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BEVEZETES

Fehérje foszforilacio/defoszforilacio jelentoséqge

A sejtek biokémiai folyamatainak egyik alapvetd szabalyozasat
jelenti a résztvevd fehérjék foszforildlasa és defoszforilalasa. A két
egymassal szoros kapcsolatban Iév6, de ellentétes mechanizmuseért a
protein kinazok és protein foszfatazok a felel6sek. A foszfatcsoport
fehérjelanchoz torténd kapcsolasa illetve lehasitasa vagy allosztérikusan
regulalja az enzimaktivitast, vagy gatolja annak katalitikus centrumat.

Kezdetben a protein kinazoknak tulajdonitottak nagyobb
jelentéséget, mint példaul az extracellularis jelek intracellularis jelekkée
torténd atalakitasat, ellentétben a protein foszfatazokkal, melyekrdl azt
gondoltak, hogy aspecifikus modon a foszforilaciés mddositasok
reverzibilitasat biztositjak. A protein foszfatazok fizioldgias szerepének
megismeréseben alapvet6 fontossagu volt a foszfatazok aktivitasat gatld
természetes vagy szintetikus eredetl toxinok felfedezése. Ezek a toxinok
a sejtmembranon athatolva a defoszforilacios folyamatokat gatoljak,
megvaltozik a protein kinazok és protein foszfatdazok aktivitasanak
aranya, ami a célfehérjék magasabb foszforildltsagi allapotat
eredmeényezi, mikozben a protein kinaz aktivitasa nem valtozoik meg. A
fenériék ezen az uton megndvekedett foszforilacios allapota koéros
sejtvalaszokhoz  illetve  transzformacidhoz  vezetett. Ezek a
megfigyelések tamasztottak ala a foszfatazok alapvetd szerepét a sejten
bellli szabalyozasi folyamatokban.

A protein foszfatazokat a célfehérjék foszfo-szeril és foszfo-treonil
oldallancat defoszforilald szerin-treonin specifikus protein foszfatazokra,
illetve a célfehérjék foszfo-tirozil oldallancahoz kapcsolddo foszfatcsoport
lehasitasat végzd tirozin-specifikus protein foszfatazokra oszthatjuk.

A Ser/Thr specifikus foszfatazokat biokémiai vizsgalatok alapjan,

az inhibitorok és aktivatorok iranti eltér6 érzékenységuk szerint



csoportosithatjuk. Megkulonboztethetink PP1 és PP2 tipust, a PP2
tipuson belul PP2A, PP2B és PP2C alcsaladokat. A PP1 a foszforilaz-
kinaz 3 alegységére specifikus 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 fehériekre. A PP2A
aktivitasahoz nem szUkséges fémion és hatékony gatloszere az
okadansav. A PP2B-t a kalcium-kalmodulin stimulalja, a PP2C pedig egy
fémion fugg6 enzim.

A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok katalitikus alegységének
szerkezete alapjan, molekularis biologiai eredményeken alapuld
osztalyozas az el6bbi  osztalyozastol eltér. Ezek  szerint
megkulonboztetnek PPP-csoportot, amelybe a PP1, PP2A, és PP2B
tartozik, mig a masik csoportot a PP2C képezi, mely Kkatalitikus
alegységének szerkezete teljesen eltér az el6zd csoportétdl. Az
endothelium barrier funkcidjanak fenntartasaban, illetve a kontrakcio
megszuntetésében a Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok kozul a
protein foszfataz 1 és a protein foszfataz 2B részvételét irtak le, a PP2A
lehetséges szerepét nem tanulmanyoztak.

A protein foszfataz 2A

A PP2A a Ser/Thr specifikus foszfatazokhoz tartozd igen
konzervalt enzim. A holoenzimet szamos szovetbdl izolaltak, és
széleskorlen tanulmanyoztak. Az enzim vazat egy 36 kDa-os katalitikus
alegység (PP2Ac) és egy 65 kDa tomegl regulator alegység (A alegység
vagy PR 65) alkotja. Ehhez a dimerhez egy harmadik alegység is
kapcsolodik, melyet B alegységnek nevezunk, de tobb, egymastol
nagyon kulonbozé formajat ismerjuk.

A katalitikus alegység két, a és B izoformajat klébnoztak emlbs
szOvetekbdl. Northern blot eredmények bizonyitjak, hogy mindkét forma

detektalhatd kulonbdzd emlds szovetekben, de az a izoforma mRNS-e



mindenutt nagyobb mennyiségben van jelen. Alacsonyabbrendi
szervezeteket is megvizsgalva kimutattak, hogy az egyik
legkonzervaltabb enzim az eddig ismert enzimek kozott.

A PR 65 vagy A alegység szerkezeti funkcioval bir, er6sen kotédik
a katalitikus alegységhez, formalva az enzim vazat, amelyhez
kapcsolddik a valtozatos harmadik alegység. EmIGsokben két izoformajat
azonositottak, amelyek 86%-ban homoldégok. A 65 kDa-os A alegység
aminosav szekvencigjaban 15 darab 39-39 aminosavbdl all6é ismétlodd
egységet azonositottak, melyet HEAT motivumnak neveznek. A fehérje
kristalyszerkezetérdl nyert adatok megerésitik azt a feltételezést, hogy
az ismétl6dé egységekben 2-2 a-hélix struktura talalhato, amelyek ugy
rendez6dnek, hogy a fehérje harmadlagos szerkezete aszimmetrikus és
elnyujtott C betlire hasonlit.

A harom alegységes holoenzim harmadik komponense tdbbféle
molekulatomegl formaban el6forduld polipeptid, melyet B alegységnek
neveznek. A B alegységen belll 4 alcsaladot kulonitettek el, melyeket B,
B’, B”, B”’-kel jeloltek. Az egyes alcsaladok nem mutatnak egymassal
sem szerkezeti, sem pedig funkcidbeli hasonlésagot. A legujabb
terminologia szerint a PR (regulator fehérje) rovidités utan a josolt
molekulatomeg értéket tuntetik fel kDa-ban. A valtozatossagot tovabb
noveli, hogy az alcsaladokon belll tobb izoforma is talalhaté. A kalonféle
B alegységek a PP2A holoenzimek szubsztratspecificitasat és a sejten
beluli lokalizaciojat hatarozzak meg.

A PP2A biolbgiai szerepe

A PP2A-rol megjelent szamos kdzlemény arra utal, hogy egy igen
valtozatos felépitési enzimrél van szd, mely alapvetd szerepét a
fehérjék defoszforilalasaban tolti be. A holoenzim legvaltozatosabb
régidja a B alegység, melynek tobb csaladjat is ismerjuk. Ez a

sokféleség arra enged kovetkeztetni, hogy a PP2A sokféle bioldgiai



folyamatban vesz részt, tobbek kozott a sejtciklusban, a novekedésben,
a h6ésokk folyamataban, a jelatvitelben, a sejttranszformacioban, a DNS
replikaciéban vagy példaul az apoptdzisban.

A sejtciklus soran nélkulozhetetlen a G,/M fazis atmenethez a
Cdc2/cyclinB komplex (MPF) jelenléte. A PP2A-nak azt a funkciot
tulajdonitjak, hogy az MPF-et inaktiv prekurzor formaban tartva
megakadalyozza a sejtek G,-bbl M fazisba lépését. Szintén a sejtciklus
egyik kulcseleme a Cdc6, mely funkciojardl keveset tudnak, viszont a
Cdc6 mutansokkal végzett kisérletek arra utalnak, hogy az élesztésejtek
sejtciklusa megall az S fazis el6tt. A PP2A holoenzim, tartalmazva a PR
48-at kotédve a Cdc6-hoz G4-blokkot okoz.

A PP2A Kkodlcsdonhatasba léphet viralis fehérjékkel, mint példaul
polyoma kis t és kozepes T vagy az SV40 kis t antigénekkel,
befolyasolva a sejttranszformaciot. A HIV-1 vpr fehérjéje a B/PR55-el
kapcsoldédva a Cdc25 defoszforilaciojat okozza.

A hésokk fehérjék csaladjanak egyik tagja a HSF2, a PP2A A
alegységeével kapcsolédva megakadalyozza a katalitikus alegység
kapcsoldédasat, igy a PP2A aktivitasanak csokkenését okozza.
Kimutattak tovabba azt is, hogy a PP2A képes defoszforilalni in vitro a
kis molekulatomegl hdsokkfehériet a HSP27-et is. Amikor a HSP27
alegységeire disszocial és a p38 MAPK jelatviteli utvonalon keresztul
foszforilalodik, ezt az aktin filamentumok stresszkabelekké torténd
Osszerendezd6dése koveti, vagyis a HSP27 részt vesz az aktin
filamentumok szerkezetének szabalyozasaban foszforilacios és
defoszforilacios utvonalon keresztil. A HSP27 nemcsak az aktin
filamentumokkal, de a mikrotubulusokkal is asszocial HeLa sejtekben.

Két hibrid rendszert alkalmazva kimutattak, hogy a PP2A B'/PR61a
és B'/PR615alegységei kapcsolodva a cyclin G-vel szerepet jatszanak a

DNS degradacioban.



A PP2A enzim defoszforilal6 mikodése kovetkeztében altalaban az
egyes fehérjék inaktivaldédnak. Szamos protein kinaz is defoszforilalddik
a PP2A hatasara in vitro és in vivo, igy pl. a foszforilaz kinaz, az
ERK/MAPK-ok, protein kinaz- A, B, -C, a Ca2+-kalmodulin-fi]ggé kinaz is
mind szubsztratjai az enzimnek. A PKB-t pl. in vitro a PP2A inaktivalja.

Az endothel sejtek citoszkeletonja és a barrier funkcio

Az endothel sejtek konfluens monolayert képeznek az erek belsé
falan és szamos patologias, és élettani folyamatban toltenek be
szabalyozé szerepet. Egyik f6 feladatuk, hogy elvalasztjak a keringd vért
a szovetekt6l, és csak bizonyos makromolekulaknak és sejteknek
biztositjak az atjarast a véraram és a szOvetek kozott. Az endothel sejtek
integritasanak  megtartasaban- ami védelmet nyujt az erek
permeabilitasanak megnodvekedése és egyes gyulladasos folyamatok
kialakulasa ellen- fontos szerepet jatszik a sejt-sejt kapcsolatok
koordinalt mikodése és a szallitd vezikulumok sejtek kozaotti
szabalyozott mozgasa.

A vaszkularis endothelium jol miikodé barrier funkcidja az endothel
sejtekben fellepd kontraktilis és feszitdé er6k egyensulyat jelzi. Ha az
egyensuly a kontraktilis er6k iranyaba tolddik el, akkor az a sejtek kozotti
rések kialakulasat eredményezi. Az endothel monolayer integritasa, az
endothel sejtek kolcsonhatasa a szomszédos sejtekkel és az
extracellularis matrixszal a barrier funkcid betoltésében alapvetd
jelentéségl. A citoszkeleton elemeinek atszervez6dése megvaltoztatja
az endothel sejtek alakjat és a vaszkularis permeabilitast. A kulonboz6
bioaktiv agensek, mint pl. trombin hatasara kialakuld barrier diszfunkciét
a sejtek kozotti rések megjelenése és ezaltal megndvekedett vaszkularis
permeabilitas jellemzi. Ebben a folyamatban bizonyitottan szerepet
jatszanak a citoszkeletonban az aktin mikrofilamentumok, az aktin-

miozin kolcsonhatas, amely foszforilacioval/defoszforilacioval



szabalyozott folyamat. A miozin konnyutlanc (MLC) Ser19-es oldallancan
torténd foszforilacidja a sejtek kontrakciojat és sejtek kozotti rések
kialakulasat okozza. A foszforilaciot elsésorban a nagy molekulatomegu
(210 kDa) Ca®*-kalmodulin fiiggé miozin kénnyilanc kinaz (MLCK)
katalizalja, ami nagymértékben homoldg a simaizom MLCK-val (130-150
kDa). Az MLC defoszforilaciéjat az endothel sejtekben a protein
foszfataz 1 (miozin foszfataz, MP) katalizalja. Az MP 130 kDa-os miozin
kotdé alegységét a Rho-kinaz foszforilalja és ezaltal az MP aktivitas
gatlodik. Simaizomban kimutattak, hogy az MP aktivitasat egy
kisméretl, CPI17 nevl fehérje is gatolja, amelynek gatlé képességét a
PKC enzim potencirozza. A CPI17-t a protein foszfataz 2A
defoszforilalhatja in vitro, valamint kimutattak a CPI17 jelenlétét nemcsak
simaizomban, hanem endothel sejtekben is.

A protein foszfataz 2A és a citoszkeleton.

Tobb kisérleti eredmény utal arra, hogy a PP2A szamos
citoszkeleton- és a citoszkeletonhoz asszocialodo fehérjét defoszforilal.
Az intermedier filamentumban példaul a vimentin reverzibilis
foszforilacioja kulcsfontossagu az intermedier filamentumok dinamikus
atrendezddésében. Neuroblastoma sejtekben a Rho-kinaz foszforilalja a
vimentint és ennek kovetkeztében a vimentin filamentumok felbomlanak,
a folyamatot a PP2A reverzibilissé teszi. Fibroblaszt sejteket ugyancsak
specifikus PP2A gatlészerrel kezelve az intracellularis vimentin
foszforilacios szintjének emelkedését talaltak és kimutattak a PP2Ac, az

A PP2A a mikrotubulusokkal és mikrotubulushoz asszocialodo
fenérjékkel, pl. a tau-val is kolokalizalhaté. A mikrotubulusok
foszforilaciojanak szukségességét és in vitro kimutattak, hogy csak a
PP2A képes defoszforilalni ezt a fehérjgt. A kulonb6zé PP2A



heterotrimerek kozul a B/PR55 regulator alegységet tartalmazé PP2A
kotédése latszik bizonyitotthak a mikrotubulushoz. A mikrotubulusok
stabilitasanak fenntartasahoz az irodalmi adatok szerint ugy tlnik, hogy
szUkséges a PP2A aktivitas és a megfelel6 alegység Osszetétel. S.
cerevisiae-ben példaul a C-terminalis leucint, ami szikséges a B
alegység kotédéséhez, alaninra cserélve megnovekedett az
élesztdsejtek érzékenysege a mikrotubulust destabilizalé hatasokra.

A PP2A a MAP fehérjéken kivul a citoszkeleton mas fehérjéivel is
asszocial és képes azokat defoszforilalni. Kimutattak, hogy egy, az
aktinhoz kotédé fehérje a kofilin, human T limfocita sejtekben asszocial a
PP1 és PP2A fehérjékkel. A kofilin egy aktint depolimerizal6 fehérje, ami
elengedhetetlentl fontos az aktin citoszkeleton dinamikajanak
fenntartasahoz és a sejtek életben maradasahoz. Kimutattak, hogy a
PP1 és a PP2A nemcsak kotédik a kofilinhez, de defoszforilalja is ezt a
19 kDa nagysagu fehérjét és defoszforilacidéval aktivalja azt.

Széles korlen dokumentaltak, hogy a mikrofilamentumok és a
mikrotubulusok hasonldéan fontos szerepet tdltenek be a citoszkeleton
szerkezetének megtartasaban endothel sejtek barrier funkcidjaban,
feltételezi olyan lehetséges szubsztratok jelenlétét, melyek szintén
szerepet jatszanak a Dbarrier funkcid0 szabalyozasaban, akar a

mikrofilamentumokon, vagy a mikrotubulusokon keresztul.



CELKITUZESEK
Munkank céljla az volt, hogy endothel modell rendszerben
tanulmanyozzuk a PP2A, a barrier funkci6 és a citoszkeleton
szabalyozasa koOzOtti kapcsolatot. Ezért az alabbi kisérleti stratégiat
allitottuk Ossze:

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

2. A PP2A lokalizaciéjanak vizsgalata endothel sejtekben, a
mikrotubulussal asszocial6do fehérjék kimutatasa.

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

4. A PP2A alegységek emlds expressziora alkalmas vektor
konstruktjainak és a PP2A alegységek rekombinans adenovirus
plazmidjainak elballitasa, a PP2A alegységek overexpresszidja marha
endothel sejtvonalban (BPAEC) és human endothel sejtvonalban
(HPAEC).

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

6. Az overexpresszalt fehérjék aktivitasanak gatlasa és a gatlas utani
hatas tanulmanyozasa a tudd artéria endothel sejtek citoszkeleton és
szerkezetére és a barrier funkciéra.

7. Az overexpresszalt fehérjék hatasanak tanulmanyozasa a PP2A
olyan lehetséges szubsztratjainak (mint példaul HSP27 és tau)

foszforilaltsagara, amelyeknek szerepe lehet a barrier funkciéban.



MODSZEREK
Sejttenyésztés A marha tudé artéria endothel sejteket (BPAEC) a 15-24
passzalasig hasznaltuk. A sejteket Medium 199-ben (Gibco BRL)

tenyésztettik. A médium 20% (v/v) magzati borju szérumot (Irvine
Scientific), 15 pg/ml endothel sejt novekedési faktort (Collaborative
Research), 1% antibiotikumot- antimikotikumot, és 0.1 mM nem-
esszencialis aminosavakat (Gibco BRL) tartalmazott. A human tudé
artéria endothel sejteket (HPAEC), a human koldokvéna endothel
sejteket (HUVEC), és a human tudé mikrovaszkularis endothel sejteket
(HLMEC) a Cloneticstdl rendeltuk. A HPAEC-t a 6-10 passzalasig, a
HUVEC-et a 2-3 passzalasig, a HLMEC-t a 4-8 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 novekedési 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. A sejteket DMEM médiumban tenyésztettuk. A
meédium tartalmazott 4.5 g/L glukozt, 110 mg/L Na-piruvatot, 2 mM L-
glutamint, 10 % magzati borju szérumot. A sejteket felhasznalasig 37°C-
on, 5%-os CO,termosztatban tartottuk.

HUVEC cDNS konyvtar szirése Random hexamer és oligo dT
primerekkel készult HUVEC A gt 11 cDNS konyvtar (Dr. David Ginsburg,
Ann Arbor, USA) 10° klénjat sz(irtiik a PP2A katalitikus (C) és regulator
(A) alegységeére. Az RT-PCR reakciéban eléallitott PP2Ac, illetve a 850
bp-os novényi A alegység homolog (Dr. Dombradi Viktor, DE OEC,

Debrecen) DNS probat random primerekkel radioaktivan jeloltuk, és
55°C-on hibridizaltuk a nylon membranon immobilizalt kényvtar klénokkal

(1-2x10° cpm/ml hibridizaciés puffer). Az aspecifikusan kotédott probat
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2x SSC-vel tavolitottuk el 60 °C-on. A pozitiv jeleket autoradiografiaval
detektaltuk. Haromszoros szlréssel tiz PP2Ac és két A alegység fag-
klont izolaltunk. A klonokat szekvenalassal ellendriztik és a hibatlan
PP2Ac és PP2Aa cDNS kodold szekvenciakat emldés expresszids
vektorokba szubklonoztuk.

Emlés expressziéos plazmidok HUVEC lambda fag preparatum
templattal a PP2Ac-t (930 bp), a PP2Aa-t (1770 bp) és a PP2Aay-t (as 1-

385, 1185 bp) a kodoldo szekvenciakra specifikus primerparok

felhasznalasaval PCR reakcioban sokszorositottuk. A PCR termékeket a
pCMV-HA (3.8 kb) és a pcDNA3.1/Myc-His(+) A verzié (5.5 kb) emlds
expresszios vektorokba szubklonoztuk. A konstruktok szekvenciait és a
nyitott olvasasi keret helyességeéet szekvenalassal ellendriztuk.

Transzfekcié A sejteket 70 % konfluencia eléréséig szOvettenyésztd

edényekben tenyésztettuk, majd inkubaltuk a PP2Ac vagy a PP2Aa
alegységek, vagy mindkét alegység konstruktjaval FuGene 6
transzfekcids reagens (Roche) jelenlétében kovetve a termékre
vonatkozo leirast. Transzfekcidé utan a sejteket 24 éran vagy 48 6ran
keresztiil inkubaltuk (37°C, 5% CO, termosztat), majd mostuk haromszor
1x PBS-sel, és tovabbi kisérleteinkhez hasznaltuk fel.

In vitro foszfataz aktivitas meghatarozasa transzfektalt sejtekben A

24 vagy 48 oras poszttranszfekcios inkubalasi 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 proteazgatlokat, majd a sejteket
szonikalassal feltartuk. Feltaras utan a foszfataz  aktivitas
meghatarozasahoz a mintakat huszszorosara higitottuk a 20 mM Tris-
HCI-t (pH=7.4), 0.1% 2-ME-t és 1 mg/ml BSA-t tartalmaz6 pufferrel. A
foszfataz aktivitast 5 pM [*?P]-MLC20 szubsztrattal hataroztuk meg. A

kihasitott *’P-ot a kicsapodott fehérjék centrifugalassal torténd
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elvalasztasa utan 400 ul felUluszobol hataroztuk meg szcintillacios
szamlaloban. A foszfataz aktivitas valtozasat 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 kodold szekvenciara specifikus primerparok
felhasznalasaval PCR reakcioban sokszorositottuk. A PCR termékeket a
pShuttle-lres-hrGFP-2-HA  adenovirus vektorba szubklonoztuk. A
plazmidokat szekvenalassal ellenériztik. A rekombinans adenovirus
plazmidokat homolog rekombinacioval hoztuk |étre a fenti plazmidok és
a pAdEasy-1 virus DNS plazmid felhasznalasaval kovetve a termékre
vonatkozo leirast (Stratagene). A rekombinans adenovirus konstruktokat
restrikcios hasitassal ellenériztik. Kontrollként pShuttle-CMV-lacZ-
pAdEasy-1 konstruktot hasznaltunk, amit a fenti rekombinans
plazmidokhoz hasonléan allitottunk elé.

Rekombinans adenovirus sokszorositasa és tisztitasa A

rekombinans adenovirus sokszorositasat és tisztitasat az irodalmi
hivatkozasban (He et al., 1997), valamint az AdEasy™ Adenovirus vektor
kit-ben  (Stratagene) leirtaknak megfeleléen végeztik kevés
modositassal. A végleges virustiter 10'°-10"" pfu/ml volt.

Endothel sejtek fertozése tisztitott rekombinans adenovirussal A

tisztitott virust kulonboz6 higitasokban hasznaltuk, hogy ellendrizzik a
fert6zés hatékonysagat. A virust szérummentes médiumban higitottuk. A
HPAE vagy BPAE sejteket 90%-0s konfluencia elérése utan fert6ztik
meg, majd inkubaltuk 37°C-on, 5 % CO, termosztatban. A PP2Ac és
PP2Aa expresszidjarol Western blot és immunofluoreszcencia
segitségével gy6z6dtink meg.

Transzendothel elektromos ellendllasmérés (TER) A sejtek barrier

funkcidjanak tanulmanyozasasra, nagy érzeékenységl biofizikai mérést

(Applied Biophysics) hasznaltunk.
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Endothel sejtek frakcionalasa A frakcionalast kétféle modszert kovetve

valdsitottuk meg, centrifugalasi lépésekkel. Az elsé modszer lehetévé
teszi, hogy elkulonithessuk a mikrotubulusban gazdag (MT),
citoszkeleton (F-aktin gazdag), és a citoszdl, mig a masik mdodszerrel a
citoszodl, a tubulin, az aktin és az intermedier filamentum (vimentin)
gazdag frakciokat kulonitettuk el.

Western-blot SDS-PAGE-t 10 % akrilamid koncentraciéju géleken

végeztunk. A sejteket 1x PBS-sel mostuk, majd SDS mintapufferben

felkapartuk és O0sszegyUjtottuk. A sejteket a kétszeres toménységi SDS
mintapufferben 5 percig 100°C-ra hevitettiik, majd a gélre 20-25 pl
fehérje mintat vittink fel. A fehérjéket a gélbdl nitrocellul6z membranra
blotoltuk. A membran nem specifikus kotéhelyeinek blokkolasasra 5 %
sovany tejport és 0. 1 % Tween 20-at tartalmazo 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 tartalmaz6 TBS-ben oldottuk. Az els6dleges antitestek
kimutatasara peroxidazzal kapcsolt masodlagos antitesteket, a
keresztreakciok detektalasara kemilumineszcencian alapulé (ECL)
reagenst hasznaltunk.

Immunofluoreszcencia A 12 Iyuku szdvettenyészté edényben,

fed6lemezeken 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 tartalmazé PBST-ben permeabilizaltuk 30-60 percig
szobah6n. Permeabilizalas utan 2 % BSA-t tartalmazé PBST-ben
blokkoltuk 30 percig szobah6n. Az elsGdleges antitestekkel a sejteket 60
percig inkubaltuk szobahdn blokkoldé oldatban. Immunodetektalasra
Alexa 350-, Alexa 488- és Alexa 594- konjugalt masodik antitesteket

hasznaltunk. Az F-aktin kimutatasara Texas Red-phalloidint
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alkalmaztunk. A metszeteket Nikon faziskontraszt inverz mikroszkoppal

és Zeiss LSM 410 konfokalis Iézermikroszkdppal vizsgaltuk.
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EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A vaszkularis endothel monolayer f6 funkcioja, hogy a plazma és
az intersticialis folyadék kozott szemi-szelektiv diffuziés sorompoként
mikodik, és igy szerepe van a sejtfal homeosztazis fenntartasaban. Az
érpermeabilitas megnovekedése kulonbozb bioaktiv agensek hatasara
az endothel sejtek kozott kialakuld rések kovetkezménye. Az endothel
sejtek kolcsonhatasa a szomszédos sejtekkel és az extracellularis
matrixszal fizioldgias funkcidjuk betoltésében ezért alapvetd jelentésegu.
A vaszkularis endothelium jol mikoédd barrier funkcidja az endothel
sejtekben fellépd kontraktilis és feszitd erdk egyensulyat jelzi. Ha az
egyensuly a kontraktilis er6k iranyaba tolddik el, példaul trombin
hatasara, akkor az a sejtek kozotti rések kialakulasat eredményezi, a
sejtfal homeosztazis megbomlik, ezaltal az adott szerv muikodése
modosul. Szamos citoszkeleton fehérje foszforilaltsagi allapota
befolyasolja a citoszkeleton elemeinek szervezddését, ennek
kovetkeztében az endothel sejtek kontrakcids allapotat, az endothelium
barrier funkcidjat. A citoszkeleton elemei és egyes fehérjék kozotti
kozvetlen vagy kozvetett kapcsolaton kivul, korabbi eredmeények
bizonyitjak, hogy a mikrotubulusok és mikrofilamentumok kozotti
kapcsolat elengedhetetlen az endothel sejtek citoszkeleton
szerkezetének 0sszehangolt szabalyozasahoz. Részletesen
tanulmanyoztak tudé artéria endothel sejtekben az aktin-miozin
kolcsonhatason alapulé  kontrakcibban a miozin  konnydlanc
foszforilaciojanak-defoszforilacidjanak szabalyozasat és bizonyitottak
szerepét a barrier funkciéban.

Munkank soran a PP2A szerepét kivantuk meghatarozni az
endothel sejtek citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban és a
sejtek permeabilitas valtozasaban farmakologiai inhibitorok és trombin

felhasznalasaval. A nokodazol (ND) egy olyan szintetikus gatlészer, ami
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reverzibilisen gatolja a tubulinok Osszerendez6dését és képes
depolimerizalni a mikrotubulusokat. Az okadansav (OA) egy 38
szénatombdl allé zsirsav poliéter szarmazéka, ami képes a protein
foszfataz 1 és 2A aktivitdsanak hatékony gatlasara. Az okadansav eltéré
modon gatolja foszfatazokat: a PP2A-t hatékonyabban (Ki= 0.2 nM), mint
a PP1 enzimet (Ki= 2 uM). Az okadansav él6 sejtekben 1 uM-ig a protein
foszfatazok kozul csak a PP2A-t gatolja, ezért hasznalhaté a PP2A
szerepeének vizsgalatara.

Korabban kimutattak, hogy az OA 2-5 nM koncentraciéban nem
valtoztatta meg jelent6sen borju endothel sejtek permeabilitasat és az
MLC foszforilacidjat, amibdl a PP2A korlatolt szerepére kovetkeztettek
az endothel sejtek barrier funkcidjanak és kontrakciéjanak kozvetlen
szabalyozasaban. Masrészt kimutattak azt is, hogy mikrotubulus
szerkezetének a nokodazol (2-5 uM) altal kivaltott destabilizacidja
jelentésen megnovelte az EC akto-miozin kontrakcidjat és a sejtek
permeabilitasat, ami azt bizonyitja, hogy a mikrotubulusoknak is fontos
szerep jut az EC barrier funkcid megtartasaban. A PP2A-rél viszont
ismert, hogy mas sejttipusokban fehérje-fehérje kolcsonhatasba lépett
néhany mikrotubulushoz asszocialodd fehérjével és defoszforilalja
azokat, ilyen pl. a tau fehérje is, ami befolyasolhatja az MT stabilitasat.
Ezért a PP2A lehetséges szerepét vizsgaltuk endothel sejtek nokodazol
altal kivaltott kontrakcidos valaszaban és a sejtek permeabilitasanak
valtozasaban. Eredményeink azt mutattdk, hogy az okadansav (5 nM),
jelentésen fokozta a szubmaximalis tartomanyban alkalmazott nokodazol
(50-200 nM) transzendothel elektromos ellenallasra (TER) és a
paracellularis rések kialakulasara kifejtett hatasat. Megnovelte a sejtek
kozOtti rések szamat és nagysagat; és ezzel dsszhangban a monolayer

elektromos ellenallasat csokkentette. Ezek az eredmények a PP2A
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aktivitas részvételére utalnak a citoszkeleton két eleme az aktin és a
mikrotubulusok k6zotti kommunikacié megteremtésében.

két kalonb6zé modszerrel sejtfrakcionalast végeztiink, melyet Western-
blot kovetett. Mindkét frakcionalasi mddszerrel kimutattuk, hogy a PP2A
legnagyobb mennyiségben a tubulin/MT gazdag frakcidoban volt jelen.
Korabban a PP2A fehérje ill. a PP2A aktivitas jelenlétét szamos
sejtfrakcionalasi modszerrel tanulmanyoztak kulonbozd sejttipusokban.
Példaul patkany eléagybdl preparalt citoszdl és részecske frakciokban
kimutattdk, hogy a PP2A aktivitas a citoszdl frakcidban volt a
legmagasabb, de a részecske frakciokban is jelentds aktivitast
detektaltak. Viszont a fehérje mennyisége az dsszes frakciéban hasonlé
és borju agyszovetben. Ideg és nem ideg sejtekben, mind a mitotikus
orsO, mind a centroszomak mikrotubulusai asszocialnak a PP2A-val. A
PP2A in vitro reverzibilisen képes kotédni a mikrotubulusokhoz.
Kimutattak, 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-szeri
eloszlasat mutattak kezeletlen endothel sejtekben, amibdl a
szerl eloszlasa azonban OA kezelés utan teljesen megszint. A PP2A
sejten beluli lokalizaciojanak valtozasa a PP2A gatlasa utan, egybeesik a
periférias mikrotubulusok eltiinésével, amibdl arra kovetkeztettink, hogy

a PP2A aktivitas gatlasa a PP2A  mikrotubulusokrdl  torténd

------
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Ahhoz, hogy a PP2A pontos szerepét részletesebben
tanulmanyozhassuk endothel sejtekben a PP2A katalitikus C (PP2Ac),
és a regulator A (PP2Aa) alegyseégeit, valamint az A alegység trunkalt
mutansat (PP2Aay) HUVEC cDNS konyvtar sikeres szirése utan emiés
expresszids vektorokba szubklonoztuk. A HPAEC-t ezekkel a
rekombinans plazmidokkal tranziensen transzfektaltuk. Az
overexpresszalt PP2A aktivitasat in vitro foszfataz aktivitasméréssel
igazoltuk, a protein foszfatazok egyik specifikus gatloszerét, az
okadansavat hasznalva. Az endothel sejtek alacsony transzfekcios
hatékonysaggal rendelkeznek és a mi megfigyelésunk is ez volt. Az
immunofluoreszcens kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a
rekombinans fehérje nagy koncentraciéban volt jelen azokban a
sejtekben, melyek overxpresszaltak a fehérjét, meégis az
aktivitasnovekedés a teljes sejtkivonatban csak kb. 30-50 % volt a
kontrollhoz képest. A rekombinans PP2Ac-t tartalmazé sejtek
egeészsegesnek tlntek és allapotukat tekintve nem kulonboztek a
szomszédos, kontroll sejtektél, ami azt feltételezi, hogy a rekombinans
katalitikus alegység valdszinlleg kotdédik a nativ, regulator
alegységekkel, vagy a rekombinans A alegységgel, ami kapcsolodva 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
aktinrégio megvastagodott. Mindkét alegység, ugy tlnik ko-lokalizal az
F-aktinnal, fehérje-fehérje kolcsonhatast feltételezve a PP2A és az F-
aktin vagy az aktinnal asszocialodo feheérjék kozott. Tudd és vese epithel

sejtekben szintén kimutattak a PP2A, az aktin és mas citoszkeleton

......
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A PP2A A alegysége egyarant koti a katalitikus C alegységet és a
regulator B alegységet. Az A alegyseg szerkezetét részletesen leirtak, a
katalitikus C és az egyik B alegység a fehérje meghatarozott régidihoz
kotédnek. Elballitottunk és overexpresszaltunk az A alegységnek egy
olyan trunkalt mutansat (PP2Aay), ami csak a B alegység kotéséert
felelés N-terminalis régiét tartalmazza, de nem tartalmazza a katalitikus
alegység kotéséért felelés C-terminalis szakaszt. Amikor Kko-
expresszaltuk a PP2Ac-t ezzel a mutanssal, a rekombinans PP2Ac-nek
nem volt katalitikus aktivitdsa az aktinra/aktinkoté fehérjékre, amibél arra
kovetkeztettlink, hogy a PP2Ac kotédése a PP2Aa+b-hez kritikus abban,
hogy a PP2Ac a megfeleld szubsztratokhoz kotédjon. Strack és mtsai
(2004) fenti eredményunkkel o6sszhangban kimutattak, hogy az
Aa alegység RNS interferenciaja a teljes PP2A aktivitast, valamint a C,
B, B’ alegységek mennyiségét lecsokkenti. A C és B alegység
monomerek a proteoszémak altal kerultek lebontasra.

Korabbi eredmények igazoltak, hogy a mikrotubulusok (MT) és a
mikrofilamentumok kozotti kapcsolat hatassal van az endothel sejtek
(EC) citoszkeleton szerkezetének valtozasaira. Verin és munkacsoportja
(2001) kimutatta a mikrotubulusok szerkezetének felbomlasa, a barrier
diszfunkcio, valamint a kontrakcioban szerepet jatsz6 kaszkad (MLC
foszforilacio, stressz kotegek kialakulasa) kozotti szoros dsszefuggeést.
Kimutattak tovabba, hogy a mikrotubulusok felbomlasa az MLC
foszforilaciojanak novekedéséhez vezet, ami specifikus jelatviteli
utvonalak elinditasat feltételezi, ami végul a sejtek kontrakciéjahoz és az
endothel sejtek barrier funkciojanak hibajahoz vezet. A miozin
konnytlanc (MLC) Ser19-es oldallancan torténd foszforilacioja a sejtek
kontrakciojat és sejtek kozotti rések kialakulasat okozza. A foszforilaciét
elsésorban a nagy molekulatdmegli (210 kDa) Ca*-kalmodulin fliggd

miozin konnydlanc kindaz (MLCK) katalizélja, ami nagymértékben
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homolog a simaizom MLCK-val (130-150 kDa). Az MLC defoszforilaciojat
az endothel sejtekben a protein foszfataz 1 (miozin foszfataz, MP)
katalizalja. Az MP 130 kDa-os miozin kot6 alegységét a Rho-kinaz
foszforilalja és ezaltal az MP aktivitas gatlodik.
Mind a nokodazol, mind a trombin barrier diszfunkciot idézett el6
endothel sejtekben az F-aktin citoszkeleton és a mikrotubulusok
szerkezetének megvaltoztatasaval. A PP2A overexpresszioja ezeknek
az agenseknek a hatasat megszuntette vagy jelentésen mérsékelte. Az
overexpresszalt PP2A ugyan nem valtoztatta meg jelentésen a
mikrotubulusok szerkezetét, de nokodazol kezelés soran megvédi a
mikrotubulusok szerkezetét a nokodazol destabilizalé hatasaval
szemben. A PP2A aktivitasa tehat szikséges a mikrotubulusok
stabilitasanak megbrzésében.

Azért, hogy kozvetlenul vizsgalhassuk a PP2A aktivitas hatasat az
EC permeabilitdsara, az EC monolayer elektromos ellenallasanak
méréseével rekombinans adenovirus konstruktokat készitettink. A kozel
100%-0s hatakonysagu infekcié utan a fehérjék sikeres expressziojat
Western blottal és immunofluoreszcens festéssel mutattuk ki specifikus
antitesteket hasznalva. A PP2Aa+c adenovirus konstruktokkal fert6zott
HPAE sejtekben a trombin és nokodazol altal kivaltott transzendothel
elektromos ellenallas csokkenése jelentésen mérséklédott, ami
bizonyitja azt, hogy a PP2A kozvetlen szerepet jatszik az endothel sejtek
barrier  funkcidéjanak szabalyozasaban, valdszinlleg specifikus
citoszkeleton fehériek 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, feltételeztuk, hogy mind az aktin,

mind a mikrotubulusok szerkezetének valtozasa olyan jelatviteli
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utvonalon keresztul mehet végbe, ahol a PP2A olyan szubsztrato(ka)t
defoszforilalhat, amely fehérjé(k)nek a defoszforilacidja a citoszkeleton
mindkét elemének a szerkezetét megvaltoztatia. A PP2A lehetséges
szubsztratjainak azonositasara EC-ben, két szabalyozo, citoszkeleton
fehérjére, a HSP27-re és a tau-ra fokuszaltunk. Feltételezzuk, hogy a
PP2A ezen fehérijek defoszforilaciojaval teremthet kapcsolatot a
citoszkeleton két eleme- a mikrotubulusok és az aktin k6zott. Kimutattuk,
hogy a HSP27 és a tau nagy része a tubulinban gazdag frakciéban volt
jelen, a PP2A-hoz hasonldéan. Masok is dokumentaltak a HSP27- és a
az EC  Dbarrier szabalyozasaban is részt vesz az aktin
stresszfilamentumok kialakitasan keresztil, valamint a citoszkeleton
szerkezetének kialakitasaban fontos szabalyozé elem. Leirtak azt is,
hogy a HSP27 overexpresszioja megnoveli az F-aktin stabilitasat, olyan
stresszhatasokra mint pl. a hipertermia, cytochalasin D vagy egyes
oxidansok, de a pontos mechanizmus még nem ismert. A HSP27
foszforilacios allapota azonban meghatarozza az aktin polimerizaciora
kifejtett hatasat. A nem foszforilalt kis molekulatomegi HSP monomerek
aktivak az aktin polimerizacié gatlasaban, mig a foszforilalt monomerek
és a nem foszforilalt oligomer forma inaktivak. Az irodalmi kozlések
tobbsége leirja, hogy normalis korulmények kozott a HSP27 a
citoplazmaban diffuzan talalhaté, mig masok leirtak, hogy az aktinnal ko-
lokalizal. in vivo eredmények szintén kapcsolatot feltételeznek a
lipopoliszacharidok altal kivaltott EC barrier diszfunkci6 és a HSP27
foszforilacioja kozaott.

Western-blot és immunofluoreszcens kisérleteink igazoltak, hogy
nokodazollal kezelt, nem transzfektalt sejtekben a HSP27 foszforilacidja
jelentésen megnd, mig a PP2A alegységek overexpresszidja a

nokodazol altal kivaltott HSP27 foszforilaciojat szignifikansan
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lecsOkkenti, ami O0sszhangban van a PP2A véd6 szerepével az EC
barrier szabalyozasaban.

A mikrotubulusokkal asszocialédé tau fehérje, foszforilalatlan
formaban  elbsegiti a  mikrotubulus  Osszerendez6dését  és
megakadalyozza annak depolimerizaciéjat. Néhany kinaz altal pl. a
Ca?'/kalmodulin fiiggd kinaz Il vagy a protein kinaz A el6idézett
foszforilaci6 csOkkenti a tau fehérje MT kotd és Osszerendezd
képesseéget. A hiperfoszforilalt tau defoszforilacidja azonban helyreallitja
a tau fehérje MT Osszerendezéséért felel6s tulajdonsagat. Ezekbdl
kovetkezik, hogy a tau fehérje foszforilacion/defoszforilacion keresztul
szabalyozott. Két hibrid rendszerrel kimutattak azt is, hogy az aktin
citoszkeleton szabalyozasaban résztvevd Gaz43 csalad kotédik a PP2A-
val, és a PP2A a Ga4, fehérjén keresztll vesz részt a tau fehérje
defoszforilaciojaban COS sejtekben és neuronokban, megteremtve igy a
kapcsolatot a citoszkeleton két eleme az aktin és a mikrotubulusok
kozott a PP2A-n és a tau fehérjén keresztul.

Eredményeink bemutattak, hogy a tau a PP2A szubsztratja lehet
endothel sejtekben, ugyanis amikor a PP2A aktivitast okadansavval
gatoltuk a tau foszforilacioja megnovekedett. Ha a PP1 és PP2A
aktivitast egyarant gatoltuk calyculin A-val, az nem okozta a tau
foszforilaciojanak szignifikans novekedését, a PP2A aktivitas egyeduli
gatlasaval 6sszehasonlitva. Ebbél arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
a PP1 szerepe a tau defoszforilaciojaban korlatozott. A foszforilalt tau
vizsgalatara olyan foszfo-tau elleni specifikus antitestet hasznaltunk, ami
a Ser262 oldallancon foszforilalt. Ez a foszforilacios oldallanc a
legnagyobb jelent6ségl a tau mikrotubulusokhoz val6é kotédésében. A
PP2A aktivitas gatlasa a foszforilalt tau sejtperiféria iranyaba torténd
transzlokaciojahoz és a periférias mikrotubulusok felbomlasahoz

vezetett, ami a PP2A medialt tau defoszforilacio és a periférias
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mikrotubulusok stabilitasa kozotti kozvetlen kapcsolatra utal. A tau
szamos kinaznak, koztuk a p38 MAP kinaznak is szubsztratja in vitro.
Egyetlen génen tortént alternativ mRNS splicing kovetkeztében a tau
szamos izoformaval rendelkezik. A tau f6ként neuronalis sejtekben fordul
el6, de leirtak jelenlétét fibroblasztokban és limfocita sejtekben is.
Kimutattuk, hogy a PP2A overexpresszidja jelentdsen lecsokkenti a
nokodazol altal el6idézett tau foszforilaciot HPAE sejtekben. Fenti
eredményekbdl arra kovetkeztethettiink, 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 funkcio

védelmében a PP2A altali defoszforilacion keresztul.
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OSSZEFOGLALAS
Kisérleteink célja a protein foszfataz 2A (PP2A), egy Ser/Thr specifikus
foszfataz szerepének vizsgalata human és marha tudé artéria endothel
sejtek citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban. Kimutattuk, hogy a
PP2A gatlasa jelentésen megnoveli a nokodazolnak-egy mikrotubulus
(MT) inhibitor- hatasat; a sejtek kozotti (intercellularis) rések
megnovekedéseének, ami a PP2A részvételére utal az endothel sejtek
mikrotubulus—medialt barrier funkciojanak szabalyozasaban és a
citoszkeleton Ujrarendez6désében. Kimutattuk tovabba, a PP2A
specifikus és szoros kotédését a mikrotubulusokkal. Ahhoz, hogy a
PP2A pontos szerepét tisztazhassuk az endotheliumban, a PP2A
katalitikus (PP2Ac), regulator (PP2Aa) és a regulator alegyseég trunkalt
mutans (PP2Aay) kodold szekvenciait emlés expresszids vektorokba
szubklénoztuk és a konstruktokkal human tudé artéria endothel sejteket
(HPAEC) transzfektaltunk és overexpresszaltuk a PP2A alegyseégeit.
Immunofluoreszcens kisérletekkel kimutattuk, hogy a két alegység
egyuttes expresszidja az endothel sejtek Kkortikalis aktinjanak
feldusulasahoz és a stresszfilamentumok eltiinéséhez vezet. Akar a C
alegyséqg, akar a C és az A alegység egyuttes expresszidja jelentbsen
mérsékli/megszunteti a nokodazol vagy trombin, mikrotubulust
destabilizalé hatasat, valamint atrendezi az aktin citoszkeleton
szerkezetét, amibdl a PP2A mikrotubulus rendszert véd6 szerepére és
az aktin citoszkeletonon keresztul torténd szabalyozasi folyamatokra
kovetkeztettink. A PP2A gatlasa 5 nM okadansavval megszinteti, ill.
jelentésen meérsékli az overexpresszalt alegységek EC citoszkeletonra
kifejtett hatasat, jelezve a PP2A aktivitasanak szerepét endothel sejtek
citoszkeleton szerkezetének szabalyozasaban. A PP2Ac ko-expressziodja
a trunkalt mutanssal azt eredményezte, hogy a rekombinans PP2Ac-nek

nem volt katalitikus aktivitasa az aktinra/aktinkotd fehérjékre, amibdél arra
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kovetkeztettink, hogy a PP2Ac kotédése a PP2Aa+b-hez kritikus abban,
hogy a PP2Ac a megfelel§ szubsztratokon kifejthesse hatasat.

Endothel sejtek fert6zése PP2A adenovirus konstruktokkal szintén
jelentésen gyengiti a nokodazol vagy a trombin transzendothel
elektromos rezisztenciara kifejtett hatasat, jelezve a PP2A kdzvetlen
szerepét az endothel sejtek mikrotubulus és F aktin- medialt
permeabilitasvaltozasaban.

Sejtfrakcionalasi modszereinkkel kimutattuk, hogy a HSP27 és a tau,
melyek endothel sejtekben a PP2A feltételezett szubsztratjai a
citoszkeletonban, jelentés mennyiségben jelen vannak a PP2A mellett a
sejt tubulin gazdag frakciojaban. Kisérleteinkben igazoltuk, hogy a PP2A
gatlasa noveli a tau foszforilaciét, valamint a PP2A overexpresszidja
jelentésen csOkkenti a nokodazol altal kivaltott HSP27 és tau
foszforilaciot, ami el6z6 eredmeényeinkkel 6sszhangban szintén a PP2A
citoszkeletont védd szerepére utal.

Osszességében ezek az adatok a PP2A kdzvetlen részvételére utalnak
az endothel sejtek citoszkeleton szerkezetének és permeabilitasanak

szabalyozasaban.
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