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OTKA (T46130) palyazatunk munkaterveben azt vallaltuk, hogy tanulmanyozni fogunk két
jelatviteli utat, melyek egyarant a sejtek aktin citoszkeletonjat szabalyozzak. Az egyik Ut az
epidermalis novekedési faktortol (EGF) indul el, mig a mésikat az extracelluldris métrix
komponensei (fibronektin, laminin, stb.) aktivaljak integrin receptorokon keresztil.

Az EGF jelpalya esetében jol ismert az irodalomban, hogy a ndvekedési hormonnal térténé
kezelés hatasara a sejtek aktin citoszkeletonja percek alatt atrendezédik és membran
fodrozdédasok (ruffling), illetve lamellipodiumok alakulnak ki. 2003-ban a témavezet6 és
munkatarsai — egy korabbi OTKA tamogatas segitségével - kimutattak, hogy ebben a Vav2
RacGTP-az-specifikus kicserélédési faktornak alapveté szerepe van. Bizonyitottak, hogy a
Vav2 SH2 doménje révén asszocidlodik az autofoszforilalt EGF receptorral, mely ezutan
megfoszforilalja a kicserélédési faktor. Maganak a foszforilaciénak nincs szerepe a Vav2
aktivalodasaban, hanem a folyamatban annak PH (Pleckstrin-homol6g) doménje jatszik
kulcsszerepet [1, 2].

Jelen OTKA palydzatunk egyik kérdése az volt, hogy a Vav2 szerepet jatszik-e az
extracelluléris matrix/integrin jelpalyaban? Beallitottunk ezért egy olyan mddszert, melyben
az integrinektél induldé jelet tudjuk monitorozni. Ennek lényege, hogy COS7 sejteket a
szokasos sejttenyészté edénybol tripszinnel mobilizaljuk, majd 1 6ra tripszin inhibitor
jelenlétében tortént regenerdlodast kovetéen a sejteket fibronektinnel bevont fedélemezekre
tesszlk ki. A sejtek intergin receptoraik segitségével tapadnak ki a fibronektinhez, aminek
kovetkeztében a sejtek Kkiterlilése meggyorsul. Ehhez az aktin citoszkeleton véltozésa
szllkséges. Ha a fibronektinre valo (Ultetés eldtt a sejtekben kilonbozo fehérjéket
expresszalunk, akkor vizsgalni tudjuk ezen fehérjek hatasat a fibronektinen vald
sejtkiterilésre.

Meglévé konstrukcioinkat, illetve moddszereinket alkalmazva over-expresszaltuk a Vav2
egyes mutansait COS7 sejtekben és vizsgaltuk a sejtek fibronektin felszinen valo kitertléset.
Megallapitottuk, hogy a Vav2 expresszidja a sejtekben fokozza, mig a dominans negativ
Vav2 (katalitikus domén inaktivalo mutécidja) expresszidja gatolja a sejtek Kiterulését.
Ugyanakkor irodalombdl ismert, hogy az integrinek a foszfatidilinozitol 3-kindzon (PI 3-
kinaz) keresztil szabalyozzak az aktin citoszkeleton valtozasait, melyet kordbban mi is
kimértink. Ugyanakkor a Vav2 PH doménje énmagaban nem gatolta a sejtek Kitertilését, a
PH domén mutans Vav2 pedig a vad tipushoz hasonloan szintén fokozta a kitertlést. A Vav2
SiRNS-sel torténé eliminacioja sem befolyasolta érdemben a vizsgalt hatdst. Ebbél azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy bar a Vav2 over-expresszio befolyasolhatja a sejtek kitertléset,
az endogén Vav2-nek a folyamatban nincsen meghatarozo szerepe.

Balla Taméas (NIH, USA) munkacsoportjaval egyuttmiikddve ezért elkezdtiik vizsgalni, hogy
kilénb6zé PH domeneket expresszalva COS7 sejtekben melyik PH domen képes a sejtek
Kiterulésének gatlasara. Bar az altalunk hasznalt 6sszes PH domén képes a Pl 3-kinaz lipid
termékeit kotni in vitro, kizarélag a GRP1/ARNO csaladba tartozo feherjék PH domeénjei
voltak képesek a sejten belil az integrin jelatvitelben gatlé hatast kifejteni. A GRP1/ARNO
csalad tagjai a RasGTP-az szupercsaladba tartozd Arf fehérjék aktivatoraiként mukddnek.
Raadasul ismert, hogy az aktivalt Arf fehérjék a Rac-on keresztil szabalyozhatjak az aktin
polimerizaciojat. A PH domén mutécids analizisével kimutattuk, hogy az altalunk vizsgalt
GRP1/ARNO PH domének nagy valoszintiséggel nemcsak lipideket kotnek, hanem
(membran) fehérjéket is, s ez a kettés kolcsonhatas sziikséges a PH domének sejten belili
funkcidjahoz [3].
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Munkacsoportunk masik vallalt feladata az volt, hogy megvizsgéljuk az aktin citoszkeleton
szabalyozésaban fontos szerepet jatszo cortactin fehérje mukddését. Irodalmi adatok alapjan
ismeretes volt, hogy a PAK szerin/treonin kindz trombocitdkban képes a cortactint
foszforilalni [4]. Elkészitettlink ezért egy konstitutivan aktiv PAK mutanst (T423E), melyet
COST7 sejtekben expresszaltunk. Bizonyitottuk, hogy a PAK mutéans mind sejten belil, mind
immunkomplexben képes a szubsztrat fehérjék foszforilacidjara. Ugyanakkor megallapitottuk,
hogy a PAK nem képes a cortactint foszforilalni sem in vitro, sem in vivo [5]. Ezen
eredményiinket az6ta mas munkacsoport is megerdésitette [6]. Kimutattuk tovabba, hogy akar
EGF jelpalyaban, akar olyan sejtekben, melyekben a Vav2-t over-expresszaltuk, a cortactin
nem foszforilalodik tirozin oldallancokon, holott ez tébb helyen eléfordul az irodalomban [7].
Raadasul a MAP kindz kaszkad gatloszereinek alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a MAP
kinaz sem szukseéges a cortactin sejtmembranba torténé transzlokaciéjahoz, illetve az azt
kéveté membran-fodrozddashoz [5].

Megvizsgaltuk, hogy a cortactin fehérjének lehet-e szerepe az integrinektsél Kiindulod
jelpalyaban. Elkeszitettiuk ezért a cortactin fehérje N-terminalis, illetve C-terminalis doménjeit
GFP flzios fehérjeként. Ezeket a doméneket kilon-kilon expresszalva COS7 sejtekben azt
talaltuk, hogy mind a két konstrukcio egyarant gatolja a sejtek kitertléset. Ebbol arra
kovetkeztettlink, hogy a cortactinnak szerepe lehet az integrin-medidlta aktin citoszkeleton
szabalyozasban. A fenti eredmény megerdsitésére sSiRNS technikaval kilitottik a cortactint a
sejtekbdl, ami szintén a sejtkiter(ilés erds gatlasahoz vezetett [8]. Kimutattuk tovabba, hogy a
arra utal, hogy cortactin jelenléte nélkil maguk az integrin receptorok sem miikddnek
megfelelé modon. A sejtadhézid gatlasat a cortactin hianyos sejtekben intenziven kutatjuk.
A cortactin fehérje daganatos sejtekben betoltott koros mukodésérol osszefoglald cikket
sikerdlt publikalnunk [9].

Dr. Faragé Anna professzorasszony munkacsoportjaval az elmalt években a HepG2 hepatoma
sejtvonalat vizsgélta intenziven. Ennek a sejtvonalnak az az egyik f6 tulajdonsdga, hogy
sejtsziget-csoportokban nd. Hepatocita ndvekedesi faktor (HGF) vagy forbol észter hatasara
ezek a sejtszigetek felbomlanak és a sejtek kivandorolnak (sejtszorddas) a csoportbol. A
cortactin szerepet vizsgalva HepG2 sejtekben igen érdekes dologra bukkantunk. Minden
eddigi irodalmi adattal szemben, melyek a cortactin transzlokaciojat Rac-fuggé eseménynek
gondoltédk, bizonyitottuk, hogy a cortactin forbol észter-fliggé transzlokacioja majsejtekben
Rac-fliggetlen folyamat. Ezt a kdvetkez6, egymaéstol fluggetlen kisérleti tényekre alapozzuk: 1,
a Pak szerin/treonin kindz un. CRIB doménjével szekvesztralva a GTP-kotott Rac fehérjét a
sejtekben ez nem gatolta a cortactin transzlokaciojat; 2, ugyancsak nem gatolta a folyamatot,
ha a Rac fehérje endogén szintjét siRNS technika segitségével kozel 90%-ban gatoltuk; 3,
végezetul megmértik ,,pull-down” technika segitségével a Rac aktivalédasat forbol észterrel
stimulalt sejtekbol. Kiderult, hogy a Rac nem aktivalodik ilyen korilmények kozott.
Megvizsgaltuk még a cortactin fehérje foszforilacidjat is ezekben a sejtekben. Kimutattuk,
hogy forbol észter kezelés hatdsara aktivalodik az Src tirozin kinaz, mely foszforilalja a
cortactint. Egyelére nem tudtuk megéllapitani, hogy ennek a foszforilacionak mi lehet a
Kimutattuk tehat, hogy HepG2 sejtekben a cortactin a sejtszélre transzlokalodva valoszintileg
részt vesz a membran-fodrozodas, illetve a lamellipodium kialakuldsaban, de az Rac és Src-
fuggetlen folyamat (a kéziratot jelenleg allitjuk dssze).



A szerzédésben vallalt kutatdsi munkatervnek megfeleléen a cortactinnal asszocidlédo Uj
feherjéket is kivantunk azonositani. Elkészitettik ezért a cortactin glutation-S-transzferaz
(GST) fazios fehérjéjét, melynek segitségével patkany agy kivonatabdl precipitaltunk
fehérjeket. SDS poliakrilamid gélelektroforézis kdvetéen két fehérjét sikertlt izolalnunk,
melyek specifikusan kotédtek a cortactinhoz. A két fehérjét Szegeden, Dr. Medzihradszky
Katalin laborjaban témegspektroszkdpiaval azonositottak szamunkra. Az egyik fehérje a
tubulin béta, mig a mésik fehérje a neuron sejtekben el6forduld Caskinl. Bar Dr. Ovadi Judit
munkacsoportjaval egyuttmikédve megvizsgaltuk a cortactin esetleges hatasat a tubulin
polimerizaciora, nem tudtunk értékelhet6 eredményt felmutatni. Ugyanakkor az
allvanyfehérjék csaladjaba tartozd caskinl cDNS-t elkértik Dr. Thomas Sidhof (Denver,
USA) laboratériumabdl, és jelenleg is intenziven vizsgaljuk.

[1] P. Tamas, Z. Solti, L. Buday, Membrane-targeting is critical for the phosphorylation of
Vav2 by activated EGF receptor, Cell Signal 13 (2001) 475-481.

[2] P. Tamas, Z. Solti, P. Bauer, A. llles, S. Sipeki, A. Bauer, A. Farago, J. Downward, L.
Buday, Mechanism of epidermal growth factor regulation of Vav2, a guanine nucleotide
exchange factor for Rac, J Biol Chem 278 (2003) 5163-5171.

[3] P. Varnai, T. Bondeva, P. Tamas, B. Toth, L. Buday, L. Hunyady, T. Balla, Selective
cellular effects of overexpressed pleckstrin-homology domains that recognize PtdIns(3,4,5)P3
suggest their interaction with protein binding partners, J Cell Sci 118 (2005) 4879-4888.

[4] C. Vidal, B. Geny, J. Melle, M. Jandrot-Perrus, M. Fontenay-Roupie, Cdc42/Racl-
dependent activation of the p21-activated kinase (PAK) regulates human platelet lamellipodia
spreading: implication of the cortical-actin binding protein cortactin, Blood 100 (2002) 4462-
44609.

[5] A. llles, B. Enyedi, P. Tamas, A. Balazs, G. Bogel, L. Buday, Inducible phosphorylation
of cortactin is not necessary for cortactin-mediated actin polymerisation, Cell Signal 18
(2006) 830-840.

[6] B.A. Webb, S. Zhou, R. Eves, L. Shen, L. Jia, A.S. Mak, Phosphorylation of cortactin by
p21l-activated kinase, Arch Biochem Biophys (2006).

[7] S.A. Weed, J.T. Parsons, Cortactin: coupling membrane dynamics to cortical actin
assembly, Oncogene 20 (2001) 6418-6434.

[8] A. llles, B. Enyedi, P. Tamas, A. Balazs, G. Bogel, Melinda, Lukacs, L. Buday, Cortactin
is required for integrin-mediated cell spreading, Immunol Lett 104 (2006) 124-130.

[9] L. Buday, J. Downward, Roles of cortactin in tumor pathogenesis, Biochim Biophys Acta
1775 (2007) 263-273.



