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PROTEIN FOSZFATAZ 2A SZEREPE A HUMAN ENDOTHELIUM BARRIER
FUNKCIOJANAK SZABALYOZASABAN

BEVEZETES

Az érpermeabilitds megndvekedése kiilonbozd bioaktiv agensek, gyulladds hatdséra az endothel
sejtek kozott kialakulo rések kovetkezménye. Az endothelium jol miikodo barrier funkcidja a
sejtekben fellépd kontraktilis és feszitd erdk egyensulyat jelzi. Ha az egyensuly a kontraktilis
erok iranyaba tolodik el, akkor az a sejtek kozotti rések kialakulasat eredményezi (3). Szamos
citoszkeletalis fehérje foszforilaltsagi allapota befolyasolja az endothel sejtek aktudlis alakjat,
egymashoz val6 illeszkedését, illetve kontrakciojukat, vagyis az endothelium barrier funkciojat.
A kontrakcio 1étrejottében az akto-miozin kdlcsonhatas és a miozin konnytilanc foszforilacioja
az endotheliumban is részletesen jellemzett (2, 7). Az MLC defoszforilacidjat az endothel
sejtekben is, hasonléan a nem-izom sejtekhez, a protein foszfatdz 1 (PP1) miozin foszfataz
holoenzim formaja (PP1 katalitikus alegység MYPT regulator alegységgel) katalizalja (10). A
citoszkeleton tovabbi elemei (intermedier filamentumok, mikrotubulus) ¢és a hozzédjuk
kapcsolddo fehérjék foszforilacios szintjének szabalyozdsa, valamint a PP1 més holoenzim
formainak és a masik jelentds Ser/Thr—specifikus foszfatdz, a protein foszfataz 2A (PP2A)

szerepe kevéssé ismert.

CELKITUZESEK
A pélyazatban a PP2A ¢és az endothel barrier regulacié kozotti kapcsolat feltarasa érdekében az
alabbi kisérleti stratégiat allitottuk ossze:

1. PP2A és alegységeinek jellemezése az endotheliumban.

2. PP2A alegységek emlds expressziora alkalmas vektor konstruktjainak eldallitasa.

3. Marha ¢és human tiido artéria endothel sejtvonalban (BPAEC, HPAEC) a PP2A
alegységek overexpresszioja ¢és az overexpresszalt fehérjék lokalizaciojanak
tanulmanyozasa, hatasuk az endothel barrier funkcidra.

4. Citoszkeletalis kolcsonhaté és célfehérjék azonositisa a PP2A  alegységeket
overexpresszalo sejtekben.

5. Az endogén PP2A gének expressziojanak gatlasa RNS interferenciaval.

A kutatasi tdmogatast a szerzddéshez képest csokkentették a kutatdsi periddus alatt. Ennek
ellenére, a tervezett munka nagyobb hanyadat, becslésiink szerint 70-80%-at, elvégeztiik, nem
keriilt még sor az RNS interferencia kisérletek kivitelezésére. Masrészt kutatdsunkat
kiterjesztettik a PPl egyik potencidlis regulatoranak, a TIMAP nevii fehérjének a

tanulmanyozasara is, melyet az eredeti palydzatban nem terveztiink.
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Kiilf6ldi kollaboracios partneriink, Dr. Alexander Verin anyagi timogatasa, valamint az, hogy a
laboratoriumaban hasznalhattuk a transzendothel elektromos ellenallast mérdé ECIS berendezést,

jelentésen hozzéjarult munkankhoz.

EREDMENYEK
I. PP2A
1. PP2A és alegységeinek jellemezése az endotheliumban.

Nokodazol (0,5 pM) hatasara, amely a mikrotubulusokat destabilizélja, az endothel
monolayerben a sejtek kozott rések alakulnak ki. A sejtek fluoreszcens aktin festésével,
valamint a monolayereken mért transzendothel elektromos ellendllas mérésével kimutattuk,
hogy a PP2A aktivitds gatlasa okadansavval jelentdsen fokozza a nokodazol hatasat, a rések
megndvekednek, illetve az elektromos ellenallas csokken, ami szintén a rések megjelenését jelzi.
Ezek az eredmények a PP2A részvételére utaltak az endothel sejtek mikrotubulus-medialt barrier
funkcidjanak szabalyozasdban. Endothel sejttenyészetb6l elvalasztott tubulinban gazdag
frakcioban jelentés mennyiségli PP2A katalitikus alegységet mutattunk ki Western blottal.
Immunfluoreszcencias festéssel pedig a mikrotubulusok és az endogén PP2A kolokalizacidjat
igazoltuk, amit a PP2A gétloszere, az okaddnsav megsziintetett.

2. PP2A alegységek emlds expressziora alkalmas vektor konstruktjainak eléallitasa.

A PP2A egy heterotrimer, a 36 kDa-os katalitikus alegység (PP2Ac) és a 65 kDa-os A
(PP2Aa) szerkezeti alegység alkotja adja minden holoenzim forma vazat. A trimer forma
harmadik tagja a B-alegység, amelyrdl feltételezik, hogy a szubsztrat-specificitasért és a sejten
beliili lokalizacioért lehet felelés. A PP2A heterotrimer formainak eltérd funkciodja a kiilonb6zo
B-alegységeknek koszonheté. A B fehérjék legalabb harom, egymastdl teljesen kiillonbozé
géncsalad termékei.

cDNS konyvtarsziiréssel kordbban izolaltuk a PP2Ac és PP2Aa alegységek kodolo
szekvenciajat. Ezeket eloszor EGFP fuzidra alkalmas emlds expresszids vektorokba
szubklonoztuk, de ezekkel a konstruktokkal nem tudtuk a nehezen transzfektalhaté endothel
sejtekben a fehérjéket overexpresszalni. Ezért ujabb, pPCMV-HA (C alegység), illetve pcDNA3.1
(A alegység) emlds expresszids vektorokat alkalmaztunk.

A B alegységnek eddig két kiilonbozé formdajat klonoztuk RT-PCR-ral HPAEC-bdl izolalt
RNS-b6l.
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3. Marha és human tiidé artéria endothel sejtvonalban (BPAEC, HPAEC) a PP2A
alegységek overexpresszioja és az overexpresszalt fehérjék lokalizaciojanak
tanulmanyozasa, hatasuk az endothel barrier funkciora.

A PP2Ac ¢és PP2Aa konstruktokkal human és marha tiid6 artéria endothel sejteket
(HPAEC és BPAEC) transzfektaltunk és overexpresszaltuk a PP2A alegységeit. A transzfekciot
kévetden a sejttenyészetekbdl kivonatot készitettiink és in vitro foszfataz aktivitasméréssel (*2P-
MLC szubsztrattal, specifikus PP1 és PP2A gatloszerekkel) kimutattuk, hogy az overexpresszalt
PP2A katalitikus aktivitassal rendelkezik.

Immunfluoreszcens kisérletekben azt talaltuk, hogy a két alegység egylittes expresszidja
az endothel sejtek kortikalis aktinjanak feldusulasdhoz és az aktinfilamentumok eltiinéséhez
vezet. A PP2Ac-t megkotni nem képes PP2Aa trunkdlt mutans és a PP2Ac ko-expresszidjanak
nincs ilyen hatasa. A csak PP2Aa-t overexpresszalo sejtekben a nativ PP2Ac és a B alegység
mennyisége is megnott. Ez arra utal, hogy a rekombinansok egymassal és a nativ alegységekkel
heterotrimert hozhatnak létre. Pull-down kisérlettel kimutattuk a rekombinans PP2Aa
kélcsonhatasat a PP2Ac rekombinans és nativ formajaval. A trunkalt PP2Aa mutans viszont a
PP2Ac egyik formdjat sem koti.

Thrombin kezelést kdvetben a nem overexpresszald sejtekben feldusulnak a
stresszfilamentumok, a sejtek kontrahalnak. Ezzel szemben a PP2Ac és PP2Aa alegységeket
overexpresszalo sejtekben a thrombinnak ilyen hatasa nem figyelheté meg, a PP2A aktivitas
hatasara a sejtek megdrzik alakjukat. Az overexpresszio latszolag nem okozott valtozast a sejtek
mikrotubuléris szerkezetében. Akar a PP2Ac alegység dnmagéaban, akar a PP2Ac ¢és a PP2Aa
egylittes expresszidja megsziinteti viszont a nokodazol (0,5 uM) mikrotubulust destabilizald
hatdsat, amibdl a PP2A mikrotubuléris rendszert védd szerepére kovetkeztethetiink. A PP2A
gatlasa 5 nM okadainsavval megsziinteti/mérsékli az overexpresszalt alegységek citoszkeletonra
kifejtett hatasat, jelezve a PP2A aktivitdsdnak szerepét az endothel sejtek citoszkeleton
szerkezetének szabalyozasaban.

Az endothel sejtek transzfekcidjanak hatasfoka meglehetdsen alacsony (~15-20%), ezért
a PP2Ac ¢és PP2Aa alegységek expresszidjara rekombinans adenovirust hoztunk 1étre. Ezekkel
szintén HPAEC ¢és BPAEC sejteket infektaltunk (kozel 100 %-os hatasfokkal) és vizsgaltuk a
rekombinans fehérjék hatdsdt az endothel monolayer elektromos ellenallasara kiilonb6zo
bioaktiv agensekkel vald kezelést kovetéen. Az immunfluoreszcens kisérletek eredményeivel
Osszhangban azt talaltuk, hogy mind a thrombin, mind a nokodazol barrier diszfunkcidt okozd

hatasat a rekombinans adenovirussal fertdzott sejtekben a PP2A aktivitas jelentdsen mérsékelte.



OTKA T043133 Szakmai zardjelentés Témavezetd: Csortos Csilla

Eredményeink a PP2A aktiv részvételére utalnak az endothel sejtek citoszkeleton szerkezetének
szabalyozasaban.

4. Citoszkeletalis kolcsonhato és célfehérjék azonositisa a PP2A alegységeket

overexpresszalo sejtekben.

Annak érdekében, hogy a PP2A szabdlyozo szerepét jobban megismerjiik olyan lehetséges
PP2A-szubsztratokat vizsgaltunk, amelyek kapcsolata a citoszkeletonnal jol ismert. A
mikrotubulusokkal defoszforilalt formajaban asszocialédd tau fehérjérél ismert, hogy a
mikrotubulusra stabilizalé hatassal bir. A kis molekulatomegli hdsokk fehérje, a HSP27,
foszforilalt forméajaban pedig aktin polimerizaciot valt ki. Endothel sejtkivonat frakcionaldsat
kdvetden nemcsak a tau, de a HSP27 fehérjét is a tubulinban gazdag frakcidban mutattuk ki, ami
arra utal, hogy ez a fehérje is kotddik a mikrotubulusokhoz. A PP2A alegységeket
overexpresszalod sejtekben mind Western blottal, mind immunfluoreszcens kisérletekkel azt
talaltuk, hogy a vizsgalt két fehérje, a tau és a HSP27 foszforilaltsagi szintje thrombinnal illetve
nokodazollal torténé kezelés utan nem ndvekedett. Ezzel szemben a nem overexpresszald
kontroll sejtekben, amelyek a kezelés hatasara kontrahaltak, mindkét fehérje jelentds mértékben
foszforilalodott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PP2A aktivitds ezen fehérjék
foszforilacids szintjének szabdlyozasaval része lehet az endothel sejtek citoszkeletonjaban a
mikrotubulusok ¢és a mikrofilamentumok kozotti parbeszédnek ¢és a barrier funkcid

szabalyozasanak.

I1. PP1: a TIMAP fehérje tanulmanyozasa.

A TIMAP (TGF-B-inhibited membrane associated protein) nevii 64 kDa-os fehérje
endothel sejtekben mas sejttipusokhoz képest nagymértékben kifejezddik. Szerkezeti rokonsagot
mutat a miozin foszfatiz MYPT regulator alegységével, szerkezetében megtalalhaté a PPlc
kotésért felelds kotdmotivum €s a jellegzetes ankirin ismétlédések is, valamint egy prenilacids
motivum, ami a membranhoz vald lokalizacioért lehet felelds (2). Ezért feltételezhetd volt, hogy
a TIMAP is egy PP1 regulator lehet (1). Tanulmanyoztuk a TIMAP-PP1c kozotti kdlcsonhatést,
¢s a TIMAP szabalyoz6 szerepét human tiid6 artéria endothel sejtmodellben.

A TIMAP fehérjét és a PPlc kotd motivumot nem tartalmazo trunkalt mutansat GST-
fazidval bakteridlis expresszioval eldallitottuk és glutation-Sepharose-on immobilizaltuk.
HPAEC sejtkivonatbol a vadtipusit TIMAP specifikusan a PP1c-nel csak egyik, beta izoformajat
kototte meg in vitro pull-down kisérletben (Fig. 1). HPAEC sejtekben a nativ fehérjék kozotti

kolcsonhatast immunprecipitacioval is kimutattuk. Immunfluoreszcenciaval ¢és konfokalis
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mikroszkoépiaval az HPAEC-ben is membran asszocialva

. f "‘DUI;::;@ talaltuk a TIMAP nagy részét, de ezen tal a sejtmagban

S & & & és a perinukledris régioban is megtalalhato.
- — . PP RNS interferencia segitségével a TIMAP-ot
E depletaltuk HPAEC-ben és vizsgaltuk a deplécio hatasat
$ 3 i — a sejtek barrier funkcidjara transendothel elektromos

ellenallas (ECIS) mérésével. Onmagaban a deplécié nem

o , befolyasolta az endothel monolayer elektromos
Figure 1. Specific interaction between

TIMAP and PP1c. Bacterially expressed ellenallasat, viszont modositotta annak kiillonb6zd
GST, GST-tagged wild-type TIMAP

(WITIMAP), and GST-tagged truncated bioaktiv agensekkel vald kezelésre adott valaszat. S1P és
mutant of TIMAP (mTIMAP), each bound

to glutathione-Sepharose, were incubated ATP, barrier funkciét er6sité 4agensek, hatdsa
with HPAEC lysates. After extensive

washes to remove unbound material, szignifikdnsan mérséklddott, mig a barrier diszfunkciot
protein complexes were eluted and probed . .

with PPlcp (top) and PPlca (bottom) kivaltdo thrombin és nokodazol hatasa fokozodott. Ezek

specific antibodies.

az eredmények a TIMAP endothel barrier funkciot védo

hataséra utalnak.
Az ERM fehérjék foszforildlt formdjukban kolcsonhatnak az aktinnal és
membranfehérjékkel (6). A TIMAP membran-

izacidj j4 : i : e I
lokalizacioja alapjan feltételeztiik, hogy részt vehet az & Ooc'é"‘ o &
& T D
ERM (ezrin-radixin-moezin) fehérjecsalad F F ¢ R WB
* o .‘ Moesin

foszforilacids szintjének szabalyozdsaban, mint a PPlc
. Figure 2. Protein-protein interactions
regulatora. Egy olyan sejttipusban, MDCK, amely between TIMAP, moesin, and PPlcp.
Moesin, PPlc, or TIMAP were
immunoprecipitated from HPAEC lysates,
and the IP complexes were probed for
moesin.

TIMAP-ot nem tartalmaz, ugyanis kordbban

kimutattdk, hogy az ERM PP1 altali defoszforilaciojat a
TIMAP-pal rokon MYPT1 szabdlyozza (4).

Immunprecipiticioval kimutattuk a PP1c és a TIMAP kolcsonhatasat moezinnel (Fig. 2).

A TIMAP a MYPT3 fehérjéhez hasonldoan PKA-val foszforilalhato (5, 11). Forskolinnal
kezelve HPAEC-t noveltik a cAMP szintjét ¢és ezaltal aktivaltuk a PKA-t.
Immunfluoreszcencidval kimutattuk, hogy a forskolin kezelést kovetden az ERM defoszforilalt
formaban van, tovabba forskolin eldkezelés utian trombin sem tudja annak foszforilaciojat
kivaltani. Kontroll, forskolinnal nem kezelt, illetve RNS interferenciaval TIMAP depletalt,
forskolinnal eldkezelt HPAEC-ben a trombin az ERM foszforilaciojat valtotta ki (Fig. 3). Ezek
az eredményeink a TIMAP szerepére utalnak az ERM fehérjék PKA indukalt szabalyozasaban.
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TIMAP siRNA non-siRNA

+Forskolin +Thrombin Mo treatment

+Forskolin
+Thrombin

Figure 3. TIMAP depletion inhibits the rescuing effect of
forskolin in thrombin treated HPAEC. Upper panel:
Immunofluorescence staining of control, non-silencing RNA
treated (B), and TIMAP depleted (4) HPAEC monolayers
using anti-TIMAP primary antibody. Bottom panel: TIMAP
depleted (C-J) and control, non-silencing RNA treated (K-R)
HPAEC monolayers were double-stained with anti-phospho-
ERM primary antibody and Texas Red-phalloidin without
treatment (C, D, K, L), or following various treatments.

Az eredmények jelentdsége, a kozlemények felhasznalasa, nemzetkozi egyiittmitkodés

Az endothel barrier funkcid szabalyozasaban a fehérje foszforildcio-defoszforilacio
szerepe jelentds. Az OTKA tdmogatasaval végzett munkank soran kimutattuk, hogy nem csak a
PP1, de a Ser/Thr-specifikus foszfataz enzimcsalad masik jelentds képviseldje, a PP2A is fontos
az endothel citoszkeleton szabdlyozdsiban. Eredményeinket tobb hazai és nemzetkdzi
konferencian bemutattuk, valamint két megjelent kozleményben leirtuk (8, 9). A
kozleményekben nem szerepld eredményeket a I. részben dolt bettivel szedtiik.

A PP1 egy kevésbé jellemzett regulatorat, a TIMAP fehérjét vizsgalva kimutattuk, hogy
a barrier funkcidban pozitiv szabalyozo szerepet tolt be és valosziniisitettiik, hogy részt vesz az
ERM fehérjék foszforilacids szintjének szabdlyozasaban is. Ezeket az eredményeinket szintén
bemutattuk hazai és nemzetk6zi konferencidkon, az American Journal of Physiology-hoz
bekiildott kéziratunk pedig jelenleg atdolgozas alatt all.

Az OTKA tamogatas feltiintetésével a két fentebb emlitett kozleményen kiviil a témahoz

szorosan kapcsolodva egy konyvrészlet €s egy 0sszefoglald kozlemény jelent meg (2).
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A megjelent kozlemények hozzédjarultak Tar Krisztina Ph.D. fokozatanak
megszerzéséhez. A palyazati témaban dolgozva Czikora Istvan, jelenleg is a TIMAP téman
dolgoz6 Ph.D. hallgaté, molekularis biologus, védte meg diplomamunkajat.

Kutatasunk soran Dr. Alexander Verin (Department of Medicine, Division of Biological
Sciences, University of Chicago, ¢és Medical College of Georgia, Vascular Biology Center)
lehetové tette laboratoriumaban az ECIS berendezés hasznalatat, valamint rendelkezésiinkre
bocsatotta a TIMAP elleni antitestet €s szponzoralta a TIMAP-deplécidt. Az adenovirus alapu
PP2A kisérleteket Tar Krisztina az 6 laboratériumaban és szponzoralasaval végezte el.

Egyik kutatasi teriiletet sem érezziik még lezartnak, tovabbi kisérleteket terveziink a

PP2A B regulator alegységének vizsgélatara és szeretnénk mélyebben feltarni a TIMAP szerepét

crer
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