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I. Bevezetés és Célkituzeések

A sejtek mitkodése szempontjabol alapvetdéen fontos kornyezethez valod
alkalmazkodasuk. Az alkalmazkodas els0 1épése a kornyezet ingereinek
¢rzékelése, amit az informacié tovabbitasa kovet a sejtek megfeleld valaszat
kialakitdo végrehajt6 molekuldkhoz. Azokat a mechanizmusokat, amelyek
ezért a tovabbito funkcioért feleldsek jelpalydknak nevezziik. A kornyezeti
ingerek ¢és az érzekelést végzo receptorok sokféleségének megfelelden, a
jelpalyakbol is tobb all a sejtek rendelkezésére. Tekintettel arra, hogy a
sejteket a kornyezet feldl minden pillanatban ingerek sokasaga éri, ezeknek a
jelpalyaknak fontos feladata az €rzékelt informacid feldolgozasa, a végso
valasz kialakitasa, amibol adddoan felépitésiik ¢és miikodésiik rendkiviil
bonyolult.

Az 1nozitol szarmazékok sejten beliili jelentdségének felfedezése a
Hokin hazaspar érdeme. Munkajuk nyoman hamarosan elfogadotta valt,
hogy szamos hormon €s neurotranszmitter hatdsmechanizmusaban az egyik
legfontosabb kezdeti Iépés a foszfolipaz C (PLC) enzim aktivalédéasa, ami a
plazmamembranban talalhato foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat (PtdInsP,)
hidrolizisét eredményezi. A keletkezd ket termék, az inozitol (1,4,5)-
triszfoszfat (InsPs) és a diacilglicerol (DAG) hatasara aztan létrejon a Ca®'-
szignal, illetve aktivalodik a protein-kinaz C enzim, amelyek fontos szerepet
jatszanak a bioldgiai valasz elinditasaban. A foszfolipid lebomlésa és a Ca*'-
jel kialakulasa kozotti kapcsolat akkor lett érthetd, amikor Robert Michell
felvetette az foszfoinozitol és a citoplazmatikus [Ca®'] valtozas kozotti
kapcsolatot. Ezt a feltételezést Irvine és Berridge az InsP; hataséara
bekdvetkezd, nem mitokondrialis raktarakbol torténd Ca®'-felszabadulas
felfedezésevel bizonyitott. Ettdl a ponttol kezdve az InsP; és citoplazmatikus
[Ca®"] valtozason keresztiil mitkodé hirvivé rendszer kutatasa felgyorsult. Az
InsP; receptor és a Ca’ -raktarak diriilése kovetkeztében aktivalodo
kapacitativ Ca’"-bedramlas felfedezésével gyakorlatilag a 80-as évek
kozepére gy tlint, hogy ugyan sok részletkérdés var még tisztazasra, de a
hirvivd rendszer alapvetéen ismertt¢ valt. A foszfoinozitidekkel
kapcsolatosan elfogadotta valt az az elkeépzelés, hogy lényeges bioldgiai
jelentdséggel a PtdInsP,, mint az InsP; €s a DAG el6anyaga rendelkezik.



Az inozitol lipidek mint hirvivé molekulak

Miko6zben a hirvivo rendszerrel kapcsolatban egyre tobb fontos részlet valt
ismertte; azonositottdk példaul a PLC enzim tobb altipusat és a PKC
enzimcsalad szamos tagjat, tovabba felfedezték a PtdInsP, keletkezésében
résztvevd foszfatidilinozitol 4-kindz (PI 4-kinaz), ¢és PtdIns(4)P 5-kinaz
enzimeket, az inozitol lipid kutatas teriiletén két olyan alapvetd felfedezés
tortént, amely alapjaiban valtoztatta meg a jelpalyarol alkotott képet. 1.) a
sejtekben olyan foszfatidilinozitol kindz enzimeket talaltak, amelyek az
inozitolgylriit a 3-as szénatomon képesek foszforilalni (PI 3-kinaz). Ettol
kezdve folyamatosan novekedett azoknak az ismert enzimeknek a szama,
amelyek a kiilonféle inozitol lipidek kozotti atalakulasokat katalizaljak,
aminek megfelelden a kiilonféle sejtmembranokban sikertilt kimutatni a 3-as,
Napjainkban az emberi genom ismeretében 19 darab kindz, és 28 darab
foszfataz aktivitassal rendelkez6 enzimrol tudunk. Az enzimekrol, beleértve
az altaluk katalizalt folyamatokat, a kozelmultban jelent meg egy kivalod
osszefoglald kozlemeény. 2.) a masik hatalmas horderejii 1épés annak
felfedezése volt, hogy bizonyos fehérje domének foszfoinozitidek nagy
affinitast szelektiv kotésere képesek. ElsOként az ugynevezett pleksztrin
homologia (PH) domének PtdInsP, kotéset fedezték fel, de a késdbbiekben
szamos egyeb doménrdl (PTB, FERM, PDZ, FYVE, PX, ENTH) deriilt ki,
sOt olykor az egesz feherje molekula sziikséges a lipid interakcidohoz. Ezekrol
a doménekrdl napjainkra mar szintén elképesztd mennyis€gii adat, és kivalod
osszefoglaldo kozlemények all rendelkezésre. A domének szekvencidja
mellett nagyon sok esetben ismert a kristalyszerkezet és a lipidkotesi
szelektivitas, azonban az, hogy lipidkotés milyen mértékben hatarozza meg a
domének membranlokalizaciojat munkank kezdetekor még kevésbé volt
tudott.

Az inozitol lipidek kotésere képes domeének felfedezése lehetové utat
nyitott egy olyan molekularis modszer kidolgozasahoz, amelyrdl tobb mint
tiz ¢v tavlatdban mar egyertelmiien bebizonyosodott, hogy alapvetden
meghatarozta az inozitol lipidek jelentoségének megismeréset. A modszer
Iényege, hogy amennyiben egy lipidk6td domént fluoreszcens fehérjével
megjelolink, egy olyan fazidés fehérjét kapunk, amely a sejtekben
expresszalva a domeén lipidkotd tulajdonsagatol fliggden lehetdvé teszi a
sejtmembranokban 1évd inozitol lipidek konfokalis mikroszkoppal torténd
kimutatasat, mennyisegiik valtozasanak kovetesét. Elsoként a human PLC9,



feheérje PH domeénjének felhasznalasaval sikeriilt egy PtdInsP, kimutatasara
alkalmas szondat létrehozni, amit aztan sok, egyéb lipidek (PtdInsP;,
PtdIns(3)P, PtdIns(4)P) kimutatasara alkalmas szonda kovetett. A modszer
igen hasznosnak bizonyult egyrészt a kiillonb6zd sejtorganellumok inozitol
lipid tartalméanak azonositdsaban, masrészt a lipidek ¢lettani szerepeének,
jelentdségének vizsgalataban is alapvetd mddszerre valt.

A kiilonfé€le inozitol lipid szarmazékok ¢és az dket kotni képes fehérje
domének felfedezésevel a jelatalakitasi folyamatoknak egy ) mechanizmusa
bontakozott ki. Ennek lényege, hogy a lipidk6td domeénnel rendelkezd
feherjek a membranokhoz keépesek kotddni, ami a jelatalakitd folyamatok
szempontjabol nagy  jelentoséggel bird6 molekularis  komplexek
kialakulasdhoz vezet. Mivel a kolcsonhatas kialakulasdt a membranok
foszfoinozitid mennyisége, ¢s a jelenlévd foszfolipid tipusa hatarozza meg, a
lipidek szabalyozasaval a jelpalyak is jelentdsen befolyasolhatok. Csupan az
elsoként leirt PH domént tartalmazé fehérjék szdma meghaladja a kétszazat,
¢s hasonld szamban lehetnek jelen a tobbi domént tartalmazo fehérjek is.
Mindezek alapjan ma mar elfogadott, hogy a sejtorganellumok
membranjaban talalhat6, kiilonféle tipust inozitol lipidek (példaul
PtdIns(3)P az endoszomaban, PtdIns(4)P a Golgi-ban ¢€s az endoplazmas
retikulumban (ER), PtdIns(5)P, PtdIns(4)P, PtdIns(4,5)P,, PtdIns(3.,4,5)P; a
sejtmembranban) alapvetd sejtfuncidk 1étrejottében ¢€s szabalyozasadban
jatszanak meghatarozé szerepet. Ilyen funkcidk példaul a sejtproliferacio, az
apoptozis, a trafficking, az endocitozis, a fagocitozis, a sejtalak kialakulasa
¢s a sejtmozgéas. Az inozitol lipidek részt vesznek a legkiilonfélébb
patologias allapotok kifejlodéseben is (pl. sejttranszformacio, metasztazis,
virus- és baktériumfelvétel).

Az inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptor

Az InsP; molekula kotohelyének leirasat kovetden, az InsP; receptort szamos
szovetbdl sikeriilt eleinte csak kitisztitani, végiil egér kisagybol, ahol igen
nagy mennyisegben talalhatd, megklonozni. Harom kiilonbozo tipusat, €s
tobb splice varidnsat azonositottak kiilonféle ragcsald illetve human
szovetekbOl. Az InsP; receptor egy hatalmas, mintegy 3000 aminosavbol
allo, a rianodin receptorral rokon fehérje. Legnagyobb mennyiségben az ER-
ban talalhat6, de egyéb membranokbdl (plazmamembran, nukledris
membran, Golgi) is kimutattak. A fehérje miikodésének legfontosabb eleme
nyilvanvaléan a csatornafunkcio, melyen keresztiil 1étrejon a Ca'-szignal



kezdetéért felelds ER-bol valé Ca**-kidramlas. Azonban esetleges jelenléte
az egye¢b kompartmentekben, illetve az ER ¢€s a mas organellumok
(plazmamembran, mitokondrium) kozott kialakuld kapcsolatok teriiletén
felveti annak lehetdségét, hogy mas funkcidja is lehet. Az InsP; receptor
szabalyozasa osszetett: legfontosabb két eleme a citoplazmatikus [Ca®'] és
maga az InsP; kotés, de ezen kiviil tobb foszforilacids helyet, €s szamos
citoplazmatikus fehérjével valo kapcsolatat leirtak. Bar a receptorrol nagyon
sok informacio all rendelkezésre, bizonyos kérdesek, mint példaul az egyes
altipusok jelentdsége, vagy a ligandkotésre bekovetkezd —aktivaciod
molekularis mechanizmusa, nem teljesen tisztazottak.

A Kkapacitativ Ca’*-bearamlas

A legtobb sejttipusban az ingerlés hatasara leétrejovo kezdeti, altalaban igen
nagymértékii, de atmeneti citoplazmaikus [Ca®] emelkedést egy fenntartott
Ca™-szint fokozodas koveti, melynek létrejottében a kiviilrSl torténd,
extracellularis Ca*'-bedramlas jatszik elsddleges szerepet. Magyarazatara
Putney vezette be 1986-ban az Ggynevezett “kapacitativ Ca* -bearamlas”
teoriat, amely szerint az InsP;-mal iirithetd intracellularis Ca*-raktarak Ca*'-
tartalmanak csokkenése vezet a plazmamembranon keresztilli Ca®'-
bearamlashoz. A teorianak egyik fontos pillére az a megfigyelés, miszerint a
mechanizmus beindulasdhoz nem feltétleniil sziikséges a PLC enzim
aktivalasa (azaz InsP; képz8dés). A Ca*'-raktarak InsP;-t6l fiiggetlen iiritése
-amit elérhetiink példaul a raktarak Ca®'-felvételét gatlo SERCA inhibitor
thapsigargin adasaval- is elégséges a Ca’'-bearamlas fokozasdhoz. Bar
elektrofiziologiai modszerekkel sikeriilt azonositani egy, a tulajdonsagai
alapjan kapacitativ. Ca’’-bedramlasnak tiiné 4aramot (Icrac), aminek
jellemzése “egy csatorna” szinten is megtortént, magdnak a csatorndnak az
azonositdsa hossz ideig varatot magara. Az idokozben ismertte¢ valt Trp
csatornak kozott szintén voltak olyanok, amelyekrdl sokan Ggy gondoltak,
hogy megfelelnek a kapacitativ Ca®*-aramért felelés csatornanak, azonban az
azonossagot nem sikeriilt megnyugtatdéan tisztazni. Ugyancsak szamos
elképzeles sziiletett annak magyarazatara, hogy mi lehet a kapcsolat a belso
Ca”-raktarak és a Ca’'-bearamlas kozott. Berridge példaul mar 1995-ben
felvetette, hogy az InsP; recepor €s a plazmamembran kozotti fizikai
kapcsolat szerepet jatszhat ennek a jelenségnek a kialakulasédban, de ezt az
elképzelést maig sem sikeriilt igazolni. Mérfoldkd volt a kapacitativ Ca*'-
bearamlads kutatasaban az a felismerés, hogy egy immunologiai korkep, a



stilyos kombinalt immunhiany (SCID) 1ényege a kapacitativ Ca*"-bearamlas
karosodasa, azonban ez a felfedezés sem vezetett a csatorna azonositasahoz.

Az attorés csak mintegy 20 ¢év elteltével kovetkezett be. Két
munkacsoport siRNS technika alkalmazasaval és hatalmas mennyis€gii gen
tesztelesére kiterjedd sziirOvizsgalattal egymastol fiiggetleniil azonositott
végre egy fehérjet, a STIM1-t, amelyrdl megallapitottdk, hogy az az ER-ban
talalhato, és hogy képes a Ca®'-raktarak [Ca”']-janak érzékelésére. Részben a
STIM1 ismeretében, Gjabb szilirési, illetve a SCID-es betegek csaladfaja
alapjan végzett genetikai vizsgalatokkal alig egy évvel a STIM1 felfedezese
utan sikeriilt azonositani egy Gjabb, a kapacitativ Ca*"-csatornanak bizonyulé
feherjét, amit Orail-nek neveztek el. A ket fehérje egylittes expressziojaval
szamos sejtes rendszerben sikeriilt a kapacitativ Ca’'-bearamlasnak
megfeleld jelenséget 1étrehozni, és bizonyitani, hogy e két feherje képezi a
kapacitativ Ca*"-bearamlas molekularis alapjat. A két fehérje azonositasat
kovetden a kutatas hatalmas lendiilettel indult meg, minek kovetkeztében a
STIM ¢s Orai fehérjek tipusai és domén szerkezete rovid 1don beliil ismertte
valt. Mutacios megkozelitéssel bizonyitani, hogy az Orail molekula valoban
Ca’’-csatornaként miikodik, ismertté valt a STIMI raktariiriilést kovetd
aktivaciojanak molekularis mechanizmusa, jelenleg is intenziv kutatas targya
mindkét molekula esetében a szerkezet €s funkcid kapcsolatanak jellemzése,
az altipusok kozotti kiilonbségek feltarasa, illetve a mas molekulédkkal vald
kolcsonhatasok azonositasa.

Az alabbi 4bra a foszfoinozitid, InsP; és citoplazmatikus [Ca®] valtozason
keresztiill miikodo jelpalyat mutatja. Munkank soran celunk a jelatalakitasi
folyamat molekularis mechanizmusainak tisztdzasa volt, amit alapvetden a
molekularis kélcsonhatasok feltarasaval igyekeztiink elérni.
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Célkitiizések

1. Az inozitol lipid-k6té doménnel rendelkezé molekuldk plazmamembran
lokalizacids képesseége alapvetd szerepet jatszik miikodésiikben. PtdInsP,
kotésere képes, fluoreszcens fehérjevel jelolt PH domeének inozitol lipid,
inozitol-foszfat ¢és  membranlokalizaciés  tulajdonsagainak  Ossze-
hasonlitasaval vizsgalni kivantuk a lipidkotés szerepét a lokalizacio
1étrejottében, €10 sejtekben.

2. Az Akt, a Btk, a GRP1 ¢és az ARNO fehérjék fluoreszcens fehérjével jelolt
PH domeénjeinek PtdInsPs-fliggd sejtfunkciokra gyakorolt hatasait terveztiik
osszehasonlitani. A vizsgalattal ugyancsak a lipidkotd képesség és a
funkcionalis hatasossdg kozotti kapcsolat 0Osszefiiggéseire vonatkozdan
kivantunk adatokat gy{ijteni. A lipidkotéstdl fliggetlen kolcsonhatas
kimutatasa esetén vizsgalni kivantuk, hogy a molekula mely része felelds a
kolcsonhatasért, illetve felmeriilt a kolcsOnhatasban részt vevo egyeb
molekuldk esetleges azonositasa is.

3. Az l-es tipusi human InsP; receptor fluoreszcensen jelolt ligandkoto
doménjeének felhasznaldsaval ¢€s intracellularis régiokba iranyitasaval
vizsgalni kivantuk a lokalis InsP; pufferolds hatasat, illetve a ligandkotd
domén esetleges kolcsonhatasainak kovetkezmeényét emlds sejtekben.

4. A foszoinozitidek mennyiségének gyors ¢és specifikus valtoztatasa
nagymértékben elésegitheti  jelentdségiik  vizsgalatit. Eppen ezért
molekularis modszert terveztink kidolgozni, amely alkalmas a
plazmamembran PtdInsP, tartalménak akut csokkentésére €l0 sejtben. A
modszer mikodését ismerten PtdInsP,-fliggd folyamatokra gyakorolt hatas
kimutatasaval kivantuk ellenOrizni.

5. A kapacitativ Ca’’-bearamlasért felelds, ujonnan azonositott human
STIM1 ¢és Orail molekuldk fluoreszcens fehérjével jelolt verzidinak
elkészitésével és felhasznaldsaval tisztazni kivantuk aktivacidjuk kinetikajat,
illetve a koztiik kialakuld kolcsonatas molekularis részleteit. Mesterseéges,
becsiilhetd réstavolsaggal rendelkezé kapcsolatot terveztiink létrehozni a
plazmamembran és az ER kozott €10 sejtben, €s vizsgalni e kapcsolat hatasat
a STIM1 és Oral molekuladkra.



IT Modszerek

Molekularis biologia

A konstrukciok keészitésekor a fehérjéket kodold DNS  génbankban
fehérjek megfeleld darabjat polimeraz lancreakcid segitségével, Pfu DNS
polimeraz (Fermentas) alkalmazasaval allitottuk elo, ¢€s a megfeleld
restrikcios vagas utan altaldban pEGFP-C1 vagy pEGFP-N1 (Clontech)
emlOs expresszios plazmidokba illesztettiik, igy a sejtekben fluoreszcensen
jelolt fuzids fehérjeket kaptunk. Templatként vagy a megfeleld fajbol
szarmazd agyil cDNS-t, vagy az adott fehérje szekvenciajat tartalmazo,
kereskedelemben hozzaférhetdé klont hasznéaltunk. A fehérjedomének
fluoreszcens jelolésekor arra torekedtiink, hogy az adott fehérjedomeén fzi6s
feheérjében valo elhelyezkedése (N- vagy C-termindlis), a teljes hosszusagu
feheérjében vald elhelyezkedésnek feleljen meg. A fazidés fehérjekben
gyakran sziikségesse valt az eredeti zold fluoreszcens fehérje cseréje mas
tipusu fluoreszcens fehérjére (CFP, YFP, mRFP). A sziikséges mutansokat
Quikchange pontmutacios eljarassal hoztuk létre (Stratagene). A
konstrukciokat egyrészt szekvendlassal ellendriztiik, masrészt a sejtekben
expresszalt fehérjék épségének ellendrzésére a sejtlizatumot SDS gélben
megfuttattuk, ¢és a fuziés fehérjéket fluoreszcens szkenneléssel
(foszforimager) tettiik lathatovd. A mintdkat a fluoreszcencia megdrzese
érdekében nem forraltuk, igy a fehérjék csak részlegesen voltak denaturdlva,
ami azonban elegendd volt méretilk becslésere, illetve az esetleges
degradaci6 kizarasara.

Sejtvonalak, transzfekcio

Kisérleteinkhez altalaban NIH 3T3, COS-7 ¢és HEK 293 (ATCC)
sejtvonalakat hasznaltunk. A sejteket a forgalmazo altal javasolt médiumban
(10 %  borjuszérummal, valamint penicillin ¢és  streptomicin
antibiotikumokkal kiegészitett DMEM), 5 % CO, jelenlétében 37 °C-on
tartottuk. A sejteket tranziensen transzfektaltuk Lipofectamine, késObb
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) felhasznaldsaval. A transzfekcidhoz a
sejteket a transzfekcidt megeldzo nap szélesztettiik a megfeleld szovetkultara
edénybe (feddlemezre), amit a HEK sejtek esetében poli-L-lizinnel (2 ml
0,001 %-os oldat) elokezeltiink. A transzfekciot a gyartd elGirdsanak



megfeleloen végeztiik. A kisérletekre a transzfekciot kovetd 24-36 Ora
elteltével kertilt sor.

A vad tipust ¢és az InsP; receptor hianyos DT40 sejteket ugyancsak az
ATCC altal javasolt médiumban tartottuk, ¢&s elektroporézissel
transzfektaltuk. Fedolemezre egy nappal késobb, csak a kiserlet elott tiltettiik
le a sejteket.

Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis mérésekhez a sejteket 35 mm-es Petri csészébe helyezett,
alkohollal tisztitott feddlemezekre iiltettiik le. Kozvetlenll a mérés eldtt a
fedolemezeket, rajtuk a sejtekkel, Ovatosan egy AttoFluor (Invitrogen)
kamraba helyeztiikk, majd egyszeri mosast kovetden 800 ul mérdoldatot
pipettaztunk a kamraba. A mérdoldat Osszetétele a kovetkezo volt: 120 mM
Na(Cl, 4,7 mM KCI, 0,7 mM MgSO,, 1,2 mM CaCl,, 10 mM gliikkéz, 10 mM
Na-Hepes, pH 7,4. Az évek soran szdmos konfokalis rendszert hasznaltunk
(BioRad MRC-1024, Zeiss 410, Zeiss 510, Zeiss 510-Meta); kozos
jellemz0jiik, hogy minden esetben inverz mikroszkopra voltak épitve. A
méréseket szobahdmérsékleten végeztiik. Tobb fluoreszcens fehérje egyidejii
jelenléte esetén elokisérletekben a fehérjéket kiillon expresszalo sejteken
ellendriztiik a csatornak kozotti atbeszélest, illetve a megfeleld filterek,
tilkkrok, €s mérési modszer kivalasztdsaval olyan mérési koriilményeket
hoztunk létre, hogy az atbeszélés ne okozzon a mérés folyaman problémat.

Sejtek letapadasanak mérése

A meéréshez 10 cm-es szovetkultira edényben tartott €s transzfektalt COS-7
sejteket hasznaltunk. A transzfekciot kovetd napon a sejteket 3 perces
tripszines emesztéssel felszedtiik, €s harom egyenld részre osztottuk. Az
egyik adagot Laemmli pufferben azonnal lizaltuk, mig a masik kettot 2 ml
sejtkultira  médiumban vettiik fel, 35 mm-es szovetkultira edénybe
sz¢leszettilk, majd CO, inkubatorba tettiik. 30 perc elteltével a sejteket
kétszer 4 °C-os foszfat pufferes sdoldattal mostuk, majd szintén Laemmli
pufferben vettiik fel. A mintakat ultrahanggal kezeltiik, forralas nélkiil SDS
gelben futtattuk, majd a géleket Storm 860 foszforimagerrel (Molecular
Devices) szkenneltilk, a megfeleld fluoreszcens fehérjéknek megfeleld
csikok fluoreszcenciajanak mértéket szamszerlsitettiik. Mivel a kiindulasi €s
a 30 perc alatt letapadt sejtek mennyiségét az expresszalt fluoreszcens
fehérjek mennyiségébdl szamoltuk, a vizsgalat soran csak azoknak a
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sejteknek a letapadasat vizsgaltuk, amelyek sikeresen transzfektalodtak. A
letapadas mértékének szamoldsakor a ket parhuzamos mérésben letapadt
sejtekbdl szarmazd értekek atlagat a kiindulési értékhez viszonyitottuk, €s
annak %-aban fejeztiik ki.

Sejtek szétterilésének vizsgalata

A vizsgalat 20 ug/ml fibronektinnel 2 Oran keresztiil 37 °C-on kezelt
fedolemezek készitésével kezd0dott. Mosas utan a fedolemezek elokészitését
1 6ra 37 °C-os 1 mg/ml zsirsavmentes borjialbumin inkubacidval folytattuk,
majd szaritottuk. A meéréshez 10 cm-es szovetkultira edényben tartott €s
transzfektalt COS-7 sejteket hasznaltunk. A transzfekcidt kovetd napon a
sejteket 3 perces tripszines emésztéssel felszedtik és az eldkezelt
feddlemezekre szélesztettiik. Tiz perc elteltével a sejteket 4 %
paraformaldehiddel fixaltuk (10 perc), majd PBS-ben oldott 0,2 % Triton X-
azonositasa ¢rdekében PBS-ben oldott, 20 perces 0,1 pg/ml TRITC-
falloidinnal aktinfestést végeztiink, majd a sejteket konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk. A fazids fehérjét expresszald sejtek kivalasztasara falloidin
kimutatasa mellett a fluoreszcens fehérje (GFP) jelenlétét 1s vizsgaltuk, azaz
a képeket két csatornan rogzitettiik. Harom csoportot kiillonboztettiink meg:
nem szétterlilt (nincsenek nyulvanyok), részlegesen szétteriilt (csak néhany
lamellopodium) és széttertilt. A statisztikdhoz minden csoportbol 100 sejtet
ertékeltiink €s a részlegesen szétteriilt sejteket nem szadmoltuk be a
szétteriilés mértekét kifejez6 %-os értekbe. A szubjektiv  faktor
jelentOsegeének csokkentésére a morfoldgia értékeléset igyekeztiink vakon
veégezni, azaz csak a vizsgalat végeztével néztik meg, hogy az éppen
osztalyozott sejtek milyen fzios fehérjét expresszaltak.

Foszfolipaz C aktivitas mérése

A foszfoipaz C aktivitasanak merés¢hez protonnal jelzett inozitollal jeloltiik
a sejtek inozitol tartalmia molekulait, Ggymint a PtdInsP,-t, majd a PLC
aktivalasa utan elvalasztottuk és mértiik a termelodott InsP;, illetve
bomlastermékének az InsP,-nek a mennyiségét. A méréshez a sejteket (COS-
7) 24-lyukt szovetkultura edénybe tettiik le, és transzfektaltuk a vizsgalni
kivant fehérjeket kodolo DNS-t tartalmazo plazmiddal. Annak érdekében,
hogy csak azoknak a sejteknek a valaszat meérjiik, amelyek sikeresen
transzfektalodtak, a sejtekben endogén modon jelen nem 1évo (vagy csak kis

11



mennyiségben megtalalhatd) receptorokat is tranziensen expresszaltunk
(p¢ldaul EGF receptort), és a PLC aktivalodast ezen receptorok ingerlésével
valtottuk ki. A transzfekciot kovetden a sejteket protonnal jelzett inozitollal
egy ¢jszakan keresztiill inkubaltuk. Az inozitol specifikus aktivitasanak
novelése ¢rdekében inozitol mentes sejtkultira médiumot hasznaltunk.
Masnap a sejteket az ingerlés elott 10 mM LiCl-dal kezeltiik, amivel az
ingerlés soran (20-30 perc) keletkezett InsP; és a belOle szarmazo InsP,
tovabbi bomlasat megakadalyoztuk. A kisérlet végén a sejteket lizaltuk, a
keletkezett InsP,-t ¢és InsPs;-t szeparaltuk, aktivitdsukat megmertiik. A
kisérlet soran harom parhuzamossal dolgoztunk, melyekbdl atlagérteket
szamoltunk.

Fehérje expresszio kinetikajanak mérése

A fluoreszcensen jelzett fehérjek expresszidjat tobb napon keresztiil
terveztiik vizsgalni. Mivel tobb fehérjekonstrukcid parhuzamos mérésérol
volt sz, a mérest 96-lyuku szovettenyésztd edényre allitottuk be. Tekintettel
arra, hogy olyan fuzios feheérjek expresszidjanak kovetése volt a feladat,
amelyek fluoreszcens fehérjével minden esetben jelolve voltak, egyszeriien a
sejtek fluoreszcenciajat kovettilk a mérésre alkalmas Ascent FL (Thermo
Labsystems) vagy Mithras LB940 (Berthold) ,,plate reader” segitségével. Igy
a mérés soran csak azokat a sejteket vizsgaltuk, melyek sikeresen
transzfektalodtak. Mivel a fenol vOros zavarta a fluoreszcencia mérést, a
vizsgalat soran a sejteket fenol voOros mentes sejtkultira médiumban
tartottuk. A méréseket 4 parhuzamossal végeztiikk, és a mért értekeket
kiserletenként atlagoltuk. A fluoreszcencia értekeket az elsO meért ertékre
(transzfekcid utan 21 6raval) normalizaltuk.

Citoplazmatikus [Ca®"] mérése egyedi sejtekben

Az alkalmazott tranziens transzfekcioval a sejtvonalakban mintegy 25-30 %-
os transzfekcids hatasfokot értiink el. Azt, hogy melyik sejt expresszalja a
kérdéses fuzids fehérjét, a jelolésre hasznalt fluoreszcens feheérje
kimutatasaval lehetett eldonteni. Ehhez olyan mérdrendszert kellett kiépiteni,
amely alkalmas az egyedi sejtek megkiilonboztetésére, azaz a [Ca’']
méréshez hasznalt fluoreszcens indikator kimutatasan tul az adott
fluoreszcens fehérje mérésére is. Ennek az igénynek felel meg az alabbi
digitalis képalkotd rendszer. A mérésekhez a sejteket 35 mm-es Petri
cseszebe helyezett, alkohollal tisztitott fedélemezekre iiltettiik le. A DT40-es
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sejtek esetecben ehhez a fedolemezeket Cell-Tak-kel (Collaborative
BioMedical Products) elokezeltiik. A mérés elott a sejteket 1 ml 200 uM
szulfin-pirazonnal kiegészitett meérdoldatban oldott 2 uM Fura-2/AM
(Invitrogen) Ca’’-érzékeny fluoreszcens festékkel toltottiik (45 perc
szobahdmerséklet). Kozvetleniil a mérés elott a fedolemezeket, rajtuk a
sejtekkel, ovatosan egy AttoFluor (Invitrogen) kamréaba helyeztiikk, majd
egyszeri mosast kovetden 800 ul mérdoldatot pipettaztunk a kamraba. A
mérooldat Osszetétele a kovetkezo volt: 120 mM NaCl, 4,7 mM KCIl, 0,7
mM MgSO,, 1,2 mM CaCl,, 10 mM gliikoz, 10 mM Na-Hepes, pH 7,4. A
digitalis képalkotd rendszer alapjat egy Olympus IX70 tipusu inverz
mikroszkdp képezte, amely ORCA-ER (Hamamatsu), késobb a nagyobb
latotér  rogzitését lehetove tevd MicroMAX:1024BFT  (Princeton
Instruments) CCD kameraval volt felszerelve. A Fura-2 excitacidhoz
sziilkséges 340/10 ¢és 380/10 nm-es megvilagitast, illetve a sejtekben
expresszalodott fluoreszcens fehérjék ingerléséhez sziikséges fényt (mRFP
esetén ez 470/10 nm volt) Lambda DG-4 (Sutter) fényforras biztositotta, mig
az emisszios oldalon a kibocsatott fény sziirését a megfeleld filter
beépiteésével értiikk el (Fura-2 esetében 525/36 nm, mRFP esetében 640/50
nm). A meéréseket szobahdOmérseékleten veégeztik. A  folyamatok
idobelisegenek kovetésekor a képeket altalaban 5 masodpercenként vettiik
fel. Az alkalmazott ingerereket 200 ul térfogatban adtuk a kamraban 1évo
mérdoldatba. Az adatok rogzitésére ¢és feldolgozasara a MetaFluor
(Molecular Devices) programcsomagot hasznaltuk. A citoplazmatikus [Ca®']
kovetésere a 340 és 380 nm-es ingerléskor 505 nm-en mérhetd fényintenzitas
hanyadosat szamoltuk. A [Ca2+] szamszerlsitésehez sziikséges kalibraciot
nem végeztink. Erre a kisérleteinkben nem volt sziikség, hiszen csak a
valtozasra voltunk kivancsiak. A rendszer mérésenként mintegy 10-15
transzfektalodott ¢€s adott fehérjét valamilyen mértékben expresszalo,
valamint 25-30 nem transzfektalddott, kontroll sejt egyidejli mérését tette
lehetove.

Mangan quench mérés egyedi sejtekben

A Mn®" quench mérések az egyedi sejtes citoplazmatikus [Ca®'] méréshez
hasonld modon torténtek a kovetkezo elterésekkel: 1.) mivel az endoplazmas
retikulumon keresztiili Mn>" aramot kivantuk mérni sziikséges volt az ER
Fura-2-vel vald feltoltése. Ezt nagyobb mennyiségli (5 uM), €s hosszabb
idejli (120 perc) Fura-2/AM toltéssel ertiik el. 2.) a sejteket 10 perces 15
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ng/ml digitonin kezeléssel permeabilizaltuk, és citoplazmatikus mérdoldatot
hasznaltunk (10 mM NaCl, 120 mM KClI, 2,2 mM MgCl,, ] mM KHPQO,, 2
mM ATP, 10 mM foszfokreatin, 20 egység/ml kreatin foszfokinaz, 20 mM
K-Hepes, pH 7,2. Az oldatkészitéshez hasznalt vizet a Ca’’-mentesités
¢rdekeben Chelex 100 oszlopon (BioRad) szlrtiik. 3.) a Fura-2 excitalasara a
[Ca®]-to] figgetlen, izobesztikus pontnak megfeleld 360/10 nm-es fényt
alkalmaztunk.

Citoplazmatikus [Ca’"] mérése sejtszuszpenziéban

A szuszpenzids citoplazmatikus [Ca®] méréseket 37 °C-on, kiivettas
fluoriméterben (PTI) végetiikk, amely mind az excitaciés oldalon (PTI
DeltaScan), mind az emisszidos oldalon monokromatorral volt ellatva.
Mérésenkeént egymillio sejtet hasznaltunk, melyeket Fura-2/AM festekkel az
egyedi sejtek mérésével egyez0 modon. A mérés folyaman az adatokat 2
pontpar / masodperc gyakorisaggal gytijtottik, és ugyancsak a 340 és 380
nm-es gerjesztés eseten 505 nm-en mérhetd fényintenzitds hanyadosat
szamoltuk.

Fluoreszcens rezonancia energiatranszfer mérése sejtszuszpenzioban

A szuszpenzios fluoreszcens rezonancia energiatranszfer (FRET)
mérésekhez 10 cm-es Petriben tartott, transzfektalt sejteket hasznaltunk.
Kozvetleniil a méres elott a sejteket rovid, 3 perces tripszines emesztéssel
felszedtiik, reszuszpendaltuk. A transzfekcid és az expresszid meértékeétol
fliggben egy 10 cm-es Petribdl altalaban 2-3 mérésre elegendd sejtet
nyertiink. A méréseket 37 °C-on, kiivettas fluoriméterben (PTI) végeztiik,
amely mind az excitacios oldalon (PTI DeltaScan), mind az emisszios
oldalon 2-2 monokromatorral volt ellatva, igy alkalmas volt FRET
meérésekre. A mérés sordn a sejteket 425/6 nm-es fénnyel vildgitottuk meg
(CFP ingerlese), és mértiik a CFP ¢és YFP altal kibocsatott fényt 475/6 illetve
525/6 nm-en (2 pontpar / masodperc). A CFP-vel és YFP-vel jelolt
molekulak kozelségét jellemz6 FRET hanyadost az 525 és 475 nm-en meért
intenzitasokbdl szamoltuk a megfeleld korrekciok (autofluoreszcencia,
hattér) elvégzése utan.

Total internal reflection mikroszkopia

A total internal reflection (TIRF) mérésekhez a sejteket 35 mm-es Petri
cseszebe helyezett, alkohollal tisztitott feddlemezekre iltettik le.
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Kozvetleniil a mérés elott a feddlemezeket, rajtuk a sejtekkel, 6vatosan egy
AttoFluor (Invitrogen) kamréaba helyeztiik, majd egyszeri mosast kovetden
800 ul meérdoldatot pipettaztunk a kamraba. A mérdoldat Osszetétele a
kovetkezd volt: 120 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 0,7 mM MgSO,, 1,2 mM
CaCl,, 10 mM gliik6éz, 10 mM Na-Hepes, pH 7,4. A mérésekhez egy
kétcsatornas, Olympus TIRF rendszert hasznaltunk, amely PlanApo 60x/1,45
objektivvel, Hammamatsu EM-CCD kameraval, illetve kiilon fokuszalhato
488 nm-es €s 568 nm-es 1ézerekkel volt felszerelve. A rendszert az Openlab
szoftver iranyitotta (Improvision), azonban a képeket a mérés utan azonnal
TIFF formatumban exportaltuk, €s a tovabbi analizisre a MetaMorph
programot (Molecular Devices) hasznaltuk. A méreseket
szobahdmeérsékleten végeztiik. A folyamatok iddbeliségének kovetésekor a
képeket altalaban 10 masodpercenként vettiik fel. Az alkalmazott ingereket
200 pl térfogatban adtuk a kamraban 1évé meérdoldatba. Azokban a
mérésekben, ahol a fluoreszcensen jelzett fehérjék mozgasa mellett azzal
parhuzamosan a sejtek citoplazmatikus [Ca*']-t is kovetni akartuk, a sejteket
a kisérletet megelozoen, a Fura-2 toltés koriilményeivel egyezden, 3 uM
Fluo-4/AM Ca®*-érzékeny fluoreszcens festékkel toltottiik.

A transzferrin receptor endocitozisanak mérése aramlasos citometriaval
A méréshez 10 cm-es szovetkultura edényben tartott és transzfektalt COS-7
sejteket hasznaltunk. A transzfekciot kovetd napon a sejteket 3 perces
tripszines emeésztéssel felszedtiik, és négy egyenld részre osztottuk (kb. 1
millio/ml sejt). Ezutan a sejteket az adott kisérletnek megfelelon kezeltiik.
Az Alexa Fluor 488-cal jelzett transzferrin konjugatumot (Invitrogen) 5
ug/ml koncentracioban alkalmaztuk. A kiseérletet 2 % paraformaldehid
adasaval allitottuk le, amivel egyben fixaltuk is a sejteket. A méréseket
FACScan (Becton Dickinson) miiszeren mértiik. Az mRFP-vel jelzett
feherjeket tartalmazo sejteket a piros csatornan (FL2) mért értek alapjan
azonositottuk, ¢és az ezekben meért zold intenzitds (FL1) értekébol
kovetkeztettiink a felvett tanszferrin mennyiségére. Tekintettel arra, hogy
mindkét csatorna esetében a megvilagitast ugyanaz a 488 nm-es fény
jelentette, a mérés soran kihasznaltuk az mRFP azon tulajdonsagat, hogy
rendelkezik egy kisebb, de mégis jelentds excitacios csuccsal 488 nm
kozelében, ami ily modon gerjesztette a fehérjeét.

15



Rekombinans fehérjék eloallitasa

Szamos konstrukcio esetében sziikséges volt a fuzios fehérjék rekombinans
fehérjeként valo eldallitasa is. Ehhez a fizids fehérjéket kodoldo DNS-t pET-
23b bakterialis expresszids vektorba klonoztuk at (Novagen), minek soran
egyuttal egy C-terminalis hat hisztidinbdl 4ll6 nikkelt kotd cimket is kaptak.
A plazmidokkal BL-21-es E. Coli baktériumokat transzformaltunk
(Novagen), melyeket aztan 100 ml LB-ben 37 °C-on novesztettiink Ay,=0,6
ertékig. Kovetkezo 1épéskent a fehérjeexpressziot szobahdmérsekleten 7 6ran
keresztiil 300 uM izopropil-1-tio-f-galaktopiranoziddal (IPTG) indukaltuk.
A baktériumokat lizis pufferben (20 mM NaCl, 20 mM Tris pH 8,0)
ultrahanggal feltartuk, majd a 10.000 g-s (30 perc 4 °C) fugalas utan kapott
feliilaszot Ni*'-NTA-agaréz gyongyokkel (Qiagen) inkubaltuk (5 mM
imidazol 1 ora 4 °C). Mosast kovetden a nikkelhez ko6t6dott rekombinans
feheérjét 1 M-os imidazollal elualtuk, az imidazolt kihigitottuk, a fehérjét
toményitettiik, végiil 5 mM ditiotreitolt (DTT) tartalmazé standard foszfat
puffert tartalmazo sooldatban (PBS) 4 °C-on taroltuk. A fehérjéket SDS
gélben futattuk, Coomassie festéssel lathatova tettiik, illetve mennyiségiik
megallapitasara albumin standardokhoz hasonlitottuk.

In vitro kotési vizsgalatok

Az InsP; és InsP, kotés soran hasznalt oldat 6sszetétele a kovetkezo volt: 50
mM Na-Hepes, 50 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 10 uM CaCl,, pH 7.4. A kotés
mérése 4 °C-on, 50 ul térfogatban tortént, amely tartalmazta a triciummal
jelzett InsP5-t (0,74 kBq, ami 0,5 nM-nak felelt meg) vagy InsP4-t (1,1 nCi,
ami 1 nM-nak felelt meg) €s a nem jelzett inozitol szarmazékokat kiilonb6zo
koncentracioban. A kotési reakciot mintegy 200 ng rekombindns fehérje
adasaval inditottuk. 10 perc inkubacio utan a folyamatot 5 pl y-globulin (10
mg/ml) és 50 pl polietilén-glikol 6000 (30 %) adasaval allitottuk le. 5 perc
elteltével a kotott €és nem kotott jelzett InsP;-t 10 perces 10.000 g-s
centrifugaldssal valasztottuk szét. A csapadék, azaz a kotott mennyiség
aktivitasat 100 upl 2 %-os SDS-ben tortént felvételt kovetden
folyadékszcintillacios szamlaloban hataroztuk meg.

A PIP strip membranokra szaritott inozitol lipidek (Echelon) kotésének
kimutatasat 5 ml kotési pufferben végeztiik, melynek Osszetétele a kovetkezo
volt: 150 mM NaCl, 2 mM natrium-pirofoszfat, 0,1 % Tween 20, 3 % lipid
mentes borji szérum albumin, 10 mM Tris, pH 7,5. A membranokat 90
percig blokkoltuk a kotési pufferrel, majd ezt kovetden keriilt sor a 100 pmol
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rekombindns fehérjével vald inkubdcidra 4 °C-on egy éjszakdn keresztiil.
Mosast kovetoen a lipidekhez kotodott fehérjéket GFP ellenes antitest
felhasznalasaval, Western-blot technikaval tettiik lathatova.

A PtdInsP; kotés kimutatdsara olyan agaréz gyongyot hasznaltunk,
melyeknek felszinére PtdInsP; molekuldkat rogzitettek (Echelon). A kotési
vizsgalatokban a gyartd utasitdsat kovettiik. A kotott €s nem kotott fehérje
frakciokat (forralas nélkiil) SDS-PAGE alkalmazasaval, és foszforimager-rel
tortént leolvasassal tettiik lathatova, illetve mérhetové.

Az Arf6 fehérje ¢s GRP1 PH domének kozotti kolcsonhatés
vizsgalatdra a tisztitdsra is hasznalt glutation Sepharose 4B-hez kotott
(Amersham) Arf6 fehérjét (20 pg) €s hasonld tomegli rekombinans YFP-PH
fazids fehérjet hasznaltunk. A feherjeket 400 ul ImM MgCl,-t, ImM DTT-t,
0,2 % Tritont X-100-at és 0,1 % Tween 20-t tartalmazo standard foszfat
pufferben (pH 7,2) 3 6ran keresztiil Ins(1,3,4,5)P, jelenlétében vagy anélkiil
4 °C-on inkubaltuk. A gyongyoket kétszer mostuk 1-1 ml térfogatban, majd a
kotott és nem kotott frakciokban (forralas nélkiil) SDS-PAGE alkalmazasat
kovetéen a fluoreszcens fehérjék kimutatasdra a gélt foszforimager-rel
leolvastuk, mig az Arf6 fehérjéket Coomassie festéssel tettiik lathatova.
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III. Eredmények és Megbeszélés

A lipidkotés és a plazmamembran lokalizdcio osszefiiggésének
vizsgdlata PtdInsP,-koto pleksztrin homologia domének esetében

Korabbi munkank soran kimutattuk, hogy a PLCS; enzim pleksztrin
homologia (PH) doménje (1-170 aminosavak) felhasznalhatdé a
plazmamembran  PtdInsP, szintjének  kimutatasara.  Eredményeink
megerdsitése céljabol, illetve, hogy az inozitol lipidek kimutatasara iranyuld
munkat folytassuk, igyekeztiink mas fehérje doméneket is izolalni, amelyek
ugyancsak képesek PtdIns(4,5)P, kotésére. Igy keriilt latoteriinkbe a PLCS,
enzimmel nagyfoki homoldgiat mutatd, de enzimaktivitassal nem
rendelkez0 ugynevezett 130 kDa molekulatomegli fehérje (p130), amelyrol
ismert volt, hogy rendelkezik egy InsPs-t specifikusan kot6 PH doménnel
(95-233 aminosavak). Kontrollvizsgalatokhoz 1zoladltam az 1-es tipusa
human InsP; receptor ligandkotésert felelds darabjat (224-605 aminosavak),
amit az N-terminalis végén szintén fluoreszcens fehérjevel jeloltem.

A pl30-as fehérje GFP-vel jelolt PH doménje nem kotodik a
plazmamembranhoz

Elkészitve e fehérje domének GFP-vel jelolt verziojat azt tapasztaltuk, hogy
szemben a PLCO,PH-GFP konstrukcioval, amely PtdInsP,-kotésének
megfeleloen szépen kirajzolta a plazmamembrant, sem a p130-as fehérje PH
doménje (p130PH-GFP), sem az InsP; receptor ligand-kotd doménje (GFP-
IP;R-LBD) nem mutatott plazmamembran lokalizaciét, hanem a
citoplazmaban helyezkedett el. Mig a GFP-IP;R-LBD esetében ez nem volt
meglepd, a PLCd; PH doménhez nagyon hasonld p130 PH domén esetében
nem erre az eredményre szamitottunk.

A PLCOPH-GFP és a pl130PH-GFP fuziés fehérjék inozitol-foszfat
kotésének oOsszehasonlitasa

Vizsgalataink 1dej¢én a PH  domének  membranlokalizaciojanak
mechanizmusardl elfogadott volt, hogy azok lényegében a membranban
talalhato foszfoinozitidekhez, pontosabban a citoplazma felé nézo, kiilonféle
mértékben foszforilalt inozitol gylirlithoz koétédnek. E modell alapjan,
amennyiben egy fehérje domén InsP;-kotd képessége nem ér el egy bizonyos
ertéket, az magyarazatul szolgalhat a plazmamembran lokalizaci6 hianyara
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vonatkozdan. ElsO lépésként tehat osszehasonlitottuk a PLCO; €s a p130-as
fehérje PH domeénjeinek InsPs-kotd képességét. A ket fehérje InsP; kotése
Iényegében azonosnak bizonyult. Az ICs, ertekek (atlag + atlag hibaja):
PLC%,PH-GFP 17+0,4 nM n=8, p130PH-GFP 22+8 nM n=9. A GFP-IP;R-
LBD fehérje InsP; kotésének meérésekor az irodalmi adatoknak megfelelden
nagyobb affinitasra utaldo értékeket kaptunk: ICsp=4+2 nM n=6.
Megjegyzendd, hogy a PLCOPH-GFP ¢és a pl130PH-GFP fehérjek eseteben
nemcsak az InsP;, hanem az Ins(1,3,4,5)P, €s InsPg kotése is megegyezett.
Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a plazmamembran lokalizacid
hianya sem a pl30PH-GFP, sem a GFP-IP;R-LBD eset¢ében nem
magyarazhat6 a kisebb affinitasu inozitol-foszfat kotéssel.

A PLCOPH-GFP és a pl30PH-GFP fuzios fehérjék PtdInsP,-koto
képességének osszehasonlitasa

Miutdn a PLCSPH-GFP ¢s a pl130PH-GFP fuzios fehérjek inozitol-foszfat
kotési karakterisztikdaja nem tért el egymastol, kiilonosen érdekesse valt
annak vizsgalata, vajon taldlunk-e kiilonbséget PtdInsP, kotésiikben.
Lehetséges ugyanis, hogy a zsirsav oldallancok okozhatnak kiilonbséget a
foszforilalt inozitol gytirti kdtéseében, ahogy azt az InsP; receptor ligand koto
doménje esetében is feltételezziik. Az 1Csp-nek megfeleld leszoritasi értekek
a PtdIns(4,5)P, esetében sem kiilonboztek (4tlag + atlag hibdja): PLCo,PH-
GFP 91424 nM n=4, p130PH-GFP 91£17 nM n=4.

A PLCo,PH-GFP ¢és a pl30PH-GFP fehérjék inozitol lipid-kotd
képességének Osszehasonlitdsat az ugynevezett PIP strip membranok
alkalmazasaval 1s elvégeztiik. A sejtekben latott, a PLCO,PH-GFP ¢s a
p130PH-GFP elter6 membranlokalizaciojat magyarazo kiilonbséget ezzel a
modszerrel sem tapasztaltunk. Mindkét fazidés fehérje alapvetdéen a
PtdIns(4,5)P,-hoz k6todott, €s a kotes affinitasa 1s hasonlonak bizonyult.

Ahhoz, hogy a valosagos, sejtmembranokban kialakuld allapotot még
jobban megkozelitsiik, kollaboraci6d keretében liposzomaéba épitett PtdInsP,
alkalmazasaval is megismeteltiik az Osszehasonlitd kotési vizsgalatot, de
kiilonbség a két PH domén kozott igy sem volt. Ezzel kizartuk azt a
lehetdséget is, hogy a p130PH-GFP fuzids fehérje olyan térbeli formaval
rendelkezik, ami akadalyozza a membranban elhelyezked6 PtdInsP,
molekuldhoz val6 hozzaférésben.

Van tehat két PH domén, melyek inozitol-foszfat- ¢s foszfoinozitid-
kotd képessége tokeletesen egyezik; ugyanakkor az egyik képes kotddni a
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plazmamembranhoz, a masik viszont a plazmamembran lokalizacio
legkisebb jelét sem mutatja. Mindez nem magyarazhat6 azzal a modellel,
miszerint a PH domének membranlokalizicidja a membranban 1évo
lipidekhez valo kotddesiik kovetkezménye. Magyarazatként a modellt
kiegészitettiik azzal a megallapitassal, hogy bar elfogadjuk, hogy a PH
domének esetében az inozitol lipid kotés sziikséges feltétele a
membranlokalizacionak, vannak esetek, amikor ez onmagaban nem elegendd
a lokalizacidhoz. Ezzel tehat azt feltételeztiik, hogy esetiinkben a PLCo,PH
molekula €s a plazmamembran kozott mas tipusu kolcsonhatas is kialakul,
amely  sziikséges a  lokalizacibhoz. A  pl30PH eset¢ben a
membranlokalizaci6 hianyat e kolcsonhatas elégtelensége okozna. A
hipotézis i1gazolasara olyan szerkezeti vizsgalatokba kezdtiink, melyek célja
a molekuldk feltételezett, inozitol lipid kotestol fliggetlen kolcsonhatasért
felelOs részének azonositasa volt.

A PLCSPH C-terminalis részében talalhato, S és B6 redok kozotti
szakasz szerepet jatszik a plazmamembran lokalizacio kialakulasaban

A szerkezeti vizsgalatok soran, elsd lépésként, a PH domének aminosav
sorrendjének osszehasonlitasa alapjan kimeérakat készitettiink.
Megallapitottuk, hogy a pl30PH C-terminalis része elrontotta a PLCo,PH
plazmamembran lokalizacids képességet, mig a PLCOPH C-terminalis
részével a p130PH szép plazmamembran lokalizacidét mutatott. Mindez azt
jelenti, hogy a molekuldnak a C-termindlis fele tartalmaz olyan
aminosavakat, amelyek feleloss¢ tehetbek a PH domének ¢&s a
plazmamembran kozotti kolcsonhatas kialakulasaban. A PLCO, €és a p130
fehérje PH domének egymasnak megfeleld darabjainak cserélgetesével végiil
sikertilt egy olyan, a 6 ¢s B7 redok kozotti, csupan nyolc aminosavbol allo
minimalis doménhez eljutnunk, amely biztositotta a pl30PH membranhoz
valo kotodéset, tehat szerepet jatszik a PLCO,PH plazmamembran
lokalizaciojanak kialakuldsaban.

PtdInsP;-koto PH domének osszehasonlito
funkciondlis vizsgadlata

Hasonldban a membranok PtdInsP, tartalmanak kimutatasara iranyuld

vizsgalatokhoz, kordbban a membranokban 1évé PtdInsP; kovetésére is
létrehoztunk egy olyan készletet, amely fluoreszcensen jelzett,
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PtdIns(3,4,5)Ps-t szelektiven ¢€s nagy affinitassal kotd PH doméneket
tartalmaz. A PtdInsP; kimutatasdra irdnyuld, foként morfologiai
megkozelités mellett, ezeket a fzios fehérjéket olyan jelpalyak vizsgalatara
is fel kivantuk hasznalni, amelyekben a PtdInsP; hirvivd molekulaként
mikodik. A PtdInsPs-hoz vald kotddés kovetkezményeként e PH
doménektdl azt vartuk, hogy felfiiggesztik az adott jelpalya miikodését, azaz
dominans negativ hatast valtanak ki. A sejtfunkciok kivalasztasakor egyetlen
szempontunk volt, hogy a jelpdlya részeként aktivalédjon a
foszfatidilinozitol 3-kindz (PI 3-kindz) enzim, aminek kovetkeztében
szamolhattunk a PtdInsP; molekula megjelenésével.

A PtdInsP; kotésre képes, fluoreszcens fehérjéhez fuzionalt PH domének
elkészitése, sejten beliili lokalizaciojuk vizsgalata

A vizsgalathoz olyan GFP-vel jelzett PH doméneket valasztottunk, melyek
PtdInsP;, illetve ennek megfeleléen Ins(1,3,4,5)P; kotési képessége az
irodalombol ismert volt, illetve korabban magunk is vizsgaltuk. Ilyen a
Bruton-féle tirozin kinaz (Btk) PH doménje (1-177 aminosavak), az Akt
fehérje (mas néven protein kinaz B) PH doménje (1-167 aminosavak), a
GRP1 PH doménje (267-399 aminosavak), illetve az ARNO protein PH
doménje (239-399 aminosavak). Ez utdbbi fehérje a sejtekben két formaban
is megtalalhato, érdekes modon a kiilonbség a PH doménben van (egy glicin
tobblet a B1 ¢€s B2 reddk kozott — 3G), ezért az ARNO esetében mindkét PH
domeént elkészitettiik. PtdInsPs-koté keépesseégiiknek megfelelden, a szérum
mentes médiumban tartott sejtekben a kezdetben citoplazmatikus
elhelyezkedést mutatd fuzios fehérjek PDGF inger hatdsara kotodtek a
plazmamembranhoz. Kivételt jelentett az ARNO-PH domén imént emlitett
3G mutansa, amely esetében nem tapasztaltunk lathaté valtozéast. Annak
megerdsiteésére, hogy a PH domének membranlokalizacidja valdban a
keletkez6 PtdInsP; hatasara alakult ki, a sejteket wortmannin-nal kezeltiik,
ami az alkalmazott alacsony, 300 nM-os koncentracidoban a PI 3-kinazok
szelektiv gatloszere. A varakozasnak megfelelden ez a beavatkozas valoban
megsziintette a plazmamembran lokalizaciot.

Kontroll vizsgalatok c¢ljara valamennyi PH domén pdarjaként
elkészitettem az inoztil lipid kotésre keéptelen mutanst is. Ez a Btk-PH
esetében az R28C, az Akt-PH esetében az R25C, a GRP1-PH esetében az
R284C. Az ARNO-PH esetében a 3G varianst tekintettiik lipidkotésre
alkalmatlan mutansnak.
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A PtdInsP;-koto PH domének hatasa a sejtek letapadasara

A fibroblaszt eredetli sejtvonalak k6zos jellemz0je, hogy sejtkultura edénybe
sz¢lesztve gyorsan letapadnak. A letapadas folyamatdnak vizsgalatara
beallitottunk egy olyan modszert, amely lehetové teszi, hogy csak azokat a
sejteket vegyiikk figyelembe, amelyek a GFP-vel jelolt PH doméneket
expresszaljak. A folyamat PI 3-kindz-fliggd voltait wortmannin adasaval
ellendriztiik. A varakozasnak megfeleloen a GFP-s kontrollhoz viszonyitva a
GRP1 és az ARNO PH doméneket expresszalod sejteknél egyértelmii gatlast
tapasztaltunk, még az ARNO 3G esetében is. Ugyanakkor a Btk és az Akt
PH domének vizsgalatakor, PtdInsP; kotésiik ellenére nemhogy gatlast nem
lattunk, a sejtek letapadoképessége inkabb erdsebbnek tlint.

A PtdInsP;-koto PH domének hatasa a sejtek szétteriilésére

A sejtek letapadasa igen Osszetett folyamat, melynek egyik fontos Iépese a
sejtek ugynevezett szétteriilése (spreading). A jelenség jol vizsgalhato
konfokalis mikroszkoppal, melynek tovabbi elonye, hogy az adott PH
domént expresszald sejtek konnyen azonosithatok. Ebben az esetben a
folyamat PtdInsP; fliggését nem wortmannin-nal, hanem egy ugyancsak
szelektiv PI 3-kindz gatldszerrel, az 1. Y424002-vel ellenodriztiik. A vizsgalat
a letapadasi mérésekhez nagyon hasonld adatokat eredményezett: a GRP1 ¢és
ARNO PH domén esetében gyakorlatilag a PI 3-kindz gatldsaval egyezo
mérteklt gatlo hatast lattunk, mig a Btk ¢s Akt PH domének jelenléte a
sejtekben hatastalannak bizonyult. Az, hogy a gatld hatas feltétele a PH
domén-inozitol lipid kolcsonhatas, a GRP1-PH lipid kotésre képtelen R284C
mutansanak hatastalansagabdl, illetve az ARNO 3G esetében kimutathato
joval kisebb mértekii gatlasbol kovetkezik.

A PtdInsP;-koto PH domének hatasa a sejtekben EGF ingerlés soran
bekovetkezo PLCy aktivalodasra

Az EGF receptor ingerlését kovet6 jelpalyak egyike a citoplazmatikus [Ca™']
emelkedes, amit a PLCy aktivalodas kovetkeztében keletkezo InsP; hoz 1étre.
Az InsPs, illetve metabolikus terméke, az InsP, mennyisegének mérésebol
tehat kovetkeztetni lehet a PLC aktivitds valtozasara. A PI 3-kinaz
részvetelet a  jelpalyaban itt is a wortmannin gatlas kimutatasaval
ellendriztik. A PH domének egy része (GRP1, ARNO ¢és Akt PH domén) a
vizsgélatban gatld hatdstinak bizonyult, ugyanakkor a Btk-PH domén a GFP-
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s kontrollhoz viszonyitva jelentds, mintegy masfélszeres PLC aktivitas
novekedést okozott.

A PtdInsP;-koto PH domének hatasa a sejtek fehérje expresszalo
képességére

A mérés soran a PH domének expresszigjat a PH doménekhez fuzionalt
fluoreszcens feherje fluoreszcencidjanak mérésével kovettiik harom napon at.
Mivel a fhzios fehérjek expresszidjanak mértéke magabol a fehérjebol
adododan kiilonbozhet, az eredeti PH doméneket és a PtdInsPs;-t nem koto
mutansokat parhuzamosan vizsgaltuk, és az adatokat minden esetben a
mutansra normalizaltuk. A mérés soran gatld hatast kizardlag az Akt PH
domént expresszalo sejtekben tapasztaltunk.

Osszefoglalva az eddigi megfigyeléseket megallapithatjuk, hogy a
vizsgalt PH domének a kilonb6z6 funkciokat eltérd mintazatban
befolyasoltak. Az egymassal nagyfoku hasonlosagot mutatd GRPI1- ¢és
ARNO-PH leginkabb a sejtek szétteriilését ¢€s letapadasat gatolta,
kismértekben hatott a PLCy aktivitdsra, mig teljesen hatastalan volt az
expresszios vizsgalatban. A Btk-PH domén nem befolyasolta a letapadast €s
a fehérje expressziot, ugyanakkor jelentésen fokozta a sejtekben PLCy
aktivitast. Végezetiil az Akt-PH gyakorlatilag minden esetben hatéistalan
volt, kivéve a fehérje expressziot, amit egyedili PH doménkent
egyertelmiien gatolt. Hogyan lehetséges, hogy a PH domeének ilyen eltérden
befolyasoljak ezeket a PtdInsP;-fiiggd folyamatokat, amikor valamennyi
szelektiv PtdInsP;-kotd kepesseggel rendelkezik? A valaszra a mar el6z6
fejezetben leirt hipotézishez fordultunk. Feltételeztiik, hogy a PH domének
¢s a PtdInsP; kozotti interakcid csupan része annak a kolcsonhatdsnak,
amely ahhoz sziikséges, hogy egy adott PH domén beépiiljon abba a
feltehetden tobb molekulabdl allo komplexbe, ahol hatasat ki tudja fejteni. A
hipotézis bizonyitdsara most is arra volt sziikség, hogy olyan PH domeént
hozzunk létre, amely a vad tipussal megegyez0 inozitol lipid-kotd
képeséggel rendelkezik, ugyanakkor nem képes a vad tipusra jellemzd hatast
kifejteni. A PtdInsP,-kotd PLCOPH esetében kapott eredmények nagy
segitséget jelentettek abbol a szempontbol, hogy a PH domén melyik
részeével érdemes foglalkozni. A vizsgalatok soran a funcionalis szempontbol
jelentds kiilonbseget mutatd Akt és GRP1 PH doménekre koncentraltunk.
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Az inozitol lipid kotést nem befolyasolo, ugyanakkor funkcionalisan nem
miikodo Akt és GRP1 PH domén mutansok vizsgalata

Az Akt-PH vizsgalatakor a T34 aminosavat véletlen mutagenezissel
mutaltuk, és a mutansokat konfokalis mikroszkdépban vakon teszteltiik.
Olyan mutaciot kerestiink, amelyben a PH domén PtdInsP;-k6td képessége
megmaradt. Ez alapjan a T34D, T34F ¢és T34L mutansokat valasztottuk ki. A
megtartott inozitol lipid kotés ellenére valamennyir mutans egyértelmiien
elvesztette a vad tipusra jellemzd gatld hatasat, st a T34F mutansnal az
expresszios képesség emelkedéseérdl beszélhetiink. A GRP1-PH vizsgalata
soran két mutanst, az I304E ¢és K340L mutacidkat készitettiik el.
Megallapitottuk, hogy a megtartott lipidkotd képességiik ellenére az 1304E ¢és
a K340L mutansok elvesztették a funkcionalis, jelen esetben a GRPI1-PH
doménre jellemz0, a sejtek széttertilesére kifejtett gatld hatasukat. Ismételten
megjegyzendd, hogy a mutiaciok a PH domének (figyelembe véve a
PtdInsP,-re specifikus PLCO; enzim PH doménjét is) azonos felszinén
helyezkednek el, ami meger0sitette elképzelésiinket, miszerint a feltételezett
kolcsonhatasban a membrannal €rintkezo rész lehet €rintett.

A valtozatlan PtdInsP;-kotd tulajdonsagokkal rendelkezd, de a vad
tipusra jellemz6 dominans negativ hatast nem mutaté mutansok megfeleltek
annak a feltételnek, ami a modell bizonyitasdhoz kellett. Ez alapjan tehat
kimondhatjuk, hogy a molekularis komplex Iétrejottének a lipkotés
sziikséges (a lipidkotésre képtelen mutdnsok funkcionalisan is rosszak
voltak), ugyanakkor nem elégseges feltétele, azaz a molekulak megfeleld
mikodéséhez egyeb, feltehetden fehérje-fehérje kolcsonhatasokat is
feltételezniink kell.

A GRP1 PH doménje és az Arf6 fehérje kozotti kolcsonhatas kimutatasa
A modell mikodéseének i1gazi bizonyitéka, ha talalunk is olyan fehérjét, amit
valamelyik PH doméniink képes kotni. A rekombindns formaban eldallitott
¢s GST-vel jelolt Arf6, illetve a fluoreszcensen jelolt GRP1-PH domén
kozotti, in vitro kotési mérések veégzésekor végil is sikeriilt ilyen
bizonyitékot talalnunk. Az interakcido kialakulasdnak azonban szamos
feltétele volt. Kellett hozza a Q76L mutécio az Arf6-ban, ami a kis G fehérje
aktiv allapotat utanozta, illetve sziikség volt az InsP, jelenlétére. Ez utobbi
azt jelenti, hogy a PH domén esetében az inozitol lipid kotés kovetkezteben
jon létre az a konformacid valtozas, ami lehetévé teszi a fehérjével vald
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kolesonhatast. Mindez jol illeszkedik abba a képbe, hogy a lipidkotés
sziikséges feltétele a PH domén mitkodésének.

Az InsP; receptor aktivalodas molekularis
mechanizmusanak vizsgalata

A citoplazmatikusan expresszalt InsP;-koto domének hatasa az ATP
ingerléssel kivaltott Ca**-szignalra

ATP hatasara a Gg-hoz kapcsolt metabotrép P,y receptorokon keresztiil
COS-7 sejtekben kivalthaté Ca®’-szignal, amit a citoplazmatikus mRFP-
IP;R-LBD domén expresszio-fiiggd modon gatolt. Egyrészt az amplitado
nagysaga csokkent, masrészt a Ca*'-cstics kialakuldsdhoz sziikséges id6
novekedett. Ez utobbit az mRFP-IP;R-LBD expresszio fliggvényeben
abrazolva, és a pontokra egyenest illesztve, annak meredeksége 18,3x107-
nak adodott (r’=0,467). Osszehasonlitasul az mRFP-p130PH doménnel is
elvégeztik a méréseket, amely hasonlé hatassal volt a Ca*'-szignalra,
azonban a kisebb InsP;-kotd affinitasnak megfelelden az illesztett egyenes
meredeksége is alacsonyabb lett: 7,7x107 (r°=0,261). Az affinitaskiilonbség
kimutathatdsaga kivaldoan mutatta a mérorendszer erzékenyseget. Figyelemre
méltd, hogy mig a citoplazmatikus InsP; kotése a kezdeti citoplazmatikus
[Ca®"] emelkedést jelentésen gatolta, a fenntartott fazist egyik InsP; puffer
jelenléte sem befolyasolta érdemlegesen. Mindezek az eredmények azt
igazoltak, hogy az agonista ingerlés soran keletkezé InsP; mennyiségét a
citoplazmatikus pufferolassal képesek voltunk befolyasolni.

Az ER citoplazmatikus felszinére iranyitott InsP;-koté6 domének hatasa
az ATP ingerléssel Kivaltott Ca**-szignalra

Az UBC6 fehérje C-terminalis darabjavak (233-250 aminosavak)
kiegészitve, az InsP;-kotd domének ER lokalizaciot kaptunk, amit
luminalisan expresszalédo fehérjek kolokalizacidjanak kimutatiasaval
igazoltunk. A vad tipusit IP;R-LBD alkalmazisakor az ER felszinére
iranyitott domének hatasa hasonlitott a citoplazmaban kifejezetthez két
kiilonbséggel 1.) az ER felszinén megjelend mRFP-IP;R-LBD-t tartalmazé
sejtekben a citoplazmatikus [Ca’'] az ATP adasat megelézéen mar
kismeértékben emelkedett volt. 2.) a kontroll sejtekhez képest jelentds eltérést
talaltunk a fenntartott fazis amplitidojdban. Az ER-hoz ranyitott InsP;
kotésre képtelen KS08A mutans a Ca®'-csucs késén kiviil a vad tipusra
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jellemzd valamennyi hatast produkalta, tehat a konstrukciok InsP; kotésenek
nem volt jelentdsége.

Az InsP; receptor ER citoplazmatikus felszinéhez iranyitott ligandkoto
doménje a sejten beliili Ca’*-raktarak iiriilését idézi el6

Megvizsgalva olyan anyagok hatasat, melyek mindegyike a Ca®'-raktarakbol
val6 Ca®'-felszabadulason keresztil okozza a citoplazmatikus [Ca2+]
emelkedését; azt tapasztaltuk, hogy az ER-hoz targetalt IP;R-LBD, InsP;-
kotd képességétol fliggetleniil, gatld hatast eredményezett. Lehetséges
magyarazatként felmeriilt, hogy a jelenséget a raktarak Ca®'-tartalmanak
csokkenése okozza. Ez magyardzna a felszabadithato Ca®’-mennyiségének
csokkenését, és az emelkedett nyugalmi [Ca*']-t is. Az elképzelést egyrészt a
Ca*-mentes kiils§ médiumban végzett rekalcinalas hatasara bekovetkezd
fokozott [Ca*'] emelkedés, masrészt az ER fokozott Ca**-permeabilitdsanak
kimutatasaval igazoltuk. Az InsP; kotésre nem képes ligandkotd domeén
mindket esetben is hatasos volt.

Az InsP; receptor ER citoplazmatikus felszinéhez iranyitott ligandkoto
doménje aktivalja az endogén InsP; receptorokat

A DT40 egy csirkébdl szarmazo limfoblaszt sejtvonal, amelybdl a vad tipust
mellett olyan sejtvonal is lIétezik, amelyben mindhdrom tipusu InsP; receptor
expresszidjat homoldg rekombinacidval megsziintették (TKO). Mig a vad
tipust DT40 sejtekben, thapsigargin adasara jelentdésen kisebb volt a
citoplazmatikus [Ca*'] emelkedés, tehat a raktarak diriilése ebben a
sejtvonalban is bekovetkezett, a TKO sejtekben a konstrukcid expresszioja
teljesen hatdstalannak mutatkozott. A Ca*'-raktarak {iriiléséhez tehat
sziikséges az endogén InsP; receptorok jelenléte, kovetkezésképp az ER-hoz
iranyitott IP;R-LBD az ott 1év0 endogén InsP; receptorokat aktivalva hozza
1étre a raktarak Ca®’-tartalmanak csokkenését.

Az InsP; receptor ligandkoté6 doménjének C-terminalis, helikalis
szerkezetii része felelos az aktivalo hatasért

A ligandkoté domén két jol megkiilonboztethetd félbol, az N-terminalis
B redoket (224-423 aminosavak) ¢€s a C-terminalis o hélixeket (427-605
aminosavak) magaba foglalé darabokbol all, melyek szendvicsként fogjak
kozre az InsP; molekulat. Mivel a ligandk6td6 domén endogén receptort
aktivalo hatasaban az InsP; kotés nem jatszik szerepet, megvizsgaltuk, hogy
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a domén melyik fele kozvetiti ezt a hatast. A kérdésre a mérések egyertelmii
valaszt adtak, miszerint az ER-hoz iranyitott C-terminalis darab esetében
bekovetkezik a raktarak iriilése, mig az N-termindlis darab teljesen
hatastalan.

Az InsP; receptor aktivalodasanak lehetséges mechanizmusa

Az InsP; receptor hatalmas fehérje, mintegy 3000 aminosavbol all. Kiilon
¢rdekesseége, hogy a ligandkotesért, illetve a csatornafunkcioért felelds rész a
fehérje két végeén helyezkedik el, melyek kozott egy igynevezett regulatoros
régid talalhatd. Vizsgalatainkkal €10 sejtekben igazoltuk, hogy a human 1-es
tipusu InsP; receptor ER-hoz irdnyitott N-terminalis ligandkotd domeénje €s
az ER-ban 1év6é endogén receptorok csatorna funkcioért felelds része kozott
kolcsonhatas johet letre, melynek kovetkezményeként a csatorna aktivalodik.
A hatashoz nem sziikseéges az InsP; kotése, ami arra utal, hogy a ligandkotés
kovetkeztében kialakuldo konformaci6é valtozas ahhoz sziikséges, hogy a
ligandkotdé domén aktivacioeért felelds része szabadda valjon, ¢€s a
kolcsonhatas kialakuljon. Szerkezeti vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a
hatdsert a ligandk6té domen C-terminalis, helikalis felépitésii része felelos.

A sejtmembran PtdInsP, szintjének valtoztatasara
alkalmas rendszer kidolgozasa és jellemzése

Az 1ozitol lipidek vizsgdlata hidrofob természetiikbél ¢€s igen kis
mennyiségiikb6él adodéan nem konnyl feladat. A megismerésiikre
felhasznalhatd metodikak korének bovitése érdekében elhataroztuk,
létrehozunk egy, az inozitol lipidek mennyiségeének valtoztatasara alkalmas
rendszert. A terv a kovetkezO volt: citoplazmatikus forméajukban hatastalan
enzimeket gyorsan ¢és célzottan kiilonféle membranokhoz iranyitunk, ahol
aztan enzimaktivitdsuknak megfeleléen megvaltoztatjdk a kiilonbozo
foszfoinozitidek mennyiségét. Els0 menetben a plazmamembran PtdInsP,
szintjének csokkentésével probalkoztunk.

A plazmamembran PtdInsP, mennyiségének csokkentésére alkalmas
molekularis rendszer kidolgozasa

A membranhoz torténd iranyitdas megvaldsitdsahoz a szignalizacios
folyamatok soran mar tobb esetben sikeresen alkalmazott, rapamicinnel
aktivalhato heterodimerizacids rendszerbdl indultunk ki. Ehhez egy fehérje
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domént, az mTOR-bol szarmaz6 FRB domént, illetve egy citoplazmatikus
fehérjét, a human FKBPI12-t kellett a fehérjekonstrukciokba megfeleléen
beépiteni. A GAP43 fehérje N-terminalis szekvencidjanak (1-20
aminosavak) felhasznalasaval sikeriilt elérniink, hogy a fluoreszcensen jelolt
FRB domén a plazmamembranhoz keriiljon. A PtdInsP, lebontasara a IV-es
tipusu foszfoinozitid 5-foszfatazt valasztottuk. A teljes hossziisagu, és az N-
terminalis darabot nem tartalmazé 5-foszfatdiz domén (214-vég aminosavak)
felhasznalasaval kiilonb6zo mértékben aktiv konstrukciokat terveztiink,
amelyek az FKBP12-t €s a fluoreszcens fehérjét is tartalmaztdk. A rendszer
mitkodeéseének lényege, hogy rapamicin adasat kovetoen az FKBP as FRB
kozott kapcsolat kon 1étre, tehat az addig citoplazmatikus FKBP-5-foszfataz
fuzios fehérje a plazmamembranhoz transzlokalodik, €s ott a PtdInsP,-bdl az
5-0s szénatomon lév0 foszfatcsoport eltavolitasaval abbol PtdIns(4)P-t
készit. A plazmamembran PtdInsP, szintjének kimutatisara a sejtekben
ugyancsak tranziensen expresszalt fluoreszcensen jelzett PLCOPH szondat
hasznaltuk. = Rapamicin  addsa elott a  PLCo,PH-GFP szonda
plazmamembranhoz kotott allapotban volt. Rapamicin adasa utan 30
masodperccel, az enzim latvanyos plazmamembran lokalizaciojat
megelozve, a PLCo,PH-GFP megjelent a citoplazmaban, ami azt jelenti,
hogy igen kevés enzim transzlokacidja mar elegendé a plazmamembran
PtdInsP, mennyiségének csokkentéséhez.

A plazmamembran PtdInsP, depléciéjanak hatisa a Ca*"-szignalra
Ezek utan olyan sejtfunkciokat kerestiink, amelyekben a plazmamembran
PtdInsP, szint valtozasanak jelentdséget tulajdonitanak. Ilyen példaul a Ca*'-
mobilizalé agonistak hatasara kialakulo Ca**-szignal. Rapamicin hatasara a
fenntartott fazis azonnali csokkenését tapasztaltuk, és elmaradt az LPA adast
koveté Ca*'-vélasz is. Kontrollként olyan méréseket végeztiink, amelyekben
az FKBP-s konstrukci6 nem tartalmazta az 5-foszfataz enzimet. Ezekben a
rapamicinnek semmilyen hatdsa nem volt a sejtekre.

A plazmamembran PtdInsP, depléciojanak hatasa a Trp M8 csatornara
Ismert, hogy a plazmamembran PtdInsP, mennyisége szdmos ioncsatorna
esetében a milkodés meghataroz6 tényezdje. Annak tesztelésére, hogy a
kidolgozott PtdInsP, deplécidos rendszer alkalmazhato-e ioncsatornak
miikodésének vizsgalatara, egy Ca’'-szelektiv csatorna, a Trp M8 csatorna
miikodeset vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy azokban a sejtekben, amelyek
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tartalmaztak az 5-foszfataz konstrukciot, a rapamicin hatasara bekovetkezo
plazmamembran PtdInsP, deplécié kovetkezményeként a Ca*'-valasz
mintegy felére csokkent,tehat a rendszer alkalmazhaté ioncsatornak PtdInsP,
fliggésének vizsgalatara.

e re s

EGF receptor endocitozisara

A klatrin medialt endocitdézisban szamos olyan fehérje vesz részt, amely
képes PtdInsP, kotésre (arresztin-2, dinamin, klatrin, adaptor protein-2,
epszin stb.); érthetd tehat, hogy a folyamat szabalyozdsaban a
plazmamembran PtdInsP, szintjének valtozasa, mint lehetséges tényezd mar
sokakban felmertlt. A rapamicines rendszer 1étrehozasaval megnyilt az Gt az
endocitozis lipid fiiggésének vizsgalatara. Elsoként a sejtekben 1évd endogén
transzferrin receptor endocitozisat vizsgaltuk. Az endocitozist Alexa Fluor
488 fluorokrommal jelzett transzferrin felhasznalasaval tettiik lathatova. A
konfokalis mikroszkoppal és a folyadékaramldsos citometriaval végzett
mérésekkel egyarant azt kaptuk, hogy a plazmamembran PtdInsP, szintjének
csokkentése a transzferrin receptor endocitdézisanak gatlasat eredményezi.
Igen hasonld6 modon, Alexa Fluor 488-cal jelzett EGF felhasznalasaval az
EGF receptor endocitozisanak PtdInsP, fiiggéseét is megvizsgaltuk. A
meérések soran egyértelmiien az a kép alakult ki, hogy az EGF receptor
internalizacioja is érzekeny a PtdInsP, depléciora.

A PtdInsP, deplécios modszer széles kori felhasznalasa, a rendszer
tovabbi fejlesztése

A rendszer egyarant hasznalhatonak bizonyult kiillonbozd folyamatok
PtdIns(4,5)P, fiiggdségének, illetve PtdIns(4,5)P, altali szabalyozottsaganak
kimutatasara. Az elObbire példa a connexin 43 PtdInsP, fliggésének leirasa,
az utdbbi pedig a Trp V1 csatorna kettds PtdInsP, regulacidja. A PtdInsP,
deplécios rendszert jelenleg is szdmos laboratoriumban hasznaljak, a kapott
eredmények minden bizonnyal tovabbi elorelepést fognak jelenteni a
plazmamembranban talalhato PtdInsP, hatasainak feltérképezésében.

A kidolgozott mddszer {6 jelentdsége, hogy az FRB-t tartalmazé
konstrukci®6 mas membranokba irdnyitasaval, illetve az FKBP-s
konstrukciokba kiilonféle tipusu és ligandspecificitasi enzim beépitésevel,
elvileg barmely membran barmely inozitol lipidjének mennyiségét
valtoztathatjuk. A  TGN38-as molekula ¢és a Sacl 4-foszfataz
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felhasznalasaval példaul sikeriilt megvalositanunk a Golgi membran
PtdIns(4)P tartalmanak akut csokkentését, ami lehetdvé tette e foszfoinozitid
frakcio szerepének vizsgalatat.

A kapacitativ Ca’*-bedramlds molekuldris
mechanizmusdnak vizsgalata

A Ca’ -mobilizalo hormonok, neurotranszmitterek hatasara aktivalodo
jelpalyak vizsgalataval foglalkozo6 kutatok erdeklddési korébe, igy a mienkbe
is a Ca*"-szignal és az inozitol lipidek egyarant beletartoznak.

A fluoreszcensen jelolt STIM1 molekula expressziojanak és sejten beliili
lokalizaciojanak kapcsolata

A fluoreszcensen jelolt STIM1 molekula elkészitésekor a fluoreszcens
fehérjét kodolo DNS szekvenciat ugy épitettilk be, hogy a fluoreszcens
feherje a STIM1 molekula luminalis végén jelenik meg. ER lokalizaciot csak
a feherjét igen kis mértékben expresszalo, alig észrevehetod sejtekben lattuk.
A vizsgalatra hasznalt COS-7 sejtek dontd tobbseégében furcsa, foltos képet
kaptunk, amirdl kidertilt, hogy az ER ¢€s a plazmamembran kozott kialakulo
nagy kiterjedésti kapcsolatnak felel meg. Az expresszid csokkentése
¢rdekében a YFP-STIMI1 flzios fehérjét kodold plazmidban a promotert
kicseréltiik, €¢s az altalanosan hasznalt citomegalovirus promoter helyére a
joval kisebb transzkripciot eredményezd timidin-kindz promotert épitettiik
be.

A fluoreszcensen jelolt STIM1 molekula reverzibilisen jelzi az
endoplazmas retikulum [Ca2+] valtozasat

COS-7 sejtekben a YFP-STIMI1 molekula altal mutatott egyenletes ER
rajzolat az ATP ingerlést kovetden megvaltozott, a periférias ER helyén kis
csomok jelentek meg, ami a fehérje oligomerizaciojdnak kovetkezménye.
Thapsigargin adasa utan a csomokepzodés mérteke jelentdsen erdsodott. A
molekula viselkedése megfelelt a mas munkacsoportok altal is latott képnek,
ami azt jelenti, hogy a konstrukcié miitkodoképesnek bizonyult. Mivel az
irodalomban nem volt adat a folyamat reverzibilitasara vonatkozoan,
megvizsgaltuk az inger megsziintetésenek kovetkezményét. A STIMI1
molekuldk azonnal eltlintek egyrészt a plazmamembran kozelébdl, masrészt
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az oligomerizacido is nagymertékben csokkent, tehat a STIMI1 molekula
aktivacidjanak folyamata reverzibilis.

A STIM1 molekula mozgasa nem fiigg a plazmamembran PtdInsP,
szintjétol

Irodalmi és a sajat megfigyelések alapjan felmertilt, hogy a plazmamembran
PtdInsP, szintje szerepet jatszik a kapacitativ Ca’'-bearamlas
szabalyozasaban, azonban a molekularis részletekrol nem allt rendelkezésre
informacio. A PtdInsP, deplécios rendszer alkalmazaséavl érdemes volt tehat
megvizsgalni, hgy vajon a STIMI1 molekula aktivaciojat befolyasolja-e a
plazmamembranban 1évé PtdInsP, valtozasa. ATP hatasara a STIMI1
molekula megjelent a szubplazmalemmaris térben. Rapamicin adasat
kovetoen a STIMI1 aktivacido megsziint, viszont thapsigarginnal ismeét
kivalthato volt. Méréseink alapjan az aktivacio csokkenésében azonban nem
PtdInsP, deplécionak, hanem a Ca’’-raktarak telddésének van elsédleges
szerepe. A plazmamembran PtdInsP, szint csokkentése az InsP; keletkezes
korlatozasan keresztiil elosegiti a raktarak telodését, azaz a STIM1 aktivacio
ingerének megsziinését.

A STIMI1 és Orail molekulik expressziéjanak hatisa a Ca**-szignalra

A STIMI ¢és az Orail molekula egyiittes expresszioja a thapsigarginnal vagy
az ATP-vel torténé ingerlés hatasara bekovetkezd Ca®-szignal fenntartott
fazisat jelentds mértékben fokozta. Az egysejtes méréstechnikanak
koszonhetden ¢észrevettiik, hogy mig a thapsigargin ingerlés abbol a
szempontbdl okozott jelentds kiilonbséget a sejtek kozott, hogy mekkora
késéssel jelenik meg a Ca*-bearamlasért felelés mechanizmus aktivalodasa,
az ATP esetében a valasz jellegének expresszio-fiiggd valtozasa volt feltiing.
Tthapsigargin hatasara a STIMI1 transzlokacioban is jelentOs kiilonbség
alakult ki a sejtek kozott, azonban a STIM1 mozgéas az egyedi sejtekben
parhuzamosan valtozott a Ca*'-jel emelkedésével. A kiilonbség oka tehat a
STIM1 vandorlas egyedi sejtekben valo eltérésebdl adodott.

A plazmamembran és az endoplazmas retikulum kozotti mesterséges
kapcsolat, a ,,rapa-folt” kialakitasa

Az FKBP12 fehérje plazmamembranhoz, illetve az FRB domén ER
felszinéhez iranyitdssal egy olyan molekularis rendszert hozotunk Iétre,
melyben rapamicin-fiiggd modon a plazmamembran ¢és az ER kozott
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mesterséges kapcsolat (,,rapa-folt”) alakithato ki. A plazmamembran
iranyitashoz a Lyn fehérje target szekvencigjat (1-20 aminosavak), az ER
targetalashoz a Sacl foszfataz irdnyit6 szekvenciajat (521-587 aminosavak)
hasznaltuk. A folyamat azokban a pontokban kezd6dott, ahol a
plazmamembran ¢és az ER kozott nyugalomban is van kapcsolat
(plazmamembran-ER kontakt pontok), majd Ujabb ¢&és ujabb fehérjek
megjelenésével €s a rapamicin-medialta kapcsolatok kialakulasaval a két
membran kozotti kapcesolat egyre nagyobb feliiletre terjedt ki.

A ,,rapa-folt” hatasa a STIM1 molekula lokalizaciojara

A STIMI1 molekula nyugalmi ER-lokalizaciojanak megfelelden, kialakitva a
,rapa-folt”-okat, azt tapasztaltuk, hogy azok tartalmazzik a YFP-STIMI
fehérjét. Az alkalmazott gyors és erSteljes Ca*'-raktar iirités hatisara
megjelentek a rapa csomok, amelyek szigortan a foltok szélénél

helyezkedtek el.

A fluoreszcens fehérjével jelolt Orail molekula miikodésének jellemzése
Megvizsgaltuk, vajon a ,,rapa-folt” befolyasolja-e, ¢és ha igen, akkor miként
az Orail molekulat. A C-terminalis végén fluoreszcens fehérjével jelolt
Orail a plazmamembranban helyezkedett el, a STIMIl-gyel -egyiitt
expresszalva fokozta a thapsigarginnal kivaltott Ca*'-jelet, és megjelent a
Ca” -raktarak {iritését kovetéen kialakult STIM1 csomokban. Onmagéban
expresszalva csomokeépzodést nem mutatott.

A ,,rapa-folt” hatasa az Orail molekula lokalizaciojara

A ,rapa-folt”-ok kialakitasa a fluoreszcens fehérjével jelolt Orail molekula
plazmamembran elhelyezkedését jelentésen megvaltoztatta. A molekula
tovabbra is a plazmamembranban maradt, azonban a ,,rapa-folt” teriiletérdl
kiszorult, jelezvén, hogy az Orail tul nagy, egyszerien nem fér el a keét
membran kozotti résben.

A plazmamembran és endoplazmas retikulum kozotti réstavolsag
novelésének hatasa a STIM1 és Orail molekulakra

A membranok kozotti réstavolsag novelese erdekében az FRB-s és FKBP-s
konstrukciokat modositottuk, egy-egy merev 5 nm hossziusagi linkert
¢pitettiink be a targetszekvencidk mellé. Amennyiben a ,rapa-folt”-okat
ezekkel az 1) konstrukciokkal hoztuk Iétre, az Orail-YFP molekula nem
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szorult ki a ,,rapa-folt”-bodl, s6t a STIM1/Orail rendszer aktivalasat kovetden
az Orail molekulak a ,rapa-folt”-ok teriiletére koncentralodtak. Csomok
megjelenését sem a STIMI1, sem az Orail esetében nem lattuk, tehat ebben a
specialis esetben a két molekula kozotti kolecsonhatéas kialakulasa a STIM1
oligomerizacidja nelkiil bekovetkezett.

A Kkapacitativ Ca’*-bearamlasért felelés molekularis komplex
felépitésének modellje

Mivel az Orail molekula mérete Onmagaban nem indokolja, hogy
kiszoruljon a mesterségesen kialakitott plazmamembran-ER résbdl,
feltételezziik, hogy az Orail egy feltehetden tobb molekulabol allo komplex
részeként helyezkedik el a plazmamembranban. A kapcsolat 1étrehozasara
hasznalt fehérjék meretének becslésébdl tigy gondoljuk, hogy a komplex
mérete biztosan meghaladja az 5 nm-t, de nem nagyobb 12-14 nm-nél.

Az uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

1. Kimutattuk, hogy a foszfolipiz C enzim PH doménjének PtdIns(4,5)P,
kotése sziikséges, de nem elégséges feltétele a domeén €s a plazmamembran
kozotti kolcsonhatas kialakulasanak. Megallapitottuk, hogy a PH domén 36
¢s B7 redOk kozotti része, az inozitol lipid kotésétdl fliggetleniil szerepet
jatszik a kolcsonhatasban.

2. Kimutattuk, hogy PtdIns(3,4,5)P; kotésére képes PH domeének
funkcionalisan eltérd tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az Akt és a GRPI1
fehérjék PH doménjében pontmutansok létrehozasaval bizonyitottuk, hogy
az eltérés hatterében az inozitol lipid kotést nem érintd kolcsonhatasok
allnak. A GRP1 PH doménjének eseteben kimutattuk a kozte és az Arf6
fehérje kozotti kapcsolatot.

3. Megallapitottuk, hogy az endoplazmas retikulum citoplazmatikus
felszinére iranyitott human 1-es tipusu InsP; receptor N-termindlis,
ligandkoteésért felelds doménje az endogén InsP; receptorokkal kolcsonhatva,
azok aktivalasara keépes. Ugyancsak kimutattuk, hogy a hatasért a ligandkoto
domén C-terminalis, helikalis szerkezeti része felelds.
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4. A rapamicinnel aktivalhato heterodimerizacios rendszer felhasznalasaval
molekuléaris rendszert fejlesztettiink ki, amely alkalmas ¢l6 sejtben a
plazmamembran PtdIns(4,5)P, szintjének akut csokkentésére. A rendszer
alkalmazasaval kimutattuk a Ca®’-mobilizal6 hormonnal létrehozott Ca*'-
szignal, a Trp M8 ioncsatorna, valamint a transzferrin €¢s az EGF receptor
endocitozisanak PtdInsP, érzékenységét.

5. Kimutattuk, hogy a fluoreszcens fehérjével jelolt human STIM1 molekula
Ca”’-mobilizaldé hormon hatasara bekovetkezé — oligomerizacidja  és
plazmamembranhoz jutdsa reverzibilis folyamat. A rapamicinnel aktivalhato
heterodimerizacidos rendszer felhasznaldsaval —molekularis rendszert
fejlesztettiink ki, amely alkalmas ¢él6 sejtben a plazmamembran és az
endoplazmas retikulum kozott mesterséges kapcsolat kialakitasara.
Megallapitottuk, hogy a kapacitativ Ca®"-bearamlasért egy olyan
molekulakomplex felelGs, amely a STIM1-en ¢és Orail fehérjeken kiviil mas
feherjé(ke)t is tartalmaz.

A kutatas jelentosége

Az értekezésben bemutatott kutatomunka alapkutatis, melynek célja az
inozitol lipidekbdl kiinduld, illetve ennek részeként a citoplazmatikus Ca*™
koncentracio emelésén keresztiil foly¢ jelatalakitasi folyamatok jellemzése, a
résztvevd molekulak, illetve a molekulak kozott kialakuld kolcsonhatasok
azonositasa. A kapott eredmények a sejtek miikodésére vonatkozd
ismereteinket bovitik, jelentOségiiket csak évek, évtizedek tavlatabol lehet
megitélni. Kivétel ez aldl a rapamicinnel indukalhaté heterodimerizacios
rendszerrel kapcsolatos tevékenys€ég, mivel e rendszer felhasznalasaval
alapvetéen 1j, molekularis eszkoztarakat hoztunk létre. Bar a PtdInsP,
deplécios rendszer €s a mesterseéges membrankapcsolat kidolgozasaval
célunk elssorban a sajat kutatasi teriiletiink jobb megismerése volt, azonban
e technikak a jelatalakitasi folyamatok szamos, altalunk nem vizsgalt
teriiletén is alkalmazhatok, illetve fejlesztésiik akar biotechnoldgiai
innovacioként is elképzelhetd.
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