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2. Bevezetés

A foszfoinozitideket (PPIn), a foszfatidilinozitol (PtdIns) foszforilalt szarmazékait
eloszor az 1950-es években sikeriilt azonositani [1]. Az egyes PPIn-ek funkcioi
bizonyos mértékig Osszekapcsoldodnak, hiszen keletkezésiik, egymasba valo
atalakulasuk a kinazok és foszfatazok altal meghatarozott és szigoriian szabalyozott. Ez
a gyors, regulalt atalakulas egyuttal a sejtfunkciok széles spektrumaban valo részvételre
teszi alkalmassd e molekuldkat. Mig kezdetben csupan membranalkotod strukturalis
lipidekként tekintettek rajuk, a sejtbiologiai ismeretek boviilésével ma mar
kijelenthetjiik, hogy szinte nem lehet olyan sejtélettani folyamatot talalni, melyben a
PPIn-eknek ne lenne alapvetd jelentdségiik. Szerepet jatszanak a klasszikus jelatviteli
folyamatok mellett a membranok kozotti kozlekedés kiilonbozd forméiban, a
citoszkeleton  valtozdsaiban,  bizonyos  nuklearis  folyamatokban ¢és a
membranpermeabilitas, valamint egyes transzportfolyamatok szabalyozasaban [2].

Az intracellularis lipidek kutatasa soran szamos nehézség adodhat, mely kiemelten
igaz a PPIn-ek kapcsan is. Bar a sejt minden kompartmentjében el6éfordulnak ezen
lipidek, koncentracidojuk mégis nagyon alacsony, néha a jelenlegi moddszerekkel
detektalhatatlanok, raadasul szintjiik nagyon gyorsan képes valtozni. Az PPIn-ek
szintézisében tobb tucat enzim vesz részt, sokszor egyazon szintetikus 1€pést tobb is
képes katalizalni, igy az egyes enzimek specifikus szerepét nehéz vizsgalni. A
kiilonb6z6 sejtalkotokban a PPIn-ek eltérd modon foszforilalt szarmazékai vannak jelen,
mintegy megjelolik azok membranjat, ezéltal a fehérjék sejten beliili lokalizacidjanak
meghatdrozasaban alapveté a szerepiik. Szintjiilk fiziologias vagy mesterséges
megvaltozasa mindezen fehérjék mitkodését befolyasolja, igy a kiillonb6zd sejtélettant
folyamatok szintén nehezen vizsgalhatoak specifikusan. PhD munkam célja elsdsorban
az volt, hogy egy olyan molekularis eszkoztarat fejlessziink ki a laborunkban, mellyel a
kiilonb6zd PPIn-ek szintjében beallt valtozasokat jo iddbeli felbontassal, kompartment
specifikusan tudjuk nyomon kovetni.

Dolgozatomban elobb bemutatom a PPIn-eket, azok jellegzetes sejten beliili
megoszlasat, a szintézisiikhoz sziikséges metabolikus utvonalakat, illetve az altaluk
szabalyozott legfontosabb sejtélettani folyamatokat. Ezt kovetden Osszegzem a PPIn-ek

kimutataséra és szintjlik befolyasolasara alkalmas technikdkat. Végezetiil ismertetem az
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altalunk fejlesztett bioszenzorokat és a felhasznaldsukkal kapott eredményeinket,

melyek révén sikeriilt G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GPCR) ill. receptor-

crer

crer

jelatviteli itvonalakban illetve a receptorendocitdzis folyamataban.

2.1. Afoszfoinozitidek metabolizmusa és sejten beliili megoszlasa

A PPIn-ek a glicerofoszfolipidek ko6zé tartozo lipidek. A foszfoinozitid név a
foszfatidilinozitol eltér6 modon foszforilalt formait jelenti, melyek a lipid kettOsréteg
szerkezetli membran citoplazmatikus rétegében helyezkednek el. Szerkezetiiket tekintve
amfipatikusak, benniik a glicerin harom hidroxil-csoportjahoz sn-1 és sn-2 poziciokban
zsirsavlancok (altalaban 1-sztearinsav és 2-arachidonsav) kapcsolodnak, mely igy a

hidrofob farokrészt képezi, mig az sn-3 helyen egy foszfatcsoporton keresztiil myo-

inozitol kotodik, ezt alkotja a hidrofil fejrészt [3].

PI
2 -
g g

\

2 1

PI(4,5)P,

1. abra — A foszfoinozitidek metabolizmusa, forras: [4]. A foszfoinozitidek (PPIn) a foszfatidilinozitol (PtdIns)
foszforilalt formai. A foszforilacio a PtdIns 3 hidroxil-csoportjan torténhet meg, a 3°, 4’ és 5’ poziciokban, igy
Osszesen 7 féle PPIn johet 1étre (a kiilonbozd formak foszforilaciojat az abran a sarga karikak jeldlik). Ezen PPIn-ek
képesek egymasba atalakulni, mely folyamatokat szamos enzim végezheti. A piros nyilak a kinazok, mig a kék nyilak
a foszfatdzok altal katalizalt folyamatokat jelképezik, a sziirkével jelolt 1épések jelentdsége emldssejtekben
mindezidaig nem ismert.
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Az inozitol-gyiirii 5 szabad hidroxil-csoporttal rendelkezik, melyek koziil a 3” 4’
¢s 5’ poziciokban reverzibilisen foszforilalodhat, igy Osszesen 7 féle kiilonb6zé PPIn
johet 1étre. Ahogy azt az 1. abra is mutatja, a PPIn-ek atalakulhatnak egymasba,
melyekért specifikus kinaz és foszfataz enzimek feleldsek, de a foszfolipaz C (PLC)
enzim is képes hidrolizalni a PPIn-ek egy részét, mely tovabb bdviti a metabolikus
folyamatok tarhazat. Rdadéasul ugyanazon Iépéseket az eltérd sejtalkotokban mas és mas
izoformak képesek katalizalni, igy példaul négy darab foszfatidilinozitol-4-kinaz (PI14K)
enzim is ismert, melyek mindegyike a PtdIns — foszfatidilinozitol-4-foszfat (PtdIns4P)
atalakulasért felel. Jelenlegi ismereteink szerint emlds sejtekben 47 kiilonbozd gén altal

kodolt 19 kinaz és 28 foszfataz felelds a PPIn-ek metabolizmusaért [5].

B
Lipid
PtdOH
PtdIns
PtdIns3P

PtdIns4P

PtdIns5P
PtdIns(4,5)P,
PtdIns(3,4)P,
PtdIns(3,5)P,

2. abra — A foszfoinozitidek sejten beliili megoszliasa és szintje, forras:[6] (A) PtdIns(4,5)P, nagy része a
plazmamembranban talalhatd, és itt torténik meg a PtdIns(3,4,5)P3-ta torténd foszforilacidja is. A PtdIns4P szintén
relative nagy mennyiségben talalhato a plazmamembranban, de emellett az endoplazmatikus retikulum és a transz-
Golgi hélézathoz sorolhatd endoszomak membranjanak is fontos Osszetevdje. A PtdIns3P foként a Kkorai
endoszomara, mig a PtdIns(3,5)P, a kés6i endoszomara és a multivezikularis testre jellemz6. A PtdIns(3,4)P,-ot a
plazmamembranban és a klatrin-burkos vezikuldk esetén irtdk le. Fontos megjegyezni, hogy feltehetden mas
lokalizacidban is megtalalhatoak ezek a lipidek, de a jelenlegi kimutatasi technikdkkal ezek detektdlasa nem
kivitelezhet6. [3] (B) A PPIn-ek relativ szintje a vordsvértestek Osszlipid tartalmahoz visszonyitva [7]. A
PtdIns(3,4,5)P3 szint nem kertilt feltiintetésre, mivel ezen lipid csak a sejtet ért bizonyos ingerek hatasara képzoédik
detektalhatdo mennyiségben. A roviditéseket 1d. a szovegben.

A PtdIns és a PPIn-ek mindegyike megtalalhatd az emlds sejtekben, de szintjiik
eltéré a kiilonbozo szovetekben és sejtekben [8, 9], igy pontos mennyiségiiket nehéz
megbecsiilni. Sejten beliili eloszlasuk jellegzetes mintazatot mutat, melyet a 2.A. abra
szemléltet. A 2.B. abran feltiintetett adatok a vordsvértestek Osszlipid tartalméhoz
viszonyitott relativ szinteket tiikrozik . Altalanossagban elmondhato, hogy az emlds
sejtek Osszlipid mennyiségének 1-1,5%-aért, 6sszfoszfolipid tartalmanak 10-20%-aért
felelnek [10]. Legnagyobb mennyiségben a prekurzornak tekintheté PtdIns van jelen az

10
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endoplazmatikus retikulum (ER) membranjaban. A PtdIns-monofoszfatok koziil a
PtdIns4P mennyisége a legnagyobb, mely féként a Golgi-komplex membranjanak
alkotdja, mig a kétszeresen foszforilalt inozitol lipidek koziil a plazmamembranra (PM)
jellemz6 foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat [PtdIns(4,5)P;] a leggyakoribb. Ezen lipidek
szintje kozel megegyez6, nagyjabol az 6sszes foszfolipid 0.2-1%-at teszik ki, a PtdIns-
hoz képest relativ aranyuk koriilbeliil 2-5% [7, 11]. A PtdIns(4,5)P; PM-on beliili
stirliségét 5.000-20.000 molekula/um? kériilire becsiilik [12]. A t5bbi PPIn-bsl
lényegesen kevesebbet tartalmaz a sejt, néhany koziilik — igy a haromszorosan
foszforilalt foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat [PtdIns(3,4,5)P3] is — csak a sejtet ért
bizonyos ingerek hatasara képzdédik detektalhato mennyiségben. A foszfatidilinozitol-
3-foszfat (PtdIns3P) és a foszfatidilinozitol-5-foszfat (PtdIns5P) relativ mennyisége a
PtdIns-hez képest mindossze 0.2%, mig a sejt foszfatidilinozitol-3,4-biszfoszfat
[PtdIns(3,4)P,] és foszfatidilinozitol-3,5-biszfoszfat [PtdIns(3,5)P,] tartalma még ennél
is egy nagysagrenddel kisebb [7]. A PtdIns3P elsdsorban a korai endoszomak
membranjaban talalhato meg, a PtdIns(3,5)P; a kés6i endoszomak és a multivezikularis
testek meghatarozo PPIn-je. [13]. A PtdIns(3,4)P,-ot a kdzelmultban irtak le, mint a
plazmamembran, azon is beliil a klatrin-burkos godrocskék és vezikulak kialakulasaban
fontos PPIn-et [14].

2.1.1. PtdIns

A PPIn-ek metabolizmusahoz sziikséges myo-inozitol szintézise torténhet de
novo, de a sejtek legtobbje fel tudja venni az extracellularis térbdl is. A szintézis
kulcsenzime a L-myo-inozitol 1- foszfat szintetdz, mely szubsztratként gliikoz-6-
foszfatot haszndl fel, és azt egy oxidoredukcids és egy aldol ciklizacids enzimatikus
1épéssel alakitja at [15], majd ezt kdvetéen myo-inozitol-monofoszfatazok hatasara jon
létre a myo-inozitol. Emellett tobb olyan szekunder aktiv transzporter is ismert, melyek
natrium- vagy proton egyiittes felvételével képesek a myo-inozitolt a sejtbe juttatni [16].
szabalyozasaban is [17].

A PtdIns szintézise foként az ER-ban torténik, itt talalhatoak meg a sziikséges
enzimek, egyrészrél a CDP-diacilglicerin szintetaz, masrészrél a CDP-diacilglicerint a
myo-inozitolhoz kapcsolo foszfatidilinozitol-szintetaz (PIS) [18]. Ennek megfelelden itt

a legnagyobb a PtdIns szintje is, bar kisebb-nagyobb mennyiségben majdnem minden

11
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sejtalkotd6 membranjaban megtaldlhaté, hiszen a tobbi PPIn szintéziséhez
elengedhetetlen a jelenléte. Tobb elmélet is sziiletett arra vonatkozoan, hogy miképpen
jut el a kiilonboz6é endomembranokba, egyrészrél lehetséges vezikularis transzporttal,
masrészr6l lipid transzfer proteinek segitségével [19, 20]. Ezen transzfer proteinekrdl
sikeriilt bebizonyitani, hogy szerepet jatszanak az ER-Golgi ill. az ER-PM iranya PtdIns
szallitasaban. Emellett nemrégiben leirtak egy olyan az ER-bol szarmazd mobilis
membrankompartmentet, melyben szintén megtaldlhatoak a szintézishez sziikséges
enzimek, igy felmeriil, hogy ezen képletnek is a tobbi membran PtdIns-ellatasaban van
szerepe [18].

A sejtek inozitol homeosztazisanak fenntartasaban fontos az tn. PPIn-ciklus,
mely fogalom azt a korforgast jeloli, melynek soran a kiilonb6z6 sejtalkotokbol, példaul
PLC enzim hatidsara a PM-bol a PtdIns(4,5)P, hasitds soran létrejové degradacios
termékek visszakeriilnek az ER-ba, igy biztositva a CDP-diacilglicerin szintetaz és a
PIS szubsztrat igényét [3]. Maradva a jol ismert példanal, a PLC aktivacidjakor inozitol-
1,4,5-triszfoszfat [Ins(1,4,5)P3] és diacilglicerin (DAG) keletkezik. A citoplazmatikus
Ins(1,4,5)P3 szekvencialis defoszforilacioval alakul vissza inozitolla [3]. A DAG a PM-
ban marad, ahol a DAG-kinaz enzim foszfatidsavva (PtdOH) alakitja. A kozelmultban
jelent meg egy kozlemény, mely azonositott egy Nir2 nevii fehérjét, mely gy tinik
kettds szerepet tolt be a PtdIns-szintézisben. Egyrészrdl szerepet jatszik a PtdIns PM-ba
juttatdsdban, masrészrdl a foszfatidsav ellentétes iranya transzportjaban is részt vesz,

igy biztositva a megfelelé szubsztrat utanpotlast. [21]

2.1.2. PtdIns3P

Mind emlés, mind élesztésejtekben a PtdIns3P elsésorban az endoszomakban
fordul elé [22], am élesztsejtekben 1ényegesen magasabb a szintje, a PtdIns4P-tal
kozel 6sszemérhetd [23]. A korai endoszomaban a lipid fontos szerepét tamasztjak ala
azok a korai megfigyelések, melyek szerint a foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) inhibitor
Wortmanninnal (Wm) kezelt sejtekben elmarad a korai endoszémak membranjanak
fuzidja [24], és egyes fehérjék, mint példaul az EEA1 eltiinnek a kompartmentb6l [25].
Ma mar kozel 100 olyan fehérjét ismeriink az emlds sejtekben, melyek képesek a lipidet
kotni foszfoinozitid-kotd doménjeik (PBD) segitségével és ezek majd mindegyike
fontos szerepet jatszik a korai endoszomak miikodésében [26]. Elektronmikroszkdpos

vizsgalattal a multivezikularis test bels6 membranjaban is sikeriilt kimutatni a lipidet
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[27], illetve jelent meg olyan tanulmany is, mely az ER lokalizaciot valosziniisiti [28].
Osszességében az elmult években a PtdIns3P-ot szamos sejtélettani folyamattal hoztak
autofagiaval, citokinezissel, exocitdzissal és jelatviteli itvonalakkal [29].

Emlds sejtekben a PI3K-ok harom osztalyat kiilonitjiikk el, melyek mindegyike
A PtdIns3P keletkezésében legfontosabbnak a IIl-as csoport egyetlen tagjat alkoto
hVPS34 enzim tlinik [30], mely mind az endoszémakban mind az autofagoszomakban
(melyek feltehetden ER eredetiick) megtalalhato [31], de a ll-es osztalyba sorolt PI3K-
sorolhatd enzimek bar in vitro képesek a PtdIns — PtdIns3P reakciot katalizalni, de in
vivo elsddlegesen a PM-ban végbemend PtdIns(4,5)P, — PtdIns(3,4,5)P; atalakulasért
felel6sek [3]. A korai endoszomaban emellett 4- és 5-foszfatazok is megtalalhatoak,
melyek a sejtorganellum alacsony PtdIns(3,4,5)P; és PtdIns(3,4)P, szintjét fogjak
eredményezni, és egyben a hVPS34 mellett egy masik lehetséget jelentenek a PtdIns3P
— képzodésére [26]. Fontos megemliteni, hogy a PtdIns3P forgalom nagyon magas a
sejtekben, ami a kinaz enzimek konstitutiv aktivitasat igényli, erre utal legalabbis, hogy
PI3K gatlot adva a lipidet érzékeld bioszenzor gyorsan eltiinik a membranokrol [27].

A PtdIns3P szintjének szabalyozasaban fontos szerepet jatszanak a korai
endoszomakba lokalizalt myotubularin (MTM) lipid-foszfataz enzimek is, melyek
Kimutattak, hogy az MTM1 enzim overexpresszidja a korai endoszoOma ¢és a
multivezikularis test PtdIns3P-tartalmanak csokkenéséhez vezet [33], az MTML1-
deplécid pedig megnovekedett PtdIns3P-szintet eredményezett a sejtben [34]. Az MTM
altal katalizalt folyamatok fontossagat tdmasztja ald, hogy szamos mutacidjukat irtdk

mar le, melyek sulyos neuropatias és miopatias korképekhez vezettek [35].

2.1.3. PtdIns4P

A PtdIns4P-ra kezdetben tgy tekintettek, mint egy intermedier molekulara,
melynek a PM PtdIns(4,5)P,-szintéziséhez sziikséges szubsztrat ellatason kiviil mas
sejtélettani szerepe nincs. Eppen ezért meglepd volt, hogy egészen a kozelmultig
egyetlen PI4K enzimet sem sikeriilt az emldés sejtek PM-jaban kimutatni, hanem

ehelyett a klonozott izoenzimek az endoszoma membranokban és a Golgiban voltak
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megtalalhatoak (megjegyzendd, hogy élesztdsejtekben a PI4K aktivitassal rendelkezd
Stt4p enzim PM lokalizaciot mutat [36]). Tovabb erdsitette a PtdIns4P PM jelenlétének
gyantjat az a tény is, hogy a PtdIns(4,5)P, szintézisben elengedhetetlen
foszfatidilinozitol-foszfat-5-kinaz (PIP5K), melynek szubsztratja a PtdIns4P, Szintén a
PM-ban talalhato. A PM-ban talalhato PtdInsdP-ot végiil tobbféle technikaval
(immunfestés, metabolikus jelolést kovetd sejtfrakcionalas, PBD alapu bioszenzor) is
sikeriilt kimutatni [28, 37, 38]. Emellett az is vilagossa valt, hogy a PtdIns4P nem csak
egy metabolikus intermedier, hiszen szamos fehérje rendelkezik a lipid kotésére
alkalmas doménnel, ami a lipid szélesebb korli szerepére utal a sejtmiikodés soran [39].
Elesztégombaban is torténtek olyan korai megfigyelések, melyek szintén a PtdIns4P
0nallo szerepét tamasztjdk ald bizonyos sejtfolyamatokban, példaul a szekrécids
vezikulak kialakulasaban [40]. Mara mar szamos kozlemény latott napvilagot, mely a
PtdIns4P PtdIns(4,5)P,-tol fliggetlen meghatarozé szerepét taglalja a Golgiban [41] és a
PM-ban [42, 43]. Ilyen folyamatok tobbek ko6zott az ER export, autofagia, PM
receptorok jelatvitele, citokinezis, citoszkeleton atrendezddés, endoszomalis utvonalak
szabalyozasa, sejtndvekedés, apoptdzis, vagy a manapsag a gyogyszeripar altal is egyre
intenzivebben kutatott szerepiik az intracellularis patogének, példaul a hepatitis-, entero-
vagy kobuvirusok replikaciojaban [44].

A kiilonboz6 sejtorganellumok PtdInsd4P szintéziséért Osszesen négy PI4K
izoenzim felelds, melyeket két csoportba sorolunk, egyrészrél a Wm-érzékeny IlI-as
(Gjabb jelolés szerint PI4AKA ¢és PI4KB), masrészrdl az adenozinnal gatolhato II-es
tipustt PI4K-okra (PI4K2A és PI4K2B) [45]. A Golgi PtdIns4P tartalmaért foként a
PI4KB felel [46], de a PI4K2A és 2B szerepét is felvetik, foként a transz-Golgi
halézatban [47, 48]. Utobbi két enzim a korai és késdi endoszomaban jelentés igazan
[38]. A PM PtdIns4P szintézisét a PI4KA végzi [39, 49]. A kozelmultban szinte egy
idében tobb kozlemény is megjelent, melyben olyan gyorsan transzlokalodo
fehérjekomplexeket irtak le, melyben megtalalhatdo a PI4KA a PM-on is, amennyiben
stabilizalo faktorok jelen vannak (pl. EFR3, TMEMI150A), gatlo faktorok (pl. TTC7)
pedig nincsenek [50, 51]. Ezen komplex szerepét els6sorban a PM PPln-ek
reszintézisében tartjak jelentdsnek. Emellett a PI4KA enzim nagyfoku ER lokalizaciot
mutat, holott az ER-ban a PtdIns4P nincs jelen detektalhatd mennyiségben. A lipid

jelenléte azonban feltételezhetd, foként az ER kilépési helyeken, erre utal legaldbbis,
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hogy a PtdIns4P-re sziikség van a COPII burokfehérje (coatomer protein II) medialt ER
exportban [52]. Az ER-ban ugyanakkor megtalalhaté egy 4-foszfataz enzim a Sacl is,
melynek szerepe lehet az itt tapasztalhato alacsony PtdIns4P-szintben. Ezenkiviil leirtak
egy az ORPS5 és ORPS fehérjék altal medialt transzportot az ER és a PM kozétt,
melynek soran a kontaktpontokban PtdIns4P - foszfatidilszerin cseretranszport jon létre,

igy csokken a PM PtdIns4P és n6 a foszfatidilszerin szintje [53].

2.1.4. PtdIns5P

Ahogy kordbban mar emlitettem, a PtdIns5P szintje rendkiviil alacsony, és
pontos lokalizacidja és szerepe a sejtélettani folyamatokban a mai napig vitatott.
Sejtfrakcionalast kovetéen elsGsorban a PM-ban sikeriilt detektalni, de kimutathat6 az
ER-Golgi frakcioban illetve a korai endoszomakban is [28].

Szintézise egyrészrdl torténhet a PtdIns direkt foszforilacigjaval a PIKfyve
enzim hatasara [54], de képz6désében legalabb ilyen fontosnak tiinik a PtdIns(3,5)P;
MTM foszfatazok altali 3-as pozicioban torténé defoszforilacioja [55]. Szintjének
szabalyozasaban a Il-es tipusu foszfatidilinozitol-kindzok is fontos szerepet toltenek be,
melyek a 4-es pozicioban képesek foszforilalni a PtdIns5P-ot, igy csokkentve
mennyiségét [56]. Bar szamos foszfatidilinozitol-5-foszfatdz enzim ismert, ezek
szerepét a PtdIns5P — PtdIns atalakulasban mindezidaig nem sikeriilt igazolni [5].

A PtdIns5P elsésorban a sejtmagban zajlé folyamatok, mint példaul a
stresszhelyzetek altal kivaltott jelpalyak regulalasa kapcsan tiinik fontosnak [57], de
emellett kapcsolatban allhat az Akt [58] és mTOR [59] jelpalyakkal, a T-sejtek

crer

regulacidja révén a daganatképz6déssel is [63, 64].

2.1.5. PtdIns(3,4)P:

A PtdIns(3,4)P, bazalis szintje rendkiviil alacsony, de PI3K enzimek
aktivalodasa sordn jelentdsen képes néni. Ennek mértéke sejtenként eltérd, foként attol
fiigg, hogy az adott sejttipusban mennyire aktivak az 5- és 4-foszfataz enzimek [65]. F6
lokalizacioja a PM, azon beliil is a lamellipédiumokban sikeriilt emelkedett szintjét
kimutatni [66], de emellett fontosnak tiinik a klatrin-burkos vezikulak kialakulasa soran
is [14]. A PM-ban keletkezett PtdIns(3,4)P, egy kis része az endocitozis folyaman

megmarad, és igy eljuthat mas sejtalkotokba is, erre utal, hogy elektronmikroszkdppal
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késziilt felvételeken sikeriilt a lipidet kis mennyiségben az ER-ban, illetve az
endoszomalis kompartmentekben, foként a multivezikularis testben detektalni [67].

Bar elméletileg a PtdIns(3,4)P, keletkezhet a PtdIns4P 3-as, illetve a PtdIns3P
4-es pozicidban végbemend foszforilacidjaval is, de a lipid szintjének novekedésében
fontosabbnak tiinik a PtdIns(3,4,5)P3 SHIP1/2 5-foszfatazok altali defoszforilacidja. A
legnagyobb emelkedést ugy lehet elérni, ha a sejteket H,O,-dal kezelik, mely egyrészrol
gatolja a 3-foszfataz aktivitasi foszfataz és tenzin homoldég (PTEN) valamint
feltehetden a 4-foszfataz aktivitasu enzimeket is, igy a PtdIns(3,4,5)P3 degradacié csak a
PtdIns(3,4)P;, iranyaban tud végbemenni [68]. A PtdIns(3,4)P, bontasa foként inozitol-
polifoszfat-4-foszfatazok (INPP) altal torténik, melyek koziil mind az INPP4A, mind az
INPP4B egyarant specifikusan csak ezt a lipidet bontja. A két enzim csdkkent
mikodését szamos korképpel hoztdk mar Osszefiiggésbe (neurodegenerativ eltérések
[69], daganatos megbetegedések [70], asztma [71], oszteopordzis [72]), melyek az
emlitett szubsztratspecificitas miatt egyértelmien jelzik a PtdIns(3,4)P, kozponti
szerepét ezen patologids folyamatok kialakuldsdban. A mar emlitett sejtélettani
folyamatokon tal a lipid szerepet jatszik az Akt, a lammelipodin, az SNX9, a TAPP1 és
TAPP2 fehérjék altal regulalt jelpalyakban is [73].

2.1.6. PtdIns(3,5)P:

Mig élesztdben a lipid szintje magasnak mondhato, hozzavetdlegesen fele a
PtdIns(4,5)P, mennyiségének, addig emlds sejtekben két nagysagrenddel kevesebb
talalhato bel6le [10]. Pontos lokalizaciojanak feltérképezése sokaig nem volt megoldott,
mert nem sikeriilt olyan bioszenzort fejleszteni, mely egyértelmilen és specifikusan
képes lenne felismerni a lipidet. Végiil a kozelmultban, a mukolipin csatorna TRPML1
N-terminalis tandem szekvenciajanak segitségével sikeriilt a PtdIns(3,5)P,-0t a késoi
endoszomaban és lizoszomaban detektalni [74]. Ezt a lokalizaciot a korabbi
funkcionalis vizsgalatok illetve a lipid metabolizmusaban szerepet jatsz6 enzimek
elhelyezkedése is valosziniisiti. Egy masik tanulmany ugyanakkor immunfestéses
vizsgalatok alapjan a mitokondriumban mutatta ki [75], bar ez az elhelyezkedés a
jelenleg a PtdIns(3,5)P,—r6l rendelkezésre allo adatok alapjan erdsen vitathato.
foszforilacigja torténik a mar korabban is emlitett hVPS34 révén, majd a PtdIns3P-ot a

Ill-as tipusu PtdIns-foszfat-kindz, mas néven PIKfyve enzim foszforilalja az 5-0s
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pozicidban [76] (élesztdkben ezt a Fabl végzi). Mas utvonalat ezidaig nem sikeriilt
leirni, igy a PtdIns5P 3-foszforilacidja vagy a PtdIns(3,4,5)P; 4-foszfatazok altali
bontasa bar elvileg lehetséges lenne, de a természetben valdszinlileg nem jatszik
szerepet a PtdIns(3,5)P,-szint kialakitasaban. Bontasat a Sac3 5-foszfataz (élesztében
Fig4) illetve az MTM 3-foszfataz enzimek végzik [5]. Utobbi folyamat a korabban
emlitetteknek megfelelden kiemelten fontos lehet a sejt PtdIins5P-szintjének ndvekedése
szempontjabol. A metabolikus utvonal érdekessége, hogy a szintézisben fontos PIKfyve
¢és a lebontasban 1ényeges Sac3 egyazon molekularis komplexben helyezkednek el (a
komplex része még az ArPIKfyve allvanyfehérje [77]), ami ¢élesztdsejtekben is
megfigyelhetd [78]. A jelenség felhivja a figyelmet a PtdIns(3,5)P; Szintjének szigoru
szabalyozasara és gyors turnoverére.

Az els6é megfigyelés a lipid sejtélettani szerepével kapcsolatban az volt, hogy
PtdIns(3,5)P,—hianyos sejtekben nagy vakudlumok keletkeztek a kés6éi endoszomak és a
lizoszomak helyén [79]. Ezen struktirak kialakuldsdban szerepet jatszhatnak
PtdIns(3,5)P, érzékeny fehérjék, pl. Atgl8, Atg21, Hsv2 [76]. Szamos endoszomalis és
lizoszomalis ioncsatornardl is sikeriilt igazolni, hogy a lipid szintje képes befolyasolni
mikddésiiket, melyek koziil legfontosabbak a mukolipin tranziens receptor potencial
(TRP) TRPMLI1, TRPML2 és TRPML3 [80], illetve a két-porus (TPC) TPC1, TPC2
csatornak [81], de a szarkoplazmas retikulumban talalhato rianodin receptor is érzékeny
a lipidre [80]. Emellett a PtdIns(3,5)P,-nak szerepet tulajdonitanak tobbek kozott a
multivezikularis testben torténd osztalyozo6 funkciok, a kortikalis aktin atrendezddés, az
endoszoma ¢és transz-Golgi halozat kozotti transzport, az inzulin hatasara bekovetkezd
GLUT4 és mTORCI1 kihelyez6dés, az autofagia, a folyadék-fazisu endocitozis, az
exocitozis, az AMPA receptor és a Ca,1.2 csatorna szabalyozasaban is [4]. Sokrétl
szerepe alapjan nem meglepd, hogy a lipid szintézisében résztvevé enzimek mutacioi
szamos sulyos, de szerencsére ritka korkép kialakulasahoz vezetnek. lgazolt ezen
enzimdefektusok koroki szerepe a Charcot-Marie-Tooth betegség kiilonb6z6 formai
[82], az amiotrofias- és primer lateralszklerdzis [83], a Yunis-Varon szindroma [84],

illetve a Francois-Neeten-féle szaruhartya disztrofia [85] esetén is.

2.1.7. PtdIns(4,5)P:
Az allati sejtek leggyakoribb PPIn-je a PtdIns(4,5)P,, mely ugyanakkor joval

kisebb mennyiségben fordul eld élesztd- és novényi eredetli sejtekben [10]. F6
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lokalizacioja a PM, ami fluoreszcensen jelolt szenzorral [86, 87] és antitesttel [88]
egyarant konnyen detektalhatd. Elektronmikroszkopos analizis segitségével, GST-kotott
PLC61-PH domének felhasznaldsaval sikeriilt Golgi, endoszoéma, ER ¢&s magi
lokalizaciot is kimutatni [89]. Feltehetéen a tobbi PPIn-re is igaz, de talan széleskoriien
a PtdIns(4,5)P, esetén terjedt el legfoképp az a vélemény, hogy a PM-on beliil nyugvo
sejtekben is talalhatdak a lipidben gazdag régiok [90]. Bar ezek vizualizalasa a mai
napig nem  megoldott, funkcionalis  vizsgalatok  PtdIns(4,5)P,—ban  dus
membranteriiletek jelenlétére utalnak [87, 91]. Ugyanakkor felmeriil annak a lehet6sége
is, hogy a lipidben szegényebb teriiletek valojdban nem tartalmaznak kevesebb
PtdIns(4,5)P,-t, csak szekvesztralva vannak a lipidhez nagy affinitassal kot6do fehérjék,
mint példaul a mirisztoilalt alanin-gazdag c-kinaz szubsztrat, a citoszkeleteon-asszocialt
protein 23 vagy a ndvekedés-asszocialt protein 43 4ltal, és ezért nem hozzaférhetdek
ezek a raktarak az enzimek vagy a bioszenzorok szamara [92]. Mindezen megfontolasok
miatt vitatott a PtdIns(4,5)P,-gazdag mikrodomének 1étezése, és szamos kutatas zajlik
jelenleg is a kérdéskor tisztdzasa céljabol.

A lipid szintéziséért foszfatidilinozitol-foszfat-kinazok (PIPK) feleldsek,
melyeket 6 gén kodol a huméan genomban. Két 3 f6s csoportba soroljuk ezen enzimeket,
az egyes tipusu vagy PIPKI fehérjék elssorban a PtdIns4P inozitol-gytriijének 5-6s
hidroxil-csoportjat képesek foszforilalni, mig a kettes tipusba tartozok (PIPKII) a
PtdIns5P 4-foszforilacidjat végzik [93]. Mivel a PtdIns4P szintje a PM-ban 1ényegesen
meghaladja a PtdInsbP-ét, ezért els6sorban a PIPKI enzimek altal katalizalt
folyamatokat tartjak fontosnak a PM PtdIns(4,5)P, szintézisében [94], melyet PI4K
gatloszeres vizsgalatok is alatamasztanak [95]. A PIPKI enzimek szubsztratjat a PM-
ban a korabbiakban leirtaknak megfeleléen foként a PI4KA hozza 1étre [49], bar egyes
tanulmanyok felvetik, hogy a Golgiban a PI4KB altal szintetizalt PtdIns4P is szerepet
jatszhat a PM PtdIns(4,5)P;, szintjének fenntartasaban [96]. A hormonalis ingerlést
kovetd PtdIns(4,5)P, reszintézisben szintén a PI4KA tiinik fontosnak [39]. Kinetikai
vizsgalatok gy talaltak, hogy a PIPKI enzimek rendkiviil gyorsan képesek foszforilalni
a PtdIns4P-t, igy a PtdIns(4,5)P, reszintézisében a PtdIns4P képzddése a sebesség-
meghatarozo 1épés [12]. Arrol, hogy az allati sejtek miként érzékelik a receptor ingerlést
kovetden 1étrejovo csokkent PtdIns(4,5)P,-szintet, és milyen jelatviteli ttvonalakon

keresztiil aktivalodnak a reszintézisben fontos enzimek, még nem all rendelkezésre
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meggy6z$ irodalmi adat. Elesztdsejtekben azonositottdk az Opyl fehérjét, mely a
PIPKI-nak megfelelé Mss4 enzim regulatora, és ami a PM magas PtdIns(4,5)P, szintje
esetén ledllitja az Mss4-et [97], igy a talzott reszintézisnek szabhat gatat. A tanulmany
felveti a TAPPI1 fehérje hasonlo szerepét, de ezt allati eredetii sejtben még nem sikertilt
igazolni.

A PtdIns(4,5)P; szintjének csokkenése 3 utvonalon is bekovetkezhet. Egyrészt
receptor ingerlést kovetden aktivalodhatnak PLC enzimek, melyek a PtdIns(4,5)P,-ot
két fontos masodlagos hirvivére, Ins(1,4,5)Ps-ra és DAG-re bontjak [98]. Masrészt,
szintén hormonalis stimulusra aktivalodhatnak a PI3K-ok is, melyek a 3-foszforilacio
révén PtdIns(3,4,5)Ps-ot fognak képezni (részletesebben 1d. 2.1.8. fejezet). Harmadrészt
a sejtben megtalalhatoak széles szubsztratspecificitasi 5-foszfataz enzimek is. Az
elséként leirt ilyen fehérje az inozitol-polifoszfat-5-foszfataz A (INPP5A) volt, melyrél
kideriilt, hogy PPIn-eket nem, csak inozitol-foszfatokat bont [99], igy szerepe van az
Ins(1,4,5)Ps-jelpalya regulalasaban, de nem a PtdIns(4,5)P, csokkentése révén. Késébb
azonositottdk az OCRL (mutdcidja okulocerebrorendlis tiinetekkel jard6 Lowe
szindromat okoz, innen ered a neve), az INPP5B, INPP5E, INPP5J és INPP5SK
izoenzimeket, melyek mindegyike képes a PtdIns(4,5)P, bontédsara, de legtobbjiik a
PtdIns(3,4,5)Ps- és az inozitol-foszfatok 5-foszfatjat is hidrolizalja [100]. Emellett
léteznek olyan 5-foszfatdz aktivitasti enzimek is, melyek rendelkeznek a 4-foszfat
hasitasara alkalmas doménekkel is. Ez a két enzim, a synaptojanin 1 és 2, az idegsejtek
veégkésziilékein fordul eld nagyobb mennyiségben, ¢és feltehetden az exocitozis és
endocitozis folyamatahoz sziikséges gyors PPIn metabolizmusban vesznek részt, elobb
az 5-0s majd a 4-es pozicidban 1évé foszfat-csoport hidrolizisével [101]. A sok
izoenzim és a némiképp eltérd szubsztratspecificitas jol mutatja, hogy a lipid szintjének
regulalasa rendkiviili médon szabalyozott, és a kiilonbozd sejtélettani funkciokért mas-
és mas enzim komplexek felelnek.

A PtdIns(4,5)P,, mint a PM-ban legnagyobb mennyiségben el6forduldo PPlIn,
rendkiviil sok sejtélettani folyamatot képes befolyasolni. A legrégebbrdl ismert szerepe,
mint azt mar korabban is emlitettem, hogy két fontos masodlagos hirvivé molekulanak,
az Ins(1,4,5)Ps/DAG illetve a PtdIns(3,4,5)P3-nak is eléanyaga, igy kulcsszereplonek
tekinthetd a GPCR és RTK jelatvitelben. A Ca®" szignalizacioban tobb fronton is

kulcsszerepld, egyrészt az Ins(1,4,5)P3 révén az ER-bdl torténd Ca®" felszabadulasban,
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masrészt szamos PM Ca?'-csatornat és transzportert regulal, kezdve a PM Ca?*-
pumpatol [102], a legtobb TRP csatornan at [103] a kapacitativ kalcium bearamlasban
fontos STIM1-Orail komplexig [91] (bar utobbiban felmeriil a PtdIns4P kozponti
szerepe is [104]). Egyéb PM ioncsatornak szabalyozasaban is részt vesz, tobbek kozott a
Kir2.2 [105] vagy az IRK1 [106] kalium-csatorna mikodését is meghatarozza a lipid
szintje. Emellett az aktin polimerizacio, és igy a citoszkeleton atrendezddésért felelds
szamos fehérje all a PtdIns(4,5)P, befolyésa alatt, mint példaul a gelsolin, az N-WASP,
a cofilin, az aktin depolimerizal6 faktor (ADF), a profilin vagy az a-actinin [3], igy a
lipid fontos szerepet jatszik a membrandeformalddassal jard valamennyi sejtélettani
folyamatban. Szdmos nemrégiben megjelent Osszefoglaldé kozlemény taglalja a
PtdIns(4,5)P, és a tobbi PPIn jelentéségét a migracio [107], a fagocitozis és
makropinocitozis [108], az exocitozis [109] és az endocitdzis [110] kapcsan. Utdbbi
folyamat és a PtdIns(4,5)P, kozotti kapcsolat kimutatasaval munkacsoportunk is
kiemelten foglalkozik. A témaban egy tarsszerzOs kozleményem jelent meg, melyben
leirtuk, hogy a PM PtdIns(4,5)P, szintjének akut mesterséges csokkentése esetén a
GPCR-ok internalizacidja gatolddik, mert bar a receptorok az ingerelést kovetden
klaszterekbe rendezédnek a PM-on beliil, de a lefiiz6désiik nem tud megtorténni a lipid
hianyaban [111].

A PtdIns(4,5)P, metabolizmusaban szerepet jatszo enzimek szdmos
betegségokozo eltérése ismert. A PIPKIy funkcidvesztéses mutacioja letalis kongenitalis
kontraktras szindroémahoz vezet [112], mig a PI4K-ok és PIPKI-ok ndvekedett
aktivitasat mutattak ki tobb hepatoma eredetii sejtvonalban is [113]. Az OCRL
defektusa tehet6 feleldssé a Lowe- [114] és a Dent-szindroma [115] kialakulasaért, a
synaptojanin 1 és 2 koros miikddése pedig szerepet jatszhat a Down-szindroma, a

bipolaris zavar illetve a korai parkinzonizmus tiineteinek 1étrejottében [100].

2.1.8. PtdIns(3,4,5)P3

A PtdIns(3,4,5)P3 szintje nyugvo sejtekben detektalhatatlanul alacsony, de kiilsé
ingerek hatasara, mint példaul RTK-ok stimulalasakor nagymértékben megndvekszik,
akar a nyugalmi érték tobbszazszorosara is [116]. Elsésorban a PM-ban talalhaté meg,
amit tobb bioszenzorral és antitesttel is sikeriilt kimutatni [117], de felmeriil magi
jelenléte is. A PM-on beliil foként a migralo sejteknél a kemotaktikus adgens felé néz6

membranrészben, a kialakulé fagoszomaban illetve a lamellipodiumokban ddsul [118].
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I-es osztalyba tartozo PI3K-ok végeznek. Ezen osztilyba 4 izoenzim tartozik (a, B, v,
d), melyek egy 110 kDa-os katalitikus és egy regulatoros (p85) alegységbdl allnak. Ez
utobbi dontéen befolyasolja az enzimek aktivalédasanak modjat: mig a p110a, B és, 0
izoformak a p85 alegység SH2-doménje segitségével képesek foszforilalt RTK-okhoz
kotédni vagy GTP-kotott Ras fehérjék révén aktivalodni, addig a p110y GPCR-ok
jelatvitelén keresztiil, a heterotrimer G-fehérje Py alegysége segitségével aktivalodik
[119]. Emellett mar régen leirtak olyan titvonalat is, melyben a PtdIns3P-ot a PtdIns4P-
5 kinazok egy tobblépcsés folyamat révén képesek PtdIns(3,4,5)Ps-ta alakitani [120],
bar ezen szintetikus Ut jelent6sége mind a mai napig nem ismert. A PtdIns(3,4,5)Ps-
PTEN végez, masrészr6l a SHIP 1 és 2 (SH2-t tartalmazo inozitol-foszfataz) 5-
foszfatazok altal. Mig el6bbi reakcio foként az alacsony bazalis PtdIns(3,4,5)Ps-szint
fenntartasa szempontjabdl tlnik fontosnak, utobbi a stimulusra bekdvetkezd talzott
szintemelkedésnek szab gatat [121]. Emellett mas 5-foszfatazok is rendelkeznek
PtdIns(3,4,5)P3-bontd képességgel (a korabban mar emlitett synaptojanin 1 és 2, OCRL,
INPPSE, INPP5J, INPP5K), de pontos szerepiik a lipid szintjének csokkentésében, még
nem tisztazott [100].

Szamos sejtélettani folyamat és hozzajuk kothetd fehérje ismert, melyet a PM
PtdIns(3,4,5)P; szintje képes befolyasolni, ezeket mutatja be vazlatosan a 3. dbra. Az
egyik legismertebb ilyen a protein kinaz B (PKB vagy mas néven Akt), mely a sejtek
szabalyozéasaban is kozponti szerepld. A PKB kihelyezddésében ¢és aktivacidjaban
fontos szerepet jatszik a foszfoinozitid-dependens kinaz 1, mely enzim - ahogy azt a
neve is mutatja - szintén PtdIns(3,4,5)P; altal szabalyozott [122]. Tovabbi
PtdIns(3,4,5)Ps—koté fehérje a GRP1, az ARNO és a cantaurin-1, melyek az ARF
guanin nukleotid kicseréld fehérjéi (GEF), a Rho és Rac esetén hasonlo funkciot betdltd
Tiaml és Vav fehérjék, az integrin jelatvitelben fontos cytohesin, illetve a foként
immunsejtekben jelentds Bruton tirozin-kinaz (Btk) [123]. A PPIn-haztartasban és
jelatvitelben kozponti enzimek, mint példaul a PLCy [124] és a protein kinaz C (PKC)
[125] szintén képesek kotni a lipidet, mely jol mutatja a receptoringerlést kovetd

dinamikus PPIn véltozasok komplexitasat.

21



DOI:10.14753/SE.2016.1914

@ novekedési faktor

SEE Ptdins3,4,5P,
g G P @ ;(g <
© P) p85s ) p1
e 9| [E0em)

45P, @ || ® cjass A l
L,J i D (7ed)
AN
- — C(-j?f,g/ \\ termelés
N
A/// \\ (St

o0 (00 () (eskd)  Eo

i \1 / v - \ v
* * Fehérje- S Glikogén | [ Géntransz- |
Tulélés : AT
Ca2+ [ PKCs szintézis ) ) metabolizmus kripcié

o.p

3. abra - A PM PtdIns(3,4,5)Ps—szint emelkedéséhez vezetd, és a lipid altal befolyasolt legfontosabb sejtélettani
folyamatok, forras: [126] Mind RTK, mind GPCR ingerlés hatasara 1étrejohet a kiilonboz6 PI3K-ok aktivacioja,
melyek szubsztratként PtdIns(4,5)P,-ot felhaszndlva novelik a PM PtdIns(3,4,5)P; mennyiségét. A lipidszint
emelkedése tovabbi szignalizacios komponenseket aktivalhat, mint példaul a Btk, PLCy, PKC3 és { enzimeket
(rozsaszinnel jelolve) melyek jelentés szereplok a PPIn-ek metabolizmusaban is. A PDKI1/2 és PKB a
fehérjeszintézist, a sejttilélést, a glikogén metabolizmust és a géntranszkripciot képesek reguldlni az emlitett
folyamatokban résztvevd kulcsfehérjék (S6K, TOR, BAD, GSK3, FOXO) foszforilalasa révén (sarga szinnel jeldlt
folyamatok). Kis G-fehérjék (Cdc42, Rho, Rac) is érzékenyek a lipid szintjére, melynek igy szerepe van a
citoszkeleton atrendez6dés és a szuperoxid-termelés folyamataban is (z6lddel mutatva).

A PM-ban betoltott szabalyozd szerepe mellett tobb adat is utal arra, hogy a
PtdIns(3,4,5)P3 a sejtmagban zajlo folyamatoknal is kdzponti tényez6. Itt talalhaté meg
példdul a GTPaz aktivitasi PI3K-szabalyoz6 PIKE (PI3K-enhancer) fehérje, a
PtdIns(3,4,5)P; receptornak tartott nucleophosmin, illetve a lipid kotésére egyarant
képes SF-1 és LRH-1 magreceptorok, melyek a PtdIns(3,4,5)P3 kiterjedt szerepére
utalnak ezen sejtalkotoban is [127].

A leirt, PtdIns(3,4,5)P3 altal regulalt folyamatok alapjan nem meglepd, hogy a
szintézisében résztvevo enzimek defektusai szamos korképben fellelhetéek. Ezek kozé
néhany ritka genetikai megbetegedésen tul [128] olyan népbetegségek is beletartoznak,
melyek a fejlett vilag legjelentésebb morbiditasi és mortalitasi tényezo6it jelentik, mint
példaul a cukorbetegség, daganatos megbetegedések, kardiovaszkuldris és gyulladdsos

korképek [129].
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2.2. Afoszfoinozitidek szerepe a fehérjék miikodésében

Azéltal, hogy a PPIn-ek elhelyezkedése jellegzetes mintazatot mutat a sejtben,
mintegy megjeldlik a kiilonféle sejtalkotokat, és lehetové teszik a fehérjék szamara azok
felismerését. A periférids fehérjék PPlIn-tartalmi membranokhoz torténd elsddleges
kapcsolodéasa jellegzetesen elektrosztatikus kolcsonhatasok altal vezérelt, de ezt
kovethetik és igy stabilizalhatjak H-hidak, tovabbi elektrosztatikus kotések vagy
membran penetracio [130]. Erre példa az endocitozisban fontos 4 alegységbdl (a, B2, u2
¢és 62) 4ll6 AP-2 adaptor komplex, mely képes a PM-hoz kotddni. Azt feltételezik, hogy
az a-alegységen keresztiil egy kezdeti gyenge kotés 1ép fel a PtdIns(4,5)P,-tal, ami egy
konformacids valtozast idéz eld a pu2 alegységben. Ennek hatdsara elérhetévé valik egy
Ujabb PtdIns(4,5)P2-kotd régio illetve egy olyan molekularész, mely az endocitozisra
szant fehérjék YXXO-motivumaval képes kotést kialakitani [2]. Ez a tobbszinti
interakcio mar egy erds kotést jelent a PM és az AP-2 kozott.

A PPIn-ek bemutatasa soran szamos fehérje keriilt megemlitésre, melyek PBD-jeik
segitségével képesek tobbé-kevésbé specifikusan kotni valamelyik lipidet. Az elséként
leirt PBD a pleckstrin homoldgia vagy roviden PH-domén volt [131], melyet aztan
szamos masik kovetett. A PH-domének alkotjak egyben a legnépesebb csaladot is,
melynek kozel 300 tagja ismert [132]. Mostanaig legalabb 14 féle PBD-t azonositottak,
melyek nevét, jellegzetes PPIn-kotését és kristalyszerkezetét az 1. tablazat foglalja

0ssze.

1. tablazat — A PPIn-koté domének, szelektivitaisuk és szerkezetiik; forras:[130] Jelenleg 14 féle
PBD-t ismeriink, melyek eltérd szelektivitassal képesek kotddni a kiilonbozé PPIn-ekhez. Az egy csaladba tartozo
doménekrdl fontos megemliteni, hogy nem sziikségszeriien kotik ugyanazon lipidet, illetve a domének ritkan lipid
szelektivek. A jobb oldali oszlopban az adott csalad egyik jellegzetes képviseldjének kristalyszerkezete lathatd. A
fehérje neve mellett zardjelben a protein adatbank azonositdja van feltiintetve (protein adatbank url-kddja:

www.rcsb.org).

PPIn szelektivitas Szerkezet
PtdIns(4,5)P,, PtdIns(3,4,5)P5
némely PtdIns(3,4)P,

Calm ANTH (3ZYK)

PtdIns(4,5)P,, PtdIns4P W

Amphiphysin BAR (4ATM)
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Foként PtdIns(4,5)P,, de kisebb mértékben
valamennyi PPIn

PtdIns(4,5)P,

Epsin ENTH (LHOA)

PtdIns(4,5)P,

Moesin (LE5W)

Foként PtdIns3P

Protrudin: PtdIns(4,5)P,, PtdIns(3,4)P, és
PtdIns(3,4,5)P3

EEAL FYVE (1HYI)

PtdIns4P

GOLPH3 (3KN1)

Anionos lipidek

Kcedp KAL (30ST)

PtdIns(4,5)P, de bizonyos fehérjék PDZ-doménje
nem-szelektiv

PSD95 PDZ3 (1TP3)

Vannak szelektiv és nem-szelektiv domének

PtdIns(3,4,5)Ps, PtdIns(4,5)P,, PtdIns(3,4)P,,
PtdIns(3,5)P,, PtdIns3P, Ptdins4P

Akt PH (1UNQ)

PROPPINS PtdIns(3,5)P, és PtdIns3P

Hsv2p PROPPINS (4EXV)
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PtdIns(4,5)P,

Disabled-2 PTB (1INU2)

Féként PtdIns3P, némely PtdIns4P, PtdIns(4,5)P,,
PtdIns(3,4,5)P; vagy Ptdins(3,4)P,

<
P40™™* PX (1H6H)

PtdIns(4,5)P,

TUBBY (1I7E)

Ahogy az a tablazatbol is lathatd, az egyazon csaladba tartoz6 PBD-ek nem
feltétleniil kotik specifikusan ugyanazon lipidet. A Saccharomyces cerevisiae PX-
doménjeinek mindegyike nagy PtdIns3P-affinitassal rendelkezik [133], ugyanakkor a
kiilonb6z6 PH-domének kiilonféle PPIn-eket képesek kotni [134]. Jol ismert példaul,
hogy az Akt-PH egyarant kotédik a PtdIns(3,4)P, és a PtdIns(3,4,5)Ps-hoz [135], mig a
PLC31-PH els6sorban a PtdIns(4,5)P,-ot és alacsonyabb affinitassal az Ins(1,4,5)P3-ot
ismeri fel [136].

A felsorolt domének némelyike csak nagyon gyengén képes a lipidet kotni, igy
onmagukban nem elegendéek ahhoz, hogy a fehérjét a membranhoz kapcsoljak, de
dimerként vagy oligomerként mar képesek erre. Ismertek olyan fehérjék, mint példaul a
korai endoszoéma antigén-1 (EEAL), pleckstrin, TAPP1 és TAPP2, melyek tobb PBD-
nel rendelkeznek, hogy a membranasszociaciot biztositsak [7, 97]. Maskor, mint példaul
az endocitozisban jelentés dinamin esetében, a monomer fehérje PtdIns(4,5)P,-ot
tartalmaz6 membranteriiletekhez torténd kotdédésének disszociacios konstansa (Kg) a
millimolaris nagysagrendbe esik, de dimerként, az additiv hatas kovetkeztében ez az
érték mikromolaris nagysagrendtivé valik [137]. A PBD-nel rendelkez6 fehérjék
miikddésének vizsgalatan tul a PBD-ek affinitdsanak és lipidszelektivitasanak vizsgalata

abbol a szempontbdl is jelentds, hogy a jelolt klonozott PBD-ek felhasznalhatoak a
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PPIn-ek nyomon kdvetésére is, mely alkalmazasi teriiletre a 2.3.2.3 fejezetben késdbb
részletesen kitérek.

Sok esetben a domének membrankotéséhez nem elegendé pusztan a lipidek
jelenléte, hanem egyéb faktorokra is sziikség van, mely jelenséget koincidencia-
felismerésnek, vagy mas néven kettés detektalasnak neveznek [138]. Ez a faktor lehet
valamilyen fizikai hatds, mint példaul az osztalyozo nexinek BAR-doménje esetén a
membran gorbiilete [139], de sok esetben egy masik molekula jelenlétére van sziikség,
mint ahogy azt az emlitett AP-2-nél is lathattuk. Ez a kettés detektalas egyben még
pontosabban meghatarozza az adott fehérje sejten beliili elhelyezkedését, hiszen csak
mindkét tényezd egyiittes jelenléte esetén iranyitddnak a fehérjék az adott sejtalkotoba.
Ez a magyarazata példaul annak, hogy a PtdIns4P - érzékeny FAPP1-PH a Golgiban
fordul el6 ahol a masik kotépartnere, az Arfl is megtalalhato [140], de a PtdIns4P—ban
szintén gazdag PM-ban csak elenyész6 mennyiségben van jelen [49].

Fontos megemliteni, hogy a PPIn-ek nem csak olyan fehérjék membrankotését
képesek eldidézni, melyek rendelkeznek valamilyen tobbé-kevésbé specifikus PBD-nel,
hanem anionos tulajdonsaguk kovetkeztében a bazikus aminosavakban gazdag
fehérjéket is vonzzak elektrosztatikus kolcsonhatasok révén [141]. Bar ezen funkciot
foként egy masik PM foszfolipid, a foszfatidilszerin kapcsan szokéds hangsulyozni, a
PtdIns4P és a PtdIns(4,5)P; is részt vesz a PM belsé lipidrétegének negativva tételében
[42]. Tobb esetben is sikeriilt kimutatni, hogy a PM bels6 rétegének atrendezédése, és
igy a negativ toltések szdmanak csokkenése az elsdsorban elektrosztatikusan kotott
fehérjék, mint példaul a K-Ras vagy a Racl PM lokalizacidjanak elvesztésével jar
[142].
megvaltoztatasaban és aktivalasaban is részt vesznek. Az Akt-PH, Arf GTPaz aktivitast
fehérjék (GAP) illetve az Arf GEF Brag2 PPIn-kétése a membrankapcsolodastol
fliggetleniil képes aktivalni a fehérjeket, de szamos korabban emlitett csatorna
kapuzéasat is Dbefolyasolja a lipid jelenléte [10]. A Kir2.2 kalium-csatorna
kristalyszerkezetének vizsgalatakor példaul leirtdk, hogy a tetramer szerkezetli csatorna
minden alegységének PtdIns(4,5)P,-kotése sziikséges a porus nyitasahoz [143].

Egy kozelmultban megjelent kozlemény felveti a PPIn-ek szerepét a nem-

vezikularis lipidtranszport szabalyozasaban is [144]. Az ER-Golgi kontaktpontban
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elhelyezked6 OSBP PH-doménje révén a Golgi-membranban talalhaté PtdIns4P-hoz
kotodik, mig FFAT motivuma az ER VAP-A fehérjéjével 1ép interakcioba, igy mintegy
egymashoz horgonyozza a két sejtalkotot. A fehérje rendelkezik egy lipidtranszport
doménnel is, mely koleszterint juttat a Golgiba és helyette PtdIns4P érkezik az ER-ba.
A transzporthoz sziikséges energiat a PtdIns4P hidrolizise biztositja, melyet a Sacl
enzim hajt végre az ER-ban, ezaltal a lipid egyben a transzport limitdlo tényezdje is
[144].

Osszességében elmondhatd, hogy jelenlegi tuddsunk szerint a PPIn-ek 5 modon
képesek fehérjék miikodését szabalyozni [10]:

o Jellegzetes intracellularis megoszlasuk, és az 6ket felismerni képes PBD-ek
révén magas-affinitdsu sztochiometrikus kotéssel iranyithatjak a fehérjék
membranlokalizaciojat.

o Kettds detektalds soran mas molekularis partnerekkel egyiitt specifikusan
megjelolhetnek membranteriileteket.

e Anionos tulajdonsaguk révén elektrosztatikus kolcsonhatasokban vehetnek
részt.

o Fehérjék allosztérikus szabalyozasat végezhetik.

e Regulalhatjak a nem-vezikularis lipidtranszportot.

2.3. Afoszfoinozitidek szintjének kimutatasara alkalmas modszerek

Az eddigiek alapjan lathato, hogy a PPIn-ek rendkiviil fontos szerepet toltenek be a
sejtek fiziologids milkodésében. Nem meglepd, hogy a kordbban felsorolt, a PPIn
metabolizmusban szerepet jatszo enzimek szdmos muticidja ismert, melyek szerepet
jatszanak kiilonféle korképek kialakulasaban is. Nemcsak a sejtbiologia, de az
orvostudomany szempontjabol is elengedhetetlen fontossagi olyan modszerek
kifejlesztése, melyek segitségével a PPIn-ek szintje mérhetd. Ezen modszereket
alapvetden kétféle csoportba sorolhatjuk, biokémiai- és mikroszkop-alapu

megkozelitésekre [6].

2.3.1 Afoszfoinozitidek kimutatasa biokémiai mdodszerekkel
A PPIn-ek vizsgélatdnak egyik legrégebbi modja a sejtek metabolikus jeldlése
radioaktiv myo-[*H]inozitollal vagy **P-foszfattal, majd ezt kdvetéen a lipidek kivonasa,

és papirkromatografias analizise [145]. Modernebb technikat jelent a vékonyréteg- vagy
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ion-kicserélé nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) alkalmazasa [146]. Az
utobbi modszer egyik tovabbfejlesztett valtozata a HPLC-t kdvetd vezetdképesség-
mérés, melynek soran nincs sziikség radioaktiv jelolésre, ugyanakkor a technika
érzékenysége kisebb, mint a metabolikus jel6lésen alapuloké [8]. Bar az igy végzett
kisérletek szamos fontos informacidval szolgaltak a kutatasok soran, az alkalmazasuk ¢és
az altaluk nyert adatok interpretalhatosdga szdmos nehézségbe litkozik. Kérdéses
példaul a metabolikus jelolés megbizhatosaga, a detektalhato jel eléréséhez tobb millio
sejtre van sziikség és a mintakban igy is csak a mono- és bifoszforilalt PPIn-ek vannak
jelen kimutathaté mennyiségben.

Korszeriibb, a mai napig széles korben hasznalt technikanak szamit a folyadék-
kromatografiaval kapcsolt elektrospray ionizacios tomegspektrometria [9, 147, 148].
Nagyfoku érzékenysége mellett tovabbi eldnye, hogy a PPIn-ek zsirsavlancairol is
informaciot nyujt, képes megkiilonboztetni a telitett és telitetlen zsirsavlancokat,
ugyanakkor mindenképpen meg kell emliteni, hogy az eszkoz rendkiviil draga és a
kisérletek kivitelezése rendkiviil bonyolult [149].

A biokémiai technikak egyik legnagyobb problémaja, hogy a technika nem teszi
lehetévé a kiilonb6zé poziciokban foszforilalt PPIn izomerek egymastol torténd
elkiilonitését, marpedig a korabban leirtak is mutatjak, hogy a kiilonb6z6
monofoszforilalt PPIn-ek, példaul a PtdIns3P, PtdIns4P merében eltéré szerepet
toltenek be a sejtélettani folyamatokban. Ezen tilmenden a PPIn-ek sejten beliili
elhelyezkedésérél semmilyen informacioval nem szolgdlnak ezek a technikak, bar a
legiijabb képalkotoval kombindlt tomegspektrometrias eljardsok mar mikrométeres
nagysagrendi felbontast is lehetdvé tesznek, mely megnyithatja az utat a szubcellularis
mérések felé [150], illetve egyes HPLC-n alapuld kisérletek megfelelé frakcionalasi
technikakat kovetden képesek valaszt adni ezekre a kérdésekre is [28]. A térbeli
felbontdson tGl azonban problémas az iddbeli felbontas is, hiszen a biokémiai
modszerek csak egy pillanatnyi PPIn-megoszlasrél adnak informaciot, nem teszik
lehetévé a kiilsé ingerekre, példaul receptoringerlésre bekovetkezd dinamikus
valtozdsok nyomon kovetését. Eppen ezért a biokémiai moédszerek jelenleg csak
kiegészitd szerepet toltenek be a PPIn kutatdsok soran, a f6 csapasiranyt a mikroszkopos

megkozelitések jelentik.
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2.3.2 Afoszfoinozitidek vizsgalata mikroszkop-alapi modszerekkel

Osszességében elmondhatd, hogy a mikroszkopos technikak nagy elénye, hogy
a lipidek sejten beliilli megoszlasarol és relativ szintjérdl is képesek informécioval
szolgalni. Altalaban az ilyen mérések epifluoreszcens vagy konfokalis mikroszképpal
torténnek, de a PM vizsgalatat lehet teljes belsd visszaverddésen alapulo fluoreszcencia
(TIRF) mikroszkoppal is végezni. Ezek felbontasa (maximalisan 0.1 um koriil) nem
teszi lehet6vé a membrandomén-szintli vizsgalatokat, de a legkorszeriibb
szuperrezolicioés mikroszkopokkal mar ez is kivitelezhetd (10 nm kérnyéki maximalis
felbontas) [151]. Ilyen technikaval sikeriilt példaul PtdIns(3,4,5)P3-ban gazdag régiokat
kimutatni a szinaptikus vezikuldk exocitézisa soran Drosophila neuronokban [152].
Me¢ég ennél is nagyobb felbontast tesznek lehetévé az elektronmikroszkopos mérések,
bar ezek kivitelezésénél altalaban fixacidra van sziikség, mely befolyasolhatja a mérési
eredményeket. Alkalmazhatosdgukat ugyanakkor jol mutatja, hogy nemrégiben sikertilt
veliik PtdIns(4,5)P,-ban gazdag PM teriileteket elkiiloniteni €16 sejtekben [153].

A mikroszkopos kimutatdsi technikakat alapvetden az alapjan kiilonitjik el,
hogy milyen modon torténik a lipidek jelolése. Ez torténhet egyrészt fluoreszcensen
jelolt PPIn-ek sejtbe juttatdsaval és azok nyomon kovetésével, de az endogén lipideket
is ki lehet mutatni antitestekkel vagy PPIn-cket kot6 fluoreszcensen jeldlt

fehérjedomének segitségével.

2.3.2.1 Fluoreszcensen jelolt lipidek

A fluoreszcensen jeldlt lipidek mar régdta a kutatok eszkoztarat gyarapitjak, a
PPIn-eken kiviil mas lipidek, mint példaul a szfingozinek vizsgdlatdnal is hasznosak
[154]. Tl azon, hogy mikroszkoppal jol nyomon kdvethetd a sejten beliili megoszlasuk
¢s mozgasuk, kapillaris elektroforézissel kis mintabol is nagy pontossaggal lehet
kvantitativ méréseket végezni velilk [155]. Hasznalatuk legfobb limitacidja, hogy a
fluorofor, mely &ltaldban a lipidek egyik zsirsavlancdhoz van kotve, megneheziti a
molekula sejtbe juttatasat, megvaltoztatja a lipidek hidrofobicitasat, ami kihathat a
sejten beliili elhelyezkedésiikre, megoszlasukra, mozgasukra [156]. Ezen feliil, ha mar
benn is vannak, az inozitol gytirli foszforilaltsaga gyorsan valtozhat, de a modszer nem
képes errdl informaciot nydjtani, hiszen a fluoreszcens jeldlést mindez nem érinti, igy a
lipidek egymasba torténd atalakuldsa félrevezetd eredményeket adhat. Tovabbi

problémaként még mindenképp megemlitendd, hogy a kiviilrél bejuttatott PPIn-ek
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természetesen felboritjak a sejtek endogén lipidegyensulyat, igy az altaluk nyert adatok

nem vonatkoztathatdak egy az egyben a fiziologids szintekre.

2.3.2.2 Antitestek

A PtdIns5P kivételével az 6sszes PPIn ellen 1étezik kereskedelmi forgalomban
kaphaté antitest [6], mely lehetévé teszi a mintdk immunfluoreszcens vizsgalatat.
Foként azokban az esetekben hasznosak, amikor a kisérletek valamilyen okbol nem
kivitelezhetéek fluoreszcensen jelolt lipidk6té doménekkel (I1d. 2.3.2.3. fejezet), mint
példaul szovetmintak jelolése, vagy nehezen transzfektalhatd sejtek esetén. A legjobban
karakterizaltak és legszélesebb korben alkalmazottak a PtdIns(4,5)P,-ellenes antitestek,
melyekkel tobbek kozott sikeriilt sejtciklus-fliggd, az mRNS-érésben fontosnak t{ing
PtdIns(4,5)P,—ban gazdag elektrodenz képleteket kimutatni HeLa sejtek magjaban
[157]. Egy masik munkacsoport PtdIns4P- és PtdIns(4,5)P,— ellenes antitestekkel
végzett kisérletek soran azt talalta, hogy kiilonb6z6 PI4K aktivitashoz kothetd
PtdIns4P-ban gazdag membranteriiletek kiilonithetdek el a PM-on és a Golgin beliil, s6t
ezenfeliil kordbban még nem azonositott citoplazmatikus vezikuldkban is taladltak
PtdIns4P-ot [37]. Szintén ebben a kdzleménylikben mutatnak be olyan, a sajat kisérleti
eredményeim szempontjabol is fontos adatokat, melyek arra utalnak, hogy a PM-ban
jelentés mennyiségli olyan PtdIns4P taldlhatdo, mely metabolikusan fiiggetlen a
nyugalmi PtdIns(4,5)P2-tol.

A PPIn-ellenes antitestek hasznalatanak nehézsége, hogy alkalmazasukkor
sziilkség van a minta fixalasara, amit nagyon koriiltekintéen kell elvégezni, mert az
eljaras soran a megszokott fixalo anyagokkal és detergensekkel a lipidek kivonddhatnak
a sejtekbol [158]. Szintén a fixalashoz kothetd probléma, hogy ezzel az eljarassal is csak
egy pillanatnyi képet lehet kapni a lipidek sejten beliili megoszlasarél, de a dinamikus
atalakulasokat, az atmeneti valtozasokat nem lehet nyomon kdvetni. Az antitestek
szenzitivitasat és specificitdsat mindig validalni kell az adott sejteken valamilyen mas,
nem immunfluoreszcens modszerrel is, mely szintén koriilményessé teszi
felhasznalasukat. Az eredmények értékelésekor figyelembe kell venni, hogy az
antitestekkel kapott adatok legjobb esetben is csak szemikvantitativnak tekinthetéek,
hiszen a fixalt sejtekben a fehérjék PPIn-ekhez torténd kotddése megakadalyozhatja az

antitestek bekotodéseét.
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2.3.2.3 Jelélt PPIn-kété fehérjedomének

A jelenlegi PPIn kimutatas f6 csapasiranya a korabban bemutatott (2.2 fejezet)
jelolt PPIn-koté fehérjedomének alkalmazasa. A specifikus, nagy affinitast, 1:1
sztochiometriaval kotodo izolalt PBD-ek klonozhatdak, mutalhatdoak, tetszés szerint
jelolhetoek, igy ideélis molekuldk a PPIn-ek detektalasara. Mivel kisérleteimben
kulcsszerepet jatszanak a PPIn-kot6 fehérjedomének, ezért ezeket a tobbi modszernél
részletesebben szeretném jellemezni.

A PBD-ekre jellemz6, hogy diffuz citoszolikus vagy magi lokalizacié mellett
altalaban egy adott membranban dusulnak [10]. Ha a mérések fixalt sejteken torténnek,
akkor hasonldan a 2.3.2.2 fejezetben leirtakhoz, itt is nagyon fontos a megfeleld fixalasi
¢s permeabilizaldsi technikédk alkalmazasa, hiszen ezek jelentdsen befolyasolhatjak a
kapott eredményeket [37, 89]. Ugyanakkor a PBD-ek fluoreszcens jelolése esetén intakt
¢l6 sejtekben is monitorozhatjuk a PPIn-eket. Amennyiben valamilyen olyan kiilsé
behatés éri a sejtet, mely megvaltoztatja a monitorozott lipid szintjét, akkor a bioszenzor
elvesziti (a lipid szintjének csokkenése esetén) vagy fokozza membranlokalizacidjat (ha
a lipid szintje nd), mely jelenség mikroszkoppal kdnnyen nyomon kovethetd, igy a PPIn
elhelyezkedésérdl és szintjének dinamikus valtozasardl is informaciot szolgaltat a
technika. Az els6 ilyen mérések a PLC31 enzim PH doménjével torténtek [86, 87], mely
a PtdIns(4,5)P, kimutatasat tette lehetévé, de roviddel ezt kdvetden mas lipideket is
sikeriilt hasonld6 modon nyomon kovetni ARNO-PH és FYVE-doménekkel [159, 160].
Mara mar tisztitott rekombinans PBD-ek segitségével mind a 7 kiilonféle PPIn
kimutatasa lehetévé valt [10]. A leggyakrabban hasznalt bioszenzorokat és legfontosabb
jellemzoiket a 2. tablazatban mutatom be.

A jelolt PBD-ek hasznalata kapcsan is igaz, hogy az eredményeket nagyon
koriiltekintden kell kiértékelni. Az egyik kulcskérdés, hogy mennyiben tekinthetéek
ezek a domének a PPIn-kotés szempontjabol specifikusnak. Ennek meghatarozasa
korabban in vitro vizsgalatokkal, példaul ELISA vagy protein-lipid kotédési (overlay)
technika segitségével tortént [158, 161]. Utobbi soran egy nitrocelluloz membranra
higitasi sort visznek fel a kiilonb6z6 lipidekbdl, a membrant inkubaljak epitdppal jelolt
PBD-nel, majd az epitopot felismerd antitest segitségével immunfestéssel hatdrozzak
meg, hogy a PBD mely lipidhez, és hozzavetdlegesen mekkora affinitassal képes

kotddni.
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2. tablazat — A PPIn-ek kimutatdsira leggyakrabban hasznalt PBD-alapu bioszenzorok, forras: [10]
Mara mar PBD-alapt bioszenzorokkal mind a 7 kiilonféle PPIn kimutatasa lehet6vé valt. A szenzorok elnevezése
altalaban utal arra, hogy mely fehérje (a név els6 tagja) mely doménjét (mésodik tag) tartalmazzak, és azt is, hogy
hany kopiaban (pl. a x2 jelolés tandem szerkezetre utal). Sok esetben egyfajta PPIn kdvetésére tobb szenzor is
hasznalatos, melyek eltéré lokalizacidoban vagy eltéré affinitassal képesek detektalni a lipidet (ahol nem ismert a
szenzor Ky értéke ott az n.a. rovidités szerepel, melynek jelentése nincs adat). Emellett a szenzor megvalasztasanal
azt is figyelembe kell venni, hogy szelektiven ismer-e fel egy adott lipidet (v'), vagy esetleg kisebb affinitassal mas
PPIn-ekhez is képes kotédni ().

PtdIns3P

PtdIns4P

PtdIns5P
PtdIns(3,4)P;

PtdIns(3,5)P;

PtdIns(4,5)P,

PtdIns(3,4,5)P3

Bioszenzor

Hrs-2xFYVE
EEAL-FYVE
P40"™*-pX
OSBP-PH
FAPP1-PH
Osh2-2xPH
SidM-P4M

Ing2-PHDx3

TAPP1-PH-CT

ML1-Nx2

PLC51-PH
PLCd4-PH

Tubby

ENTH/ANTH

Akt-PH

Btk-PH

Grpl-PH

Elhelyezkedés

korai endoszoma
korai endoszoma
korai endoszoma
Golgi/PM*
Golgi

PM

Golgi/PM/kés6i endoszoma
mag/PM*

PM*

késoi endoszoma

PM
PM

PM

PM

PM*

PM*

PM*

Kqd

2,5uM
45nM
5uM
3,5 uM
18,6 uM
n.a.
~1uM

n.a.
80 nM
n.a.

2 uM
n.a.

n.a.

5uM

590 nM

80 nM

170 nM

PPIn

szelektivitas

v
x PtdIns(4,5)P,
x PtdIns(4,5)P,
x PtdIns(4,5)P,
v

x PtdIns3P

v/

v/

x Ins(1,4,5)P;
x Ins(1,4,5)P;

x PtdIns(3,4)P, és
PtdIns(3,4,5)P;

v/

x PtdIns(3,4)P, és
Ins(1,3,4,5)P,

x Ins(1,3,4,5)P,

x Ins(1,3,4,5)P,

Szintén in vitro méréseket tesznek lehetdvé a kiilonb6z6 lipid-Osszetétell

liposzomak, melyek elénye, hogy az itt fellépé koriilmények jobban hasonlitanak az in

Vivo tapasztalhatbakra mint egy blot esetén [162]. Az ilyen liposzomakat fel lehet
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hasznalni feliileti plazmon rezonancia vizsgalatra is, mely modszer értékes adatokkal
szolgalhat a PPIn-koté fehérje lipidaffinitasarol [158]. Ugyanakkor egy nagymérvii
kutatds, melyben az élesztOsejtekben ismert Osszes PH-domén lipidkotését
megvizsgaltak, Kimutatta, hogy az in vitro leirt specifikus kélcsonhatasok nem minden
esetben jelzik elére a PBD-ek alkalmazhatosagat in vivo képalkotd technikdk soran
[134]. Ennek hatterében a mar korabban leirt kettés detektalas jelensége allhat, mely
mas faktorok is sziikségesek hozza. Ez egyben azt is jelenti, hogy a szenzor
lokalizacigjanak megvaltozasa nem feltétleniil a lipid szintjében bedllt valtozasok
kovetkeztében jon 1étre, hanem egyéb koriilmények modosulasa is okozhatja.

Masrészrol, ha egy bioszenzor nem specifikusan csak egy PPln-et képes
felismerni, hanem tobbet is, akkor bizonyos mérések soran nehéz eldonteni, hogy a
bioszenzor transzlokacidja pontosan melyik lipid szintjének valtozasat jelzi. Sok esetben
a PBD-ek szolubilis inozitol lipideket is felismernek, ismert példaul a PLC81-PH
doménrél, hogy bar lényegesen kisebb affinitassal, de a PtdIns(4,5)P, mellett az
Ins(1,4,5)P3-hoz is képes kotédni [163]. Ez abban az esetben lehet problémas, ha adott
folyamatnal mindkét lipid szintje valtozik, mint példaul egy GPCR stimulaciot kovetd
PLC aktivacional. Az is el6fordulhat, hogy egyazon sejtalkoton beliil alakul at az egyik
PPIn a masikka, és ha a szenzor mindkettére érzékeny, akkor a valtozas nem
vizualizalhat6. Ugyanakkor az sem mindig jo, ha egy domén nagyon nagy affinitassal
kot egy lipidet, mert ilyenkor a lipid szintjében beallt kisebb valtozasokat nem, csak a
drasztikus eltéréseket fogja jol jelezni [136].

Szintén fontos megemliteni, hogy az €16 sejtekben overexpresszalt PBD-ek
versengenek endogén PPIn-kot6é fehérjékkel. A membranokban el6forduld PPIn-ek
jelentds része nem szabad formaban, hanem valamilyen fehérjéhez vagy nagyobb
molekularis komplexhez kapcsolodva van jelen. Konnyen belathaté, hogy ha az
endogén molekulak lipidaffinitdsa nagyobb, mint az altalunk bevitt PBD-¢, akkor a
bioszenzor nem fogja tudni kimutatni a membranban jelen 1évé PPIn-et, hiszen a
komplex elfedi ¢ket. Ugyanakkor, ha a PBD affinitdsa a nagyobb, akkor a PDB-ek
elrejthetik az endogén fehérjék eldl a lipidet, ami szamos sejtfolyamatot érinthet [164].

Megfigyelheté példaul, hogy a zold fluoreszcens fehérjével (GFP) jelolt PLC61-PH

cres
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lekerekednek (sajat megfigyelés). Ennek hatterében feltételezhetden a citoszkeletalis
fehérjék nem megfeleld lipidkotése allhat. Megjegyzendd ugyanakkor, hogy ez
kompenzatorikus folyamatokhoz vezethet, a PBD expresszidja novelheti az Ossz-
PtdIns(4,5)P, mennyiséget, igy mas effektorok pedig nagyobb mértékben képesek
kotddni a lipidhez. Ez lehet a magyardzata annak, hogy a PIPSK-t overexpresszald
sejtekhez hasonloan ezekben a sejtekben is intracellularis vezikulak képzddnek [165].
Egy tanulmanyban megvizsgaltak, hogy a kiilonboz6 PtdIns(3.,4,5)P3-koté GFP-vel
jelolt PH-domének overexpresszidja miképpen érinti az ezen lipidtdl fliggd kiilonbozo
sejtélettani folyamatokat [166]. Azt talaltak, hogy bar az Akt-PH a Btk-PH, az ARNO-
PH és a Grpl-PH egyarant kéti a PM PtdIns(3,4,5)P3-ot, de mig az Akt-PH ¢és a Btk-PH
jelenléte az endogén Akt aktivaciojat gatolta, a sejtek letapadésara és szétteriilésére nem
volt érdemi hatdsa. Ugyanakkor a masik két vizsgalt fehérje, az ARNO-PH és a Grpl-
PH kizardlag utobbi kettd folyamatot gatolta, de az Akt jelpalyat nem érintette. Ez arra
utal, hogy bar ez mikroszkoppal nem detektalhaté, de a domének némiképp eltérd
lipidkészleteket ismernek fel és szekvesztralnak, és igy nem a membran teljes
lipidmennyiségét mutatjak ki. Mindezen megfontolasokat mindig szem el6tt kell tartani
azon dontés meghozatalanal, hogy mely PBD-t érdemes hasznalni egy adott jelenség
vizsgalatakor, illetve a mikroszkopos mérések kiértékelésekor sem szabad
megfeledkezni a modszer korlataitol.

A fluoreszcens jelolés jelenléte is zavard lehet, hiszen bizonyos fluoreszcens
fehérjék (FP) jelent6sen befolyasolhatjak a lipidszenzorok miikodését [167]. Ezen
tulmenden a FP-k elhalvanyodasa (angolul photobleaching), pH-érzékenysége és a sok
esetben jellemz6 dimerizacidja [168] is befolyasolhatja a mérési eredményeket, igy az
FP megvélasztisa alapos mérlegelést igényel [169]. Igéretes tovabblépés lehet a
»quantum dot” technika, melynek soran nem a megszokott fluoroférokat alkalmazzik,
hanem egy nagyon sziik excitacios és emisszios spektrumu un. nanokristalyt, mely akar
egyetlen molekula detektalasat is lehetové teszi, ¢és spektralis tulajdonsagainak
koszonhetben idealis szimultan mérések végzésére [170].

A fluoreszcensen jelolt PBD-ekkel végzett kisérletek eredményeinek
szdmszerlisitésére tobb eljards is hasznéalatos. A legegyszerlibb moddszer a
membrankotott €s  a  citoplazmatikus probak megoszlasdnak vizsgalatira a

citoplazmatikus fluoreszcencia intenzitdsanak mérése, mely ndvekszik, ha a szenzor
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disszocidl a membranrdl, és csOkken a membrankotés fokozodasakor. Vonalmenti
intenzitas-hisztogram alkalmazdsidval a membran és a citoplazma fluoreszcenciajanak
egylittes mérése is megoldhaté, majd azok hanyadosat véve a valtozas mértéke
felnagyithat6 [86]. Problémat okozhat viszont, hogy mobilis sejtalkotok keriilhetnek a
mérési sikba a vizsgalt teriileten, ami jelentds fluktuaciot okoz a jelben, féleg ha olyan
ingerlés torténik, mely a sejtek mozgasat is Kivaltja. Emellett a fluoreszcencia
intenzitasa tobb a lipidszintektdl fiiggetlen okbol is csokkenhet. Egyrészt a kisméretii
bioszenzorok hajlamosak a magba diffundalni, igy csokkentve a citoplazméaban a
koncentraciojukat, masrészt a mar emlitett elhalvanyulds kovetkeztében is tévesen
csokkent citoplazmatikus jelenlétre lehet kovetkeztetni.

Az elhalvanyulds illetve az expressziotol vald fliggés elkeriilésére egy
munkacsoport olyan probat (2-dimetilamino-6-acil-naftalin) kapcsolt a PtdIns(4,5)P,—ot
felismerni képes epsin 1 fehérje ENTH doménjére, mely a lipidkotés hatasara jelentds
fluoreszcencia intenzitas novekedésen megy at és megvaltoznak spektralis tulajdonsagai
is, ami lehetévé teszi az aranyméréses detektalast [171]. Szamos korabban felsorolt
probléma athidalhaté olyan technikakkal is, melyek specifikusan csak egy adott
sejtalkotoban vizsgaljak a szenzorok jelenlétét. Ilyen vizsgalomodszer példaul a TIRF,
mely remekiil alkalmazhato a PM frakci6 vizsgalatara, de mas organellumok
detektalasat nem teszi lehetové [172]. Az energiatranszfer alapt technikaval késziilt
mérések szintén konnyen kvantifikalhatoak, és altaluk lehetdség nyilik szinte barmely
sejtalkotoban specifikusan monitorozni a lipidek szintjét. Mivel kisérletes munkam
jelentds részét energiatranszfer alapi technikakkal végeztem, ezért ezen eljarasokat

kiilon fejezetben ismertetem (2.3.2.4.).

2.3.2.4 Energiatranszfer alapui moédszerek

Az ebbe a csoportba tartozd legelterjedtebb moddszer a Forster vagy
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET), melynek alapja egy sugarzasmentes
energiatranszfer két FP kozott. Az energiatranszfer mértéke nagymértékben fligg a
vizsgalt molekuldk orientaciojatol, illetve a koztik 1évé tavolsagtol. A FRET
hatékonysaga a tavolsag hatodik hatvanyaval forditottan aranyos és a csak mintegy 1-10
nm-es tartomanyban miikodik, igy rendkiviil érzékenyen, és a konvencionalis
mikroszkdpoknal joval nagyobb felbontoképességgel képes a molekularis kozelséget
kimutatni [173]. A méréshez a vizsgaland6 fehérjéket olyan FP-kkel kell megjeldlni,
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melyeknél a donor FP emisszios és az akceptor FP excitacios spektruma atfedésben van.
Ha egy kiilsé fényforras segitségével a donor molekuldt gerjesztjilk és az akceptor
molekula a fent emlitett tdvolsdgon beliil helyezkedik el, akkor a donor FP anélkiil,
hogy fotont bocsajtana ki, atadja az energidjat az akceptornak, €s ez utobbi fog a ra
jellemzd hulldmhosszusagu fotont felszabaditani. Amennyiben egy iddben mind a két
FP emissziojat mérjiik, akkor a leirtak értelmében azt tapasztalhatjuk, hogy a vizsgalt
két fehérje kozeledése esetén a donoré csokken, mig az akceptoré né. Az akceptor
emisszios hullamhosszan mért intenzitasértéket elosztva a donoréval a FRET hanyados
értéket kapjuk, mely igy lehet6évé teszi a mérés kvantitativ kiértékelését. FRET-mérések
soran is kiemelten fontos a megfeleld FP-k, illetve a mikroszkop filtereinek helyes
megvalasztisa, hogy az esetleges atbeszéléseket a detektalas soran kikiiszoboljiik, de
legaldbbis minimalisra csokkentsiik, illetve az autofluoreszcencia zavard hatdsat
mérsékelni tudjuk. A leggyakrabban alkalmazott fehérjék a kék FP (CFP) és a sarga FP
(YFP), illetve ezek tovabbfejlesztett valtozatai, a pH-valtozasokra kevésbé érzékeny,
dimerizalodasra nem hajlamos és erdsebben ,,vilagito” Cerulean illetve Venus [174].

A FRET-nél pontosabb méréseket tesz lehetévé a fluoreszcencia élettartam
leképezés (FLIM) technika, mely azon alapul, hogy a donor FP gerjesztett allapotanak
fennmaradasa nagymértékben fligg az akceptor fehérje jelenlététdl. Ezen moddszernél
csak a donor emisszidjanak detektalasara keriil sor, igy az atbeszélés okozta zaj nem
zavarja a mérési eredményt [175]. Nem mikroszkopos technika, de szintén az
energiatranszfer jelenségén alapul a biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer
(BRET), amelynél nem kiils6é gerjesztés okozza a fényjelenséget, hanem a Renilla
luciferaz (luc) katalizal egy olyan a természetben is el6forduld oxidaciés folyamatot,
melynek soran az enzim szubsztratjabol, a colentezainbol colenteramid keletkezik,
mikdzben az fotont bocsat ki [176]. Ha egy akceptor fehérje, ami ennél a technikanal is
jellemzéen a YFP vagy a Venus, megfeleléen kozel helyezkedik el a lumineszkald
szubsztrathoz, akkor a donor energidjanak terhére gerjesztddik, és fényt emittal. Ebben
az esetben is szdmolni lehet a BRET hanyadost, mely érték az 530 nm-en emittalé6 YFP
€s a 480nm-en mért colenterazin intenzitdsok hanyadosa. A technika elonye a FRET-tel
szemben, hogy nincs sziikkség gerjesztésre, igy nem kell tartani az 4tfedo
hullamhossztartomanyok kovetkeztében eléfordulod direkt akceptor excitaciotol, vagy az

autofluoreszcenciatdl. A kisérleteket szovetkultiraedény-leolvasé luminométerrel lehet
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kivitelezni, igy a BRET-nél nem egysejtes, hanem sejtpopulacios jelet lehet detektalni.
Ebbdl kifolydan a FRET-nél érzékenyebb, illetve tovabbi eldnye, hogy az egysejtes
vizsgalatoknal mindig felmeriild, a sejtek diverzitasdbol fakadd kiilonbségek nem
vezetnek téves kovetkeztetésekre, hiszen a BRET az egy idében, tobb ezer sejtben
lezajlo folyamatok atlagardl nyujt felvilagositast. Ugyanakkor csak intenzitasértékek
allnak rendelkezése, a sejtben zajloé valtozasok nem vizualizalhatoak, igy a BRET-

méréseket minden esetben ki kell egésziteni képalkot6 eljarasokkal.

Intermolekuldris szenzorok Intramolekularis szenzor

Alacsony [PPIn]  Magas [PPIn] Alacsony [PPIn]  Magas [PPIn] Alacsony [PPIn]  Magas [PPIn]

magas FRET

cre 1
, :
() crr g

magas FRET

alacsony FRET
alacsony FRET Y alacsony FRET

4. abra - A PPIn-ek szintjének nyomon kovetése soran alkalmazott inter- és intramolekularis FRET miikodési
elve, forras: [6] Intermolekularis szenzoroknal a FRET-jel detektalasahoz sziikséges kék (CFP) és sarga (YFP)
fluoreszcens fehérjék vagy ugyanolyan PBD-hez (bal oldali panel) vagy egy PBD-hez és egy iranyitd szekvenciahoz
(k6z€éps6 panel) vannak kapcsolva. Alacsony lipidszintek mellett a PBD citoplazmatikus elhelyezkedésii, a FP-k
kozott alacsony FRET-jel jon létre, de ha a lipid szintje n6, akkor a PBD a membranhoz kotddik, a FP-k kozotti
tavolsag lecsokken, ami magas FRET-jelet eredményez. Intramolekularis FRET mérésekor a két FP egyazon PBD-
hez van kapcsolva (jobb oldali panel). Ebben az esetben nem a a PBD mozgasa, hanem a lipidkotés hatasara
bekdvetkezd konformacidvaltozasa eredményeképpen a FP-k tavolsaga vagy orientacidja valtozik meg, mely szintén
a FRET-jel valtozasahoz vezethet, igy lehetévé téve a lipidek szintjének monitorozasat.

A FRET ¢és BRET alapi PPIn detektalasra alkalmas probak tervezése soran
alapvetéen kétféle stratégiat lehet kovetni, egyrészt lehetséges intermolekularis,
masrészt intramolekularis szenzorokat fejleszteni [6]. Ezek mitkodési elvét vazlatosan a
4. abra szemlélteti. Intermolekularis probak esetén a donor és az akceptor FP-k két
kiilon molekuldn helyezkednek el, mig az intramolekularis szonddknal ugyanazon
fehérjéhez vannak kapcsolva.

A PPIn-ek mérése intermolekularis szenzorral egyrészt lehetséges ugy, hogy
egyféle PBD-hez kapcsoljuk kiilon-kiilon a donor és az akceptor FP-ket [111, 177]. Az
igy kapott bioszenzorok - ahogy az az abra bal oldali paneljén is lathat6 — a PPIn
alacsony szintje esetén citoplazmatikus elhelyezkedésiiek, igy koztiik alacsony

energiatranszfer mérhet6. Ha egy sejtalkotoban megné a lipid szintje, akkor mindkét
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jelolt PBD a membranhoz asszocidlodik, egymés molekuléris kozelségébe keriilnek,
mely lehetOvé teszi az energia atadasat, igy novekvé FRET-jel detektalhatdé. Masik
stratégia lehet, ha a szenzornak csak az egyik tagja tartalmaz PBD-t, mig a masik egy
olyan szekvenciaval rendelkezik, mely a FP-t egy valasztott sejtalkotoba lokalizalja
[178] (ezt a felallast a 4. abra kozéps6 panelje szemlélteti). llyenkor a PPIn-szintekben
bekovetkezd valtozasok esetén a szenzornak csak a PBD-t tartalmazd tagja mozog.
Ezzel lehet6ség nyilik arra, hogy sejtalkoto-specifikusan, szubcellularis felbontéssal
lehessen méréseket végezni. Kiilondsen hasznos ez a stratégia BRET-mérések esetén,
hiszen ha mindkét tag ugyanazt a PBD-t tartalmazza, akkor kdnnyen el6fordulhat az,
hogy a szenzorok bar eltavolodnak egy sejtalkot6tol, ha ott lecsokken a lipid szintje, de
athelyezddnek kozosen egy masikba, ahol ugyanaz a PPIn megtaldlhat6. Ilyenkor nem,
vagy csak rovid ideig all fenn jelvaltozas. Erre példa, hogy nyugvo sejtekben a YFP-vel
¢s CFP-vel jelolt FAPP1-PH domének kozott mért FRET-jel mindkettd molekula Golgi-
lokalizacioja kovetkeztében magasnak adodik, de PLC-aktivacidé hatasara gyorsan
lecsokken. A PLC-aktivacid6 megsziintetését kovetden, a reszintézis révén a PM
PtdIns4P gyorsan helyreall, és a jelolt FAPP1-PH domének a PM-hoz kotédnek, igy
koztiik az energiatranszfer mértéke gyorsan megnovekszik [164]. Amennyiben BRET-
méréssel, ,,vakon” kovetjiik ezt a folyamatot, akkor az tévesen azt a kovetkeztetést
eredményezheti, hogy a lipidszintek a kiindulasi értékre alltak vissza a Golgiban, holott
errdl sz6 sincs, csak a szenzorok transzlokalodtak egy masik membranba, ahol hasonl6
molekularis kozelségbe keriiltek egymassal. Ez ismételten felhivja a figyelmet arra,
hogy a BRET-méréseket mas eljarasokkal is ki kell egésziteni, masrészrdl a leirt
probléma konnyen elkeriilhetd, ha a szenzor egyik tagja stabilan valamely sejtalkotoban
helyezkedik el.

Az intramolekularis szenzorok esetén a FP-k ugyanazon fehérjén, jellegzetesen
N- és C-terminalisan talalhatbak meg. Az ilyen szondak nagy eldnye, hogy csak egy
molekula transzfekcidjara van sziikség, €s az expresszios aranyok nem befolydsoljak a
jelet. A FP-k kozotti szakasz ligandkotés esetén konformaciovaltozason megy at,
melynek eredményeképp a koztiik 1évo tavolsag és/vagy orientacio megvaltozik (ahogy
az a 4. abra jobb oldali paneljén is lathato) mely FRET- (ill. BRET-) jelvaltozashoz

vezet. A PPIn-jelpalydkhoz szorosan kapcsolodo Ins(1,4,5)P; monitorozasara szamos
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human, egér és patkany Ins(1,4,5)P; receptor (InsP3R) alapu szonda van hasznalatban,
melyek fobb jellemzdit a 3. tablazatban tiintettem fel [179-185].

3. tablazat — Az egysejtes intramolekularis FRET-mérésekre alkalmazott Ins(1,4,5)P; szenzorok,
forras:[186] A feltintetett Ky értékek azon Ins(1,4,5)P; koncentracionak felelnek meg, melynél a szenzorok 50%-0s
jelvaltozast mutatnak. n.a. jelentése: nincs adat

“ A LIBRA szenzor Ins(1,4,5)Ps-0t nem kotd verzidja

** a kontroll kisérleteknél hasznélt nem-kété muténs

Ins(1,4,5)P3-koté

Fluoreszcens

Szenzor domén Kg o Hivatkozas
LIBRA patkén‘{l'_'ég‘:)'”spﬁ 404 nM CFP/YFP [183, 185]
LIBRA-AN patké‘g;;'_g‘g 4')"SP3R na. CFP/YFP [183-185]
LIBRA-VI patkénéfé%i;”spﬁ 269 M CEP/Venus [182]
LIBRA-VII patkénzl'_ggj)'”spﬁ 234 nM CFP/Venus [182]
LIBRA-VIIS "'REE%" 117 nM CFP/Venus [182]
LiIBRAvII R ”'6'82)'”5'33R (- 492 nM CFP/Venus [184]
LIBRA-VIIIS L'sﬁﬁg L ~250 nM CFP/Venus [182]
Fretino humngg;gfpﬁ 8 nM CFP/YFP [181]
Fretino-2 ErseéTQo 190 nM CFP/YFP [181]
Fretino-3™ Egg‘Qo na CFP/YFP [181]
Fretino-4 h“mé‘(’l'_gg 4')"SP3R n.a. CFP/YFP [181]
549 nM
IRIS-1 egé(rZIZ'ZfS';‘;)P R (Seféi;mm)’ Venus/CFP [179]
(tisztitott)

IRIS-1-Dmut”™ T27é§!SIéOSQ n.a. [179]
IRIS-1.2 }'(F;'féé 3-4 M [179]
egé{;z'jfs';';f R 95 nM Venus/CFP [179]
egé(rz'z'fs'gjf R 105 nM Venus/CFP [179]
egé{;gjféé‘j; R 107 nM Venus/CFP [179]
patké“(fflféesz;”sp3R 31 nM CFP/YFP [180]
Pa‘kén{f_'égj)' NSPsR na CEP/YEP [180]
patké“y(l'_'é';j)'"SPSR 36 M CEP/YEP [180]
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Mivel a PBD-ek altalaban mindossze 80-100 aminosav méretiiek, és PPIn-kotés
hatasara nagyfokti konformaciovaltozas ritkan figyelheté meg [130], igy az
intramolekularis szenzorok kevésbé terjedtek el a PPIn-ek kimutatasara, bar a Grp1-PH
domén felhasznaldsaval sikeriilt olyan intramolekularis szenzort fejleszteni, mely az
endomembranok PtdIns(3,4,5)Ps-szintjének monitorozasat lehetové tette [187]. Egy
masik munkacsoport egy pszeudoligandot épitett a szenzorba, mely lipid hidnyaban
kotésben tartotta az Akt-PH domént, de ha a PtdIns(3,4,5)P; vagy a PtdIns(3,4)P;
szintje megemelkedett, akkor a kotés megsziint, ami a FRET-jelet felnagyitotta [188].
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2.4. Afoszfoinozitidek szintjének befolyasolasa

Az el6z0 fejezetben Osszefoglaltam, hogy milyen lehetdségek allnak rendelkezésre a
PPIn-ek kimutatdsara, szintjilk nyomon kdvetésére. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a lipid
szerepét a kiilonbozo sejtélettani folyamatokban, sziikség van olyan technikdkra is,
melyekkel a PPIn-ek szintjét befolyasolni lehet. A kovetkezd fejezetben a legfontosabb

ilyen mddszereket szeretném réviden attekinteni.

2.4.1. Genetikai moédositasok

A PPIn-metabolizmusban részt vevé enzimek genetikai modositasat eld lehet
idézni sejtkulturdkban géncsendesitéssel vagy fehérjék overexpresszidjaval, de akar €16
organizmusokban is, transzgenikus technikak (knock-out, knock-in, knock-down)
alkalmazasaval. Egy az intézetiinkben folyo kutatas PI3KB knock-out egerek
felhasznalasaval kimutatta az enzim jelentdségét az oszteoklasztok in vitro fejlédésében
¢s mikodésében, és in vivo is igazolta a fehérje kozponti szerepét a csont
homeosztazisanak fenntartasaiban [189]. Az ilyen jellegii vizsgalatok nagyon sok
tanulsaggal jarnak, hiszen a fehérjék szervezet-, szovet-, és sejtspecifikus szerepét is
vizsgalni lehet altaluk. Ugyanakkor nem szabad megfeledkezni arr6l sem, hogy szamos
bonyodalom Iéphet fel a transzgenikus allatoknal.

A genetikai modositasok sok esetben stlyos fejlodésbeli rendellenességeket,
nem ritkdn embri6 korban bekdvetkezd halalt okozhatnak. Erre példa, hogy a Sacl
enzim génjének Kkilitése egerekben beagyazodas elotti letalitassal jar [190]. Ezt a
problémat el lehet keriilni, ha kondicionalis génmoddositast hajtanak végre, illetve ha az
elhalt allatbol nyert primer sejtkulturan végzik a kisérleteket. Ez sem jar azonban
mindig sikerrel, a PI4KA ¢16 szervezetben betoltott szerepének vizsgalatara példaul
tobb probalkozas is tortént (gatloszer, génkiiités, €s kondiciondlis inaktivalds), am az
enzim szintjének csokkentése vagy gatlasa minden esetben az allat halalat okozta [191].
Tovabbi problémat okoz, hogy a hatas eléréséhez altalaban ilyenkor is tobb oOrara vagy
akar napra lehet sziikség. Ezzel egyiitt viszont megnd az esélye a kompenzatorikus
folyamatok beinduldsdnak, igy nem csak a célgén, hanem mas gének szintje is
valtozhat, mely megneheziti a fehérje specifikus szerepének vizsgalatat. Tovabb
bonyolitja a kapott eredmények kiértékelését, hogy a PPIn-metabolizmusban jelentds
redundancia figyelhetd meg, igy egy gén befolydsolasa nem feltétlentil jar fenotipusos

elvaltozassal. Egerekben példaul a PLCS1 vagy a PLCS3 kiiitése nem okoz
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szivproblémat, de a kétszeres knock-out allatokban sulyos dilatativ kardiomiopatia
alakul ki [192]. Szerencsés esetekben tehat a genetikai moddositasok fontos
informéciokkal szolgdlnak a PPIn-ek illetve az dket szintetizalé és lebontd enzimek
milkodésérdl, de a leirt nehézségek miatt mas technikakra is sziikség van az inozitol

lipidek szerepének pontos feltérképezéséhez.

2.4.2. Enziminhibitorok

Talan a legelterjedtebben hasznalt PPIn-szinteket befolyasol6 modszer a PPIn-
metabolizmusban részt vevd enzimek miikodését gatlo vegyiiletek alkalmazasa. A
régota hasznalt legtdbb ilyen szer altalaban nem csak egy fehérjéhez képes kotddni,
vagy legalabbis nagyon sziik az a koncentracidtartomany, amelyben specifikusan csak
egy enzimet képes gatolni. Mivel széles hatasspektrumuk kovetkeztében a folyamatok
¢s az enzimek szelektiv vizsgalata nehezen kivitelezhetd, ezért a jelenlegi kutatdsok
olyan inhibitorok kifejlesztésére iranyulnak, melyek specifikusan csak egy izoformara

vannak hatassal. A legfontosabb gatloszereket a 4. tablazatban foglaltam ssze.

4, tablazat — A PPIn metabolizmusban résztvevo fo6bb enzimek ismert gatlészerei A dolt betiivel jelolt
inhibitorok bizonyos koncentracidtartomanyban szelektivnek tekinthetoek.

Enzim Gatloszer

PI3K Wm; LY294002; YMO024; TGX221; AS252424; BAY806946; NVP-BYL719;
GSK2636771; GS-1101

Pl4KII adenozin; 9-cyclohexyladenin; echiguanin A; quercetin; fisetin, PAO; MD59
PI4AKA Wm; LY294002; Al

Pl14KB Wm; LY294002; PIK-93; T-00127-HEV1

PIKfyve apilimod; YM201636

PTEN VO-Ohpic

OCRL YU142670

SHIP 1/2 AS1949490; 3AC

Az l-es osztalyt PI3K-gatlo Wm [193] és LY294002 [194] mar t6bb mint 20
éve széleskorlien hasznalatos. Mindkét vegyiilet az enzimek pll10 katalitikus

alegységének ATP-kotd részéhez képes kotddni, és azt kompetitiven gatolni. Magasabb
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koncentracioban gatoljak a lll-as osztalyba sorolt PI3K-okat, az emlés rapamycin-
célfehérjét (MTOR), a PI4KA ¢és B-t is [6]. Tobb szelektiv PI3K inhibitor is
forgalomban van, mint példaul a kisérleteknél gyakran alkalmazott YMO024 (p110a);
TGX221 (p110pB) vagy az AS252424 (p1105), s6t léteznek olyan vegyiiletek is, melyek
vizsgalata mar a klinikai fazisban tart. Ezek kozé sorolhatdé a PI3K paninhibitor
BAY806946, az NVP-BYL719 (p110a) és a GSK2636771 (p110p) [6]. A klinikumban
a legnagyobb sikert eddig a GS-1101 (idelalisib) nevii vegyiilet érte el, mely a kronikus

A ll-es tipusu PI4K-ok gatlasa lehetséges purin-szarmazékokkal (adenozin, 9-
cyclohexyladenin, echiguanin A), flavonoidokkal (quercetin, fisetin) vagy a régota
hasznalt fenilarzin-oxiddal (PAO), &m ezen vegyiiletek nem tekinthetéek specifikusnak,
szamos mas enzim miikodését is képesek befolyasolni [196]. Szelektiv gatloszer az
MD59, mely csak a ll-es tipust PI4K-okra, foként a PI4KIla-ra hat [197]. A Ill-as
csaladba tartozd PI4K-ok gatlasara a korabban emlitett Wm ¢és LY294002 alkalmazhato
(ICs értékiik magasabb, mint a PI3K-ok esetén). Specifikus PI4KB inhibitornak
tekintheté a PIK-93 [198, 199] (bar képes PI3K-okat is gatolni), illetve a kevésbé
elterjedt T-00127-HEV1 [200]. A PI4KA szelektiv gatlasa sokaig nem volt megoldott,
de nemrégiben kifejlesztettek egy erre az enzimre Specifikus gatloszert, az Al
vegyiiletet, mely mind in vitro mind in vivo igéretesnek tiinik [191, 201].

A PIKfyve enzim gatlasara az apilimod és az YM201636 hasznalatos [6]. Az
apilimod adasakor a sejtekben megn6 a PtdIns3P- és csokken a PtdIns(3,5)P-szint
[202], mig az YM201363 alacsony koncentracidban (nM) a PtdIns5P, mig magasabb
koncentracioban (uM) a PtdIns(3,5)P, keletkezését képes megakadalyozni [54]. Tobb

kutatas is folyik, melyek az apilimod lehetséges klinikai felhasznélasat vizsgaljak

crer

[202].

Nemcsak kinaz-, hanem PPIn-foszfataz gatloszerek is elérhetéek. A PTEN
inhibitor VO-OHpic vegyiilettel kezelve a sejteket a PtdIns(3,4,5)Ps- [203], mig az
OCRL-gatlészer YU142670 hasznalataval a PtdIns(4,5)P,-szint novekedését lehet
elérni [204]. A SHIP1/2 5-foszfatdznak mind gatloszerei (AS1949490, 3AC) mind
aktivatorai (AQX-MN100; AQX-1125) elérhetéek [6]. A SHIP1/2 mikodését
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befolyasolo szerek igéretesek lehetnek a leukémia ¢és egyes gyulladasos
megbetegedések kezelésében [205].

Osszességében elmondhatd, hogy az enziminhibitorok régota elengedhetetlenek
a PPIn kutatasok soran, és egyre fontosabba valnak a kiilonb6z6 koérképek kezelésében
Is. Bar szamos szelektiv inhibitor all mar rendelkezésre, egyes enzimek gatlasa még
nem megoldott (pl. PIPKI). Sok esetben megfigyelhetd, hogy az in vitro koriilmények
kozott, tisztitott fehérjéken végzett kezelések erds gatlohatast képesek kivaltani, de in
vivo nem hasznalhatoak, példaul mert nem jutnak at a PM-on [206]. Felhasznalasuknak
az is gatat szabhat, hogy a legtobb esetben hosszas inkubacidra van sziikség a hatasok
kivaltasdhoz, igy akut lipidszint-valtoztatdsokra kevésbé alkalmasak. Teréapias
potencialjuk ugyanakkor eldrevetiti, hogy a kozeljovoben véarhatdéan ujabb- és Gjabb, a
kiilonb6z6 enzim izoformékra egyre specifikusabb, ¢és kedvezdbb mellékhatas-

spektrummal rendelkez6 vegyiiletek jelennek majd meg a piacon.

2.4.3. Foszfoinozitid analégok

A sejtek PPIn szintjének ndvelését membranpermedbilis foszfoinozitid
analdgokkal torténd inkubacidval is el lehet érni. Az ilyen vegyiiletek sejtbe juttatasanak
f6 nehézsége, hogy az inozitol fejrész negativ toltéssel rendelkezik, igy nem megy at a
PM-on. Megoldast jelent erre a problémara, ha a foszfatcsoportokat acetoximetilészter-
csoporttal vagy butirattal fedik el, bar az ilyen molekuldk létrehozésa bonyolult és
hosszadalmas [207]. A negativ csoportjait elrejtett molekula mar képes athatolni a
membranon, majd a sejten beliil az endogén észterazok lehasitjak az acetoximetilészter-
csoportot, igy a PPIn szabadda valik. Membranpermeabilis PtdIns(3,4,5,6)P, adasakor,
a PI3K hatasahoz hasonléan Akt, p70S6K, MAPK és PKC aktivacié mutathato ki [208].
Egy masik kozleményben kiviilrdl bejuttatott PtdIns(3,4,5)P3 hatasat vizsgaltak a
kiilonboz6 receptorok endocitdzisa soran, €s azt talaltdk, hogy a lipid képes eldidézni a
RTK-ok ligandkotés nélkiili internalizaciojat, de a GPCR-ok és a transzferrin receptor
endocitozisa nem kovetkezik be [209]. S6t, nemrégiben sikeriilt Drosophila larvakba is
PPIn analogokat juttatni, ami a moédszer szervezetszintli felhasznalhatésagat mutatja
[210].

Az acetoximetilészter lehasitdsa az endogén észterazok altal altalaban lassu
folyamat, igy a lipid szintjének valtozasa elhuz6do. Az akut lipidszintvaltozasok

létrehozasara ma mar elérhetéek fotoaktivalhaté membranpermedbilis PPIn-analogok is.
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Ezen vegyiileteknél az acetoximetilészter lehasitdsat kovetden a PPIn még inaktiv
marad, mert rajta egy olyan kumarin-csoport van, ami mintegy ,ketrecbe zarja” a
lipidet. Az aktivalashoz 405 nm-es hullimhosszasaga fénnyel kell megvilagitani a
molekulat, melynek eredményeként a gatlé csoport méasodpercek alatt levalik a PPIn-
rél, igy gyors lipidszint-emelkedést lehet elérni [211]. Az ilyen fotoaktivalhatod
molekulak tovabbi eldnye, hogy a megvilagitast csak egy kisebb teriiletre fokuszalva
nem a teljes sejtben, hanem csak annak kisebb mikrokornyezetében emelkedik meg a
lipid szintje.

A kiviilrdl bejuttatott lipidek kapcsdn fontos megemliteni, hogy nemcsak a
rendeltetésilknek megfeleld membranba, hanem barmelyikbe beépiilhetnek. Ez

felborithatja a sejtek homeosztazisat ¢€s intracellularis PPIn-megoszlasat, igy az altaluk

megfigyelhetd hatasok nem minden esetben tiikrozik hiilen az endogén PPIn-ek szerepét.

2.4.4. Kémiailag indukalt dimerizacio

A moddszert szinte egy iddben, egymadstdl fiiggetleniil 3 munkacsoport dolgozta
ki, és azota széleskOriien hasznalatos a lipidkutatasokban [212-214]. A klasszikus
rendszer mitkodése az mTOR molekulakomplex két tagjanak, az FK506 koto fehérjének
(FKBP) illetve az FKBP-rapamycin-koté doménnek (FRB) a heterodimerizacidjan

alapul, miikkodésének elvét az 5. abra szemlélteti.

FRB FRB
Rapamycin (Rapa) —_> Rapa)
cHes Enzim  FKBP
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5. abra — A rapamycin altal kivaltott heterodimerizacios rendszer miikodési elve, forras: [215] A
heterodimerizacié az mTOR molekulakomplex két tagja, az FRB és FKBP domének kozott johet 1étre rapamycin
adasakor. Az FRB domént a kiilonbozd sejtalkotokba lehet irdnyitani, ha egy rovid iranyitdszekvenciaval latjak el
(z6lddel jelolve az abran). Az FKBP illetve a hozzd kapcsolt enzim nyugalmi allapotban citoplazmatikus
elhelyezkedésii, de rapamycin adasat kovetéen az FKBP-enzim az FRB-vel jelolt membranhoz kotédik. Az FRB
iranyitoszekvenciajat valtoztatva szinte barmely sejtalkotoba lehet ily modon akutan iranyitani enzimet.
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Nyugvé sejtekben a két fehérje nem kapcsolodik egymashoz, de rapamycin
adasat kovetden percek alatt kialakul kozottiik egy irreverzibilis kotés. Amennyiben a
komplex egyik tagjat, mely jellemzéen az FRB, olyan szekvenciaval latjak el, mely
specifikusan egy sejtalkotoba irdnyitja, akkor meg lehet hatdrozni, hogy a
heterodimerizacié pontosan hol j6jjon 1étre. Megfeleld iranyitoszekvencidkkal a PM-tol
a lizoszomakig szinte barmely sejtalkotoban kivalthato ily moédon a jelenség [216]. Az
FKBP-hez PPIn-foszfatiz vagy kinaz enzimet kapcsolva elérhet6, hogy rapamycin
adasat kovetden akutan €s specifikusan a kivalasztott kompartmentben valtozzon meg a
lipidek szintje.

A koradbban emlitett 3 tanulmany FKBP-5-foszfataz enzimet illetve PM-hoz
horgonyzott FRB-t expresszaltatott €16 sejtekben. Rapamycin adasat kdveten az enzim
gyorsan transzlokalodott a PM-ba, és ott szubsztratjat, a PtdIns(4,5)P,-ot lebontotta. A
technika segitségével sikeriilt igazolni a PM PtdIns(4,5)P, szerepét az EGF- ¢és
transzferrin receptorok internalizacidjaban, az ATP-indukalta Ca®*-jel fenntartasaban, a
TRPMS8 csatorna miikodésében [212], valamint a klatrin-medialt endocitozis
folyamataban [214] és a KCNQ kalium-csatorna permeabilitasaban [213]. Kihasznalva
azt, hogy kis tilzassal az FRB barhova iranyithat6, az FKBP-hez pedig barmilyen enzim
kapcsolhatd, azéta szamos vizsgalat kihasznalta a rendszer nyujtotta lehetdségeket. A
hogy a p85 regulatoros alegységet kapcsoltdk az FKBP-doménhez, majd annak
rapamycin-indukalta membrank6tédése odavonzotta a p110a alegységet is, mely végiil
a PtdIns(3,4,5)Ps-szint novekedését eredményezte [217]. Egy otletes kisérletsorozatban
nem enzimet kapcsoltak az FKBP-hez, hanem a PLC81-PH domént, mely nyugvo
sejtekben a PM PtdIns(4,5)P,-hoz kot6dott és szekvesztralta a lipidet, mig az FRB-t egy
mitokondriumhoz iranyit6 szekvenciaval lattak el. Ebben az esetben rapamycin adasat
kovetéen az FKBP-PLCO1-PH komplex a mitokondriumra helyezodott at, igy a
korébban elfedett PtdIns(4,5)P, elérhetové valt az endogén fehérjék szamara, a szabad
lipid szintje megndétt [218].

Az mTOR alapi rendszerek mellett ma mar méas molekuldk kémiailag
indukélhat6 heterodimerizacidja is ismert. Az FKBP-FRB heterodimerizacio
alternativaja lehet az S-(+)-abszcizinsav névényi hormon hatasara 1étrejové kotédés a

PYL1 és ABII kozott [219], vagy egy masik fitohormon, a gibberellinsav altal kivaltott
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kapcsolodas a GAI és GID1 fehérjék kozott [220]. Ezen rendszerek felhasznalhatoak
szimultan is, igy egy id6ben tobb szignalizacids Utvonal befolydsolasara is lehetdséget
ny(jtanak, vagy ugyanazon enzimet egymast kovetden tobb sejtalkotoba is lehet
iranyitani, ezzel mintegy reverzibilissé téve a folyamatot [221]. Tovabbi el6nyiik, hogy
mig a rapamycin esetén szamolni kell azzal, hogy a szer az endogén mTOR komplexhez
is kotddik, és igy annak mikodését befolyasolhatja, addig a fitohormonoknak nincsen
célfehérjéje az allati sejtekben.

Mint minden eddig felsorolt technikanak, igy természetesen a kémiailag
indukalhat6 dimerizacion alapulé modszereknek is vannak hatuliitéi. Az elsé nehézség,
hogy a rendszer tagjait transzfektalni kell a sejtekbe, és lehetdleg a két konstrukcid
stabil expresszios aranyat kell elérni. Ez tobb plazmid alkalmazasakor nem egyszerti
feladat. Megoldast jelenthet ugyanakkor, ha a két konstrukcidt sikeriil egy plazmidba
beépitenti, és kozéjiik egy olyan szekvenciat szerkeszteni, mely elésegiti mindkét fehérje
alkalmaztunk lipiddeplécios kisérleteinkben [111]. Gondot jelenthet, hogy a kémiai
agenseknek lehetnek nem vart hatdsaik. Ahogy korabban emlitettem, a rapamycin
endogén molekuldkhoz is képes kotddni, igy azok aktivacidjaval is szamolni kell.
Mutans FRB (T2098L), illetve egy csak ezt felismerni képes (de az endogén mTOR-hoz
nem ko6t6dod) rapamycin-analég AP21967-tel (szokas rapalognak is hivni) ez a nem vart
hatas kivédhet6 [222], de a vegyiilet altalanos alkalmazasanak gatjat képezi magas ara.
Tovabbi probléma lehet, hogy az expresszaltatott enzimeknek lehet hattéraktivitasa. Ez
foként abban az esetben meril fel, ha szabadon Uszkalnak a citoplazmaban és igy
dimerizaci6 indukaldasa nélkiil is kozel keriilhetnek a célmembranhoz ¢és igy
szubsztratjukhoz. Egy lehetséges megoldéas lehet, ha az enzimet szekvesztraltatjak
valamilyen gyenge kdlcsOnhatés révén egy sejtalkotoban, majd az indukéld szer adasat
kovetden erdsebb kotés alakul ki a heterodimerizacios rendszer tagjai kozott, igy a
fehérje elhagyja a sejtalkotot és a célmembranra tud athelyezddni. Ezt a lehetséget
hasznaltak ki, mikor FAPP1-PH domént kotottek az FKBP-enzim konstrukciora, mely
igy Golgi lokalizaciot vett fel, de rapamycin jelenlétében a fehérje a PM-hoz
horgonyzott FRB-hez kot6dott [223].

A technika mar eddig is bizonyitotta alkalmazhatdsagat a PPIn-kutatasok soran,

¢s vélhetéen a jovoben is szamos felfedezést fog eldsegiteni. A rendszer
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tovabbfejlesztése és finomhangolasa mind a mai napig tart, erre példa egy mostanaban
megjelent kozlemény, melyben egy reverzibilis kotést eredményezd kémiailag
indukalhat6 heterodimerizacios rendszert mutattak be. Ennél a felallasnal a SNAP és az
FKBP ko6zott lehet 1étrehozni gyenge kotést az rCD1 vegyiilet révén, majd FK506-ot
adva az FKBP elereszti az rCD1-et és az FK506-tal 1ép kolcsonhatasba, igy megsziinik
a SNAP fehérjével alkotott dimerje. A fotoaktivalhato PPIn anal6gokhoz hasonldéan
fotoaktivalhatd rapamycin-szarmazékok fejlesztése is zajlik [224, 225]. Ezek
felhasznalasaval lehet6ség nyilik arra, hogy nem a teljes sejtet, hanem annak csak egy
kicsi részletét megvilagitva lokalisan lehessen heterodimerizaciot indukalni. Emellett
arra vonatkozoan is vannak probdlkozasok, hogy a rendszer tagjait expresszalod
transzgenikus allatokat hozzanak 1étre, igy lehet6vé valjon az akut lipidszintvaltozasok

szervezetszintli, vagy primer sejteken torténd vizsgalata [226].

2.4.5. Fényindukalt dimerizacio

A fényindukalt dimerizacié nagyon hasonlit ahhoz, mint amit a fotoaktivalhat6
rapamycin-szarmazékokkal lehet kivaltani. Ebben az esetben is egy kiilsé
megvilagitasra van szlikség ahhoz, hogy két fehérjedomén kozott 1étrejojjon az
interakcid, de itt a jelenséget nem egy vegylilet hozza létre, hanem 6nmagéaban a fény
képes bizonyos ndvényi eredetli molekulak egymashoz torténd kotddését eldidézni. Az
egyik ilyen ismert fehérjepar a PhyB ¢és a PIF6, melyeket voros fénnyel megvilagitva
azok dimerizaciojat lehet megfigyelni [227]. Kék fény hasznalataval a CRY2 és a CIBN
domének kozott valthatd ki parszdz ms alatt kotdédés. A jelenség reverzibilis, a
megvilagitast kdvetden par perc alatt szétvalik a komplex. [228]. Utobbi fehérjepart
illetve a hozzajuk kotott 5-foszfataz és PI3K aktivald doméneket tobb esetben is
sikeresen alkalmaztak a PtdIns(4,5)P2- és a PtdIns(3,4,5)Ps-szintek akut befolyasolasara
€16 sejtekben [229, 230]. S6t, a rendszer tagjait sikertilt expresszaltatni Caenorhabditis
elegansban is, és igy €16 allatban tudtdk a PI3K szerepét tanulmanyozni a tanult
viselkedésformak kialakulasa kapcsan [231].

Bar szamos nehézséggel, amit a kémiai heterodimerizacional mar emlitettem, itt
is szamolni kell (a domének kotranszfekcidja, az expresszaltatott enzimek
hattéraktivacidja stb.), a modszer rendelkezik jo néhany elénnyel. Ezek koz¢ tartozik,
hogy a dimerizécié gyorsabban jon létre, és a megvilagitas megsziintetését kovetden

reverzibilitdsa révén felbomlik. Mivel nincs sziikség kémiai agens adéséra, igy az
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endogén fehérjéken kivaltott nem vart hatdsokkal nem kell szdmolni ebben az esetben.
Hasonloan a fotoaktivalt PPIn anal6gokhoz vagy rapamycinszarmazékokhoz itt is
lehetéség van arra, hogy a reakciot ne az egész sejtben, hanem csak egy kis teriileten
valtsak ki, igy a lokalis PPIn-véltozasok hatasai jobban nyomon kovethetoek.

A technika nehézségei kozé tartozik, hogy a kisérletek kivitelezése specialis
lézereket és FP-ket igényel, mivel keriilni kell a dimerizaciot kivaltani képes
megyvilagitashoz hasonlé hullamhosszisagi fényt emittaldo FP-ket a mérések soran.
Tovéabbi problémat jelenthet, hogy mivel a reakcido fény hatdsara jon létre, ezért a
kisérleteket megelézéen a transzfektalt sejteket ovni kell a dimerizéaciot el6idézo

hullamhosszsagu fénytol.

2.4.6. Elektrogén manipulacio

Az elektrogén manipulacidohoz egy fesziiltségérzékeny enzimet, a meduzak kozé
tartozo Ciona intestinalis fajbol szarmazé Ci-VSP 5-foszfatazt, vagy az ezzel homolog,
zebrahalbdl szarmazo Dr-VSP-t kell a sejtekben expresszaltatni [232, 233]. Az enzim a
PM-hoz kotdédik, €s a membranpotencial pozitivabba valasakor aktivalodik. Szubsztratja
a PtdIns(4,5)P, és a PtdIns(3,4,5)P3, s6t egy tanulmanyban ugy talaltak, hogy a
membranpotencial tovabbi novelésekor 3-foszfataz aktivitdsa is lesz, és képes a
PtdIns(3,4)P,-ot is hasitani [234]. A moddszer elénye, hogy gyors és reverzibilis
lipidszintvaltozasokat tesz lehetdvé. Fo felhasznalasi teriilete elsésorban az ioncsatornak
PPIn-érzékenységének vizsgalata. A Ci-VSP segitségével sikeriilt igazolni tobbek
kozott a KCNQ2/3 és a TRPMS8-csatornak PtdIns(4,5)P,-fliggését [12, 235]. Bar az
eredeti Ci-VSP sziik szubsztratspecificitassal rendelkezik, létre lehet hozni olyan
genetikailag modositott fesziiltségérzékeny enzimeket, melyek mas lipideket ismernek
fel. Erre példa, hogy az 5-foszfataz domént a PTEN Kkatalitikus doménjére cserélve el
lehetett érni, hogy a kiméra a PtdIns(3,4,5)P3; és a PtdIns(3,4)P, 3-foszfatjat hasitsa
[236]. A modszer felhasznalhatosaganak f6 limitacioja, hogy kizardlag a PM PPIn-

szintek valtoztatasat lehet vele elérni.
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3. Célkitiizések

Ahogy azt dolgozatomban korabban bemutattam, bar sok modszer l1étezik a PPIn-ek
szintjének nyomon kovetésére, de a dinamikus valtozasok detektalasa problémakba
iitkozik, a létez6 modszerek sokszor nem elég érzékenyek, pontatlanok, bonyolultak. A
mesterséges manipulaciokkal végrehajtott, vagy a massziv hormonalis stimulus
eredményeként létrejove valtozasokat jol érzékelhetik, de a fiziologiashoz kozeli
nem megoldott.

Elsddleges céljaink ezért az alabbiak voltak:

e Intramolekularis FRET és BRET szenzorok fejlesztése, mellyel lehetévé
valik a citoplazmatikus Ins(1,4,5)P3; megbizhaté nyomon kdvetése.

e A PM PtdIns4P, PtdIns(4,5)P, és PtdIns(3,4,5)Ps-szintjének dinamikus
valtozasat specifikusan, nagy id6beli, szubcellularis felbontassal, érzékenyen

detektalni képes BRET bioszenzorok Iétrehozasa és tesztelése.
Az 1j molekularis eszkoztarral pedig az alabbiakat terveztiik vizsgalni:

e RTK- és GPCR-aktivaciot kovetd PPIn-szint valtozasok leirasa, molekularis
hatterének feltérképezése.

e A receptoraktivaci6 hatisara 1étrejovo lipidszintvaltozasok szerepének
meghatarozasa kiillonb6z6 sejtélettani folyamatokban [ugy mint Ins(1,4,5)P3-

jel, receptorendocitozis].
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4., Modszerek

4.1. AKisérletek soran hasznalt anyagok

A molekularis bioldgiai reagenseket a Fermentas cégtdl (Vilnius, Litvania)
vasaroltuk. A sejtkultira edényeket és lemezeket a Greiner Bio-One GmbH-t6l
(Kremsmunster, Ausztria) szereztiik be. A sejttenyésztéshez hasznalt DMEM és a fotalis
borjuszérum (FBS) a Lonza cég (Bazel, Svajc) terméke. A coOlenterazin h reagenst a
Regis Technologies-tol (Morton Grove, lllinois, USA) vasaroltuk. A transzfektalashoz
hasznalt Lipofectamine 2000 reagens és az Opti-MEM médiumoldat az Invitrogen
(Carlsbad, Kalifornia, USA), a GeneCellin reagens pedig a BioCellChallenge vallalat
terméke (Toulon, Franciaorszag). Az atropint az EGIS Gyodgyszergyar Zrt.-tdl
(Budapest, Magyarorszag), a rapamycint a Selleckchem-t61 (Houston, Texas, USA), az
ionomycint az Abcam-t6l (Cambridge, UK) szereztiik be. Az Al vegyiilet Balla Tamas
(NICHD, NIH, Bethesda, Maryland, USA) ajandéka volt. Amennyiben masképp nem
jeloltem, a tobbi vegyiiletet és reagenst a Sigma-Aldrich-tol (St. Louis, Missouri, USA)

rendeltik.

4.2. Plazmidkonstrukcidok

A vad-tipust M3 muszkarinos acetilkolin receptort (M3R) (3xHA jeloléssel N-
termindlisan) az S&T cDNS Resource Center-tl (Rolla, Missouri, USA) vasaroltuk. A
vad tipust epidermalis novekedési faktor receptort (EGFR) [166], és az 1-es tipusu
angiotenzinreceptor nem internalizalédé delécidos mutansat (AT;R-A319), melybe az
Y319 pozicidoban egy stopkodon lett beillesztve, munkacsoportunk mar kordbban is
hasznalta [237].

A foszfoinozitid-felismeré bioszenzorok elkészitése soran elszor Agel és Notl
restrikciés enzimekkel lecseréltik a méar meglévé PLCS1-PH-GFP, a PPIn kotésre
képtelen mutans PLC31(R40L)-PH-GFP [87] és Btk-PH-GFP konstrukciokban a GFP
fluoreszcens fehérjét Ceruleanra (a konfokalis mikroszkopos mérésekhez) illetve szuper
Renilla luciferazra (Luc) (a BRET-mérésekhez). A GFP-OSH2-2xPH mddositasakor a
Luc-ot tartalmazé konstrukcidhoz Agel és BglIl, mig a Ceruleannal jelolt szenzor
létrehozasahoz Agel és Bspl4071 restrikcios enzimeket hasznaltuk. A GFP-SidM-P4M
konstrukcio Balla Tamas ajandéka volt [38]. A Luc-zal és Ceruleannal jelolt SidM-

2xP4M  elkészitéséhez eldszor a kapott konstrukciobol PCR  segitségével
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felsokszoroztuk a P4AM domént, majd a Ceruleannal ill. Luc-zal jelolt OSH2-2xPH
konstrukciok OSH2-2xPH szekvenciajat Xhol ¢és BamHI restrikciés enzimek
segitségével lecseréltiik a kapott PCR termékre. A domén tandem ismétlodéséhez a
SidM-P4M szekvenciajat PCR-rel felsokszoroztuk, majd a korabban 1étrehozott
Cerulean-SidM-P4M és Luc-SidM-P4M plazmidokat Xhol enzimmel megnyitottuk, és
a PCR terméket behelyeztiik a FP és a kordabban mar meglevé SidM-P4M szekvenciaja
kozé. A kész konstrukcioban a tandem szekvencidk kozé egy SSRE 0sszekotdszakasz
épl be.

Ahhoz, hogy specifikusan a PM lipidjeinek valtozasat tudjuk mérni BRET
modszerrel, az energiaakceptor Venus FP-t a PM-ba kell irdnyitani. Ehhez tobbféle PM
irdnyitészekvencidval ellatott konstrukciot is készitettlink, melyek kozil a
dolgozatomban bemutatasra keriilé kisérletek soran kett6t hasznaltunk fel. Egyik az
egér Lck fehérje N-termindlis irdnyitoszekvencidgja (MGCVCSSNPENNNN; GenBank
elérési szam: NM_001162433) melyre a tovabbiakban Ljp-ként fogok hivatkozni, mig a
masik a huméan c-Src fehérje N-terminalis iranyitészekvencidja
(MGSSKSKPKDPSQRRNNNN; GenBank elérési szam: NP_005408), melyet S;s-ként
fogok emliteni. Ezen két szekvencidra azért esett a valasztds, mert tobb kozlemény
alapjan az Ljp €s Si5 az eltér0 poszttranszlacios lipidmodifikacidik kovetkeztében a PM
eltér6 mikrodoménjaiban helyezkedik el (Lo esetén palmitoilacid €s 2x mirisztoilacio
torténik, mig Sis esetén a mirisztoilacio illetve a bazikus aminosavak jelenléte fontos a
lokalizacioban) [238, 239]. A konstrukciok elkészitéséhez egy olyan oligét terveztiink,
mely a leirt peptideket kodolja, és a két végén megtalalhato egy Nhel és egy BamHI
hasitasi hely. Elsé 1épésben Nhel és BamHI restrikciés enzimekkel megvagtuk a
pmRFP-N1 plazmidot (Clontech Laboratories, Mountain View, Kalifornia, USA), majd
a leirt oligdkat beillesztettiik a vagasi helyek kozé. Ezt kovetden Agel és Notl restrikciods
enzimek segitségével lecseréltiik az mRFP-t VVenus-ra.

Annak biztositdsa végett, hogy az intermolekularis szenzoraink mindkét tagja
biztosan kifejez6djon a transzfektalt sejtekben, a T2A szekvenciat alkalmaztuk [240],
melyet munkacsoportunk mar korabban is hasznalt kisérletei soran [111]. Az L;p-Venus
¢s Si15-Venus konstrukciok C-terminalis végéhez fuziondltuk a T2A peptidszekvenciat,
majd ezen konstrukciokat a Cerulean-nal vagy Luc-zal jelolt PLC31-PH és BTK-PH
plazmidokba illesztettiik Nhel és EcoRI, az OSH2-2xPH és SidM-2xP4M plazmidok
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esetén pedig Nhel és Agel enzimek segitségével. Az igy 1étrejott konstrukciok felépitése
a PM-Venus-linker1-T2A-linker2-(FP)-PBD(x2)-(FP) szerkezetet koveti, ahol a linkerl
a VDSGS, mig a linker 2, ha a FP N-terminalisan helyezkedett el, akkor az RSRE
(Cerulean) vagy SGLRSRE (Luc), ha C-terminalisan, akkor pedig a DPVVAT
szekvenciadknak felel meg.

Az intramolekularis Ins(1,4,5)Ps-szondak alapjat a munkacsoportunk altal mar
kordbban is hasznalt mRFP-InsP3R-LBD konstrukcié (a human 1-es tipust InsPs3
receptor 224-605 szakaszanak szekvencidja) képezte [241], amelybe iranyitott
mutagenezissel (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA) vittiikk be az
alabbi mutaciokat: R265K, R269K, R568K, R504K ¢és dupla R265K,269K, hogy ezaltal
csokkent Ins(1,4,5)P3 affinitdsu fehérjékhez jussunk. A szenzorok készitése sordn elsd
lépésben egy altalanos FRET plazmidot hoztunk létre. Ennek alapja egy pEYFP-C1
vektor (Clontech Laboratories), melyben a YFP-t mar korabban Cerulean-ra cserélték,
majd ebbe a plazmidba klonoztuk a Venus szekvenciajat ECORI és Notl enzimek
segitségével. Az igy nyert FRET plazmid két fluoreszcens fehérjéje koz¢ illesztettiik be
a vad tipust vagy mutans InsP3R-LBD szekvencidkat (két végén egy NEQRSR ill. NS
Osszekot6 szakasszal) Xhol és EcoRI felhasznalasaval. A FRET szenzorok Cerulean FP-
jét Ndel és Xhol restrikcios enzimekkel cseréltiik le Luc-ra, igy jutottunk el a BRET-
méréseknél hasznalhatd szondakhoz. Végiil az optikai paraméterek javitasa érdekében,
kiindulva az Epac CAMP-szenzorbol [242] a Venust lecseréltiik a cirkularisan permutalt
(cp173) Venus-Venus tandemre EcoRI és Notl enzimekkel. A cirkularisan permutalt FP
Iényege, hogy a fehérjét kodold plazmid atalakitasa révén a 173-as pozicidban 1évo
aszparaginsav keriill N-terminalis pozicioba, mig az eredetileg N-terminalisan
elhelyezked rész a C-terminalis végére illesztodik egy GGSGG linkerrel. A cpl73-
Venust leird cikkben azt talaltdk, hogy ez a valtoztatas nem akadéalyozza meg a a fehérje
érését és a pH valtozasokra tovabbra sem lesz érzékeny [243].

Az intramolekularis Ca®*-szenzor elkészitéséhez elséként a kalciummérésekhez
széleskortien alkalmazott Cameleon D3 fuzids fehérje [244] megfelel6 szekvencidjat
PCR-rel felsokszoroztuk, majd az igy nyert szakaszt Xhol és EcoRI enzimekkel
beillesztettiik a fentebb leirt vad tipusu Ins(1,4,5)P3 szenzorunkba az InsP;R-LBD
helyére.
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A lipiddeplécids rendszert alkotd fehérjekonstrukcidok egy részét munkacsoportunk
mar korabban tobbszor hasznalta kutatasaihoz [111, 212]. A kisérleteink soran hasznalt
konstrukciok 1ényegében a korabbi plazmidokon alapultak, de a szenzoroknal leirtakhoz
hasonléan az FRB-domént a PM-ba iranyit6 korabbi szekvenciat (GAP43 vagy Lyn) az
Lck és a c-Src fehérjék N-termindlis aminosavaira cseréltiik le. Az mRFP-FKBP-Sacl-
Sptase vagy mas néven mRFP-FKBP-Pseudojanin (mRFP-FKBP-PJ), az mRFP-FKBP-
Sacldead-5ptase (MRFP-FKBP-PJ-5ptase) és mRFP-FKBP-Sacl-5ptasedead (mRFP-
FKBP-PJ-Sacl) konstrukciokat [42] Gerald R.V. Hammond (NICHD, NIH, Bethesda,
Maryland, USA) bocsatotta rendelkezésiinkre. Utobbi konstrukcidt felhasznalva
elkészitettiink egy csak Sacl enzimet tartalmazo valtozatot is (elhagyva a
mitkodésképtelen 5-foszfatazt a C-terminalisrol). Ehhez a plazmidot Kpnl és BamHI
enzimekkel megvagtuk, melynek eredményeként az 5-foszfatdz nagy része eltavolitasra
keriilt, majd az igy kapott plazmid egyszali végeit Klenow fragment segitségével
feltoltottiik, és a plazmidot ligaltuk. Igy egy olyan konstrukciohoz jutottunk, melyben a
Sacl végén még néhany aminosav (GGSTGSR) taldlhatdo a stop kodon eldtt. A
rendelkezésiinkre 4ll6 Osszes enzim esetén elkészitettiik a lipiddepléciohoz sziikséges
mindkét fehérjét kifejez0 T2A virdlis szekvenciat tartalmazo plazmidokat is, a
korabbiaknak megfelel6 modon [111]. Az igy 1étrejové konstrukciok felépitése a PM-
FRB-linkerl-T2A-linker2-mRFP-FKBP-enzim szerkezetet koveti, ahol linker 1 a
VDSGS mig a linker 2 a PVAT szekvencianak felel meg.

A lipidszintvaltozasok endocitozisra kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz hasznalt
B2AR-luc, Venus-Rab5 és B-arresztin2-mRFP konstrukcidkat munkacsoportunk mar

korabban is hasznalta kisérletei soran [111, 245].

4.3. Sejtvonalak, tranziens transzfekcio

A méréseket HEK 293T és COS-7 sejteken végeztiik, melyek az ATCC (Manassas,
Virginia, USA) cégtdl szarmaztak. A sejteket 10cm-es petricsészében tenyésztettiik
10%-o0s fotalis borjiszérumot, valamint penicillint (50 U/ml) és sztreptomicint (50
ng/ml) tartalmaz6 Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (DMEM — Lonza 12-604),
egy 37°C-o0s, 5% CO;-o0s paras levegdt biztositd inkubatorban.

A BRET-méréseket HEK 293T sejteken végeztiik. A tranziens transzfekcidhoz a
10cm-es petricsészében novesztett sejteket tripszinnel felszedtiik, majd polilizinnel
el8kezelt (0,001%, 45-60 perc) 96-lyuka lemezekre helyeztik Sket 10° sejt/lyuk
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mennyiségben, 100 ul Opti-MEM oldatban szuszpendalva. Ehhez 50 pl transzfekcios
elegyet adtunk, mely 1,5 pl/lyuk GeneCellin reagenst és 0,24-0,3 pg/lyuk DNS-
konstrukciot tartalmazott. Hat 6rdval a transzfekciot kovetden a korabban leirt szérumot
és antibiotikumokat tartalmaz6 DMEM-et adtuk a sejtekhez (100 pl/lyuk). A
kisérleteket 25 oraval a transzfekciot kovetden kezdtiik el.

Mikroszkopos mérésekhez és a Western blot analizishez a HEK 293T vagy a COS7
sejteket polilizinnel el6kezelt (0,001%, 45-60 perc) 35 mm atméréji, 1,5-0s vastagsagu
iiveg feddlemezre helyeztiink 2-3x10° sejt/fed6lemez slriiségben, a transzfekciot
megeldz6 napon. A transzfekcié sordn a sejtek médiumat Opti-MEM-re cseréltiik (1
ml/feddlemez) €s ehhez adtuk hozza 200 pl végtérfogatban a 2 pl Lipofectamine 2000-t
¢s méréstol fiiggden 0,5-2 pg DNS-kostrukciot tartalmazo transzfekcios elegyet (Opti-
MEM-ben oldva). Hat éraval a transzfekciot kovetGen a korabban leirt szérumot és
antibiotikumokat tartalmazo6 DMEM-et adtuk a sejtekhez (1 ml/fedélemez). A

kisérleteket 24 Oraval a transzfekciot kovetden kezdtik el.

4.4. Western blot

A 4.3. fejezetben részletezett modon ndvesztett és transzfektalt sejteket (35mm-es
atmérdjl, 1,5-0s fedélemezen) 24h-val a tranziens transzfekciot kdvetden protedz- és
foszfatazinhibitorokat tartalmaz6 SDS-mintapufferbe vettiik fel, szonikaltuk, 5 percen at
95°C-on foztiik, majd SDS-poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink. Ezt kovetéen a
fehérjéket polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra vittiikk at. Az antitestek nem
specifikus kotédésének blokkolasat 0,05% Tween-20-at tartalmaz6 PBS-oldatba (PBST)
kevert tejporral (5%) végeztiik (30 percen keresztiil szobahdmérsékleten inkubalva). Az
antitesteket tejporos PBST oldatban adtuk a mintdhoz, az els6dleges antitestek esetén
500-szoros (nyul eredetii anti-GFP, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornia,
USA; egérbdl szarmazé anti-p aktin, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), a
masodlagosaknal 5000-szeres (anti-nyul- vagy anti-egér-tormaperoxidaz, Cell
Signaling, Danvers, Massachusetts, USA) higitasban. Az antitestek lathatova tételéhez
kemilumineszcens Immobilion Western HRP szubsztrat reagenst (Millipore, Billerica,
Massachusetts, USA) hasznaltunk.

55



DOI:10.14753/SE.2016.1914

4.5. Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis mikroszkopos méréseket HEK 293T és COS-7 sejteken végeztiik, a
sejtek tenyésztését és transzfektalasat a 4.3. fejezetben leirtaknak megfeleléen hajtottuk
végre. Kozvetleniil a mérés elott a feddlemezeket, egy AttoFluor (Invitrogen) kamraba
helyeztiik, majd egyszeri mosast kdvetéen 800 pl korabban leirt modositott Krebs-
Ringer pufferoldatot pipettaztunk a kamraba. A mérést 35°C-on hajtottuk végre, az
alkalmazott ingereket 200 ul térfogatban adtuk a kamraban 1évé mér6oldatba. A
felvételeket Zeiss LSM 710 tipust pasztazd konfokélis mikroszkoppal, 63-Szoros
nagyitasu, 1,4-es numerikus aperturaju Plan-Apochromat immerziés olajas objektivvel,
multi-track frame-scan modban, 1 um-es optikai szeletvastagsaggal készitettik. A
gerjesztéshez 458 nm (Cerulean FP esetén) és 514 nm (YFP ill. Venus esetén)
hullamhosszisagi argonlézert illetve 543 nm-en emittdld hélium-neon Iézert
hasznaltunk. A kiillonb6z6 fluoreszcens fehérjék emisszidjanak detektilasa az alabbi
hullamhossz-tartoméanyokon tortént: Cerulean: 467-486 nm; YFP és Venus: 515-573
nm; MRFP: 612-728 nm. Az elkésziilt képek utdlagos feldolgozasat Adobe Photoshop
CS3 (San Jose, Kalifornia, USA) programmal végeztiik.

4.6. Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) mérések

kivitelezése

A FRET-méréseket HEK 293T sejteken hajtottuk végre, a 4.5. fejezetben leirtaknak
megfelel6 modon Attofluor kamraba helyezett fed6lemezeken, modositott Krebs-Ringer
oldatban (120 mM NacCl, 4,7 mM KClI, 1,2 mM CaCl,, 0,7 mM MgSO,, 10 mM gliikoz
¢s 10 mM Na-HEPES, 7,4-es pH). A kisérleteket szobahdmérsékleten végeztiik, egy 40-
szeres nagyitasu, 1,3-as numerikus aperturdju Plan-Apochromat immerzids olajos
objektivvel felszerelt inverz fluoreszcens mikroszkoppal (Axio Observer D1, Zeiss,
Németorszag), a felvételeket Cascade II kameraval (Photometrics, Tucson, Arizona,
USA) készitettiik. A megfeleld hullimhossziusaga (435 nm és 500 nm) gerjesztd fényt
egy 75 wattos Xenon lampahoz (DeltaRam, Photon Technology International,
Birmingham, New Jersey, USA) kapcsolt monokromator biztositotta. Az emittalt fényt
Chroma 69008bs dikroikus sugarosztoval (Chroma Technology Corp., Bellows Falls,
Vermont, USA) valasztottuk szét, majd a detektalashoz Cerulean esetén 470/24 nm-es,

mig Venusnal 530/30 nm-es filtereket hasznaltunk. A képek 5 masodpercenként
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késziiltek. Az adatok gyijtése MetaFluor programmal tortént (Molecular Devices,
Downington, Pennsylvania, USA). Az eredmények tovabbi kiértékelésére, a hattérzaj
kivonasara, az atbeszélések korrigalasara ¢és az 530/470 emisszidos héanyados

szamolasara a MetaMorph (Molecular Devices) szoftvert vettiik igénybe.

4.7. Abiolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérés
kivitelezése szovetkultura-edény leolvasé luminométerrel

A 4.3. fejezetben leirtaknak megfeleléen 96-lyukt lemezre tapasztott transzfektalt
sejtek médiumat 24h-val a tranziens transzfekciot kovetden lecseréltiik 50 pl modositott
Krebs-Ringer pufferra, majd fél érat 37°C-on inkubaltuk a sejteket. A méréseket
Mithras LB 940 szovetkultura-edény leolvasd luminométerrel (Berthold Technologies,
Bad Wildbad, Németorszag) 37°C-on végeztiik. A mérés kezdetén sejtpermeabilis
luciferaz szubsztratot, colenterazin h-t adtunk a sejtekhez (40 ul, végkoncentracidja 5
uM). A donor- és akceptorintenzitasok méréséhez 485 nm-es illetve 530 nm-es
emmisszios filtereket alkalmaztunk, egy hullamhossz 0,5 mésodpercig volt detektalva
pontonként. A kisérletekhez hasznalt vegyiileteket szintén a modositott Krebs-Ringer
pufferba keverve, 10 pl térfogatban adtuk a sejtekhez. Minden kisérleti felallast egy
idében 3 parhuzamos ponton mértiik.

A BREThanyadost tgy kaptuk meg, hogy az 530 nm-en mért intenzitast elosztottuk
a 485 nm-en mért értékkel. Mivel ahogy telik az idd, a nyers BRET hanyados gyakran
mutat egy spontan emelkedést, ezt kivédend6 a mérések soran mindig beiktattunk olyan
pontokat is, melyeket nem ingereltiink, majd ezeket kontrollként felhasznalva
korrigaltuk az alapvonalra a kapott BRET értékeket. Intramolekularis BRET-szenzorok
esetén az I/Ip érték reciprokat szamoltuk, és ezeket abrazoltuk a gorbéken. A reciprok
értek képzésére az eredmények értelmezhetoségének megkonnyitése céljabol volt
sziikség, hogy igy az Ins(1,4,5)Ps-szint emelkedése egyben BRET-jel novekedésnek
adodjon. Mivel az intermolekularis szenzorok hasznalatakor az abszolut hanyados
nagymértékben fligg a szenzorok expresszidjdnak szintjétdl, esetiikben mashogy
végeztik a jel normalizalasat. Minden esetben 100%-nak tekintettiik a kiindulasi
allapotot, 0%-nak pedig azt a BRET hanyados értéket vettiik, mely olyan sejtekben
mérhetd, melyek kizardlag a citoplazmatikus szuper Renilla luciferazt expresszaljak. Az
abrazolt gorbék mindig 3 fliggetlen kisérlet eredményének atlagat mutatjak, szoraskent

a standard hibat tuntettiik fel.
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4.8. Fehérje mennyiségi meghatarozas SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel

A BRET-mérések kivitelezését kovetden a 96-lyuku lemezen letapasztott sejtekre
proteaz- és foszfatazgatlot tartalmazo SDS-mintapuffert tettiink, majd egy éjszakan at -
85 °C-on tartottuk a mintat. Masnap a sejteket felkapartuk, szonikaltuk, majd SDS-
poliakrilamid gélelektroforézis segitségével szeparaltuk a fehérjéket. A fluoreszcens
fehérjék detektalasa Amersham Typhoon Phosphor Imager (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, Kalifornia, USA) eszkozzel tortént. A gerjesztés egy 532 nm-es lézerrel, a

detektalas pedig egy 610 nm-es BP filter felhasznalasaval tortént.

4.9. Statisztikai analizis

Az adatok elemzéséhez és az abrak készitéséhez a Sigmaplot 10.0 programot
hasznaltuk (Systat Software Inc, Chicago, Illinois, USA). A statisztikai szamitasokhoz a
SigmaStat 3.5 (Systat Software) programot vettiik igénybe. Az Ins(1,4,5)Ps-szenzorok
karakterizalasa soran a csokkend fazis féléletidejének (t) meghatarozasahoz minden
egyes kisérletnél gorbeillesztés tortént egy 3-valtozds exponencialis fliggvény alapjan
(y=yo+ae™). Az igy kapott t-értékeket leatlagoltuk, majd az atlagokat kétmintas t-
probanak vetettilk ald. Az intermolekuléris lipidszenzorok karakterizaldsara végzett
gatloszeres  vizsgalatok  eredményeinek  statisztikai  elemzésekor  egyutas
varianciaanalizist (ANOVA), majd Bonferroni t-tesztet hajtottunk végre. A kiilonb6z6
lipiddeplécios kezelések Ins(1,4,5)Ps-jelre kifejtett hatasanak vizsgalatakor, illetve az
internalizaciés mérések statisztikai kiértékelésekor kétutas ANOVA-analizist, majd

Holm-Sidak post hoc tesztet végeztiink.
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5. Eredmények

5.1.  Egysejtes és sejtpopulacios méréseknél egyarant alkalmazhaté
intramolekularis Ins(1,4,5)P3-szenzor fejlesztése

A receptorok ingerlése PLC enzimek aktivalodasdhoz, és igy Ins(1,4,5)Ps3
keletkezéshez vezethet, mely lipid kdzponti szerepet t6lt be a kalcium-jelpalydban. Az
Ins(1,4,5)Ps—jel kinetikajanak kovetésére sokaig izotopos jelolést kovetd lipidextrakceiot
és HPLC-t alkalmaztak [246], majd a késébbickben tomegmérések torténtek radio-
receptor eljarassal [247]. Ezen modszerekre altalanossagban jellemzO, hogy csak
sejtpopulacids jel detektalasara alkalmasak, kivitelezésiik nehézkes, és nem mutatnak
megfeleld iddbeli és térbeli felbontast. Az elmult idészakban tobb munkacsoport is
kifejlesztett olyan szenzorokat, melyek a FRET technikdn alapulnak, lehetévé téve
egysejtes méréseket is [179-185].

Akarcsak a felsorolt munkacsoportok koziil néhanyan, Gigy mi is az 1-es tipust
InsP3R  ligandkotd doménjabol (LBD) indultunk ki. A fehérje szerkezetének
tanulmanyozasa alapjan az Ins(1,4,5)P3; bekotddése a receptor konformaciovaltozasat
idézi eld, mely kelléen nagymértékli ahhoz, hogy FRET-jelet generaljon, ha a két
végére megfeleld FP-ket helyeziink. Korabbrol ismert, hogy az intakt receptorban N-
terminalisan elhelyezkedé 223 aminosav csokkenti az InsP3R ligandaffinitasat [248].
hasznaltuk fel szenzorainkhoz. Egysejtes FRET-mérésekhez, a modszertani fejezetben
leirtaknak megfeleléen (4.2. fejezet) N-termindlisan Cerulean FP-t, C-terminalisan
pedig Venust kapcsoltunk az InsP3R-LBD-hez. Ahhoz, hogy sejtpopulacios jelet is
tudjunk mérni, létrehoztunk BRET-mérésre alkalmas szenzorokat is, melyeknél N-
terminalisan  luciferdz, mig C-termindlisan Venus helyezkedik el. Ennek
tovabbfejlesztéseként a Venus elé egy cpl73, Un. cirkuldrisan permutalt Venust is
beillesztettiink, mely altal a mérhet6 BRET-jel valtozas ndvekedését reméltiik, ahogy
azt korabban az Epac cAMP-szondanal tapasztaltak [242]. A 1étrehozott konstrukcidok
sematikus felépitését a 6.A. abran mutatom be. A szenzorokat COS-7 sejtekbe
transzfektalva, megfigyelhetd azok homogén citoplazmatikus, és kismértékli magi

elhelyezkedése (6.B. abra).
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6. abra — A vad-tipusi InsP;R-LBD-en alapul6é szenzor tesztelése FRET és BRET eljarasokkal. (A) Az
Ins(1,4,5)Ps—szondék szerkezetének sematikus abraja. (B) Konfokalis mikroszkoppal késziilt reprezentativ felvétel,
mely a FRET-szenzor citoplazmatikus elhelyezkedését mutatja COS7 sejtekben (Venus csatornaban). (C) Vad tipusu
AT R-t és a vad tipusu InsPz-szenzor FRET valtozatat expresszald6 HEK 293T sejtekben detektalhaté FRET jel-
valtozas 1 uM Ang II hatdsara. A kiilonboz6 arnyalati kék gorbék egyedi sejtekben mért FRET-jel valtozasokat
mutatnak. (D) A csak Venusszal (kék gorbék) illetve a cpl73-Venusszal jelolt Ins(1,4,5)P; BRET-szenzort
expresszalo HEK 293T sejtekben, 10 pM ionomycin hatdsara bekovetkezd jelvaltozasok. A kiilonallo gorbék a 96-
lyukta szovetkultura-edények kiilonb6z6 lyukaiban (kb. 100.000 sejt/lyuk) mérhetd sejtpopulacios jelvaltozasokat
mutatjak.

A szenzorok teszteléséhez HEK 293T sejteket transzfektaltunk a szenzorral és 1-es
tipust angiotenzinreceptorral (AT;R), majd a sejteket 1 uM angiotenzin Il-vel (Ang II)
ingereltiik, mikozben mértiik a FRET-jel valtozéasat. Ahogy az a 6.C. dbran lathatd, az
agonista stimulus egy egyértelmii jelvaltozast okozott a szenzorunkon, jelen esetben egy
csokkenést, mely megfelel az emelkedd Ins(1,4,5)Ps-szintnek. A szenzor BRET mérési
koriilmények kozotti alkalmazhatosagat is megvizsgaltuk (6.D. 4bra), ebben az esetben
viszont nem receptort aktivaltunk, hanem ionomycint adtunk a szenzorral transzfektalt
HEK 293T sejteknek. Az ionomycin hatdséara Ca’* dramlik a sejtekbe, mely aktivélja a
PLC enzimeket és igy kovetkezményesen Ins(1,4,5)Ps-jelet tud 1étrehozni [87]. A 6.D.
panel gorbéi egy 96-lyuktt szovetkultira-edény egy adott lyukaban talalhato
hozzavetdlegesen szazezer sejtben detektdlhato nyers BRET héanyados valtozasat

mutatjak. A kék gorbék a C-terminalisan csak Venust tartalmazo, mig a piros gorbék a
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cp173-Venus FP-Kkel jelolt szenzorral regisztralt jeleket mutatjak. Erdekes médon a
tandem FP alkalmazasa nem novelte a BRET-jel valtozas nagysagat.

A szovetkultira-edény leolvasd luminométerrel mérhetd6 BRET-jel detektalasakor
sokszor lehet egy spontan emelkedést megfigyelni, mely nem a mért molekula
szintjének valtozasa kovetkeztében Iép fel, hiszen a nem stimuldlt sejtekben is
jelentkezik. A jelenség zavaré hatdsdnak kikiiszobolésére minden kisérletnél nem
ingerelt sejtekben is mértiik a jel valtozasat, majd a nyers adatok feldolgozasakor ezt a
spontan emelkedést kivontuk a stimulélt sejteken regisztralt adatokbol. Hogy a kapott
jel ne fiiggjon az expresszids szintektdl, az adatok kiértékelésekor kovetkezd 1épésként
I/lp értéket képeztiink, ahol lg a stimulalast megel6z6 2 perc mérési pontjainak atlaga, |
pedig az adott iddpontban mérhet6 BRET-hanyados. Mivel az igy kapott értékek az
Ins(1,4,5)P3-szint emelkedésekor csokkenést mutatnak, a konnyebb értelmezhetség
kedvéért a tovabbiakban az I/ly helyett annak reciprokat, vagyis az lo/I értéket fogom
abrazolni, igy a koncentraciondvekedés egyben jelemelkedéssel is fog jarni.

A létrehozott szenzor, mivel nem tartalmazza az intakt 1-es tipust INnsP3R N-
termindlis szupresszor doménjat, ezért a vad tipusnal 1ényegesen nagyobb affinitdssal
képes kotni ligandjat (a szupresszor domént is tartalmazo 1-es tipust InsPsR Ky értéke
irodalmi adatok alapjan 49,5 £+ 10,5 nM, mig a 224-604 aminosavakbol allo LBD Kg-ja
1,78 £ 0,63 nM [249]). A szondank tovabbfejlesztéséhez olyan mutacidkat terveztiink
bevinni az InsP3R-LBD-be, melynek révén egy koztes Kg-értékii szenzorhoz jutunk,
mely amellett, hogy jelzi a ndvekvd Ins(1,4,5)Ps-jelet, képes a valasz lecsengésekor
elereszteni ligandjat, igy az off-valasz soran is hiien tikrozi az Ins(1,4,5)Ps
melynek sematikus rajzat a 7.A. dbrdn mutatom be. Az aszimmetrikus ,,bumerang”-
alakli szerkezet egy N-termindlis béta-trefoil és egy C-termindlis alfa-helikalis
doménbo6l all. Korabbi adatok alapjan 11 aminosav felelés az Ins(1,4,5)Ps3

felismeréséért, melyeket a 7.B. abran tiintettem fel [250].
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7. abra — Az l-es tipusu InsP3;R ligand-koté doménjanak szerkezete, forras: [250]. (A) Ribbon diagram az
InsP3R LBD-janak szerkezetérél. Sarga szinnel az N-terminélis béta-trefoil domén, zolddel a C-terminalis alfa-
helikalis domén, lilaval pedig az 6sszekotd szakasz van feltiintetve. Aktivalodaskor az Ins(1,4,5)P3 a két domén kozti
arokban helyezkedik el. (B) A receptor ligandkotéséért felelds 11 aminosav és az Ins(1,4,5)P; elhelyezkedésének
sematikus abraja. Piros karikaval jeloltem be azokat az arginin aminosavakat, melyeket a szenzorainkban lizinre
cseréltiink, hogy ezaltal kisebb affinitasi LBD-hez jussunk.

A mutans LBD-ek létrehozasdkor kivalasztottunk 4 arginin aminosavat: az R265,
R269, R504 és R568 pozicidban talalhatdakat, és ezeket lizinre cseréltiik. Mivel a lizin
oldallanca révidebb az argininénél, és egyben kevésbé bazikus (a lizin pl értéke 9,74
mig az argininé 10,76), ezért azt vartuk, hogy a mutans fehérjék interakcidja az
Ins(1,4,5)P3 negativ toltésti foszfat-csoportjaival gyengébb lesz, mint a vad tipusué.
Ahhoz, hogy ezt igazoljuk, a baktériumokkal termeltetett mRFP-vel és 6xHis-jel6léssel
ellatott LBD-eket Ni**-oszlopokon tisztitottunk meg, majd in vitro kétési vizsgalatot
végeztiink [H]-Ins(1,4,5)P; felhasznalasaval, melynek eredményeit a 8. abran tiintettem
fel (az in vitro kotési vizsgalatokat témavezetém, Dr. Varnai Péter végezte az NIH-ben,
Bethesda, Maryland, USA). Az R504K ¢s az R265,269K dupla mutans nagyon gyengén
kototte az Ins(1,4,5)Ps-ot (gyengébben, mint a szupresszor domént is tartalmazd 1-es
tipustt InsP3R), mig az R265K, R269K és R568K mutans domének a vartnak
megfelelden a vad tipusu LBD-nél (224-605) gyengébben, de a szupresszor doménnel is
rendelkezd intakt LBD-nél (1-605) nagyobb affinitassal kotottek ligandjukat. A kapott
eredmények alapjdn a vad tipusu szenzorhoz hasonléan elkészitettiik az R265K
mutacidot hordozd szondat is, és az 5.3. fejezetben részletezésre keriild tovabbi

karakterizalast mindkét konstrukcion elvégeztiik.
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8. dbra — A mutins LBD-ek Ins(1,4,5)P; affinitasanak vizsgilata. (A) A feltintetett muticiokat hordozo
rekombinans mRFP-vel jelolt LBD-ek (a szuppresszor domént nem tartalmazo6 konstrukciok) in vitro ligandkotésének
vizsgalata. A kisérleteket [2H]Ins(1,4,5)Ps-tal, és az x-tengelyen feltiintett mennyiségii jeldletlen liganddal végeztiik.

Az abran két, triplikatumban végzett fliggetlen kisérlet atlaga lathaté. (B) A mutans LBD-ek Ky értékei, a gorbék
Scatchard-analizise alapjan.

5.2. Intermolekularis PPIn-szenzorok tervezése

Ahogy azt a 2.3.fejezetben bemutattam, szdmos moddszer all rendelkezésre,
melyekkel a PPIn-ek szintjét detektalni lehet, de egyiket sem tekinthetjilk igazan
tokéletesnek. A legelterjedtebb technika a részletesebben is jellemzett fluoreszcensen
jelolt PBD-ek alkalmazasa mikroszkdpos mérések soran. Az igy végzett kisérletek
egyik nagy hatuliitéje, hogy a szamszertsithetéségiik nehézkes, Kismértékli valtozasok
szinte kimutathatatlanok, €és a statisztikailag megbizhatdé elemszam elérése dubiozus
munkat igényel. Hogy athidaljuk ezen problémakat, ezért BRET-szenzorokat
készitettiink, melyek a PM PPln-szintekben bekovetkezd valtozasokat nagy
érzékenységgel képesek detektalni. Mig a korabban bemutatott Ins(1,4,5)Ps-szonda
intramolekularis mérést tett lehetévé, a PPIn-ek detektalasdhoz intermolekularis
szenzorokat készitettiink, melyek sematikus rajza a 9.A. abran lathato. A kiilonb6z6
PPIn-ek specifikus felismerését a széles korben alkalmazott PBD-ek révén értiikk el. A
PtdIns4P mérésekhez két kiilonb6zd, az irodalomban hasznalt PtdIns4P-k6t6 domént
tartalmazd szenzort is elkészitettiink, majd ezeket Osszehasonlitottuk. Az egyik az
OSH2 fehérje PH-doménjat tartalmazta [39], mig a masik a Legionella SidM fehérje
P4M doménjat [251]. Hogy ndveljitk ezen szenzorok lipidaffinitasat, mindkét szenzor

esetén tandem épitettiikk be a doméneket. A PtdIns(4,5)P; méréséhez a PLC31 enzim
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[87], mig a PtdIns(3,4,5)P; detektalasahoz a Btk PH-doménjét [252] hasznaltuk fel. A
felsorolt PBD-ekhez kapcsoltuk a BRET-mérésekhez elengedhetetlen luciferaz enzimet,
illetve készitettiink olyan verzidkat is, melyekben Ceruleant kotottiink hozzajuk, igy
lehetové téve azt, hogy a szenzorokat mikroszkopos mérésekhez is fel tudjuk hasznélni.
Ahhoz, hogy az energiatranszfer-mérések soran kapott jel PM-specificitasat biztositsuk,
az energiaakceptor Venus FP-t rovid PM iranyitdé szekvenciaval lattuk el. Kétféle
szekvenciat is hasznaltunk, egyrészt az Lck fehérje elsé 10 aminosavat (Lig), masrészt a

c-Src elsé 15 aminosavat, melyek ezen fehérjék PM lokalizacidjaért felelések [238].
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9. abra — Az intermolekularis PPIn szenzorok felépitése (A) Szenzoraink felépitésének sematikus rajza. Az Lyg és
Si5 peptidek az Lck ill. c-Sre fehérjék PM iranyitd szekvencigjanak felelnek meg, mig a T2A egy viralis protein, mely
egyetlen mRNS-ként irodik at, de a transzlacio soran egy intramolekularis hasadas 1ép fel benne (melynek pontos
elhelyezkedését a szagatott piros vonal jelzi), melynek végeredményeként egy plazmidrol két kiilonallo
polipeptidlanc szintetizalodik. A kiilonféle PPIn-ek specifikus felismerését az abran narancssarga szinnel jelolt széles
korben hasznalt PBD-k biztositjak. (B) A luciferaz helyett Ceruleant tartalmazo bioszenzorokat expresszaldo HEK
293T sejtek SDS-PAGE elektroforézist kovetd Western blot analizise, a Ceruleant és Venust egyarant felismer6 anti-
GFP segitségével. Kontrollként anti-p-aktin szerepel. A molekulaméret-markerek a Western blot bal oldalan keriiltek
feltiintetésre. A blot felett szerepld szamok az 9.A. panelnek megfeleld sorrendben jelzik a kiilonb6z6 konstrukcidkat.

Az intermolekularis BRET-mérések kivitelezése gy optimalis, ha a sejtek a
szenzorok mindkét tagjat expresszaljak (a luciferazhoz €s a Venushoz kapcsolt fizids

fehérjéket), €és a konstrukciok ardnya kozel alland6. A két plazmid egyideji
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transzfekcidjaval bar elérhetd ilyen konstans expresszid a sejtek egy részében, de egy
ilyen protokoll bedllitdsa rendkiviill nehézkes, ¢és kivitelezése meglehetsen
koriilményes. Hogy athidaljuk ezt a problémat, egy olyan plazmidot hoztunk 1étre, mely
az energiatranszferhez sziikséges mindkét molekulat kiilon-kiilon kodolja, a ketté kozott
pedig a virdlis eredetli T2A szekvencia talalhatdo meg. A transzlaci6 folyamata sordn, a
fehérjeszintézis folytatodik, igy mindkét fehérje megszintetizalodik, méghozza
ekvimolaris mennyiségben [240]. Ahhoz, hogy a fehérjék hasadasat ¢és a konstrukciok
aranyat ellendrizziik, HEK 293T sejteket transzfekaltunk a szenzoraink fluoreszcens
valtozataval (amelyek Ceruleant tartalmaznak a Luc helyett), majd SDS-PAGE
gélelektroforézist kovetéen Western blot analizist végeztiink anti-GFP ellenanyag
felhasznalasaval, mely képes mind a Cerulean, mind a Venus FP-khez kotédni. Egy
ilyen reprezentativ mérés eredményét mutatja be a 9.B. abra. Lathato, hogy a sejtekben
kiilon-kiilon kimutathatéak voltak a szenzoraink tagjai (a PM-Venus 32 kDa
magassagban ¢s a PBD-Cerulean konstrukciok 48 kDa ill. az OSH2-2xPH esetén 67
kDa magassagban), ¢és csak egy nagyon kis hdnyaduk expresszalodott vagatlan

formaban (nehezen lathat6 halvany sav 80 kDa ill. 99 kDa magassagban).

A szenzorok intracelluléris elhelyezkedését is szerettiik volna ellendrizni, ezért
plazmidjaikat COS-7 sejtekbe transzfektaltuk, majd konfokalis mikroszkopos
vizsgélatokat végeztiink. Ahogy az a 10. &bran lathatd, a kordbban leirtakkal
egybehangzoan a PLC61-PH és az OSH2-2xPH egyértelmli PM elhelyezkedést mutatott
nyugvo sejtekben [87, 253], mig a SidM-2xP4M a PM mellett a PtdIns4P-ban szintén
gazdag Golgiban is megtalalhat6 volt [38]. Mivel nyugvo sejtekben a PtdIns(3,4,5)Ps3
szintje alacsony [116], ezért a Btk-PH citoplazmatikusan helyezkedett el. A vartnak
megfeleléen mind a Venussal jelolt Lip, mind az Sis fehérjék foként a PM-ba
lokalizalodtak. A bemutatott konfokalis képek helyes elemzésekor mindenképpen
figyelembe veendd, hogy a COS-7 sejtek nagyon laposak, €és igy tévesen konnyen
citoplazmatikusnak, vagy magmembrannak tlinhet els6 ranézésre a PM lokalizacio. Az
ilyen sejtekben megfigyelhetd citoplazma és PM kozotti kiilonbség legszebben talan az
utolso oszlopban lathat6, ahol j6l elkiiloniil a PM-on talalhaté Venusszal jelolt Ly (felso

abra) és a sejtplazmaban elhelyezkedd Ceruleannal jel6lt Btk-PH (also abra).

65



DOI:10.14753/SE.2016.1914

Venus

Cerulean

OSH2-2xPH SidM-2xP4M PLC§81-PH PLC81-PH Btk-PH

10. abra — A Kkonstrukciék intracellularis elhelyezkedése. A PPIn felimeré bioszenzorokat expresszalé COS-7
sejtekr6l késziilt reprezentativ konfokalis felvételek. A felsd sorban talalhato képek a Venus, az alsok a Cerulean
csatornaban keriiltek rogzitésre. Mivel a COS-7 sejtek laposak, ezért a mag koriili PM gorbiilet hasonlit a
magmembranra €s a citoplazmat kénnyen PM-nak lehet vélni. A kettd kozotti éles kiilonbség az utolsé oszlop képei
esetén a legszembet{inébb.

Miutan meggy6z6dtiink a T2A szekvencia miikodésérdl, és a konstrukcidink
intracellularis elhelyezkedésérél, megvizsgaltuk a szenzoraink alkalmazhatdsagat a
BRET-mérés koriilményei kozott. HEK 293T sejteket transzfektaltunk kiillonb6zo
dozisu (0,03-0,12 pg/lyuk) Lio-Venus-T2A-PLCS1-PH-Luc, illetve az R40L mutans,
PtdIns(4,5)P,-ot nem koté PLCS1-PH domént tartalmazé plazmiddal [87], majd BRET-
méréseket végeztiink. A tobbféle DNS koncentracidra egyészt a transzfekcids protokoll
beallitdsa szempontjabol volt sziikség, masrészt szerettiik volna megvizsgalni, hogy az
intermolekularis PPIn-szenzorainkkal mérhet6 BRET-jel milyen mértékben fligg az
kezelést alkalmaztunk, egyrészrdl gatoltuk a lipid reszintézisét PI4K inhibitor 10 pM
Wm-nal, a lebontasat pedig egyidejiileg 10 pM ionomycin hozzdadasaval idéztiik eld.
Ahogy az a 11.A. abran lathatd, a két szer egyiittes hatasanak eredményeként egy
nagymértéki BRET-jelcsokkenést tapasztaltunk. Az igy kapott minimalis BRET
hanyados, expresszios szinttdl fliggetlenlil ugyanazon értékre allt be, mely kozel
megegyezd volt a lipidet nem k6td mutans szenzorral mérhetd jelekkel, ami jelzi a
szenzor nagyfokl érzékenységét még alacsony lipid koncentracio esetén is. Jol latszik
ugyanakkor, hogy a kiindulasi értékek a lipidet kotd szenzorok esetén nagymértékben
fliggtek az expresszios szinttdl (a mérhetd Venus €s luciferaz intenzitasok a 11.B. dbran
keriiltek feltiintetésre). Eppen ezért a tovabbiakban minden esetben egy normalizalt

BRET (nBRET) értéket szamoltunk (és az éabrdkon is ezek szerepelnek) a PPIn-
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szenzorok esetén, ahol 100%-nak tekintettiik a kiindulasi értéket, 0%-nak pedig a
szovetkultira-edény leolvasé luminométerrel mérhetd legalacsonyabb BRET hényadost
(0,874 — a csak citoplazmatikus luciferazt expresszaléd sejtekben mérhet érték). Fontos
megemliteni, hogy az abrakon szereplé szazalékos nBRET hanyadosok nem jelentik
egy az egyben a lipid szintjének szédzalékat is, hiszen még a kombinalt PPIn-bonto
kezelés ellenére sem tudtuk elérni az elvi 0%-nak megfeleld6 BRET értéket. Ennek
hatterében feltehetéen a citoplazmatikus donor és akceptor fehérjék kozott fellépd

kismértékii interakcid vagy a 9.B. abran lathat6 kevés vagatlan T2A-s szenzor allhat.
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11. abra — A PM PPIn-ek teljes degradaciéjanak hatisa az djonnan fejlesztett PtdIns(4,5)P, szenzor altal
mérheté6 BRET hanyadosra, kiilonb6zo expresszios szintek esetén. HEK 293T sejteket eltéré mennyiségii (0,03-
0,12 pg/lyuk, egy 96 lyuka szovetkultira-edényen) Lyip-Venus-T2A-PLCS1-PH-Luc, illetve R40L mutaciét hordozo,
lipidet nem ko6t6 Lig-Venus-T2A-PLC31(R40L)-PH-Luc plazmiddal transzfektaltunk. (A) A PM PPIn teljes
gorbék a kiilonbozo expresszios szinteknek felelnek meg. Az ,.y” tengely 0,874-nél kezdddik, mivel ez az érték felel
meg a szovetkultira-edény leolvasd luminométerrel mérheté legalacsonyabb BRET hanyadosnak, melyet a csak
citoplazmatikus luciferaz konstrukciot tartalmazo sejtekben lehet detektalni. (B) Az ,,A” panelen bemutatott mérések
soran mérhetd Venus (piros oszlopok) és luciferaz intenzitasok (kék oszlopok). A diagramok egy reprezentativ,
duplikatumban mért kisérlet eredményét mutatjak, szorasként a sztenderd hiba keriilt feltiintetésre.
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5.3. A BRET-szenzorok karakterizalasa

mutans

5.3.1. Ins(1,4,5)P3-szenzorok dinamikus

A vad tipusu és
tartomanyanak és reverzibilitasanak 6sszehasonlitasa

Az Ins(1,4,5)Ps-szenzoraink affinitisinak meghatarozasat kovetéen (I1d. 5.1. fejezet)
Osszehasonlitottuk a vad tipust és az alacsony affinitdsu mutans szenzor esetén kapott
Ins(1,4,5)Ps-indukalta jeleket. Ehhez HEK 293T sejteket transzfektaltunk a szondaink
CDNS-ével ¢és az 1-es tipusi angiotenzinreceptor nem internalizalodd delécids
mutansaval (AT;R-A319) [237]. A receptor kivalasztasakor az volt a f6 szempont, hogy
olyannal végezziik el a kisérleteket, amelyik fenntartott jelet hoz 1étre. Mivel az ATR-

A319 nem képes internalizalodni, a deszenzitizacid okozta jelcsokkenés zavard

hatasaval nem kell szdmolni, igy megfelel a fenti kritériumnak.

A vad tipus
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12. abra — A vad tipusu és a csokkent affinitasu szenzorok aktivalédasi tulajdonagainak osszehasonlitasa. (A)
A nem internalizal6dé AT;R-A319 receptort €s a vad tipusti vagy mutans Ins(1,4,5)Ps-szenzort tranziensen kifejezo
HEK 293T sejtekben, ndvekvé koncentracioju Ang 1l (10?2 — 107 M) ingerlés hatasara mérheté normalizalt BRET
hanyadosok. A gorbék harom fiiggetlen, triplikdtumban mért kisérlet atlagat mutatjak, szérasként a sztenderd hiba
keriilt feltiintetésre. (B) A vad tipust és az R265K mutans Ins(1,4,5)P3-szenzorokkal végzett mérések soran, 5 perccel
az ingerlést kovetden tapasztalhatd normalizalt BRET hanyados valtozasok, az Ang II koncentracio fliggvényében
abrazolva. Az R265K mutaciot hordozo szenzor esetén lathato jobbra tolodas a csokkent affinitassal fiigg dssze.

-12

Ahogy az a 12.A. brén lathatd, az Ang 11 10" — 107 M koncentraciétartomanyban

novekvé BRET-jelet hoz 1étre mindkettd szenzor esetén. Megfigyelheté ugyannakkor
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egy kinetikai kiilonbség a két szenzor dsszehasonlitasakor. Mig a maximalis valaszuk
megegyezett, a vad tipusihoz képest egy enyhe jobbratolodas figyelheté meg az R265K
mutaciot hordozod szenzor dozis-hatds gorbéjén (12.B. dabra), mely szintén az
alacsonyabb affinitas szamldjara irhato.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a két szenzor mennyire reverzibilis, azaz a
ligandkoncentracié csokkenésekor mennyire, és milyen kinetikaval cseng le az altaluk
mutatott jel. Ehhez els6é 1épésként vad tipusa Ms muszkarinos acetilkolin-receptort
(M3R) tranziensen kifejezé6 HEK 293T sejteket 10 uM karbakollal (Cch) ingereltiink,
mely a Gg-utvonal aktivalasa révén néveli a citoplazma Ins(1,4,5)Ps- és Ca®*-szintjét.
Ezen valaszok gyorsan megsziintethetdek, ha a receptor kompetitiv antagonistéjat,

atropint (10 uM) adunk a sejteknek.

A Ins(1,4,5)P, szenzorok
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13. abra — A vad tipusi és az R265K mutaciét hordozé Ins(1,4,5)Pz-szenzorok reverzibilitaisanak
osszehasonlitisa BRET-modszerrel (A) Az Ins(1,4,5)Pz-jel kivaltasa érdekében M3zR-t tranziensen expresszalo
HEK 293T sejteket 10 uM karbakollal ingereltilk, mely maximalis valaszt okoz és fenntartott marad, mind a vad
tipusu, mind az R265K szenzor esetében (fels6 panel gorbéi). Hogy megvizsaljuk, a szenzorok mennyire képesek az
Ins(1,4,5)Ps-jel csokkenését is nyomon kovetni, az ingelést kovetd 3. percben a receptor aktivacidjat kompetitiv
antagonista atropinnal (10 uM) gatoltuk, mely a vad tipust és az R265K-val mért nBRET hanyados értékeket mutato
g0rbék széttérését okozta (also panel). (B) Az Ins(1,4,5)Ps-mérésekkel parhuzamosan a modositott Cameleon D3
BRET-szenzorral nyomon kovettiik a citoplazmatikus Ca®-jelben bekdvetkezé valtozasokat. A méréseket
parhuzamosan hajtottuk végre, egyazon 96-lyuku szovetkultira-edényben, megegyezé mérési protokollal, csak ebben
az esetben a Ca*-szenzort transzfektaltuk a sejtekbe az Ins(1,4,5)Ps-bioszenzorok helyett. Az &brazolt eredmények
harom flggetlen, triplikdtumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be.
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Ahogy az a 13.A. abran lathat6, az alkalmazott idébeli felbontassal (3 mért pont
percenként) a jelek emelkedd fazisa, mely az agonista hatasara kivaltott Ins(1,4,5)P3
koncentracio emelkedésének felel meg, szinte teljesen megegyezik a vad tipusu és a
mutans szenzorok esetén. Ezzel ellentétben az alacsony affinitasti szenzor off-valasza
szignifikansan gyorsabb volt (t = 23,0 + 2,3 masodperc), mint a vad tipusué¢ (t = 44,9
+ 7,5 masodperc) (atlag = sztenderd hiba, n=5; p=0,024), és a jel lecsengésekor teljesen
visszatért az alapértékre. A vad tipust szondaval mért Ins(1,4,5)P3-jel az antagonista
adasat kovetden nem tért vissza a kiindulési értékre, mely egyrészt fakadhat abbdl,
hogy a magas affinitds miatt az Ins(1,4,5)P3 nem tud teljes mértékben disszocialni az
LBD-r6l, de az is lehet, hogy a kompetitiv antagonista ilyen dozisban még nem
szlintette meg teljesen a Gq-jelatvitelt.

Az Ins(1,4,5)Ps-méréssel parhuzamosan nyomon kévettiik a citoplazmatikus Ca®*-
koncentracioban bekdvetkezd valtozasokat is. Ennek kivitelezéséhez elkészitettiink egy
korabban publikalt alacsony affinitasa Ca?*-szenzornak, a Cameleon D3-nak [244] a
BRET-mérési koriilmények kozott alkalmazhatd verzidjat (Id. 4.3. fejezet). Az
Ins(1,4,5)Ps-jelnél is alkalmazott mérési protokollal azt kaptuk, hogy a Ca?*-jel teljes
mértékben lecseng az atropin adasat kovetden, mégpedig a mutans Ins(1,4,5)Ps-
szenzorral kapott jellel megegyezd kinetikaval (13.B. é&bra). Ezek alapjan tgy
dontottiink, hogy a tovabbi Ins(1,4,5)P3-mérések soran az R265K mutéaciot hordozéd
szenzort hasznéljuk [a késObbi dbrdkon, ahol Ins(1,4,5)P3; szerepel feliratként, ott

minden esetben a mutans szenzorral kapott eredményeket mutatom be].

5.3.2. A PPIn-szenzorok lipidszelektivitasanak és gatldszer-
érzékenységének vizsgalata

Ahogy azt kordbban emlitettem, két kiilonféle PtdIns4P-ko6té domént tartalmazéd
bioszenzort is 1étrehoztunk, melyekben a lipid felismeréséért az egyik esetben a széles
korben alkalmazott OSH2-2xPH, a masik esetben a nemrégiben leirt SidM-2xP4M felel.
Mivel tobb kézlemény is felveti annak lehetdségét, hogy az OSH2-2xPH nem kizarélag
a Ptdins4P-t koti [42, 253], ezért szerettiik volna Osszehasonlitani oket, illetve
kivalasztani kettejiik koziil azt, amelyilk a mi mérési koriilményeink kozott
megbizhatobban mutatja a lipid szintjét a PM-ban.

Ennek vizsgélatahoz els6 korben a korabban ismertetett rapamycin-indukalta

heterodimerizacié elvén miikodd lipiddeplécios rendszert hivtuk segitségiil, melynek
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révén lehetdség nyilik szelektiven befolyasolni a PPIn-ek szintjét. HEK 293T sejteket
transzfektaltunk egyrészt a lipiddeplécios rendszer tagjaival, melyben az FRB domént
az Ljp iranyitészekvenciaval lattuk el, mig az FKBP-hez kiilonféle PPIn-bontd
enzimeket kapcsoltunk, masrészt az OSH2-2xPH ¢és SidM-2xP4M, illetve kontrollként a
PLCO61-PH doméneket tartalmazé BRET-szenzorokkal. A szelektiv PPIn-bontast tigy
értiik el, hogy az FKBP-hez a PtdIns4P 4-es pozicidju foszfatcsoportjat hasitani képes
5-foszfatazt (Sptase) kapcsoltuk, illetve a kisérleteket elvégeztiik ugy is, hogy mindkét
konstrukciot kifejezték a sejtek, igy mindkét lipid szintjét egyidejiileg csokkentettiik.

FKBP-Sacl FKBP-5ptase
e M rapamycin 140 rapamycin
= 120 120
g 1o fo . 100 s A I e
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20 20
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14. abra — A PM PtdIns4P- és PtdIns(4,5)P,-szintek mesterséges valtoztatasanak hatasa a szenzorokkal mért

BRET értékekre. A PM PtdIns4P- és PtdIns(4,5)P,-szintjei szelektiven befolyasolhatéak a rapamycin-indukalta
heterodimerizacids rendszer segitségével [212]. Az FKBP-hez Sacl enzimet kapcsolva az inozitol gytirii 4-es, mig

crer

fliggetlen, triplikdtumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be.

Ahogy az varhat6 volt, a PtdIns(4,5)P;-szint és igy a PLC61-PH BRET-szenzor
altal mutatott jel (z6ld gorbék) azokban a sejtekben csokkent gyorsan, amelyek

expresszaltak az Sptase enzimet, de a Sacl enzim 6nmagaban, vagyis a PtdIns4P-szint
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egyediili csokkentése nem okozott jelvaltozast. A SidM-2xP4M bioszenzort kifejezo
sejtekben (kék gorbék) a Sacl-aktivacié hatasara egy jelentds BRET-jel csokkenés
kovetkezett be. Abban az esetben, ha csak az Sptase-t iranyitottuk a PM-hoz, akkor egy
kismértékli novekedést figyeltiink meg ezen bioszenzorral, mely 6sszhangban all azzal,
hogy az 5ptase a PtdIns(4,5)P,-ot PtdIns4P-ta bontja, igy novelve utobbi lipid szintjét.
Elvégezve ugyanezen kisérleteket az OSH2-2xPH szondékkal azt kaptuk (piros gorbék),
hogy meglep6 moédon onalléan sem a Sacl, sem az 5ptase nem okozott BRET-jel
valtozast, hanem kizardlag a két enzim egyiittes aktivalasa, vagyis a PtdIns4P és
PtdIns(4,5)P, egyidejii bontasa eredményezte azt. Ez megerdsitette azon korabbi
felvetéseket [42], hogy az OSH2-PH domén nem, vagy csak kis mértékben képes
megkiilonboztetni a két PPIn-et.

Hogy ezt megerdsitsiik masik technikaval is, HEK 293T sejteket transzfektaltunk
fluoreszcensen jelolt OSH2-2xPH, SidM-2xP4M ¢és PLCS1-PH doménekkel illetve a
lipiddeplécids rendszeriink T2A-s verzidjaval, majd konfokalis mikroszkopos méréseket
végeztiink (15. abra). A BRET-mérés eredményeivel dsszhangban itt is azt tapasztaltuk,
hogy a 4-foszfataz aktivitasu Sacl PM transzlokacidja eredményeként a SidM-2xP4M a
PM-1dl eltiinik (megjelenik a citoplazméban illetve intracelluldris organellumokon —
feltehetden a Golgin), de az OSH2-2xPH ¢és PLCS1-PH konstrukciok PM
elhelyezkedését a PtdIns4P bontasa nem befolyasolja (15.A. abra). Sptase aktivacio
hatasara a PLC81-PH valt citoplazmatikussa, az OSH2-2xPH ¢és a SidM-2xP4M viszont
maradt a PM-on, s6t utobbi esetében még kismértéki intracellularis jelcsokkenés és
PM-jelnovekedés is megfigyelhetd volt (15.B. abra). Amennyiben a sejtek a mind Sacl
mind Sptase aktivitassal rendelkezd Pseudojanin (PJ) enzimet expresszaltak, akkor
rapamycin adasat kovetéen mindharom PBD citoplazmatikus transzlokéacioja
megfigyelhetd volt (15.C. abra). Igy tehat a mikroszkopos mérések is azt mutatték, hogy
a SidM-2xP4M érzékeny a PM PtdIns4P, a PLCo61-PH pedig a PM PtdIns(4,5)P;
szintjének valtozasara, ugyanakkor az OSH2-2xPH csak mindkét lipid egyidejii

csokkenése esetén vesziti el PM-lokalizéciojat.
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A MRFP-FKBP-PJ-Sacl Szenzor
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15. abra — A PM PtdIns4P- és PtdIns(4,5)P,-szintek mesterséges valtoztatasanak hatasa a fluoreszcensen jelolt
PBD-ek intracellularis lokalizaciéjara HEK 293T sejtekben. A lipiddepletalé heterodimerizaciés rendszer
tagjainak T2A-s verzidjat (egysejtes méréseknél minden esetben T2A-s verzidt hasznaltunk a lipiddeplécio
eléidézésére, hogy biztositsuk a heterodimerizacids rendszer mindkét tagjanak expresszidjat) és fluoreszcensen jelolt
PBD-eket expresszalo HEK 293T sejtekrdl késziilt reprezentativ felvételek 300 nM rapamycin adasa el6tt (bal oldali
oszlopok) és utan (jobb oldali oszlopok). Az ,,A” panelen lathato sejtekben szelektiv PtdIns4P-depléciot (mRFP-
FKBP-PJ-Sacl), a ,,B” panel esetén PtdIns(4,5)P,-depléciot (mRFP-FKBP-5ptase) a ,,C” panelen bemutatott
sejtekben pedig a két lipid egyiittes bontasat idéztiik el6 (mRFP-FKBP-PJ). PM-iranyitoként minden esetben az Ly,-
FRB konstrukci6 szerepelt.
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Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy miként befolyasolja a vizsgéalt BRET-
szenzorainkat, ha kiilonb6z6é Pl4K-inhibitorokkal kezeljiik az Oket expresszalo HEK
293T sejteket. A 16. abran lathatd, hogy 10 perc gatloszeres kezelés miként befolyasolja
a bioszenzorok nBRET hdnyadosat. Amennyiben a lll-as tipusu PI4K-okat gatlo széles
szubsztratspecificitasa 10 uM Wm, vagy 100 puM LY294002 (LY) vegyiilettel
inkubaltuk a sejteket [255], a SidM-2xP4M szenzor (kék oszlopok) egy szignifikans
jelcsokkenést mutatott a kontroll, DMSO-val kezeltekhez képest (p<0,001, egyutas
ANOVA analizis, majd azt kovetden Bonferroni t-teszt; ahol a vizsgalt faktor a
kiilonb6z6 inhibitorok hatdsa a kontroll, csak oldoszert kapott sejtekhez képest; majd a
post hoc teszt segitségével a paronkénti atlagok kiilonbsége keriilt 6sszehasonlitasra).
Ugyanakkor az OSH2-2xPH (piros oszlopok) és a PLC31-PH (z61d oszlopok) szondak
altal mért nBRET hanyados nem valtozott szamottevéen (p>0,05) a kezelés hatasara.
Ahogy a bevezetd fejezetben részletesen bemutattam, mig a PM PtdIns4P-szintézisét a
PI4KA végzi [39, 49], a PI4KB foként a Golgi PtdIns4P-tartalmaért felel [46].
Amennyiben egy sziik szubsztratspecificitasu, az alkalmazott koncentracidban kizardlag
a PI4KA-t gatld vegyliletet [191], 10 nM Al-et adtunk a sejteknek, akkor a Wm-hoz és
LY294002-h6z hasonloan egy szignifikans jelcsokkenést figyelhettiink meg a SidM-
2xP4M szenzorral, de a PI4KB gatld 250 nM PIK-93 [199] nem okozott érdemi nBRET
hanyados valtozast, és egyik vegyiilet sem befolyasolta az OSH2-2xPH és a PLC51-PH

doméneket tartalmazo szenzorok altal mért jelet.
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16. abra — A Pl4K-gatlé vegyiiletekkel torténd kezelés hatasa a PM PPIn-ekre. A feltintetett gatloszerekkel
torténd 10 perc inkubacid hatasa a vizsgalt bioszenzorok altal mért nBRET hanyadosra. 10 pM Wortmannin (Wm) és
100 uM LY294002 (LY) mindkét Ill-as tipust PI4K-t képes gatolni, ugyanakkor 10 nM Al csak a PM PtdIns4P
szintéziséért felelés PI4KA, 250 nM PIK-93 pedig a Golgi PtdIns4P képzésében részt vevé PI4KB gatloszere. Az
eredmények harom fiiggetlen, triplikitumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be. Statisztikai
analizisként egyutas ANOVA-t, majd Bonferroni t-teszt vizsgalatot végeztiink, ***p<0,001.
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Osszeségében tehat mindezen adatok alapjan azt a konkluziét vontuk le, hogy a
SidM-2xP4M doménnel rendelkezd szenzor megbizhatéan képes nyomon kovetni a PM
PtdIns4P-szintjében beallt valtozasokat, és az OSH2-2xPH ilyen célbol torténd
felhasznalasat mindenféleképpen fenntartasokkal kell kezelni. A tovabbiakban ennek

megfelelden a SidM-2xP4M alapu szenzort hasznaltuk a PtdIns4P detektalasara.

5.4. A PM-on beliilj, Ptdins(4,5)P>-ban gazdag teriiletek vizsgalata

A PM szerkezete heterogén, elkiilonithetoek benne koleszterinben és
glikolipidekben gazdag, ugy nevezett rendezett vagy ,raft”, és ezen lipidekben
szegényebb, rendezetlen vagy mas néven ,,non-raft” régiok [256]. Felmeriilt benniink
ezért annak lehetdsége, hogy nem mindegy, a PM-on beliill pontosan hova, mely
mikrokompartmentbe iranyitjuk szenzorunk akceptor FP-jét. Ennek vizsgalatdhoz két
mar korabban is emlitett szekvenciat hasonlitottunk G6ssze. Egyrészt az Lck elsd 10
aminosavat (Lio), mely poszttranszlaciés modosulassal palmitoilalodik és kétszeresen
mirisztoilalodik, és ennek eredményeként a fehérje raft régioba torténd irdnyitasat
okozza, masrészt a c-Src elsd 15 aminosavat (Si5), mely mirisztoilalodas mellett szamos
bazikus aminosavval rendelkezik, és igy non-raft lokalizaciot eredményez [239]. Ebbdl
kiindulva a PLC81-PH domént tartalmazo PtdIns(4,5)P,-szenzornak elkészitettiik két
valtozatat is, melyek abban kiilonboztek tehat, hogy az energiatranszfer
akceptorfehérjéket (Venus) eltéré mikrokompartmentekbe iranyitottuk.

Ezek oOsszehasonlitdsahoz HEK 293T sejteket transzfektaltunk a PtdIns(4,5)P-
szenzorokkal, illetve vad tipusu vagy nem internalizaloddé (A319) AT;R-ral, majd a
sejteket 100 nM Ang ll-vel ingereltiik. Ahogy az a 17.A. abran lathatd, sem kinetikai,
sem pedig amplitidobeli kiilonbség nem volt kimutahato egyik receptor esetén sem (a
bal panel a vad tipust, mig a jobboldali az AT1R-A319 receptort expresszald sejtekben
mért valtozasokat mutatjak), fliggetleniil attdl, hogy az Lio-zel (kék gorbék) vagy az Sis-
tel (piros gorbék) jeldlt mikrokompartmentben detektaljuk-e a jelet.
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17. abra — A bioszenzorok és a PtdIns(4,5)P,-depletilé rendszer eltéré PM-on beliili mikordoménekbe torténé
iranyitasanak hatasa a mért energiatranszferre HEK 293T sejteken. (A) Vad tipusa AT;R-t (bal panel) vagy
AT, R-A319-et tranziensen kifejezé6 HEK 293T sejtekben 100 nM Ang |1 stimulusra, az L,-zel jelolt rendezett (piros
gOrbék) vagy Sis-tel jelolt rendezetlen PM régidokban (kék gorbék) detektalhaté nBRET-jel valtozasok. (B) A
rendezett- (piros gorbék), ill. rendezetlen (kék gorbék) régioban 1étrehozott PtdIns(4,5)P,-deplécio hatasa az AT,R-
A319-et tranziensen kifejez6 HEK 293T sejtekben 100 nM Ang II stimulust kovetéen mérhet6 Ins(1,4,5)Ps-jelre. A
bal panel a kontroll, hormonalis ingerlést kdvetden csak DMSO vehikulumot, mig a jobb panel a 300 nM rapamycint
kapo sejtek nBRET hanyadosat mutatjak. (C) A bal oldali panel gorbéi a kiilonféle PtdIns(4,5)P,-szenzorokkal
mérheté normalizalt BRET-jel véaltozast mutatjak, amennyiben az 5ptase-t a rendezett, mig a jobb oldali panel gorbéi
ha az enzimet a rendezetlen PM régiokba iranyitjuk. Az eredmények harom fiiggetlen, triplikatumban végzett kisérlet
atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy okoz-e mérhetd funkciondlis eltérést, ha
ugyanazon szenzort haszndljuk, de eltér6 PM mikrodoménben valtunk ki akut
Ptdins(4,5)P,-depléciot.  Utobbi  eléréséhez a mar  kordbban  bemutatott

heterodimerizacios rendszeriinket hivtuk segitségiil, melybdl a szenzorokhoz hasonld
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modon szintén két verziot hoztunk létre. A vizsgalt sejtélettani folyamat az AT;R-A319-
et expresszalo HEK 293T sejteken 100 nM Ang II hatasara bekovetkezo Ins(1,4,5)Ps-jel
volt (a korabban bemutatott R265K mutans szenzorral mérve). A 17.B. abra gorbéin jol
lathato, hogy a 300 nM rapamycin adasat kovetden Ilétrejové heterodimerizacio,
kovetkezményes Sptase PM-kihelyezddés ¢és akut PtdIns(4,5)P2-szintcsokkenés,
fiiggetleniil attol, hogy az 5ptase enzimet az L;o-FRB konstrukcioval a rendezett (kék
gorbék) vagy az Si5-FRB révén a rendezetlen PM régiokba juttatjuk (piros gorbék),
ugyanolyan mértékben gatolta az Ins(1,4,5)P3-jelet.

Kovetkez6 1épésként Osszehasonlitottuk, hogy mi torténik akkor, ha a kiillonb6z6
mikrodoménekben valtjuk ki a PtdIns(4,5)P,-depléciot, és az Lig-es vagy az Sis-0s
PtdIns(4,5)P,-szenzorunkkal detektaljuk a jelvaltozasokat. Ahogy az a 17.C. ébran
lathatd, nem volt kiilonbség attol fliggden, hogy a szenzorunk akceptor tagja az Ljo-zel
jelolt rendezett (piros gorbék) vagy az Sis-tel (kék gorbék) jelolt rendezetlen PM
régioban helyezkedett el. Tovabbi kontrollként megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik a
szignal abban az esetben, ha nem egy PM-marker és a PLCO1-PH kozott mériink
energiatranszfert, hanem két PBD kozott, melyek egyike luciferazzal, mig a masik
Venusszal van megjelolve (z6ld gorbe), de ebben az esetben is, a korabbiakkal szinte
teljesen megegyezd lefutasi BRET hanyadosokat kaptunk. Felmeriilt benniink, hogy a
kiilonféle konstrukciok kozott azért nem latunk kiillonbséget, mert az overexpressziojuk
miatt esetleg elveszitik mikrodomén-specificitasukat. Ennek kikiiszobolésére a
detektalasi limit kozeléig csokkentettiik az expresszio szintjét a sejtekben, illetve a
jelenséget megvizsgaltuk mas sejtvonalakban is (COS-7, HelLa), de minden esetben
ugyanezt tapasztaltuk (ezen adatok nem keriilnek a dolgozatban bemutatisra), a
szenzorok kozott nem mutatkozott kiilonbség.

Osszességében a mikrodomén-specifikus lipidkimutatds és deplécié kapcsan azt a
konkliziot vontuk le, hogy a mi mérési koriilményeink k6zott nem szamit, hogy az
Sptase enzimet pontosan hova iranyitjuk a PM-on beliil, vagy hogy az energiatranszfert
két PLC31-PH domén, avagy egy PM mikrodomén és egy PBD kozott mérjik. A
tovabbiakban igy PtdIns(4,5)P2-szenzorként az Ljo-Venus-T2A-PLC61-PH-Luc

konstrukciot hasznaltuk.
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5.5. Az EGF és M3 receptorok aktivacidjat koveté PPIn-valtozasok

kimutatasa
Miutan megtortént szenzoraink karakterizalasa, megvizsgaltuk, hogy kiilonb6z6
PM-receptorok aktivalédasa soran milyen dinamikus valtozasok kovetkeznek be a PPIn-
ek szintjében. Kisérleteinkhez egyrészt egy RTK csaladba tartozd receptort, az
epidermalis novekedési faktor receptorat (EGFR) valasztottuk, mely mind a PI3K
utvonalat, mind a PLCy-t aktivalja, masrészt a GPCR-ok koz¢é sorolhatdé M3R receptort,
mely a PLCp aktivalasa révén képes a PPIn-homeosztazist megbolygatni (18.A. abra).
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18. abra — A PPIn-szintek receptoraktivaciot koveto valtozasa (A) A PtdIns(4,5)P, szintézise két egymast kovetd
foszforilacio révén torténik, melyben els6ként a PI4K, majd a PIP5K vesz részt. A PtdIns(4,5)P, tovabbalakulhat a
PI3K révén PtdIns(3,4,5)Ps-ta, melyet RTK-ok, példaul az EGFR aktival, vagy PLC aktivacio hatasara Ins(1,4,5)P3
és DAG keletkezhet bel6le, mely folyamatot mind Gq-kapcsolt receptorok (pl. M3R), mind RTK-ok képesek
kivaltani. Az abran kék szinnel az enzimeket, pirossal az alkalmazott gatloszereket, z6lddel pedig a receptorokat
tiintettem fel. (B) Az EGFR-t és a PPIn-érzékel$ bioszenzorokat tranziensen expresszalo HEK 293T sejtekben, 100
ng/ml EGF stimulusra bekovetkez6 nBRET-valtozasok. 8 perccel az ingerlést kovetéen EGFR inhibitor AG1478-at
(10 uM) adtunk a sejteknek. Az eredmények harom fliggetlen, triplikatumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd
hibat mutatjak be.
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A kisérletekhez a receptorokat és a bioszenzorokat tranziensen transzfektaltuk HEK
293T sejtekbe. Ahogy az a 18.B abran lathatd, az EGFR szupramaximalis [257], 100
ng/ml EGF agonistaval torténd ingerlése, a vartnak megfelelden a PI3K aktivalasa révén
emelte a PM PtdIns(3,4,5)P3-szintjét (jobb alsé panel), valamint a PLC aktivalodasa
eredményeként kismértéki Ins(1,4,5)P3-szintndvekedést is 1étrehozott (bal alsé panel).
Mivel mindkét enzim szubsztratja a PtdIns(4,5)P;, ezért nem volt meglepd, hogy ezen
lipid mennyisége az el6zéekkel parhuzamosan csokkent (jobb felsé panel). Meglepddve
tapasztaltuk ugyanakkor, hogy a PM PtdIns4P a varttal ellentétben nem csokkent,
hanem kismértékben ugyan, de nétt (bal felsd panel). Mindezen hatdsok reverzibilisnek
bizonyultak, ha 10 uM AG1478 tirozin-kinaz inhibitorral kezeltiik a sejteket [258].

Hasonlo kisérleteket végeztink M3R-t tranziensen expresszalé sejteken is.
Cch-lal ingereltiik ezen sejteket, egy gyors és jelentds Ins(1,4,5)Ps-emelkedést kaptunk,
mely egyiitt jart a PM PtdIns(4,5)P,- ¢és PtdIns4P-szintjének nagymértéki
csokkenésével (19.A. abra, piros gorbék). Ha az ingerlést kovetden a receptor
kompetitiv antagonistajat, 10 uM atropint adtunk a sejteknek, akkor azt tapasztaltuk,
hogy az Ins(1,4,5)P; gyorsan visszatért az alapértékhez kozeli szintre, és a PM
PtdIns(4,5)P, is gyorsan reszintetizalodott. Erdekes médon a PtdIns4P szintje a PM-
ban, a Gq jelatvitel termindlasat kovetden csak lassan kezdett emelkedni, melynek
hatterében feltehetden a PIPSK enzimek fokozott aktivitasa, és igy a PtdIns4P azonnali
PtdIns(4,5)P,—ta torténd atalakulasa allhat.

Mivel a 10* M Cch-lal t5rténd MjR-ingerlés egy, az EGFR-énal lényegesen
nagyobb mértékii PLC-aktivalodast eredményezett, a két receptor PM PPIn-szintekre
kifejtett hatasanak Osszehasonlitasa problémaba iitk6zott. Hogy az eredményeket
Osszemérhetdbbé  tegyiikk, megvizsgaltuk, hogy milyen PPIn-szintvaltozasok
kovetkeznek be abban az esetben, ha alacsonyabb Cch-dézist alkalmazunk és igy csak
az EGFR-nal latotthoz hasonlo mértékii PLC-aktivalodast valtunk ki. 107 M Cch-
ingerlés esetén az EGFR-stimuldciéval megegyez6 nagysagu Ins(1,4,5)Ps-jelemelkedést
¢s PtdIns(4,5)P,-szintcsokkenést kaptunk, és érdekes modon ebben az esetben is azt
lattuk, hogy a receptor aktivacioja PtdIns4P-novekedést eredményezett (19.A. abra, kék
gorbek).
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19. abra — A kiilonbozé koncentracidji CCh-ingerlés hatasara bekovetkezé PPIn-szintvaltozasok (A) A M;R-t
és a PPIn-érzékeld bioszenzorokat tranziensen expresszalé HEK 293T sejtekben, 107 M (kék gorbék) illetve 10 M
(piros gorbék) Cch-stimulusra bekovetkez6 nBRET-valtozasok. 10 perccel az ingerlést kdvetden M3R kompetitiv
antagonista atropint (10 uM) adtunk a sejteknek. Az eredmények harom fiiggetlen, triplikatumban végzett kisérlet
atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be. (B) M3R-t és a PtdIns4P- (fels6 sor) illetve PtdIns(4,5)P,- (also sor)
bioszenzorok Ceruleanos verzidjat expresszald COS-7 sejtekrél késziilt reprezentativ, konfokalis mikroszkdppal
késziilt felvételek. A felvételek nyugalmi allapotban (bal oldali oszlopok), illetve 5 perces Cch- (107 vagy 10 M)
ingerlést kovetden (jobb oldali oszlopok) késziiltek.

Az MszR-ral kapott eredményeket szerettiik volna konfokalis mikroszkopos
mérésekkel is megerdsiteni. Ehhez COS-7 sejteket transzfektaltunk a Ceruleannal jelolt
PPIn-szenzorokkal (ugyanazokkal, melyek a 10. abra konfokalis felvételein is

lathatoak). A 19.B. dbra mutatja a szenzorok sejten beliili elhelyezkedést nyugalmi
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kortilmények kozott, illetve 5 perccel a feltiintetett dozisu Cch-ingerlést kdvetden (az
abran csak a Ceruleannal jelolt PBD-ek keriilnek feltiintetésre, mivel a Venusszal jelolt
PM markerek az ingerlés hatdsara nem valtoztatjak intracellularis lokalizacidjukat). Ha
a sejteket alacsony dozisu, 107 M Cch-lal stimulaltuk, a Cerulean-SidM-2xP4M ¢és
Cerulean-PLCo1-PH fehérjék mozgasat nem lehetett megitélni, de a massziv
hormonalis stimulus (10* M Cch) egy egyértelmii, j61 nyomon kévetheté PBD-
transzlokaciot eredményezett. Lathato tehat, hogy az altalunk kifejlesztett BRET-
szenzorok jelent0s segitséget tudnak nyljtani a receptoringerlést kdvetden kialakulo
dinamikus PPIn-szintvaltozasok vizsgalatahoz. Segitségiikkel mar olyan kismértékii
PPIn-szintvaltozasokat is ki tudunk mutatni, melyek mérése a klasszikus mikroszkopos

technikakkal kivitelezhetetlen, de legalabbis megbizhatéan nagyon nehezen vizsgalhato.

5.6. Areceptoringerlést kovetd Ptdins4P-szintemelkedés
enzimatikus hatterének vizsgalata

Az eddig bemutatott eredmények arra utalnak, hogy receptoringerlést kdvetden
nemcsak beindul a PtdIns4P-reszintézis, hanem ennek mértéke még nagyobb is lehet,
mint a felhasznalasé, igy megfeleld, a fiziologids koncentracidtartomanyhoz kozeli
dozist alkamazva a lipid szintje a bazalis érték fo6lé emelkedhet. Hogy megvizsgaljuk,
mely PI4K enzim felelds ezért a novekedésért, EGFR-t ill. M3R-t tranziensen kifejez6
sejteket PI4K-inhibitorokkal kezeltiink el6, majd 100 ng/ml EGF-ral ill. 10" M Cch-lal
aktivaltuk a receptorokat. Ahogy az a 20.A. abran lathato, 10 perc elékezelés alacsony
nem [193], illetve a PI4KB-gatlo PIK-93-mal (250 nM) nem befolyasolta az alacsony
dozisu Cch illetve EGF altal kivaltott PtdIns4P-emelkedést (az abran piros és sziirke
szinnel fetlintetve). Ezzel szemben, ha PI4KA-specifikus inhibitor Al-et (10 nM) vagy
a Pl4- és PI3K-okat egyarant gatolni képes 10 pM Wm-t adtunk a sejteknek, akkor
egyrészrol egy nagymértékii bazalis PtdIns4P-szintcsokkenést kaptunk (ami megfelel a
15.B. dbran latott hatasnak), masrészrdl elmaradt a korabban latott EGFR- és M3R-
stimulaci6 hatasara 1étrej6vé BRET-jelemelkedés is (narancssarga illetve zold gorbék).

Mivel az A1 eldkezelés nagymértékben befolyasolta a nyugalmi PtdIns4P-szintet, és
igy felmeriilt annak gyanuja, hogy a szenzorunkkal azért nem latunk egy jelndvekedést,
mert mar kiviil vagyunk a dinamikus tartomanyon, ezért megvizsgaltuk azt is, hogy mi

torténik abban az esetben, ha olyankor stimulédljuk a sejteket, mikor még nem csokkent
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le teljes mértékben a lipid szintje a PM-ban. Ahogy az a 20.B. abran megfigyelheto,
ilyenkor sem lehetett kimutatni a receptoringerlésre kordbban tapasztalt jelemelkedést.
Ezen eredmények arra utalnak, hogy nemcsak a nyugalmi PM PtdIns4P-szint
fenntartasaban [39, 49], hanem a hormon altal indukalt PtdIns4P-névekedés hatterében

is a PI4KA enzim all.
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20. abra — A receptoringerlés hatasira bekovetkez6 PM PtdIns4P-emelkedés enzimatikus hatterének
vizsgalata (A) Az EGFR-t vagy MsR-t expresszalo HEK 293T sejteket 10 percig inkubaltuk a felsorolt
gatloszerekkel, majd 100 ng/ml EGF-ral illetve 107 M Cch-lal stimuléltuk 8ket. Az 4bran a PtdIns4P-szenzorral
(SidM-2xP4M) kapott nBRET értékek lathatoak. (B) Az ,,A” panelhez hasonldan transzfektalt sejteket 5 percig Al-
gyel kezeltiik, majd 100 ng/ml EGF illetve 107 M Cch hozzaadasaval valtottuk ki a receptorok aktivaciojat, mikézben
a BRET-szenzorral monitoroztuk a PM PtdIns4P-szintjét. Az eredmények mindkét panel esetén harom fliggetlen,
triplikatumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be.

Kovetkezd 1épésként annak szerettiink volna utanajarni, hogy mi vezet a PI4KA
aktivalasdhoz. Felmertiilt, hogy maga a receptor aktivacidja a szignal transzdukcids
utvonalak révén eredményezi ezt. Egy masik lehetdség, hogy a PLC és PI3K enzimek
altal okozott PtdIns(4,5)P- illetve PtdIns4P-fogyast érzékeli valahogyan a sejt, és maga
a lipid szintjének csokkenése inditja be a PtdIns4P-szintézist. Hogy ezt eldontsiik, HEK
293T sejteket transzfektaltunk a vizsgalt receptorokkal, a PtdIns4P-bioszenzorral illetve
a korabban Dbemutatott rapamycin-indukalt heterodimerizacios lipiddepletalo

rendszeriink Sacl-es verzidjaval, melynek segitségével akut PM PtdIns4P-csokkenést
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tudunk kivaltani. Ahogy az a 21. abran jol lathato, a Sacl PM-kihelyez6dése egy
nagymértéki PtdIns4P-csokkenést eredményezett (kék gorbék), viszont ha egyidejiileg
az EGFR-t vagy alacsony Cch doézissal (10'7 M) az M3R-t is aktivaltuk (bal ill. kozépso
panel zold gorbéi), akkor ez a csokkenés kisebbnek bizonyult. Ha ezt kdvetden
AG1478-cal illetve atropinnal gatoltuk a receptorokat, akkor a PtdIns4P szintje mindkét
esetben ugyanazon alacsony értékre allt be. Amennyiben nagy koncentracioji Cch-lal
(10'4 M) ingereltiik a sejteket, akkor azt tapasztaltuk, hogy a PLC-aktivacié 6nmagéaban
mar nagyobb PtdIns4P-fogyast eredményezett, mint a Sacl altal Iétrehozott, a kettd
egylittes hatasa pedig még ennél is nagyobbnak bizonyult (jobb panel). Ilyen
koriilmények kozott tehat az agonista PtdIns4P-szintézist stimuldlé hatdsa mar nem
mutathatd ki, mivel a PtdIns(4,5)P, utanpotlasra torténd felhasznalédasa ennél

lényegesen nagyobb mértékil, a reszintézis nem tud ezzel 1épést tartani.
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21. abra — A receptoraktivacio és a direkt lipidbontas egyiittes hatasa a PM PtdIns4P-szintjére. HEK 293T
sejteket transzfektaltunk EGFR- ill. M3R-ral, a PtdIns4P-bioszenzorral és a rapamycinnel indukalhaté PtdIns4P-
bont6 rendszerrel. 0 percnél a sejteket 300 nM rapamycinnel (kék gorbék), agonistaval (100 ng/ml EGF vagy 107 M
Cch vagy 10 M Cch; piros gorbék), vagy egyidejiileg mindkettével (z6ld gorbék) ingereltiik. Az bran az igy kapott
nBRET valtozasok lathatéak. Az eredmények harom fliggetlen, triplikatumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd
hibat mutatjak be.
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Ezen eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a mérsékelt agonistastimulus még a
fokozott felhasznalas (hiszen ilyenkor mind a Sacl bontja a lipidet, mind a PLC- ill.
PI3K szubsztrat PtdIns(4,5)P, poétlasara is forditddik) ellenére is képes ndvelni a
PtdIns4P-képz6édést, ami arra utal, hogy nem, vagy legalabb is nem kizardlag a lipid
szintjének csokkenése révén indul be a PtdIns4P-reszintézis, hanem maga a receptor,
illetve az altala beinditott szignaltranszdukcids ttvonalak képesek aktivalni a PI4KA-t.

Kovetkezo 1épésként azt szerettilk volna kideriteni, hogy milyen jelatvitellel jon
létre ez az aktivacio. Az EGFR esetén egyrészt a PI3K-Akt, masrészt a PLC-PKC
utvonal jott szoba. Elobbit hamar kizartuk, mivel ahogy az a 20.A. dbra bal paneljén
lathato, 100 nM Wm-kezelés nem befolyésolta az EGF-indukalta PtdIns4P-novekedést.
Kontrollként megnéztilk, hogy ugyanezen eldkezelés hogyan befolyasolja a
PtdIns(3,4,5)Ps- illetve az Ins(1,4,5)Ps-valaszokat (1d. 22. abra). Ahogy az varhato volt,
a PI3K-okat az inhibitor gatolta, nem lehetett kimutatni a PtdIns(3,4,5)P3 novekedését a
PM-ban az RTK-aktivacio hatasara (st az alapallapotban is mar alacsony szintet a
PI3K-git6 még jobban csokkentette), ugyanakkor mindez nem befolydsolta az

Ins(1,4,5)P3 képzodését.
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22. abra — 100 nM Wm hatasa az EGF altal kivaltott PtdIns(3,4,5)Ps- és Ins(1,4,5)Ps-képzddésre. EGFR-ral és
PtdIns(3,4,5)Ps-(bal panel) illetve Ins(1,4,5)Ps- (jobb panel) szenzorral transzfektalt HEK 293T sejteket 100 ng/ml
EGF-ral stimulaltuk kontroll koriilmények kozott (kék gorbék) illetve PI3K-gatlast el6idéz6 10 perc 100 nM Wm-
elokezelést kovetden. A gorbéken az nBRET-valtozasok kertiltek feltlintetésre, az eredmények harom fiiggetlen,
triplikatumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be.

Az eredmények birtokaban a PtdIns4P-szintemelkedés 1étrehozasaban a PLC-PKC
utvonal valt a f6 gyanusitottd, mely rdadasul mind a RTK-ok, mind a GPCR-ok
stimulacidja soran aktivalodik. Ennek alatdmasztasdra megkiséreltiik gatolni a PLC

enzimeket, de sajnos sem az U73122, sem az edelfozin alkalmazasa nem bizonyult
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sikeresnek. Hiaba kezeltik a HEK 293T sejteket az irodalomban ismertetett moédon 10
percig 10 uM U73122 vegyiilettel [260], nem sikeriilt gatolni az agonista indukalt
Ins(1,4,5)P3s-valaszt. Az edelfozin hasznalata (10 uM, 30 perc) toxikusnak mutatkozott,
konfokalis mikroszképos vizsgadlatkor ugyanis azt kaptuk, hogy a sejtek
legombolyddtek (hasonld hatast mar masok is leirtak: [261]), a BRET-mérések pedig
egy jelentds bazalis PM PtdIns4P- és PtdIns(4,5)P,-csokkenésre utaltak (ezen kisérletek
adatai nem keriilnek bemutatasra dolgozatomban).

Mivel a PLC-inhibitorokkal nem jartunk sikerrel, ezért megnéztiik, hogy milyen
hatast valt ki, ha a jelatvitel kovetkezé kulcsenzimét, a PKC-t gatoljuk. Ahogy az a
23.A. abran lathatd, 10 perc elékezelés 2 uM biszindolilmaleimid | (BIM) pan-PKC
inhibitorral [262] nem befolyasolta a PM nyugalmi PtdIns4P tartalmat, de az EGF-
indukélta PtdIns4P-emelkedést teljes mértékben megakadalyozta, a hormonadlis ingerre
egy csOkkenést kaptunk, mely megfelel a lipid felhasznaldédasanak a PtdIns(4,5)P;
potlasara. Amennyiben egy masik PKC-gatloszert, az RO318425 vegyiiletet
alkalmaztunk, a BIM-mel teljes mértékben megegyez6 eredményeket kaptunk (az

adatok nem keriilnek bemutatésra).

M Ptdins4P B Ptdins4P
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23. abra — A PKC szerepének vizsgalata az EGFR aktivacidjat koveté PM PtdIns4P-emelkedésben. (A) Az
EGFR-t ¢és a PtdIns4P-szenzort tranziensen kifejez6 HEK 293 T sejteken 100 ng/ml EGF stimulusra mérhet6 nBRET
valtozasok kontroll koriilmények kozott (kék gorbék), illetve ha a sejteket elézetesen 10 percig PKC-gétlo 2 uM BIM
vegyiilettel kezeltikk (piros gorbék). (B) Egy az el6z6hoz hasonld kisérletben a sejtek hormonalis ingerlés helyett
direkt PKC-aktivator 1 pM PMA-t kaptak, mikdzben monitoroztuk a PM PtdIns4P-szintjét. Az eredmények mindkét
panel esetén harom fliggetlen, triplikatumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be.

Hogy a PKC PtdIins4P-novelésben szerepet jatszo hatasat megerdsitsiik,
megvizsgaltuk, hogy mi torténik, ha nem receptoringerlés révén aktivaljuk a PKC-t,
hanem 100 nM forbol-mirisztat-acetat (PMA) direkt aktivatorral. Ebben az esetben is
egy PtdIns4P-emelkedést figyelhettiink meg (23.B. abra), ami tehat arra utal, hogy a
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PKC-nek egyértelmii szerepe van a RTK-aktivacié soran megfigyelheté PM PtdIns4P-
szintnovekedésben.

Az EGFR-hoz hasonldéan megvizsgaltuk azt is, hogy miként befolyasolja a PKC-
gatlas az M3R stimulaciokor bekovetkez6 PtdIns4P-valaszokat. Ahogy az a 24.A. dbran
lathato, a BIM el8kezelés ebben az esetben is eltiintette az alacsony koncentraciéji (107
M Cch, kék gorbék) agonista alkalmazasa esetén tapasztahaté PtdIns4P-emelkedést.
Magasabb agonistakoncentracio esetén mar kontroll sejtekben is a BRET-jel
csokkenését lehetett tapasztalni (10'6 M, piros gorbék), am a PKC-gatlas
folyoméanyaként ennek mértéke megnétt, ami egyértelmiien jelzi, hogy a PKC-indukalta

PI4KA-aktivacidonak szerepe van a hormonalis ingerlést kovetd PPIn-reszintézisben.
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24. abra — A PKC szerepének vizsgalata az M3;R aktivacidjat koveté PM PtdIns4P- és PtdIns(4,5)P,-szintek
valtozasaiban. (A) Az M3R-t és a PtdIns4P-szenzort tranziensen kifejez6 HEK 293T sejteken emelkedd
(bal panel), illetve ha a sejteket elézetesen 10 percig PKC-gatlo 2 uM BIM vegyiilettel kezeltiik (jobb panel). (B) Egy
az el6z6h6z hasonlo kisérlet, melyben a hormonalis ingerlésre bekovetkezé PtdIns(4,5)P,-valtozasok voltak nyomon
kovetve. Az eredmények mindkét panel esetén harom fliggetlen, triplikatumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd
hibat mutatjak be.
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Ennél magasabb dozisa Cch alkalmazasakor (10° M Cch, z8ld gorbék ill. 10* M
Cch sziirke gorbék) mar BIM nélkiil is egy hatalmas BRET-jel esést kapunk, amelynek
mértékét a gatoszeres elokezelés érdemben mar nem befolyasolta. A PtdIns4P
monitorozasaval parhuzamosan megvizsgaltuk, hogyan érinti a PKC gatlas a PM
PtdIns(4,5)P,-szintjét. A 24.B. abran feltiintetett eredmények azt mutatjak, hogy ha
kiiktatjuk a PKC-indukalta PI4KA aktivalodast, akkor mindez a hormonalis stimulusra
1étrejovo PtdIns(4,5)P2-csokkenés mértékében is megmutatkozik, a kontrollnal nagyobb
lesz a lipid szintjében bealld valtozas. Emlitésre méltd még, hogy 10 puM atropin
kezelést kovetden a kontroll és a BIM-mel inkubalt sejtekben a gorbék lefutasa
lényegében megegyezd volt, vagyis a PKC gatlasa nem befolydsolta a jelatvitel

terminalasat kovetden fellépd PtdIns4P- és PtdIns(4,5)P,-reszintézist.

5.7. A PtdIns4P-reszintézis szerepe a receptorok jelatvitelében

Miutan megvizsgaltuk, hogy a receptoringerlés mely jelatviteli titvonalon vezet a
PtdIns4P szintézisé¢hez, kivancsiak voltunk, hogy a PtdIns4P és PtdIns(4,5)P, milyen
szerepet toltenek be az EGFR és M3R szignaltranszdukciojaban, elésorban a PLC-
aktivacio hatasara 1étrejovo Ins(1,4,5)Ps-jel fenntartdsdban. Ehhez olyan kisérleteket
terveztiink, melyekben EGF (100 ng/ml) vagy Cch ingerlést kovetden (107 M és 107
M) monitoroztuk az Ins(1,4,5)Ps-szinteket, majd szelektiv PtdIns4P- vagy
PtdIns(4,5)P,-depléciot  hoztunk 1étre a rapamycin-indukalta heterodimerizacios
rendszeriink segitségével (Sacl ill. Sptase révén), vagy 10 nM A1l adasaval gatoltuk a
PI4KA enzimet. A mérések soran kapott Ins(1,4,5)Ps-jel kinetikai gorbéit a 25.A. dbran
mutatom be.

A vartnak megfelelden a PtdIns(4,5)P, szintjének mesterséges lecsokkentése szinte
teljes mértékben megsziinteti az agonista indukalta Ins(1,4,5)Ps-jelet, mind az EGFR,
mind az M3R esetében (bal oldali goérbék). Amennyiben Sacl enzimmel hozunk 1étre
PtdIns4P-depléciot, akkor az csak kis mértékben képes lecsokkenteni az Ins(1,4,5)P;3
szintjét (kozépso gorbék), ugyanakkor a PtdIns4P-reszintézis gatlasanak eredményeként

(jobb oldali gorbék) az Ins(1,4,5)P3-termelddés jelentdsen mérséklddott.
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25. abra — A PM PtdIns4dP és PtdIns(4,5)P, szerepe a hormonalis hatasra létrejové Ins(1,4,5)Ps-jel
fenntartasaban (A) Az EGFR-t vagy M3R-t, illetve a lipiddepletalé rendszer Sptase-0S vagy Sacl-es verzidjat
expresszaldo HEK 293T sejtekben az Ins(1,4,5)Ps-szenzorral mérheté nBRET-valtozasok. 0 id6pillanatban a sejteket
hormonnal ingereltiik (100 ng/ml EGF; 107 M Cch; 10 M Cch), majd 6 perccel késébb 300 nM rapamyein ill. 10
nM Al adasaval valtottuk ki a lipiddeplécidt (piros gorbék), mig a kontroll sejtek DMSO vehikulumot kaptak (kék
gorbék). Az eredmények harom fliggetlen, triplikdtumban végzett kisérlet atlagat és a sztenderd hibat mutatjak be.
(B) A lipiddeplécio Ins(1,4,5)Ps-jelre kifejtett gatld hatdsanak mértéke az ,,A” panel gorbének megfeleléen. Az
abrazolt értékek Sptase (kék oszlopok) és Sacl (piros oszlopok) esetén a rapamycin adasat kovetd 5. perc, mig Al
(z61d oszlopok) esetén a 10. perc mérési eredményeinek felelnek meg. A statisztikai analizis kétutas ANOVA és
Holm-Sidak posthoc teszt felhasznéalasaval tortént (*p<0,05). (C) A fent leirt kisérletet kovetden a fluoreszcens
fehérjék mennyiségi meghatarozasa SDS-PAGE gélelektroforézissel (reprezentativ bra).
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A konnyebb 0Osszehasonlithatosdg kedvéért a kisérletek eredményét egy
oszlopdiagram form4jaban is feltiintetem, mely a 25.B. dabran lathat6. Az
oszlopdiagramon abrazolt adatokat ugy képeztiik, hogy 0%-nak tekintettiik a kiindulasi
érteket, 100%-nak az agonistaval stimuldlt, de azt kdvetden csak vehikulumot kapo
sejtekben mérhetd jelet (25.A. abra kék gorbéi), mig a gatlas mértékét azokban a
sejtekben hataroztuk meg, melyek agonista stimulust kdvetden rapamycint vagy Al-et
kaptak (25.A. abra piros gorbéi). Az abrazolt értékek a rapamycin adasat kovetd 5.
percben, Al esetén pedig az inhibitorral torténd kezelést kdvetd 10. percben mérhetod
jelek alapjan keriiltek meghatarozasra. Kétutas varianciaanalizist (ahol az egyik
szempont a hormonadlis stimulus, a masik pedig a gatlas modja), majd minden értéket
parbaallitva tobbszords dsszehasonlitast végeztiink Holm-Sidak eljarassal, hogy a kapott
mérési  eredmények kozotti  szignifikdns  kiillonbségeket megvizsgaljuk. Ezek
meghatarozasakor azt kaptuk, hogy MsR esetén a PM PtdIns(4,5)P;-tartalmanak
deplécidja, vagy a PtdIns4P-szintézis kulcsenzimének, a PI4KA-nak a gatlasa
szignifikdnsan nagyobb mértékben gatolja az Ins(1,4,5)P3 keletkezését, mint a PtdIns4P
Sacl altali hasitasa. Ez 0sszhangban all egy kordbbi kozleménnyel, melyben leirjak,
hogy a PM PtdIns(4,5)P,-tartalma fenntarthaté csokkent PtdIns4P-szint esetén
mindaddig, amig a PI4KA képes PtdIns4P-t szintetizalni a PM-ban [42]. Az EGFR
esetén ugyanakkor azt tapasztaltuk a statisztikai kiértékeléskor, hogy nincs szignifikans
kiilonbség az A1 kezelés és a rapamycin indukalta PtdIns4P-deplécié Ins(1,4,5)Ps-jelre
kifejtett hatasaban. Ez egyben azt is jelenti (és statisztikailag is igazolhatd), hogy az
az M3R-¢.

Hogy megvizsgaljuk, a Sacl- és Sptase-érzékenység kozotti eltérés nem az
expresszids kiillonbségekbdl adodik-e, a BRET-méréseket kovetden a sejteket SDS-
PAGE gélelektroforézisnek vetettilk ald, majd detektaltuk a fluoreszcens fehérjék
intenzitasat. Egy ilyen mérésrdl késziilt reprezentativ felvételt mutat a 25.C. abra,
melyen lathato, hogy az enzimek sejten beliili kifejezddése kozel megegyez6 volt [az
abran egy olyan mérés keriilt bemutatdsra, melyben a sejtek PJ-Sacl és PJ-5ptase-t
expresszalnak, melyek agonista indukalt Ins(1,4,5)Ps-jelre kifejtett hatasai
megegyeznek a Sacl ill. 5ptase enzimeknél latottakkal].
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5.8. A PtdIns4P-reszintézis szerepe a receptorok
internalizacidojaban

Ahogy azt a bevezetd fejezetben leirtam, az elmult években szamos sejtélettani
jelenségrol bebizonyosodott, hogy a PPIn-ek altal regulalt. Az egyik ilyen sokat vizsgalt
folyamat a klatrin-medialt endocitozis, melynek szabalyozasaban elsGsorban a
PtdIns(4,5)P,-nak tulajdonitanak jelentds szerepet [214, 263, 264], de a PtdIns(3,4)P,-
rol is jelent mar meg hasonld targyu kozlemény [14]. Tudomanyos didkkéri munkam
soran kimutattuk, hogy a rapamcyin-indukalt, Sptase-t tartalmazo konstrukcioval
végzett PtdIns(4,5)P,-deplécio a GPCR-ok ingerlést kovetd endocitdzisat, a receptor
korai endoszomaban torténé megjelenését gatolja [111]. A folyamatot tovabb vizsgalva
azt talaltuk, hogy amennyiben Sacl-gyel a PM PtdIns4P-szintjét csokkentjiik akutan,
akkor az nem befolyasolja az ATR internalizaciojat [265].

Utobbi folyamatot tovabb kivantam vizsgalni, elsésorban annak megitélésére, hogy
az Ins(1,4,5)Ps-jel fenntartasdhoz hasonldéan (Id. 5.7. fejezet) sziikséges-e a Gag-
kapcsolt receptorok ingelése soran bekovetkez6 de novo PtdIns4P-szintézis az
internalizacidhoz. A kisérletek sordn a Gos-kapcsolt, igy hormondlis stimulus soran
PLC-aktivaciohoz nem vezeté B,AR endocitozisat kivantuk nyomon kovetni. Ehhez
HEK 293T sejteket transzfektaltunk B,AR-luc-zal illetve egy a korai endoszomara
jellemzd fehérje, a Rab5 Venusszal jelolt valtozataval, mely molekuldk kozotti BRET-
jel novekedés a receptor endocitozisara utal [111]. Emellett a kisérletek kivitelezéséhez
még tovabbi két konstrukcio kifejezOdésére volt sziikség, egyrészrol, hogy az
internalizacio mértékét megnoveljik, a B-arresztin2-mRFP-t, masrészrél, hogy jelentds
PLCp aktivaciot tudjunk kivaltani, a vad tipusu M3R-t transzfektaltuk a sejtekbe. Utobbi
receptorra azért esett a valasztasunk, mert nagyon lasst deszenzitizaciot mutat [266],
igy az endocitozis 1étrejottéhez sziikséges fehérjékért nem alakul ki versengés kozte és a
B2AR kozott.

A 26.A. abra bal oldali panelje mutatja be, hogy milyen mértéki nBRET hanyados
novekedést tudunk detektalni a BoAR-luc és a Venus-Rab5 konstrukciok kozott 1 pM
isoprenalin kezelést kovetden kontroll esetben (kék gorbék) , illetve ha 5 perccel a
B2AR agonista adasat megel6zden 10" M (piros gorbék), 10° M (sarga gorbék) illetve
10" M (zold gorbék) Cch-lal ingereljiik a sejteket. Az nBRET hanyadost ebben az
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esetben ugy képeztik, hogy a csak colenterazint kapd sejtekben mérheté BRET

hanyados értéket kivontuk az ingerelt sejtekben mérhetd jelbol.

A 10 perc vehikulum elékezelés
B,AR-luc + Venus-Rab5 Ptdins(4,5)P,
Cch < Cch -
5 O : S Cch dézis:
S 0,020 Isoprenalin » 120
-8 -8 100 { gan— :w —=— kontroll
> 0015 S o - —— 107 M
2 0010 S 0 10° M
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420 2 4 6 8101214 16 420 2 4 6 810121416
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Cch = .
8 oo Isoprenalin 3\1 e - Coh dozis:
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26. abra — A PLC-aktivacio és kovetkezményes PtdIns(4,5)P,-deplécio hatasa a B,AR internalizaciojara A
hormonalisan kivaltott PtdIns(4,5)P,-deplécid kivaltasdhoz és a B,AR internalizaciéjanak nyomon kovetéséhez HEK
293T sejteket M3R, B-arresztin2-mRFP, B,AR-luc valamint a Korai endoszémara jellemz6 Venus-Rab5 fehérjék
plazmidjaval transzfektaltuk (bal panel). A lipiddeplécio mértékének megitéléséhez a sejtekkel a Rab5 és B,AR
konstrukciok helyett az L;p-Venus-T2A-PLC31-PH-luc szenzort expresszaltattuk. 0 idOpontban a sejtek Cch
ingerlésen estek at, majd 6 perccel ezt kovetden 1 uM isoprenalint kaptak. (jobb panel) A méréseket elvégeztiik (A)
kontroll kériilmények kozott illetve (B) 10 perc 10 nM Al el6kezelést kovetden is. Az alkalmazott Cch koncentraciok
az abra jobb oldalan keriiltek feltiintetésre. A gorbék n=3 fiiggetlen, egyenként harom parhuzamos mérési ponttal
végzett kisérlet atlagat £+ SEM értékeit mutatjak. (C) Az ,,A” (kék oszlopok) és ,B” panelen (piros oszlopok)
feltiintetett gorbék utolsod 5 pontjanak atlaga a kontrollra normalizalva, szazalékosan abrazolva. A statisztikai analizis
kétutas ANOVA ¢és Holm-Sidak posthoc teszt felhasznalasaval tortént (¥p<0,001). NS jelentése: nem szignifikans.
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Az internalizacios mérésekkel parhuzamosan azt is megnéztiik, hogy az alkalmazott
Cch kezelés mekkora PtdIns(4,5)P2-szint csokkenést eredményez a sejtekben, melyhez
a koradbban bemutatott Lip-Venus-T2A-PLC31-PH-Luc szenzort hasznaltuk fel (az igy
kapott eredmények a 26.A. abra jobb paneljén kerililnek feltiintetésre). A kisérletek
eredményei azt mutatjak, hogy csak massziv PLC-aktivacio (10 * M Cch-lal kivaltott)
és igy jelentés mértékli PtdIns(4,5)P,-deplécid gatolja érdemben a (AR
internalizaciojat.

Ugyanezen kisérleteket elvégeztiik ugy is, hogy a mérést megel6zéen 10 percig 10
nM Al eldkezelésnek vetettiik ald a sejteket, hogy a PI4KA enzimet gatoljuk. Az igy
kapott eredményeket mutatja be a 26.B. abra. Jol lathato, hogy ebben az esetben mar
107 M Cch ingerlés is csokkentette a PoAR endocitézisat, a gatlas mértéke pedig az
alkalmazott Cch-koncentraci6 novekedésével parhuzamosan emelkedett. Az
eredmények konnyebb 0Osszehasonlithatosdga végett oszlopdiagramon, szazalékos
értékben kifejezve is abrazolom ket (26.C. abra, kékkel jeldlve a kontroll, pirossal az
Al elokezelést kovetden kapott eredmények). Az internalizacidé mértékét az
isoprenalinnal torténd ingerlést kovetd 9-11. percben mérheté értékek alapjan
hataroztam meg, 100%-nak véve a kontroll sejtekben ebben az iddintervallumban
mérhetd, mig 0%-nak a kiindulasi (0. percben mérhetd) nBRET-jelet. A PtdIns(4,5)P,-
szint meghatarozasa szintén a 9-11. percek értékei alapjan tortént. Jol lathatd, hogy az
Al el6kezelés 6nmagaban sem az internalizaciot, sem a PtdIns(4,5)P,-szintet nem
csokkentette. Amennyiben viszont Cch-lal ingereltiik a sejteket, akkor a PI4KA-gatolt
sejtekben jeletdsen csokkent a P,AR endocitézisdnak mértéke, viszont a lipid
deplécidjanak mértékét az eldkezelés nem befolyasolta érdemben (a lipid
csokkenésének kinetikdja ugyanakkor megvaltozott, 1d. 26.A. és 26.B. abrdk). A
kiilonbségek statisztikai jelentdségének kimutatasara kétutas ANOVA analizist (ahol az
egyik szempont a hormonalis stimulus, a masik pedig a az Al eldkezelés), majd az
értékeket parbaallitva tobbszords Osszehasonlitdst végeztiink Holm-Sidak eljarassal.
Elvégezve a szamitasokat azt kaptuk, hogy a Cch-ingerlés az alkalmazott
koncentraciotdl fiiggetleniil (a vizsgalt koncentracidtartomanyban)  szignifikdnsan
nagyobb gatlo hatast fejtett ki a B,AR internalizaciojara, amennyiben a sejteket Al
el6kezelésnek vetettiik ala, mint ha csak kontroll, vehikulum oldattal inkubaltuk 6ket a

mérést megelézéen (p<0.001). A lipiddeplécid6 mértékében ugyanakkor nincs
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kimutathat6 szignifikans kiilonbség az Al eldkezelt és a kontroll sejtek kozott egyik

alkalmazott Cch-inger esetén sem.
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6. Megbeszélés

Az inozitolgyliri 3°,4> vagy 5’ pozicidban torténd, reverzibilis foszforilacidjan
keresztiil hét kiilonféle PPIn szintetizalédhat. Az ily mdédon keletkezett lipidek szintje
eltérd a kiilonb6zé endomembranokban, a plazamembranban és a citoplazmaban. Mara
vilagossa valt, hogy a PPIn-ek nem csak strukturalis elemként vannak jelen a
membranokban, hanem szadmos sejtélettani folyamatban is fontos szabalyozo szerepet
toltenek be, igy szintjiiknek mérése hozzasegithet minket ahhoz, hogy funkciojukrol
pontosabb képet kapjunk.

Az elmult 3 évtizedben szamos a PPIn-ek szintjének mérésére hivatott technika
keriilt kidolgozasra. Az egyik elsé ilyen modszernél a sejteket metabolikusan kellett
megjeldlni myo-[*H]-inozitollal vagy *2P-foszfattal, majd ezt kévetéen lipidextrakciot
végeztek és vékonyréteg-kromatografiaval szeparaltak a kiilonboz6 lipideket [1, 95,
145, 267]. Bar az inozitollipid-kutatasnak megteremtették az alapjait ezek a kisérletek, a
kivitelezésiik és értékelésiik szamos nehézségbe 1itkozott, a megfeleld jel detektalasahoz
sejtek millioira volt szlikség, a kinetikai mérések rendkiviil koriilményesek voltak, és a
PPIn-ek intracellularis lokalizaciojarol semmilyen informacidoval nem szolgaltak,
emellett az izomereket sem tudtak megkiilonboztetni. JelentGs tovabblépés volt a lipidek
mennyiségének tomegspektroszkopos elemzése, mely nagy érzékenységgel bir,
ugyanakkor ez a technika sem képes megfeleld szubcellularis felbontdst biztositani,
illetve nem megoldott a kiillonb6z6 izomerek elkiilonitése sem [9, 147, 148]. Mas
kutatocsoportok fluoreszcensen jeldlt lipideket fejlesztettek, melyeknek mindenképp
megvan az az eldnye, hogy segitségiikkel jol nyomon lehet kovetni a lipidek sejten
beliili elhelyezkedését, mozgasat, de az endogén lipidekhez képest megvaltozott
hidrofobicitasuk jelentdsen befolyasolja megoszlasukat [268]. Tovabbi alternativa lehet
a kiilonbozd PPIn izomerek ellen kifejlesztett antitestek alkalmazasa, ugyanakkor ezek
csak fixalt sejteken hasznalhatoak, igy a dinamikus lipidvaltozdsok nyomon kovetésére
nem alkalmasak.

Az igazi nagy attorést a fluoreszcensen jelolt, specifikus PPIn-kotésre képes
fehérjedomének felismerése és alkalmazasa hozta meg. Bar ezen technikénak is vannak
limitald tényezoi [269], segitségével az elmult bo évtizedben rengeteg informaciot

sikeriilt nyerni a PPIn-ek sejten beliili megoszlasardl, szintjiik dinamikus valtozasarol
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[270]. A modszer legnagyobb nehézsége az eredmények szamszeriisithetésége. Ennek
megoldasara mar torténtek probalkozéasok, példaul egy kutatdcsoport ortogonalis
lipidszenzorokat fejlesztett, melyek segitségével ¢él6 sejtekben in situ képesek a
lipidraktarakrol kvantitativ adatokhoz jutni [171, 271]. Mi egy masik megkozelitést
valasztottunk. Luciferazhoz kotott PBD-ek és  Venusszal jelolt PM-markerek
felhasznalasaval 1étrehoztunk egy BRET-mérésre alkalmas molekularis eszkoztarat,
melynek segitségével nagy idébeli felbontassal képesek voltunk nyomon koévetni a
PPIn-ek dinamikus valtozasit a PM-ban. Emellett, hogy a PPIn jelatvitel tovabbi
1épéseit is vizsgalni tudjuk, a PPIn-szonddkhoz hasonlé modon kifejlesztettink egy
Ins(1,4,5)Ps-szenzort is, mely mind egysejtes (FRET), mind sejtpopulaciés (BRET)
mérések Kivitelezését lehetové tette.

A BRET-szonddk miukodésiiket tekintve alapvetden két csoportba, az
intramolekularis és az intermolekularis szenzorok k6z¢é sorolhatoak. Az intramolekularis
szenzoroknal az energiadonor és akceptor fehérjék ugyanazon molekulahoz vannak
kapcsolva, és az 0sszekotd szakasz konformacidvaltozasanak eredményeként tudunk
jelmodosulast detektalni. Az Ins(1,4,5)P3 kimutatasara egy ilyen szenzort fejlesztettiink,
melynek alapja a human 1-es tipusi InsP3R ligandkté doménja. Az LBD-hez C-
terminalisan Venust, N-termindlisan pedig Cerulean FP-t vagy luciferaz enzimet
kapcsolva sikeriilt mind FRET, mind BRET technika segitségével energiatranszfer-
valtozast detektdlni az Ins(1,4,5)Ps-koncentraci6 emelkedésekor. Hasonlé FRET-
mérésre alkalmas szenzorokat korabban mar mas kutatocsoportok is 1étrehoztak [179-
185].

A BRET-szondak masik csoportjanal, az intermolekularis szenzoroknal az
energiadonor és akceptor fehérjék kiilon-kiilon molekulan helyezkednek el. Ebben az
esetben a jel valtozasat akkor figyelhetjik meg, ha a két molekula egymashoz
viszonyitott tavolsaga ndé vagy csokken. A PPIn-ek kimutatdsakor nagyobb jelet
varhatunk ilyen molekulapar alkalmazasakor, mint ha egy polipeptid tartalmazna
mindkét jelolést, mivel a PBD-k ligandkdtése nem eredményez jelent6s mértékii
konformaciovaltozast [130]. A technikat munkacsoportunk mar korabban is alkalmazta
a PPIn-ek kimutatasara FRET- [177] ill. BRET- [111] mérések soran. Ahhoz, hogy
specifikusan a PM PPIn-ek valtozasat tudjuk nyomon kovetni, az akceptor Venus

fehérjét egy rovid szekvencia segitségével a PM-ba iranyitottuk, azon beliil is az Lo
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szekvencia segitségével a rendezett, az Sis-tel pedig a rendezetlen régiokba, mig a
luciferazt a kiilonféle lipidek felismeréséért felelés PBD-ekhez kapcsoltuk. Amennyiben
megvaltozott valamely lipidnek a szintje a PM-ban, akkor a luciferazzal jelolt PBD
vagy athelyez6dott a PM-ra, vagy eltavolodott attol, melynek eredményeként nem-
specifikus BRET-jelet tudtunk detektalni. Hasonlé megkozelitést korabban mar egy
masik kutatocsoport is hasznalt, mellyel a PM PtdIns(3,4,5)Ps-tartalmat kivantak mérni
[178].

Az intermolekularis BRET-szenzorok megalkotasanak egyik f6 kihivasa, hogy
biztositani kell mind a donor, mind az akceptor egyidejii sejten beliili kifejezodését,
lehetdleg stabil expresszios arannyal. Az emlitett kutatocsoport ezt ugy érte el, hogy
létrehozott egy MCF-7 sejtkoloniat, mely stabilan expresszalta mind a fluoreszcensen
jelolt PM markert, mind a luciferazzal jelolt Akt-PH-t. llyen dupla stabil sejtvonal
segitségével bar szamos értékes informacidhoz lehet jutni, de tobb lipid egyideji
parhuzamos mérése ezzel a megkozelitéssel nem, vagy legalabb is rendkiviil nehezen
kivitelezhetd. A két konstrukcido egyidejii kifejezddésére mi egy masik modszert
valasztottunk. A rendszer miikodéséhez sziikséges két kodold szakaszt a virdlis eredetii
T2A szekvenciaval kotottiikk 6ssze. Ezen szekvencia transzlacioja soran egy molekularis
hasadas 1ép fel, mely biztositja, hogy egyetlen plazmidrol két kiilonallo, ekvimolaris
mennyiségii fehérje termel6djon [240]. A technika felhasznalaval egy olyan molekularis
eszkoztarat hoztunk létre, mellyel tokéletes kotranszfekciot tudtunk elérni a vizsgalt
sejtekben, a korabbiaknal 1ényegesen egyszeriibb modon. A rendszeriink tovabbi eldnye
egy stabil sejtvonallal szemben, hogy a transzfekcios protokoll finomitasaval kiilonb6zo
expresszios szintek mellett illetve kiilonboz6 sejttipusokban is lehetdvé teszi a PPIn-ek
szintjének detektalasat.

A PBD alaptl szenzorok fejlesztésénél kulcskérdés, hogy mennyire specifikusan
képesek felismerni a kiilonb6zé PPIn-eket. Az Akt-PH kapcsan példaul mar korabban is
emlitettem, hogy bar alkalmazzak PtdIns(3,4,5)Ps-szenzornak [178], de kozismert, hogy
mind a PtdIns(3,4,5)Ps-ot mind a PtdIns(3,4)P,-ot képes kotni [135, 272]. Az altalunk
valasztott PBD-k koziil elsésorban az OSH2-PH kapcsan meriilt fel kordbban, hogy a
PtdIns4P mellett mas PPIn-ekhez is képes kotédni [42]. Eppen ezért ezen lipid
monitorozasara két szenzort is elkészitettiink, hogy azokat 0sszehasonlitva ki tudjuk

valasztani azt, amelyik megbizhatéan képes detektalni a PM PtdIns4P-ot. A PtdIns4P
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crer

SidM-P4M domén sokkal érzékenyebb a PM PtdIns4P-szintjében bekdvetkezo
valtozasokra, mint az OSH2-PH, mely utobbi képes a PtdIns(4,5)P,-hoz is k6tédni.

A szenzorok fejlesztésénél tovabbi fontos szempont, hogy a LBD milyen
affinitassal koti a ligandjat. Amennyiben til nagy az affinitas, akkor a szenzor nagyon
érzékeny lesz a szubsztratjara, mely egyben azzal is jar, hogy jelentds lesz a pufferolo
hatasa, és nehezebben engedi el ligandjat. Ez utdbbi hatas foként az off-valaszok
kimutatasanal okoz problémat. Ha viszont tal kicsi az affinitas, akkor pedig csak magas
szubsztratkoncentracio esetén tudunk jelvaltozast detektalni. Ahogy azt dolgozatom
elején az irodalmi attekintés soran bemutattam, az Ins(1,4,5)Ps-kimutatasi eljarasok
fejlesztése kapcsan tobb kisérlet tortént megfeleld affinitdst szenzor létrehozasara
[179-185]. Egyes munkacsoportok az InsPsR LBD N-terminalis gatldé doménjanak
meghagyasaval, mig masok a LBD C-terminalis szakaszanak megroviditésével érték el
az affinitas csokkenését. Tovabbi lehetdséget jelent, ha az LBD megfelelé aminosavait
elmutaljuk. Az ilyen jellegli beavatkozisok csokkenthetik vagy ndvelhetik a
ligandaffinitast, gyakran olyan drasztikus valtozashoz is vezethetnek, mely
gyakorlatilag hasznalhatatlanna teszi a szenzorokat. Kiindulasként mi az 1-es tipusu
InsPsR LBD-jat vettiikk (224-605-6s aminosavak), melyet munkacsoportunk mar
korabban is hasznalt Ins(1,4,5)Ps-pufferolas céljabol [273]. Az mRFP-vel jelolt LBD-
tink ligandaffinitasanak meghatarozasa kapcsan tricialt Ins(1,4,5)Ps-tal végzett in vitro
kotési vizsgalatokkal és Scatchard-analizissel egy 3 nM-0s ICs értéket kaptunk, mely
kozel megegyezik a korabban leirt, GFP-hez kotott LBD-nel kimért 4 nM-os értékkel
[241]. Az alacsonyabb affinitas elérése érdekében az Ins(1,4,5)Ps-kdtésben fontosnak
tiind arginin molekuldkat lizinre cseréltiik. A szamos konstrukcid tesztelése soran azt
kaptuk, hogy az R265K és az R269K mutaciok vezetnek olyan ligandaffinitashoz,
melyek alapjat képezhetik egy megfeleld Ins(1,4,5)P3-szenzor létrehozasanak [bar
mindkét mutaciot hordozd szenzort elkészitettiik, a dolgozatomban csak az R265K
karakterizalasa kertilt bemutatasra, mivel a tovabbiakban ezt hasznaltuk az Ins(1,4,5)Ps
mérésekhez]. A vad tipusu és az R265K mutaciot hordozéo BRET-szondék vizsgalatakor
azt kaptuk, hogy a mutans szenzornak bar kis mértékben csokkent az affinitasa, de még
mindig megfelelden érzékeny volt az agonista stimulusra, és a vad tipustnal sokkal

pontosabban tudta az Ins(1,4,5)Ps-valasz lecsengését jelezni.
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Az intermolekularis szenzorok fejlesztésénél nem csak a megfelel6 PBD
kivalasztasara forditottunk figyelmet, de azt is megvizsgaltuk, hogy a PM-marker
milyen mértékben befolyasolja a mérheté BRET-jelet. Mivel szamos cikk felveti annak
lehetdséget, hogy a membranban vannak PPIn-ekben gazdag mikrodomének [42, 87, 91,
153], ezért megvizsgaltuk, hogy mi torténik, ha az energiaakceptor Venus FP-t
kiilonb6z6 mikrodoménekbe iranyitjuk. A PM-elhelyezkedés eléréséhez egyrészt az Lck
fehérje rovid szakaszat (Lio), masrészt a c-Src rovid részletét (Sis) hasznaltuk fel,
melyek koziil elébbi a PM rendezett, utobbi pedig a PM rendezetlen régidiba juttatja el
a fehérjét. Ezen irdnyitd szekvencidkrdl kordbban mar kimutattdk, hogy amennyiben
hozzajuk Sptase-t kapcsolnak, akkor az eltérd lokalizaciéo eredményeként kiilonbozden
képesek befolyasolni a PM PtdIns(4,5)P,-szintjét [239]. Kisérleteink soran ugyanakkor
mi nem taldltunk sem kinetikai, sem amplitidobeli kiilonbséget, fiiggetlentil att6l, hogy
mely PtdIns(4,5)P,-szenzort hasznaltuk, és hogy mely kompartmentbe vittik ki a
heterodimerizaciés rendszeriink segitségével az Sptase enzimet. Ennek egyik lehetséges
oka, hogy a tulzottan magas expresszios szintek miatt az irdnyit6é szekvenciak elveszitik
mikrokompartment-specificitasukat. Ezt kikiiszobolend6 az expresszids szintet a
detektalasi érzékenység hataraig csokkentettiik, de ebben az esetben sem mutatkozott
kiilonbség. Megvizsgaltuk tovabba, hogy kiilonbozo sejttipusokban (HEK 293T, Hela,
COS-7) van-e kimutathato eltérés a két szenzor kozott, de egyikben sem jelentkezett
ilyen hatas. Ezek alapjan azt a konkluziot vontuk le, hogy ha alaphelyzetben vannak is
PtdIns(4,5)P,-ban gazdag PM-teriiletek, a lateralis diffizio és a mikrodomének kozotti
gyors lipidkicserélddés eredményeként nem tudunk kiilonbséget kimutatni a
mikrodomén-specifikus PPIn-detektalas soran, fiiggetleniil att6l, hogy hova targetaljuk a
lipid bontasaért felelés enzimet, illetve hogy pontosan hol monitorozzuk a
PtdIns(4,5)P,-ot.

A BRET technika legnagyobb eldonye a nagymértékii érzékenysége, melynek
révén olyan kis valtozasok is felismerhetéek, melyek felett képalkotd eljarasokkal

konnyen at lehet siklani. Ezt kihasznalva sikeriilt é16 sejtekben Kimutatni egy kicsi, de

crer

crer

ingerlést kovetéen. A nagy koncentracioji hormonnal stimuldlt GPCR- és
kovetkezményes robosztus PLC-aktivacié kapcsan korabban PtdIns(4,5)P2- ¢és

PtdIns4P-csokkenést mutattak ki [95], melyek alapjan az volt az altalanos allaspont,
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hogy a PtdIns4P - mint prekurzor - passzivan koveti a PtdIns(4,5)P, szintjében beallt
valtozasokat. A BRET-szenzorunkkal kimért, GPCR- és RTK-aktivacid kapcsan is
fellépd PtdIns4P-szintemelkedés ugyanakkor arra utal, hogy a PtdIns4P szintézise
valamilyen modon aktivan regulalva van a PM-ban. Szamos régi tanulmanyban leirtak
mar, hogy az EGFR ingerlése PPIn-kinazok aktivacidjahoz vezet [274, 275], mely
enzimek egy részérdl késobb kideriilt, hogy foként PI3K aktivitassal rendelkeznek, mig
masok a Il-es tipusu PI4K-ok csaladjaba sorolhatoak [276]. Specifikus PI4K-
gatloszereket felhasznalva mi a kisérleteink soran azt talaltuk, hogy mind az EGFR,
mind az M3R ingerlése soran a Ill-as tipusi PI4K-ok csaladjaba tartozd6 PI4KA
aktivacioja tehetd felel6ssé a PM PtdIns4P-szintjének emelkedéséért. Ezt az agonista-
indukalt lipidszintemeld hatdst abban az esetben is sikeriilt kimutatni, ha Sacl enzim
segitségével a PtdIns4P-szintet drasztikusan csokkentettiik a PM-ban.

Az a tény, hogy mind GPCR-, mind RTK-aktivacio soran létrejon a PtdIns4P-szint
emelkedése, arra engedett kovetkeztetni, hogy a két receptor jelatvitelének kozos
szereplje, a PLC-PKC jelpalya lehet felelds a PI4KA aktivalasaért. Ezen
feltételezéslinket megerdsitette, hogy két kiilonb6zé pan-PKC inhibitorral torténd
elékezelés is a kordbban latott agonista-indukalt PtdIns4P-emelkedés eltiinéséhez
vezetett, mig a PKC direkt aktivalasa révén a PtdIns4P-szint nétt. Fontos megemliteni,
hogy a PKC-gatloszerekkel végzett clokezelések, a specifikus PI4KA-gatloszernél
latottakkal szemben nem eredményeztek bazalis PtdIns4P-szintcsokkenést. Ugyancsak
nem gatolta a BIM el6kezelés a Cch-lal kivaltott PLC-aktivacio atropin altali
terminalasat kovetd lipidreszintézist. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a PKC-gatlés
nem befolyasolja a PI4KA bazalis aktivaciojat, de a PKC jelentds szerepet tolt be az
agonista-indukalt fokozott PtdIns4P-szintézisben, mely a PM PPIn-ek szintjének
fenntartasa szempontjabol lehet fontos.

A szakirodalomban fellelhetdé néhany kozlemény, melyben a szerz0k a PKC
szerepét valoszinlisitik egyes PI4K-ok aktivaciojaban. Egy kozelmultban megjelent
tanulmanyban vékonyréteg-kromatografiaval azt talaltak, hogy hosszantartd (2-24 ora)
hormonalis ingerlés hatdsdra a Gqg-aktivacio nemcsak a PtdIns(4,5)P, hidrolizisét,
hanem azzal parhuzamosan a lipid reszintézisét is fokozza, mely folymatban szerepe
lehet a PKC és PI4KB enzimeknek [277]. Bar vannak arra vonatkozé elképzelések,
hogy a PI4KB altal a Golgiban szintetizalt PtdIns4P részt vehet a PM PtdIns(4,5)P-
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képzésében [96, 278], munkacsoportunk jelenlegi és korabbi kisérletei [39, 191] sem
tamasztjak ala a PI4KB szerepét a PM PtdIns4P- és PtdIns(4,5)P;-szintjeinek
fenntartdsaban. Egy masik koézleményben a miénkhez nagyon hasonld konkluziot
vontak le. A szerz6k az OSBP-PH és FAPP1-PH doméneket mint PtdIns4P-szenzorokat
felhasznalva azt talaltak B-sejtekben, hogy a GPCR-aktivacié emeli a PM PtdIns4P-
szintjét, mely folyamatban kulcsszerepet toltenek be a PKC és PI4KA enzimek [259].
Meg kell ugyanakkor emliteni, hogy az altaluk leirtak nem mindenben egyeznek meg a
mi méréseink eredményeivel és az azokbol levont kovetkeztetésekkel, hiszen példaul 6k
RTK-aktivaciot kovetéen nem tudtdk kimutatni ugyanezen jelenséget (inzulinnal
stimulalva az RTK-t). Raadasul az altaluk hasznalt 100 uM Cch-Ilal ingerelve az M3R-t
mi nem PtdIns4P-névekedést, hanem éppen ellenkezbleg, a lipid szintjének csokkenését
nM Cch-stimulus esetén tudtunk jelemelkedést detektalni. Ezen -eltérések egyik
lehetséges magyarazata, hogy az altaluk PtdIns4P-szenzornak hasznalt PBD-ek féként a
Golgiban helyezkednek el, mivel a lipid kotéséhez és igy a membranlokalizdciohoz
szlikségiik van a Golgiban talalhatd Arfl jelenlétére is [140]. Ebbdl kifolydlag csak egy
elenyészé6 hanyaduk mutat PM-elhelyezkedést [49]. Eppen ezért, bar TIRF
mikroszkdppal ezen kis frakciot ki lehet mutatni, de az OSBP-PH és FAPP1-PH
domének  PM  PtdIns4P-szenzorként  valé  felhasznilhatosdga  igencsak
megkérddjelezhetd. Elképzelhetd, hogy a maximalis agonistakoncentracioval torténd
receptoringerlést kovetéen a Golgiban bekovetkezd lipidszintvaltozasok kihatnak a
bioszenzoraik elhelyezkedésére, és a PBD-ek PM-on valé megjelenése nem a PM
PtdIns4P-novekedésnek tudhato be, hanem a lipidszint csokkenésének a Golgiban. Ezt a
problémakort at lehet hidalni, ha olyan PBD-eket valasztunk, melyek kivalo
szubsztratspecificitassal ¢és affinitassal rendelkeznek, mint példaul a PtdIns4P-ra
szelektiv SidM-P4M [10]. Ilyen szenzorokat felhasznalva akar mar olyan kismértékii
lipidszintvaltozasokat is ki tudunk mutatni a PM-on, mint amilyeneket 100 ng/ml EGF-,
vagy 100 nM Cch-ingerlés tud kivaltani.

Szerettik Vvolna megvizsgdlni a PM PtdIn4P-készletének jelentdségét a
PtdIns(4,5)P,-szint fenntartasaban ¢és a PLC-aktivaciora létrejové Ins(1,4,5)Ps-
produkcioban. Korabban kimutattak, hogy még jelentdsen csokkent PM PtdIn4P-szintek
mellett is képesek lehetnek a sejtek a PtdIns(4,5)P, utanpotlasukat biztositani [42]. Mi a
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kisérleteink soran azt kaptuk, hogy a PI4KA farmakologiai gatlaisa vagy a PM
PtdIns(4,5)P,-szintjének mesterséges, Sptase altali csokkentése egyenlé mértékben
csokkentette az M3R agonista-indukalt Ins(1,4,5)Ps-termelédést, ugyanakkor a Sacl
altali mesterséges PtdIns4P-deplécidé csak mérsékelten gatolta azt. Ezen adatok arra
utalnak, hogy GPCR-aktivaciot kovetden a PM PtdIns4P-szintézise kritikus fontossagu
a PM PtdIns(4,5)P,-szintjének fenntartasaban, mely ugyanakkor még csokkent
PtdIns4P-szint mellett is meg tud valosulni. Az EGFR ingerlése altal kivaltott
Ins(1,4,5)Ps-jel ugyanakkor 1ényegesen érzékenyebb volt a Sacl altali lipiddepléciora.
Ez arra utalhat, hogy az eltérd csalddba tartozo receptorok PPIn-igénye, -érzékenysége
eltérd lehet, vagy esetleg a PM funkcionalisan elkiiloniild PPIn-készleteit igénylik, bar
ennek pontos feltérképezése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Végezetiil egy masik ismerten PPIn-ek altal reguldlt folyamatot, a receptorok
internalizacidjat, elsésorban annak PtdIns4P- ¢és PtdIns(4,5)P,-érzékenységét
vizsgaltuk. Korabbi kutatasaink soran azt talaltuk, hogy a [,AR endocitozisa
PtdIns(4,5)P,-fiiggd, a lipid hianyaban a receptor nem tavolodik el a PM-rol, de
ingerlést kovetden klaszterekbe rendez6édik a PM-ban [111]. A dolgozatomban
bemutatott kisérletekkel annak kivantunk utanajarni, hogy ha MsR ingerléssel és
kovetkezményes PLC-aktivacioval valtunk ki PtdIns(4,5)P,-deplécidt, akkor az hasonld
gatlo hatast valt-e ki, mint amit korabban a heterodimerizacidos mesterséges rendszerrel
tapasztaltunk, illetve hogy a PIl4KA-aktivacid6 mennyiben jatszik szerepet az
internalizacié fenntartdsdban. Hasonld vizsgdlatot végzett kordbban egy masik
munkacsoport is, melyben a lipiddepléciot [3H]-inozit01 izotopos mérésekkel, az
internalizaciot pedig radioaktiv ligandkotéssel és sejtfrakcionalassal mutattak ki [279].
Az idézett cikkben arrdl szdmolnak be, hogy a Wm-nal kivaltott PI4K-gatlas kis
mértékben csokkenti a  B,AR internalizacidjat, viszont ha 1 mM Oxo-M M3;R
agonistaval kezelik a sejteket, akkor az lényegesen nagyobb gatlo hatast fejt ki az
endocitozisra. Mi kisérleteinkben egy specifikus PI4KA-inhibitort alkalmazva azt
talaltuk, hogy 6nmagaban az enzim gatlasa nem befolyasolja még kis mértékben sem a
B2AR internalizacigjat, viszont ha PtdIns(4,5)P,-deplécidt is kivaltunk egyidejiileg,
akkor a két hatds ereddjeként egy jelentds gatlast tapasztalunk. Az eredmények kozotti
eltérés hatterében feltehetéen az allhat, hogy a Wm nem specifikusan csak a PM

PtdIns4P-képzéséért felelds PI4KA enzimet, hanem szamos masikat is gatol (pl. PI4KB,
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PI3K-ok sth.) [6], melyek szerepe szintén felvetddik az endocitozis nagyon komplex
folyamataban [110]. Fontos megemliteni, hogy az altalunk tapasztalt gatlo hatas nem
irhat6 kizarélag a PM 0Ossz-PtdIns(4,5)P,-fogyasanak szamlajara, hiszen az Al hattér
nem novelte szignifikdnsan a lipiddepléciot, mégis jelentdsen csokkentette az
internalizacié mértékét. Ez arra utalhat, hogy ha térben jelentdsen nem is kiiloniilnek el,
de a PM-on beliil funkcionalisan elkiiloniild PPIn-készletek vannak jelen. Emellett a
kapott eredmények, akarcsak az Ins(1,4,5)Ps-jel fenntartasaban, ugy az internalizacid
folyamatédban is egyértelmiien jelzik a receptoringerlésre bekovetkezd PI4KA-aktivacid
jelentdségét.

Osszességében doktoranduszi kutatomunkdm sordn egy olyan BRET-alapu
molekularis eszkoztarat sikeriilt 1étrehozni, melynek segitségével nagy érzékenységgel,
megbizhatoan és viszonylag egyszerii moédon tudjuk monitorozni a PPIn-ek szintjének
dinamikus valtozdsat a PM-ban, ¢és az Ins(1,4,5)Ps-koncentracié novekedését és
csokkenését a citoplazmaban. Ezen szenzorok felhaszndlaval nyomon kovettiik az RTK-
csaladba sorolhato EGFR ¢és a GPCR M3R aktivaciora létrejovo lipidszintvaltozasokat,
kimtutattuk, hogy receptoringerlést kovetéen né a PI4KA aktivitisa, mely a PM
PtdIns4P-szintjének ndvekedéséhez vezethet. Utobbi folyamat hatterében egy ezidaig
nem ismert mechanizmust tartunk fel, miszerint a PLC-aktivaci6 PKC révén vezet a
PI4KA fokozott miikodéséhez. Végezetiil kimutattuk, hogy a PI4KA aktivalodasanak
jelentés szerepe van az Ins(1,4,5)Ps3-jel fenntartasdban, és a receptorok

internalizacidjanak 1étrejottében.
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7. Kovetkeztetések

Munkdm soran a PPIn-ek metabolizmusanak nyomon kovetésére alkalmas
szenzorokat fejlesztettem, illetve segitségiikkel vizsgaltam az EGFR- és M3R-aktivacio
soran létrejové PPIn-Szintvaltozasokat, a receptoringerlést kovetd PPIn-reszintézis
molekularis hatterét, a PM PPIn-ek szerepét az Ins(1,4,5)P3-jel fenntartasaban valamint
a B2AR internalizaciojaban. Eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok

le:

e Létrehoztunk egy olyan szenzort, mellyel mind az Ins(1,4,5)Ps—jel novekedését,
mind a csokkenését detektalni tudjuk él6 sejtekben. Kimutattuk, hogy az 1-es
tipusi InsPsR LBD-jaban elhelyezkedd, az Ins(1,4,5)Ps-kotésben részt vevo

argininek lizinre torténd cserélése a ligandaffinitds csokkenésével jar.

e Kialakitottunk egy olyan rendszert, amellyel €16 sejtekben, nagy érzé¢kenységgel
¢s idébeli felbontassal képesek vagyunk nyomon kovetni a PM PtdIns4P-,
PtdIns(4,5)P,- és PtdIns(3,4,5)Ps-szintjének valtozasat. Megallapitottuk, hogy a
SidM-2xP4M domén alkalmasabb a PM PtdIns4P-szintjének vizsgalatara, mint
a széles korben haszndlt OSH2-2xPH. Kisérleteink soran nem talaltunk
kiilonbséget a PM rendezett ¢és rendezetlen strukturainak inozitollipid-

Osszetételében.

e EGFR- és M3R-stimulaciokor egyarant azt talaltuk, hogy a PM PtdIns4P-szintje

nd, mely folyamatban kdzponti szerepe van a PI4KA és PKC enzimeknek.

e Megallapitottuk, hogy az Ins(1,4,5)Ps-jel és a receptorendocitdzis fenntartasahoz
sziikség van arra, hogy a PtdIns(4,5)P; fogyasaval parhuzamosan aktivalodjon a
PI4KA enzim, wugyanakkor a folyamatok a mesterséges PtdIns4P-
szintcsOkkenésre alig érzékenyek. Ez a jelenség arra utalhat, hogy a PM-ban

funkcionélisan elkiiloniild PPIn-készletek vannak jelen.
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8.  Osszefoglalas

Az elmult évek kutatdsi eredményei alapjan ma mar a foszfoinozitideket (PPIn)
nem csak strukturdlis membranalkoté lipideknek tekintjiikk, hanem egyre tobb
sejtélettani folyamatban ismerjiik meg szerepiiket, kezdve a jelatviteli utvonalak
szabalyozasatdl az ioncsatornak mitkodésén at a sejtmozgasokig. Hormonalis ingerlésre
dinamikusan valtozik szintjiik a kiilonb6z6 sejkompartmentekben, mely befolyasolhatja
mindezen folyamatokat. Szintjiik mérése éppen ezért hozzasegithet minket ahhoz, hogy
pontosabb képet kapjunk funkciodikrol.

Célunk az volt, hogy egy olyan modszert dolgozzunk ki, melyekkel képesek
vagyunk ¢l0 sejtekben nagy érzékenységgel, szubcellularis felbontassal nyomon kdvetni
a PPIn-ek szintjének dinamikus valtozasat. Ennek eléréséhez biolumineszcencia
rezonancia energiatranszfer (BRET) méréseket végeztiink luciferazzal jelolt PPIn-kotd
fehérjedoménekkel ¢és plazmamembranba iranyitott Venus fluoreszcens fehérjével,
illetve a citoplazmatikus Ins(1,4,5)P3; meghatarozasahoz egy, az 1-es tipusut Ins(1,4,5)P3
receptor ligandkoté doménjan alapul6 intramolekularis BRET-szondat is 1étrehoztunk.

Dolgozatomban bemutattam, hogy az altalunk fejlesztett nagy érzékenységi
szenzorok révén akdr mar kis PPIn-valtozasokat is tudunk detektalni. Kisérleteink soran
¢lo, HEK 293T sejtekben kovettik nyomon a Ptdins4P-, PtdIns(4,5)P,-,
PtdIns(3,4,5)Ps- és Ins(1,4,5)Ps-valtozasokat. A lipidszintek valtozasat vagy egy
mesterséges rendszerrel értik el, vagy a PI3K- és PLC-medialt jelatviteli utak
aktivalasaval. A szenzorok segitségével bebizonyitottuk, hogy a mérsékelt PLC-
aktivacio PtdIns4P-szintemelkedéshez vezet mind EGF, mind M3 receptor ingerlésekor.
Kimutattuk, hogy ezen jelatvitel-aktivalt PtdIns4P-novekedés hatterében a PI4KA és a
PKC enzimek allnak. Ez az eddig ismeretlen jelenség egy 1j visszacsatolasi
mechanizmust  jelent a  PPIn-ek  metabolizmusanak  szabalyozasaban a
szignéltranszdukcid sordn. Emellett azt taldltuk, hogy PLC révén csokkent
PtdIns(4,5)P,-szint esetén, az Ins(1,4,5)P3—jel fenntartasaban és a receptorok
endocitozisanak létrejottében elengedhetelen a PI4KA aktivalodasa. Bar méréseinkkel
nem sikeriilt megkiilonboztetni strukturalisan elkiiloniild lipidkészleteket, eredményeink
funkcionalisan eltér6 PPIn-készletek jelenlétét valdsziniisitik a plazmamembranon

beliil.
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9. Summary

In recent years it became clear that phosphoinositides (PPIn) are not only structural
lipids in membranes, but they also have important roles in several cellular functions
ranging from mediating signaling cascades in the cell by binding to effector proteins,
through regulation of ion channels to cell movements. Their levels in the plasma
membrane, endomembranes and in the cytoplasm can dynamically change upon
hormonal stimulation which can influence these cellular processes thus measuring the
level of PPIns can help us to better understand their distinct functions.

Our aim was to develop a method which enables us to follow the dynamic
change of these lipids in live cells with both high sensitivity and subcellular resolution
in a single, convenient assay. For this we performed bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) measurements between various luciferase-labeled PPIn-binding
domains and a plasma membrane-targeted Venus, and for measuring cytoplasmic
Ins(1,4,5)P3 levels we also created an intramolecular BRET sensor based on the ligand
binding domain of the type-1 Ins(1,4,5)P3 receptor.

In the thesis | introduced that the improved lipid sensors are highly sensitive,
easy to quantify and therefore can be used to monitor small changes of the PPIn
metabolism of the cells even in high-throughput BRET applications. We could
demonstrate sensitive measurements of PtdIns4P, PtdIns(4,5)P,, PtdIns(3,4,5)P; and
Ins(1,4,5)P3 dynamics in live HEK 293T cells. Measurements were made during either
experimental activation of lipid degradation or PI3K- and PLC-mediated signal
transduction. Our results reveal a previously unappreciated synthesis of PtdIns4P that
accompanies moderate activation of PLC signaling downstream of both EGF and M3
receptor activation. This signaling-induced PtdIns4P synthesis relies on PI4KA and
PKC, and implicates a novel feedback mechanism in the control of inositol lipid
metabolism during signal transduction. We also found that the activation of PI4KA was
necessary for maintaining Ins(1,4,5)P3 signaling and receptor endocytosis when PLC-
induced PtdIns(4,5)P, depletion was present. Even though we failed to discriminate
structural lipid pools in the plasma membrane, our data suggest the existence of

functionally distinct PPIn pools in that compartment.
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mint témavezetomhoz fordulhattam hozza az elmult években, hanem az élet mas
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