]
A BRAF-csendesitett sejtek csokkent permeabilitasa és csokkent transzmigracioja molekularis
okat western blottal vizsgaltak. Azt talaltak, hogy a trombin kezelés hatasara megné az MLC

és ERK foszforilacidja és ez az siBRAF sejtekben is megfigyelhetd, csak sokkal kisebb

mértékben. Ezen tul a foszforilacioé dinamikaja is hasonl6 volt, a trombin kezelés utan 2 perccel
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volt a legmagasabb mind az ERK, mind az MLC foszforilaltsaga, ¢s ez késdbbi iddpontokban

csokkent a kontroll és a BRAF-csendesitett sejtekben is.

Trombin kezelés hatasara a foszforilalt MLC (pMLC) a sejt perifériajarol beljebb huzodott és
a sejtek belsejében megjelend aktin szalakhoz asszocidlodott. Ezzel szemben siBRAF sejtekben
a trombin kezelés hatasara nem mozdult beljebb a pMLC és aktin szdlak sem jelentek meg a
sejtek belsejében, hanem a periférias gylrii vastagodott meg. BRAF-csendesitett endotél
sejtekben lecsokkent a cofilin mennyisége a periférian, amely a ROK periférias aktivitdsanak a
kovetkezménye, [13] mivel az Y27632 ROK inhibitoros kezelés eltiintette az anomaliat. A
periférids aktingylirii megvastagodasa a cofilin hidnyanak kovetkezménye is lehet, mivel
cofilin-csendesitett HelLa sejtekben is megfigyelték ezt a fenotipust.[31] Az U0126 MEK
inhibitoros kezelés hasonlo fenotipust alakit ki, mint a BRAF csendesités, tehat kevesebb az
aktin szal a sejt belsejében, és lecsokken a MLC foszforilacid, viszont a cofilin sejten beliili
lokalizaciojat nem befolyasolja. Ezek alapjan a BRAF MEK/ERK aktivitasan keresztiil (is)
szabalyozhatja az MLC, mig a ROK szabalyozasan keresztiil a cofilin lokalizacigjat

befolyasolja.

Az altalam hasznalt PLX8394 inhibitor a BRAF-RAF1 heterodimerizaciot gatolja, igy
modositja az aktin citoszkeleton atrendez8déséhez vezetd jelatvitelt, mivel a ROK sejten beliili
lokalizaciojat és aktivitasat a BRAF:RAF1 heterodimer mennyisége modulélja. Kisérleteimmel
arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a PLX8394 az elméleti hatdsmechanizmusaval
megegyez0 modon valoban képes-e a BRAF-hianyos sejtekre jellemzd fenotipus kialakitasara
¢s ezzel a BRAF csendesitéshez hasonldéan csokkenti-e a transzmigralo sejtek szamat €s a

trombin kezelés nyoman kialakul6 permeabilitds-ndvekedés mértékét.

( ) I trombin nélkal
- trombinnal A375
2 1759
E = 3 & 1504
=
384 & D 125
£g -
oo =5 754
£ > 21 E g
=5 g > 50
=3 14 o]
‘iml| mbl G-
0 04

DMSO PLX8394 DMSO PLX8394

14. abra: A PLX8394 inhibitoros kezelés hatasa az endotélium permeabilitasara
(A) és a transzmigracio mértékére (B) [32]
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A PLX8394 endotélium permeabilitdsara gyakorolt hatasanak kideritésére transzwell esszét
hasznéltam, ahol a PLX8394-el kezelt endotél sejtréteg permeabilitdsat vizsgaltam meg
fluoreszcens FITC-dextrant hasznalva. A 16. abran lathaté modon a trombin kezelés hatasara
hatarozottan megné a kontroll, DMSO-val kezelt sejtréteg permeabilitasa, a PLX8394-el kezelt
sejtek esetében viszont az aktivalas hatasara ugyan megné a permeabilitas, de sokkal kisebb
mértékben. Ezzel parhuzamosan a transzmigralo sejtek mennyisége is csak a kontroll sejteknél
nott meg, a PLX8394-el kezelt sejtrétegen az A375 melandoma sejtek transzmigracidja nem
fokozddott jelentdsen a trombin kezelés hatasara. Ezek az eredmények hasonlitanak az siBRAF
csendesitéssel kapott eredményekhez, amely azt sugallja, hogy a PLX8394 inhibitorral
kivalthato az siRNS kezelés. (14. abra) [32]

A PLX8394 BRAF-csendesitést mimikalo hatasanak igazolasara immunfluoreszcenciaval is
megvizsgaltam az aktin citoszkeleton atrendez6dését a PLX8394 inhibitor kezelést kdvetden,

valamint inhibitor és trombin kombinalt kezelés hatasara. (15. dbra)

Szemben a BRAF csendesitéssel, a PLX8394 kezelés 6nmagaban nem okozott eltérést sem az
aktin, sem a pMLC, sem pedig a cofilin lokalizaciéjaban. Trombin kezelés hatasara viszont a

kontroll (DMSO) sejtekben megjelentek a sejteket atszeld stressz-szalak és a stabilizalodott

DMSO PLX8394

Trombin

Aktin

pMLC

15. abra.: Az aktin és a foszfo-MLC lokalizacidja DMSO, DMSO és trombin kezelés,
illetve PLX8394, PLX8394 és trombin kezelés hatasara

szalakhoz pMLC is asszocialodott. Ezzel szemben az inhibitorral kezelt sejtekben az aktin egy
vastag periférias gylirliben stabilizalodik, ahova a pMLC is lokalizalodik. Ez a lokalizécio

hasonl6 az siBRAF sejtekben megfigyeltekhez. A cofilin kicsit beljebb huzoédik csupan a
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trombin kezelés hatasara is, PLX8394 )
Kontroll Trombin - kezelt
kezelés hatdsara pedig csokken a

mennyisége a sejt periféridjan, az SIBRAF

sejtekben  kapott = megfigyelésekhez DMSO

hasonléan. (16.dbra) [33] [30]

Az immunfestéssel parhuzamosan western
blot analizist is végeztem a sejten beliili
foszforilacios folyamatok nyomon PLX839%4

kovetésére. (17. abra)

A PLX8394 inhibitoros kezelés 16. abra: Valtozas a cofilin lokalizdaciojaban a
lecsGkkentette a  foszforilalt MLC — PLX8394, a trombin, és a kombindlt kezelés hatdsdra

mennyiségét és a trombin kezelés hatdsara is kisebb mértékben nétt a foszforilacigja a DMSO-
val kezelt kontroll sejtekhez képest. (17.B abra) Ez konzekvens az siBRAF sejteknél
megfigyeltekkel. Az ERK foszforilacidjaban viszont nem figyelheté meg valtozas a trombinos
aktivalas hatasara sem, és a PLX8394 kezelés sem csokkentette le a pERK mennyiségét. Ez

utobbi magyarazhat6 azzal, hogy ugyan a PLX8394 lecsokkenti a BRAF dimerek mennyiségét,

A, B,
DMSO + PLX + DMSO + PLX +
iy trombin BLX trombin i) trombin PLX trombin
pCofilin - pMLC pMLC
6
Cofilin — - - e-- - MLC 2
4
- - - ROK 2
ERK & = - i -
P - | — P B 1
W S  BRAF °
DMSO DMSO + PLX PLX +
ERK SO — trombin trombin
— - -

17. abra: Western blot eredmények (A) és a foszfo-MLC DMSO kontrollhoz viszonyitott relativ
mennyiségének kvantifikalasa (B). A fehérjek foszforilalt valtozatat a 'p’ elotaggal jelolom.

de az ARAF és RAF1 dimerek mennyiségét nem befolyasolja, és a RAF1 homodimer is képes

az ERK aktivaciora.

4.3 A PLX8394 hatasa PECAM-1-en keresztiil kifejtett mechanikai erét
kovetdo mechanotranszdukciora

Kutatocsoportomban kordbban megvizsgaltadk a BRAF csendesités hatasat a PECAM-1
mechanotranszdukciora.[32] A 18. abra alapjan a BRAF hianya befolyasolja a PECAM-1

mechanotranszdukcidjanak normal folyamatat, mivel hidnyaban a sejteket atszeld aktin szalak
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¢s a VE-cadherin tartalmu sejtkapcsold strukturak atrendezddése a kontrollhoz képest
hamarabb, mar 2 perces er6hatisra kialakul. Kordbbi tanulméany szerint a stressz-szalak

Adhézio Adhézié + 2 perc magnes Adhézio + 5 perc magnes

siKontroll SsiBRAF siKontroll siBRAF siKontroll siBRAF

18. abra: SiBRAF és kontroll siRNS-el kezelt sejteket anti-PECAM-I antitesttel boritott
magneses gyonggyel inkubdltuk és ezutan a sejtekhez asszocialodott gyongyckre magneses
térrel erdhatast fejtettiink ki. Az aktin, VE-cadherin és foszfo-MLC atrendezodése lathato a 0, 2
és 5 perces erohatas kovetkeztében. A nyilak az dtrendezddd adhézios sejtkapcsolo strukturdkra
mutatnak.

kialakulasaval szoros Osszefliggésbe hozhato RhoA aktivacio a PECAM-1-re Kifejtett
mechanikai er6 kezdete utan 5 perccel alakul ki [18], amely &sszhangban van a kontroll
sejteknél tapasztaltakkal. Az sSiBRAF sejtekben a stressz-szalak korabbi kialakulasa viszont arra
utal, hogy a BRAF ROKa lokalizacidjat szabalyozo hatasan tGl mas szerepet is betdlt a
folyamatban és a VE-cadherint tartalmazo sejtkapcsolatok bar atalakulnak, de nem a kontroll
sejtekre jellemzé modon. Az 18. abra elsd képei alapjan a BRAF szerepe a PECAM-1 altal
mechanotranszdukcio sordn kialakulé vélaszban jelenik meg, az adhéziora hasonloképp

reagaltak a kontroll és BRAF-csendesitett sejtek.

Sajat kisérleteimben megvizsgaltam a PLX8394 inhibitor hatasat hasonlo kisérleti koriilmények
kozott a PECAM-1 mechanotranszdukcidjara. Ezzel parhuzamosan vizsgaltam az U0126 MEK
inhibitor hatasat is a mechanotranszdukciora annak érdekében, hogy a megfigyelt valtozasokat
Osszevethessiik a tisztdin MEK/ERK utvonal gatlasaval megfigyelt valtozasokkal, hiszen a
BRAF is része ennek az Gitvonalnak, de ezen feliil szabalyozza a ROK lokalizaciojat is a RAF1-

en keresztiil.

A magneses gyongyokre anti-PECAM-1 antitestet kotdttem, majd ezzel inkubaltam a kezelt
sejteket, oly modon, hogy a koncentraciok alapjan egy sejtre atlagosan két gyongy jutott. A
kialakitott sejtfelszini PECAM-1 — anti-PECAM-1 kotéseket kovetden a sejteket a hozzajuk
asszocialddott gyongyokkel egyiitt konstans magneses térbe helyeztem 0/2/5 percig. Az aktivalt
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sejtekben bekodvetkezett valtozasokat western blot analizissel, illetve immunfestést kdvetden

fluoreszcens konfokalis mikroszkoppal is nyomon kdvettem.

Az 19. dbran bemutatott mdédon a kontroll csoport sejtjeiben kevés, erds aktin szal lathato a
sejthartya kozelében, és ezek a "kabelek’ atszelik a sejtet is. Kezeletlen sejtekben ezek az aktin
szalak nem végzOddnek atrendez6dd sejtkapcsolatokban. A pMLC intenzitdsa erdsebb a

periférian, koveti az aktin lokalizaciojat, de a sejtek belsejében is megtalalhato. A PLX8394-el

il 2 perc magnes 5 perc magnes
Kontroll Adhezio
©)
(D)
=
a
3 L v,
e 0 A : PR
X
—
| . . .

19. abra: A PECAM-1 adheézio illetve a PECAM-1-re kifejtett mechanikai eré hatdsa az aktin
citoszkeleton fehérjéinek lokalizaciojara PLX8394-el kezelt és kontroll (DMSO-val kezelt)
sejtekben. Zolddel a VE-cadherin, sziirkével az aktin illetve a foszfo-MLC lokalizaciojat
jelélom. A nyilak dtrendezddd sejtkapcsolatokban végzodao stressz-szalakat jelolnek.

kezelt sejtekben hasonld az aktin és a pMLC lokalizacioja, csak kicsivel szélesebb gytirtit

alakitanak ki a periféridn és inkabb a tobb, vékonyabb aktin szal, aktin koteg’ a jellemzd.
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Korabbi tanulmanyok a PECAM-1-re kifejtett erd kovetkeztében kialakuld atrendezddésekrol
irtak, a PECAM-1 adhézi6é hatdsat nem vizsgaltak. [18] Eredményeim szerint az adhézid
hatasara megvastagodik az aktin és pMLC gyfir(i a periférian, viszont a PECAM-1-re kifejtett
erOhatas sziikséges a stressz-szalak kialakulasahoz. A PLX8394-el kezelt sejtekben elébb, mar
2 perc er6hatasra kialakulnak a stressz-szalak, mig ez a kontroll sejtekben kés6bb, csak 5 perc
alatt kovetkezik be. A stressz-szdlak gyorsabb kialakuldsa az siBRAF sejtekben is
megfigyelheté volt a PECAM-1 mechanoaktivacidjara, alatdmasztva a PLX8394 hasonld

hatasmechanizmusat.

Az U0126 MEK inhibitorral kezelt sejtekben vékonyabb a periférias aktin, a pMLC pedig
homogénen kitolti a sejteket, csupan egy-egy aktin szalhoz kapcsolodik. (20. abra). A PECAM-

2 perc magnes 5 perc magnes

Kontroll Adhézié

aktin -

"

DMSO

u0126

20. abra: A PECAM-1 adhézio illetve a PECAM-1-re kifejtett mechanikai erd hatasa az aktin
citoszkeleton fehérjéinek lokalizdaciojara U0126 inhibitorral kezelt és kontroll (DMSO-val
kezelt) sejtekben. Zolddel a VE-cadherin, sziirkével az aktin illetve a foszfo-MLC
lokalizaciojat jelolom. A nyilak datrendezédo sejtkapcsolatokban végzodo stressz-szalakat
jelolnek.
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1 adhézio6 hatasara az U0126 ihibitorral kezelt sejtekben is megvastagodik a periférias aktin és
pMLC gytiri, viszont a magneses térrel a gyongyokre és igy a sejtfelszini PECAM-1-re Kifejtett
2-5 percig tartd eré hatasara nem alakulnak ki stressz-szalak. Ezzel szemben a VE-cadherin
tartalma sejtkapcsold strukturdk atrendezddnek, a VE-cadherin folytonossdga megsziinik,
viszont ezekhez a sejtkapcsolatokhoz csak rovidebb, a periférids aktingytirtiben végzddd aktin

szalak csatlakoznak.

o

A miozin konnyll lanc foszforilalt formajanak sejten beliili lokalizacidja szamszeriisitésére a
felvételeken a sejteket harom kozelitdleg egyenld teriileti korgytiriire osztottam és megmértem
mindegyik gytiriiben a teljes sejtre vetitett relativ fluoreszcens intenzitast. A folyamatot és az
eredményeket a 21. dbra szemlélteti. A kontroll és a PLX8394 kezelt sejtek eredményei nagyon
hasonlok lettek. Mindkét esetben a foszfo-MLC atrendezédése a PECAM-1 adhézid hatasara
szignifikans volt, mig az er6hatasra nem valtozott jelentdsen az aranyuk. Az U0126 kezelt
sejtek eredményei jobban eltérnek a kontrolltél, mivel az adhézié és a gyongydkre kifejtett
magneses eré hatasara megnd a kozépsé gyiri relativ foszfo-MLC tartalma a kiilsé gytrt
relativ foszfo-MLC intenzitasahoz viszonyitva. Ez arra utal, hogy a mechanikai er6 hatasara az
ERK utvonal szabalyozésa befolyasolja a foszfo-MLC lokalizacidjat, mig a BRAF altali RAF1-

ROKa dimer szabalyozasa nem szamottevo.

Megvizsgaltam azt is, hogy milyen mértékben valtozik a mechanikai er6 hatasara az ERK,

valamint az aktin citoszkeletont szabalyozo MLC foszforilacidja. A 22. abran bemutatott

A B Kontroll
0,50
0,45 0,42
0,40 035 0,36 937 0,36 938 0370,36
0,35 -
Bels6 kor 030 2% 026 0.27
o s 0,25 023
K6zéps6 0
korgylr 0,15
Kuls6 korgy(irdi aas
0,00
Gybngy nélkil Adhézié 2 perc mégnes 5 perc magnes
mbelsé mkozépsé mkilsé
C PLX8394 D U0126

0,45 0,45
0,40 0,370,36 0,370,36 0,40 0370,36

e 0,39 0,39
034 0,36 0.8 0,35 : - 0,35
0,35 - 0,35
0,30 0,26 0,27 0,26 0,30 0,27 0,27 0,27 0,27
0,25 924 0,25
0,20 0,20
0,15 0,15
0,10 0,10
0,05 0,05
0,00 0,00

Gyongy nélkiil Adhézio 2 perc magnes S perc magnes Gyongy nélkil Adhézio 2 perc méagnes S perc magnes

W Belsé WKozéps6 MKilsé mBels6 mKozépsé WKilsé

21. abra: A pMLC sejten beliili relativ lokalizaciojanak kvantifikalasa, A: A korgyuriik
szinkodoldasa, B-D: Kvantifikalas eredményei
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western blot eredmények alapjan a ROK ¢s BRAF mennyisége nem valtozott kezelések
hatéséra és a tobbi vizsgalt fehérje expresszidja sem fokozddott, a megfigyelt valtozasok csupan

a fehérjék foszforilacidjanak illetve defoszforilaciojanak kdvetkezményei. (22. 4 és D abra)

Az ERK foszforilaciojanak mértéke a mechanoszenzoros aktivacio hatasara hasonlé mértékben
nétt a kontroll és a PLX8394-el kezelt sejtekben. (22.4 és B dbra) Az U0126 kezelés hatasara
viszont jelent6sen kisebb mértékti az ERK foszforilacidja (mivel az U0126 az ERK
foszforilacioért felelos MEK-et gatolja), habar a magnes altali eréhatasra itt is megtorténik az
ERK foszforilacigjanak fokozddasa. Az ERK foszforilacioja a PECAM-1-re kifejtett erOhatas
kovetkeztében mar ismert folyamat, a szakirodalom szerint az endotélium felett aramld
folyadék nyir6 ereje is a PECAM-1 mechanotranszdukcios Utvonalat aktivalja, és ekkor is
megnd az ERK foszforilacio 2 perccel az d&ramlas elinditasa utan, és a maximumot 5 percnél éri
el. [19] Kisérletemben az anti-PECAM-1-el boritott magneses gyongyok altal a sejtekre

kifejtett er6 az ERK foszforiladcidjanak hasonl6 valtozasat okozta.

Az MLC foszforilacidja nagyobb mértékben né a kontroll sejtekben, mig a PLX8394
inhibitorral kezelt sejtekben alig valtozik az er6hatas nyoman. (22.4 és C dbra) Erdekes modon
a PLX8394-¢l kezelt sejtekben az adhézid soran kissé magasabb volt a pMLC mennyisége a
(A) DMSO PLX uo
gr 2¢ .5 o 2% 5% 9 28 5

(C) pMLC

2,
1

| . _

ROK P P — 15 - g T | 1
lille -t

5] R0 SR ———— o [l | 05 |

- - - . -— K K 0 2 PU I L 5
GAPDH == s == — KO K2 K5 PLXD PLX2 PLX5 UDO UO2 UOS KO K2 K5 PLXD PLX2 PLXS UOO UO2 UO

(D) (F) PVEC Y731 gyari
pAkt ——— ’
Akt - 4
PVEC Y731 4 .

pVEC - rem—_e——_——a (E) Vestweber I
VEC -~ . ; , i 1 lw n

c SENRE RN
GAPDH KO K2 KS KO K2 K5 PLXO PLX2 PLXS UOO UO2 UOS

22. abra: Western blot eredmények. A 12,5%-o0s (A) és 7,5%-os (D) gélen futtatott mintak
el6hivasanak eredményeli, illetve az eredmények kvantifikalasai (B,C,E,F). A diagramok x
tengelyén a mintakat jelolom: DMSO (K), PLX8394 (PLX) és U0126 (UO) kezelt sejtek 0, 2 és
5 perces magneses aktivaciot kovetd sejtlizatumai. Az intenzitas értékeket a DMSO-val kezelt
(kontroll) 0 perchez viszonyitva abrazolom. Az adatok rendre két kisérlet eredményeit mutatjak,
az E dbra egy kisérlet eredménye. Roviditések: pERK, pMLC, pAkt — a fehérjék foszforilalt
valtozata, VEC: VE-cadherin, GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz
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kontroll sejtekhez képest, viszont az erGhatasra a tovabbi foszforilacio mértéke csekélyebb. Az
MLC foszforilacioja az U0126 inhibitorral kezelt sejtekben sem né olyan mértékben, mint a
kontroll sejtekben, mennyiségi valtozasa a PLX8394-es kezeléshez hasonld. Megvizsgaltam az
Akt foszforilaciojat is, mivel mechanikai erd hatasara PI3K aktivitas ndvekedést figyeltek meg
korabbi vizsgalatok sordn, bar ez a hatds csak lokalisan alakult ki a magneses gyongy
kozelében. A két fiiggetlen kisérlet kiilonb6z6 eredményeket hozott az U0126-kezelt sejtek Akt
foszforilacids mintdzataban, amely kiilonbség valosziniileg a sejtek LOT szdmabol adodik. A
22.D abran bemutatott kisérletben az U0126 kezelés hatdsara megnétt az Akt foszforilacioja.
Ez a jelenség egyébként ismert mellékhatasa a MEK inhibitoroknak, hiszen a MEK
aktivitasanak novekedése az ERK altali negativ visszacsatolas miatt csdkken, ez pedig az Akt

aktivitasanak csOkkenéséhez vezet.

Ez magyarazza, hogy alacsony MEK aktivitas esetén az Akt hiperaktivva valhat. [34] Az U0126
inhibitor PECAM-1 mechanotranszdukcidra gyakorolt hatasanak feltérképezéséhez még

tovabbi kisérletekre van sziikség.

A sejt-sejt kapcsolatok meglazulasanak folyamataban fontos 1épés a VE-cadherin tirozin
oldallancainak foszforilacidja, illetve defoszforilacidja. Az Y685 tirozin oldallanc
foszforilacigja az endotélium permeabilitasdnak novekedésével all kapcsolatban, mig a Y731
tirozin oldallanc defoszforilacidja a transzmigracié megvalosulasahoz sziikséges VE-cadherin
internalizacié kivaltoja. Szerettem volna megvizsgalni, hogy a PECAM-1 Aéltali
mechanotranszdukci6é soran melyik oldallanc foszforilacidja valtozik meg, az Y685 tirozin
foszforilacidja, vagy pedig az Y731 tirozin defoszforilacidja. Sajnalatos mddon a kereskedelmi
forgalomban kaphato egyetlen Y685 foszfo-VE-cadherin antitest nem specifikus a
foszforilacios helyre [8] és a kutatocsoportunk teszteld kisérleteinek eredményei alapjan sajnos
a VE-cadherinre sem. A Vestweber kutatocsoport 2014-es cikke vizvalasztd a témaban, az ez
elott irodott, foszfo-VE-cadherin antitesteket haszndlod tanulmanyokat sajnos fenntartasokkal
kell kezelni, mivel ezek az antitestek valamilyen mas, azonos molekulatomegi fehérje tirozin-
foszforilacigjat is felismerik. Mivel jelenleg kereskedelemben nem kaphaté megbizhat6 foszfo-
VE-cadherin antitest, igy elkértilk a Vestweber csoporttol a kisérleteikben hasznalt, sajat
eléallitasu anti-pVEC Y731 és anti-pVEC Y685 elsddleges antitesteket. Ezek az antitestek bar
specifikus, de gyenge jelet adnak, csak immunprecipitacioval, VE-cadherinre feldusitott
mintdkon alkalmazhatok. Néhany eldkisérletben optimalizaltam a kisérleti kortilményeket,
azonban a dolgozat elkészitéséig csak egy kisérlet eredményét tudom bemutatni az Y731

foszforilacios hely analizisérél. (22.E dbra) Az eredményeink alapjan mind a gyari (22. D és F'
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dbra), mind a Vestweber csoport altal készitett antitest a Y731 foszforilacidjanak mechanikai
erd hatasara bekovetkezd csokkenését mutatja. Egyelére az még kérdéses, hogy idoben mikor
all vissza az eredeti foszforilacids szint, ennek a kérdésnek a megvalaszolasdhoz tovabbi
kisérletek sziikségesek. A PLX8394 inhibitor hatdsara az Y731 foszforilacioja nd, ami a sejt-
sejt kapcsolatok megerdsddésére utal, azonban ezt az eredményt még ala szeretném tamasztani
a Vestweber csoporttol kapott antitesttel is. Az U0126 esetén eltérd eredményeket kaptunk a
két fiiggetlen kisérletben, ezért felmeriil a kérdés, hogy vajon ez a defoszforilacio
Osszefliggésben lehet-e az emlitett két LOT eltéré Akt aktivitdsaval. Mindenesetre a kontroll
sejtekben kapott defoszforilacié korrelalhat a szakirodalmi adatok alapjan a sejt-sejt
kapcsolatok fellazulasaval.[3][8][35] A PLX8394 inhibitorral kapott novekedés utalhat a sejt-
sejt kapcsolatok meger6sodésére, amely Osszhangban van a csokkent permeabilitas és

transzmigracio jelenségével a PLX8394-gyel kezelt endotél rétegek esetén.
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5 Diszkusszio

Elsé eredményeim a PECAM-1 ¢s BRAF hidnyos sejtek humén sejtekben is megfigyelhetd
hasonlé fenotipusardl megalapoztak tovabbi tevékenységemet, amellyel az emlitett fehérjék

egymasra ¢és endotél jelatvitelre gyakorolt hatdsdnak mechanizmusat vizsgaltam.

Kutatocsoportom eredményeihez kapcsoldédva megvizsgaltam a koézelmultban kifejlesztett
PLX8394 inhibitor hatasat az endotél sejtek citoszkeletalis atrendezddéseire trombin kezelést
kovetéen. A bemutatott eredmények alapjan a PLX8394 inhibitor RAF dimereket gatld
hatdsmechanizmusédnak megfelelden hasonld hatast gyakorolt az endotél sejtek aktin
citoszkeletonjara, mint a BRAF siRNS-sel torténd csendesitése. Csokken a BRAF inhibitorral
¢s a BRAF siRNS-sel kezelt sejtréteg permeabilitasndvekedése, és csokken és az A375
melanoma transzmigracioja is. A PECAM-1-re kifejtett mechanikai er6hatasra is hasonld
modon reagaltak a PLX8394 inhibitorral és BRAF siRNS-sel kezelt sejtek, mindkét esetben a
kontroll sejtekhez képest hamarabb, 2 perces mechanikai aktivacid hatisara kialakultak a
sejteket atszeld aktin szalak. Kutatocsoportom legijabb eredményei szerint BRAF-csendesitett
sejtekben meger6sodik a FAK foszforilacioja, és ez az aktivacio tovabb erésodik a PECAM-1-
re kifejtett mechanikai er6hatassal. Ily modon elképzelhetd, hogy a BRAF csendesitett, illetve
a PLX8394 inhibitorral kezelt sejtekben a PECAM-1-re kifejtett 2 perces mechanikai erd
hatéasara kialakul6 aktin szalak valojaban nem a sejt-sejt kapcsolatokat meglazito stressz-szalak,

hanem a sejteket az extracellularis matrixhoz kapcsolo, fokalis adhézioban végzddo strukturak.

Az U0126 MEK inhibitor hasznalataval bemutattam, hogy a PLX8394 inhibitor hatasara az
endotél sejtekben bekdvetkezd valtozasok nem, illetve nem csupan a MEK/ERK utvonal
gatlasdbol szarmaznak, hanem megfigyelhet6 a BRAF RAFI1/ROKa dimert szabalyozo

aktivitasa, illetve hianya.

A PECAM-1-re kifejtett mechanikai erd a sejt és az extracellularis matrix kozotti kapcsolat
er0sségén tul sejt-sejt kapcsolatok struktirajat is befolyasolja, amelyben meghatarozo a VE-
cadherin kiilonb6zd oldallancainak foszforilacios éallapota. Eldzetes eredményeim alapjan a
kontroll sejtekben a mechanikai erd hatasara csokken a VE-cadherin Y731 oldallancanak
foszforilacigja, amely korrelal a pMLC mennyiségi novekedésével. A PLX8394 inhibitoros
kezelés noveli a VE-cadherin Y731 oldallancanak foszforilaltsagat, az Y685 foszforilaciojara

gyakorolt hatasanak kvantitativ analiziséhez viszont még tovabbi kisérletek sziikségesek.
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