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1.  BEVEZETO
1.1.  Avaszkularis endotélium barrier funkcidja
1.1.1. Az endotél sejtek heterogenitasa

Az erek belsé falat boritd endotél sejtek egy félig-ateresztd gatat alkotnak, mely
dinamikusan szabalyozza a folyadék és makromolekulak mozgasat a vér és az intersticialis tér
kozott. Az érhélozat kiilonbozd részein heterogén endotél populaciok taldlhatéak. A tiidd
artéria endoteél sejtek (makrovaszkularis sejtek) fontos fiziologiai és pathofiziologiai szerepet
jatszanak az emberi szervezetben. Részt vesznek a vér homeosztazisban, de hozzajarulnak
bizonyos patholégias Aallapotokhoz is. A makrovaszkularis endotél sejtek fizikai
tulajdonséagaikban sok hasonlésadgot mutatnak a mikrovaszkularis endotél sejtekkel. Ennek
ellenére in vivo tid6 6démés modellek vizsgalata alapjan kimutattak, hogy az 6démas
folyadék filtracidja tobbnyire a mikrovaszkularis keringéshez kothet6. Nagyrészt technikai
korlatoknak és a mikrovaszkularis sejtek izolalasi nehézségeinek koszonhetéen az endotél
barrier funkcidval kapcsolatos megfigyelések tobbségét makrovaszkularis sejtekben irtak le.
1.1.2. A tiid6 endotél barrier klinikai és fiziologias jelentosége

Gyulladast kelté vagy mérgez6 anyagok direkt vagy indirekt sériiléseket okozhatnak a
tiildoben, melyek pathofiziologias tiinetekhez vezetnek, mint példaul a sulyos tiidégyulladas,
akut tiidGelégtelenség (ALI), vagy ennek még stlyosabb formaja a heveny légzési
elégtelenség szindroma (ARDS). Az ALI és az ARDS akut fazisdban megnovekedett endotél
permeabilitas figyelhetd meg, aminek a kovetkeztében erdteljes és gyors fehérjében gazdag
0déma folyadék bearamlas torténik a tiidé alveolusokba. Széles korben elfogadott tény, hogy
az ezekre a klinikai tlinetekre jellemzd endotél barrier diszfunkcid szorosan kothetd az
agonistak altal kivaltott citoszkeletalis atrendez6déshez, mely a sejt-sejt kapcsolatok
felbomlasahoz és paracellularis rések kialakulasahoz vezet.
1.2. Az endotél permeabilitast szabalyozé mechanizmusok
1.2.1. Az endotél permeabilitas kiilonboz6 utvonalai

Az endotél permeabilitds esetén beszélhetiink bazalis és indukalt permeabilitasrol. Az
els6 a mikrovaszkularis endotél sejtek szintjén torténik, mig az utdbbi gyulladasos
folyamatokkal kapcsolhatd Ossze és makrovaszkularis endotél sejtekre jellemzd. Szédmos
fizikai, gyulladasos és bioaktiv tényez6 megvaltoztathatja az endotél sejtek barrier funkcidjat,
ezaltal rések kialakuldsdhoz, az erek megndvekedett ateresztd képességéhez és a szervek
miitkddésének a ledllasdhoz vezethet. Az endotél sejtek permeabilitdsa transz- vagy
paracelluldris tutvonalon valdésul meg, de eldfordulhat a kettd kombinacidja is. A

transzportfolyamatok tébbsége azonban paracellularis Gton megy végbe. Ezeket az
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utvonalakat a citoszkeletalis és sejtkapcsold elemek szabalyozzék, melyek elengedhetetlen
szerepet jatszanak az endotél barrier épségének fenntartasaban.
1.2.2. Permeabilitast fokozé anyagok

A gyulladasos folyamatok soran az endotélium szamos mechanikai valtozason megy
keresztiil, melyeket agonistak (trombin, hisztamin, TNFa vagy reaktiv oxigén gyokok) altal
Kivaltott stimulusok okoznak. A trombin egy szerin protedz, melyet a sériilt endotélium termel
a vérben keringé protrombin hasitasaval. A trombin receptorahoz (PAR-1, PAR-2, PAR-3)
valo kotodését kovetden szamos sejtvalaszban vesz rész. Bizonyitottan egyik fontos tényezdje
az ALLI és az ARDS kialakulasanak.
1.2.3. A paracellularis rések kialakulasanak szabalyozasa az endotéliumban

Az endotél barrier épségenek fenntartasa nagymertékben fligg az aktin-miozin
kontrakcios erdk és a sejtadhézids erdk preciz egyensulyatol. Ez a két ellentétes erd szorosan
kothetd a citoszkeletonhoz, mely magaba foglalja az aktin mikrofilamentumokat,
mikrotubulusokat és az intermedier filamentumokat. Az endotél sejtek kontrakcioja és barrier
funkcidja nagymértékben fiigg a protein kinazok és a protein foszfatdzok miikdodésétol.
Koztudott, hogy a sejtkapcsolatok illetve a citoszkeletalis és a citoszkeletonhoz kapcsol6do
fehérjek foszforilacios és defoszforilaciés folyamatok &ltal szabalyozottak. Nyugalmi
koriilmények kozott a sejtekben egy vastag kortikalis aktin figyelhet6 meg, mely helyet
biztosit a szoros sejt-sejt és sejt-extracellularis matrix kozotti kapcsolatok kialakulasanak.
Gyulladast keltd anyagok, mint példaul a trombin hatdsara a kontrakcios erdk keriilnek
elétérbe. A trombin megndveli a sejten beliili kalcium szintet, és aktivalja a Ca2*/kalmodulin
fliggd miozin konnyti lanc kindzt (MLCK), mely foszforilalja a miozin konnyt lancot, ezaltal
a sejt 6sszeh(zodasadhoz vezet. Emellett a trombin képes aktivalni a GTPaz Rho jelatviteli
utvonalat, ami szintén barrier diszfunkciot okoz.
1.3. Sejtkapcsolatok és az endotélium

Az endotél sejtekben a leggyakrabban eléforduld sejtkapcsolo struktarak az adherens
sejtkapcsolatok (AJ), melyek biztositjak a megfeleld kommunikéciot az endotél sejtek kozott
és ezéltal részt vesznek az endotél permeabilitds szabalyozasaban. A VE-cadherin a
vaszkularis endotélre jellemzd transzmembran fehérje, mely a szomszédos sejtek kozotti
kapcsolatok fenntartasaért felelés. A VE-cadherin intracellularis részén kéti a p120 catenin-t,
[-catenin-t vagy a plakoglobint, melyek az a-catenin fehérjén keresztiil kapcsolatban vannak
az aktin citoszkeletonnal. A VE-cadherin szerepe elengedhetetlen a normal AJ komplex

kialakulasaban és az endotél barrier funkciéban.



A B-catenin kett6s szerepet tolt be a sejtekben. Elészor az AJ-ok komponenseként
fedezték fel a 80-as években. Késdbb genetikai és embrionalis kutatasok igazoltak a (3-catenin
részvételét a Wnt jelatviteli atvonalban. A plakoglobin jelentds szekvencia homologiat mutat
a B-cateninnel (80%) és képes a klasszikus cadherinek citoplazmatikus végeihez kotddni.
Mind a B-cateninrél, mind a plakoglobinrdl kimutattak, hogy képesek stabilizalni a VE-
cadherin és a citoszkeleton kapcsolatat.

1.3.1. Az adherens sejtkapcsolatok reverzibilis foszforilacioval torténo szabalyozasa

Az AJ sejtkapcsolatok dinamikus 0sszerendezddése és szétesése nagymértékben fiigg
a kapcsolo strukturdkat felépité fehérjék reverzibilis foszforilaciojatol. Nemrég kimutattak,
hogy az AJ regulécidjaban a tirozin oldallancok foszforilacidja mellett a szerin/treonin
foszforilacio is jelentds szerepet tolt be €s egyre novekvo szamu bizonyiték igazolja, hogy
ezen oldallancok foszforilacidja szabalyozza a cadherin-catenin komlexek stabilitasat. A -
catenin a Wnt jelatviteli atvonal részeként kzvetlen kapcsolatban van a kazein kinaz | (CKIl)
and GSK-3B Ser/Thr kinazokkal. Ezen enzimek foszforilaljak a Ser45, Ser33/37 és Thr4l
oldallancokat, ami a fehérje ubikvitindlodasdhoz és proteoszémaélis lebomlaséhoz vezet. A
PKA enzimrél szintén kimutattdk, hogy foszforilalja a [B-catenint a Ser552 és Ser675
oldallancokon, melyek a fehérje transzkripcios aktivitasat novelik meg. Annak ellenére, hogy
a foszforilacio jelentds szerepet tolt be ezeknek a fehérjéknek a szabalyozasaban, a folyamat
megfordithatdsagéat biztosito protein foszfatdzok szerepe még nem tisztazott.

1.4. Reverzibilis fehérje foszforilacié

A fehérjék reverzibilis foszforildcioja fontos szerepet tolt be az ¢l6 sejtekben
végbemend jelatviteli Utvonalakban és ezaltal szamos bioldgiai folyamat szabalyozasaban
vesz részt, mint példaul sejtciklus, apoptodzis, nodvekedés, differenciacio. A fehérjék
reverzibilis foszforilacidja a protein kindzok és protein foszfatazok ellentétes iranyd
aktivitasanak az eredménye. A protein kinazok katalizaljak az ATP y-foszfat csoportjanak
atvitelét hidroxi- csoportot tartalmaz6 aminosavakra (szerin, treonin, tirozin). Ezzel szemben
a foszfatazok lehasitjak a foszfat csoportokat a fehérjék foszfo-Ser-, Thr- vagy Tyr-
oldallancairdl.

1.5. A protein foszfatazok csoportositasa

A protein foszfatdzoknak két csoportjat azonositottdk az alapjan, hogy milyen
aminosav oldallancokat képesek defoszforilalni. A Ser/Thr protein foszfatdzok (PP) a
foszfoszerin/foszfotreonin foszfoésztereket képesek hidrolizalni, mig a Tyr foszfatdzok a
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tovabbi két csoportra oszthatjuk. Ezek a foszfotirozin foszfatizok (PTP) és kettds
specificitdsi foszfatdzok (DS-PTP), melyek a fehérjék Ser/Thr és Tyr oldallancairol is
egyarant képesek a foszfatot lehasitani. Kezdetben a szubsztrat-specificitas és a hdstabil
inhibitor fehérjékkel szembeni érzékenység alapjan a Ser/Thr specifikus foszfatazokat 1-es €s
2-es tipusu alcsaladokba soroltak. A 2-es tipusu foszfatazok fémion fliggdségiik alapjan
tovabb tagolhatéak. A PP2A nem igényel fémiont a miikodéséhez, mig a PP2B (kés6bbi
Ca?*/calmodulin fiiggd foszfatdz vagy kalcineurin) miikodéséhez Ca?* szilkséges. A PP2C-r6l
kimutattak, hogy Mg?* fiiggd és késobbi szekvencia analizisek az mutattdk, hogy egy kiilon
csaladot, a féminon fiiggd foszfatdzok (PPM) csaladjat képezi. A leglijabb besorolas szerint a
Ser/Thr specifikus foszfatazok szerkezet, szekvencia és katalitikus mechanizmus alapjan
harom csoportba sorolhatéak. Ezek a foszfoprotein foszfatazok (PPP), féminon fliggd
foszfatazok (PPM) és a FCP/SCP aszpartat foszfatazok. A PPP csalad tagjai: PP1, PP2A,
PP2B (kalcineurin) és az Uj tipusu foszfatazok, PP4, PP5, PP6 és PP7. A PPl eés PP2A a
leggyakrabban el6forduld foszfatazok, amelyek szamos sejtben zajlo jelatviteli folyamatot
szabalyoznak.
1.6. A protein foszfataz 1 jellemzése

A protein foszfatdz 1 jelentds mértékben expresszalodik az eukariota sejtekben, €s
kiemelkedd szerepet tolt be a sejtekben végbemend folyamatok nagy tobbségében, mint
példaul a sejtosztddasban, apoptdzisban, metabolizmusban és a citoszkeleton
szabalyozasaban. Ez az enzim nagymértékben (~70 %) konzervalddott az emldsokben az
evolucid soran. A PP1 egy regulator és egy katalitikus alegységbdl all, az utobbinak harom
izoform4jat kiilonboztetjik meg: PPla, PPIPB/d és PPly. A PP1 kiilonb6zd kolcsonhatod
partnerei, illetve regulator alegységei szabalyozzak az enzim aktivitdsat és
szubsztratspecificitdsat. Mostanaig tobb mint 100 lehetséges PP1 regulator alegységet
azonositottak, ami 6sszhangban van a PP1 altal szabalyozott nagyszamu bioldgiai funkcioval.
Ezek a PP1 kot alegységek egyetlen kozos szerkezeti tulajdonsaga a rovid konzervalt PP1
koté motivum (RVF/W).
1.6.1. A miozin foszfataz (MP)

Az endotél sejtkontrakcido meghatarozé 1épése a 20 kDa méretli miozin kdnnyli lanc
Ser19 és Thr18 aminosav oldallancokon torténd foszforilacidja, mely szorosan kotddik az
aktin citoszkeleton ujrarendez6déséhez. A miozin konnyl lanc foszforilacios szintjének
szabalyozasaban résztvevo két kulcsfontossagu enzim a miozin konnytii lanc kinaz és a miozin
foszfatdz. A miozin foszfataz az 1-es tipusu foszfatdzokhoz sorolhatd, egy katalitikus (PP1

Cd) és két regulator alegységbdl épiil fel, a nagyobb, 110-130 kDa-os miozinhoz k&t6do
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regulator alegységb6l (MYPTL1), valamint egy kisebb, 20 kDa—os regulator alegységbdl
(M20), melynek a biologiai funkcidja jelenleg még nem tisztdzott. Szamos kutatécsoport
igazolta, hogy a PP1 kozvetlenul szabalyozza az akto-miozin kontrakciét, ezaltal az endotél
barrier funkciot.
1.6.2. A miozin foszfatéz szabalyozasa

A miozin foszfatdz miikodése az enzim aktivitdlasaval vagy gatldsaval szabalyozott
folyamat. Az aktivalasi lépések nem teljes egészében ismertek, mig a gatl6 mechanizmusok
jol jellemzettek. Az egyik legfontosabb szabalyzé mechanizmus a MYPTL1 foszforilacidja.

Emellett sokféle gatlo fehérje képes szabalyozni a miozin foszfatazt, melyek biztositjak a MP

crer

aminosavbol allé szolubilis globuléris fehérjét simaizom szévetben mutattak ki eldszor, majd
vérlemezkékben és az agyban is megtalaltak. Ismert, hogy a CPI-17 jelentésen konzervalodott
fehérje és gatlo hatasa foszforilacidval szabalyozott. PKC hatdsara a Thr38-as oldallancon
foszforilalodik, ami a CPI-17 miozin foszfatazzal szembeni gatld hatasat 1000-szeresére
noveli. Korabbi Kkisérletekben kimutattdk, hogy a CPI-17 expresszalédik human tid6
mikrovaszkularis endotél sejtekben (HLMVEC), tovabba igazoltadk részvételét az endotél
citoszkeleton szabalyozasaban, és a barrier funkcidban is.

1.7. A protein foszfataz 2A

1.7.1. A PP2A szerkezeti felépitése

A PP2A az ¢l6 sejtekben eldfordulhat heterodimer vagy heterotrimer holoenzim
formaban is. A dimer enzim (PP2Ap) egy 65 kDa-os szerkezeti alegységbdl (A alegység vagy
PR65) eés egy 36 kDa-os katalitikus alegységb6l (PP2A C) épiil fel. Ez a heterodimer forma
képes kotddni egy harmadik variabilis regulator fehérjével, a B alegységgel, igy 1étrehozva a
heterotrimer holoenzimet.

A Kkatalitikus alegység két kiillonb6zd izoformaval rendelkezik, ezek a Ca és a Cp,
melyek 97 %-ban homoldg fehérjék. A PP2A szerkezeti alegységének izoformait (Aa és AP)
kiilonb6z6 gének kodoljak. A holoenzimek tobbsége az Aa izoformat tartalmazza, az AP
izoforma el6fordulasa kevésbe gyakori. A két kiilonb6zo izoforma 87 % szekvencia
homologiat mutat. A regulator B alegység négy, egymastdl szerkezetileg eltérd fehérje
csaladjat szintén kiilonbozé gének kodoljak. A fehérjék nagyszamu splice varidnsa biztositja
az enzim diverzitasat. A B alegységek esetén szamos nomenklatdra és izoforma létezik. A B

alegység (PR55 vagy B55) négy izoformaval rendelkezik: a, B, v vagy o; a B’ alegység
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(PR61, B56, vagy RTS1) izoformai: a, B, y*3, § 1 és ¢; a B” alegység (PR48/PR72/PR130)
szintén tobb izoformaval rendelkezik: ol 2 B, y. A negyedik alcsalad a B> vagy mas néven
PR93/PR110. Biokémiai és genetikai vizsgalatok bizonyitottak, hogy a regulator B alegység
hatarozza meg az enzim szubsztratspecificitasat és az enzim sejten beluli lokalizacidjat. Az A
alegység egy elnyujtott patk6 alaku struktura, mely meghatarozott felszinén koti a C illetve B
alegységeket. Tovabba a heterotrimer PP2A kristalyszerkezete igazolta a B és a C alegység
kolcsonhatasat is. A B alegységek mindegyikérdl kimutattak, hogy kozvetlen kapcsolatban
vannak a PP2A dimerrel, kivéve a B alcsaladot. Becslések alapjan koriilbeliil 75 kiilonb6z6
holoenzimet alkothatnak az A-B-C alegységek, habar a valoban 1étezé komplexek pontos
szama nem ismert.
1.7.2. A PP2A szabalyozéasa
A katalitikus alegység

A PP2A Katalitikus alegysége egy nagyméretii konzervalt domén. Hasonldéan a PP1
katalitikus alegységéhez szdmos regulator alegységgel képes asszocialddni, melyek
kiilonbozd sejten beliili célfehérjékhez iranyitjdk az enzimet. A PP2A C alegység reverzibilis
karboxi-metilaciéval és demetilacioval szabalyozhat6 a C terminalis Leu309 aminosav
oldallancan, melyet a PP2A metiltranszferaz (PMT) és metilészteraz (PME-1) enzimek
katalizalnak. A reverzibilis karboxi-metilacio egy igen konzervalt mechanizmus az enzim
mikodésének szabalyozasdban, ennek ellenére fizioldgiai szerepérdl az adatok
ellentmondasosak. A karboxi-metilacié mellett a PP2A aktivitasa tirozin kindzok, epidermalis
novekedési faktor és inzulin receptorok altal is médosithatd a PP2A gatlasan keresztil.
Kiil6nb6z6 toxinok, mint példaul az okadansav, mikrocisztin és a calyculin A szintén a PP2A
gatlasat okozzak. A fosztriecin egy foszfat észter antibiotikum, melyrdl szintén kimutattak,
hogy specifikusan gatolja a PP2A aktivitasat.
A szerkezeti alegység

A PR65 vagy A alegység alkotja az holoenzim szerkezeti vazat, amely szorosan
kotédik a katalitikus alegységgel, kotOhelyet kialakitva a B alegységnek. Az A alegység
aminosav szekvencidjaban 15 darab 39 aminosavbol allo ismétlddd HEAT motivumot
azonositottak. A HEAT ismétlddések erGsen konzervalt szekvenciak, melyek 2-2 a-hélixet
tartalmaznak, és egy interhelikalis hurkot a hélixek kozott. Az A alegységnek két kiilonb6zo
gén altal kodolt izoformaja van. Az Aa and AP nagymértékii szekvenciaomologiat mutat,
habar a B egyedi szerkezete miatt nem képes helyettesiteni az o izoformat PR65a knockout

egerekben.



A regulator alegység

A variabilis B szabalyozo alegység négy kiilonb6zo alcsaladdal rendelkezik, melyek a
B, B’, B” és a B’”’. Ezek a fehérjék nem mutatnak sem szerkezeti, sem funkcidbeli
hasonlosagot. Az alcsaladok valtozatossagat tovabb noveli a nagyszamu splice variansok
megléte. ABaC holoenzim a leggyakrabban eléfordulo PP2A forma, és a Ba (B55) a PP2A
legjelentdsebb regulator alegysége. Szédmos publikacio emliti a Bo alegység szerepét
kiilonbozé sejtfolyamatokban eltéré szubcellularis kornyezetben. Kimutattak példaul a Ba
asszocialojat mikrotubulusokkal, neurofilamentumokkal, intermedier filamentumokkal,
tovabba citoplazmatikus, membran és nuklearis fehérjékkel. A B regulator fehérjecsalad
erdsen konzervalt, négy-hét WD40 ismétlddést tartalmaz. Ezek kortilbeliil 40 aminosavbol
épllnek fel és tipikusan triptofan-aszpartit (WD) aminosavakra végzédnek. Ezen
ismétlodések felelosek a fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasaért. A B55a alegység
erdteljesen kotodik az A alegységhez és lazabb kotodést mutat a C alegységgel.
1.7.3. A PP2A bioldgiai funkcioja

PP2A bizonyitottan fontos szerepet jatszik a sejtciklus, a sejttranszformacid, a
ndvekedés illetve az apoptozis szabalyozasaban. Néhany irodalmi adat emlitést tesz a PP2A
tumorszuppresszor hatasarol is. A PP2A jelentds gatlo hatast gyakorol a Wnt/B-catenin
jelatviteli utvonalra, ezaltal részt vesz a fejlodés €és a tumorképzdédés szabalyozasaban.
Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a PP2A Ba kozvetleniil kolcsonhat a f-cateninnel és
reguldlja annak defoszforilaciojat a Whnt-jelatvitel soran vastagbél daganatos sejtekben.
Tovabba kimutattak a B-catenin kotédését az Axin, GSK3-B and APC fehérjékkel. Az
utobbirdl bakteridlis két hibrid sziiréssel igazoltdk, hogy képes asszocialédni a PR616
regulator alegységgel, ezaltal a B-catenint kdzvetlenil stabiliz&lni. Tovabba azt talaltik, hogy
a PP2A komplexet képez az E-cadherin and B-catenin fehérjékkel a sejtmembranban,
hozzajarulva a sejtek kozotti kapcsolatok stabilizalasahoz.
1.7.4. PP2A és a citoszkeleton

Az endotél sejtek citoszkeletonja meghatarozza a sejtek alakjat. Tobb Kisérleti
eredmény utal arra, hogy a citoszkeletalis és a citoszkeletonhoz asszocialédott fehérjek
reverzibilis foszforilacidja kiemelkedd fontossag az endotél barrier funkcid szabalyozasaban.
Ezen fehérjék defoszforilaciojaban a PP1 kozvetlen szerepe bizonyitott, mig a PP2A aktivitas
szerepe kevésbé tanulméanyozott folyamat. A citoszkeleton elemeinek szabalyozéasaban
fontosak a kiillonbozd aktin-k6td fehérjék, mint példaul a plektin, spektrin, gelzolin,
kaldesmon, kofilin vagy a HSP27, melyek az aktin polimerizacidban/depolimerizacidban

fontosak. Ezek koziil a fehérjék koziil a kofilinrél, a HSP27-r6l és a kaldezmonrol
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bebizonyosodott, hogy a PP2A szabalyozza a defoszforilacidjukat. Tovabbi irodalmi adat
szamolt be a CPI-17 PP2A altali defoszforilaciojardl és inaktivaciojarol simaizom sejtekben.
Egyre novekvé szamu bizonyiték utal a PP2A aktivitas fontossdgara a mikrotubulusok
stabilizalasdban. Az ABaC holoenzimrdl kimutattdk, hogy az agyi tau fehérje
defoszforilaciojaért is felelds. Ezt alatamasztja munkacsoportunk korabbi eredménye,
miszerint tiid6 artéria endotél sejtek mikrotubulusokban gazdag frakcidjaban jelentds
mennyiségli PP2A enzim kotodését sikeriilt kimutatni a HSP27 ¢és tau fehérjékkel. A
nokodazol egy endotél barrier diszfunkciot okozé agens, mely paracelluléris rések
kialakuldsdhoz és permeabilitds novekedéshez vezet. A PP2A specifikus gatlasa tovabb
sulyoshitotta a nokodazol-indukalta endotél barrier diszfunkciét, ezzel utalva a PP2A
szerepére a mikrotubulusok altal szabalyozott endotél barrier funkcidban. Ezen felll a
katalitikus és regulator alegységek overexpresszidja jelentds mértékben csokkentette a
trombin vagy nokodazol indukalta endotél barrier funkcid karosodast.
2. CELKITUZESEK
Korabbi eredményeink a PP2A Kkatalitikus és regulator alegységének szabalyozo
szerepét bizonyitottdk az endotél barrier funkcid megérzésében. Azonban a B regulator
alegység szerepérdl igen kevés informaci6 all rendelkezésre. Az irodalmi adatok alapjan
ismert, hogy az adherens sejtkapcsolatok stabilizalasdban a Ser/Thr foszforilacid
kulcsszerepet jatszik. A folyamatban résztvevé kinazokat mar sikeresen jellemezték, ennek
ellenére a foszfatazok szerepe még tisztazatlan. A foszforilalt CPI-17 a miozin foszfataz
potencialis gatlo fehérjéje. Meggatolja a miozin konnyli lanc defoszforilacigjat, ezaltal a
sejtek relaxécidjat. A PP2A defoszforilalhatja a CPI-17 fehérjét, igy kozvetve részt vehet a
MP aktivacidjaban és az endotél barrier funkcido megdrzésében. A CPI-17 és a citoszkeleton
kozotti kapcsolat azonban még feltaratlan.
Ezen irodalmi adatok alapjan a kovetkez6 célokat fogalmaztuk meg munkank soran:
e PP2A Ba szerepének tisztazdsa az endotél sejtek barrier funkcidjanak
szabalyozésaban
o Uj PP2A szubsztratok/célfehérjék azonositasa endotél sejtekben.
e A CPI-17 és az endotél citoszkeleton mechnikai kapcsolatanak vizsgalata

e CPI-17 koélcsobnhato feherjék azonositasa human endotéliumban
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejtkultdra és kezelések

A marha tiid6 artéria endotél sejteket (BPAEC) 10% (v/v) borji szérumot tartalmazé
MEM médiumban, a human tiido artéria endotél sejteket (HPAEC) és human tiido
mikrovaszkularis sejteket 5 % FBS-t tartalmaz6 EBM-2 médiumban, a human embrionalis
vese (HEK) sejteket 10 % FBS-t tartalmaz6 DMEM mediumban tenyésztettiik. A kezelések
elétt a sejteket 80-90 %-os konfluencidig ndvesztettik. Az alkalmazott kezelések a
kovetkezOk voltak: 50 nM/0.5 nM trombin 30 perc, 5 nM okadénsav 90 perc, 100 nM
fostriecin 90 perc és 0,1 UM PMA 30 perc.
Immunofluoreszcencia

A makro- és mikrovaszkularis endotél sejteket 0,2 %-o0s zselatinnal bevont (veg
fed6lemezeken tenyésztettiik, PBS-sel mostuk és 3.7 % paraformaldehidet tartalmazé TBS-
ben fixaltuk, majd TBS-sel mostuk. 5 percig permeabilizaltuk (0.2 % Triton-X 100/TBST),
majd a sejteket 1 dran keresztiil blokkoltuk 2 % BSA/TBST-vel. Ezutan inkubaltuk a sejteket
elsddleges antitestekkel, majd ezutdn a masodlagos antitestekkel 1 oOran keresztiil,
szobah6mérsékleten. Az aktin mikrofilamentumokat Texas-Red Phalloidinnel jel6ltiik szintén
1 oran at, szobahdmérsékleten. TBS mosast kovetéen a fedélemezeket ProLong Gold
Antifade médiummal targylemezekre rogzitettik.
Immunfluoreszcens mikroszkopia

Az immunfloureszcencia utan a targylemezre rogzitett sejteket egy fazis

kontraszt, digitalis kamerahoz csatlakoztatott Nikon Eclipse TE2000 mikroszképpal vagy
Zeiss Axiolab mikroszkoppal 63x vizsgaltunk. A konfokalis felvételeket Olympus Fluoview
FV1000 konfokalis mikroszkoppal, UPLSAPO 60x 1.35 NA immerziés olajos objektivvel
vizsgaltuk, és a képeket FV10-ASW v1.5 szoftverrel analizaltuk. A képek szerkesztéséhez
PhotoShopCS5 programot hasznaltunk.
Az aktin stresszkabelek kvantitativ elemzése

Texas Red-falloidin jel6lt endotél sejteket trombinnal kezeltiink, vagy PP2A Ba
SiRNS-sel transzfektaltunk. A sejteket Zeiss Axiolab mikroszképpal vizsgaltuk 63x
immerzios olajos objektivvel. A 8 bit-es képeket Image J 1.46R programmal analizaltuk. Az
aktin stresszkabelek mennyiségének meghatarozasahoz kijeloltik az aktin filamentumokat,
majd meghataroztuk a sejtekben talalhaté stresszkabelek és a teljes sejtfelszin aranyat.
Legalabb 30 mikroszkdpos terlletet analizaltunk minden egyes kezelés esetében. A kapott

értékeket GraphPad Prism 5 softver segitségével elemeztik Ki.
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Expresszids plazmidok és transzfekcios protokoll

Kisérleteink soran HSP27 pcDNA 3.1 V5/His, inhibitor 2 pcDNA 3.1 V5/His, CPI-17
pcDNA 3.1 myc/His és PP2A Ba pcDNA 3.1 V5/His konstruktokat hasznaltunk. A HLMV
(CPI-17 expresszio) sejteket 80-90% konfluenciaig ndvesztettik. Ezutan a sejteket a
megfelel6 mennyiségii DNS-t és X-tremeGENE HP transzfekcios reagenst tartalmazd OPTI-
MEM médiumban inkubdltuk 6 éran keresztll CO> inkubatorban 37°C-on. A sejteket tovabbi
24-48 oraig tenyésztettiik, majd immunprecipitacidhoz hasznaltuk fel. A HEK (PP2A Ba,
inhibitor-2, HSP27 expresszio) sejteket szintén 80-90% konfluencia elérésekor 10 pug DNS:
20 pl PEI aranyt hasznélva transzfektaltuk. 6 oOra elteltével a sejteket tovabbi 24-48 oraig
inkubaltuk, majd pull-down kisérlethez hasznaltuk fel.
In vitro Pull-Down Assay

HEK sejteket a transzfekcio utan PBS-sel mostuk, majd feltartuk és centrifugaltuk
(8200 g, 4°C). A fellluszot anti-V5-gyantahoz adtuk, majd az rekombinans Ba, HSP27 és
inhibitor-2 fehérjéket 4 dran keresztul 4°C-on kotottik. A gyantat ismét centrifugaltuk, majd a
mosasi |épés utan BPAE sejtlizatumokat vittink fel a gyantara, és tovabbi 4 éran at
inkubaltuk 4°C-on. A centrifugalasi (8200 g, 30 sec) és mosasi lépesek utdn a mintakat 2x
SDS-mintapufferel f6ztiik, majd Western blottal analizaltuk.
Immunprecipitacio

A CPI-17-t expresszalo HLMV sejteket 48 draval a transzfekcio utdn PBS-sel mostuk,
majd lizis pufferben feltartuk. Centrifugalas utan a sejtlizatumokat Protein G-Sepharose-zal
el6tisztitottuk 3 oran at, 4 °C-on torténd kevertetéssel, majd centrifugaltuk. Az igy el6tisztitott
fellilusz6t EZ-view Red Anti c-myc Affinity agardzzal inkubaltuk allandd kevertetés mellett
4°C egy ¢jszakan at. Mosast kovetden a gyantat centrifugalassal gylijtottiik dssze, majd SDS-
mintapufferrel foztiik 5 percig. Az igy kapott mintakat Western blottal analizaltuk.
A PP2A Ba csendesitése endotél sejtekben

Az endogén PP2A Ba szintjének lecsokkentéséhez endotél sejteket (HPAEC, BPAEC
and HLMVEC) transzfektaltunk SMARTselection-designed PP2A Ba-specifikus siRNS
okozzak. Nemspecifikus siRNS-oligonukleotidokat (non-siRNS) hasznaltunk kontrollként. A
sejteket 70-80%-0s konfluencia elérése utdn DharmaFECTI transzfekcios reagenssel
transzfektaltuk 50 nM végkoncentracioju SiRNS-sel és a 48 oras poszttranszfekcios 1d6

elteltével tovabbi kisérletekben hasznéaltuk fel.
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Reverz transzkriptaz (RT) reakcio és polimeraz lancreakcié (PCR)

Az endotél sejtekbdl total RNS-t izolaltunk, majd a reverz transzkriptadz reakcié utan
az atirodott RNS-t PCR reakcioban hasznaltuk fel templatként. A teljes hosszsagi PP2A Ba
pCR2.1-TOPO vectorbdl szubklénoztuk pcDNA3.1/V5-His konstruktba EcoRI hasitéhely
segitségével.

Transzendotél elektromos ellenallas (TER) mérés

A sejtek barrier funkciojanak tanulmanyozasara a nagy érzékenységii biofizikai assay-
t, ECIS (electrical cell-substrate impedance sensing system) mérési modszert hasznaltunk.
HPAE és HLMVE sejteket arany elektroddal (10* cm?) ellatott specialis szdvettenyésztd
edényekben tenyésztettiik és elektrolitként a teny€szté médiumot hasznaltuk. A sejteket PP2A
Ba specifikus siRNS-sel transzfektaltuk. 72 oras inkubacio utan transzendotél ellenéllast
mértunk trombin jelenlétében.

SDS-PAGE, Western-blot

A fehérjék  molekulattmeg  szerinti  elvalasztasdt ~ SDS-poliakrilamid
gélelektroférizissel (SDS-PAGE) végeztik. Az elektroforézist kdvetden az elvalasztott
fehérjéket nitrocellul6z vagy PVDF membranra transzferaltuk. A nem-specifikus
kotohelyeket 5 %-0s tejporban 1 6raig blokkoltuk, majd a primer antitesttel, utana pedig a
szekunder, peroxidazzal jelzett antitesttel inkubaltuk a membrant. A kotddott antitesteket
kemilumineszcencias modszerrel detektaltuk ECL reagenssel és az eredményt réntgenfilmen
rogzitettuk.

Adatok elemzése, kiértékelése

AxioVision LE64, Image J 1.46R és Photosphop CS6 programokat hasznaltunk az
immunfluoreszcens képek kiértékeléséhez. Az ECIS eredményeket Excel és GraphpadPrism
szoftver (Microsoft Corporation) segitségével analizaltuk. A Western blot  eredmények
értékeléesekor a fehérjesdvok intenzitdsdt ImageJ 1.42q szoftver segitségével
denzitometrélassal hataroztuk meg. Az adatok legaldbb haromszor megismételt fliggetlen
eredmények atlaga és szorésa alapjan van feltlintetve. Két kiilonb6z6 csoport 6sszehasonlitasa
esetén Student-t tesztet alkalmaztunk, mig az ECIS eredmények kiértékelésekor a kiilonb6z6
csoportok Osszehasonlitdsakor ANOVA tesztet hasznaltunk. A kiillonb6z6 szamt ismétléseket

és a P ertékeket a szovegben feltlintettik. A 0,05 alatti P értékeket tekintettiik szignifikansnak.

13



4. EREDMENYEK
4.1. A PP2A szerepe az endotel citoszkeleton szabalyozasdban

HLMVE és BPAE sejt monolayereket specifikus PP2A inhibitorokkal, okadansavval
vagy fosztriecinnel kezeltiink. A PP2A gatlasa aktin stresszfilametumok kialakulasahoz és a
periférias mikrotubulusok részleges feloldodasahoz vezetett. A PP2A inhibitorral kezelt sejtek
esetén a Texas Red-falloidin festés egyértelmiien mutatta az aktin citoszkeleton szerkezetének
megvaltozasat illetve a kortikalis F-aktin atrendez6dését, ami a sejtek kontrakcios allapotara
utalt. Emellett az okadansav és fosztriein jelentOs hatasat figyeltiik meg a mikrotubulusokon
is, a kezelések a mikrotubulusok részleges disszociaciojahoz vezettek.

Megvizsgaltuk az egyik leggyakrabban el6forduld PP2A alegység, a Ba regulator
fehérje csendesitésének aktin citoszkeletonra gyakorolt hatdsit. Az endogén PP2A Ba
szintjének lecsokkentéséhez siRNS technikat alkalmaztunk, a csendesités hatékonysagat
MRNS és fehérje szinten RT-PCR és Western blot segitségével igazoltuk. Az eredményeink
statisztikai elemzése 70-80% csokkenést igazolt mindkét modszerrel az endogén PP2A Ba
szintjében a kontroll siRNS kezelt sejtekhez képest. A B alegység csendesitését emellett
PP2A Ba és kontroll siRNS transzfektalt endotél sejtekben immunfluoreszcens kisérlettel is
bizonyitottuk.

A tovabbiakban megvizsgaltuk a PP2A Ba csendesités hatasat a citoszkeleton
szervezOdésének szabalyozasaban. Korabbi kozolt eredményeink szerint a PP2A A és C
alegységének overexpresszidja jelentdsen mérsékelte a trombin és nokodazol altal indukalt
endotél barrier diszfunkciét. PP2A Ba csendesitett és kontroll siRNS transzfektalt sejteket
trombinnal kezeltiink, majd vizsgaltuk a trombin kezelés a PP2A Ba csendesités hatasat az
aktin citoszkeletonra. A hatés elsésorban a stresszkabelek kialakuldsaban mutatkozott meg,
tovabb erdsitette a kontroll siRNS transzfektalt sejtekhez képest. Elvégeztiik a sejtekben
kialakuld aktin stresszkabelek kvantitativ elemzését is Image J szoftver segitségével. Az
analizis megerdsitette a fokozott aktin stressz filamentumok képzddését a PP2A Ba depletalt
sejtekben valamint annak tovabbi er8sddését trombin hatasira. Osszességében elmondhatd,
hogy jelenlegi eredményeink alatamasztjdAk a munkacsoportunk altal korabban
megfigyelteket, miszerint a PP2A jelentds szerepet jatszik az endotél citoszkeleton
szervezddésének szabalyozasdban, tovabba kimutattuk, hogy a Ba regulator alegység,
feltehetben a PP2A szabalyozasa révén szerepet jatszik a mikrofilamenetumok

regulacidjaban.
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4.2. PP2A Ba deplécié jelentosen hozzajarul a trombin indukalta endotél barrier
diszfunkcio kialakulasahoz

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy trombin kezelés a transzendotél ellenallas
jelentds csokkentését és ezzel parhuzamosan a barrier funkcid sériilését okozta konfluens
human tiid6 artéria endotél monolayeren. Munkacsoportunk &ltal végzett korabbi vizsgalatok
a PP2A aktivitas védo szerepét igazoltak a barrier diszfunkciot kivaltd trombin és nokodazol
hatasaval szemben makrovaszkularis endotél sejteken. Annak érdekében, hogy a Ba regulator
alegység szerepét kdzvetlenul vizsgalni tudjuk, ECIS kisérletekkel vizsgaltuk a transzendotél
ellenallast PP2A Ba csendesitett és kontroll siRNS transzfektalt HPAE és HLMVE sejteken.
Eredményeink szerint a PP2A Ba csendesités dnmagéaban is csokkentette a TER-t a HPAE
sejtekben, viszont a mikrovaszkularis endotél sejtekben nem tapasztaltunk ilyen valtozast. A
trombin kezelés megndvelte a permeabilitast mindkét sejttipus esetében, tovabbd a PP2A Ba
hianya jelent6s mértékben erdsitette a trombin okozta TER csokkenést, és késleltette vagy
teljesen megsziintette a transzendotél ellenalldas normal értékre torténd visszaallasat.
Eredményeink igazoljdk a PP2A Ba endotél barrier funkcidban betoltdtt védd szerepét az
trombin-indukalta EC barrier csokkenéssel szemben.

4.3. PP2A Ba és az adherens sejtkapcsolatok (AJ)

A PP2A Ba alegység szerepének tovabbi tisztdzasa érdekében immunfluoreszcens
festést végeztik a B alegyseg sejten belili lokalizaciojanak azonositasara. A konfokalis képek
megerdsitették, hogy a PP2A B nagy része a citoplazmaban talalhatd, azonban a B alegység
kortikalis aktinnal torténd kolokalizacidja szintén megfigyelhetd volt, ami a PP2A adherens
sejtkapcsolatok szabalyozéasaban betoltott lehetséges szerepére enged kovetkeztetni. Az
endotél sejtkapcsolatok 6sszerendez6dése foszforilacio és defoszforilacio ltal szabalyozott és
szorosan kapcsolodik az endotél barrier funkciéhoz. Az adherens sejtkapcsolé fehérjék
foszforilacigjaban részt vevd kindzokat mar azonositottak illetve az irodalmi adatok alapjan
tudjuk, hogy a p-catenin Ser/Thr foszforilaciéja stabilizdlja a VE-cadherin-p-catenin
komplexet. Ennek ellenére a Ser/Thr foszfatazok szerepe még nem tisztazott. A PP2A AJ
szabalyozasaban betoltdtt kozvetlen szerepének vizsgalata érdekében pull down kisérletet
vegeztlink. Specifikus kolcsonhatast mutattunk ki a Ba alegység és az adherens sejtkapcsold
fehérjék, a B-catenin, a VE-cadherin és a Ser552 oldallancon foszforilalt -catenin fehérjek
kdzott, ami egyuttal az adherens kapcsolo fehérjék és a PP2A kapcsolatara is utal.
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4.4. PP2A Ba szabalyozza a B-catenin defoszforilaciojat és az adherens sejtkapcsolatok
Osszeépulését

A PP2A sejtkapcsold komplexek kialakuldsaban és stabilizaldsaban betdltott
szerepének pontos megismerése erdekében okadansavval és fosztriecinnel kezeltiink mikro-,
és makrovaszkularis endotél sejteket. A PP2A gatloszerek hatasara a [B-catenin
megnovekedett foszforilaciojat figyeltik meg a Ser552 oldallancon Western blot analizis
soran. A B-catenin, VE-cadherin és foszfo- -catenin immunfluoreszcens festése az adherens
sejtkapcsolatok szétesését mutatta a PP2A gatloszerekkel kezelt sejteken. Ugyanakkor a f3-
catenin festddésének csokkenését tapasztaltuk az okadansav kezelt sejtek membranjaban, de a
[B-catenin Gsszmennyisége nem valtozott, ami a fehérje sejten beliili atrendez6désére €s nem
sejtmembranbdl a citoplazmaba a PP2A gatlasat kovetden.

Eredményeink szerint a PP2A Ba és az AJ fehérjék kolcsonhatnak, a PP2A gatlasa
kedvezétleniil befolyasolja az adherens kapcsolatok kiépllését, valamint a PP2A
aktivitdsanak  hidnya a p-catenin  foszforilacidjanak  ndvekedéseét eredményezte.
fehérjékre, hogy lassuk, a sejtkapcsolatok szabalyozasaban valGban részt vesz-e ez a regulator
alegység. PP2A Ba csendesitett és kontroll siRNS transzfektalt sejtekkel Western blot
kisérletet végeztiink. Hasonldéan az okaddnsav és fosztriecin kezeléshez, a Ba reguldtor
alegység csendesitése jelentésen megemelte a B-catenin foszforilacids szintjét a Ser552-es
oldallancon. Tovabba megfigyeltiik, hogy a Ba fehérje szintje forditottan aranyos a foszfo-f3-
catenin S552 szintjével. PP2A Ba csendesitett és kontroll siRNS transzfektalt endotél
monolayereket specifikus B-catenin és foszfo-B-catenin Ser552 elleni antitestekkel jel6ltink
immunfluoreszcens kisérletben. Azt talaltuk, hogy a PP2A Ba deplécidja a [-catenin
szétesesehez vezetett. A foszfo-f-catenin Ser552 majdnem teljes mennyisége a citoplazmaban
lokalizalodott, mig a sejtmembranban jelentdsen lecsokkent a mennyisége a PP2A Ba
csendesitett sejtekben. Eredményeink azt sugalljak, hogy a PP2A Ba egy sziikséges faktor az
adherens sejtkapcsolatok stabilitdsanak szabalyozasaban és dsszhangban vannak a fent leirt
TER méresek adataival is.

Osszességében elmondhatd, hogy a PP2A Ba regulator alegységgel alkotott

holoenzim formaja az altalunk vizsgalt tiid6 mikro- €s makrovaszkularis sejtekben
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szabalyozza azok citoszkeleton szerkezetét és adherens sejtkapcsolatait ezaltal befolyasolja az
endotél permeabilitast és barrier funkciot.
45. A PP2A egyik szubsztratja, a CPI-17 szerepe az endotél barrier funkcio
szabdalyozasaban
Lehetséges CPI-17 kdlcsdnhat6 partnerek azonositasa a human endotéliumban

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a CPI-17 a miozin foszfatdz (MP) specifikus
inhibitora, melynek szerepe van az endotél citoszkeleton és barrier funkcio szabalyozasaban.
CPI-17 PKC altal torténd foszforilacidja a Thr38-as aminosav oldallancon 1000-szeresére
noveli a fehérje gatlo hatadsat a MP enzimmel szemben. Ismert, hogy a PP2A szerepet jatszik a
MP aktivaciojaban a CPI-17 defoszforilacioja/inaktivacioja réven, ezaltal képes az endotél
sejt kontrakciot és az endotél permeabilitds nodvekedést visszaforditani. A CPI-17
expresszidjat mar kordbban kimutattak human tiidé mikrovaszkularis endotél sejtekben illetve
igazoltdk szerepét a citoszkeleton szabalyozédsaban és az endotél barrier funkcioban. Ennek
ellenére igen keveset tudunk a CPI-17 és a citoszkeleton vagy a citoszkeletonhoz kot6dé
fehérjék kapcsolatardl. Lehetséges CPI-17 kdlcsonhatd fehérjéket azonositottunk bakterialis
két hibrid expresszidval human tiidé endotéliumban. Human cDNS konyvtar szlirése soran 14
lehetséges CPI-17 kotd-fehérjét sikerult azonositani. Ezek koziil 6t fehérjérdl, a plektin 1-es
izoforméja, az alpha Il spektrin, az OK/SW-CL.16, a gelzolin a izoformaja és a sejtkapcsold
plakoglobin fehérje, ismert volt, hogy szerepet jatszanak a citoszkeleton organizaciojaban és a
sejtkapcsolatok kialakitasaban. HLMVE sejteket CPI-17 pcDNA myc/His konstrukttal
transzfektaltunk, majd az overexpresszalt fehérjét immunprecipitaltuk c-myc antitesttel. Az
ezt kovetd Western blot kisérletekben c-myc antitestet hasznaltunk, hogy bizonyitsuk az IP
sikerességeét, illetve specifikus antitesteket alkalmaztunk a plektin, spektrin, gelzolin és a
plakoglobin fehérjék ellen, hogy azonositsuk a bakerialis két hibrid expresszios szliréssel
kapott lehetséges CPI-17 kolcsonhatd partnereket. A fennmaradd kilenc fehérjét nem
ellendriztiik IP-vel, mivel ezek igen kis valoszinliséggel vesznek részt az endotél citoszkelton
és barrier funkcio szabalyozasaban. Kisérleteink soran sikeresen igazoltuk a plakoglobin és az
overexpresszalt CPI-17 kozotti kdlcsonhatast. A plakoglobin egy adherens sejtkapcsold
fehérje, mely nagymértékii homologiat mutat a 3-cateninnel és irodalmi adatok alapjan fontos
szerepet tOlt be a cadherin/catenin komplex kialakitasaban és stabilizaciojaban. PMA kezelés
aktivalja a PKC enzimet, mely a CPI-17 foszforilacidjat okozza a Thr38
aminosavoldallancon. PMA kezelést kovetden csokkent kdlcsonhatést talaltunk a plakogobin
és a foszforilalt CPI-17 kozott. A plakoglobin és CPI-17 kozotti  kblecsOnhatés

specifikussadganak ellenérzése érdekében tovabbi immunprecipitacios kisérleteket végeztiink.
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A c-myc IP mintdinkat tovabb analizaltuk a plakoglobin mellett specifikus B-catenin, VE-
cadherin és p120 elleni antitestekkel is, azonban csak a plakoglobin specifikus kotoédését
tudtuk kimutatni az overexpresszalt CPI-17-nel. Erdekes mddon a MP regulator MYPT1
alegységét a bakterialis két hibrid sziirés nem mutatta ki, IP-vel azonban sikerilt az
expresszalt CPI-17 és a MYPT kolcsonhatéasat igazolni, ahogy az varhato volt.

A plakoglobin és a CPI-17 kolokalizacioja HLMVE sejtekben

Az el6z6ekben felderitett CPI-17-plakoglobin kdlcsonhatas tovabbi vizsgalata
érdekében immunfluoreszcens kisérletet végeztink. CPI-17 pcDNA myc/His vagy (Ures
pcDNA plazimdokkal HLMVE sejt monolayereket transzfektaltunk. A kezeletlen és PMA
kezelt sejteket plakoglobin és c-myc antitestekkel jel6ltik. A vizsgalt két fehérje kozott
kolokalizaciot mutattunk Ki a sejtmembranban, a szomszédos sejtek kapcsolddasi felletén. A
PMA kezelt sejtekben megerdsodott plakoglobin festodést figyeltiink meg, mig a CPI-17
gyengébb festddést mutatott a sejtek membranjaban.

Az immunfluoreszcens eredményeink tovabbi bizonyitékul szolgéalnak a plakoglobin
és a CPI-17 kolcsonhatds meglétére nyugalmi allapotban 1évé sejtekben, ahol a miozin
foszfataz aktiv allapotban van és stabil adherens sejtkapcsolatokat talalunk. Kimutattuk, hogy
a PMA kezelés a CPI-17 foszforilaciot/aktivaciojat okozza, ami a CPI-17 és a plakoglobin
kozotti kolcsonhatas megsziinéséhez vezet. Ez arra utal, hogy az aktivalt CPI-17 maés
jelatviteli utvonalakban is részt vesz.

Kiilonb6z6 modszerek alkalmazasaval sikeresen igazoltuk a plakoglobin tranziens

kolcsOnhatasat a PP2A egyik szubsztratjaval, a CP1-17fehérjével endotél sejtekben.
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5. OSSZEFOGLALO

A jol mikodo vaszkularis endotél barrier funkcié nagymértékben fligg a citoszkeletalis és
alapjan tudjuk, hogy a miozin foszfatdz (MP) szabalyoz6 szerepet tolt be a sejtkontrakcioban.
Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a protein foszfatdiz 2A (PP2A) katalitikus és
szerkezeti alegysége jelentOs szerepet jatszik a barrier funkcié fenntartasaban. Munkank soran
célul tiiztiik ki a PP2A Ba regulator alegység illetve a PP2A egyik szubsztratja, a specifikus MP
inhibitor, CPI-17 szerepének tisztazasat a barrier funkcid szabalyozasaban.

Makro- és mikrovaszkularis endotél sejteket PP2A gatloszerekkel (okadansav (OA) és
fosztriecin) kezelve az aktin filamentumok atrendez6dését és a mikrotubulusok destabilizalojat
figyeltik meg. Hasonloképpen aktin stressz kabelek kialakuldsat tapasztaltuk a PP2A Ba
csendesitése soran, ami trombin kezelés hatasara fokozodott. Transzendotél ellenallas méréseink
fokozott endotél permeabilitds novekedést mutattak a Ba csendesitett sejtekben trombin kezelés
hatasara a nonsi-RNS transzfektalt sejtekhez képest. Pull-down kisérlettel tovabba specifikus
kolcsonhatast mutattunk ki a Ba és két adherens sejtkapcsolo fehérje, a VE-cadherin és B-catenin
kozott. Az OA és fosztriecin kezelés a VE-cadherin és B-catenin transzlokécidjat okozta
sejtmembranbol a citoplazmaba, tovabba a [-catenin hiperfoszforilacidjat tapasztaltuk.
Immunfloreszcens és Western blot kisérleteink azt mutattak, hogy a specifikus PP2A Ba deplécid
negativan befolyasolta az aktin filamentumok elrendezddését, és az adherens sejtkapcsolatok
széteséséhez vezetett, ezzel parhuzamosan a [-catenin foszforilacidjat okozta az S552
oldallancon.

A CPI-17 fehérjét a PKC enzim foszforilalja és fokozza a CPI-17 gatlo hatasat a MP-al
szemben. Korabbi vizsgalatok igazoltdk a CPI-17 expressziojat HLMVE sejtekben. A PP2A
képes defoszforilalni és ezaltal inaktivalni a CPI-17 fehérjét, azonban nagyon keveset tudunk a
CPI-17 és a citoszkeleton kapcsolatarol. A bakterialis két-hibrid sziirés soran talalt lehetséges
kdlcsdnhatd partnerek kodzil immunprecipitacioval sikerilt igazolnunk a plakoglobin és a CPI-17
kapcsolatat HLMVE sejtekben. PMA kezelés hatasara azonban a két fehérje kozott csokkent
kolcsdnhatast tudtunk kimutatni, ami a kdlcsonhatas tranziens jellegére utal.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a PP2A Ba reguldtor alegységgel
alkotott holoenzim formaja szabalyozza az endotél citoszkeleton szerkezetet és részt vehet az AJ
fehérjek defoszforilaciojaban. Kimutattuk, hogy a CPI-17 szerepe az AJ stabilizalasaban és a
barrier funkcid szabalyozasdban foszforilacio fiiggd folyamat, amelyben a PP2A ugyancsak

szerepet jatszhat.
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