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Bevezetés

A foszfoinozitid (PPIn) név a foszfatidilinozitol (PtdIns) eltér6 modon foszforilalt
formait jelenti, melyek a lipidkettdsréteg szerkezeti membran citoplazmatikus rétegében
helyezkednek el. Az inozitol gyiri 3°,4” vagy 5° pozicidoban torténd, reverzibilis
foszforilacidjan keresztiil hét kiilonféle PPIn szintetizalodhat. Az egyes PPIn-ek funkcidi
bizonyos mértékig Osszekapcsolodnak, hiszen keletkezésiik, egymasba valo atalakulasuk a
kindzok és foszfatazok altal meghatarozott és szigorian szabalyozott. Ez a gyors, regulalt
atalakulas egyuttal a sejtfunkciok széles spektrumaban valo részvételre teszi alkalmassa e
molekuldkat. Mig kezdetben csupan membranalkotd 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 alapveto jelentdségiik. Szerepet
jatszanak a klasszikus jelatviteli folyamatok mellett a membranok kozotti kozlekedés
kiilonb6z6 formaiban, a citoszkeleton valtozésaiban, bizonyos nukleéris folyamatokban ¢s a
membranpermeabilitas-, valamint egyes transzportfolyamatok szabalyozasaban.

Az intracelluléris lipidek kutatdsa soran szamos nehézség adodhat, mely kiemelten
igaz a PPIn-ek kapcsan is. Bar a sejt minden kompartmentjében el6fordulnak ezen lipidek,
koncentraciojuk mégis nagyon alacsony, néha a jelenlegi modszerekkel detektalhatatlanok,
rdadasul szintjiik nagyon gyorsan képes valtozni. Az PPIn-ek szintézisében tobb tucat enzim
vesz részt, sokszor egyazon szintetikus 1épést tobb is képes katalizalni, igy az egyes enzimek
specifikus szerepét nehéz vizsgalni. A kiilonboz6 sejtalkotokban a PPIn-ek eltérd modon
foszforilalt szarmazékai vannak jelen, mintegy megjeldlik azok membranjat, ezaltal a fehérjék
sejten beliili lokalizacidjdnak meghatarozasaban alapvetd a szerepiik. Szintjiik fiziologias
vagy mesterséges megvaltozasa mindezen fehérjék mikodesét befolyasolja, igy a kiilonb6zo
folyamatok szintén nehezen vizsgalhatéak specifikusan.

Az elmult 3 évtizedben szamos a PPIn-ek szintjének mérésére hivatott technika keriilt
kidolgozasra. Az egyik elsd ilyen modszernél a sejteket metabolikusan kellett megjel6lni
myo-[*H]-inozitollal vagy **P-foszfattal, majd ezt kovetden lipidextrakciot végeztek és
vékonyréteg kromatografiaval szeparaltdk a kiilonbozd lipideket. Bar az inozitol lipid
kutatdsnak megteremtették az alapjait ezek a kisérletek, a kivitelezésiik és értékelésiik szamos
nehézségbe 1itkozott, a megfeleld jel detektalasahoz sejtek millidira volt sziikség, a kinetikai
mérések rendkiviil korilményesek voltak, és a PPln-ek intracellularis lokalizaciojarol
semmilyen informdcioval nem szolgéltak, emellett az izomereket sem tudtdk

megkiilonboztetni. Jelentds tovabblépés volt a lipidek mennyiségének tomegspektroszkodpos



elemzése, mely nagy érzékenységgel bir, ugyanakkor ez a technika sem képes megfeleld
szubcellularis felbontast biztositani, illetve nem megoldott a kiillonb6zd izomerek elkiilonitése
sem. Mas kutatocsoportok fluoreszcensen jelolt lipideket fejlesztettek, melyeknek
mindenképp meg van az az eldnye, hogy segitségilikkel joI nyomon lehet kdvetni a lipidek
sejten beliili elhelyezkedését, mozgasat, de az endogén lipidekhez képest megvaltozott
hidrofobicitasuk jelentdsen befolyasolja megoszlasukat. Tovabbi alternativa lehet a kiillonb6z6
PPIn izomerek ellen kifejlesztett antitestek alkalmazasa, ugyanakkor ezek csak fixalt sejteken
hasznalhatoak, igy a dinamikus lipid valtozasok nyomon kovetésére nem alkalmasak. Az igazi
nagy attorést a fluoreszcensen jelolt, specifikus PPIn-kotésre képes fehérjedomének (PBD)
felismerése €s alkalmazasa hozta meg. Bar ezen technikanak is vannak limitalo tényezoi (pl.
nehezen szédmnszertlisithetd eredmények), segitségével az elmult bé évtizedben rengeteg
informaciot sikeriilt nyerni a PPIn-ekrél.

PhD munkdm célja elsdsorban az volt, hogy egy olyan molekularis eszkoztarat
fejlessziink ki, mellyel a kiilonb6zd PPIn-ek szintjében bedllt valtozdsokat jo iddbeli

felbontassal, kompartment specifikusan, konnyen kvantifikalhato modon tudjuk kimutatni.



Célkituzések

Bar szamos modszer 1étezik a PPIn-ek szintjének nyomon kdvetésére, de ezek sokszor

crer

hormonalis ingerlés hatdsidra bekdvetkezd dinamikus véltozasok kvantitativ mérése nem

megoldott.

Elsdédleges céljaink ezért az alabbiak voltak:

e Intramolekularis FRET ¢és BRET szenzorok fejlesztése, mellyel lehetévé valik a

citoplazmatikus Ins(1,4,5)P; megbizhaté nyomon kdvetése.

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

BRET bioszenzorok létrehozasa és tesztelése.

Az 1 molekularis eszkdztarral, pedig az alabbiakat terveztiik vizsgalni:

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

feltérképezése.

e A receptoraktivacio hatasara 1étrejovo lipidszint valtozasok szerepének meghatarozasa
kiilonboz6  sejtélettani  folyamatokban [Ggy mint Ins(1,4,5)Ps-jel, receptor-

endocitozis].



Modszerek
Plazmidkonstrukciok

A vad tipusi M3 muszkarinos acetilkolin receptort (M3R) az S&T cDNS Resource Center-
tdl vasaroltuk. A vad tipusu epidermalis novekedési faktor receptort (EGFR), és az 1-es tipusu
angiotenzin Il receptor nem-internalizal6d6 deléciés mutansat (AT;R-A319), valamint a
lipidszint valtozasok endocitozisra kifejtett hatdsanak vizsgalatahoz hasznalt B,AR-luc,
Venus-Rab5 és [-arresztin2-mRFP konstrukciokat munkacsoportunk mar korabban is
hasznalta kisérletei soran.

A foszfoinozitid felismerd bioszenzorok elkészitése soran eldszor lecseréltiik a mar
meglévé PLCS1-PH-GFP, a PPIn kotésre képtelen mutans PLCO1(R40L)-PH-GFP, GFP-
OSH2-2xPH ¢és Btk-PH-GFP konstrukciokban a GFP fluoreszcens fehérjét Ceruleanra (a
konfokalis mikroszkopos mérésekhez) illetve szuper Renilla luciferazra (Luc) (a BRET
mérésekhez). A GFP-SidM-P4M konstrukcié Balla Tamas ajandéka volt, melynek
elkészitettiik tandem valtozatat a nagyobb lipidaffinitas eléréséhez. Ahhoz, hogy specifikusan
a PM lipidjeinek valtozésat tudjuk mérni BRET moddszerrel, az energiaakceptor mVenus FP-t
a PM-ba kell iranyitani. Ehhez tobbféle PM iranyitoszekvenciaval ellatott konstrukcidt is
készitettiink, melyek koziil a dolgozatomban bemutatisra keriild kisérletek soran kettdt
hasznaltam fel. Egyik az egér Lck fehérje N-terminalis iranyitoszekvenciaja (L1o) mig a masik
a human c-Src fehérje N-terminalis iranyitoszekvenciaja (Sis). Ezen két szekvenciara azért
esett a valasztas, mert tobb koézlemény alapjan az Lijg €s Sis az eltérd poszttranszlacios
lipidmodifikéacioik kovetkeztében a PM eltérd mikrodoménjaiban helyezkedik el Annak
biztositasa végett, hogy az intermolekularis szenzoraink mindkét tagja biztosan kifejez6djon a
transzfektalt sejtekben, a T2A szekvenciat alkalmaztuk. Az Ljp-mVenus és Sijs-mVenus
konstrukciok C-terminalis végéhez fuziondltuk a T2A peptidszekvenciat, majd ezen
konstrukciokat a Cerulean-nal vagy Luc-zal jel6lt lipid koté doménokat kodold plazmidokba
illesztettiik.

Az intramolekularis Ins(1,4,5)P3 szondak alapjat a munkacsoportunk altal mar korabban is
hasznalt mRFP-InsP3R-LBD konstrukcié (a human 1-es tipust InsP3; receptor 224-605
szakaszanak szekvencidja) képezte, amelybe irdnyitott mutagenezissel (Agilent Technologies)
vittiik be az alabbi mutacidkat: R265K, R269K, R568K, R504K ¢és dupla R265K,269K, hogy
ezaltal csokkent Ins(1,4,5)Ps affinitast fehérjékhez jussunk. A szenzorok készitése soran egy
mVenust és Ceruleant tartalmazé FRET plazmidba a fluoreszcens fehérjék kozé illesztettiik

be a vad tipusi vagy mutans InsP3R-LBD szekvenciakat. A FRET szenzorok Cerulean-jat



cseréltiik le Luc-ra, igy jutottunk el a BRET méréseknél hasznalhatdé szonddkhoz. Az
intramolekuléris Ca®* szenzor elkészitéséhez a kalcium mérésekhez széleskortien alkalmazott
Cameleon D3 fuzids fehérje megfeleld szekvencidjat beillesztettiik a fentebb leirt vad tipusu
Ins(1,4,5)P3 szenzorunkba az InsP3;R-LBD helyére.

A lipiddeplécios rendszert alkotd fehérjekonstrukcidok egy részét munkacsoportunk mar
korabban tobbszor hasznalta kutatdsaihoz. A kisérleteim soran hasznalt konstrukcidok
lényegében a korabbi plazmidokon alapultak, de a szenzoroknal leirtakhoz hasonléan az FRB-
domént a PM-ba iranyitd korabbi szekvenciat az Lck és a c-Src fehérjék N-termindlis
aminosavaira cseréltiik le. Az mRFP-FKBP-Pseudojanin, az mRFP-FKBP-Sacldead-5ptase
¢s mRFP-FKBP-Sacl-5ptasedead konstrukciokat Gerald R.V. Hammond bocsatotta
rendelkezésiinkre. Utobbi konstrukcidt felhasznalva elkészitettiink egy csak Sacl enzimet
tartalmazd valtozatot is (elhagyva a miikddésképtelen S5-foszfatdzt a C-termindlisrol). A
rendelkezésiinkre allo 0sszes enzim esetén elkészitettiik a lipiddeplécidhoz sziikséges mindkét
fehérjét kifejez6 T2A viralis szekvenciat tartalmazo plazmidokat is, a korabbiaknak megfeleld

modon.

Sejtvonalak, tranziens transzfekcio

A méréseket HEK 293T és COS-7 sejteken végeztiik. A sejteket 10cm-es petricsészében
tenyésztettilk 10%-os fotalis borjiszérumot, valamint penicillint (50 U/ml) és sztreptomicint
(50 pg/ml) tartalmaz6 DMEM médiumban, egy 37°C-0s, 5% CO;-0s paras levegot biztositd
inkubdatorban.

A BRET méréseket megel6z6 tranziens transzfekciohoz a sejteket polilizinnel el6kezelt
(0,001%, 60 perc) 96-lyukil lemezekre helyeztik 10° sejt/lyuk mennyiségben, 100 ul Opti-
MEM oldatban szuszpendalva. Ehhez 50 pl transzfekcios elegyet adtunk, mely 1,5 ul/lyuk
GeneCellin reagenst ¢s 0,24-0,3 pg/lyuk DNS-konstrukciot tartalmazott. Hat oraval a
transzfekciot kovetden szérumot és antibiotikumokat tartalmaz6 DMEM-et adtuk a sejtekhez
(100 pl/lyuk). A kisérleteket 25 oraval a transzfekciot kdvetden kezdtiik el.

Mikroszképos mérésekhez és a Western blot analizishez a HEK 293T vagy a COS7
sejteket polilizinnel elékezelt (0,001%, 45-60 perc) 35 mm atméréji, 1,5-0s vastagsagu iiveg
fedélemezre helyeztiink 2-3x10° sejt/fedSlemez siiriiségben, a transzfekciot megel6z3 napon.
A transzfekcié soran a sejtek médiumat Opti-MEM-re cseréltiik (1 ml/feddlemez) és ehhez
adtuk hozza 200 pl végtérfogatban a 2 pl Lipofectamine 2000-t és méréstdl fiiggden 0,5-2 pg

DNS-kostrukcidt tartalmazé transzfekcidos elegyet. Hat oraval a transzfekciot kovetden a



korabban leirt szérumot és antibiotikumokat tartalmaz6 DMEM-et adtuk a sejtekhez (1

ml/fedélemez). A kisérleteket 24 o6raval a transzfekciot kdvetden kezdtiik el.

Western blot

HEK 293T sejteket 24h-val a tranziens transzfekciot kdvetden protedz- és
foszfatazinhibitorokat tartalmazé SDS-mintapufferbe vettiik fel, szonikaltuk, 5 percen at
95°C-on foztiik, majd SDS-poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink. Ezt kovetden a
fehérjéket PVDF membranra vittiik 4t. Az antitestek nem sepcifikus kotédésének blokkolasat
0,05% Tween-20-at tartalmazd6 PBS-oldatba kevert tejporral (5%) végeztik (30 percen
keresztiil szobahdémérsékleten inkubalva). Az antitesteket tejporos PBST oldatban adtuk a
mintdhoz, az elsddleges antitestek esetén 500-szoros a masodlagosaknal 5000-szeres
higitasban. Az antitestek lathatéva tételéhez kemilumineszcens Immobilion Western HRP

szubsztrat reagenst (Millipore) hasznaltunk.

Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis mikroszkopos méréseket HEK 293T ¢és COS-7 sejteken végeztiik.
Kozvetleniil a mérés eldtt a feddlemezeket, egy AttoFluor (Invitrogen) kamréba helyeztiik,
majd egyszeri mosast kovetden 800 ul modositott Krebs-Ringer pufferoldatot pipettaztunk a
kamraba. A mérést 35°C-on hajtottuk végre, az alkalmazott ingereket 200 ul térfogatban
adtuk a kamraban 1évé mérdoldatba. A felvételeket Zeiss LSM 710 tipusu pasztazd konfokalis
mikroszkoppal, 63-szoros nagyitasu, 1,4-es numerikus apertiraju Plan-Apochromat
immerzidos olajas objektivvel, multi-track frame-scan modban, 1 um-es optikai
szeletvastagsaggal készitettiik. A gerjesztéshez 458 nm (cerulean FP esetén) és 514 nm (YFP
ill. mVenus esetén) hullamhosszsagli argonlézert illetve 543 nm-en emittald hélium-neon
lézert hasznaltunk. A kiilonb6z6 fluoreszcens fehérjék emissziojanak detektaldsa az alabbi
hullamhossz-tartomanyokon tortént: Cerulean: 467-486 nm; YFP és mVenus: 515-573 nm;
MRFP: 612-728 nm. Az elkésziilt képek utdlagos feldolgozasat Adobe Photoshop CS3

programmal végeztiik.

FRET mérések Kivitelezése

A FRET méréseket HEK 293T sejteken hajtottuk végre, Attofluor kamraba helyezett
fed6lemezeken, modositott Krebs-Ringer oldatban. A kisérleteket szobahdémérsékleten

végeztik, egy 40-szeres nagyitasu, 1,3-as numerikus apertaraji Plan-Apochromat immerzids



olajos objektivvel felszerelt inverz fluoreszcens mikroszkoppal (Axio Observer DI1), a
felvételeket Cascade II kameraval (Photometrics) készitettiikk. A megfeleld hullamhossziisagu
(435 nm ¢és 500 nm) gerjesztd fényt egy 75 wattos Xenon lampéahoz (DeltaRam) kapcsolt
monokromator biztositotta. Az emittalt fényt Chroma 69008bs dikroikus sugarosztoval
(Chroma Technology Corp.) valasztottuk szét, majd a detektalashoz Cerulean esetén 470/24
nm-es, mig mVenusnal 530/30 nm-es filtereket hasznaltunk. A képek 5 masodpercenként
késziiltek. Az adatok gylijtése MetaFluor programmal tortént (Molecular Devices). Az
eredmények tovabbi kiértékelésére a MetaMorph (Molecular Devices) szoftvert vettiik

igénybe.

BRET mérések Kivitelezése

96-lyukt lemezre tapasztott transzfektalt sejtek médiumat 25h-val a tranziens
transzfekciot kovetéen lecseréltiik 50 pl modositott Krebs-Ringer pufferra, majd fél orat
37°C-on inkubaltuk a sejteket. A méréseket Mithras LB 940 szovetkultira-edény leolvaso
luminométerrel (Berthold Technologies) 37°C-on végeztik. A mérés kezdetén a
sejtpermeabilis luciferaz szubsztratot, colenterazin h-t adtunk a sejtekhez (40 ul,
végkoncentracidja 5 uM). A donor és akceptor intenzitasok méréséhez 485 nm-es illetve 530
nm-es emmisszids filtereket alkalmaztunk, egy hulldmhossz 0,5 mésodpercig volt detektalva
pontonként. A kisérletekhez hasznalt vegyiileteket szintén a modositott Krebs-Ringer pufferba
keverve, 10 ul térfogatban adtuk a sejtekhez.

A BRET hanyadost tigy kaptuk meg, hogy az 530 nm-en mért intenzitast elosztottuk a 485
nm-en mért értékkel. Intramolekuldris BRET-szenzorok esetén az 1/l érték reciprokat
szamoltuk, és ezeket abrazoltuk a gorbéken. A reciprok érték képzésére az eredmények
értelmezhetéségének 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 fiigg a szenzorok expresszidjanak
szintjétol, esetiikben mashogy végeztik a jel normalizalasat. Minden esetben 100%-nak
tekintettiilk a kiindulasi allapotot, 0%-nak pedig azt a BRET hanyados értéket vettiik, mely
olyan sejtekben mérhet6, melyek kizardlag a citoplazmatikus szuper Renilla luciferazt

expresszaljak.



Fehérje mennyiségi meghatarozas SDS- gélelektroforézissel

A BRET méréseket kovetden a 96-lyuka lemezen letapasztott sejtekre protedz- ¢€s
foszfatazgatlot tartalmazé 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) eszkozzel tortént. A gerjesztés

egy 532 nm-es lézerrel, a detektalas pedig egy 610 nm-es BP filter felhasznalasaval tortént.

Statisztikai analizis

Az adatok elemzéséhez és az dbrak készitéséhez a Sigmaplot 10.0 programot hasznaltuk
(Systat Software). A statisztikai szamitasokhoz a SigmaStat 3.5 (Systat Software) programot
vettiik igénybe. Az Ins(1,4,5)P; szenzorok karakterizdldsa sordn, a csokkend-fazis
féléletidejének (t) meghatarozasdhoz, minden egyes kisérletnél gorbeillesztés tortént egy 3
valtozos exponencialis fliggvény alapjan (y:yo+ae'bx). Az igy kapott t-értékeket leatlagoltuk,
majd az atlagokat kétmintas t-probanak vetettiik ald. Az intermolekularis lipidszenzorok
karakterizalasara végzett gatloszeres vizsgalatok eredményeinek statisztikai elemzésekor
egyutas varianciaanalizist (ANOVA), majd Bonferroni t-tesztet hajtottunk végre. A
kiilonbo6z6 lipiddeplécios kezelések Ins(1,4,5)Ps-jelre kifejtett hatasanak vizsgalatakor, illetve
az internalizacids mérések statisztikai kiértékelésekor kétutas ANOVA analizist, majd Holm-

Sidak post hoc tesztet végeztiink.



Eredmények

Egysejtes és  sejtpopulaciés méréseknél egyarant alkalmazhato
intramolekularis Ins(1,4,5)P; szenzor fejlesztése

Az intakt 1-es tipusu Ins(1,4,5)P3 receptorban (InsP3R) N-terminalisan elhelyezkedd 223
aminosav csokkenti annak ligandaffinitasat.  Ezeket elhagyva, a 224-605 pozicidju
aminosavakbol felépiilé ligand koté domént (LBD) hasznaltuk fel szenzorainkhoz. FRET
mérésekhez N-termindlisan Cerulean-t, C-termindlisan pedig Venust kapcsoltunk az InsP3R-
LBD-hez, mig a BRET-mérésre alkalmas szenzoroknal N-termindlisan luciferazt, mig C-
terminalisan cp173-Venust.

A szondank tovabbfejlesztéséhez olyan mutaciokat terveztiink bevinni az InsP3R-LBD-be,
melynek révén egy alacsonyabb Kg-értéki szenzorhoz jutunk. A mutans LBD-ek
létrehozasakor kivalasztottunk 4 arginin aminosavat: az R265, R269, R504 ¢és R568
pozicioban talalhatoakat, és ezeket lizinre cseréltiik. A teszteléshez in vitro kotési vizsgalatot
végeztiink [*H]-Ins(1,4,5)P3 felhasznalasaval. Az R504K és az R265,269K dupla mutans
nagyon gyengén kototte az Ins(1,4,5)Ps-ot, mig az R265K, R269K és R568K mutans
domének a vartnak megfeleléen a vad tipust LBD-nél (224-605) gyengébben, de a
szupresszor doménnel is rendelkezd intakt LBD-nél (1-605) nagyobb affinitassal kototték
ligandjukat. A kapott eredmények alapjén a vad tipusu szenzorhoz hasonldan elkészitettiik az

R265K mutaciot hordozo szondat is.

Intermolekularis PPIn-szenzorok tervezése

Mig a bemutatott Ins(1,4,5)P3 szonda intramolekularis mérést tett lehetévé, a PPIn-ek
detektalasahoz intermolekularis szenzorokat készitettiink. A kiilonboz6 PPIn-ek specifikus
felismerését a széles korben alkalmazott LBD-ek révén értiik el. A PtdIns4P mérésekhez két
kiilonb6z6, az irodalomban hasznalt PtdIns4P-kot6 domént tartalmazd szenzort is
elkészitettiink, melyek koziil az egyik az OSH2 fehérje PH-doménjat tartalmazta, mig a masik
a SidM fehérje P4AM doménjat. Hogy noveljiik ezen szenzorok lipidaffinitasat, mindkét
szenzor esetén tandem épitettilk be a doméneket. A PtdIns(4,5)P, méréséhez a PLCo61, mig a
PtdIns(3,4,5)P3 detektalasahoz a Btk PH-doménjét hasznaltuk. A felsorolt LBD-ekhez
kapcsoltuk a luciferaz enzimet, illetve készitettiink olyan verzidkat is, melyekben Ceruleant
kotottiink hozzajuk, igy lehetové téve a szenzorok mikroszkopos felhasznalasat. Ahhoz, hogy

az energiatranszfer mérések soran kapott jel PM-specificitdsat biztositsuk, az energiaakceptor



Venus FP-t rovid PM iranyitd szekvenciaval lattuk el. Kétféle iranyitd szekvenciat is
hasznaltunk, egyrészt az Lck fehérje elsé 10- (Lig), masrészt a c-Src elsé 15 aminosavat.

Az intermolekularis BRET mérések kivitelezése tigy optimalis, ha a sejtek a szenzorok
mindkét tagjat kozel allandd aranyban expresszaljak. Ennek elérésére egy olyan plazmidot
hoztunk 1étre, mely az energiatranszferhez sziikséges mindkét molekulat kiilon-kiilon kodolja,
a ketté kozott pedig a T2A szekvencia talalhatdé meg. Ennek transzlacidja soran egy
molekularis hasadas 1¢ép fel, de a fehérjeszintézis folytatdédik, igy mindkét fehérje
megszintetizalodik, méghozza ekvimolaris mennyiségben. A hasadds 1étrejottének
ellendrzésére Western blot analizist végeztiink anti-GFP ellenanyag felhasznalasaval. Azt
kaptuk, hogy a sejtekben kiilon-kiilon kimutathatoak a szenzoraink tagjai, és csak nagyon Kis
hanyaduk expresszalodott vagatlan formaban.

A szenzorok intracellularis elhelyezkedésének megallapitasahoz plazmidjaikat COS-7
sejtekbe transzfektaltuk, majd konfokalis mikroszkdpos vizsgalatokat végeztiink. A PLCo1-
PH ¢s az OSH2-2xPH egyértelmii PM elhelyezkedést mutatott nyugvd sejtekben, mig a
SidM-2xP4M a PM mellett a PtdIns4P-ban szintén gazdag Golgiban is megtalalhato volt.
Mivel nyugvo sejtekben a PtdIns(3,4,5)P3 szintje alacsony, ezért a Btk-PH citoplazmatikusan
helyezkedett el. A vartnak megfeleléen mind az Ljo-, mind az S;s fehérjék a PM-ba
lokalizalodtak.

A szenzorok BRET méréses teszteléséhez HEK 293T sejteket transzfektaltunk kiilonb6zo
dozisu (0,03-0,12 pg/lyuk) Lig-Venus-T2A-PLCS1-PH-Luc, illetve az R40L muténs,
PtdIns(4,5)P,-ot nem ko6té PLCS1-PH domént tartalmazé plazmiddal. A PtdIns(4,5)P, teljes
lebontasat pedig egyidejlileg 10 uM ionomycin hozzaadéasaval idéztiik eld. A két szer egyiittes
hatasanak ereddjeként egy nagymértékii BRET-jel csokkenést tapasztaltunk. Az igy kapott
BRET hényados, expresszios szinttdl fiiggetleniil ugyanazon értékre allt be, mely kozel
megegyezd volt a lipidet nem kotd mutans szenzorral mérhetd jelekkel, ami jelzi a szenzor

nagyfoku érzékenységet még alacsony lipid koncentracio esetén is.

A vad tipusu és mutans Ins(1,4,5)P; szenzorok dinamikus
tartomanyanak és reverzibilitasanak osszehasonlitasa

Az Ins(1,4,5)P3 szenzoraink affinitisanak meghatarozasat kovetéen 0Osszehasonlitottuk a
vad tipust és az alacsony affinitdsi mutans szenzor esetén kapott Ins(1,4,5)Ps-indukélta
jeleket. Ehhez HEK 293T sejteket transzfektaltunk a szondaink ¢cDNS-ével és az 1-es tipusu

angiotenzin 11 receptor nem-internalizalodé mutansaval (AT1R-A319). Az Ang Il 10*2 — 10"
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M koncentracidtartomanyban novekvé BRET-jelet hozott 1étre mindketté szenzor esetén..
Mig a maximalis valaszuk megegyezett, megfigyelhetd volt egy kinetikai kiilonbség a két
szenzor dsszehasonlitasakor, a vad tipustthoz képest egy enyhe jobbratolodas figyelhetd meg
az R265K mutaciot hordozo szenzor dozis-hatas gorbéjén.

A két szenzor reverzibilitdsamak vizsgalatdhoz vad tipustt M3R-t tranziensen kifejez6 HEK
293T sejteket 10 uM karbakollal (Cch) ingereltiink, mely a Gqg-ttvonal aktivaldsa révén
noveli a citoplazma Ins(1,4,5)P3- és Ca2+-szintjét. Ezen valaszok gyorsan megsziintethetdek,
ha a receptor kompetitiv antagonistdjat, atropint (10 uM) adunk a sejteknek. A jelek emelkedd
fazisa szinte teljesen megegyezett a vad tipust és a mutans szenzorok esetén., viszont, az
alacsony affinitdsu szenzor off-valasza szignifikdnsan gyorsabb volt (t = 23,0 + 23
masodperc), mint a vad tipusué (1t = 44,9 = 7,5 masodperc) (atlag + sztenderd hiba, n=5;
p=0,024). Az Ins(1,4,5)P3 méréssel parhuzamosan nyomon kévettiik a citoplazmatikus Ca?*-
koncentracioban bekdvetkezd valtozasokat is egy alacsony affinitasu Ca?*-szenzornak, a
Cameleon D3-nak a BRET-verziojaval. Azt kaptuk, hogy a Ca?*-jel a mutans Ins(1,4,5)Ps-
szenzorral kapott jellel megegyez6 kinetikaval cseng le atropin adasat kovetden. Ezek alapjan
ugy dontottiink, hogy a tovabbi Ins(1,4,5)P3-mérésekhez az R265K mutacidt hordozo szenzort

hasznaljuk.

A PPIn-szenzorok lipidszelektivitasanak vizsgalata

A két PtdIns4P szenzor 0Osszehasonlitasdhoz els6 korben a munkacsoportunk altal
tobbszor hasznalt rapamycin-indukalta heterodimerizacié elvén miikodo lipiddeplécios
rendszert hivtuk segitségiil, melynek révén lehetdség nyilik szelektiven befolyasolni a PPIn-
ek szintjét. HEK 293T sejteket transzfektaltunk egyrészt a lipiddeplécids rendszer tagjaival,
masrészt az OSH2-2xPH és SidM-2xP4M, illetve kontrollként a PLCO61-PH doméneket
tartalmazo BRET szenzorokkal. A szelektiv PPIn bontast ugy értiik el, hogy a PtdIns4P 4-es
foszfatjanak bontasat végzo 5-foszfatazt (Sptase) juttatuk a sejtekbe, ill. a kisérleteket
elvégeztiik ugy is, hogy mindkét konstrukciot kifejezték a sejtek. A PtdIns(4,5)P,-szint és igy
a PLC61-PH BRET szenzor altal mutatott jel azokban a sejtekben csokkent gyorsan, amelyek
expresszaltdk az Sptase enzimet, de a Sacl enzim 6nmagaban nem okozott jelvaltozast. A
SidM-2xP4M bioszenzort kifejezd sejtekben a Sacl aktivacio hatasara egy jelentés BRET-jel
csokkenés kovetkezett be, mig ha csak az 5Sptase-t iranyitottuk a PM-hoz, akkor egy
kismértékii novekedést figyeltink meg, mely Osszhangban all azzal, hogy az 5Sptase a
PtdIns(4,5)P, —ot PtdIns4P-ta bontja. Az OSH2-2xPH szondakkal azt kaptuk, hogy 6nalloan
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sem a Sacl, sem az 5Sptase nem okozott BRET-jel valtozast, hanem kizardlag a két enzim
egyiittes aktivalasa eredményezte azt. A Ceruleannal és Venusszal jelolt szenzorokkal
konfokalis mikroszkopos méréseket végezve a BRET eljardsnal tapasztaltakkal teljesen
megegyezd eredményeket kaptunk.

Kovetkezd 1épésként megnéztiik, hogy miként befolyasolja a vizsgalt BRET
szenzorainkat, ha kiilonb6zé PI4K inhibitorokkal kezeljiik az Oket expresszalo HEK 293T
sejteket. Amennyiben a Ill-as tipusi PI4K-okat gatldo széles szubsztratspecificitasa 10 uM
Wm, vagy 100 uM LY?294002 (LY) vegytilettel inkubaltuk a sejteket, a SidM-2xP4M szenzor
egy szignifikans jelcs6kkenést mutatott a kontrollhoz képest, ugyanakkor az OSH2-2xPH és a
PLCS1-PH szondak altal mért nBRET hanyados nem valtozott szdmottevéen. Amennyiben
egy sziik szubsztratspecificitasi PI4KA-t gatld vegytiletet, 10 nM Al-et adtunk a sejteknek,
akkor szintén egy szignifikans jelcsokkenést figyelhettiink meg a SidM-2xP4M szenzorral, de
a PI4KB gatl6 250 nM PIK-93 nem okozott érdemi valtozast, és egyik vegyiilet sem
befolyasolta az OSH2-2xPH ¢és a PLC31-PH doméneket tartalmazé szenzorok altal mért jelet.
Osszeségében ezek alapjan azt a konkliziot vontuk le, hogy a SidM-2xP4M doménnel
rendelkezd szenzor megbizhatéan képes nyomon kdvetni a PM PtdIns4P szintjében bedllt
valtozasokat, és az OSH2-2xPH ilyen célbol torténd felhasznéaldsat mindenféleképpen

fenntartasokkal kell kezelni.

A PM-on beliili, PtdIns(4,5)P,-ban gazdag teriiletek vizsgalata

A PM szekezete heterogén, ezért felmeriilt benniink annak lehetésége, hogy nem
mindegy a PM-on beliil pontosan hova, mely mikrokompartmentbe iranyitjuk szenzorunk
akceptor tagjat. Ennek Osszehasonlitottuk az Lck elsd 10 aminosavat (Lip), mely a PM
rendezett, illetve a c-Src elsé 15 aminosavat (Si5), mely a PM rendezetlen régidiba juttatja a
fehérjét. Ebbdl kiindulva a PLCO1-PH domént tartalmazd szenzornak elkészitettiik két
valtozatat is, melyekben a Venust eltér6 mikrokompartmentekbe iranyitottuk. A
vizsgalatokhoz HEK 293T sejteket transzfektaltunk a PtdIns(4,5)P, szenzorokkal, illetve vad
tipustt vagy nem internalizalod6 (A319) AT;R-ral, majd a sejteket 100 nM Ang Il-vel
ingereltiik. A szenzorok kozott sem kinetikai sem pedig amplitdddbeli kiilonbség nem volt
kimutahaté egyik receptor esetén sem. Kivancsiak voltunk arra is, hogy okoz-e mérhetd
funkcionalis eltérést [az Ins(1,4,5)Ps-jelet kdvetve], ha ugyanazon szenzort hasznaljuk, de
eltér6 PM mikrodoménben valtunk ki akut PtdIns(4,5)P,-depléciot. Utobbi eléréséhez a mar
korabban bemutatott heterodimerizacidos rendszeriinket hivtuk segitségiil, melybdl a

szenzorokhoz hasonldé médon szintén két verziot hoztunk 1étre. Ebben az esetben is azt lattuk,
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hogy az akut PtdIns(4,5)P,-szint csokkenés fliggetleniil attol, hogy az Sptase enzimet az Ljo-
FRB konstrukcidval a rendezett vagy az S15-FRB révén a rendezetlen PM régiokba juttatjuk,
ugyanolyan mértékben gatolta az Ins(1,4,5)Ps-jelet. Kovetkezd 1épésként Gsszehasonlitottuk,
hogy mi torténik akkor, ha a kiilonb6z6 mikrodoménekben valtjuk ki a PtdIns(4,5)P;
depléciot, és az Ljp-es vagy az Sis-0s PtdIns(4,5)P;  szenzorunkkal detektaljuk a
jelvaltozasokat illetve tovabbi kontrollként megvizsgaltuk, hogy hogyan véltozik a szignal, ha
nem egy PM marker és a PLCS1-PH koz6tt mériink energiatranszfert, hanem két LBD kozott,
melyek egyike luciferazzal, mig a masik Venusszal van megjelolve, de ekkor sem volt
kiilonbség a szenzorok kozott. Osszességében azt a konkluziot vontuk le, hogy a mi mérési
koriilményeink kozott nem szamit, hogy az energiaakceptort hova iranyitjuk a PM-on beliil,

struktaralisan elkiiloniild PPIn készleteket nem tudtunk kimutatni.

Az EGF és M; receptorok aktivaciojat koveto PPIn-valtozasok
nyomon kovetése

Miutan megtortént szenzoraink karakterizdldsa megvizsgaltuk, hogy kiilonb6zé PM
receptorok aktivaldodasa soran milyen dinamikus valtozasok kovetkeznek be a PPIn-ek
szintjében. Kisérleteinkhez egyrészt egy RTK csaladdba tartoz6 EGFR-t valasztottuk, mely
mind a PI3K utvonalat, mind a PLCy-t aktivalja, masrészt a GPCR-ok k6zé sorolhato M3R
receptort, mely a PLCP aktivadlasa révén hat PPIn homeosztazisra. A kisérletekhez a
receptorokat és a bioszenzorokat tranziensen transzfektaltuk HEK 293T sejtekbe. Az EGFR
100 ng/ml EGF agonistaval torténd ingerlése, a vartnak megfeleléen emelte a PM
PtdIns(3,4,5)P3 szintjét, valamint kismértékii Ins(1,4,5)Ps-szint novekedést is létrehozott.
Mivel mind a PI3K mind a PLC enzim szubsztratja a PtdIns(4,5)P,, ezért nem volt meglepd,
hogy ezen lipid mennyisége az eldzdekkel parhuzamosan csokkent. eglepddve tapasztaltuk
ugyanakkor, hogy a PM PtdIns4P a varttal ellentétben nem csékkent, hanem kismértékben
ugyan, de nott.

Hasonlo kisérleteket végeztiink M3R-t tranziensen expresszald sejteken is. Amennyiben
10* M Cch-lal ingereltiik ezen sejteket, egy gyors ¢€s jelentds Ins(1,4,5)P; emelkedést
kaptunk, mely egyiitt jart a PM PtdIns(4,5)P, és PtdIns4P szintjének nagymértéki
csokkenésével. Amennyiben alacsonyabb 107 M Cch dézist alkalmaztunk akkor az EGFR
stimulaciéval megegyez6 nagysagi Ins(1,4,5)Ps-jel emelkedést és PtdIns(4,5)P2-szint
csokkenést kaptunk, és a receptor aktivacidja ebben az esetben is PtdIns4P novekedést
eredményezett. A valtozasokat megvizsgaltuk konfokalis mikorszképpal is. Mig a 10 M Cch

alkalmazasakor egyértelmiien latszott a LBD-k transzlokécidja, addig alacsonyabb 107 M
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Cch adasakor a fehérjék mozgasat nem lehetett megitélni. Lathato tehat, hogy a Kifejlesztett
BRET szenzorok jelentds segitséget tudnak nyujtani a dinamikus PPIn-szint valtozasok

vizsgalatahoz.

A receptor ingerlést koveto PtdIns4P-szint emelkedés enzimatikus
hatterének vizsgalata

Hogy megvizsgaljuk mely PI4K enzim felel6s ezért a novekedésért, EGFR-t ill. M3R-t
tranziensen kifejezo sejteket PI4K inhibitorokkal kezeltiink eld, majd 100 ng/ml EGF-ral ill.
(100 nM), mely a PI3K-okat mar gatolja, de a PI4K-okat még nem, illetve a PI4KB gatlo
PIK-93-mal (250 nM) nem befolyasolta a kivaltott PtdIns4P emelkedést. Ezzel szemben, ha
PI4KA specifikus inhibitor Al-et (10 nM) vagy a Pl4- és PI3K-okat egyarant gatolni képes 10
uM Wm-t adtunk a sejteknek, akkor egyrészr6l egy nagymértékii bazalis PtdIns4P-szint
csOkkenést kaptunk, masrészrél elmaradt a kordbban latott BRET-jel emelkedés is. Ezen
eredmények arra utalnak, a hormon 4ltal indukalt PtdIns4P novekedés hatterében a PI4KA
enzim all.

Kovetkez6 1€pésként azt szerettiik volna kideriteni, hogy milyen jelatvitellel jon létre ez
az aktivaci6. A PtdIns4P-szint emelkedés létrehozasaban a PLC-PKC utvonal valt a {6
gyanusitotta, mely mind a RTK-ok, mind a GPCR-ok stimulacidja soran aktivalodik. 10 perc
elokezelés 2 uM biszindolilmaleimid I (BIM) pan-PKC inhibitorral nem befolyasolta a PM
nyugalmi PtdIns4P tartalmat, de az EGF és Cch indukalta PtdIns4P emelkedést teljes
mértékben megakadalyozta, a hormonalis ingerre egy csokkenést kaptunk, mely megfelel a
lipid felhasznalodasanak a PtdIns(4,5)P; potlasara. Ha nem receptoringerlés révén aktivaltuk
a PKC-t, hanem 100 nM forbol-mirisztat-acetat (PMA) direkt aktivatorral, akkor is PtdIns4P
emelkedést figyelhettiink meg, ami arra utal, hogy a PKC-nek egyértelmii szerepe van a RTK

aktivacio soran megfigyelheté PM PtdIns4P-szint ndvekedésben.

A PtdIns4P reszintézis szerepe a receptorok jelatvitelében

Kivancsiak voltunk, hogy a PtdIns4P és PtdIns(4,5)P, milyen szerepet toltenek be az
EGFR és M3R szignaltranszdukciojaban, elésorban az Ins(1,4,5)Ps-jel fenntartasaban. EGF
(100 ng/ml) vagy Cch ingerlést kovetden (107 M és 10™ 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

Al adéséaval gatoltuk a PI4KA enzimet. A vartnak megfeleléen a PtdIns(4,5)P; szintjének
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mesterséges lecsokkentése szinte teljes mértékben megsziinteti az agonista indukalta
Ins(1,4,5)Ps-jelet, mindkét receptor esetében. Amennyiben Sacl enzimmel hozunk Iétre
PtdIns4P-depléciot, akkor az csak kis mértékben képes csokkenteni az Ins(1,4,5)P3 szintjét,
ugyanakkor a PtdIns4P reszintézis gatlasanak eredményeként az Ins(1,4,5)P3; termel6dés
jelentésen mérséklodott. Ez Gsszhangban all egy korabbi kézleménnyel, melyben leirjak,
hogy a PM PtdIns(4,5)P, tartalma fenntarthat6 csokkent PtdIns4P-szint esetén mindaddig,
amig a PI4KA képes PtdIns4P-t szintetizalni a PM-ban.

A PtdIns4P reszintézis szerepe a receptorok internalizaciojaban

Korabbi munkank soran kimutattuk, hogy az 5ptase konstrukcioval kivaltott
PtdIns(4,5)P,-deplécio a GPCR-ok ingerlést kdvetd endocitdzisat gatolja, de ha Sacl-gyel a
PM PtdIns4P szintjét csokkentjiik akutan, akkor annak nincs ilyen hatasa. Tovabb kivantam
vizsgalni a folyamatot, els6sorban annak megitélésére, hogy az Ins(1,4,5)Ps-jel fenntartasahoz
hasonloan, sziikséges-e a Gogq kapcsolt receptorok ingelése soran bekovetkezd de novo
PtdIns4P szintézis az internalizacidhoz. Ehhez HEK 293T sejteket transzfektaltunk B,AR-
luc-zal illetve egy a Rab5 Venusszal jelolt valtozataval, melyek ko6zotti BRET-jel novekedés a
receptor endocitdzisara utal. Emellett a kisérletek kivitelezéséhez még tovabbi két konstrukciod
kifejezodésére volt sziikség, egyrészrdl, hogy az internalizdcid6 mértékét megndveljik a B-
arresztin2-mRFP-t, masrészrdl, hogy jelentés PLCP aktivaciot tudjunk kivaltani, a vad tipusu
M3R-t transzfektaltuk a sejtekbe.

A kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy csak massziv PLC aktivacio (10 M Cch) és
igy jelentés mértekii PtdIns(4,5)P,-deplécio gatolja érdemben a BoAR 1 uM  isoprenalinnal
kivaltott internalizaciojat. Ha a mérést megelézéen 10 percig 10 nM Al eldkezelésnek
vetettiik ala a sejteket, akkor mar 107 M Cch ingerlés is csokkentette a AR endocitdzisat.
Az Al el6kezelés 6nmagaban sem az internalizaciot, sem a PtdIns(4,5)P,-szintet nem
csokkentette. Amennyiben Cch-lal ingereltiik a sejteket, a PI4KA gatolt sejtekben mar 10" M
Cch hasznalata esetén is jeletésen csokkent a B,AR endocitozisanak mértéke, viszont a lipid
majd Holm-Sidak post hoc tesztet végezve azt kaptuk, hogy a Cch ingerlés az alkalmazott
koncentraciotdl fliggetlentil szignifikdnsan nagyobb gatld hatast fejtett ki a B2AR
internalizacidjara amennyiben a sejteket Al eldkezelésnek vetettilk ala, a lipiddeplécio
mértékében ugyanakkor nincs kimutathatd szignifikdns kiilonbség az Al eldkezelt és a
kontroll sejtek kozott. Ez arra utalhat, hogy PM-on beliil funkcionalisan elkiiloniilé PPIn

készletek vannak jelen.

15



Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

Létrehoztunk egy olyan szenzort, mellyel mind az Ins(1,4,5)Ps—jel novekedését, mind
a csokkenését detektalni tudjuk €16 sejtekben. Kimutattuk, hogy az 1-es tipusu InsP3R
LBD-jaban elhelyezkedd, az Ins(1,4,5)Ps-kotésben részt vevo argininek lizinre torténd

cserélése a ligandaffinitas csokkenésével jar.

Kialakitottunk egy olyan rendszert, amellyel €16 sejtekben, nagy érzékenységgel és
id6beli felbontassal képesek vagyunk nyomon kdvetni a PM PtdIns4P, PtdIns(4,5)P;
¢és PtdIns(3,4,5)P3 szintjének valtozasat. Megallapitottuk, hogy a SidM-2xP4M domén
alkalmasabb a PM PtdIns4P szintjének vizsgalatara, mint a széles korben hasznalt
OSH2-2xPH. Kisérleteink soran nem taldltunk kiilonbséget a PM rendezett ¢és

rendezetlen struktirainak inozitol lipid 6sszetételében.

EGFR ¢és M3R stimuldciokor egyarant azt talaltuk, hogy a PM PtdIns4P szintje nd,

mely folyamatban kdzponti szerepe van a PI4KA és PKC enzimeknek.

® Megallapitottuk, hogy az Ins(1,4,5)Ps-jel és a receptorendocitézis fenntartasahoz

sziikség van arra, hogy a PtdIns(4,5)P, fogyasaval parhuzamosan aktivalodjon a
PI4KA enzim, ugyanakkor a folyamatok a mesterséges PtdIns4P-szint csokkenésre
alig érzékenyek. Ez a jelenség arra utalhat, hogy a PM-ban funkcionalisan elkiiloniild

PPIn készletek vannak jelen.
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