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ROVIDITESEK JEGYZEKE:

2-ME: 2-merkaptoetanol

A: aktin

BPAEC: marha tidé artéria endothel sejt
BSA: borju szérum albumin

CAK: Cdk-t aktivald kinaz

CPI17: 17 kDa PKC-vel aktivalt inhibitor
CSK: citoszkeleton frakcid

CSL: citoszol frakcio

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle médium
DMSO: dimetil-szulfoxid

DTT: dithiothreitol

EBM: endothel bazalis médium

EDTA: etiléndiamin-tetraacetat

EGF: epidermalis ndvekedési faktor
EGTA: etilénglikol-bisz-(2-aminometiléter)-tetraacetéat
ERK: extracellularis szignal altal szabalyozott kinaz
FGF-B: fibroblaszt névekedési faktor

GFP: z6ld fluoreszcens fehérje

GTP: guanozin 5’- trifoszfat

HA-tag: hemagluttinin tag

HEK293: human embrionalis vesesejtek

HLMVEC: human tidé mikrovaszkularis sejtek
HPAEC: human tidé artéria endothel sejtek
HSP27: heat shock protein 27/ h6sokk fehérje 27
HUVEC: human kdldékvéna endothel sejtek

I-1: inhbitor-1fehérje

[-2: inhibitor-2 fehérje

IGF-1: inzulinszer( névekedési faktor

MAP: mikrotubulushoz asszocialédé fehérjék
MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

MLC: miozin kénnydlanc

MLCK: miozin kénnylanc kinaz

MP: miozin foszfataz

MPF: Cdc2/ciklin B komplex

MT: mikrotubulus

ND: nokodazol

OA: okadansav

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis

PBS: 10 MM KH2PO4/KoHPOy, 2.7 mM KCI, 137 mM NaCl, pH 7.4
Pi: anorganikus foszfat

Pipes: piperazin-NN’-bisz-etan-szulfonsav
PMSF: fenil-metil-szulfonil fluorid

PP1: protein foszfataz-1

PP2A: protein foszfataz-2A

PP2Aa: protein foszfataz-2A regulator alegység
PP2Aay: protein foszfataz-2A regulator alegység trunkalt mutansa
PP2Ac: protein foszfataz-2A katalitikus aleység
PP2B: protein foszfataz-2B

PTPA: foszfotirozil specifikus foszfataz aktivator
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Rho: Ras fehérjével homoldgiat mutaté onkoprotein

SDS: natrium-dodecilszulfat

T: tubulin

TER: transzendothel elekiromos ellenéallasmérés
V: vimentin
VEGF: vaszkularis endothel névekedési faktor



BEVEZETES

A vaszkularis endothelium j6l mikédoé barrier funkcidja az endothel sejtekben fellépd
kontraktilis és feszité er6k egyensulyat jelzi. Ha az egyensuly a kontraktilis erék
iranyaba tolédik el valamilyen bioaktiv agens, mint példaul trombin hatasara, akkor
az a sejtek kdzotti rések kialakulasat eredményezi, az érfal homeosztazis megbomilik,
ezaltal az adott szerv mikédése mbdosul. Szamos citoszkeleton fehérje
foszforildltsagi allapota befolyasolja a citoszkeleton elemeinek szervez6dését, ennek
kbvetkeztében az endothel sejtek kontrakcidés allapotat, az endothelium barrier
funkcidjat. Az intermedier filamentumban példaul, a vimentin reverzibilis
foszforilacidja  kulcsfontossagu  az  intermedier  filamentumok  dinamikus
atrendez8désében. Részletesen tanulmanyoztak tidd artéria endothel sejtekben az
aktin-miozin  kélcsénhatdson alapulé kontrakcibban a miozin kdnnydlanc
szabdalyozasat és bizonyitottak szerepét a barrier funkciéban. A miozin kénnyl lanc
(MLC) foszforilaciéj Ser19-en a sejtek kontrakciojat és sejtek kodzotti rések
kialakulasat okozza. A foszforilaciét egy nagy molekulatdtmegi (210 kDa) miozin
kénny( lanc kinaz, defoszforilaciéjat pedig a protein foszfataz 1 (PP1) katalizalja az
endothel sejtekben. A PP1 Kkatalitikus alegység & izoformajardl tébb dton is
bizonyitottdk, hogy specifikusan asszocial az akto-miozin komplexszel az
endotheliumban.

A mikrotubulus stabilitasa ugyancsak feltétele annak, hogy az endothelium
hatasos sorompoként mikodjon. Szamos citoszkeleton fehérje mellett a protein
foszfataz 2A koétédése is ismert a mikrotubulushoz. Az eukaridta sejtekben a protein
foszfataz 2A (PP2A) az egyik legfontosabb és legvaltozatosabb képviseldje a
foszfoszeril/foszfotreonil specifikus protein foszfatazok csaladjanak. Az alegységek
kil6nbdzd di- és heterotrimer holoenzimformakat hoznak Iétre.

A PP2A heterotrimer formainak eltéré funkcidja a kilénbdzé B-alegységeknek
készdnhetd. Ezek a fehériék legaldbb harom, egymastol teljesen kilénbdzd
géncsalad termékei. Feltételezheté, hogy a B-alegységeknek elsédleges szerepe
van mind a szubsztratspecificitds, mind a sejten bellli lokalizacié szabalyozasaban.

Tdbb kisérleti eredmény utal arra, hogy a PP2A tébb citoszkeleton és a
citoszkeletonhoz asszocialédé fehérjét is defoszforilal, ezaltal feltételezhetd, hogy a
citoszkeleton szerkezetének szabalyozdsaban szerepe lehet. A mikrotubulusok
létrejottéhez, a tubulinok asszociaciéjahoz példaul feltételezik a By-tubulin

foszforilacidjanak szikségességét és in vitro kimutattdk, hogy csak a PP2A képes



defoszforilalni ezt a fehérjét. A PP2A feltehetéen kétédik a tubulinokhoz és a
mikrotubulusokhoz asszocialédd fehérjékhez is, mint példaul tau és a kilénb6zé
MAP (microtubule-associated protein) fehériék. A HSP27 hdsokk fehérjérél, ami a
p38 mitogén aktivalt protein kinaz kaszkad egy termindlis szubsztratja, kimutattak,
hogy a citoszkeletonhoz kétédik és Hela sejtekben a mikrotubulussal valé
asszociacidjat is felismerték, valamint a HSP27 a PP2A szubsztréatja in vitro.

A PP2A regulator alegységeinek szerkezetében megtalalhatd fehérje-fehérje
kélcsdnhatasokért felelés motivumok és immunprecipitaciés kisérleti eredmények
alapjan feltételezhetd, hogy a PP2A-nak szerepe lehet nagyobb citoszkeleton fehérje
asszociatumok  kialakitdsaban, és egyuttal ezen fehérigk  mikddését
defoszforilaciéval szabalyozhatja. A PP2A lehetséges szerepének tanulmanyozésa
az endothel sejtek citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban, el6segitheti az

endothel barrier funkci6 jobb megértését.



IRODALMI ATTEKINTES

Fehérje foszforilacié/defoszforilacio jelentésége

A sejtek biokémiai folyamatainak egyik alapveté szabalyozasat jelenti a
résztvev® fehérjék foszforilalasa és defoszforilalasa. A két egymassal szoros
kapcsolatban lévs, de ellentétes mechanizmusért a protein kinazok és protein

foszfatazok a felel6sek (1. abra)

Protein kinaz(ok)
Protein
foszfataz(ok)

1. abra A fehérjék foszforilalasa és defoszforilalasa protein kinazok és protein foszfatazok altal.

T

A foszfatcsoport fehérjelanchoz térténd kapcsolasa illetve lehasitasa vagy
allosztérikusan regulélja az enzimaktivitast, vagy gatolja annak katalitikus centrumat.

Kezdetben a protein kindzoknak tulajdonitottak nagyobb jelentéséget, mint
példaul az extracellularis jelek intracellularis jelekké t6rténd atalakitasat, ellentétben
a protein foszfatazokkal, melyekrél azt gondoltak, hogy aspecifikus modon a
foszforilacios modositasok reverzibilitasat biztositjak. A protein foszfatazok fiziologias
szerepének megismerésében alapvetd fontossagu volt a foszfatazok aktivitasat gatlé
toxinok felfedezése. Ezek a toxinok természetes vagy szintetikus eredetli molekulak,
melyek a sejtmembranon athatolva a defoszforilacios folyamatokat gatoltak. Ezen
folyamatok altal megvaltozott a protein kinazok és protein foszfatdzok aktivitasanak
aranya, ami a célfehérjék magasabb foszforilalisagi allapotat eredményezte ugy,
hogy kézben a protein kinaz aktivitasa nem valtozott meg. A fehérjék ezen az Gton
megndvekedett  foszforilacids allapota koros sejtvalaszokhoz, iletve
transzformaciéhoz vezetett. Ezek a megfigyelések tamasztottak ala a foszfatazok

alapvet6 szerepét a sejten bellli szabalyozasi folyamatokban.



A protein foszfatdzok két klasszikus osztalyozas szerinti csoportja a
célfehérjék foszfo-szeril és foszfo-treonil oldallancat defoszforildld szeril-treonil
specifikus protein foszfatdzok, illetve a célfehériék foszfo-tirozil oldalldncahoz
kapcsolédo foszfatcsoport lehasitasat katalizal6 tirozin-specifikus protein foszfatdzok
(Pot és Dixon, 1992).

A Ser/Thr specifikus foszfatdzokat biokémiai vizsgélatok alapjan, az inhibitorok
€s aktivatorok iranti eltéré érzékenységuk szerint csoportosithatjuk (Ingebritsen és
Cohen, 1983). Megkulonbdztethetlink PP1 és PP2 tipust, a PP2 tipuson belil PP2A,
PP2B és PP2C alcsalddokat. A PP1 els6sorban a foszforildz-kinaz [ alegységét
defoszforilalja és gatolhatd I-1 és |-2 héstabil inhibitor fehérjékkel. A PP2 csalad
tagjai a foszforilaz-kinaz o alegységére specifikusak és nem érzékenyek I-1 és |-2
fehérjékre. A PP2A aktivitasdhoz nem sziikséges fémion és hatékony gatloszere az
okadansav. A PP2B-t a kalcium-kalmodulin stimulalja, a PP2C pedig egy fémion
flggd enzim.

A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok katalitikus alegységének szerkezete
alapjan, molekularis biolégiai eredményeken alapulé osztalyozasa az el6bbi
osztalyozastol eltér. Ezek szerint megkulénbdztetnek PPP-csoportot, amelybe a
PP1, PP2A, és PP2B tartozik, mig a masik csoportot a PP2C képezi, mely katalitikus
alegységének szerkezete teljesen eltér az el6z6 csoportétdl (Cohen, 1997). Az
endothelium  barrier  funkcidjanak fenntartasaban, illetve a  kontrakcio
megszlntetésében a Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok kézil a protein foszfataz
1 és a protein foszfatdz 2B (Lum, H. és mtsai, 2001 és Verin, A.D. és mtsai, 1998)

részvételét irtdk le, a PP2A lehetséges szerepét nem tanulmanyoztak.

A protein foszfataz 2A

A PP2A a Ser/Thr specifikus foszfatazokhoz tartoz6 igen konzervalt enzim. A
holoenzimet szamos szdvetbdl izolaltak, és széleskdrien tanulmanyoztak (Janssens
és Goris, 2001). Az enzim vazat egy 36 kDa-os katalitikus alegység (PP2Ac) és egy
65 kDa témegl regulator alegység (A alegység vagy PR 65) alkotja. Ehhez a
dimerhez egy harmadik alegység is kapcsolodik, melyet B alegységnek nevezlnk, de
tébb, egymasto6l nagyon kiilénbdz6 formajat ismerjik (Janssens és Goris, 2001). A
holoenzimet a 2. abra mutatja be. A B regulator alegységek kristalyszerkezete még
nem tisztazott, ezért csak sematikusan tlntettiik fel az abran. A By jésolt szerkezete
alapjan pl. elmondhatd, hogy a B alegység hét ismétlédé WD szekvenciat tartalmaz,

melyek B-propeller szerkezetté rendezédhetnek 6ssze (Strack és mtsai, 2002).
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Mind a holoenzim, mind az AC dimer forma megtalalhaté a sejtekben, mig
szabadon a katalitikus C alegységet eddig nem sikertilt azonositani (Kremmer és
mtsai, 1997).

alegységek S i
bYLY
PP2AC o, B

45

2. abra A protein foszfataz 2A szerkezete a B alegységek szerkezetének feltiintetése nélkiil
(Stefan Strack és mtsai alapjan, JBC, Vol.277, No.23, 20750-20755, 2002).

A katalitikus aleqyséqg

A Kkatalitikus alegység két, o és B izoformdjat kldbnoztdk emlbs szdvetekbdl
(Stone és mtsai, 1987). Northern blot eredmények bizonyitjak, hogy mindkét forma
detektalhatdé kilénb6z6 emlbés szbévetekben, de az o izoforma mRNS-e minden(tt
nagyobb mennyiségben van jelen. A korai embrionalis fejl6dési szakaszban a két
izoforma mind sejten bellli lokalizaciéjaban, mind expresszidés szinten kilénbdzik
egymastél, ami arra utal, hogy a két izoforma funkcidja eltér. Azonban a két izoforma
azonos katalitikus aktivitassal rendelkezik, amikor kd6t6dnek az A és B alegységekkel,
és a kétédési helyben sem mutattak ki kiildnbséget, amibél arra lehet kdvetkeztetni,
hogy az izoformak eltéré funkcidéja nem az enzimaktivitds, és nem az alegységek
k6zo6tti kdtédés kuldbnbségébdl ered (Zhou és mtsai, 2003). Alacsonyabbrendi
szervezeteket is megvizsgalva kimutattak, hogy az egyik legkonzervaltabb enzim az
eddig ismert enzimek ko6zott (Cohen, P.T. és misai, 1990), és az enzim
overexpresszidja sokaig nem tint megoldottnak. Az N-terminalis vég mdédositasaval-
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influenza  hemagglutinin, 9  aminosavmaradékbdl 4&ll6  peptidszekvencia
hozzaadasaval-azonban lehetévé valt overexpresszalni a fehérjét (Wadzinski és
mtsai, 1992). A katalitikus alegység expresszidja autoregulacioval szabalyozott
folyamat, ami a fehérje mennyiségét allandé szinten tartja. Az autoregulaciés kontroll
a transzlacié szintjén valésul meg és nem befolyasolja a transzkripciés folyamatokat
(Baharians és Schonthal 1998).

Az A requlator aleqgyséq (PR 65)

A PR 65 vagy A alegység szerkezeti funkcidval bir, er6sen kétédik a katalitikus
alegységhez, formalva az enzim vazat, amelyhez kapcsolodik a valtozatos harmadik
alegység. EmiI6ésbékben két izoformajat azonositottak, amelyek 86%-ban homologok.
A 65 kDa-os A alegység aminosav szekvenciajaban 15 darab 39-39 aminosavbdl allé
ismétlédd egységet azonositottak, melyet HEAT motivumnak neveznek (Groves és
mtsai, 1999). A fehérje kristalyszerkezetérdl nyert adatok megerdsitik azt a korabbi
feltételezést, hogy az ismétlédé egységekben 2-2 a-hélix struktura talalhatd, amelyek
ugy rendezédnek, hogy a fehérje harmadlagos szerkezete aszimmetrikus és
elnyujtott C betlre hasonlit (2. abra, Starck és mtsai, 2002). A regulator alegységek
és a viralis antigének az N-terminadlis végen az 1-10. ismétléd6 egységekhez
kapcsolédnak, a katalitikus C alegység pedig a C-terminalis végen a 11-15.
ismétlédd egységekhez (Ruediger és mtsai, 1992, 1994).

Az A alegységnek szintén két izoformaja, o és B ismert. Az AB izoforma
alacsonyabb expresszids szinttel rendelkelkezik, mint az Aa (Hemmings és mtsai,
1990). Az AB-rél kimutattak, hogy szdmos human daganatos megbetegedésben
mutalodik (Wang és mtsai, 1998). A daganatos megbetegedésekhez kdtheté mutans
AP nem képes kétni sem a B, sem a C alegységet (Ruediger és mtsai, 2001). Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy az AP izoformanak sajatos szerepe van a
névekedés szabalyozasdban. Dokumentaltak azt is, hogy az AP a testis kivételével
kis mennyiségben expresszalodik, mig az Aa-nak egyforman magas az expressziés
szintie minden human szévetben (Zhou és mtsai, 2003). Az A alegység kettds
szerepet télthet be. Elészor is szerkezeti bazis, melyen kétédhet a B és C alegység.
Az A alegység ezen kivil kapcsolédhat mas sejtfehérjékkel is, ami a PP2A-t specialis
jelatviteli utvonalak szabalyozasaba vonja be (Ruediger és mtsai, 1992, 1994,

Janssens és Goris 2001).
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A masik lehetséges funkcibja, hogy a B alegység hianyaban szabalyoz6 szerepet tolt
be a katalitikus alegység szubsztratspecificitasdnak modositasaval (Yang és mtsai,
1991, Price és Mumby 2000).

A B alegység
A harom alegységes holoenzim harmadik komponense tdébbféle

molekulatémegl formaban el6forduld polipeptid, melyet altalanosan B alegységnek
neveznek. A B alegységen belll 4 alcsaladot kildnitettek el, melyeket B, B’, B”, B"’-
kel jelbltek. Az egyes alcsaladok nem mutatnak egymassal sem szerkezeti, sem
pedig funkcidbeli hasonlésagot. A valtozatossagot tovabb ndveli, hogy az
alcsaladokon belll tébb izoforma is talalhaté. A kilonféle B alegységek a PP2A
holoenzimek szubsztratspecificitasat és a sejten bellli lokalizaciéjat hatarozzak meg.
Az 55 kDa-os B vagy PR55 alcsaladot emlésékben négy gén kddolja, igy ennek az
alcsaladnak négy izoformdja a, B, vy, és dismert. A PR55a és PR556 izoformak a
legtébb szdvetben, mig a PR55B és PR55y els6sorban az agyban talalhaté.
PR55a. és PR55B féként a citoszélban megtalalhaté fehériek, a PRS55yés a
PR556 pedig a citoszkeletonban lokalizalédnak (Mayer és mtsai, 1991, Healy és
mtsai, 1991, Zolnierowicz és mtsai, 1994, Strack és mtsai 1999).

A B’ vagy PR61 alcsaladnak legalabb 6t kilénb6z6 génterméke ismert, melyeket a,
B, v, 8, és € nevekkel jeleztek (McCright és mtsai, 1995, Csortos és mtsai, 1996,
Tehrani és mtsai, 1996, Tanabe és mtsai, 1996, McCright és mtsai, 1996,
Zolnierowicz és mtsai, 1996, Nagase és mtsai, 1997). A human BB gén két
izoformat 1 —et és B2-t kddol, mig a B’y-nak legaldbb harom kilénb6z6 splice
variansa létezik. Minden egyes B’ alcsaladba tartozd fehérje tartalmaz egy erésen
konzervativ régiét (80% azonossag), ami a fehérje kozépso részére esik, mig a C- és
N- végzédések kulénbdzéek, amibdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a konzervativ
régidok az A és C alegységgel valé kétédésben jatszanak szerepet, mig a kilénb6zé
végek a funkcidbeli valtozatossagot névelik. A PR61a, a PR613 és a PR61¢e a
citoplazmaban, a PR61y1, PR61y2 és a PR61y3 a sejtmagban, a PR615 pedig
megtalalhaté mind a sejtmagban, mind a citoplazmédban. A PR61y1 kivételével
valamennyi fehérje foszfoprotein (McCright és mtsai, 1996). Northern-blot
eredmények alapjan elmondhaté, hogy a PR61a és a PR61y1-y3 nagy

mennyiségben fordul el6 a szivben és a vazizomban (McCright és mtsai, 1995,
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Tehrani és mtsai, 1996 ), a PR61B és a PR616 pedig elsésorban az agyban
(McCright és mtsai, 1995, Csortos és mtsai, 1996).

A B” alcsaldd egyik tagjat, a PR72-t nyul vazizombdl tisztitottak elséként, majd
human szivizom cDNS kényvtarabdl klbnoztak (Hendrix és mtsai, 1993). Szintén a B”
alcsaladhoz tartozé PR130-at elséként human agy cDNS kényvtarabdl szlrték és
klénoztak. Valészinlleg mindkét fehérje ugyanannak a génnek a terméke, a PR130
alternativ splicing soran keletkezik. A PR72 szivben és vazizomban expresszalodik,
mig a PR130 majdnem minden szdvetben kimutathatd, de féként a szivben és az
izmokban (Hendrix és mtsai, 1993).

Szintén ehhez az alcsaladhoz tartoznak a PR59 és a PR48 fehérjék is. A PR59-ré|
kimutattdk, hogy a retinoblasztomaval két6d6 p107 fehériéhez kapcsolddik
(Voorhoeve és mtsai, 1999) és f6ként a vesében, az agyban, a szivben, a tidében
és a testisben mutathaté ki, a vazizomban azonban nem. A PR48-r6l kimutattak,
hogy egy a Cdc6 fehérjével kapcsol6dd fehérie és sziikséges a DNS replikacié
iniciaciés szakaszahoz (Yan, Z. és mtsai, 2000). A PR48 a sejtmagban talalhatd, és
a Cdc6-rol feltételezik, hogy a szelektiv szubsztratjia a PR48 alegységet tartalmazé
PP2A heterotrimernek. A PR48 overexpresszidja a sejtosztédas soran a Gy fazisban
blokkot okoz, valamint a PP2A a Cdc6-ot defoszforilalt formaban tartja.

A B’ alcsaladdal azonos konzervativ epitop alapjan a striatint (PR110) és egy S/G>
sejtmagi autoantigént, a PR93-at szintén a B alegység alcsaladjahoz soroljak, és B
névvel jeldlik (Moreno és mtsai, 2000). Mindkét fehérje kotédik a kalmodulinhoz, Ca-
flggé modon. A striatin idegsejtek posztszinaptikus végzédéseiben talalhaté, mig a
PR93 magi lokalizaciéju. Feltételezik, hogy a Ca®'-fliggé jelatviteli Utvonalakban
vesznek részt, mint szerkezeti funkcioét betdlté elemek (Moreno és mtsai, 2000).

A PP2A mint foszfotirozil specifikus foszfataz

A PP2A in vitro kérilmények kozoétt, rendelkezik alacsony, de detektalhaté
foszfotirozil (PTP&z) aktivitassal is (Chernoff és mtsai, 1983, Silberman és mtsai,
1984). Ez a PTP&z aktivitds a Ser/Thr specifikus aktivitastol flggetlenll
szabalyozhaté. A PP2A kettds specificitasdnak in vitro jellemzése alapjan
elmondhatd, hogy a foszfoszerin és a foszfotirozin foszfataz aktivitas kiilénbdz6
katalitikus sajatsagokkal rendelkezik (Chernoff és mtsai, 1983, Silberman és mtsai,
1984). A két eltér6 aktivitds, vagy kolcsénésen ATP, vagy pirofoszfat figgé
(Hermann és mtsai, 1988, Goris és mtsai, 1988), vagy egyidejlileg tubulin altal
stimulalt (Jessus és mtsai, 1989). Egy harmadik PTPaz szabalyoz6 folyamat
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specifikus fehérje faktort a PTPaz aktivatort (PTPA) igényli. A PTPA-t néhany évvel
ezelbtt izolaltak nyul vazizombdl, és mas allati szévetbdl. (Cayla és mtsai, 1990,
1994, Van Hoof és mtsai, 1994, 1998, Janssens és mtsai, 1998,). A PTPA a PP2A
dimer PTPaz aktivitasat stimulalja, anélkil, hogy a Ser/Thr specifikus foszfataz
aktivitdsra hatassal lenne. A PTPA hatdsa az AB’C és az ABC trimer enzimekre
kisebb mint a dimerre, vagy egyaltalan nincs hatasa. A pontos mechanizmus még
nem ismert, de a PTPA miikddéséhez ATP/Mg®*-t igényel.

A PP2A szabalyozasa

A holoenzim aktivitasdnak szabalyozasdban fontos szerepet jatszik az
alegységosszetétel. Annak ellenére, hogy csak kétféle katalitikus alegység vehet
részt a PP2A trimer felépitésében, a kilonb6z6 A és B alegységek igen nagy
variacios lehet6séget biztositanak a holoenzim kialakitasaban, lehetévé téve a
sokféle mikédésbeli funkcié végrehajtasat. Ezen holoenzimek szama elméletileg
meghaladhatja akar a hetvenet is. A kilénbdz8 regulator alegységek meghatarozzak
a szubsztratspecifitast, igy példaul a PR55 jelenléte nélkilézhetetlen az intermedier
filamentumok hatékony defoszforildldsahoz mind in vitro, mind in situ (Turowski és
mtsai, 1999). Az alegységekkel kolcsdnhaté fehérjék jelenléte vagy hidnya
megvaltoztatja a PP2A aktivitasat. igy példaul a viralis proteinek egy része komplexet
képezhet a PP2A-val megvaltoztatva annak aktivitasat és szubsztratspecifitadsat
(Kamibayashi és mtsai, 1994).

Regulacios lehetéséget jelent a PP2A katalitikus alegységének foszforilalasa is.
A folyamat létrejohet tirozin kindzok (pp60¥"®, pp56'*) altal a >’ Tyr oldallancon, mely
a PP2Ac C-terminalisahoz kézel talalhaté és az enzim inaktivalasat eredményezi
(Chen és mitsai, 1992). Ezt fokozza a PP2A inhibitoranak, az okadansavnak a
jelenléte, ami arra utal, hogy a gatlészer nélkil a PP2Ac autodefoszforilacidval
reaktivalja dnmagat. A sejtek stimulacibja epidermalis névekedési faktor,
interleukin-1, tumor nekrézis faktor-a (TNFa) (Guy és mtsai, 1995), vagy inzulin
hatdsara (Srinivasan és Begum, 1994) szintén a PP2Ac tirozin foszforilacidjaval,
azaz az enzim inaktivaciojaval jar. A folyamat visszafordithatd, az enzim képes gyors
autodefoszforildlédasra, azaz foszfotirozin-foszfatazként (PTPase) is mikddhet.

Azonban nemcsak a PP2A Kkatalitikus alegysége, hanem a B’ csalad is
foszforildlhaté. A PR619 foszforilacidja szabalyozhatja a PP2A aktivitast in vivo, mivel
a foszforilaci6 megvaltoztatja a holoenzim szubsztratspecifitasat anélkul, hogy a B’

alegység disszocialna a trimerbdl (Usui és mtsai, 1998).
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Tovabbi poszttranszlaciés szabalyozasi lehet6éség a metilaci6. A PP2Ac C-
termindlisan talalhaté a ***TPDYFL3% motivum, mely felismerési helyként szolgal a
karboxil-metiltranszferdz  altali  karboximetilacibhoz. A metilaci6 a leucin
karboxilcsoportjan térténik. A folyamat reverzibilis, melyet egy specifikus
metilészteraz jelenléte biztosit. A metilaciét az okadansav gatolja. Ennek feltehetéen
az az oka, hogy az okadansav szintén a C-termindlis részhez kétédik, ezaltal az a
metiltranszferaz szdmara nem elérhet6. A PP2Ac metilacidjanak szintje valtozik a
sejtciklus soran. ldeiglenesen csdkkent a metilacié a Go/G1 hataron a citoplazmaban,
illetve szintén csbkkent a G1/S fazis atmenetben a sejtmagban (Turowski és mtsai,
1995). A metilacié hatasa a PP2A katalitikus aktivitasara még nem tisztazott. Egyes
kutatocsoportok megfigyelése szerint a metilacid jelentds aktivitdsnévekedést
eredményez (Favre és mtsai, 1994), masok a metilacié kdzvetlen hatasat nem tudtak
kimutatni a PP2A aktivitasara (DeBaere és mtsai, 1999), megint masok pedig a
PP2A aktivitasanak csdkkenését mutattak ki metilacié hatasara (Zhu és mtsai, 1997).
Azt viszont igazoltak in vivo eredményekkel, hogy a metilacié befolyasolja a PP2A
holoenzim Gsszetételét a retinsav altal indukalt granulocita differenciacié soran (Zhu
€s mtsai, 1997).

Az okadansav mellett t6bb vegyuletrdl is kimutattak, hogy a PP2A inhibitorai.
Sem az okadansav, sem a calyculin A (sejtpermeabilis gatlészer) nem gétolja sem az
alkalikus foszfatazokat, sem a foszfotirozin specifikus foszfatazokat. Mindkét vegytilet
kivald gatlészere azonban a PP2A-nak (IC50 érték 0.5-1 nM). A calyculin A (2 nM)
jobb géatlészere a PP1-nek, mint az okadansav (60-500 nM) (Ishihara és mtsai,
1989). A microcystin (Honkanen és mtsai, 1990) szintén kivalé géatlészere mind a
PP1-nek, mind a PP2A-nak de amig a PP2A-t mar 0.5 nM koncentracidban gatolja,
addig a PP1-re ebben a koncentraciéban alig van hatassal. A tautomycin
(MacKintosh és mtsai, 1990) a PP1 enzimet géatolja a legjobban, majd a PP2B-t, mig
a PP2A-t a legkevésbé. A nodularin (Honkanen és mtsai, 1991), ami egy
cianobaktériumbdl izolalt hepatotoxin, mind a PP1-et (IC=0.026 nM), mind a PP2A-t
(IC=1.8 nM) erésen gatolja, mig a PP2B-t kevésbé (IC=8.7 uM).

A PP2A bioldgiai szerepe

A PP2A szerkezetileg egy igen valtozatos felépitésti enzim, mely alapvet6
szerepét a fehérjék defoszforilalasaban télti be. A holoenzim varidbilisabb régidja a B
alegység, melynek tdbb csaladjat is ismerjik. A sokféleség kdvetkezménye, hogy a
PP2A sokféle biologiai folyamatban vesz részt, tdbbek kdzodtt a sejtciklusban, a
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ndvekedésben, a hésokk folyamataban, a jelatvitelben, a sejttranszformacioban, a
DNS replikaciéban vagy példaul az apoptézisban.

A sejtciklus soran nélklilézhetetlen a Go/M fazis atmenethez a Cdc2/ciklinB
komplex (MPF) jelenléte. Az MPF a p34°®? kinazbol,valamint ciklin B-bl all és részt
vesz Go/M fazis atmenetben (Dunphy, 1994). A G, fazisban a harom helyen
foszforilalt Cdc2 koétédik a frissen szintetizalt ciklin B-hez. A Cdc2 a kévetkezd

helyeken foszforilalt: Thr'®!

, ahol a foszforilaciét a CAK (Cdk-t aktivalo kinaz) végzi,
Thr'* oldallancon melynek foszforilacidjat a kettds specificitasi Myt1 kinaz végzi,
valamint a Tyr'® oldallancon, melynek a foszforilaciéjat vagy a Wee1 kinaz vagy/és a
Myt1 végzi. Ez a harom helyen foszforildlt komplex inaktiv, a neve pre-MPF. A pre-
MPF aktivacidja akkor kdvetkezik be, amikor a gatlé Thr'* és Tyr'® oldallancok
defoszforilalédnak. A defoszforilaciot a kettés specificitasu foszfataz aktivitassal
rendelkez6 Cdc25 végzi. A Cdc25 aktivitasa szintén foszforilacioval/defoszforilacioval
szabalyozott folyamat. Az enzim foszforilalt formaban aktiv. Az MPF komplex olyan
szubsztratokat foszforilal, mint a hiszton H1, laminok, a vimentin, ciklinek,
mikrotubulusokkal asszocialédé fehérjék, ami a mitdzis kezdeti folyamatait, mint a
kromoszéma kondenzaciét vagy a mitétikus orsé kialakulasat megmagyarazza. A
mitézis végén, az MPF inaktivalddik,a ciklin B szétszerelddésével és a Thr'®
oldallanc defoszforilaciéjaval. A mit6zisbdl vald kilépést szintén elésegiti az MPF
szubsztratok defoszforilaciéja (Dunphy, 1994). A PP2A-nak azt a funkciot
tulajdonitjak, hogy az MPF-et inaktiv prekurzor formaban tartva megakadalyozza a
sejtek Go-b8l M fazisba lépését (Lee és mitsai, 1991). In vitro a PP2A képes
defoszforilalni a Cdc2 Thr'®' oldallancat ezzel inaktiv allapotban tartani a Cdc2-t
(Gould és mtsai, 1991). Késébb azonban kimutattdk, hogy a PP2A a Thr'®
oldallancnak nem a direkt defoszforilaciéjaban vesz részt, hanem a
defoszforilacibhoz vezetd jelatviteli folyamatban (Lee és mtsai, 1994). Tovabba a
PP2A-nak szerepe lehet a CAK aktivitds ellen6rzésében is, hiszen a CAK felelés a
Thr'®" oldallanc foszforilaciojaért. A PP2A tovabba résztvehet a Weel kinaz
aktivitasanak szabalyozasaban is, annak direkt foszforilaciéjan keresztll (Kinoshita
és mtsai, 1993). Ezzel ellentétben kimutattak azt is, hogy a PP2A in vitro
defoszforilalhatja a Thr'* oldallancot, a Tyr'® oldallanc defoszforilaciéja nélkiil, ami a
Cdc2 részleges aktivaciéjahoz vezet (Borgne és Meijer 1996).

viszont a Cdc6 mutansokkal végzett kisérletek arra utalnak, hogy az élesztésejtek
sejtciklusa megall az S fazis elétt. A Cdc6-rol feltételezhetd, hogy a PR48-nak- ami a
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B” alcsalad egyik tagja- szelektiv szubsztratja. A PR48 overexpresszidja kétédve a
Cdc6-hoz, Gi-blokkot okoz. Feltételezik, hogy a PP2A a Cdc6-ot defoszforilalt
allapotban tartja (Yan és mtsai, 2000).

A Schizosaccharomyces pombe-ban a PP2Ac-t két gén kddolja, melyek
kiiktatasa letalis. Ha csak az egyik gént Gtétték ki, retardalt ndvekedést, csdkkent
sejtszamot, és korai belépést okozott a mitdzisba (Kinoshita és mtsai, 1990). A
B/PR55 homoldég génszinti valtozdsa hibat okozott a sejtfalszintézisben,
spéraképzésben, redukalt nGvekedéssel, és a citokinézis késésével jart (Kinoshita és
mtsai, 1996). Saccharomyces cerevisiae-ben 2 gén felelés a PP2A kddolasaért
(PPH21 és PPH22), melyek mutacidja a vad tipushoz képest abnormalis
morfolégidju  sejteket eredményezett, amely val6szinlleg a megvaltozott
citoszkeletonnak tulajdonithaté (Ronne és mtsai, 1991). A B/PR55 mutéacidja a
citokinézis elhuzédasat eredményezte (Helay és mtsai, 1991). A B/PR61 homoldg
delécibéja az éleszt6 ozmotikus és hdémérseklettel szembeni érzékenységében
mutatkozott meg (Evangelista és mtsai, 1996).

A PP2A kolcsdnhatasba léphet virdlis fehérjékkel, mint példaul polyoma kis t és
kézepes T vagy az SV40 kis t antigénekkel, befolyasolva a sejttranszformaciot. A
HIV-1 vpr fehérjéje a B/PR55-el kapcsolédva a Cdc25 defoszforilacidjat okozza
(Hrimec és mtsai, 2000).

A hésokk fehérjék csaladjanak egyik tagja a HSF2, a PP2A A alegységével
kapcsolédva megakadalyozza a katalitikus alegység kapcsolédasat, igy a PP2A
aktivitasanak csOkkenését okozza (Hong és mtsai, 1999). Kimutattdk tovabba azt is,
hogy a PP2A képes defoszforilalni in vitro a kis molekulatdmegl h&ésokkfehérjét a
HSP27-et is. Amikor a HSP27 alegységeire disszocial és a p38 MAPK jelatviteli
utvonalon keresztll foszforilalodik, ezt az aktin filamentumok stresszkabelekké
térténd 6sszerendezbédése koveti, vagyis a HSP27 részt vesz az aktin filamentumok
szerkezetének szabalyozasaban foszforilaciés és defoszforilaciés Utvonalon
keresztll (Hout és mtsai, 1997, Lavoie és mtsai, 1995., Guay és mtsai, 1997, Clerk
és mtsai, 1998, Gusev és mtsai, 2002). A HSP27 nemcsak az aktin filamentumokkal,
de a mikrotubulusokkal is asszocial HeLa sejtekben (Hino és mtsai, 2000).

A PP2A apoptoézisban (programozott sejthalalban) betbltétt szerepére utal a
kaszpaz-3-mal (Santoro és mtsai, 1998), a Bcl-2-vel (Ruvolo és mtsai, 1999, Deng és
mtsai, 1998) és az adenovirus E4orf4-el (Kleinberger és Shenk 1993, Shtrichman és
mtsai, 1999, Shtrichman és mtsai, 2000, Marcellus és mtsai, 2000) valé kapcsolata.
Két hibrid rendszerrel kimutattak, hogy a kaszpéz-3-nak az A/PR65 alegység egyik
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lehetséges szubsztratja. Jurkat sejtekben apoptoézist indukdlva a kaszpaz-3
aktivalédik és hasitja az A/PR65-6t, ami altal a PP2Ac aktivitas megnd, amit a MAPK
foszforilacios szintjének csdkkenésével mértek (Santoro és mtsai, 1998). A Bcl-2,
ami egy potencialis anti-apoptétikus faktor, Ser’® oldallancon térténé foszforilaciéval
szabalyozddik. Foszforilalt allapotban a Bcl-2 képes gatolni az apoptézist. A
defoszforilaciét a PP2A enzim végzi (Deng és mtsai, 1998). Az adenovirus E4orf4
szamos biolégiai funkciéjan kivll, képes apoptozist indukalni daganatos sejtekben.
Az adenovirus E4orf4-r6l kimutattadk, hogy képes kétédni a PP2A-val (Kleinberger és
Shenk 1993) vagy a Ba, vagy a B’ alegységeken keresztiil (Shtrichman és mtsai,
1999, 2000)

Két hibrid rendszert alkalmazva kimutattak, hogy a PP2A B/PR61a és
B’/PR61% alegységei kapcsolédva a ciklin  G-vel szerepet jatszik a DNS
degradéaciéban is (Okamoto és mtsai, 1996).

A PP2A enzim defoszforilal6 mikdédése kdvetkeztében &ltalaban az egyes
fehérjék inaktivalédnak. Szamos protein kinaz is defoszforilalédik a PP2A hatasara in
vitro és in vivo, igy pl. a foszforildz kinaz (Ramachandran és mtsai, 1987), az
ERK/MAPK-ok, protein kindz- A, B, -C, a Ca®*-kalmodulin-fiiggdé kinaz is mind
szubsztratjai az enzimnek. A PKB-t pl. in vitro a PP2A inaktivalja (Andjelkovic és
mtsai, 1996). A PP2A B/PR55 alegységet tartalmazé trimer a PKCa-t inaktivalja in
vitro (Ricciarelli és Azzi, 1998), valamint sejtkivonatban is kimutattak, hogy a
PKCa defoszforilaciéjaért felelés enzim nem mas, mint egy membranhoz koétoétt,
B/PR55 alegységet tartalmazé PP2A (Hansra és mtsai, 1996). In vitro a PP2A
defoszforilalja és inaktivalja a MEK1 kinazt és az ERK csaladhoz tartozé kinazokat,
okadansav kezelés utan viszont mindkét kinaz aktivalodik (Haccard és mtsai, 1990,
Anderson és mtsai, 1990, Gomez és Cohen, 1991, Gause és mtsai, 1993, Sonoda
€s mtsai, 1997).

Ezekkel a kiragadott példakkal szerettem volna tikrézni a PP2A biolégiai
szerepének sokrétliségét, ami korantsem fedi le az 6sszes funkciét, illetve az

alegységek szerepét a kilonféle folyamatokban.

Az endothel sejtek citoszkeletonja és a barrier funkcio

Az endothel sejtek konfluens monolayert képeznek az erek belsé falan és
szamos patolégias, és élettani folyamatban téltenek be szabalyozé szerepet. Egyik
f6 feladatuk, hogy elvalasztjak a keringé vért a szdvetektdl, és csak bizonyos
makromolekuldknak és sejteknek biztositjak az atjarast a véraram és a szdvetek
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k6z6tt. Az endothel sejtek integritasanak megtartasaban-, ami védelmet nyujt az erek
permeabilitasdnak megndvekedése és egyes gyulladasos folyamatok kialakuldsa
ellen- fontos szerepet jatszik a sejt-sejt kapcsolatok koordinalt mikédése és a
szallitoé vezikulumok sejtek kéz6tti szabalyozott mozgasa (Dejana 2004).

A vaszkularis endothelium jél mikddd barrier funkcidja az endothel sejtekben
fellépd kontraktilis és feszitd er6k egyensulyat jelzi. Ha az egyensuly a kontraktilis
er6k iranyaba tolodik el, akkor az a sejtek kézotti rések kialakuldsat eredményezi. Az
endothel monolayer integritasa, az endothel sejtek kdlcsdnhatdsa a szomszédos
sejtekkel és az extracellularis matrixszal a barrier funkcié betéltésében alapvetd
jelentéségu. A citoszkeleton elemeinek atszervezédése megvaltoztatja az endothel
sejtek alakjat és a vaszkularis permeabilitast. A kilénb6z6 bioaktiv agensek, mint pl.
trombin hatasara kialakuld barrier diszfunkciét a sejtek kdzotti rések megjelenése és
ezaltal megndvekedett vaszkularis permeabilitas jellemzi. Ebben a folyamatban
bizonyitottan szerepet jatszanak a citoszkeletonban az aktin mikrofilamentumok, az
aktin-miozin koélcsénhatas, amely foszforilaciéval/defoszforilaciéval szabalyozott
folyamat. A miozin kénnydlanc (MLC) Ser19-es oldallancan térténé foszforilacioja a
sejtek kontrakcidjat és sejtek kdzotti rések kialakulasat okozza. A foszforilaciot
elsésorban a nagy molekulatémegl (210 kDa) Ca®*-kalmodulin fliggd miozin
kénnydlanc kinaz (MLCK) katalizalja, ami nagymértékben homol6g a simaizom
MLCK-val (130-150 kDa). Az MLC defoszforilaciéjat az endothel sejtekben a protein
foszfataz 1 (miozin foszfatdz, MP) katalizélja (Verin, A.D., és mtsai, 2000 és Hirano
M., és mtsai, 1999) Az MP 130 kDa-os miozin két6 alegységét a Rho-kinaz
foszforildlja és ezdltal az MP aktivitas gatlédik (Kimura, K., és mtsai, 1996).
Simaizomban kimutattak, hogy az MP aktivitasat egy kisméretli, CP117 nevi fehérje
is gatolja, amelynek gatlé képességét a PKC enzim potencirozza (Eto, M., és mtsai,
1995). A defoszforilalt CPI117 képtelen gatolni az MLC foszfatazokat simaizomban.
Specifikus inhibitorokat hasznalva kimutattdk, hogy a CPI17-et a PP2A defoszforilalja
in vitro (Takizawa, N., és mtsai, 2002). A CPI17 jelenlétét endothel sejtekben is

leirtak (Kolosova és mtsai, 2004).

A protein foszfataz 2A és a citoszkeleton

Tobb kisérleti eredmény utal arra, hogy a PP2A szamos citoszkeleton- és a
citoszkeletonhoz asszocialédd fehérjét defoszforilal. Az intermedier filamentumban
példaul a vimentin reverzibilis foszforilacidja kulcsfontossagu az intermedier

filamentumok dinamikus atrendezédésében. Neuroblastoma sejtekben a Rho-kinaz
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foszforilalia a vimentint és ennek kovetkeztében a vimentin filamentumok
felbomlanak, a folyamatot a PP2A reverzibilissé teszi (Nakamura, Y., és mtsai,
2000). Fibroblaszt sejteket ugyancsak specifikus PP2A gatlészerrel kezelve az
intracellularis vimentin foszforilacios szintjének emelkedését talaltak és kimutattak a
1999).

A PP2A a mikrotubulusokkal és mikrotubulushoz asszocial6d6 fehérjékkel
MAP (Mikrotubules—Associated-Proteins), pl. a tau-val is kolokalizalhaté (Sontag és
mtsai, 1995, 1996, 1999, Gong és mitsai, 2000a,b, Hiraga és Tamura 2000,
Kobayashi és mtsai, 2001). A mikrotubulusok |étrej6ttéhez, a tubulinok
vitro kimutattak, hogy csak a PP2A képes defoszforilalni ezt a fehérjét (Khan, LLA., és
Luduena 1996). A MAP tau — tehat a PP2A szubsztratja- defoszforilalt allapotban
eléseqiti a mikrotubulusok 6sszerendezddését (Drewes és mtsai, 1998, Cassimeris
és Spittle, 2001). A kulénb6zé PP2A heterotrimerek kdzil a B/PR55 regulator
alegységet tartalmazé PP2A kétddése latszik bizonyitotthak a mikrotubulushoz
(Sontag és mtsai, 1995, Evans és mtsai, 2000a, Jackson és mtsai, 1997 és Hiraga
és Tamura, 2000). A mikrotubulusok és a PP2A ko-lokalizacidjat is kimutattak
kezeletlen, nem stimulalt endothel sejtekben, valamint dokumentaltdk azt is, hogy a
PP2A az endothel sejtek motilitdsat az adhéziés komplex foszforilacidéjan keresztll
szabalyozza: a PP2A gatlasa a paxillin fehérje hiperfoszforilciojat eredményezi a
szerin oldallancon, valamint a tirozin oldallancok defoszforilacidjat, a FAK/Src/paxillin
komplex szétvalasat és az Src aktivitas ndvekedését (Young és mitsai, 2002,
Kolosova és mtsai, 2003) Az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a mikrotubulusok
stabilitasanak fenntartdsdhoz szikséges a PP2A aktivitas (Kobayashi, N., és mtsai,
2001 és Merrick és mtsai, 1996) és a megfelel6 alegység Osszetétel. S. cerevisiae-
ben példaul a C-termindlis leucint, ami szikséges a B alegység koétédéséhez,
alaninra cserélve megnbvekedett az élesztésejtek érzékenysége a mikrotubulust
destabilizalé hatasokra (Evans és Hemmings 2000b).
A PP2A a MAP fehérjéken kivil a citoszkeleton mas fehérjéivel is asszocial és képes
azokat defoszforilalni. Ambach és mtsai (2000) kimutattdk, hogy egy, az aktinhoz
k6tédd fehérje a kofilin, human T limfocita sejtekben asszocidl a PP1 és PP2A
fehérjékkel. A kofilin egy aktint depolimerizalé fehérje, ami elengedhetetlentl fontos

az aktin citoszkeleton dinamikajanak fenntartasdhoz és a sejtek életben
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maradasahoz. Kimutattak, hogy a PP1 és a PP2A nemcsak kotédik a kofilinhez, de
defoszforilalja is ezt a 19 kDa nagysagu fehérjét és defoszforilacidval aktivalja azt.

lehetséges szubsztratok jelenlétét, melyek szerepet jatszanak a barrier funkcio
szabalyozasaban, akar a mikrofilamentumokon, vagy a mikrotubulusokon keresztil.
Lee és mtsai (2003) és Petrache és mitsai (2003) kimutattak, hogy a
mikrofilamentumok és a mikrotubulusok hasonléan fontos szerepet téltenek be a
citoszkeleton szerkezetének megtartdsaban endothel sejtek barrier funkciojaban,
ezért lenne értékes azonositani azokat a fehérjéket, melyek szubsztratjai a PP2A-

nak és tisztazni, hogy milyen jelatviteli itvonalon keresztil térténik a szabalyozas.

21



CELKITUZES

Az endothel sejtek kdlcsénhatasa a szomszédos sejtekkel és az extracellularis
matrixszal fiziologias funkciojuk betbltésében alapvetd jelentéségu.
A protein foszfataz 2A (PP2A) szerepe az endothel sejtek barrier funkciéjaban és a
citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban még pontosan nem ismert. A PP1
szerepét mar részletesen tanulmanyoztak, és kimutattak, hogy a miozin kénnydlanc
(MLC) defoszforilaciojat végzi, valamint a katalitikus alegység 6 izoforméja asszocial
az akto-miozin komplexszel. A PP2A-nak kdzvetlen katalitikus szerepét ugyan nem
mutattédk ki az MLC foszforilacidés szintjének kialakitasaban, de szamos irodalmi adat
utal arra, hogy endothel sejtek citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban a
PP2A tdbb szinten résztvehet. Ezért munkank célja az volt, hogy endothel modell
rendszerben tanulmanyozzuk a PP2A, a barrier funkci6 és a citoszkeleton
szabalyozasa kdz6tti kapcsolatot. Kisérleteink hozzajarulhatnak az endothel barrier
funkcié szabalyozdsanak jobb megértéséhez. Ezért az aldbbi kisérleti stratégiat
allitottuk dssze:

1. A PP2A aktivitas gatlas hatasanak tanulmanyozasa az endothel monolayerre
€s az akto-miozin szerkezetre.

2. A PP2A lokalizaci6janak vizsgalata endothel sejtekben, a mikrotubulussal
asszocialodo fehérjék kimutatasa.

3. A PP2A aktivitas gatlas hatasanak tanulmanyozasa a PP2A lokalizacidjara, a
mikrotubulusok szerkezetére.

4. A PP2A alegységek emlds expresszidra alkalmas vektor konstruktjainak és a
PP2A alegységek rekombindns adenovirus plazmidjainak elééllitasa, a PP2A
alegységek overexpresszidja marha endothel sejtvonalban (BPAEC) és human
endothel sejtvonalban (HPAEC).

5. Az overexpresszalt fehérjék lokalizacioja; az overexpresszalt fehérjék
hatasanak tanulmanyozasa a tidé artéria endothel sejtek aktin citoszkeleton és
mikrotubulus szerkezetére valamint a barrier funkciora.

6. Az overexpresszalt PP2A aktivitas gatlasa és a gatlds utani hatas
tanulmanyozasa a tudé artéria endothel sejtek citoszkeleton szerkezetére és a
barrier funkciéra.

7. Az overexpresszalt fehérjék hatasanak tanulmanyozasa a PP2A olyan
lehetséges szubsztratjainak (mint példaul HSP27 és tau) foszforildltsagara,
amelyeknek szerepe lehet a barrier funkcidban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagqok A kisérletekhez hasznalt analitikai minéségli vegyszerek a Sigmatol
szarmaznak. A koévetkezdkben felsorolt anyagokat a nevek mellett feltlntetett
cégektdl szereztik be: okadansav (Calbiochem), B-tubulin ellen termeltetett
monoklonalis antitest, HSP27 ellen termeltetett monoklondlis antitest (Covance
Research Products), BD Living Colors A.v. peptid poliklondlis GFP elleni antitest
(Clontech), c-myc specifikus monoklonalis, HA-tag specifikus poliklondlis antitest
(Santa Cruz Biotechnology), foszfo-HSP27 (Ser82) poliklondlis antitest (Cell
Signaling Technology), foszfo-tau (pS262) specifikus poliklonalis antitest (Biosource
International), Texas Red-phalloidin, Alexa 350-, Alexa 488- és Alexa 594- konjugalt
masodik antitest, fade mounting medium (Molecular Probe), pCMV-HA eml&s
expresszios vektor (3.8 kb) (Clontech), pCDNA 3.1/Myc-His A verzié (5.5 kb)
(Invitrogen), AdEasy™ Adenovirus vektor kit (Stratagene), FuGene 6 transzfekcios
reagens (Roche), Proteaz Inhibitor Koktél Set Il (Calbiochem), Rneasy kit (Qiagen).

Sejttenyésztés A marha tidé artéria endothel sejteket (BPAEC) a 8. passzalasnal

szereztik be az American Type Tissue Culture Collectiontdl (sejtvonal CCI-209), és
15-24 passzélasig hasznaltuk az irodalmi hivatkozasban leirtaknak megfeleléen
(Stasek és mtsai, 1992). A sejteket Medium 199-ben (Gibco BRL) tenyésztettik. A
médium 20% (v/v) magzati borju szérumot (Irvine Scientific), 15 ug/ml endothel sejt
ndvekedési faktort (Collaborative Research), 1% antibiotikumot- antimikotikumot
(10,000 units/ml penicillin; 10 pg/ml streptomycin; 25 pg/ml amphotericin B (K. C.
Biologicals), és 0.1 mM nem-esszencialis aminosavakat (Gibco BRL) tartalmazott. A
human tidé artéria endothel sejteket (HPAEC) a Cloneticstél rendeltiik. A HPAEC-t a
6-10 passzalasig hasznaltuk. A sejteket EBM-2 médiumban tenyésztettik. 500 ml
medium tartalmazott 10 % magzati borju szérumot, 0.2 ml hydrocortizont, 2ml human
FGF-B-t, 0.5 ml VEGF-et, 0.5 ml R®- IGF-1-et, 0.5 ml aszkorbinsavat, 0.5 ml human
epidermalis ndvekedési faktort (EGF), 0.5 ml GA-1000-et, 0.5 ml heparint (Clonetics).

Az AD-293 sejtvonalat a Stratagenetél rendeltik, amit a HEK293 (human
embrionalis vesesejtek) sejtvonalbdl fejlesztettek tovabb. Az AD-293 sejtek a
HEK293 sejtekhez képest jobb sejtadhéziés tulajdonsagokkal rendelkeznek,
hatékonyabb termelését biztositva ezzel a rekombinans adenovirus részecskéknek.
Az AD-293 sejtek a HEK293 sejtekhez hasonléan rendelkeznek az E1 adenovirus

génnel (a virusrészecskék 6sszerendezédéséért felelés), igy abban az esetben
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amikor a sejteket olyan adenovirus vektorral transzfektaljak, melyekbél hianyzik az
E1 gén, a sejtek képesek elballitani a fert6z6 virusrészecskéket. A sejteket DMEM
médiumban tenyésztettik. A médium tartalmazott 4.5 g/L glikdzt, 110 mg/L Na-
piruvatot, 2 mM L-glutamint, 10 % magzati borju szérumot. A sejteket felhasznalasig
37°C-on, 5%-0s CO, termosztatban tartottuk.

HUVEC cDNS kényvtar szirése A HUVEC cDNS koényvtar szirését az irodalmi
hivatkozasban leirtak szerint végeztiik el (Csortos és mtsai,1999). Random hexamer
és oligo dT primerekkel készult HUVEC A gt 11 cDNS kényvtar (Dr. David Ginsburg,
Ann Arbor, USA) 10° klénjat szirtilk a PP2A katalitikus (C) és regulator (A)
alegységére. Az RT-PCR reakcioban eléallitott PP2Ac, illetve a 850 bp-os névényi A

alegység homoldg (Dr. Dombréadi Viktor, DE OEC, Debrecen) DNS probat random
primerekkel radioaktivan jeloltik, és 55°C-on hibridizaltuk a nylon membréanon
immobilizalt kényvtar klénokkal (1-2x10° cpm/ml hibridizaciés puffer). Az
aspecifikusan kotédott probat 2x SSC-vel tavolitottuk el 60 °C-on. A pozitiv jeleket
autoradiografiaval detektaltuk. Haromszoros szliréssel tiz PP2Ac és két A alegység
fag-klont izolaltunk. A klonokat szekvenalassal ellenériztik és a hibatlan PP2Ac és
PP2Aa cDNS kodolé szekvenciakat emlés expressziés vektorokba szubklénoztuk.

Emlés expresszids plazmidok HUVEC lambda fag preparatum templattal a PP2Ac-
t (930 bp), a PP2Aa-t (1770 bp) és a PP2Aan-t (as 1-385, 1185 bp) a kodold

szekvenciakra specifikus  primerparok felhasznalasaval PCR reakcidban

sokszorositottuk. A specifikus oligonukleotid primerparok 5 vége a kdvetkezd
restrikcids hasitasi helyeket tartalmazta a PP2Ac esetében:

Sal | (5-TTGGTCGACCATGGACGAGAAGGTG-3),

Kpn | (5-GGGCGGTACCTTACAGGAAGTAGTCTG-3’); a PP2Aa esetén:

Kpn | (5-AAGCATGGTACCATGGCGGCGGCCGAC-3),

Xba | (5-GGGCTCTAGAGGCGAGAGACAGAACAG-3’); a PP2Aay eseten:

Kpn | (5-AAGCATGGTACCATGGCGGCGGCCGAC-3)),

Xba | (5-AGGGCCCTCTAGAAATCACCTCGTTCACACA-3)).

A PCR termékeket a pCMV-HA (3.8 kb) és a pcDNAS3.1/Myc-His(+) A verzi6 (5.5 kb)
emlds expresszids vektorokba szubklonoztuk. A konstruktok szekvencidit €s a nyitott
olvasési keret helyességét szekvenalassal ellenériztik. A vad tipusu c-Cbl
expresszidos konstruktot Dr. Y. Yarden (Weitzmann Institute, Rehovot, Izrael)
bocsétotta rendelkezéslinkre.
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Transzfekcid A sejteket 70 % konfluencia eléréséig szdvettenyészté edényekben

tenyésztettlik, majd inkubaltuk a PP2Ac vagy a PP2Aa alegységek, vagy mindkét
alegység konstruktjdval FuGene 6 transzfekcidos reagens (Roche) jelenlétében
kdévetve a termékre vonatkozé leirast. Transzfekcié utan a sejteket 24 6ran vagy 48
6ran keresztill inkubaltuk (37°C, 5% CO, termosztat), majd mostuk haromszor 1x
PBS-sel (10 mM KH,PO4/K;HPQO4, 2.7 mM KCI, 137 mM NaCl, pH 7.4), és tovabbi
kisérleteinkhez hasznaltuk fel.

In vitro foszfataz aktivitas meghatarozasa transzfektalt sejtekben A 24 vagy 48

Oras poszttranszfekciés inkubélasi id6 lejarta utan a sejteket haromszor mostuk 1x
PBS-sel, majd a sejtekhez lizis puffert adtunk (50 mM Tris, pH=7.5, 0.1mM EDTA, 28
mM 2-ME, hasznalat el6tt csak a felhasznalt térfogathoz adtunk 0.5 mM PMSF-t és 2
mM bezamidint), majd a sejteket szonikélassal feltartuk. Feltards utan a foszfataz
aktivitds meghatdrozasahoz a mintakat huszszorosara higitottuk a 20 mM Tris-HCI-t
(pH=7.4), 0.1% 2-ME-t és 1 mg/ml| BSA-t tartalmazé pufferrel. A foszfataz aktivitast 5
uM [*2P]-MLC20 szubsztrattal hataroztuk meg. In vitro kériilmények kdzoétt az MLC20
mind a protein foszfataz 1 (PP1), mind a protein foszfataz 2A (PP2A) szubsztratja.
Ahhoz, hogy a két enzim aktivitasat elkllénithessik 1 nM okadansavat (specifikus
protein foszfataz gatlészer) hasznaltunk, ami ebben a koncentracidban csak a PP2A-
t gatolta. A reakciét a szubsztat hozzaadasaval inditottuk és 10 percig 30°C-on
inkubaltunk. A foszfataz reakciét (50 ul reakcidelegy) 200 ul 10% TCA
hozzdadaséaval allitottuk le és a fehérjék kicsapasanak el6segitésére az elegyhez
200 ul 6 mg/ml BSA oldatot is adtunk. A kihasitott **P-ot a kicsapoédott fehérjék
centrifugaladssal térténd elvalasztasa utdan 400 ul fellliszobol hataroztuk meg
szcintillaciés szamlaloban. A foszfataz aktivitas valtozdsat a kontroll mintakhoz

hasonlitva (a kontrollt 100%-nak véve) szazalékosan adtuk meg.

Adenovirus plazmidok Plazmid templattal a PP2Ac-t (930 bp), a PP2Aa-t (1769 bp)
a kodol6 szekvenciara specifikus primerparok felhasznaldsaval PCR reakcidban

sokszorositottuk. A specifikus oligonukleotid primerparok 5 vége a kovetkezd
restrikcids hasitasi helyeket tartalmazta:

a PP2Ac esetében

Eco RV (5-TGATATCCGATGTACCCATACGAT-3)

Sal | (5-GCGTCGACCTTACAGGAAGTAGTC -3)),

a PP2Aa esetén
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Eco RV (5-ATTGATATCCGATGGCGGCGGCC-3)

Xho |1 (5-GCTCTCGAGGGCGAGAGACAG-3)).

A PCR termékeket a pShuttle-lIres-hrGFP-2-HA adenovirus vektorba szubkldénoztuk.
A plazmidokat szekvenalassal ellenériztik. A rekombinans adenovirus plazmidokat
homolég rekombinaciéval hoztuk Iétre a fenti plazmidok és a pAdEasy-1 virus DNS
plazmid felhasznalasaval kdvetve a termékre vonatkozo6 leirast (Stratagene). A
rekombinans adenovirus konstruktokat restrikcios hasitassal ellendriztik.
Kontrollként pShuttle-CMV-lacZ-pAdEasy-1 konstruktot hasznaltunk, amit a fenti
rekombinans plazmidokhoz hasonléan allitottunk elé.

Rekombinans adenovirus sokszorositasa és tisztitasa A rekombindns adenovirus

sokszorositasat és tisztitasat az irodalmi hivatkozasban (He és mitsai, 1997),
valamint az AdEasy™ Adenovirus vektor kit-ben (Stratagene) leirtaknak megfeleléen
végeztik kevés mobdositassal. A tisztitott rekombinans plazmidokat Pac I restrikcios
enzimmel linearizltuk, etanollal precipitaltuk, majd transzfektaltuk 50-70%
konfluenciajui AD293 sejtekbe (2x 10° sejt/ T-25 flaska). A transzfekciéhoz
Lipofectamine vagy FuGene 6 transzfekcidos reagenst hasznaltunk OptiMEM
transzfekciés médiumban, a termékre vonatkoz6 leiras alapjan. A transzfekcid
sikerességérdl a GFP expresszidjanak ellenérzésével gybzddtink meg, amihez
Nikon faziskontraszt mikroszképot hasznéltunk. A transzfekcidé utani 7-10. napon a
sejteket felkapartuk, centrifugalassal 6sszegydjtéttik és 2 ml steril 1x PBS-ben vettik
fel. Majd a sejteket lizaltuk, négyszer ismételve a fagyasztast (szarazjég/methanol),
olvasztast (37°C-os vizflirdd) és a vortexelést (15 masodperc, szobahdn).
Cenrtifugalassal (1000 rpm, 5-10 perc, 4°C) eltavolitottuk a sejttdrmeléket, és a
fellluszo6t- ami a rekombindns adenovirust tatalmazta- hasznaltuk a tovabbiakban.
Az igy nyert virusszuszpenzionak 30-50%-val Gjra AD293 sejteket fertéztliink meg. A
sejteket 2-3 nappal a fert6zés utan gyujtéttik 6ssze és a fenti modszert kdvetve
tisztitottuk az an. elsédleges virusszuszpenziot. Az elsédleges virusszuszpenzid
titere 107-10® pfu/ml volt. Minden egyes sokszorositassal a virustitert tizszeresével
névelhetjuk. Ahhoz, hogy a virusszamot tovabb ndveljik a tovabbiakban a T-25-6s
flaska helyett T-75-0s flaskat hasznaltunk. Kétszer ismételve a virusfert6zést T-75-6s
flaskakat hasznalva, magas titer( tisztitott virust allitottunk elé a kévetkezéképpen: a
flaskakbél a sejteket centrifugalassal 6sszegydjtottik (5 perc, 500 g), majd az
Osszegyljtott sejteket 8 ml steril 1x PBS-ben vettlik fel és négyszer ismételtik a
fagyasztast (szarazjég/methanol), olvasztast (37°C-os vizfiirds) és a vortexelést (15
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masodperc, szobahén). Cenrtifugalassal (6000 rpm, 5 perc, 4°C) eltavolitottuk a
sejttérmeléket, és a felllusz6hoz- ami a rekombinans adenovirust tartalmazta- 4.4 g
CsCly-ot adtunk és gradiens ultracentrifugalassal (32 000 rpm, 10°C, 7 6ra) nyertiik
a tisztitott virust. Ultracentrifugalas utan elklldnitettik a tisztitott virust és dializaltuk
haromszor harom 6éran keresztil TD pufferrel szemben (137 mM NaCl, 6 mM KCl,
0.7 mM NaxHPQOy4, 25 mM Tris-HCI Ph 7.5, ami tartalmazott 1mM CaCl,-ot és 1TmM
MgClz-ot). A tisztitott virust 10 mM Tris-t, pH 8.0, 100 mM NaCl-ot, 0.1% BSA-t, és
50% glicerolt tartalmazé steril pufferben vettiik fel és -20°C vagy -70°C-on taroltuk. A

végleges virustiter 10'°-10"" pfu/ml volt.

Endothel sejtek fert6zése tisztitott rekombinans adenovirussal A tisztitott virust

kilénb6zé higitasokban hasznaltuk, hogy ellendrizzik a fertézés hatékonysagat. A
virust szérummentes médiumban higitottuk. A HPAE vagy BPAE sejteket 90%-0s
konfluencia elérése utan fertéztiik meg, majd inkubaltuk egy 6ran keresztil 37°C-on,
5 % CO, termosztatban. Az inkubalas utan a szérummentes médiumot komplett
médiummal egészitettik ki (lasd: Anyagok és Mdbdszerek/Sejttenyésztés) és egy
éjszakan keresztill inkubaltuk (37°C, 5 % CO, termosztat) a sejteket a virussal. Majd
Ujra cseréltik a médiumot, amit egy 24 6ras inkubalas (37°C, 5 % CO, termosztat)
kdvetett az altalunk vizsgalni kivant fehérjék expressziojanak eléréséhez. A PP2Ac

s sz

gy6zédtink meg.

Transzendothel elekiromos ellenallasmérés (TER) A sejtek barrier funkcidjanak

tanulmanyozasasra, nagy érzékenységil biofizikai mérést (Applied Biophysics, Troy,
NY, USA) hasznaltunk az irodalmi hivatkozasokban leirtaknak megfeleléen (Garcia
és mtsai,1997, Schaphorst és mtsai, 1997). A sejteket arany elektréddal (10 cm?)
ellatott szdvettenyészté edényekben tenyésztettik és elektrolitként a tenyésztd
médiumot hasznaltuk. A total elektromos ellenallast a teljes monolayeren keresztl
mértik, a meghatarozasat Ugy végeztik, hogy mértik a sejtek bazalis felszine és az
arany elektrédok kozétti ellendllast figyelembe véve a fokdlis adhéziot és a sejtek
egymas kozoétti ellenalldsat. Amikor a sejtek kitapadnak a mikroelektrédra a TER
megnovekszik, ellenben amikor a sejtek lekerekednek, elvalnak a felszintdl, vagy
csOkken az adhézios készségik, a TER lecsdkken (Giaever és Keese 1993). Az
arany elektrédok és a nagyobb mérdelektréd (1 cm?) egy erdsitéhdz (5301A; EG&G
Instruments, Princeton, NJ, USA) ill. egy el6er6sitéhdz csatlakozik (5316A; EG&G
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Instruments). A beérkezett jeleket egy Pentium 100 MHz-es szamit6gép alakitotta at
és dolgozta fel. Csak azoknak a tenyészt6edényeknek az eredménye Kkerilt
feldolgozasra, melyekben a sejtek ellendllasa nem érte el az 1000 Q-ot. Az
ellenallasértékeket normalizaltuk, az irodalmi hivatkozasban leirtaknak megfeleléen
(Garcia és mtsai, 1997).

Endothel sejtek frakcionalasa A frakcionalast kétféle modszert kovetve valdsitottuk

meg. Az els6 moddszer lehetévé teszi, hogy elkildonithessiik a mikrotubulusban
gazdag (MT), citoszkeleton (F-aktin gazdag), és a citosz6l frakciokat, melyet az
irodalmi leirasnak megfeleléen végeztink (Verin és mtsai, 1998, da Costa és mtsai,
2000). Az EC monolayert 1x PBS-sel mostuk, majd a sejteket 30 percig jégen
inkubaltuk, hogy el6segitsiik a polimerizalt tubulin kicsapddasat. Az inkubalas utan a
sejteket felkapartuk, és reszuszpendaltuk lizis pufferben, ami tartalmazott PEM-et (35
mM Pipes pH 7. 4, 1 mM EGTA, 5 mM MgSQOy,), 50 mM NaF-t, 0.4 mM NazVOg-t, 1
mM DTT-t és protedz inhibitor koktélt (Protease Inhibitor Cocktail Set llI,
Calbiochem). A sejtlizatumot 26 G fecskend6vel homogenizaltuk. A sejttérmeléket
centrifugalassal tavolitottuk el (800g 10 perc, 4°C). A feliiliszét tovabb centrifugaltuk
30 percig 92,000g-n, 4°C-on. A centrifugalas utan nyert pellet a citoszkeleton frakcié
(CSK). Az MT frakcioét a fellluszébdl nyertik ki, 20 uM taxol és 1 mM GTP
jelenlétében 37°C-on, 1 6ran keresztill polimerizaltuk, majd 20 % szachar6zt, 1 mM
DTT-t, proteaz inhibitor koktélt 0.4 mM NaszVO4-t és 20 uM taxolt tartalmazé PEM-et
adtunk és centrifugalassal (92 000g, 30 perc, szobahémérséklet) 6sszegyjtottik az
MT frakciot.

A masik médszerrel a citoszol, a tubulin, az aktin és az intermedier filamentum
(vimentin) gazdag frakciokat kildnitettik el (Ding és mtsai, 1996). A sejteket EGTA-t
és 2 mM bisz-etilén glikolt tartalmazé 1x PBS-ben 10 percig 37°C-on inkubaltuk.
Majd a sejteket centrifugalassal (800g, 5 perc) O6sszegyijtéttik és citoszkeleton-
stabilizalé pufferben (CSK), ( 10 mM Pipes, pH 6.8, 250 mM szukréz, 3 mM MgCl;,
150 mM KCI, 1mM EGTA, 1mM fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF)
reszuszpendaltuk. A citoszol frakciot centrifugalassal kilénitettik el (14,0009, 10
perc, szobahd) miutan 5 percig szobahén inkubaltuk lizis pufferben, ami 0.15 %
Tritont tartalmaz6é CSK puffer volt. Centrifugalas utan a nyert felGliszé tartalmazta a
citoszél frakciét. A pelletet haromszor mostuk lizis pufferben 37°C-on, majd a tubulint
depolimerizaltuk Ggy, hogy a mosott pelletet 4°C-ra hiitéttik le 20 percig lizis
pufferben. A mintat centrifugaltuk 4°C-on 10 percig 14,0009-n, majd tovabbi
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kisérleteinkhez a tubulinban (T) gazdag fellluszét hasznaltuk. Az aktinban gazdag
pelletet kétszer mostuk hideg lizis pufferrel, majd szollubilizaltuk CSK pufferrel, ami
tartalmazott 0.6 mM KCI-t, 0.2 mg/ml DNazt és10 mM MgCl,-t. Az aktinban gazdag
frakciét (A) (a centrifugalas utan a pellet tartalmazta) az intermedier filamentumokban
gazdag réqiotél (vimentin, V) (a centrifugaldas utdn a fellluszé tartalmazta)
centrifugalassal valasztottuk el (14,0009, 20 perc, 4°C).

YN

(Laemmli, 1970). A sejteket 1x PBS-sel mostuk, majd kétszeres tdménységli SDS
mintapufferben felkapartuk és 6sszegylijtottik. A sejteket a kétszeres téménységi
SDS mintapufferben 5 percig 100°C-ra hevitettiik, majd a gélre 20-25 ul fehérje
mintat vittink fel. A fehérjéket a gélbdl nitrocellul6z membranra blotoltuk 250mA
aramerdsséggel, 90 percig, folyamatos hitést alkalmazva. A membran nem
specifikus kétéhelyeinek blokkolasasra 5 % sovany tejport és 0. 1 % Tween 20-at
tartalmazé TBS-t (25 mM Tris-HCI (pH=8), 136 mM NaCl, 2 mM KCI) hasznaltunk. Az
elsédleges antitestekkel a membrant 120-180 percig, a masodlagos antitestekkel 60
percig inkubaltuk. Az antitesteket 1 % sovany tejport és 0.1 % Tween 20-at
tartalmazé TBS-ben oldottuk. Az elsédleges antitestek kimutatasara peroxidazzal
kapcsolt masodlagos antitesteket, a keresztreakciok detektalasara
kemilumineszcencian alapul6 (ECL) reagenst hasznaltunk.

Immunofluoreszcencia A 12 lyukl szdvettenyésztd edényben, fedblemezeken

tenyésztett sejteket 1x PBS-ben 3. 7%-os formaldehiddel fixaltuk 10 percig 4°C-on,
majd haromszor mostuk 1x PBS-sel és 0. 2 %Triton X-100-at tartalmaz6 PBST-ben
permeabilizaltuk 30-60 percig szobahén. Permeabilizalas utdn 2 % BSA-t tartalmazé
PBST-ben blokkoltuk 30 percig szobahén. Az elsédleges antitestekkel a sejteket 60
percig inkubaltuk szobahdén blokkolé oldatban. Immunodetektalasra Alexa 350-,
Alexa 488- és Alexa 594- konjugalt masodik antitesteket hasznaltunk. Az F-aktin
kimutatdsasra Texas Red-phalloidint alkalmaztunk. A metszeteket Nikon
faziskontraszt inverz mikroszképpal és Zeiss LSM 410 konfokalis 1ézermikroszkoppal
vizsgaltuk.
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EREDMENYEK

A PP2A aktivitas gatlas hatasa az endothel monolayer elektromos ellenallasara

és az F-aktin szerkezetére

Szamos munkacsoport dokumentalta a PP2A és a mikrotubulusok kétédését.
Sontag és mtsai immunofluoreszcens kisérletekben kimutattak a PP2A jelenlétét a
mikrotubulusokon mind ideg-, mind nem ideg sejtekben. A PP2A in Vvitro
reverzibilisen kétddik a mikrotubulusokhoz, és a citosz6l kivonatban talalhaté PP2A
kb. 75 %-a kapcsolédik az MT-hez.

A. B.
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3. abra. A PP2A aktivitas gatlas és/vagy a mikrotubulus (MT) destabilizacié hatasa az endothel
monolayer elektromos ellenallasara (TER).

Koncentracié figgd permeabilitdsvaltozas marha tid6 artéria (BPAEC) és huméan tiddé artéria
(HPAEC) endothel monolayeren. A permeabilitdst a maximalis vélasz %-ban adtuk meg (A és B
panel). C panel: A BPAEC monolayert 0.1 % DMSO-val (kontroll), vagy 5 nM okadansavval
elékezeltik komplett médiumban, majd 0.2 uM nokodazolt (ND) adtunk a sejtekhez. A TER-t 16 6ran
keresztll mértik az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtak szerint. A nyilak az agonistak
hozzaadasat jeldlik.

Bar a mikrotubulusok (MT) szerepe a sejtek kontrakcidjdban kevésbé
tisztazott, ismert, hogy mind simaizomban, mind endotheliumban a mikrotubulus
destabilizalasa olyan jelatviteli palyat indit el, amely magéban foglalja a Rho- kinazt
és a mikrofilamentumokkal kapcsolatot teremtve kontrakciét valt ki (Verin és mtsai,
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2001). Megvizsgaltuk, hogy a PP2A gétlasa, hogyan befolyasolja a mikrotubulusok
nokodazol (MT depolimerizaciot kivalté vegyulet) altal kivaltott destabilizaciojat.

A 3. abra azt mutatja be, hogy a nokodazol dézisfiggéden, mind marha (BPAEC),
mind human (HPAEC) tidd artéria endothel sejtekben jelentésen megndvelte a
sejtek permeabilitasat (csdkkentette a monolayer elektromos ellenallasat). A
transzendothel elektromos  ellenallasmérést  arany  elekirédokkal ellatott
tenyésztbedényekben végeztik. A sejtek kitapadasa, a monolayer kialakulasa utan,
a monolayer ellenallasanak valtozasat az arany elekirodok segitségével,
szamitégépen rogzitettiik.

B. +Okadainsav, 5 nM

C. +Nokodazol, 50 nM

4. abra A PP2A aktivitas gatlas fokozza a nokodazol hatasat a sejtek k6z6tti rések kialakulasara
endothel monolayeren.

A HPAEC monolayert 0.1% DMSO-val (A, C panel), vagy 5 nM okadansavval (B, D panel)

elékezeltik 1,5 6ran keresztiil, majd 50 nM nokodazolt adtunk a sejtekhez (C, D panel). A kezelés

utan a sejteket fixaltuk és F-aktinra festettik az Anyagok és Mddszerek fejezetben leirtak szerint. A

nyilak a sejtek kézotti réseket jeldlik.

Abban az esetben, ha a sejtek permeabilitdsa megnétt, a monolayer elektromos
ellendllasa lecsdkkent, amit a szamitégép regisztralt. A maximalis valaszt BPAEC-
ben 5 uM-nal (3A abra), HPAEC-ben1 uM-nal (3B &bra) kaptuk. Okadansav, a PP2A
specifikus gatlészere (Cohen és mitsai, 1990), 5 nM koncentracibban nem
befolyasolta az endothel sejtek barrier funkcidjat, viszont a nokodazol (1uM) hatasat
fokozta (3C abra).

Eredményeinket  immunofluoreszcens  vizsgélatokkal is  szerettlk  volna
alatamasztani. A metszeteket elézetes kezelések utdn az Anyagok és Modszerek
cim( fejezetben leirtaknak megfeleléen készitettlk. A 4B abran jél lathato, hogy 5
nM okadansav (OA) kezelést (Wera és Hemmings, 1995) kdvetden a sejtek a kontroll
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sejtekhez (4A abra) hasonlé F-aktin szerkezetet mutattak, és sejtek kozotti rések
kialakulasa sem figyelhet6 meg. Nokodazol kezelés (4C &bra) (50 nM) hatasara
azonban, a sejtek kdzotti rések megjelenése és stresszkabelek kialakulasa figyelhet6
meg.

Ha a sejteket nokodazol kezelés el6tt okadansavval el6kezeltik (4D abra)
megfigyelhettlik, hogy az okadansav fokozta a nokodazol hatasat a sejtek kozotti
rések és a stresszkabelek kialakulasaban.

Ezek az eredmények a PP2A részvételére utalnak az endothel sejtek mikrotubulus-

medialt barrier funkci6é szabalyozasaban és a citoszkeleton Ujrarendezédésében.

Szeril/Treonil specifikus protein foszfatazok lokalizacioja endothel sejtek

szubcellularis frakcioiban

Annak megerdsitésére, hogy a PP2A endothel sejtekben is kétédik a
mikrotubulusokhoz seijtfrakcionalast végeztiink az Anyagok és Mddszerek/Endothel
sejtek frakcionalasa cimi fejezetben leirtaknak megfeleléen, amit Western blot
kdvetett. Citosz6l (CSL), mikrotubulusban gazdag (MT), és citoszkeleton (CSK) F-
aktin gazdag frakcidokat kuldnitettink el. Ahhoz, hogy meggy6z6djink a modszer
helyességérél elészér B-tubulin és tau elleni specifikus antitesteket hasznaltunk az
MT frakci6é vizsgalatakor. Western-blottal kimutattuk (5A abra), hogy az MT frakcid
gazdag mind B-tubulinban, mind tau fehérjében, megerésitve ezzel a frakcionalasi

mabdszer hitelességét.
A. B.

Szubcellularis frakcio Szubcellularis frakcié
W 09‘6 v

A T ocsL Vv
Tubulin | S - PP1 .--._

Tau |- - PP2A - . ._
PP2A | W— -—
PP25 | .

HSP27 | -

5. abra Szeril/Treonil specifikus protein foszfatazok lokalizacidja endothel sejtek szubcellularis
frakcidiban.

A panel: Az Anyagok és Mddszerek fejezetben leirtaknak megfeleléen preparalt sejtfrakciok (MT, F-
aktin gazdag citoszkeleton CSK és citoszdl CSL) fehérjéit 10%-0os SDS-PAGE-sel elvalasztottuk és
nitrocelluléz membranra blotoltuk. A fehérjéket B-tubulin, tau-, PP2A- és HSP27- elleni specifikus
antitestekkel detektaltuk. B panel: Az Anyagok és Mdbdszerek fejezetben leirtaknak megfeleléen
preparalt sejtfrakciok (aktin gazdag, tubulin gazdag, citosz6l CSL és intermediate filamentumok-
vimentin gazdag) fehérjéit 10%-os SDS-PAGE-sel elvalasztottuk és nitrocelluléz membranra blotoltuk.
A fehérjéket PP1-, PP2A- és PP2B- elleni specifikus antitestekkel detektaltuk.
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Az 5A abra bemutatja azt is, hogy a PP2A jelentés része, és a HSP27-kis
molekulatémegl hésokk fehérje, a PP2A egyik lehetséges szubsztratja is jelen van
az MT frakcibban, ami szintén ezen fehérjék szoros kapcsolatara utal a
mikrotubulusokkal az endothel sejtekben. A masik frakcionalasi médszert- ahol aktin
(A), tubulin (T), vimentin (V) gazdag és citosz6l (CSL) frakciokat valasztottunk el-
koéveté Western blottal (5B abra) ujra igazoltuk azt, hogy a PP2A szorosan kétédik a
tubulinhoz. Megvizsgaltuk masik két szeril/treonil specifikus protein foszfataz a PP1
és PP2B megoszlasat is. Az immunoblot kisérlet (5B abra) azt mutatta, hogy a PP1
minden frakciéban eléfordult, mig a PP2B az aktin (A) és vimentin (V) gazdag
frakcidkban volt nagy mennyiségben jelen. Ezek a kisérleti eredmények igazoltak a
PP2A specifikus és szoros kétédését a mikrotubulusokhoz és ezzel feltételezhetjik a
PP2A szabalyoz6 szerepét endothel sejtek citoszkeleton szerkezetének
szabalyozasaban.

A PP2A lokalizacioja HPAE sejtekben

Miutan a fenti eredmények bizonyitjak a PP2A aktivitas és az endothel sejtek

citoszkeletonjanak egyik eleme- a mikrotubulusok - ko6z6tti kapcsolatot, a
kdévetkez6kben megvizsgaltuk, hogyan hat a PP2A aktivitas gatlasa (OA-val) a PP2A
és az MT elrendezédésére. Immunofluoreszcens eredményeink a PP2A és az MT
hasonlé elrendezddését mutattdk kezeletlen HPAEC-ben (6A,C abrak).

Kontroll

PP2A
6. abra A PP2A lokalizacioja HPAE sejtekben.
A HPAE sejteket 0.1% DMSO-val (kontroll, A, C panel), vagy 5 nM okadansavval kezeltik (B, D
panel) masfél 6ran keresztil. A sejteket kezelés utan fixaltuk és az Anyagok és Mddszerek fejezetben
leirtak szerint immunofluoreszcens festést végeztiink. A, B panel: A sejteket B-tubulin elleni specifikus

PP2A
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monoklonalis antitesttel inkubaltuk. C, D panel: A sejteket PP2A elleni specifikus monoklonalis
antitesttel inkubaltuk. A kinagyitott felvételek az endothel sejtek periférias régidit mutatjak.

Ha gatoltuk a PP2A aktivitast okadansavval (5 nM, 1,5 6ra), megfigyelhettik a
periférias mikrotubulusok felbomlasat, amit a PP2A szabalytalan eloszlasa kisért
(6B,D éabrak), amibél arra kdvetkeztettiink, hogy a PP2A aktivitds gatlasa utan a
PP2A disszocial a mikrotubulusokrol.

Az okadansav azaltal, hogy gatolja a PP2A aktivitasat el6idézi annak sejten beliili
hogy a PP2A aktivitds részt vesz a mikrotubulusok szerkezetének stabilizadlasaban,
feltehetden a tau fehérje defoszforilacidjan keresztul.

A PP2A alegységek kldnozasa és overexpresszidja

Ahhoz, hogy a PP2A pontos szerepét tisztazhassuk az endothel sejtek barrier
funkcidjanak, és a citoszkeleton elemeinek, mind a mikrotubulusok, mind az aktin
elrendez6désének szabalyozasaban, a PP2A katalitikus és regulator alegységeinek
koédolé szekvenciait emlés expresszids vektorokba szubklonoztuk, HUVEC cDNS
kényvtar sikeres szlirése utan az Anyagok és Modszerek cimi fejezetben leirtaknak
megfeleléen. A szekvenciat restrikcids elemzéssel és szekvenalassal ellendriztik. A
PP2A A regulator alegység klénban harom nukleotid eltérést azonositottunk a
BC001537 emlés/human nukleotidsorrendhez képest, ami egy aminosav (D helyett
V) kllénbséget jelentett a fehérjeszekvencidban a 315. pozicibban (AAH01537). A
PP2A C katalitikus alegység klonban két nukleotid eltérést azonositottunk,
Osszehasonlitva az NM002715 human szekvenciaval, ami az
aminosavszekvencidban nem okozott eltérést (NP002706). Az eml6s expresszids
konstruktokkal HPAEC-t tranziensen transzfektaltunk az  Anyagok és
Modszerek/Transzfekcio fejezetben leirtaknak megfeleléen és overexpresszaltuk a
PP2Aa-t és PP2Ac-t. A Western blot (5. abra) a transzfekcié optimalis kértilményeit
mutatja: az optimalis transzfekciés arany a PP2Aa konstrukt esetén 3:2 volt (ul
transzfekcidés reagens: ug DNS) 24 6ras poszttranszfekcids inkubalasi idével (7A
abra), a PP2Aay konstrukt esetén 3:1 vagy 6:1 arany, 48 6ras inkubalasi idével (7B
abra), mig a PP2Ac konstrukt esetén a vizsgalt aranyok és inkubalasi id6 kozdl
valamennyi vizsgalt kérilmény megfeleld volt a transzfekcidhoz (7C abra). Tovabbi
kisérletekhez a 3:2 aranyt és a 24 6ras inkubalasi id6t hasznaltuk a PP2Aa és a

PP2Ac esetében, 48 6ras inkubalasi id6t és 3:1 aranyt a PP2Aay esetén.
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7. abra A PP2A alegységek transzfekcidjanak optimalizalasa HPAEC-ben.
Western immunoblot a PP2Aa (A), a PP2Aay (B) és a PP2Ac (C) alegységek overexpresszidja utan
HPAEC-ben. A transzfekciét az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtak szerint végeztik.

A kdvetkezd kisérletsorozatban azt kivantuk tisztazni, hogy az overexpresszalt
PP2A rendelkezik-e katalitikus aktivitassal.
A foszfatdaz aktivitAsméréshez a PP2A katalitikus alegységével (C), az A
alegységgel, a katalitikus és A alegységekkel egyutt, valamint kontrollként az Ures
vektorokkal végeztik az endothel sejtek transzfekcidjat. Tovabbi kontrollként pedig
nem transzfektalt sejteket is hasznaltunk. A transzfekciét és a 24 dras inkubalast
kbvetben a sejteket lizaltuk az Anyagok és Modszerek cimi fejezetben leirtak szerint
és a teljes sejtkivonat foszfatdz aktivitasat mértik. Az alkalmazott P-MLC
szubsztratot in vitro mind a PP1, mind a PP2A enzim képes defoszforilalni. Ezért a
kétféle aktivitas megklldnbdztetésére effektorként 1 nM okadansavat (OA)
hasznaltunk. Az OA nanomélos koncentraciéban gatolja a PP2A-t, a PP1 aktivitast
viszont ebben a koncentracibban nem befolyasolja (Cohen és mtsai, 1990).
Parhuzamos méréseket végeztink ugy, hogy az egyik sorozatunkhoz nem adtunk
gatlészert, a masik sorozathoz pedig igen. Effektor tavollétében mértik a PP1 és
PP2A egylttes aktivitasat. 1 nM okadansav jelenlétében pedig csak a PP1 aktivitasat
mértik. Igy a kapott eredmények kiildnbségébdl kovetkeztettink a PP2A
aktivitasara. Az 1. tablazat eredményei azt mutattak, hogy a PP2A aktivitas 30-50%-
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os emelkedése figyelhetd6 meg a PP2Ac-vel transzfektalt sejtek kivonatadban, a
kontrollhoz képest.

PP2A % aktivitas
Kontroll 100 16
Vektor 141 £10
PP2Ac 207 £ 14
PP2Aa 150 + 11
PP2Aa+c 234 +18

1. tablazat PP2A aktivitds mérése az overexpresszalt PP2A-t tartalmazo sejtek teljes
lizatumaban.

A protein foszfataz 2A overexpresszido hatasa az endothel sejtek aktin

citoszkeleton szerkezetére

Jél ismert tény, hogy, az aktin citoszkeleton fontos szabalyozé szerepet télt be

a barrier funkciéban és a citoszkeleton szerkezetének megtartasaban.

A.

PP2Ac, HA-tag PP2Aa, c-myc-tag

8. abra A PP2A alegységek overexpresszidjanak hatasa endothel sejtek aktin citoszkeleton
szerkezetére.

A HPAE sejteket PP2Ac/pCMV-HA (A-C, G) vagy PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His (D-F) plazmidokkal
transzfektaltuk. A sejteket vagy HA-tag elleni poliklonadlis (PP2Ac kimutatasara), vagy c-myc —tag
elleni monoklondlis (PP2Aa kimutatasara) antitesttel inkubaltuk, az F-aktin kimutatdsara alkalmas
Texas Red-phalloidinnel ugyanabban az idében, hogy mindkét fehérjét lathatéva tegyik. C: A és B
egyesitett képe. F: D és E egyesitett képe. A kinagyitott felvételek az endothel sejtek periférias régidit
mutatjak. G: a PP2Ac alegységet overexpresszald HPAE sejt konfokalis felvétele.
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Az aktin polimerizacidja stresszkodtegek létrejottéhez vezet, ami a sejtek k6zotti rések
kialakuldsat, ill. ebbdl kdbvetkezéen barrier diszfunkciét, hiperpermeabilitast
eredményez. Ezért megvizsgaltuk az overexpresszalt PP2A alegységek hatasat az
F-aktin szerkezetére, belsd kontrollt hasznalva immunofluoreszcens kisérleteinkhez.
A 8A-C abrakon lathat6, hogy a PP2Ac overexpresszidja az aktin citoszkeleton
atrendez6déséhez vezetett, a sejteket behaldézd stresszfilamentumok dramaian
elvékonyodtak vagy teljesen eltintek az endothel sejtekbdl, mig a Kkortikalis
aktinrégié a sejtek perifériajan megvastagodott. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a
PP2Ac befolyasolja a sejtek stresszfilamentumainak depolimerizaciéjat és a kortikalis
aktingylr( dsszerendez8dését. A katalitikus aktivitassal nem rendelkezé6 PP2Aa
overexpresszidja utdn a transzfektalt sejtek F-aktin szerkezetében nem lattunk
detektalhatd valtozast (8D-F abrak). Mindkét alegység ko-lokalizalt a periférialis F-
aktinnal, ahogy azt a 8C és 8F abrak és az azokbdl kinagyitott részletek mutatjak.

1.00m

8. abra (folyt.) A PP2A alegységek overexpresszidjanak hatasa endothel sejtek aktin
citoszkeleton szerkezetére.

Konfokalis felvételeinken megfigyelhetd, hogy mig az overexpresszalt PP2Ac féként
a sejtmagban, de a sejtmagtél a citoszélon keresztil a membranban is lokalizalédott,
addig a ko-lokalizaciét a PP2Ac és F-aktin kozott f6ként a sejtperiférian mutattuk ki
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(8G abra), mivel a citoszélban az aktin filamentumok eltlintek a PP2Ac-t
overexpresszalo sejtekben.
Ugyanezt az eredményt, vagyis a stresszfilamentumok eltlinését és a kortikalis
aktinrégié feldusulasat kaptuk akkor is, amikor a PP2Ac-t és PP2Aa-t ko-
expresszaltuk (9A-C abrak).

- 0OA +0A

PP2Ac, HA-tag PP2Ac, HA-tag

PP2Aa, c-myc-tag PP2Aa, c-myc-tag

9. abra Okadansav (OA) kezelés megsziinteti az overexpresszalt PP2Aa+c aktin filamentumokra
gyakorolt hatasat.

A HPAE sejteket PP2Ac/pCMV-HA és PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko- transzfektéltuk. A

sejteket 0.1% DMSO-val (kontroll) (A-C) vagy 5 nM okadansavval kezeltiik masfél oraig (D- F). A

kezelés utan a sejteket HA-tag elleni poliklondlis (PP2Ac kimutatasara) (B, E), c-myc —tag elleni

monoklonalis (PP2Aa kimutatasara) (C, F) antitesttel, és Texas Red-Phalloidinnel (aktin kimutatasara)

(A, D) inkubaltuk ugyanabban az idében, hogy mindharom fehérjét lathatéva tegyiik.

A kdvetkezdkben megvizsgaltuk, hogyan hat a PP2A aktivitas gatlasa a citoszkeleton
szerkezetére, a fehérjét overexpresszalé sejtekben. Masfél éras OA kezelés utan
(Wera és Hemmings, 1995) a PP2Ac és PP2Aa alegységeket ko-expresszald
sejtekben az F-aktin szerkezete nem mutatott szignifikdns eltérést sem a kontroll,

sem a transzfektalt sejtekhez képest (9D-F abrak), ami azt jelzi, hogy az OA gétolta
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az overexpresszalt PP2A aktivitdsat, igy az overexpresszalt PP2A aktivitds nem
képes kialakitani a jellegzetes aktin citoszkeleton szerkezetet.

Feltételeztik, hogy a rekombindns A alegység nemcsak a rekombinans C
alegységet koétheti, hanem az endogén B alegységet is. A PP2A holoenzimben a B
regulator alegység felelés az enzim szubsztratspecificitasaért, a B alegység rendeli a
holoenzimet a megfeleld szubsztrathoz.

PP2Ac, HA-tag

PP2Aa,, c-myc-tag

10. abra A PP2Aa alegység N-terminalis mutansa megakadalyozza a rekombinans PP2Ac
hatasat.
A HPAE sejteket PP2Ac/pCMV-HA és PP2Aay/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko-transzfektaltuk. A
sejteket HA-tag elleni poliklondlis (PP2Ac kimutatdsara), c-myc —tag elleni monoklondlis (PP2Aay
kimutatdsara) antitesttel és F-aktin kimutatdsara alkalmas Texas Red-phalloidinnel inkubaltuk
ugyanabban az id6ben, hogy mindharom fehérjét lathatéva tegyik.

Ahhoz, hogy ezt a feltételezésiinket ellenérizziik eléallitottunk egy PP2A A alegység
mutanst (PP2Aay), az Anyagok és Médszerek ciml fejezetben leirtak szerint. A
mutans nem tartalmazza a C alegység kotéséért felelés C-termindlis régiét (Groves

és mtsai, 1999). Amikor a katalitikus alegységet ko-expresszaltuk a PP2Aay
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mutanssal, az aktin szerkezete nem mutatott kilénbséget a kdrnyez6, az
overexpresszalt fehérjeket nem tartalmazo6 kontroll sejtekhez képest (10A-C abrak).
A fenti eredménybél arra kdvetkeztettiink, hogy a PP2Aay mutans lekétheti és
.eliminalhatja” a nativ B alegységet és a katalitikus alegység ugyan asszocialédhat a
nativ A alegységgel, de ez a dimer, B alegység nélkil, nem rendelkezik olyan
katalitikus aktivitassal, ami befolyasolna az F-aktin szerkezetet.

PP2Ac overexpresszido hatasa a trombin _vagy nokodazol altal kivaltott EC

citoszkeleton atrendezédésre

Fenti eredményeink szoros kapcsolatra utalnak a mikrotubulusok (MT), az F-
aktin és a PP2A ko6z6tt. A PP2A szerepének tovabbi tisztazasahoz a PP2A
alegységekkel transzfektalt HPAE sejteket trombinnal- édémat el6idézé agens-
(Garcia és mtsai, 1986, 1995) vagy nokodazollal (MT depolimerizaciot kivalté
szintetikus szer) kezeltlk, ami szintén stresszkdtegek kialakulasat eredményezi és

veszélyezteti a barrier funkciot (Verin 2001).
+ Thr + Thr

»

PP2Ac, HA-tag PP2Aa, c-myc tag

11. abra A PP2Ac overexpresszioja mérsékli a trombin hatasat.
A HPAE sejteket PP2Ac/pCMV-HA (A, B) vagy PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His (C, D) plazmidokkal
transzfektaltuk. A sejteket 30 percig 50 nM trombinnal kezeltik, majd a kezelés utan vagy HA-tag
elleni poliklondlis (PP2Ac kimutatdséara), vagy c-myc —tag elleni monoklondlis (PP2Aa kimutatasara)
antitesttel inkubdltuk, az F-aktin kimutatdsara alkalmas Texas Red-phalloidinnel ugyanabban az
idében, hogy mindkét fehérjét lathatéva tegylk.

A trombinnal kezelt PP2Ac-t overexpresszald sejtekben a katalitikus alegység
overexpresszidja megszlintette, vagy mérsékelte a trombin (50 nM, 30 perc) altal
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eléidézett stresszkdtegek kialakulasat (11A,B abrak), mig az overexpresszalt
PP2Aa-nak ilyen hatdsa nem volt (11C,D abrak).

Hasonl6 kisérletben megvizsgéliuk a PP2A alegységek overexperesszidjanak
hatasat nokodazollal kezelt sejtekre is. A nokodazol (200 nM, 30 perc) altal kivaltott
stressz kbtegek kialakulasat a ko-expresszalt PP2A megszlintette, 6sszehasonlitva a
kérnyezé overexpresszalt fehérjeket nem tartalmazé HPAE sejtekkel (12A-C abrak).
Okadansavval tortént el6kezelés azonban a PP2A-nak ezt a hatasat cstkkentette

(12D-F). + ND + OA, + ND

PP2Ac, HA-tag PP2Ac, HA-tag

PP2Aa, c-myc-tag PP2Aa, c-myc-tag

12. abra A PP2Ac overexpresszioja mérsékli a nokodazol hatasat.
A HPAE sejteket PP2Ac/pCMV-HA és PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko- transzfektaltuk. A
sejteket 0.1% DMSO-val (kontroll) (A-C) vagy 5 nM okadansavval el6kezeltik masfél 6raig (D- F),
majd 30 percig kezeltiik a sejteket 200 nM nokodazollal (A-F). A kezelés utan a sejteket HA-tag elleni
poliklondlis (PP2Ac kimutatasara), c-myc —tag elleni monoklondlis (PP2Aa kimutatasara) antitesttel és
Texas Red-Phalloidinnel (aktin kimutatasara) inkubaltuk ugyanabban az idében, hogy mindharom
fehérjét lathatova tegyiik.
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Az overexpresszalt PP2A stabilizalja az MT szerkezetét HPAEC-ben

Immunofluoreszcens festést készitettlink a B-tubulin fehérjére a PP2A

alegységekkel transzfektalt HPAE sejtekben.
+ ND

tubulin - PP2Ac, HA-tag

tubulin PP2Aa, c-myc-tag

PP2Aa, c-myc-tag

+ OA + ND, + OA

tubulin

PP2Aa, c-myc-tag PP2Aa, c-myc-tag

13. abra Az overexpresszalt PP2A stabilizalja az MT szerkezetét HPAEC-ben.
A HPAE sejteket PP2Ac/pCMV-HA (A-B), PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His (C-D) plazmidokkal
transzfektaltuk, vagy mindkét eml8s expresszidés plazmiddal ko-expresszaltuk (E-J). A-F: a sejteket
200 nM nokodazollal kezeltiik 30 percig. G-J: a sejteket 5 nM okadansavval elékezeltlk masfél éraig,
majd 30 percig vagy 0.1% DMSO-val (G, H), vagy 200 nM nokodazollal (I, J). A kezelés utan a
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sejteket vagy HA-tag elleni poliklondlis (PP2Ac kimutataséra), vagy c-myc —tag elleni poliklondlis
(PP2Aa kimutatasara) antitesttel inkubaltuk a B-tubulin elleni monoklondlis anitesttel ugyanabban az
idében, hogy mindkét fehérjét Iathatéva tegylk.

Kezeletlen, a PP2A alegységeket overexpresszald sejtekben a belsé kontroll

sejtekkel dsszehasonlitva a mikrotubulusok szerkezetében nem lattunk jelentds
valtozast (abra nincs kdzdlve).
Nokodazol kezelés (200 nM, 30 perc) utdn a nem transzfektalt sejtekben a
mikrotubulusok felbomlasat tapasztaltuk, mig a PP2Ac alegységet egyedil (13A,B
abrak), vagy a PP2Aa+c ko-expresszald sejtekben (13E,F abrak) a mikrotubulusok
megOlrizték szerkezetiket. A PP2A aktivitds gatlasa okadansavval tortént
elékezeléssel (5 nM, 1,5 6ra) teljesen megsziintette a PP2A overexpresszié hatasat
a nokodazol altal kivaltott mikrotubulus destabilizaciora, ebbél arra kdvetkeztettiink,
hogy a PP2A aktivitas szikséges a mikrotubulusok szerkezetének megdrzéséhez
(13G-J abrak).

PP2A rekombinans adenovirus infekcido hatasa agonistak altal kivaltott EC

permeabilitasara

Az endothel sejtek transzfekciés hatékonysaga emlés expesszios
konstruktokkal rendszerint igen alacsony (10-20%) ahhoz, hogy a monolayer
elektromos ellenallasanak valtozasat mérhessik (TER) (Tanner és mtsai, 1997).

A Infekcio & B Infekcid o
% *
o & & o & &
Ng N X ‘8'
N & NN F &
§& &£é& & EE
e - rr2aa WS - PP2Aa
—
— - — -—PP2Ac - - -— PP2Ac
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14. abra HPAE sejtek infekcidja PP2A rekombinans adenovirus konstruktokkal.
A HPAE sejteket 90 %-os konfluencia eléréséig ndvesztettik, majd PP2Ac, PP2Aa vagy mindkét
konstrukttal fert6ztilk. 24 oras inkubalas utan a fehérjéket SDS-PAGE-sel elvalasztottuk, majd a
fehérjéket nitrocellul6z membranra blotoltuk. A: A GFP-taget GFP elleni specifikus poliklonalis
antitesttel detektaltuk. B: A HA-taget HA-tag elleni specifikus poliklonalis antitesttel detektaltuk. C: A
fehérjék overexpresszidjat immunofluoreszcens festéssel is azonositottuk HA-tag elleni specifikus
poliklondlis antitestet hasznalva.
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Ezért PP2Ac és PP2Aa rekombinans adenovirus konstruktokat készitettlink az
Anyagok és Mdbdszerek cimi fejezetben leirtak szerint. Infekci6 utan az
overexpresszalt fehérjék jelenlétét, sejtlizatumbdl Western blot kisérlettel igazoltuk
(14A,B abrak), HA-tag és GFP elleni antitesteket hasznalva. Az infekcié kdzel 100%-
os hatékonysagat HA- tag elleni antitestet hasznalva immunofluoreszcens kisérlettel
tamasztottuk ala (14C abra). Az overexpresszalt PP2A hatasanak vizsgalatahoz,
lacZ kontrollal vagy PP2Ac rekombinans adenovirussal fertézétt (lasd Anyagok és
Médszerek fejezet) HPAE sejteket hasznaltunk. A sejtekhez vagy 0.1%-0s DMSO-t
(kontroll), vagy 20 nM trombint adtunk a TER mérés 60. percében, majd a mérést 5
oran keresztll tovabb folytattuk.
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15. abra A PP2A overexpresszioja cs6kkentette a trombin és a nokodazol altal kivaltott
permeabilitas névekedést (TER cs6kkenést).

A HPAE sejteket PP2Aa-GFP, lacZ (mindkettét kontrollként hasznaltuk), PP2Ac-GFP vagy PP2Ac-
GFP és PP2Aa-GFP konstruktokkal fertéztik az Anyagok és Mdédszerek fejezetben leirtaknak
megfeleléen. A sejteket vagy 0.1% DMSO-val, vagy 20 nM trombinnal (A), vagy 200 nM nokodazollal
(B) kezeltik. A TER-t 5 éran keresztil mértik. A nyilak az agonistak hozzaadaséat jeldlik.

A: 0 0.1 % DMSO-val kezelt kontroll, A pShuttle-CMV-lacZ-pAdEasy-1-el fert6zott sejtek, © pShuttle-
Ires-hrGFP-2-HA-PP2Aa + pShuttle-Ires-hrGFP-2-HA-PP2Ac-vel fert6zott sejtek, m 20 nM trombinnal

kezelt sejtek, A pShuttle-CMV-lacZ-pAdEasy-1-el fert6zott sejtek + 20 nM trombin, ® pShuttle-Ires-
hrGFP-2-HA-PP2Aa + pShuttle-Ires-hrGFP-2-HA-PP2Ac-vel fert6zott sejtek + 20 nM trombin.
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B: o 0.1 % DMSO-val kezelt kontroll, m 200 nM nokodazollal kezelt sejtek, A pShuttle-lres-hrGFP-2-
HA-PP2Aa-val fert6zott sejtek + 200 nM nokodazol, ® pShuttle-Ires-hrGFP-2-HA-PP2Aa + pShuttle-

Ires-hrGFP-2-HA-PP2Ac-vel fert6z6tt sejtek + 200 nM nokodazol.

A 15A abra bemutatja, hogy trombin hatasara a PP2Ac-vel nem fert6z6tt és a
lacZ kontrollal fert6zétt endothel sejtekben az elektromos ellenéllas lecsdkkent, ami a
permeabilitdas megndvekedését jelenti, mig a PP2Ac rekombindns adenovirussal
fert6zott sejtekben a PP2Ac jelentésen lecsOkkentette a trombin &ltal kivaltott
permeabilitas ndvekedést (TER csbtkkenést). Hasonlé eredményt kaptunk, amikor a
sejteket nokodazollal kezeltik (200 nM, melyet a mérés 30. percében adtunk a
sejtekhez 15B 4&bra), a PP2A overexpresszidja csdkkentette a nokodazol A&ltal
kivaltott permeabilitds ndvekedést (TER cstkkenést).

A mikrotubulusok szerkezetére ugyancsak védé hatast detektaltunk egy
protoonkogén fehérje, a c-Cbl overexpresszidja esetén is (16. abra). A Cbl csaladba
tartozo6 fehérjék tirozin kinaz receptorok jelatviteli utvonalait szabalyozzak; leirtak a c-
Cbl és a p38 kinaz kapcsolatat (Zhang és mtsai, 2004), valamint a fehérje az aktin
citoszkeleton szabalyozasaban (Scaife és Langdon, 2000) is részt vesz. A ¢c-Cbl és a

PP2A aktivitas kdzotti lehetséges 6sszefliggés feltarasa tovabbi kisérleteket igényel.
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16. abra A c-Cbl fehérje overexpresszio hatasa a mikrotubulus szerkezetének stabilitasara.
A HPAE sejteket Ures pAlterMAX vektorral (i,ii) vagy c-Cbl expresszidés konstrukttal (iii-vi)
transzfektaltuk. A sejteket 0.1% DMSO-val (kontroll) (i-iv) vagy 200 nM nokodazollal kezeltiik 30
percig (v,vi). A kezelés utan a sejteket c-Cbl elleni specifikus poliklonalis, és acetilalt tubulin elleni
specifikus monoklonalis antitestekkel inkubaltuk ugyanabban az idében, hogy a fehérjéket lathatéva
tegylk. Csillaggal jeldltik a c-Cbl-t overexpresszal6 sejteket. A kinagyitott felvétel a c-Cbl fehérjét
overexpresszalo sejt periférigjan talalhatd finom mikrotubulus szerkezetet mutatja.
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A PP2A overexpresszio hatasa a nokodazol altal kivaltott citoszkeleton fehérjék

foszforilacidjara
Endothel sejtekben Western blottal kimutattuk a HSP27-nek és az MT

,,,,,,

HSP27 foszforilaciés szintjének ndévekedése aktin polimerizacibhoz vezet a p38
MAP-kinaz szignalutvonalon keresztll (Larsen és mtsai, 1997, Hedges és mtsai,
1999, Schafer és mtsai, 1998). Ahhoz, hogy tisztdzhassuk a kapcsolatot a HSP27
defoszforilaciéja és a PP2A aktivitasa kdzott, HPAE sejteket PP2Ac-vel és PP2Aa-
val ko-transzfektaltunk, majd a sejteket nokodazollal kezeltik (200 nM, 30 perc).
Western blottal kimutattuk (17A &bra), hogy a PP2A alegységekkel transzfektalt
sejtekben nokodazol kezelés utan a foszforilalt HSP27 mennyisége kevesebb, mint a
nem transzfektalt kontroll sejtekben. A Western blot eredményét erbsiti meg az
immunofluoreszcens kisérlet, ahol a sejteket foszfo-HSP27-re, F-aktinra, és PP2Aa
(c-myc tagre) festettik meg. Mivel a PP2Ac overexpresszidja megvaltoztatja az
endothel sejtek aktin citoszkeleton szerkezetét, de a PP2Aa overexpresszidja nem
(17A,D abra), ezért azokban a sejtekben, ahol a fehérjéket ko-expresszaltuk, a PP2A
fehérjét a c-myc fuzidés tag segtiségével mutattuk ki. Azokat a sejteket, melyek a
PP2Ac-t is tartalmaztak, a jellegzetes aktin festédésrél azonositottuk. A B-D dbrakon
lathatd, hogy a PP2A alegységek ko-expresszidja nem valtoztatta meg a HSP27
foszforilacios szintjét, viszont a stresszrostok eltinéséhez vezetett a kezeletlen
HPAE sejtekben. A HSP27 foszforilacidés szintjének névekedését figyelhettiik meg
nokodazol kezelés utan a nem transzfektalt, kontroll sejtekben, de nem a PP2A-t
overexpresszalo sejtekben (17E,G abrak). A PP2A alegységek overexpresszidja, a
nokodazol kezelés ellenére is a sejtek aktin citoszkeleton szerkezetének megtartasat
eredményezte (17F).
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17. abra A PP2Ac overexpresszioja mérseékli a nokodazol altal el6idézett HSP27 foszforilaciot.
A: Western- blot kisérlettel kimutattuk a foszfo-HSP27 és a HSP27 mennyiségét PP2A-t
overexpresszalé és kontroll sejtekben nokodazol kezeléssel és nokodazol kezelés nélkil. A HPAE
sejteket PP2Ac/pCMV-HA és PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His konstruktokkal ko- transzfektaltuk. A sejteket
0.1% DMSO-val (kontroll) (B, C, D) vagy 200 nM nokodazollal kezeltik 30 percig (E, F, G). A kezelés
utan a sejteket foszfo-HSP27 (pS82) elleni specifikus poliklondlis, c-myc —tag elleni monoklonalis
(PP2Aa kimutatasara) antitesttel és Texas Red-Phalloidinnel (aktin kimutatasara) inkubaltuk
ugyanabban az id6ben, hogy mindharom fehérjét lathatéva tegyik.

A PP2A gatlas hatasa a Tau foszforilacidjara és sejten beliili lokalizacidjara

A MAP tau — a PP2A szubsziratja- defoszforilalt allapotban el6segiti a
mikrotubulusok 6sszerendez6dését (Drewes és mtsai, 1998, Cassimeris é€s Spittle,
2001). Ezért a kdvetkezbkben megvizsgaltuk, hogyan hat a PP2A gatldsa a tau
foszforildltsagi allapotara endothel sejtekben. 5 nM okadansav vagy 1 nM calyculin
A- ami 1 nM —os koncentracioban mind a PP1-nek, mind a PP2A-nak specifikus
sejtpermeabilis gatloszere- jelenlétében kezeletlen totdl sejtlizatumban, és a
preparalt sejtfrakcioban (Anyagok és Modszerek cimi fejezet) vizsgaltuk foszfo-tau
elleni specifikus antitesttel a tau foszforildlisagi éallapotat. A PP2A specifikus
gatlasaval- 5 nM okadansavval tértént kezelés utan-, a tau foszforilaltsagi szintjének
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ndvekedését figyeltiik meg total sejtlizatumban (18A &bra), ami arra utalt, hogy a tau
a PP2A szubsztratja endothel sejtekben. Calyculin A-val tértént kezelés utan
Western blot kisérleteink azt mutattak, hogy a PP1 géatlasaval a tau foszforilaltsagi
allapotaban tovabbi jelentds valtozas nem tortént, amibdl arra kévetkeztettlink, hogy
a PP1 szerepe a tau defoszforilaciéjaban korlatozott (18B abra). A foszforilalt tau
fehérje alig mutathatd ki az MT frakciéban, ami az irodalmi adatokkal is egyezéen
arra utal, hogy a tau foszforilalt allapotban gyengébben kétédik a mikrotubulusokhoz
(Drewes és mitsai, 1998, Cassimeris és Spittle, 2001). Immunofluoreszcens
kisérletink (18C &bra) szintén alatamasztotta azt, hogy a tau foszforilacidés
szintjében okadansav kezelés hatdsara bekdvetkezett ndvekedés oOsszefligg a
foszforilalt —tau atrendezédésével a sejtperiféria felé,

A. B.
Teljes sejtlizatum MT frakcio Citoszdl frakcio
Kontroll OA N N
\(\o““ oP ok ‘(\0“‘ o> ¢t
. ]p(sm)' tau I e | D(S262)- tau
C.

Kontroll Okadainsav

18. abra A PP2A gatlas hatasa a tau foszforilaciora és sejten beliili lokalizaciéjara.

A BPAE sejteket 0.1% DMSO-val (kontroll), 5 nM okadansavval (OA), vagy 1nM calyculinnal (CA)
kezeltik egy o6ran keresztil. A: A total sejtlizatum fehérjéit SDS-PAGE-sel elvalasztottuk, majd a
fehérjéket nitrocellul6z membranra blotoltuk. A foszfo(Ser262) —tau fehérjét specifikus antitesttel
mutattuk ki kontroll és OA-val kezelt sejtekben. B: Foszfo(Ser262) -tau fehérje kimutatasa western
immunoblottal MT-gazdag, citoszo6l frakcidkban kontroll, OA-val és CA-val kezelt sejtekben. C:
Foszfo(Ser262) -tau fehérje kimutatasa immunofluoreszcens festéssel kontroll és OA-val kezelt
sejtekben.

valamint a periférias mikrotubulusok destabilizalasaval, amibdl a PP2A-mediélt tau
defoszforilacié szerepére kovetkeztethettlink az endothel sejtek mikrotubulus
szerkezetének stabilizalasaban/destabilizalasaban.

Fentiekben kimutattuk, hogy a PP2A szerepet jatszhat egy MT-vel asszocialédé
fehérjie a tau foszforilaciés szintjének és szubcellularis lokalizacidjanak
szabdalyozasaban endothel sejtekben. A PP2A aktivitds gatldsa okadansavval a tau
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foszforilacios szintjének névekedéséhez vezetett, valamint kimutattuk, hogy a foszfo-
tau fehérje legnagyobb mennyiségben a sejtek citoszdl frakcidjdban helyezkedett el.
Immunofloureszcens kisérleteinkben foszfo-tau elleni antitestet hasznalva
kimutattuk, hogy a foszfo-tau mennyisége egyenletesen alacsony mind a PP2A
alegységeket overexpresszald, mind a kontroll sejtekben (19A-C abrak). A tau jelen
volt a citoszélban és a sejtmagban, viszont nem mutattunk ki MT-szer( eloszlast, ami
6sszhangban van egy korabbi kézlemény eredményeivel (Birukova és mtsai, 2004).
Nokodazol kezelés (200 nM, 30 perc) megemelte a tau foszforilaciés szintjét a
kontroll sejtekben, de a PP2A alegységeket overexpresszal6 sejtekben nem (19D-F
abrak), ami arra utal, hogy a PP2A HPAE sejtekben defoszforilalja a tau fehérjét.

-ND + ND

PP2Aa, c-myc-tag PP2Aa, c-myc-tag

19. abra A PP2Ac overexpresszidja mérseékli a nokodazol altal el6idézett tau foszforilaciot.
A HPAE sejteket PP2Ac/pCMV-HA és PP2Aa/pcDNAS.1/Myc-His ko- transzfektaltuk. A sejteket 0.1%
DMSO-val (kontroll) (A, B, C) vagy 200 nM nokodazollal kezeltik 30 percig (D, E, F). A kezelés utan a
sejteket foszfo-tau (pS262) elleni specifikus poliklondlis, c-myc —tag elleni monoklonalis (PP2Aa
kimutatdsara) antitesttel és Texas Red-Phalloidinnel (aktin kimutatasara) inkubaltuk ugyanabban az
idében, hogy mindharom fehérjét lathatéva tegyik.

49



EREDMENYEK MEGBESZELESE

A vaszkularis endothel monolayer f6 funkcidéja, hogy a plazma és az
intersticialis folyadék kdzott szemi-szelektiv diffuzids sorompdkéent mikddik, és igy
szerepe van a sejtfal homeosztazis fenntartasaban. Az érpermeabilitas
megndvekedése kilbnbdz6é bioaktiv agensek hatasara az endothel sejtek kozott
kialakulo rések kévetkezménye. Az endothel sejtek kdlcsénhatdsa a szomszédos
sejtekkel és az extracellularis matrixszal fiziolégias funkcidjuk betdltésében ezért
alapvet6 jelent6ségl. A vaszkularis endothelium jél mikéd6 barrier funkcidja az
endothel sejtekben fellépd kontraktilis és feszité er6k egyensulyat jelzi. Ha az
egyensuly a kontraktilis erék irdnyaba tolédik el, példaul trombin hatasara, akkor az a
sejtek kozotti rések kialakuldsat eredményezi, a sejtfal homeosztazis megbomlik,
ezaltal az adott szerv mikédése mébdosul. Szamos citoszkeleton fehérje
foszforildltsagi allapota befolyasolja a citoszkeleton elemeinek szervez6dését, ennek
koévetkeztében az endothel sejtek kontrakcids allapotat, az endothelium barrier
funkcidjat. A citoszkeleton elemei és egyes fehérjék kdzotti kdzvetlen vagy kdzvetett
kapcsolaton kivil, (Lee és Gotlieb, 2003), kordbbi eredmények bizonyitjak, hogy a
mikrotubulusok és mikrofilamentumok kdz6tti kapcsolat elengedhetetlen az endothel
sejtek citoszkeleton szerkezetének dsszehangolt szabalyozasahoz (Verin és mtsai,
2001, Niggli, 2003). Részletesen tanulmanyoztak tidé artéria endothel sejtekben az
aktin-miozin  kélcsénhatdson alapuld kontrakcibban a miozin kdnnydlanc
foszforilaciojanak-defoszforilaciéjanak szabdalyozésat és bizonyitottdk szerepét a
barrier funkcidban.

Munkank soran a PP2A szerepét kivantuk meghatarozni az endothel sejtek
citoszkeleton szerkezetének szabalyozasdban és a sejtek permeabilitas
valtozasdban farmakoldgiai inhibitorok és trombin felhasznélasaval. A nokodazol
(ND) egy olyan szintetikus gatloszer, ami reverzibilisen gatolja a tubulinok
O0sszerendezddését és képes depolimerizalni a mikrotubulusokat (De Brabander és
mtsai, 1981). Az okadansav (OA) egy 38 szénatombdl allé6 zsirsav poliéter
szarmazéka, ami képes a protein foszfataz 1 és 2A aktivitdsanak hatékony gatlasara
(Haystead és mtsai, 1989). Az okadansav a PP2A-t hatékonyabban gatolja (Ki= 0.2
nM), mint a PP1 enzimet (K= 2 uM) (Cohen és mtsai, 1990). Az okadansav él§
sejtekben 1 uM-ig a protein foszfatazok koézil csak a PP2A-t géatolja, ezért

hasznalhaté a PP2A szerepének vizsgalatara (Wera és Hemmings, 1995).
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Korabban kimutattak, hogy az OA 2-5 nM koncentraciéban nem valtoztatta
meg jelentésen borju endothel sejtek permeabilitdsat és az MLC foszforilacidjat,
amib6l a PP2A korlatolt szerepére kdvetkeztettek az endothel sejtek barrier
funkcidjanak és kontrakciojanak kézvetlen szabalyozasdban. Masrészt kimutattak azt
is, hogy mikrotubulus szerkezetének, a nokodazol (2-5 uM) A&ltal kivaltott
destabilizacidja jelentésen megndvelte az EC akto-miozin kontrakcidjat és a sejtek
permeabilitasat, ami azt bizonyitja, hogy a mikrotubulusoknak is fontos szerep jut az
EC barrier funkcié megtartasaban (Verin és mtsai, 2001). A PP2A-r6l viszont ismert,
hogy mas sejttipusokban fehérje-fehérije  kdlcsdnhatasba |épett néhany
mikrotubulushoz asszocialédd fehérjével és defoszforilalja azokat, ilyen pl. a tau
fehérje is, ami befolyasolhatja az MT stabilitdsat (Sontag és mtsai, 1995, 1996, 1999,
Gong és mtsai, 2000a,b, Hiraga és Tamura, 2000, Kobayashi és mtsai, 2001). Ezért
a PP2A lehetséges szerepét vizsgaltuk endothel sejtek nokodazol altal kivaltott
kontrakcids valaszédban és a sejtek permeabilitasanak valtozasaban. Eredményeink
azt mutattak, hogy az okadansav (5 nM), jelentésen fokozta a szubmaximalis
tartomanyban alkalmazott nokodazol (50-200 nM) transzendothel elektromos
ellendllasra (TER) és a paracellularis rések kialakulasara kifejtett hatasat.
Megndvelte a sejtek kdzo6tti rések szamat és nagysagat; és ezzel 6sszhangban a
monolayer elektromos ellenallasat csdkkentette. Ezek az eredmények a PP2A
aktivitds részvételére utalnak a citoszkeleton két eleme az aktin és a mikrotubulusok
k6zo6tti kommunikacié megteremtésében.
kilénb6z6 mobdszerrel sejtfrakcionalast végeztiink, melyet Western- blot kdvetett.
Mindkét frakcionalasi méddszerrel kimutattuk, hogy a PP2A legnagyobb
mennyiségben a tubulin/MT gazdag frakcidéban volt jelen. Kordbban a PP2A fehérje
ill. a PP2A aktivitas jelenlétét szamos sejtfrakcionalasi médszerrel tanulmanyoztak
kilénb6z6 sejttipusokban. Példaul patkany el6agybdl preparalt citoszol és részecske
frakcidkban kimutattdk, hogy a PP2A aktivitas a citoszdl frakcibban volt a
legmagasabb, de a részecske frakciokban is jelentds PP2A aktivitast detektaltak.
Viszont a fehérje mennyisége az 6sszes frakciéban hasonlé volt (Sim és mtsai,
agyszOvetben. (Saito és mtsai, 1995, Strack és mtsai, 1997, Price és mtsai, 1999,
Turowski és mtsai, 1999, Hiraga és Tamura, 2000). Ideg és nem ideg sejtekben,
mind a mit6tikus orsé, mind a centroszémak mikrotubulusai asszocialnak a PP2A-val.
A PP2A in vitro reverzibilisen képes ko6tédni a mikrotubulusokhoz valamint
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dokumentaltak azt is, hogy a PP2A aktivitasa a sejtosztdédas egyes fazisaiban eltéro,
amibdél arra kovetkeztettek, hogy a PP2A aktivitasvaltozasa a sejtciklus soran
szabalyozé tényez6 (Sontag és mtsai, 1995).

Hiraga és Tamura (2000) kimutattdk, hogy a marha sejtkivonatban talalhaté
heterotrimer PP2A, de a dimer PP2A nem, asszocial a tisztitott mikrotubulusokkal, és
a polimerizalt tisztitott tubulinnal is, melynek polimerizaciojat taxollal valtottak ki.
Immunofluoreszcens felvételeink is a PP2A mikrotubulus-szer(i eloszlasat mutattak
kovetkeztettiink. A PP2A MT-szerl eloszlasa azonban OA kezelés utan teljesen
megsziint. A PP2A sejten bellli lokalizaciéjanak valtozdsa a PP2A gatlasa utan,
egybeesik a periférids mikrotubulusok eltinésével, amibél arra kévetkeztettlink, hogy
mikrotubulusok destabilizaciéjahoz vezet.

Ahhoz, hogy a PP2A pontos szerepét részletesebben tanulmanyozhassuk endothel
sejtekben a PP2A katalitikus C (PP2Ac), a regulator A (PP2Aa) alegységeit, és az A
alegység trunkalt mutansat (PP2Aay) HUVEC cDNS kényvtar sikeres szirése utan
emlés expresszids vektorokba szubklonoztuk. A HPAEC-t ezekkel a rekombinans
plazmidokkal tranziensen transzfektaltuk. Az overexpresszalt PP2A aktivitasat in vitro
foszfataz aktivitasméréssel igazoltuk, a protein foszfatdzok egyik specifikus
gatlészerét, az okadansavat hasznalva. Az endothel sejtek alacsony transzfekcios
hatékonysaggal rendelkeznek (Tanner és mtsai, 1997) és a mi megfigyelésink is ez
volt. Az immunofluoreszcens kisérletek eredményei azt mutatjdk, hogy a
rekombinans fehérje nagy koncentracidéban volt jelen azokban a sejtekben, melyek
overxpresszaltak a fehérjét, mégis az aktivitasnévekedés a teljes sejtkivonatban csak
kb. 30-50 % volt a kontrollhoz képest. A rekombindns PP2Ac-t tartalmaz6 sejtek
egészségesnek tlntek és Allapotukat tekintve nem kilénbbztek a szomszédos,
kontroll sejtektdl, ami azt feltételezi, hogy a rekombindns katalitikus alegység
valészinlleg koétédik a nativ, regulator alegységekkel, vagy a rekombinans A
alegységgel, ami kapcsolédva a nativ B alegységekkel szabalyozhatja a PP2A
aktivitasat. A PP2Ac overexpresszidja és a PP2Ac és PP2Aa alegységek ko-
expresszidja, mint ahogyan azt immunofluoreszcens felvételeink bizonyitjak,
atrendezte az  aktin  citoszkeleton  szerkezetét HPAE  sejtekben; a
stresszfilamentumok dramaian elvékonyodtak a sejtben, mig a periférias aktinrégioé
megvastagodott. Mindkét alegység, ugy tlnik ko-lokalizal az F-aktinnal, fehérje-
fehérje kolcsbnhatast feltételezve a PP2A és az F-aktin vagy az aktinnal
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asszocialodo fehériék kozott. Tudd és vese epithel sejtekben szintén kimutattak a
mtsai, 2003).

A PP2A A alegysége egyarant kéti a katalitikus C alegységet és a regulator B
alegységet. Az A alegység szerkezetét részletesen leirtak, a katalitikus C és az egyik
B alegység a fehérje meghatarozott régidihoz kétédnek (Groves és mtsai, 1999).
Eléallitottunk és overexpresszaltunk az A alegységnek egy olyan trunkalt mutansat
(PP2Aay), ami csak a B alegység kotéséért felelés N-terminalis régiot tartalmazza,
de nem tartalmazza a katalitikus alegység kotéséért felelés C-terminalis szakaszt
(Groves és mtsai, 1999). Amikor ko-expresszaltuk a PP2Ac-t ezzel a mutanssal, a
rekombinans PP2Ac-nek nem volt katalitikus aktivitAsa az aktinra/aktinkétd
fehérjékre, amibél arra kdvetkeztettiink, hogy a PP2Ac koétédése a PP2Aa+b-hez
kritikus abban, hogy a PP2Ac a megfelel6é szubsztratokhoz kétédjén. Strack és mtsai
(2004) fenti eredménylinkkel 6ésszhangban kimutattak, hogy az Ao alegység RNS
interferencigja a teljes PP2A aktivitast, valamint a C, B, B’ alegységek mennyiségét
lecsdokkenti. A C és B alegység monomerek a proteoszomak altal kerlltek
lebontasra. Az Aa alegység RNS interferenciaja sejthalalt idézett el apoptétikus és
nem- apoptétikus utvonalakon keresztiil, mert az RNS interferenciahoz asszocial6dé
kaszpaz aktivitds gatlasa nem akadalyozta meg a sejthalal folyamatat. A PP2A
holoenzim feltehetéen pozitiv moédon szabalyozza a sejtek tuléléséhez sziikséges
kindz utvonalat, ugyanis Strack és mtsai kisérleteikben azt tapasztaltak, hogy az
RNS interferencia lecstkkentette a bazalis és epidermalis névekedési faktorok altal
stimulalt Akt foszforilaciét. Stabil PC12 sejtvonalban, melyben az Ao alegység RNS
interfenciat Iétrehoztak, a vad tipusu AR és mutans Aa alegységek- melyek képesek
kétni legalabb egy tagjat a regulator alegység csaladnak- képesek voltak késleltetni
az Ao RNS interferencia altal el6idézett sejthalalt. De a teljes életképesség csak a
vad tipusu Ao expresszidja utan allt vissza. A fentiek arra engedtek kdvetkeztetni,
hogy a heterotrimer PP2A holoenzim, ami tartalmazza az Ao alegységet és a
regulator alegység szamos csaladjanak egyik tagjat elengedhetetlen az emlés sejtek
tuléléséhez.

Korabbi eredmények igazoltak, hogy a mikrotubulusok (MT) és a mikrofilamentumok

k6z6tti kapcsolat hatdssal van az endothel sejtek (EC) citoszkeleton szerkezetének

valtozasaira (Verin és mtsai, 2001, Niggli, 2003). Verin és munkacsoportja (2001)

kimutatta a mikrotubulusok szerkezetének feloomlasa, a barrier diszfunkcid, valamint

a kontrakcidban szerepet jatszdé kaszkad (MLC foszforilacid, stressz kétegek
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kialakulasa) k6zotti szoros 6sszefliggést. Kimutattak tovabba, hogy a mikrotubulusok
felbomlasa az MLC foszforilacidéjanak névekedéséhez vezet, ami specifikus jelatviteli
utvonalak elinditasat feltételezi, ami végul a sejtek kontrakci6jdhoz és az endothel
sejtek barrier funkciéjanak hibajahoz vezet. A miozin kdnnydlanc (MLC) Ser19-es
oldallancan térténd foszforilacidja a sejtek kontrakciojat és sejtek kozotti rések
kialakuladsat okozza. A foszforilaciot elsésorban a nagy molekulatémegi (210 kDa)
Ca**-kalmodulin  fiiggé miozin kénnydlanc kindz (MLCK) katalizalja, ami
nagymértékben homolég a simaizom MLCK-val (130-150 kDa). Az MLC
defoszforilaciéjat az endothel sejtekben a protein foszfataz 1 (miozin foszfataz, MP)
katalizélja (Verin és mtsai, 2000 és Hirano M., és mtsai, 1999) Az MP 130 kDa-os
miozin kété alegységét a Rho-kinaz foszforilalja és ezaltal az MP aktivitas gatlodik
(Kimura, K., és mtsai, 1996).

Mind a nokodazol, mind a trombin barrier diszfunkciét idéz el endothel
sejtekben az F-aktin citoszkeleton és a mikrotubulusok szerkezetének
megvaltoztatasaval (Kawkitinarong és mtsai, 2004, Verin és mtsai, 2001). A PP2A
overexpresszidja ezeknek az agenseknek a hatasat megszilintette vagy jelentésen
mérsékelte. Az overexpresszalt PP2A ugyan nem valtoztatta meg jelentésen a
mikrotubulusok szerkezetét, de nokodazol kezelés soran megvédi a mikrotubulusok
szerkezetét a nokodazol destabilizal6é hatasaval szemben. A PP2A aktivitasa tehat
szlkséges a mikrotubulusok stabilitasanak meg6rzésében. Azért, hogy kbézvetlendl
vizsgalhassuk a PP2A aktivitds hatasat az EC permeabilitdsara, az EC monolayer
elektromos ellenalldasanak mérésével, rekombindns adenovirus konstruktokat
készitettink. A kdzel 100%-os hatékonysagu infekcidé utan a fehérjék sikeres
expresszidjat Western blottal €s immunofluoreszcens festéssel mutattuk ki specifikus
antitesteket hasznalva. A PP2Aa+c adenovirus konstruktokkal fert6ézétt HPAE
sejtekben a trombin és nokodazol altal kivaltott transzendothel elektromos ellenallas
csOkkenése jelentésen meérséklédott, ami bizonyitja azt, hogy a PP2A kdzvetlen
szerepet jatszik az endothel sejtek barrier funkcidéjanak szabalyozasaban,
valészinileg specifikus citoszkeleton fehérjék defoszforilaciéjan keresztil, ami az EC
citoszkeleton védelmét eredményezi.

Miutan megvizsgaltuk a PP2A overexpresszidjanak hatasat endothel sejtek aktin
citoszkeleton és mikrotubulus szerkezetére, valamint az endothel monolayer
permeabilitasara, feltételeztik, hogy mind az aktin, mind a mikrotubulusok
szerkezetének valtozasa olyan jelatviteli atvonalon keresztil mehet végbe, ahol a
PP2A olyan szubsztrato(ka)t defoszforilalhat, amely fehérjé(k)nek a defoszforilacidja
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a citoszkeleton mindkét elemének a szerkezetét megvaltoztatja. A PP2A lehetséges
szubsztratjainak azonositdsara EC-ben, két szabalyozd, citoszkeleton fehérjére, a
HSP27-re és a tau-ra fokuszaltunk. Feltételezzik, hogy a PP2A ezen fehérjek
defoszforilaciéjaval teremthet kapcsolatot a citoszkeleton két eleme- a
mikrotubulusok és az aktin k6z6tt. Kimutattuk, hogy a HSP27 és a tau nagy része a
tubulinban gazdag frakcibban volt jelen, a PP2A-hoz hasonléan. Masok is
sejtekben (Hino és mtsai, 2000), mig a HSP27 az EC barrier szabalyozasaban is
részt vesz az aktin stresszfilamentumok kialakitasan keresztiil (Schneider és mtsai,
1998), valamint a citoszkeleton szerkezetének kialakitasaban fontos szabdalyozé
elem (Keezer és mtsai, 2003). Leirtdk azt is, hogy a HSP27 overexpresszidja
megnoéveli az F-aktin stabilitasat, olyan stresszhatasokra mint pl. a hipertermia,
cytochalasin D vagy egyes oxidansok (Lavoie és mtsai, 1993, Huot és mtsai, 1995,
Guay és mitsai, 1997), de a pontos mechanizmus még nem ismert. A HSP27
foszforilaciés allapota azonban meghatarozza az aktin polimerizaciora kifejtett
hatasat (Benndorf és mtsai, 1994, Gusev és mtsai, 2002). A nem foszforilalt kis
molekulatémeglii HSP monomerek aktivak az aktin polimerizacié gatlasaban, mig a
foszforilalt monomerek és a nem foszforilalt oligomer forma inaktivak (Lavoie és
mtsai, 1993, Benndorf és mtsai, 1994). Az irodalmi kdzlések tdbbsége leirja, hogy
normalis kérilmények k6zoétt a HSP27 a citoplazmaban diffuzan talalhatoé (Schafer és
mtsai, 1999, Miron és mtsai, 1991, Loktionova és mtsai, 1996, 1998 a,b, Wang és
Bitar 1998), mig masok leirtak, hogy az aktinnal ko-lokalizal (Ibitayo és mtsai, 1999).
Hirano és mtsai, (2004) in vivo eredményei szintén kapcsolatot feltételeznek a
lipopoliszacharidok altal kivaltott EC barrier diszfunkcié és a HSP27 foszforilacidja
kozott.

Western-blot és immunofluoreszcens kisérleteink igazoltak, hogy nokodazollal
kezelt, nem transzfektalt sejtekben a HSP27 foszforilacidja jelentésen megnd, mig a
PP2A alegységek overexpresszioja a nokodazol altal kivaltott HSP27 foszforilacidjat
szignifikdnsan lecsdkkenti, ami ésszhangban van a PP2A védé szerepével az EC
barrier szabalyozasaban.

A mikrotubulusokkal asszocial6od6é tau fehérje, foszforildlatlan formaban
elésegiti a mikrotubulus Osszerendezddését és megakadalyozza annak
depolimerizaciéjat (Drechsel és mtsai, 1992). Néhany kinaz altal pl. a
Ca**/kalmodulin figgé kinaz |l vagy a protein kindz A eldidézett foszforilacio
csokkenti a tau fehérje MT kot és dsszerendezd képességét (Drechsel és mtsai,
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1992, Singh és mtsai, 1994, Gupta és Abou Donia, 1999). A hiperfoszforilalt tau
defoszforilacibéja azonban helyredllitia a tau fehérjie MT Osszerendezéséért felelés
tulajdonsagat (Litersky és mtsai, 1996). Ezekbdl kdvetkezik, hogy a tau fehérje
foszforilacion/defoszforilacién  keresztiil szabalyozott. Két hibrid rendszerrel
kimutattdk azt is, hogy az aktin citoszkeleton szabalyozasaban résztvevé Gaioqs
csalad kétédik a PP2A-val, és a PP2A a Gayz fehérjén keresztil vesz részt a tau
fehérje defoszforilacidjaban COS sejtekben és neuronokban (Zhu D. és mtsai, 2004),
megteremtve igy a kapcsolatot a citoszkeleton két eleme az aktin és a
mikrotubulusok kéz6tt a PP2A-n és a tau fehérjén keresztil. Dokumentaltak tovabba
a trombin altal indukalt EC barrier diszfunkcidban a mikrotubulusok szétesésének
kritikus szerepét, valamint azt, hogy a trombin altal indukalt mikrotubulus
szerkezetének valtozasa G- fehérjéktél fiiggd folyamat (Birukova és mtsai, 2004)

Eredményeink bemutattak, hogy a tau a PP2A szubsztratja lehet endothel sejtekben,
ugyanis amikor a PP2A aktivitdst okadansavval gatoltuk a tau foszforilacidja
megndvekedett. Ha a PP1 és a PP2A aktivitast egyarant gatoltuk calyculin A-val, az
nem okozta a tau foszforilacidjanak szignifikdns ndvekedését, a PP2A aktivitas
egyeduli gatlasaval ésszehasonlitva. Ebbdl arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
PP1 szerepe a tau defoszforilacidjaban korlatozott. A foszforildlt tau vizsgalatara
olyan foszfo-tau elleni specifikus antitestet hasznaltunk, ami a Ser262 oldallancon
foszforilalt. Ez a foszforilacios oldallanc a legnagyobb jelentéségli a tau
mikrotubulusokhoz valé kétédésében (Drewes és mtsai, 1998). A PP2A aktivitas
periférias mikrotubulusok felbomlasdhoz vezetett, ami a PP2A medialt tau
defoszforilacié és a periférids mikrotubulusok stabilitasa kézoétti kdzvetlen kapcsolatra
utal. A tau szamos kinaznak, kéztik a p38 MAP kinaznak is szubsztratja in vitro
(Reynolds és mtsai, 1997, Geschwind, 2003). Egyetlen génen tdrtént alternativ
MRNS splicing kdvetkeztében a tau szadmos izoformaval rendelkezik (Garcia és
Cleveland, 2001). A tau féként neuronalis sejtekben fordul el6, de leirtak jelenlétét
fibroblasztokban és limfocita sejtekben is (Thurston és mtsai, 1996, Cross és mtsai,
1996, Ingelson és mtsai, 1996). Kimutattuk, hogy a PP2A overexpresszidja
jelentésen lecsékkenti a nokodazol altal eléidézett tau foszforilaciét HPAE sejtekben.
Fenti eredményekbdl arra kdvetkeztethettliink, hogy mind a HSP27, mind a tau
fehérje szubsztratjai lehetnek a PP2A-nak HPAE sejtekben, és ezek a szubsztratok
résztvehetnek a PP2A medialt EC barrier funkci6 védelmében a PP2A Altali

defoszforilacion keresztil.
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OSSZEFOGLALAS

Az erek belsé falat boritd6 endothel sejtek szamos fizioldgiai folyamatban jatszanak
szerepet. Az érpermeabilitds megndvekedeése kilénbdzd bioaktiv agensek hatdséra
az endothel sejtek kozo6tt kialakuld rések kdvetkezménye. A sejtek kdzotti rések
kialakulasaban szerepe van az  aktin-miozin  kélcs6nhatasnak, amely
foszforilacioval/defoszforilacioval szabalyozott folyamat. Az endothel sejtekben a
miozin kénnyld lanc kindz és protein foszfataz 1 szerepe a miozin kdnnyl lanc
foszforilacidban illetve defoszforilciojaban ismert. A masik alapveté Ser/Thr
specifikus foszfatdz, a protein foszfatdz 2A (PP2A) gatlasa jelentésen megndveli a
nokodazolnak-egy mikrotubulus (MT) inhibitor- hatasat a sejtek kézoétti (intercellularis)
rések megndvekedésével, ami a PP2A részvételére utal endothel sejtek mikrotubulus
—medialt barrier funkcié szabalyozasdban és a citoszkeleton Gjrarendezédésében.
Ahhoz, hogy a PP2A pontos szerepét tisztazhassuk az endotheliumban, a PP2A
katalitikus (PP2Ac), regulator (PP2Aa) és a regulator alegység trunkalt mutans
(PP2Aayn) kdédold szekvenciait emlés expresszidos vektorokba szubklonoztuk és a
konstruktokkal human tidé artéria endothel sejteket (HPAEC) transzfektaltunk és
overexpresszaltuk a PP2A alegységeit. Immunofluoreszcens kisérletekkel kimutattuk,
hogy a két alegység egylittes expresszidja az endothel sejtek kortikalis aktinjanak
feldusulasadhoz és a stresszfilamentumok eltiinéséhez vezet. Akar a C alegység,
akar a C és az A alegység egyuttes expresszidja jelentésen mérsékli/megsziinteti a
nokodazol vagy trombin, mikrotubulust destabilizalé hatdsat, valamint atrendezi az
aktin citoszkeleton szerkezetét, amibdl a PP2A mikrotubulus rendszert védé
szerepére és az aktin citoszkeletonon keresztll t6rténd szabalyozasi folyamatokra
kdvetkeztettink. A PP2A gatlasa 5 nM okadansavval megszinteti az overexpresszalt
alegységek EC citoszkeletonra kifejtett hatasat, jelezve a PP2A aktivitasanak
szerepét endothel sejtek citoszkeleton szerkezetének szabalyozasdban. A PP2Ac
ko-expressziodja a trunkalt mutanssal azt eredményezte, hogy a rekombinans PP2Ac-
nek nem volt katalitikus aktivitasa az aktinra/aktink6té fehérjékre, amibdl arra
kdvetkeztettink, hogy a PP2Ac kétédése a PP2Aa+b-hez kritikus abban, hogy a
PP2Ac a megfelel6 szubsztratokon kifejthesse hatasat.

Endothel sejtek fertézése PP2A adenovirus konstruktokkal szintén jelentésen
gyengiti a nokodazol vagy a trombin transzendothel elekiromos rezisztenciara
kifejtett hatasat, jelezve a PP2A kbzvetlen szerepét az endothel sejtek mikrotubulus

és F aktin- medialt permeabilitasvaltozasaban.
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Seijtfrakcionalasi maddszereinkkel kimutattuk, hogy a HSP27 és a tau, melyek
endothel sejtekben a PP2A feltételezett szubsztratjai a citoszkeletonban, jelentds
mennyiségben jelen vannak a PP2A mellett a sejt tubulin gazdag frakcidjaban.
Kisérleteinkben igazoltuk, hogy a PP2A gatlasa néveli a tau foszforilaciot, valamint a
PP2A overexpresszidja jelentésen csékkenti a nokodazol altal kivaltott HSP27 és tau
foszforilaciot, ami el6z6 eredményeinkkel 06sszhangban szintén a PP2A
citoszkeletont vedd szerepére utal.

Osszességében ezek az adatok a PP2A kdzvetlen részvételére utalnak az endothel

sejtek citoszkeleton szerkezetének és permeabilitasanak szabalyozasaban.
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SUMMARY

Vascular endothelial cells (EC) have an important role in physiological
processes. Increased endothelial cell permeability is the result of intercellular gap
formation evoked by bioactive agents. The actin-myosin interaction is a key event of
the control of EC contractility in the intercellular gap formation and is regulated via
reversible phosphorylation of the regulatory myosin light chain (MLC). MLC
phosphorylation on Ser19 induces actin redistribution, and filament formation, which
is expedient to gap formation and cell contractility. MLC is phosphorylated by a large
molecular weight (210 kDa) form of myosin light chain kinase. Protein phosphatase 1
catalytic subunit (PP1c) is responsible for dephosphorylation of MLC in endothelial
cells. The role of protein phosphatase 2A catalytic subunit (PP2Ac) in the barrier
function of endothelial cells is unexplored. We have shown that okadaic acid (2-5
nM), a powerful inhibitor of protein phosphatase 2A (PP2A), significantly potentiates
the effect of submaximal concentrations of nocodazole (50-200 nM) on
transendothelial electrical resistance (TER) suggesting the involvement of PP2A
activity in the MT-mediated EC barrier regulation. In order to further elucidate the role
of PP2A in the regulation of EC cytoskeleton and permeability, PP2A catalytic
(PP2Ac), A regulatory (PP2Aa) subunits and an A subunit mutant (PP2Aayn) were
cloned and human pulmonary arterial EC (HPAEC) were transfected with PP2A
mammalian expression constructs or infected with PP2A recombinant adenoviruses.
Immunostaining of PP2Ac or PP2Aa+c overexpressing HPAEC indicated actin
cytoskeleton rearrangement and co-localization of F-actin with PP2A subunits. PP2A
overexpression prevented or dramatically reduced thrombin- or nocodazole-induced
F-actin stress fiber formation and microtubule (MT) dissolution. It also attenuated
thrombin- or nocodazole-induced decrease in transendothelial electrical resistance
indicative of barrier protection. Inhibition of PP2A by okadaic acid abolished the effect
of PP2A on agonist-induced changes in EC cytoskeleton indicating a critical role of
PP2A activity in EC cytoskeletal maintenance. When the catalytic subunit was co-
expressed with the PP2Ay mutant, the actin staining exhibited no difference from the
neighbouring control cells which might suggest that the mutant A subunit binds and
“eliminates” the native B subunits. The catalytic subunit still may associate with the
native A subunit, but this dimer form without available B subunit can not exhibit
activity on substrates affecting the F-actin structure.
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We demonstrated that significant amounts of PP2A, HSP27 and tau, two cytoskeletal
proteins, were present in MT-enriched BPAEC fractions indicating tight association of
PP2A with MT in endothelium and with HSP27 and tau. Okadaic acid caused
significant increases in tau phosphorylation confirming that tau is a substrate for
PP2A in endothelium. PP2A overexpression significantly attenuated thrombin- or
nocodazole-induced phosphorylation of HSP27 and tau, which potentially can be
involved in agonist-induced cytoskeletal rearrangement and permeability increase.
PP2A-mediated dephosphorylation of HSP27 and tau correlated with PP2A-induced
preservation of HPAEC and BPAEC cytoskeleton and barrier maintenance.
Collectively, our studies clearly demonstrate the crucial role of PP2A in EC barrier
protection.
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