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1 Roviditések jegyzéke

7-TM
Angll
AP2
APT
Arf
Arfl
Arp2
Arp3
ATI1R
Bad
Bel-X,
BRET
Btk
CAD
CC1
Cdc42
CPD-DAG
CRAC

DAG
DMSO
EE
EEAl
EGF
EGFR

ER
Erk

Erkl
Erk2

7-transzmembran (7-transmembrane)

angiotenzin Il (angiotensin I1)

adaptor protein 2

acil-protein tioészteraz

ADP-riboziléciés faktor

ADP-riboziléciés faktor 1

aktinnal 6sszefliggd fehérje 2 (aktin-related protein 2)
aktinnal 6sszefliggd fehérje 3 (aktin-related protein 3)
1-es tipust angiotenzin Il receptor

Bcl-2 asszocidlt halal prométer (Bcl-2-associated dead promoter)
B-sejt limfoma-extra nagy (B-cell lymphoma-extra large)
biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer

bruton tirozin kinaz

CRAC aktivéciés domén (CRAC activation domain)
coiled-coil régio 1 (coiled coil region-1)

sejtosztodast iranyito protein 42 (cell division control protein 42)
citidin-difoszfat-diacilglicerol

kalcium felszabadulas aktivalt csatorna
(calcium-release activated channel)

diacilglicerol

dimetil-sulfoxid

korai endoszoma (early endosome)

korai endoszoma antigen 1 (early endosome antigen 1)
epidermalis ndvekedésifaktor (epidermal growth factor)
epidermalis ndvekedésifaktor-receptor

(epidermal growth factor receptor)

endoplazmas retikulum

extracelluléris szignal szabalyozott kinaz

(extracellular signal-regulated kinase)

extracellularis szignal szabalyozott kindz 1
extracellularis szignal szabalyozott kindz 2



FKBP
FRB
FOXO
FTASE
FYVE
GAP
GEF

GDP

GGTASE-I

GPCR

Grb2

GSK3

GTP

H-Ras

hVPS34

ICMT

ING2

INPP4A

INPP4B

INPPSB

INPPSE

INPP5J

INPP5K
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FK506 kot6 fehérje (FK506 binding protein)
FKBP-rapamycin-koté domén(FKBP-rapamycin-binding domain)
Forkhead box fehérje O (Forkhead box protein O)
farnezil-transzferaz

Fabl, YOTB, Vacl, EEAl-domén

GTP-az aktivalo fehérje (GTPase activating protein)
guanin nukleotid kicserél6 faktor

(guanine nucleotid exchange factor)
guanozin-difoszfat

geranylgeranyl-transzferaz |

G-fehérje kapcsolt receptor (G-protein coupled receptor)
novekedési faktor receptor kotd fehérje 2

(growth factor receptor-bound protein 2)

glikogén szintaz kinaz 3 (glycogen synthase kinase 3)
guanozin-trifoszfat

Harvey patkany szarkoma (Harvey Rat sarcoma)
human Ill-as tipusu foszfatidil-inozitol 3-kinaz
(human type-I11 phosphatidylinositol 3-kinase)
izoprenilcisztein-karboxil metiltranszferaz
novekedest gatld fehérje 2 (inhibitor of growth protein 2)
inozitol polifoszfat 4-foszfataz A

(inositol polyphosphate 4-phosphatase A)

inozitol polifoszfat 4-foszfataz B

(inositol polyphosphate 4-phosphatase B)

inozitol polifoszfat 5-foszfataz B

(inositol polyphosphate 5-phosphatase B)

inozitol polifoszfat 5-foszfataz E

(inositol polyphosphate 5-phosphatase E)

inozitol polifoszfat 5-foszfataz J

(inositol polyphosphate 5-phosphatase J)

inozitol polifoszfat 5-foszfataz K

(inositol polyphosphate 5-phosphatase K)



Ins(1,4,5)P3
Itk

K-Ras
KSR-1
LactC2
Lck

M3R
M-Ras
MAPK
MARCKS

MEK1
MEK2
MTM3
mTOR

N-Ras
OCRL1

Opyl

ORD
OSBP
ORP
ORP5
ORP8
PAT
PBD
PDESs
PDK1
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inozitol 1,4,5-triszfoszfat

interleukin-2-indukalt T-sejt kinaz

(interleukin-2 induced T-cell kinase)

Kirsten patkany szarkoma (Kirsten Rat sarcoma)

a Ras kinaz szupresszora 1 (kinase supressor of Ras 1)
lactadherin C2 domén

limfocita-specifikus protein tirozin-kinaz
(lymphocyte-specific protein tyrosine kinase)

3-as tipust muszkarinos acetilkolin-receptor

izom tipust Ras homoldg (muscle Ras oncogen homolog)
mitogén aktivalt protein kindz (mitogen activated protein kinase)
mirisztoilalt alanin-gazdag C-kinaz szubsztrat
(myristoilated-alanine-rich C-kinase substrate)

MAPK/ERK kinaz 1

MAPK/ERK kinaz 2

miotubularin-fiiggd protein 3 (myotubularin-related protein 3)
a rapamycin emlds célpontja domén

(mammalian target of rapamycin domain)

neuroblasztoma patkany szarkéma (neoroblsatoma Rat sarcoma)
Lowe okulocerebrorenalis szindroma fehérje 1

(Lowe oculocerebrorenal syndrome protein 1)
talprodukcid-indukalt feromon-ellenallo élesztd fehérje 1
(Overproduction-induced pheromone-resistant yeast protein 1)
OSBP-fiiggdé domén (OSBP-related domain)

oxiszterol-kot6 fehérje (oxysterol-binding protein)
OSBP-fiigg6 fehérje (OSBP-related protein)

OSBP-fligg6 fehérje 5

OSBP-fiigg6 fehérje 8

palmitoil-aciltranszferaz

polibazikus domén

foszfodieszterdz &

foszfoinozitid-dependens kinaz-1



PDZ
PH
PI3K
PI4KA

P14KB

Pl4Klla

PI4KIIB

PIKfyve
PIP5SKa

PIP5KP

PIP5Ky

PJ

PKB
PKC

PLC
PLCB
PLCs1-PH
PLCy
PLD

PM

PMA
PPIns
Ptdins
PtdIns3P
PtdIns4 P
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PSD95, Dlgl, zo-1 domén

pleckstrin homoldgia

foszfatidil-inozitol 3-kindz (phosphatidylinositol 3-kinase)
I11-as tipusu foszfatidil-inozitol 4-kinaz o
(type-111 phosphatidylinositol 4-kinase o)
I11-as tipust foszfatidil-inozitol 4-kindz 3
(type-111 phosphatidylinositol 4-kinase f)
I1-es tipusu foszfatidil-inozitol 4-kinaz a
(type-11 phosphatidylinositol 4-kinase o)

I1-es tipusu foszfatidil-inozitol 4-kinaz 3
(type-11 phosphatidylinositol 4-kinase f3)
FYVE ujjat-tartalmazé foszfoinozitid-kinaz
foszfatidil-inozitol 4-foszfat 5-kinaz a
(phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase o)
foszfatidil-inozitol 4-foszfat 5-kinaz 3
(phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase 3)
foszfatidil-inozitol 4-foszfat 5-kinaz y
(phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase y)
Pseudojanin

protein kinaz B

protein kinaz C

foszfolipaz C

foszfolipaz C

foszfolipaz C 61 pleckstrin homoldgia domén
foszfolipaz C y

foszfolipdz D

plazmamembran

forbol 12-mirosztat 13-acetat

foszfoinozitid

foszfatidil-inozitol

foszfatidil-inozitol 3-foszfat (phosphatidylinositol 3-phosphate)
foszfatidil-inozitol 4-foszfat (phosphatidylinositol 4-phosphate)
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Ptdins5 P foszfatidil-inozitol 5-foszfat (phosphatidylinositol 5-phosphate)
PtdIns(3,4) P2 foszfatidil-inozitol 3,4-biszfoszfat
(phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate)
PtdIns(3,5) P2 foszfatidil-inozitol 3,5-biszfoszfat
(phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate)
PtdIns(4,5) P2 foszfatidil-inozitol 4,5-biszfoszfat

(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
PtdIns(3,4,5) Ps3 foszfatidil-inozitol 3,4,5-triszfoszfat

(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate)
PtdSer foszfatidil-szerin (phosphatidylserine)
PTEN foszfataz és tensin homoldg fehérje

(phosphatase and tensin homology protein)

PX phox homol6g domén
R-Ras Ras-fiiggd protein R-Ras (Ras-releated protein R-Ras)
Rac Ras-fliggd C3 botulinum toxin szubsztrat

(Ras-related C3 botulinum toxin substrate)

Ral Ras-fiiggd protein Ral (Ras-releated protein Ral)
RalGEF Ral guanin-nukleotid kicserél6 faktor
(Ral guanin-nucleotide exchange factor)
Rap Ras-fliggd protein (Ras-releated protein)
Ras patkany szarkoma (Rat sarcoma)
RasGRP Ras guanil-felszabaditd protein (Ras guanil-releasing protein)
RCE1 Ras konvertal6 CAAX-endopeptidaz 1
(Ras converting CAAX-endopeptidase 1)
RFP piros fluoreszcens fehérje (red fluorescent protein)
Rheb agyban dusulé Ras homoldg (Ras homolog enriched in brain)
Rho Ras homoldg géncsalad
RTK receptor tirozin-kinaz (receptor tyrosin-kinase)
S6K1 riboszomalis S6 kinaz 1
SAC1 aktin mutacio szupresszor 1 (supressor of actin mutation 1)
SAC3 aktin mutacio szupresszor 3 (supressor of actin mutation 3)
SAM steril alfa motivum



DOI:10.14753/SE.2018.2147

SH2 Src homoldgia 2 domén

SHIP SH2 domént tartalmaz6 inozitol polifoszfat 5 foszfataz
SOAR STIM-Orai aktivalo régid

SOCE raktar-szabalyozott kalcium-bearamlas

(store operated calcium entry)

SOS Son of Sevenless

STIM1 kotészovettel interakciot 1étesité molekula 1
(stromal interacting molecule 1)

STIM2 kotoszovettel interakciot 1étesitd molekula 2
(stromal interacting molecule 2)

TAPP tandem PH-domént tartalmazé protein

(tandem PH-domain containing protein)

TBK1 TANK kot kinaz 1 (TANK binding kinase 1)

TGN38 transz-Golgi haldzat 38 (trans-Golgi network 38)

TMEM110 transzmembran fehérje 110 (transmembrane protein 110)

TOM70 kiils6 membran transzlokdz 70 (translocase of outer membrane 70)
TOR a rapamycin célpontja (target of rapamycin)

TRP tranziens recptor potenciél

TRPML1 tranziens recptor potencidl kationcsatorna, mucolipin alcsalad 1
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2 Bevezetés

A dolgozatom alapjaul szolgal6 kisérletes munka soran a periférias plazmamembran
(PM) fehérjék, els6sorban a Ras fehérjék sejten belili elhelyezkedésében bekovetkezd
valtozasokat vizsgaltam a PM foszfoinozitid (PPIns) tartalmanak csokkentése utan. Ezen
talmenden a kapacitativ kalcium-bearamlas (SOCE) folyamatanak PPIns-fiiggd
szabalyozasat is tanulmanyoztam. A PM PPIns tartalma mindkét folyamatban kritikus
szerepet tolt be. A téma jelent6ségét a szakirodalomban megjelent szdmos kdzlemény is
mutatja, azonban még mindig nem teljesen tisztazott a lipidek pontos szerepe az emlitett
folyamatok szabalyozéasaban. Ennek egyik oka, hogy a pontos és nagy iddbeli
felbontassal rendelkez6 mérési technikék, specifikus gatldszerek, illetve a PM PPIns
tartalmanak specifikus valtoztatasara lehetéséget kinal6 molekuléris eszkdztar korabban
nem alltak rendelkezésre. Ennek megfeleléen az eredmények részletes ismertetése elott,
szeretném attekinteni az adatok és kisérletek megértésehez nélkilozhetetlen témakat,
beleértve a fehérjék PM lokalizaciojaban szerepet jatsz0 tényezoket; a sejtek PPIns
metabolizmusat, kiilonos tekintettel a PM-on megtalélhato formakra; a Ras fehérjékrol és
a SOCE-rdl rendelkezésre allo altalanos ismeretanyagot; illetve szeretnék kitérni a

kisérletekben hasznalt modszerek bemutatasara is.

2.1 A periférias plazmamembran (PM) fehérjék lokalizaciéjanak

biztositasaban szerepet jatszo tényezok

A fehérjék miikodése szempontjabdl a megfelelé sejten bellli elhelyezkedés
kulcsfontossagu tényez6. Kilondsen igaz ez abbdl a szempontbol nézve, hogy a fehérjek
tobbnyire molekularis komplexekben miikodnek, igy akar egy fehérje kiesése is jelentheti
a komplexek altal szabalyozott folyamatok teljes vagy részleges karosodasat, amely
végzetes kovetkezményekkel jarhat egy sejt életében. Eppen ezért, a fehérjék megfeleld
intracelluléris lokalizaci6janak biztositasat végz6 folyamatok minden esetben szigoruan
szabalyozottak. A membrankotott fehérjék esetében a legnagyobb lekiizdend6 akadalyt
az ellentétes viselkedést hidrofil fehérjék és a hidrofob jellegii membranok egyméashoz
kapcsolasa jelenti. A PM bels6 felszinéhez kotddo fehérjék esetében ennek az ellentétnek
a feloldasara szdmos mechanizmus alakult ki (1). Ezek kozul a legegyszeriibb, amikor a

fehérjek szekvenciajan beltl hidrofob és hidrofil aminosavak egy amfipatikus o-
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hélixeket alkotnak, melyek hidrofob felsziniknél fogva kdnnyedén beépilhetnek a PM
lipid kdrnyezetébe. Tovabbi lehetdség, hogy a fehérjék tovabbi, mar PM lokalizacioju
proteinekhez kapcsolodnak kdzvetlendl.

Azoknal a fehérjeknél, melyek nem rendelkeznek a korabban emlitett amfipatikus o-
hélixekkel, illetve nem képesek mas feherjékkel erés kapcsolatot kialakitani, mas
mechanizmus alakult ki a membranokhoz valé kapcsolodas eldsegitése céljabol. Ezeknél
a fehérjéknél a transzlacio soran, vagy azt kovetéen egyes aminosav-oldallancok lipid-
maodositdsokon esnek at, melyek sorén hidrofob karakterii zsirsavlancok, vagy csoportok
kovalens kapcsolodéasa figyelheté meg. Ezaltal a fehérjék lipofil karaktere er6sodik (2,3).
A folyamat kilénosen a kisméretii feherjék PM kotésében jatszik kiemelked6 szerepet,
ugyanis ezek méretiikbol fakadéan kisebb eséllyel tartalmaznak a direkt hidrofob
kotéshez sziikséges, korabban emlitett amfipatikus a-hélixeket. Ide tartoznak a kis G-
fehérjék, pélaul a Ras, Rac és Rho fehérjék, illetve az Src csaladba tartozo tirozin-kinaz
fehérjek is, mint példaul az Lck, a c-Src, vagy a Lyn (4-6).

Az emlitett poszttranszlacios lipidmddositasoknak 6t formajat ismerjik, azonban
ezek kozil csak harom tipus vesz részt a PM bels6 felszinéhez kapcsolédd periférias
fehérjék lokalizaciojankak biztositdsdban: a palmitoilacid, a mirisztoilacio, illetve a két
eltér6 maddositast is magaban foglald izoprenilacio. Az eltéré tipusok a legtébb esetben
nem egyeduli médositasként, hanem tébbszordsen fordulnak el6 a fehérjék szekvenciajan
bell. Ezen kivil az is nagyon gyakori, hogy a mar PM lokaliz&ciét mutatd integrans
membranfehérjék esetében a nem integrans szakaszoknak csak egy részlete horgonyzddik
ki lipidmodositast kovetéen a PM-hoz, biztositva a megfelelé konformécid elérését a
partnerfehérjékkel valo kapcsolathoz. Ez utobbira jo pelda a p-opioid receptor, melynek
lipidmodositasan keresztul a receptor jelatvitel-szelektiv mitkodése is megvaltozhat (7).

A palmitoilacio soran a fehérjék meghatarozott cisztein aminosavaihoz egy 16
szénatombol allé telitett palmitinsav kapcsolodik tioészter kotéssel (8). Nagyon fontos
tulajdonsaga ennek a modositasnak, hogy ellentétben a mirisztoilacio és az izoprenilacio
folyamataival, itt bizonyitottan egy reverzibilis reakcid zajlik le, melyet a citoplazméaban
és a sejt membranrendszerein talalhatd palmitoil-transzferazok katalizalnak. A
reverzibilitasnak koszonhetéen a folymat alkalmas a fehérjék membrankotésének
dinamikus valtoztatasara, ezaltal az igy modositott fehérjékre egy jol nyomon kovethetd

palmitoilacios-depalmitoilacids ciklus jellemz6 (9).

12



DOI:10.14753/SE.2018.2147

A mirisztoilaciés médositds minden esetben a fehérjék N-terminalisan torténik a
metionint kovetd, masodik poziciéban talalhatd glicin aminosavakon. A folyamatot a
citoplazméban elhelyezkedd N-mirisztoil-transzferazok katalizaljak, melyek egy
amidkotésen keresztiil sszekapcsoljak a 14 szénatomos mirisztoilsav carboxi- és a glicin
amino-csoportjat, miutan a metionin eltavolitasra kerul a transzlaciés folyamat soran
(10).

Az izoprenilaciés folyamat esetében tulajdonképpen két eltéré maodositasrol
beszélhetlink, ugyanis ide soroljuk a farnezilaciot és a geranilgeranilaciot is. Az elébbi
soran egy 15 szénatombdl allé farnezil-csoport mig az utébbinal egy 20 szénatomos
geranilgeranil-csoport  kapcsolodasa torténik meg. Mindkét lipid-csoport a
koleszterinszintézis koztiterméke, és abban is megegyezik a két folyamat, hogy csak
Kitlintetett helyeken, a fehérjek CAAX-doménjének cisztein aminosavain kévetkezhet be.
A folyamatot citoplazmatikus protein-prenil transzferaz enzimek katalizaljak a lancvégi
CAAX-motivum felismerése utan. A lipidmddositas létrejotte a fehérje tovabbalakulasa
szempontjabol is elengedhetetlen, ugyanis ennek koszonhetéen a fehérjék az ER-hoz
kotédhetnek es ily médon hozzaférhetévé valnak az RCEL és az ICMT fehérjék szamara,
melyek a fehérjék végleges szerkezetét hozzak létre az AAX részlet levigésa és egy
metil-csoport addicidja révén (11).

A bemutatott poszttranszlaciés lipidmddositasok kdzil egyediil a palmitoilacié képes
a modositott fehérjek stabil membrankdtését 1étrehozni (12). A csak mirisztoilalt vagy
prenilalt fehérjék esetében a membrannal kialakitott kapcsolat gyenge kdlcsonhatast
mutat, ezért az ilyen modositason atesett feherjék csak tranziens membranasszociaciora
képesek. Ezen fehérjék stabil membrankdtése csak tovabbi kdlcsonhatasok létrejotte utan
lehetséges. Az esetek tébbségeben ez egy tovabbi palmitoilacion keresztil valdsul meg a
fehérjek lanckdzi cisztein molekulain belul, amelynek az elsé modositashoz képest kozeli
pozicioban kell megtdrténnie a membrénasszociécid biztositdsdhoz (13,14). A maésik,
ugyancsak gyakori folyamat a nagyobb affinitast kotés létrejottében az elektrosztatikus
interakciok kialakulasa a PM negativan to1tott foszfolipidjei és a fehérjék pozitivan téltott
aminosavai kozott (15,16).

A PM citoszdlikus felszinén tobb olyan foszfolipidet is talalunk, melyek feji része a
kompartmentre jellemz6 pH tartomanyban negativan toltott, igy részt vehetnek a bazikus

aminosavakkal rendelkez6 fehérjék elektrosztatikus interakciok altali stabilizalasaban a
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PM-on (2). Ezek kozil legnagyobb mennyiségben a foszfatidil-szerin (PtdSer) talalhatd
meg a PM-ban, amely a sejtek foszfolipid készletének a 3-10%-at teszi ki és egy negativ
toltést hordoz (17). A sorban a foszfatidil-inozitol (PPIns) szarmazékok kovetkeznek,
melyek tobb eltéré6 mértékben foszforilalt szarmazékot foglalnak magukban és a sejt
foszfolipid készletének kevesebb, mint 1%-at adjak (18). A kiilonb6z6 mértékben
foszforilalt PPIns molekuldk eltéré mértékii negativ toltést hordoznak, melyek szama a
foszforilaltsagi fokkal aranyosan valtozik. Az altalanosan elfogadott elmélet szerint a PM
belsé felszinének altalanos negativ toltését a PtdSer biztositja (19); mig a PPIns
szarmazékok, elésorban a kétszeresen foszforilalt PtdIns(4,5)P. lokalisan nagyobb
elektromos eréteret képez, igy elésegiti az elektrosztatikus interakcion keresztil a
fehérjek PM-hoz valo iranyitasat és stabilizalasat (20). A PM belsé felszinén talalhatunk
még egy negativ toltéssel rendelkez6 foszfolipidet, a foszfatidsavat. Ez a lipid fontos
prekurzora a membrénlipidek bioszintézisének ezért nagyon rovid féléletidével
rendelkezik, igy tartésan nem képes elektrosztatikus kdlcsonhatdsok kialakitasaval
stabilizalni a fehérjek helyzetét (21).

Az eddig emlitett altalanos mechanizmusok mellett léteznek specifikus membran-
fehérje interakciok is, melyek a fehérjek membrénlokalizaciojat biztosithatjak. Ezekben
a kapcsolatokban meghatéarozott foszfolipidek, illetve az ezeket specifikusan felismer6
lipid-k6t6 domének vesznek részt, melyek a kihorgonyzddd fehérjék specifikus
alegységekeént vannak jelen. Az igy kialakulo kotések soran a fehérjék lipidkoté doménjei
kezdetben elektrosztatikus interakciokon keresztll ismerik fel a lipideket (22,23),
melynek kdvetkeztében a membranhoz iranyitédnak, és egy gyenge kdlcsdnhatast hoznak
létre. A folyamat el6rehaladtaval a gyenge lipidkotésnek koszonhatéen a domén és a
membran egymashoz viszonyitott helyzete ideélissa valik, majd a kotés eréssége
ndvekszik, melyben a domén és a membran kozétt 1étrejovo tovabbi masodlagos kotesek
kialakulésa jatszik szerepet (24,25). A kotés mechanizmusét tekintve nem meglep6, hogy
manapsag mar szinte az dsszes toltéssel rendelkez6 foszfolipid esetében sikerdlt tobbe-
kevésbé specifikus kotddoméneket azonositani (18,19,26).

Munkank sordan a PM PPIns tartalmanak szerepét vizsgaltuk tobb eltéré bioldgiai
folyamatban, igy ennek a molekulacsaladnak a bemutatasara egy kulon fejezetet
szentelek a tovabbiakban.
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2.2 A foszfoinozitidek anyagcseréje emlés sejtekben

2.2.1 A foszfoinozitidek szerkezete

Foszfoinozitidek (PPIns-ek) alatt a glicerofoszfolipidek csaladjaba tartozé azon
molekuldk 0Osszességét értjik, melyek a foszfatidil-inozitol eltéréen foszforilalt
szarmazékai kozul kerllnek ki. A sejtek teljes foszfolipid tartalmanak nagyon Kis
mennyiségét, mintegy 1%-at teszik ki, ellentétben a kiindulasi vegyiiletnek tekinthetd
foszfatidil-inozitollal, melynek mennyisége 10% kordli (27). A molekuldk felépitéset
tekintve altalanosan elmondhatjuk, hogy human sejtekben a glicerol vaz els6
pozicidjaban altalaban egy 18 szénatomos sztearinsav, mig a masodikban az esetek
tobbségében arachidonsav kapcsolddik észterkdtésen keresztil (28). A harmadik
pozicidban talalhatjuk a foszfodiészter kotessel csatlakozo inozitolgyiriit, amelynek
foszforilaltsagi mintazata alapjan 0sszesen hét tipust kulonbdztethetlink meg, melyek
egymasba alakuldsa szigorian szabalyozott folyamatokon keresztil kinazok és

foszfatazok részvételével jon letre (29) (1. abra).

Pl-3-kinaz PI-5-kinaz
PtdIns-szintaz hVPS34 PlKfyve
~— - ~ - >
CPD-DAG + Ptdins Ptdins3P PtdIns(3,5)P2
myoinositol
Pl-4-kinaz
Pl4Kllla/P14KIIIB
Pl4Klla/PI4KIIB
PtdIns(3,4)P2 PtdIns5P
Pl-5-kinaz Pl-3-kinaz
PIP5Kla,B,y PI3KI (p110/p85)
PtdIns4P PtdIns(4,5)P2 PtdIns(3,4,5)P3
Pl-3-kinaz
PI3KII
PtdIns(3,4)P2

1. &bra - A foszfoinozitidek metabolizmusa, és az abban szereplé enzimek, forras (29). Foszfoinozitideknek a
foszfatidil-inozitol (PtdIns) molekula szarmazékait nevezziik, melyek a hat szénatomos inozitolgyiiri eltéré mértékii
kerulhetnek. Az &bran a fekete nyilak a foszforilacids Iépéseket végzé kinazok reakcidit, mig a szirke nyilak a
defoszforilacios 1épéseket végzd foszfatazok reakcidit jellik. A folyamatokban szereplé enzimek neve a nyilak felett
talalhat6. Az enzimek neve felett az enzim altal katalizalt reakcié szerepel. (CPD-DAG: citidin-difoszfat-diacilglicerol,
Pl: foszfatidil-inozitol, az enzimek neveinek roviditését Id. a roviditések jegyzékében, illetve a széveghen)
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Az é&bran is jol lathatd, hogy a reakcidk soran egyszeresen, kétszeresen €s
haromszorosan foszforilalt szarmazékok alakulhatnak ki, melyek metabolizmusat az

egyes lipideknél mutatom be.

2.2.2 A foszfoinozitidek altalanos funkcioi

A PPIns-ek lipid termeészetiiknél fogva a sejtek membranjaiban helyezkednek el és
szerteagazo funkcidval rendelkeznek. A sejtek membrannal kordlhatarolt sejtalkotdinak
szigortan szabalyozott lipidosszetétele van, azokban nem fordulhat el6 minden PPIns.
Ennek felboruldsa akar a membrannal hatarolt sejtalkotok megsziinését, egymasba
olvadasat is okozhatja (30,31). Fontos szerepuk van tehdt a sejtorganellumok
membranjainak kijelolésében, melyeket mintegy ,,felcimkézve” lehetdséget teremtenek
az Oket felismerd fehérjéknek ahhoz, hogy a funkciojuk elldtdsdhoz a megfeleld

sejtalkotot valasszéak (2. abra).

Ptdlns4:5P25.:\
*&z%*%:in_

plazmamembran

é Ptdlnsd45P3““— Ptdins4,5P2>( €— Ptdins4P$
J e | A

\ \ Pl Ptdins / ¢ burkos
PKB PKC Inst, 4 5P3 ‘“—--—H\ Ptdins4P ' "“-.\__- vezikula
. 56 "8 ¥
e e, | [ )| i rangaes
foszforilacio ‘ szignal exocitdzis a2 "'m-\_‘_
I 2%
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X o Jdlozat Ca2* reciklizalo 3 /‘3 e %
endoszoma P apreer ¥
&Q Golgi pe— { & Vvt N > )
%jmsw <+ Ptdlns} Golgi koralendoszoma\‘\\ {{
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agoszoma \.-...0/ / -

d Ptdins3,4,5P; R
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2. dbra — A Kkiilonb6z6 sejtalkotok felszinére jellemzé foszfoinozitidek, illetve egymasba alakulasuk, forras (32).
A plazmamembran jellemz6 foszfoinozitidjei kozé a PtdIns4P, a PtdIns(4,5)P2 és a PtdIns(3,4,5)Ps tartoznak, melyek
6 funkcidit az abra is szemlélteti. Az endocitdzis soran a lipidek gyors egymasha alakulasat figyelhetjuk meg. A
folyamatban szerepl6 enzimeket és lipidatalakulasokat az abra is jeléli, melynek soran elérjik a korai endoszéméakra
jellemzd PtdIns3P lipiddsszetételt. Ez a késObbiekben tovabbalakulhat késéi endoszomakka, majd lizoszomakka is.
Ezekben a struktirakban mar a PtdIns(3,5)P2az organellum felszinére jellemz6 lipidszarmazék. A Golgi membranjanak
felszine PtdIns4P-ot tartalmaz, amely az organellumr6l, a transz-Golgi hal6zaton keresztill leszakadd szekrécios
vezikulak membranjaban is mindvégig megtalalhaté.
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A foszfoinozitideknek ezen miikddése az adaptor funkcidjuknak kdszonhetden
valosul meg, melyet a fehérjék specifikus lipidfelismer6 doménjei (pl.: PH, PX, PDZ,
FYVE stb.) tesznek lehetévé (18). Ezen kivll az inozitolgyiirii toltéssel rendelkezé
foszfatcsoportjainak jovoltabdl ezek a molekulak segitenek a PM belsé felszinén talalhatod
negativ toltésti mikrokornyezet kialakitdsaban, amely ugyancsak fontos lehet az
aspecifikus, elektrosztatikus kolcsonhatassal 1étrejové membran-fehérje kapcsolatok
létrehozasaban (33-35). A dolgozatom alapjaul szolgalo kisérletes munkakban ezt a
témakort jartam korul a PM PPIns-ek szempontjabol, igy ennek részletes bemutatasat
egyrészt az ide tartozd lipidek ismertetésénél, masrészt az eredmények fejezetben teszem
meg.

Tovabbi funkcionak tekinthetd, hogy a PPIns-ek kdzponti szerepet téltenek be a sejt
szamos jelatviteli ttvonalaban, melyek kdzil a fontosabbakat az egyes lipidek leirasanal

mutatom be.

2.2.3 Az egyszeresen foszforilalt foszfoinozitidek metabolizmusa, sejten beldli
elhelyezkedése €és szerepe a sejtek miikodésében

Az egyszeresen foszforilalt PPIns csoportjdba harom molekula tartozik: a PtdIns3P,
a PtdIns4P és a PtdIns5P (1. abra).

A PtdIns3P az egyszeresen foszforilalt formdk  6sszmennyiségének
hozzavetblegesen 15%-at teszi ki (27). Képz6dése harom tutvonalon valdsulhat meg:
a lll-as tipust PtdIns3-kinaz (hVVPS34) katalizal (36), masrészt a tobbszorosen foszforilalt
valtozatok defoszforilalasat kovetéen, melyet a 4- €s 5-foszfataz aktivitassal rendelkez6
enzimek végeznek (37) (1. &bra). A lipid lebontdsdban a korai endoszomakban
elhelyezked6 myotubularin nevii enzim jatsza a kulcsszerepet, melynek fontos szerepét a
sejtek mikodésében az enzim mutaciojakor megfigyelhetd betegségek manifesztacidja is
mutatja (38-40). A lipid legnagyobb mennyiségben az intracellularis vezikulak
membréanjaban talalhatd meg (41). Részt vesz az endoszdméak és a korai endoszomak
fuzidjaban, a korai endoszomak PM-hoz és Golgi-hoz torténd transzportjaban, illetve
fontos a fagoszomak érésében és az autofagia folyamatanak iniciaciéjaban. A molekula
felismerésére azon fehérjék képesek, melyek a lipidet specifikusan felismeré FYVE vagy

PX doménnel rendelkeznek (42).
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A PtdInsdP a sejtekben legnagyobb mennyiségben eléforduld egyszeresen
foszforilalt szarmazék, melynek aranyat 45%-ra teszik a sejtek foszfoinozitidjeit tekintve
(27). Szintézise legnagyobb mértékben a Ptdins-bol torténik az inozitolgytrii 4-es
pozicidjanak foszforilalasan keresztll (1. abra), melyet a két csoportba sorolhato, négy
tagot szamlalo PtdIns4-kindz csaldd enzimei katalizalnak. Az elsé csoport enzimeire
jellemzd, hogy szerkezetileg homoldgiat mutatnak az I-es tipusu PtdIns3-kinazokkal,
ezért nem meglepd, hogy aktivitasuk gatolhatd — nagyobb ddzisban ugyan -
wortmaninnal, egy széles korben alkalmazott PtdIns3-kindz gatloszerrel. Ebbe a
csoportba a Ill-as tipusu PtdIns4-kinazok kozll az a- és B-izoenzim tartozik (Ujabb
nomenklatira szerint PI4KA ¢és PI4KB), melyek koziil az els6 a PM, mig a masodik a
Golgi-organellum lipidfrakcidjanak szintéziséért felelés. A masik enzimcsoportot a I1-es
tipust PtdIns4-kinazok alkotjak (P14Klla és PI14KII1B), melyek szerepét ugyancsak leirtak
a Golgi membrénjanak PtdIns4P szintézisében, azonban elsddleges funkcidjuk a sejtek
vezikularis kompartmentjeinek, a korai és kés6i endoszomaknak a PtdIns4P szintézise
(43). Az emlitett kinazokon kivil, ez a lipid is képzddhet a polifoszforilalt formak
defoszforilacidja atjan 3- és 5-foszfatdzok kozremiikodésével, melyek kozil a PTEN
valamint az INPP5B ¢és az OCRLI1 fehérjék tiinnek a legfontosabbnak (44). A lipid
nagy aktivitasu miikodése elengedhetetlen az ER és a PM kozott kialakulé nem-
vezikuléris lipid-transzport megfelelé mitkodéséhez (45,46).

A lipid legnagyobb mennyiségben a Golgi, illetve a PM intracellularis oldalan
talalhatd meg. Szerepe szertedgazo, bizonyitottan részt vesz a sejten bellli membran,
lipid és fehérje transzportban (28). A Golgi és az ER kozotti vezikularis anterograd és
retrograd transzportokban is kiemelt jelentdséggel bir, ugyanis a folyamatban szerepld
fehérjéket az Arfl-gyel kozosen a vezikula képz6désének helyére lokalizalja (47). Részt
vesz az ER ésaPM, illetve az ER és a Golgi kozott végbemend kétiranyd nem-vezikularis
lipid-transzportban is, ahol egy kapcsolt reakcio keretein beltil a PM-rol, illetve a Golgirol
PtdIns4P, mig az ER-rol koleszterin, vagy PtdSer keriil at a szomszedos membranba a
kialakult ER-PM, illetve ER-Golgi kontaktpontokon keresztil (48,49). Ezeknek a
membrénkapcsolatoknak a jelentdsége emlés sejtekben csak az utobbi idében kerilt a
figyelem kozéppontjaba, ennek megfeleléen szamos kézlemény jelent meg a témaban a

kozelmultban. A transzportot végzd fehérjék mindegyikére igaz, hogy nagyfoku
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homoldgiat mutatnak egymassal, és rendelkeznek egy koleszterin szarmazékok kotésére
és transzportjara alkalmas doménnel (ORD), amely a PPIns-ek kotésére is alkalmas
(50,51). EmlGs sejtekben a fehérjék els6 karakterizalt tagja az OSBP fehérje volt, amely
a Golgi és az ER kozotti kontaktpontokban miikodik. A tovabbi, 6sszesen 16 rokon
fehérje (52) miikodésének tisztazasara csak ezek utan kerdilt sor, és még napjainkban is
tart. A transzporterek altal katalizalt transzportfolyamatok esetében a hajtderdt minden
esetben a két membran kozott kialakulé PtdIns4P gréadiens szolgaltatja, melynek
fenntartdsaért az ER rezidens fehérjéje, a korabban mar emlitett Sacl enzim tehetd
felel6ssé, melynek hatalmas aktivitasat az is jol mutatja, hogy a lipid mennyisége az ER-
on gyakorlatilag kimutathatatlan.

A PtdIns5P szintje rendkiviil alacsony az emlds sejtekben, kevesebb, mint 10%-at
adja az egyszeresen foszforilalt PPIns mennyiségének. Szintézise a PtdIns
inozitolgytriijének 5-0s pozicidban torténd foszforildlasa utjan a PIKfyve enzim
kozremukodésével torténhet, azonban ennél sokkal fontosabbnak tiinik az a reakciout,
melynek soran a PtdIns(3,5)P, defoszforilalodik a PtdIns3P lebomlasanal mar emlitett
myotubularin-foszfatazok kozvetitésével (53) (1. abra). Eliminacidja soran nem
ismerlink olyan utvonalat, amely a lipidet defoszforilalva PtdIns-t eredményezne (54),
valoszinlibb, hogy ebben a folyamatban a II-es tipust Ptdins4-kindzok jatszanak
fontosabb szerepet, melyek a lipid inozitolgyliriijének 4-es pozicidjaban létrehozott
foszforilacioval a molekulat PtdIns(4,5)P.-ta alakitjak (55). Hatasai nem nagyon
ismertek, a sejtmagban talalhatdé meg szamottevé mennyisegben. Itt a kromatinon
helyezkedik el és feltehetéen adaptorként szolgal az ING2 fehérjének, amely a p53

acetilcigjat valtja ki (56).

2.2.4 A Kkétszeresen foszforilalt foszfoinozitidek metabolizmusa, sejten beldli
elhelyezkedése és szerepe a sejtek miikodésében
A kétszeresen foszforilalt PPIns csoportjaba szintén harom molekulat sorolhatunk: a
PtdIns(3,4)P2-t, a PtdIns(3,5)P2-t és a PtdIns(4,5)P.-t.
A PtdIns(3,4)P2 szintje meglehetdsen alacsonynak mondhato, a sejtek PPlns
készletének kevesebb, mint 10%-at teszi ki. A sejtek nyugalmi allapotaban foleg a PM-
on talalhaté (57), azonban kimutathatd a klatrin-burkos vezikulakban (58), illetve az

endoszomalis kompartmentekben, koztik a multivezikularis testekben is (59).
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Mennyisége atmenetileg, de nagymértékben emelkedhet a PM-on ndvekedési faktorok,
illetve citokinekkel torténd kezelés hatasara (27). Szintézise két Utvonalon keresztil
foszforilacio altal, melyet a ll-es tipusd PtdIns3-kinazok katalizalnak (60), méasrészt a
PtdIns(3,4,5)P3 defoszforilacidjan keresztiil, melyben a SHIP1/2 enzimek tiinnek a
legfontosabbnak (44). Eliminéaciojat az INPP4A és INPP4B enzimek végzik, melyek a 4-
es pozicidban defoszforilaljak a molekulat, melynek soran PtdIns3P képzddik (61) (1.
abra). A lipidhez szamos fehérje képes kotddni, majd a rajuk jellemzé szignalizacios
utvonalakat aktivalni. Ezek kozil a legfontosabbak az Akt/PKB, és a TAPP1/TAPP2
fehérjék, melyek szignalizaciojara még kitérek egy késobbi fejezetben, ahol a PM-
receptorok aktivacidjanak hatasara bekovetkez6 PM-lipidvaltozasokat, illetve az ezek
soran aktivalodo jelpalyakat mutatom be részletesebben.

A PtdIns(3,5)P2 intracellularis mennyisége is viszonylag alacsony, a sejtek PPIns
tartalmanak kevesebb, mint 5%-at adjak (62,63). A kés6i endoszOmak és a lizoszémak
membranjanak jellemz6 lipidalkotdja, ahol a a korai endoszomak érését kovetden jelenik
meg. Szintézisében ezidaig csak egy Utvonalat sikeriilt bizonyitani, melynek sorén a
molekula a korai endoszomak membranjara jellemzé PtdIns3P-bol képzdédik
foszforilaciéval a PIKfyve kinaz hatasara, mely enzim egyediiliként képes ezt a
reakcidutat katalizalni (64). Bontaséban két enzim, a Sac3 5-foszfatdz és az MTM 3-
foszfatdz jatszik szerepet (54) (1. &bra). A lipid szerepét a membran és
fehérjetranszportban irtak le (65), illetve részt vesz a TRPMLL1 csatorna szabalyozésaban,
segit a szilkséges Ca?* ion ellatasaval (66).

Az emlds sejtekben a PtdIns(4,5)P> molekula taldlhato meg a legnagyobb
mennyiségben, aranya mintegy 45% az 6sszes PPIns-re vetitve, illetve kozel 90% a
kétszeresen foszforilalt szdrmazékokat tekintve (62).Legnagyobb mennyiségben a PM-
on taldlhatd, azonban elenyészd mértékben megfigyelheté a Golgi, az ER és az
endoszomak membranjaban is (67). Szintézisében a legfontosabb reakciodt a PtdIns4P
PIP5K-ok kataliz&lnak (68). Az enzimcsaladba harom izoenzim (PIP5Ka, PIPSKf és a
PIP5Ky) tartozik, melyek mindegyike a PM-on taldlhatd (1. abra). Képzédésében

szerepet jatszhatnak még a ll-es tipusi Pl4K-ok, melyek a Golgin talalhatd csekély
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mennyiségii PtdIns5P-ot foszforildljak a 4-es pozicidban (69,70). A lipid szintjének
csokkentésében harom Gtvonal jatszik szerepet, melyek koziil kettd 6sszefiigg a molekula
szignaliz&cids szerepével, amely a PtdIns(4,5)P2 legismertebb funkcidja. El6anyagként
ugyanis esszencialis szerepet jatszik a Ggui-heterotrimer G-fehérjékhez kapcsolt
receptorok aktivalédasa soran megfigyelheté Ins(1,4,5)Ps/DAG jelpalyaban, illetve a
tirozin-kinaz jelpalyaban is. Ezeket a folyamatokat egy késébbi fejezetben bévebben is
ismertetem, ahol a PM-receptorok aktivacidjanak hatasara bekovetkezé6 PM-
lipidvaltozasokat, illetve az ezek soran aktivalodo jelpalyadkat reszletezem. A lipid
eltavolitasanak harmadik Utvonalaban azok a foszfatdzok vesznek részt, melyek 4- és 5-
foszfatdz aktivitassal rendelkeznek. Ide tartoznak a OCRL, INPP5B/E/J/K enzimek,

illetve a synaptojanin 1 és 2 fehérjék is (71).

DAG + InsP 4—;'05

ﬁ Ptdins3,4,5P,
Rac Rho Arf
l l / {} PLD —> PA—> SPHK—> 51P]
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Ptdins Ptdins4P Ptdins4 5P2

NS A \ fagocitézis - 2
szabalyozasa Ca

ﬁ exocitozis
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3. &bra - A PtdIns(4,5)P; hatasainak dsszefoglalasa a sejtélettani folyamatokban, forras (32). A PtdIns(4,5)P
szamos sejtélettani folyamatban kozponti szabalyoz6 szereppel bir. Szignalizacios molekulaként eléanyaga a tovabbi
szignalizacios szereppel bird vegyileteknek, mint a DAG, Ins(1,4,5)P3z és Ptdins(3,4,5)Ps molekulak. Ezen kivill
modulatorként részt vesz a citoszkeleton atrendezédés, a fagocitozis, az exocitdzis és az endocitdzis folyamataiban,
illetve képes ion-csatornak reguléacidjara is.

A lipid szignalizacios utvonalakban betoltétt szerepe mellett szamos egyéb
funkcidval is rendelkezik a sejtek életében. (3. abra) Részt vesz az aktin atrendez6dés
szabalyozésaban, ahol az aktin-polimerizacioban fontos fehérjéket (Rho, Arf, Cdc42,
Arp2/3) lokalizélja (72). Fontos szerepe van a fokalis adhéziok létrehozasaban, ahol a
vinculin és talin fehérjék kapcsolodasat segiti elé (73). A lipid jelenléte fontos az

endocitdzis folyamatdban is, ahol az AP2 és a klatrin-asszocialt fehérjéket a formalodo
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vezikulakhoz iranyitja, ezaltal eldsegiti a clathrin burkos vezikulak 1étrehozasat (74). Az
endocitézis folyamataban betoltott szerepét munkacsoportunk is tanulményozta
korabban, és sikerilt kimutatni, hogy a lipid szintjének csokkentése gatolja a receptorok
klatrin-medialt endocitézisat (75). A lipid szerepét leirtdk a PLD enzim aktivaciojaban is,
amely foszfatidil-kolinbol foszfatidsav képzését teszi lehetévé a PM-on (76). Ezen Kivil
tobb csatornanal, példdul a TRP csatorndk szamos tipusanal is leirtdk mar a lipid
szabalyoz6 szerepét (28). A lipid hidrolizise képes befelé rektifikal6 K*-csatornak
nyitasat is eléidézni (77), azonban a fesziiltségfiiggd K+ csatornak esetében a hatas
forditott, tehat a lipid szintjének esése a csatornak aktivitasat csokkenti (78).

Az eddig felsorolt szabalyozasi mechanizmusok a lipid adaptorfunkciojan keresztul
valésulnak meg. Azonban, a lipid nagy PM-mennyiségének es kétszeresen foszforilalt
inozitolgytrijének kdszonhetdéen hozzajarul a korabbi fejezetekben mar emlitett, illetve
a dolgozatom alapjaul szolgal6 kisérletes munkaban vizsgalt elektrosztatikus interakciok
létrejottéhez is, melyen Kkeresztul fontos szereppel bir a pozitivan toltott fehérjék PM-

lokalizacidjanak kialakitasaban (20).

2.2.5 A haromszorosan foszforilalt foszfoinozitidek metabolizmusa, sejten belili
elhelyezkedése és szerepe a sejtek mitkodésében

A haromszorosan foszforilalt PPIns-ek csoportjanak egyediili képviseldje a
PtdIns(3,4,5)P3. Emlds sejtekben az aranya kisebb, mint 5%-a a teljes PPIns tartalomnak,
azonban nyugvo, minden ndvekedési ingertdl mentes sejtekben gyakorlatilag
kimutathatatlan a mennyisége (79). Szintézise a PM-on tortenik, annak PtdIns(4,5)P2
molekulaibdl, melyet dontéen az I-es tipusu PI3K-ok katalizalnak (27) (1. 4bra). Az
enzimek négy izoformajat kiilonboztetjiik meg (a, B, v, 6) melyek kozos jellemzdje, hogy
egy regulatoros (p85 az a, B, & izoformaknal, illetve p101 vagy p84 a y-izoforma esetén)
és egy Kkatalitikus (p110) alegységbdl allnak. Aktivaciojuk tébb dtvonalon is
megvaldsulhat: a tirozin-kinaz receptorok és a nem-receptor tirozin-kinazok miikodése
révén a regulatoros alegység SH2 domenje réven felismeri a foszfotirozin molekulakat és
ez vezet az enzimek aktivacigjahoz (o, B, 6 izoformdknal), vagy a heterotrimer G-
fehérjéhez kapcsolodd receptorok aktivalodasa utan a G-fehérje Py alegységének
regulator alegységhez torténé kapcsolddasa inditja be a folyamatot (y-izoformanal). A

GTP-t koté Ras fehérjék mind a négy izoforma esetén képesek 6néalldan is az enzim
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aktivalaséra, illetve fontos szerepik van a maximalis enzimaktivitds elérésében (28). A
lipid eliminacidjaban a SHIP és a PTEN foszfatazok jatszanak fontos szerepet, melyek az
inozitol-gytirt  5-6s pozicidjdban talalhatdo foszfat hidrolizise kovetkeztében
PtdIns(3,4)P2-ot kepeznek.

52 novekedési faktorok

Ptdins(3,4.5)F, GPCR

ﬁ @
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4. 4bra— A PM PtdIns(3,4,5)Ps szinjének emelkedéséhez vezetd, illetve a foszfolipid altal szabalyozott sejtélettani
folyamatok bemutatasa, forras (32). A lipid szintézisében kiilonboz6 tipusi PI3K enzimek vesznek részt, melyek
aktivaciojat a GPCR-ok, illetve a RTK-ok ligandkdtése hozza létre. Szintézise utan a lipid szamos jelatviteli tvonalban
szerepelhet. Kis G-fehérjék miikodését fokozva szerpet jatszik a sejtek szuperoxid-anyagcseréjében, illetve a
citoszkeleton atrendez6désében, a BTK és PKC izoformak aktivalasan keresztiil tovabbi, gyors szignalizacios Iépéseket
hozhat létre, mig a PKB/Akt jelpalya aktivacidjan keresztil a sejtek fehérjeszintézisét, tulélését, glikogén-
metabolizmusat és transzkripcids folyamatait szabalyozza.

A lipid funkcitja nagyon szertedgaz6 (4. 4bra). Az egyik legfontosabb szerepe a
PKB/AKkt jelpalya aktivalasa, melynek soran egyrészt magat az Akt fehérjét koti a PM-
hoz, masrészt a fehérje foszforilaciojat el6idéz6 PDK1 enzimet is a membranhoz
irdnyitja. Ezzel el6segiti az Akt fehérje foszforilacidjat, amely a jelpalya iniciacios 1épése
(80). Ez az utvonal rendkivil fontos szerepet tolt be a sejtek miikodésében, ugyanis
szamos metabolikus hatas kozvetitése mellett a sejtek ndvekedésének és az apoptozisanak
irdnyitasaban is szerepel (81).

Az Akt utvonalon keresztil Iétrehozott hatasokon kivil, a Btk és Itk-jelpalyakat is
aktivalja, amely immunsejtekben jatszik kiemelked6en fontos szerepet, ugyanis B- €s T-
sejtekben a PLCy miikodését serkenti (82,83), mig hizosejtekben az FceRI

szignalizacidjahoz szukseges (84). Az irodalomban szamos példat talalhatunk arra, hogy
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a lipid elektrosztatikus interakciok révén képes eldsegiteni a kis G-fehérjék
plazmamembrén lokalizaciojat, melyen keresztill részt vesz a sejtek szuperoxid
képzésében (85), illetve a citoszkeleton atrendezédésében is (86). Munkank soran mi is
megvizsgaltuk a lipidnek ezt a hatasat a Ras fehérjék PM-lokalizacidjanak
szabalyozésdban, azonban nekiink nem sikerult kimutatni a PtdIns(3,4,5)Ps szerepét
ebben a folyamatban.

2.2.6 A Gqg-fehérjéhez kapcsolt 7-TM receptorok aktivicidja sordn bekovetkezd
valtozasok a PM PPIns-ek anyagcseréjében

A 7-TM receptorok agonistakotése soran a receptor konforméacidja megvaltozik, ami
a hozzajuk kapcsolddo heterotrimer G-fehérje aktivacidjat vonja maga utan. Ennek soran
a G-fehérje alegységei szétvalnak és kezdetét veszi az a, illetve a Py alegységek altal
regulalt jelatviteli utak beinditasa. Abban az esetben, ha a receptor a Gog11 csaladba
tartozo fehérjékhez kot, akkor a jelatvitel soran féleg az a, de a By alegységen keresztiil
is 1étrejon a foszfolipaz Cp enzim aktivacidja. Az enzim altal katalizalt reakcioban a PM
PtdIns(4,5)P2-szintje csokken, beldle ekvimolaris mennyiségben Ins(1,4,5)P3 és DAG
keletkezik (87). Ezek utdn az Ins(1,4,5)Ps a citoplazmaban difflzioval jut el az ER
felszinén talalhatd receptorahoz, melynek aktivacidja az organellum Ca?*-raktarainak
iiriiléséhez és ezzel parhuzamosan a citoplazmatikus Ca?*-koncentracié emelkedéséhez
vezet. A DAG a PM-ban marad és aktivalja a PKC enzimet. Egyes formak esetében ebben
a parhuzamosan emelkedd Ca®*-koncentracionak is szerepe van. A PtdIns(4,5)P2 PM-
szintjének csokkenése soran a lipid reszintézise pillanatszerien beindul, melynek
szabalyozasa eml0s sejtekben nem ismert, élesztében az Opyl fehérje funkciojahoz kotik
(88). A folyamat sordn a nagy aktivitassal rendelkez6 I-es tipusi PIP5K-ok fokozott
miitkodésének koszonhetéen a lipid el6anyaganak, a PtdIins4P-nak a mennyisége is
gyorsan csokkeni kezd. Ezzel parhuzamosan megindul a PtdIns4P-nak az ujraképzdédése,
amely a PI4KA enzim részvételével zajlik (89). Munkacsoportunk kordbbi munkaja a
PKC szerepére vilagitott rd az enzim aktivaciojaban (90), melynek fokozott mitkdése
ugyancsak a jelpalyahoz kothetd6 az el6zOekben részletezett modon. Kordbbi
enzimkinetikai vizsgalatok alapjan a PM-ban talalhatd PIP5K enzimek aktivitasa joval
meghaladja a PI4KA-ét, igy a PtdIns(4,5)P2 reszintézisében a sebességmeghatarozo

Iépésének a PtdIns4P ujraképzodésének titemét tekinthetjiik (91). A PIP5K enzimeknek

24



DOI:10.14753/SE.2018.2147

nem ismert széleskortien alkalmazott gatloszere, azonban PI4AKA enzim érzékeny a
wortmanninra, melyet mar régota alkalmaznak az enzim szerepét elemz6 kutatdsokban
(43). Sajnos ez a gatloszer nem specifikus a PI4K-ok ezen izoformajara, st a PI3K-ok
aktivitasat mar joval alacsonyabb koncentracioban is gatolja, igy nem tekinthetd
specifikus gatldszernek a vizsgalatokban. Az utobbi iddben megjelent egy uj vegyiilet, az
Al (92), amely mar sokkal specifikusabb az enzim gétlasa tekintetében, ugyanis az el6bb
emlitett PI3K-ra abszolut nincs hatassal, mig az enzimmel rokon PI4KB fehérje

miikodését is csak kismertékben befolyasolja.

2.2.7 Atirozin-kinaz receptorok aktivacioja sordn bekdvetkezd vailtozasok a PM PPlns-
ek anyagcseréjében

A tirozin-kinaz receptorok milkodése soran a PM PPIns-ek anyagcseréjében
bekovetkezé valtozasok szempontjabol a PI3K enzimek aktivacidja jatsza a kdzponti
szerepet. A fehérje miikodésének kovetkeztében a PM PtdIns(4,5)P2 molekulaibol
PtdIns(3,4,5)P3 képzédik, amely a korabban mar emlitett szignalizacids utvanalakat
aktivalja. A PI3K enzimek mellett a receptoraktivaciot kovetéen az 5-foszfataz
aktivitassal rendelkezé SHIP fehérjék miikodése is fokozodik, amely a PtdIns(3,4,5)Ps-
bol torténd PtdIns(3,4)P. atalakulast katalizélja. A PM PPIns-ek szempontjabol tovabbi
fontos tényez6, hogy a receptor aktivacioja a PLCy enzim mitk6dését is serkenti, melyhez
a PM emelkedett PtdIns(3,4,5)P3 tartalma is hozzajarul. A lipid emelkedett
koncentracidjanak direkt aktivalo hatasa van egyes PKC izoformakra (93), azonban a
PLCy altal katalizalt reakciout soran, ahol a PtdIns(4,5)P2 hasitasa révén Ins(1,4,5)Ps és
DAG Kkeletkezik a kovetkezményes PKC aktivacio ugyancsak megvaldsul.
Munkacsoportunk kordbbi munkaja soran bemutattuk (90), hogy ez az utvonal a PI4KA-
n Kkeresztul szignifikdns mértékben emelheti a PM PtdIns4P tartalméat, amelyre
feltehetéen a PtdIns(4,5)P2 szintjének biztositasa miatt van sziikség a folyamat soran.
Osszefoglalva tehat, a receptorok aktivacidja esetén a PM PtdIns4P tartalma emelkedik,
a PtdIns(4,5)P2 szinje nem, vagy csak kismértékben valtozik, mig a PtdIns(3,4)P2 és a
PtdIns(3,4,5)P3 egyarant névekszik a PM-ban.
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2.3 A Ras fehérjék szerepe a sejtek miikodésében

2.3.1 A Ras fehérjék altalanos jellemzése

A Ras fehérijgk a kis G-fehérjék azonos elnevezésii csaladjaba tartoznak.
Legfontosabb képviseldi a K-, N- és H-Ras fehérjetipusok, azonban a csalad tobb eltérd
izofomat, vagy mas elnevezésii tagot szamlal, ilyenek az R-Ras, az M-Ras, a Ral, a
Rapl/2 és a Rheb fehérjék (94). Ez utdbbiak miikodésérdl és szerepérol joval kevesebb
informécio all rendelkezésre, mint a csalad kitiintetett szerepl6irdl. A fehérjék funkcidja
nagyon szertedgazo, de elmondhatd, hogy egyik legfontosabb feladatuk a sejtek
novekedésenek szabalyozasaban rejlik, ugyanis kiemelt jelent6séggel birnak a
transzkripcid, a sejtciklus szabalyozas, illetve a fehérjeszintézis folyamataiban is. Ennek
megfeleléen protoonkogénként a sejtek daganatos elfajulasanak hatterében is sokszor
ezeknek a fehérjéknek a megvaltozott mitkodése érhetd tetten, melyet a COSMIC
(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) adatbazisban fellelhet6 adatok is
alatamasztanak. A human daganatok 25%-aban megtalalhaté a Ras fehérjék mutacidja,
melyek kozil a K-Ras mutacids rataja a legnagyobb 85%-kal, ezt kdveti az N-Ras 12%-
kal, végil a H-Ras 3%-kal. Talalhatunk szamos olyan daganatot is, melyekben a Ras
mutacio incidenciaja kiugréan magas, ilyen példaul a pancreas ductalis adenocarcinOmaja
(95 %), vagy a colorectalis adenocarcindmak (52%) (95).

A Ras fehérjék aktivacidjaban a tirozin-kinaz receptorok jatszanak kiemelkedd
szerepet a Grb2 és a SOS fehérjéken keresztil (96,97), de egyéb Utvonalakat is ismertnk,
melyek képesek a fehérjék aktivitdsanak fokozasara (98,99). A monomer kis G-fehérjék
miikodésére altalanosan igaz, hogy nyugalmi allapotukban GDP-t kotott foméaban
talalhatoak meg a sejtekben. Aktivacidjuk soran a GDP disszocial a fehérjékrél, majd
spontan megtorténik a fehérje GTP kotése, mivel ennek mennyisége legalabb egy
nagysagrenddel meghaladja a citoplazma GDP tartalméat. Ezt a folyamatot egy GEF-
fehérje katalizalja, az emlitett jelatviteli utvonalon a SOS is ennek tekinthet6. A GTP-t
kotott formak tekinthetéek a fehérje aktiv, ,bekapcsolt” allapotanak, melyek aztan
tovabbi fehérjek miikdését befolyasoljak a sajat jelatviteli utvonalaiknak €s interakcios
partnereiknek megfeleléen. A fehérjék ,,kikapcsolasa” is tovabbi fehérjék funkciojat
kdveteli meg, ugyanis a kis G-feherjék GTP-t bontd aktivitdsa alacsony. A GTP-hasitast
elésegito fehérjék, tehat a GAP-ok kozremiikodése akar 6t nagysagrenddel is novelheti a

hasitds sebességét (100). A Ras fehérjék milkodésével és jelatvitelével foglalkozo
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kutatasokban széleskortien alkalmaznak olyan daganatok kialakulasat el6idézo
mutansokat, melyeknek az endogén GDP, vagy GTP kotése, illetve a GAP vagy GEF
fehérjekkel valo kapcsolata karosodott. Ezen tulajdonsagok alapjan szamos olyan
pontmutacio ismert (G12V, G12D, G13V, Q61A), melyek a fehérjek csokkent GTP-t
bontd képességét eredményezik, s6t a GAP fehérjékkel vald kapcsolodast is
nagymértékben gatoljak (101,102). Ennek eredményeként konstitutivan aktiv proteinek
jonnek létre, fokozott onkogén képességgel. Ezzel ellentétes hatdsi mutaciok is ismertek,
melyek kozil a legszélesebb kdrben az S17N aminosavcseret alkalmazzak (103). Ebben
az esetben a Ras GDP-t kotott formaban stabilizalodik, amely dominéns negativ jelleget
kolcsonoz a fehérjének. Ez a pontmutacio a fehérjék endogén GTP kotési zavaran kivil
a vad tipust, sOt a konstitutivan aktiv mutaciok hatasat is csdkkenteni képes, ugyanis
lekdtik a sejtek Ras specifikus GEF fehérjéinek kapacitasat, ezaltal gatoljak a tobbi
fehérje esetében a GTP kotés kialakulasat és az aktiv allapot Iétrejottét (104).

2.3.2 A Ras fehérjék membran-lokalizacidjanak kialakulasa

A Ras fehérjéket alapvetden a kisméreti periférids plazmamembran fehérjék kozé
soroljuk. Ennek megfelelden a bevezetében is részletezett moédon a Ras fehérjék
membran-asszociacidjanak kialakitdsdban poszttranszlacios lipidmodositas jatszik
szerepet. A Ras fehérjék esetében a legjelent6sebb szereppel bird variansoknak a K-, a
H-, illetve az N-Ras formakat tekintjik. A K-Ras esetében két eltéréen miikkodd izoformat
is elkllonithetiink: a K-Ras 4A-t és a K-Ras 4B-t. A két izoforma kozotti killonbséget a
membranhoz vald kapcsolatukban kell keresniink. Mint ahogyan ennél a két izoformanal
i1s, a csaladba tartoz6 fehérjék mind a négy képviseldjérdl elmondhato, hogy a
szekvencidjuk nagyfokd homoldgiat mutat, abban lényegi eltérés csak a C-terminalis
régionak megfelel6 irdnyitd-szekvenciaban talalhatd, melyet nem teljesen helyesen
sokszor csak CAAX domenként jellemeznek. CAAX doménnek szigortan csak a
molekula utolsé négy aminosavabdl allé motivumot nevezziik, ahol a C ciszteint, az A
alifas aminosavat jel6l, mig az X a lipidmodositat végz6 enzimek felismerése miatt
fontos: ha ebben a poziciéban metionin, szerin, glutamin, alanin, vagy cisztein talalhato,
akkor farnezilécid, ha leucin vagy glutamat, akkor gernilgeranilacio torténik. A szakasz
elsé cisztein aminosavan jon létre a bevezetésben bemutatott mdédon a prenilalocié a

poszttranszlacidés modositas soran, igy biztositva a fehérje kezdeti lipidkdtését az ER-on
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a szintézistk utdn (5. abra). Fontos megemliteni, hogy a Ras fehérjek mutacios
szekvencia-analizise soran nyert adatokbol egyértelmtien lathatd, hogy mutacio az esetek
tulnyomd tobbségében a fehérjék N-termindlis részén, a GTP kotesért és a tovabbi
interakciok létrehozasaért felelés szakaszon fordul el (102). Ez a tény is muatatja a
szakasz kiemelt jelentdségét és nagyfoku konzervaltsagat a sejtélettani folyamatokban.

A fehérjéknek mind a négy tipusa farnezilacion esik &t a poszttranszlacios folyamat
sorén, azonban a H- és N-Ras, illetve a K-Ras 4A izoforma esetében tovabbi
lipidmodositas is torténik, melynek soran az iranyitoszakaszokon beliil talalhato cisztein
oldallancokon palmitoilécié tortenik (5. abra). Ez a H-Ras fehérje esetében rdadasul ket
pozicidban is bekdvetkezik (105). A K-Ras 4B esetében nem talalhatéak tovabbi helyek,
ahol lipidmodositas torténik, azonban a feherje iranyito-szekvenciajaban szamos pozitiv
toltéssel rendelkez6 aminosav taldlhatdo, melyek a plazmamembran negativ toltést
foszfolipidjeivel elektrosztatikus interakcidkat hoznak létre, igy képesek a tovabbi
lipidmoddositasok hidnyat kompenzalni és a fehérjét a negativ toltésekben bdvelkedd
membranokhoz iranyitani (106). A K-Ras 4A izoforma esetében a palmitoilacion kivil
ugyancsak megtalalhatoak pozitiv t6ltésti aminosavak az iranyito-szekvenciaban, melyek
az elektrosztatikus interakciokon keresztiil a membranasszociécid stabilitasat tovabb
novelhetik (107). Az irodalombdl ismert, hogy a prenilacio hidnya esetén a fehérjek
citoplazmatikus elhelyezkedésiivé valnak és képtelenek lesznek a szignalizaciora (108).
Azonban azt is bebizonyitottak, hogy a csak prenilalt szarmazékok diffiz endomembran
elhelyezkedést mutatnak (109,110).

A lipidmodositasoknak megfeleléen a Ras fehérjék a lipidmodositasoknak feltletet
biztosit6 endomembranokon is megtalalhatéak a PM-on kivil (5. dbra). Ezen kivil, a
lipidmodositasaik, illetve a pozitiv toltéseik réven elfogultak lehetnek egyes
membranrendszerek iranyaba, melyet jol mutatnak a fehérjék iranyitd-szekvenciaival
végzett kisérletek is (110,111). Ezek alapjan mindegyik izoforma megtalalhat6é az ER-on,
ahol a farnezilécio altal kihorgonyzodva varjak a modositasuk utolsd Iépéseit, tehat a
CAAX doménjuk utolsé harom aminosavanak levagasat és a lanc végének metilaciojat,
melyet az RCE1 és az ICMT enzimek katalizalnak (112). A tovabbi torténéseket tekintve
a K-Ras 4B sorsa elvalik tarsaiétol, ugyanis itt nem torténik tovabbi modosités a fehérje
készen all funkcidja ellatasara. A méasik harom Ras esetében palmitoilacio kovetkezik be,
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amely féleg Golgi lokalizalt enzimek altal kataliz&lt (113), igy a fehérjék ennek a
membrannak a felszinén is megtalalhatéak.

A fehérjék a modositasok végeztével a PM felé veszik az iranyt, azonban az
Utvonalak esetében kulonbségeket talalunk. A palmitoilalt szarmazékok a sejt vezikularis
transzportrendszerét hasznalva kijutnak a Golgibol a PM-ra (111), tehat a szekretoros
vezikuldk felszinén is megtalalhatéak. Fontos azonban megjegyezni, hogy a
palmitoilacios folyamat reverzibilis a fehérjék eseteben, amelyet a Ras esetében is
sikeriilt kimutatni. Ennek koszonhetden csokken a fehérjék PM kotésének erdssége, igy
a depalmitoilalt szarmazékok ismét visszatérnek a Golgi felszinére, ahol Uujfent
megtortnik a palmitoil&cids folyamat, amely egy Uj ciklus kezdetét jelenti a PM és a Golgi
kozott. A folyamat vizsgalata soran arra is fény derult, hogy a fehérje PM-rdl torténd
visszatérése nem igényli a sejt vezikularis membranrendszerét, hanem egy ettdl fliggetlen

atvonalon jon létre (114).

< >-CAAX _... <_ > RAS izoformak
CAAX

WVWAAAAA palmitoil-csoport

1 % AP famezil-csoport
AP geranylgeranyl-csoport
ER <>-CAAX

lgi
reciklizalo coly
C-OMe endoszoma

HRAS

PDES i)

KRAS4A
<>-C-0Me
[K]n-C-OMe -c OMe -[K]n-C-[K]n-C-OMe
KRAS4B HRAS
NRAS KRAS4A

5. dbra — A Ras fehérjék subcellularis lokalizaciéjanak és membrankétésének szabalyozasa, forras (95). A
fehérjeszintézis utan a CAAX domént geranilgeranil-transzferdz (GGTASE-I) és farnezil-transzferaz (FTASE)
enzimek ismerik fel, ezaltal megtorténik az elsd lipidmodositas az endoplazmas retikulum (ER) felszinén. Ezek utan a
fehérjék tovabbi atlakitasa is létrejon az RCE1 és az ICMT fehérjék altal, melyek elészor a CAAX domén AAX
motivumat tavolitjak el, majd egy metilcsoportot kapcsolnak (-OMe) a fehéjék C-terminalisahoz. Ezek utan a folyamat
elvalik, és a K-Ras 4B (KRAS4B) izoforma szolubilizald faktorok és reciklizal6 endoszémak kozvetitésével a PM-ra
kertll, és a pozitiv toltéseinek koszonhetden (-[K]n-) stabilizalddik. A tobbi izoforma a Golgi membrénjan
palmitoilalodik acil-protein tioészteraz (APT) és palmitoil-aciltranszferaz (PAT) enzimek kozremiikodésével, majd
vezikuléris transzporttal a PM-hoz jutnak, ahol stabil kotés kialakitasara képesek.
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A K-Ras 4B esetében egy masik Utvonalon kovetkezik be a fehérje PM-hoz jutasa,
ugyanis itt hianyzik a palmitoilaciés 1épés a molekula poszttranszlacidés modositasa soran.
Ebben az esetben olyan fehérjéket azonositottak, melyek szolubilizaciés faktorként
miikédve a kapcsolodo lipidlancok kovetkeztében lipofil természettivé valt molekulat
atsegitik a hidrofil természeti citoplazman a célmembran eléréséig tartd uton. A fehérjék
ko6zos jellemz6je, hogy a harmadlagos szerkezetiikben egy olyan hasadék talalhato, amely
a farnezilcsoport befogadasara képes, igy elzarva a Ras fehérjék lipidmodositasait a
hidrofil kérnyezetben. Ily mdédon a K-Ras 4B fehérje intracellularis mozgasat a szintézis
és a lebontas kozotti életében mindvégig segiteni tudjak, mig a H-, illetve N-Ras
fehérjéknél az emlitett PM-Golgi ciklus soran a PM-rdl disszocialo, depalmitoilalt formak
transzportjat vegzik. A K-Ras 4B esetében ezt a szerepet a galectin-3 fehérje vegzi (115),
mig a H-, illetve N-Ras formaknal a galectin-1 fehérjérol irtak le ezt a funkciot (116,117).
Ezeken kivll ismert még egy fehérje, a PDES amely mind a harom fehérje esetében képes
betdlteni ezt a szolubilizalé funkciot (118,119). A K-Ras 4B transzportjaban a
szolubilizalo faktorként miikodd fehérjéken kiviill még szerepet tulajdonitanak a
reciklizalo endoszomaknak is, melyek szabalyozott mdédon atvehetik a farnezilalt K-Ras
4B molekulakat a PDES fehérjékrol, és segitik azok PM-hoz torténd szallitasat (179).

2.3.3 A Ras fehérjék altal elinditott jelatviteli dtvonalak

A Ras fehérjék aktivaciojanak mechanizmusat a fejezet bevezetdjében mar
ismertettem. Arrdl is volt szd, hogy az egyes Ras izoformak a sejtek eltéré membran-
rendszereihez kapcsolddhatnak, arrél azonban még nem tettem emlitést, hogy a fehérjek
aktivacidja milyen kdvetkezményekkel jarhat, illetve, hogy ez kapcsolatban all-e a
fehérjék sejten beluli elhelyezkedésével. A PI3K jelpdlydban a Ras fehérjék
szerepvallalasa egyértelmiien bizonyitott, molekuldris hattere jol feltérképezett. A GTP-t
kotott aktiv Ras fehérjék a PI3K-ok katalitikus p110-es alegységét kotik, majd aktivaljak
az enzimet. A kindz aktivaciojdhoz vezeté masik gyakori utvonal a regulatoros
alegységeken keresztil valosul meg, melyet a PPIns-ek fejezetben mar bemutattam a
PtdIns(3,4,5)P3 szintézisének leirasakor (4. abra). Mind a két Gtvonal a tirozin-kinaz
receptorok aktivalodasdhoz kothetd, a két folyamat erdsiti egymast a maximalis
enzimaktivitas elérése céljabol (120). A jelpalya soran a Ras protooncogen szerepének

kdzvetitésében az mTOR-t tartalmazo fehérjekomplex aktivalasa és a Bad proapoptotikus
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hatasu fehérje gatlasa jatszik kiemelt jelentéségii szerepet, ami a sejtek apoptézisanak
csokkenéséhez és a sejtek fokozott tuléléséhez vezet (121). Az mTOR a tovabbiakban az
S6 kinase 1 (S6K1) fehérje mikodését fokozza, mig a eukariota iniciacids faktor 4E
gatlasat csokkenti, mely folyamatok végeredményekeént a sejt fehérjeszintézisét fokozza
(122). A PI3K jelpalya részeként aktivalodik a Rac kis G-fehérje, melyen keresztil a
citoszkeleton-atépiilés szabalyozasa figyelhetd meg, amely a sejtek migracidjaban tolt be
fontos szerepet (123). A jelatviteli utat részletesen bemutato abrat (4. abra) a PPIns-ket
ismertetd részben, a PtdIns(3,4,5)P3-nal mar bemutattam.

A MAPK kaszkad aktivalasa ugyancsak fontos a Ras fehérjék protoonkogén
mitkodésének létrehozasaban. A jelpalya kezdeti 1épéseként az aktiv Ras fehérje a p21-
Raf-kinaz fehérje PM kihorgonyzodasat és miikodését is fokozza (124). A kovetkezd
Iépésben az aktiv Raf fehérje a MEK1 és MEK2 kinazokat serkenti (125), melyek
folytatva a kaszk&dot az Erk1/2 fehérjék foszforilacidjat katalizaljak (126). A folyamat
zarésaként a foszforilélt Erk proteinek a sejtmagba transzlokalodnak és transzkripcios
faktorokat aktivalnak, tébbek koz6tt a c-Myc, c-Jun, c-Fos és Elk-1 faktorokat, melyek a
sejtek proliferacios, differenciacios és transzkripcids valaszait hozzak létre (127). A
folyamatban allvanyfehérjék szerepét is leirtdk, melyek a jelpalya soran aktivalodo
fehérjéket a PM-on egy komplexbe témoritik, eldsegitve ezzel a folyamat minél gyorsabb
végbemenetelét (128).

A Ras jelpalya harmadik f6 Gtvonala a RalGEF csaladba tartozé fehérjék aktivacioja,
melynek soran a Ral kis G-fehérje jelatvitele fokozddik (129,130). A Ral fehérjék
felépitésiiket tekintve nagyfok( hasonlésdgot mutatnak a Ras fehérjékkel, ugyanis
hasonléan a Rasokhoz, itt is egy N-terminalis GTP-kot6 és interakcios doménre és a C-
terminalis iranyito-szekvenciara oszthaté fel a feherje. A Ral irdnyitd-szekvenciaja
raadasul nagyfoku hasonldsagot mutat a K-Ras 4B-vel, hiszen itt is tébb pozitivan toltott
aminosavat talalunk a szekvenciaban. Azonban van egy fontos kiilonbség, mégpedig az,
hogy ennél a fehérjénél a CAAX domén aminosavainak koszonhetéen nem farnezilacio,
hanem geranilgeranilacié torténik (131). Ezen tGlmenden egy tjabb kézlemény arrol
szamolt be, hogy a fehérje poszttranszlacios 1épéseiben a mar ismertetett RCE1 és ICMT
fehérjék altal katalizalt modositasokon Kivil egy jarulékos palmitoilécio is létrejohet a
CAAX-domeénen belul (132). A Ral fehérjék jelatvitelét tanulméanyozva elmondhato,

hogy nagyon szertedgazo funkcidkkal birnak, részt vesznek az exo- es endocitozis
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folyamataiban (133,134), az aktin citoszkeleton regulacidjaban (135), de fontos szerepet
tulajdonitanak nekik a transzkripcid, a sejtproliferacio és a sejtek talélési jelpalyaiban is
(136). Ezeken Kkivil szereplket leirtak mar masodlagos hirvivok képzésében is (137,138).

2.4 A kapacitativ kalcium-bearamlas (SOCE) szerepe és szabalyozasa emlos

sejtekben

A SOCE soran az extracellularis térbol egy csatornan keresztiil Ca?*-ionok lépnek be
a citoplazméaba. A Ca®*-aramot két fehérje, az ER-ban talalhat6 STIM (-1 és -2) (139) és
a PM-ban talalhato Orai (1, 2 és 3) (140-142) fehérjek kapcsolodasa inditja be, melynek
kezdeti Iépése a sejt kalciumraktaranak, az ER-nak a Ca?*-deplécidja. Az ER tipusosan a
PLC enzimek aktivaciojat kovetden, a citoplazmatikus Ins(1,4,5)Ps-koncentracio
emelkedésekor tesz szert olyan mértékli permeabilitdsra, amely az ionok nagyfoku
vesztéséhez vezet a nyitott Ins(1,4,5)P3-receptorokon keresztiil. Ilyen mértékii PLC
aktivacio a Gg-fehérjéhez kapcsolt 7-TM receptorok, a tirozin-kinaz receptorok, illetve a
nem receptor tirozin-kinazok aktivaciojakor figyelheté meg (143).

A folyamat sordn az ER Ca®**-tartalmanak csokkenését a STIM-1 és -2 fehérjék
érzékelik. Szerkezetiket tekintve a STIM fehérjék harom részbdl allnak: egy
citoplazméba nyuld C-terminalis régiobol, egy egyszeres transzmembran-doménbdl,
melyekkel a protein az ER membranjaba agyazodik, és az N-terminalis Ca®*-koté
doménbdl, amely az ion megkdtésére alkalmas, jellegzetes EF-kéz motivumokat
tartalmaz (144). A STIM fehérjék két izoformajanal, tehat a STIM-1-nél és a STIM-2-nél
a legnagyobb kilonbseg ebben az utobbi régioban van. A STIM-2 molekula azonos
régioja joval kisebb affinitassal koti a Ca®*-ionokat, ezért joval kisebb raktaririilést is
érzékelni képesek, mint ahogyan azt a STIM-1-nél tapasztalhaté (145). Ennek a
jelentdsége a két fehérje eltéré mitkodésében is megnyilvanul, ugyanis a STIM-2 fehérje
a sejtek nyugalmi Ca?*-haztartasanak (146), és a raktarak toltottségi allapotanak
fenntartasaért felel, mig a STIM-1 fehérje f6 funkcidja a jelentds Ca®*-felszabadulassal
jaro allapotok utan a raktar ujratoltésében rejlik, tehat a klasszikus értelemben vett SOCE
mechanizmusa sokkal ink&bb ehhez az izoformahoz koéthetd. Tovabbi érdekesség, hogy
a Ca?"-érzékelést végzd luminalis domének az EF-kéz motivumon kivil még
tartalmaznak egy hidroféb aminosavakbol allé a-hélix struktarat is, melyeken keresztiil a

fehérjék oligomerizalodhatnak az EF-kéz domén Ca?*-kotésének megsziinésekor
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1étrejové konformaciovaltozast kovetden (147). Ennek az oligomer-képzesnek ugyancsak
fontos szerepet tulajdonitanak, mivel ilyenkor jon létre a molekula citoplazmatikus C-
terminalis részének a konformaciovaltozasa, amely késébb a PM-ban talalhaté Orai
fehérjekkel alakit ki interakciot (148). A folyamat soran a STIM fehérjek a tubularis ER-
szakaszokrol az ER-PM kozott kialakulé kontaktpontokba vandorolnak, ahol a ket
orgenellum kozott 1évé hozzavetélegesen 13 nm-es tavolsag athidaldsa utan (149),

megtorténik az Orai és STIM1 fehérjék kapcsolata (6. abra).

extracellularis tér Ca?*
[PREHIP PREL
citoszol
Orail
STIM1
i =
CC1
EF 24 ER lumen
ta aktiv STIM1
nyugalmi — dimer/oligomer —— vandorlas ——— Orail
allapot a4 allapot a kontaktpontokba aktivalas

Urillés

6. abra A STIML1 és Orail fehérjék kapcsolddasanak folyamata a SOCE aktivalodasa esetén, forras (150) A
SOCE folyamata az ER-nak, mint raktarnak az Uriilésével veszi kezdetét, melyet a STIM1 fehérje luminalis EF-
doménjei regisztralnak. Ezek utan elkezd6dik a STIM1 fehérjék dimerizacidja majd oligomerizacidja, melyben az
ugyancsak luminalis SAM doménnek van kiemelt jelentésége. Ezzel parhuzamosan a fehérje citoplazmatikus része
LKinyilik”, igy szabadda valnak a CAD doménjei, amely késébb az Orail-hez kapcsolddik és aktivélja a fehérjét. A
SOCE aktivalddasanak tovabbi feltétele a STIM fehérjék kontaktpontokba valé vandorlasa és stabilizalasa, melyben a
fehérje PBD doménjei vesznek részt a PM negativ toltésii lipidjeinek, példaul a PIP2-nek a kotésével. A folyamat végén
a hasonldan besliriisodott Orail fehérje és a STIM1 kozott kialakul a direkt kapcsolat és 1étrejon kalcium-aram.

Az Orai fehérjék 4 transzmembrandoménnel rendelkeznek, és mind az N-, mind a C-
terminalis szakaszuk intracellularisan helyezkedik el (151). A két fehérje
kapcsolddasaban szerepet jatsz6 molekularészleteket mindkét fehérje esetében tobben,
részletesen vizsgaltidk. Ugy tiinik, hogy mind a két fehérje részérél a C-terminalis
szakaszoknak van kiemelt jelentésége a molekulak kezdeti kapcsolddasaban, mig az Orai
fehérjek N-terminalis részének pontos szerepét még nem ismerik, de feltételezik, hogy a
kapcsolat stabilitasanak erdsitéséért, vagy a csatorna kapuzasi mechanizmusaért felel
(152-154). A két fehérje kapcsolddasi mechanizmusénak részletesebb megismerése
érdekében, illetve a minimalisan elegendé molekularészletek meghatarozasahoz, amely
még elégséges a két molekula kapcsolddasahoz szamos vizsgalat készilt. Ezekben

mutaciokat, és trunkalt szakaszokat tartalmazé STIM1 fehérjéket hasznéltak. Az
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eredmények alapjan egyértelmiien latszik, hogy a fehérje C-termindlis SOAR
doménjének megléte sziikséges, és elégséges feltétele a funkcionalisan aktiv
csatornamiikodéshez, ugyanis a fehérjedarab tranziens expresszidja esetén konstitutivan
aktiv Ca?*-aramot tapasztaltak (152,155). Fontos azonban megjegyezni, hogy sem az Orai
fehérje, sem az ily modon megroviditett STIM1 fehérje nem képes a PM-ER
kontaktpontokban felhalmozodni, habar oligomerizaciora igy is képes, ami bizonyitja,
hogy a folyamathoz ez a molekularészlet nem jarul hozza (156). Abban az esetben, ha a
STIM1 fehérjék tartalmazzak a C-terminalis végen elhelyezkedé polibazikus
fehérjeszakaszt (PBD, 6. abra), akkor lehet6vé valik a fehérje dusulasa dnmagaban is,
amely a domén kiemelt jelentdségére mutat ra (157). Feltehetden a STIM fehérjék ennek
a segitségével képesek a kontaktpontok megtalalasara, ugyanis, ha a PM kozel
helyezkedik el az ER-ban t6rténé diffuzidjuk soran, akkor a polibazikus részek megkatik
kapcsolat be nem kovetkezik.

Ennek a folyamatnak a valdsziniiségét novelik azok a vizsgélatok, melyekben a
polibazikus régiok lipidkotését vizsgaltak liposzomak segitségével. A kisérletek soran azt
tapasztaltdk, hogy a STIM1 fehérje polibazikus régidja csak dimer, vagy tetramer
forméban kotdtte a PM-ban nagy mennyiségben megtaldlhatdé PtdIns(4,5)P2-ot, mig a
STIM2 fehérje azonos szakasza mar egyedi molekulaként is nagy kotéser6sséggel birt
(158). Egy tovabbi vizsgalatban €16 sejteken is vizsgaltak a PM PtdIns(4,5)P2 és
PtdIns(3,4,5)Ps tartalmdt a SOCE mikodésével oOsszefiiggésben, és a lipidek
csokkentésekor nem jott 1étre a fehérjék dusulasa kontaktpontoknak megfelelden, illetve
a csatornan keresztiili aram is megsziint (159). Ezeken kivil a PM PtdIns4P tartalméanak
szerepére utalo kozleményt is taladlhatunk az irodalomban (160). A felsoroltakbol is jol
lathato, hogy a PM toltéseit biztositd lipideknek a szerepe még nem egyértelmiien
bizonyitott a folyamatban, ezért munkam egyik céljaként a folyamatban szerepld lipidek
vizsgalatat tiiztem ki, melyek eredményeit az Eredmények c. fejezetben mutatom be

részletesen.
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3 Célkitiizések

Dolgozatom korabbi részeiben bemutattam, hogy a fehérjék PM lokalizaciojaban
fontos tényezd lehet a fehérjék pozitiv toltésti aminosavai és a PM negativan toltott
foszfolipidjei kozott kialakulo elektrosztatikus interakcio. Tovabba ismertettem a
foszfoinozitid molekulak csaladjat, mint szerteagaz6 funkciokkal bird lipideket, melyek
feltehetden hozzajarulnak az ilyen jellegii interakciok kialakulasahoz a PM-on.

Munkam soran két témakdrrel foglalkoztam, melyekben a kdzds pontot a PM PPIns-
frakcidi, illetve ezek szabalyozd szerepe szolgaltatta. Az elsé részben a periférias PM
fehérjek, azon beliil elsésorban a Ras fehérjecsalad sejten belili elhelyezkedéseben és
funkciojaban bekovetkez6 valtozasokat vizsgaltam a PM PPIns lipidjeinek csokkentése
sordn. A mésodik részben ugyancsak a lipidek szerepét vizsgaltam egy mésik folyamat,
a kapacitativ kalcium-bearamlas (SOCE) szabalyozasaban.

A vizsgalatok el6tt, a munkaterv megvalositasahoz az alabbi celokat és feladatokat

tliztem ki magam elé:

A periférids plazmamembran-feherjék, kulonds tekintettel a Ras fehérjék

mozgasanak kovetésére alkalmas kvantitativ modszer kifejlesztése

- A periférias plazmamembran-fehérjék, illetve a Ras fehérjék lokalizaciojanak
és a mozgasuk Utvonaldnak vizsgalata a PM PPIns deplécidja soran

- Az egyes PM PPIns molekuldk szerepének vizsgalata a fehérjék
lokalizacidjaban

- A Ras fehérjék gyors intracellularis mozgasat eredményezé fiziologias
folymatok vizsgélata

- A Ras fehérjék PPIns fliggd mozgasabdl eredd funkcionalis kdvetkezmények
feltérképezese

- A PM PPIns molekuldk szabalyoz6 szerepének vizsgalata a SOCE

folyamatédban
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4 Modszerek

4.1 A Kisérletek soran hasznéalt anyagok

A molekuléris biologiai reagenseket, beleértve a restrikcids enzimeket, a Fermentas
cégt6l (Vilnius, Litvania) rendeltik. A polimerdz-lancreakciohoz hasznéalt Pfu Turbo
Hotstart polimerazt az Agilent Technologies cégtdl (Santa Clara, CA, USA) szereztik be.
A sejtvonalak fenntartasahoz sziikséges szdvetkultira edényeket, illetve a kisérletekhez
hasznalt 24-, illetve 96-lyuk( lemezeket a Greiner Bio-One GmbH-tol (Kremsmunster,
Ausztria), mig a konfokalis mikroszkopos vizsgalatoknal alkalmazott 8-lyuku p-Slide-
okat az IBIDI GmbH-t6l (Martinsried, Germany) vasaroltuk. A sejtek transzfekciojahoz
hasznat Lipofectamine 2000-et az Invitrogen (Carlsbad, Kalifornia, USA), a GeneCellin
reagenst pedig a BioCellChallenge vallalattél (Toulon, Franciaorszag) rendeltik. A
colenterazin h szubsztrat a Regis Technologies cég (Morton Grove, lllinois, USA)
terméke. A kiserletek soran alkalmazott rapamycint a Selleckchem-t61 (Houston, Texas,
USA), az ionomycint az Abcam-t61 (Cambridge, UK), a deltarasin-t a Cayman
Chemicals-tdl (Ann Arbor, MI) véasaroltuk. Az Al vegyilet Balla Taméas (NICHD, NIH,
Bethesda, Maryland, USA) kollaborécios partneriink munkacsoportja altal szintetizalt
vegyilet, melyet rendelkezéslinkre bocsajtott. Az 6sszes tobbi, nem részletezett

vegylletet és anyagot a Sigma-Aldrich cégtél (St. Louis, Missouri, USA) szereztiik be.

4.2 Plazmidkonstrukciok

A vad-tipusu M3 muszkarinos acetilkolin receptort (M3R) (N-terminalisan 3x-os HA
epitop jel6lést tartalmaz) az S&T cDNS Resource Center-t6l (Rolla, Missouri, USA)
rendeltiik. A vad tipusu, human epidermalis ndvekedési faktor receptort (EGFR) (90), és
a nem internalizal6d6, mutans 1A tipusu patkany angiotenzin Il receptort (AT1R-A319)
(161) munkacsoportunk mar korabban is hasznalta.

A kiilonb6z6 plazmamembranhoz iranyitott Venus konstrukciok elkészitéséhez a
jelolt fehérjék rovid iranyitd-szekvencidit kodold6 DNS-szakaszokat DNS-oligo
forméajaban a Sigma-Aldrich cégnél (St. Louis, Missouri, USA) szintetizaltattuk meg: a
Lyn fehérje N-terminalis 14 aminosavat (Lyni-14, Genebank elérési szam: NM_002350.3)
(162), az Lck fehérje N-terminalis 10 aminosavat (Lcki-10, Genebank elérési szam:
NM_005356.4) (163), a c-Src fehérje N-termindlis 15 aminosavat (c-Srci-15, Genebank
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elérési szam: NM_005417.4) (163), illetve a K-Ras és a H-Ras fehérjék C-terminalis 22
aminosavét (K-Ras-CAAX és H-Ras-CAAX, Genebank elérési szamok: NM_004985 és
NM_005343) (164). Ezek utan a rovid DNS-szekvencia darabokat az N-terminalis
irdnyitdszakaszok esetében N1-es (Clontech Laboratories, Mountain View, Kalifornia,
USA), mig a C-terminalisok esetében Cl-es (Clontech Laboratories, Mountain View,
Kalifornia, USA) plazmidba helyeztiik be a monomer Venus (tartalmazta az A206K
mutaciot (162)) fluoreszcens fehérjeét kddol6 DNS-szakasz elejére, illetve végére az
Nhel és Bglll, illetve EcoRI és BamHI restrikcids enzimek segitségével. A fazids fehérjek
létrehozésakor az alabbi aminosavakbol allo 6sszekoté szakaszokat hasznaltuk: a Lyni-
14-Venus esetében a DPTRSRAQASNSDPPVAT, az Lcki-10-Venus és a c-Srci-15-Venus
esetében a NNNNDPTRSRAQASNSDPPVAT, mig a Venus-K-, és Venus-H-Ras-
CAAX konstrukciokndl a NEQRSRAQASNS szakasz kerilt beépitésre. A teljes
hosszusagu, konstitutivan aktiv mutans Citrine-K-Ras G12V fehérjét (Genebank elérési
szam: NM_004985), illtve a teljes hosszUsagu vad tipusu és konstitutivan aktiv mutans
YFP-H-Ras WT és YFP-H-Ras G12V konstrukciokat John F Hancock professzor
bocsajtotta rendelkezésiinkre. A kapott konstrukciokban lecseréltiik a fluoreszcens
fehérjéket az irnyitd-szekvenciakndl is hasznalt monomer Venus fehérjére, melyhez a
Ras fehérjék DNS-szekvenciajat polimeraz-lancreakcié (PCR)  segitségével
sokszorositottuk, majd a monomer Venus DNS-szekvencidjat tartmalmazo C3-as
plazmidba ligaltuk Sacl és Kpnl restrikcios enzimek segitségével. Az igy kapott
konstrukcidokban a fluoreszcens fehérje és a Ras fehérje DNS-szekvencidja kozotti
Osszekoté szakasz aminosav-szekvencidja a YSDLELTTMYPYDVPDYA volt. A
hidnyz6 dominans negativ mutansok (K-Ras S17N és H-Ras S17N), illetve a vad tipusu
K-Ras (K-Ras WT) fehérje DNS-szekvenciajat a konstitutivan aktiv mutans DNS-
szekvencidjanak felhasznalasaval, iranyitott mutagenezissel hoztuk létre.

A kiilonb6z6 endomembranokhoz iranyitott luciferaz konstrukciok elkészitéséhez a
kovetkez6 fehérjék teljes hosszisagu formajanak, vagy azok irdnyitdszakaszainak DNS-
szekvencidit hasznaltuk fel: a mitokonrium esetében a TOM 70 fehérje els6 30
aminosavat (Genebank elérési szam: X05585.1), a Golgi-hoz torténd iranyitasnal a
TGN38 fehérjét (Genebank elérési szdm: BC008461), az endoplazmas retikulum (ER)
eseteben a Sacl fehérje C-termindlis szakaszat (Genebank elérési szam:
NM_001179777), mig a korai endoszoméknal (EE) az EEA1 fehérje Fyve-doménjét

37



DOI:10.14753/SE.2018.2147

(Genebank elérési szam: BX648463). A TOM 70 fehérje els6 harminc aminosavanak
DNS-szekvencigjat megszintetizaltattuk, majd super Renilla luciferaiz DNS-
szekvencigjat (165) tartalmazd N1 plazmidba helyeztik az Nhel és Bglll enzimek
segitségével. A TGN38 (166), Sacl (149), illetve EEALl (167) fehérjék emlitett
fragmentumait méar korabban hasznaltuk. A fehérjék megfelelé darabjait kddolé DNS-
szakaszokat PCR segitsegével sokszorositottuk, majd a super Renilla luciferaz DNS-
szekvencigjat tartalmazé N1-es plazmidba helyeztik az Nhel és Bglll enzimek
segitségével a TGN38-Luciferdz konstrukcio esetében, vagy super Renilla luciferaz
DNS-szekvencigjat tartalmazd C1-es plazmidba helyeztik az EcoRI és BamHI restrikcios
enzimek hasznalatdval a Luciferaz-ER és a Luciferaz-EE fehérjék szekvenciainak
elkészitésekor. A konstrukciok létrehozasa utan az alabbi aminosavakbdl allé 6sszekoté
szakaszok voltak a luciferaz enzim és az endomembran rendszerekre jellemz6 specifikus
fehérje(darabok) kdzott: DPTRSRAQASNSDPPVAT a Golgihoz és a mitokondriumhoz
irnyitott konstrukcio esetében, mig SGLRSRAQASNSRYV és RSRAQASNSRYV az ER-
hoz és az EE-hoz iranyitott enzim esetében.

A rapamicinnel indukélhaté plazmamembran lipid-deplécios rendszer tagjait,
beleértve a mikroszkdpos méréseknél hasznalt T2A-szakasszal 6sszekdtott format (90), a
TGN38-FRB-mRFP konstrukciot (166), melyet a citoplazmatikus foszfatdz Golgira
torténd irdnyitdsara hasznaltunk, illetve a munkaban szerepldé plazmamembran lipid-,
Ins(1,4,5)P3-(R265K) és Ca?*-szenzorok készitésének lépéseit korabbi munkankban mar
részletesen bemutattuk(90,168).

4.3 Alkalmazott sejtvonalak

A kisérleteket HEK 293T, COS-7 és HelLa sejteken végeztem, melyeket az ATCC
(Masassas, Virginia, USA) cégt6l vasaroltunk. A sejtek tenyésztéset 10cm-es
petricsészékben végeztik 10%-os fotalis borjuszérumot (Lonza, Bazel, Svjc), valamint
penicillint (50 U/ml) és sztreptomicint (50 pg/ml) tartalmazé Dulbecco’s modified
Eagle’s mediumban (DMEM; Lonza, Bazel, Svjc), egy 37°C-o0s, 5% CO2-0s paras

leveg6t biztositod inkubatorban.
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4.4 Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

A biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer modszer két fehérje kozotti
interakcié mértésére alkalmas. A technika alapja, hogy egy luciferaz enzim, a
szubsztratjanak, a cOlenterazinnak a bontasa soran colenteramidot kepez. Ezzel
parhuzamosan fényemisszio torténik melynek spektruma 480 nm-es csuccsal
rendelkezik. Abban az esetben, ha molekularis kozelségben (<10 nm) egy olyan
fluoreszcens fehérje foglal helyet, amely képes az emlitett enzimatikus reakcid soran
keletkezett energia befogasara, akkor maga is gerjesztodik, illetve fényt bocsajt ki a ra
jellemz6 hullamhossz-tartomanyaban. Ezzel parhuzamosan, a 480 nm-es luciferdzra
jellemzé  hullimhossz-tartomanyban az  emittdlt  fényintenzitds  csokkenéset
tapasztalhatjuk. Akceptorként kisérleteinkben a VVenus fluoreszcens fehérjét hasznaltuk,
melynek emmisszids értékeit 530 nm-en mértiik. Tehat, ha a donor és az akceptor fehérjék
kdzelednek egymashoz, akkor az 530/480 nm-en mérheté intenzitasok hanyadosaban
emelkedést, ha tavolodnak egymastol, akkor csokkenést tapasztalhatunk.

A BRET meérések elvégzéséhez HEK 293T sejteket hasznéltam. A mérés el6tti napon
a 10 cm-es sejttenyésztd petricsészékben tenyésztett adherens sejteket tripszin
segitségével levalasztottam a felszinrl, majd centrifugalas utan 7x10%/ml
koncentracidban, Opti-MEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
csokkentett szérum tartalmd oldatban reszuszpendaltam Oket. Ezek utan a
sejtszuszpenzidhoz 100 pl-ként 50 pl transzfekcios elegyet pipettaztam, amely 1,5 pl
GeneCellin reagenst és 0,15-0,2 pg DNS-t tartalmazott a jelolt konstrukciokbol. Az
Osszekeverés utan a sejteket is tartalmazo keverékb6l 150 ul-t osztottam szét poli-L-
lizinnel elkezelt (0,001%, 1 6ra) 96 lyuka lemezekre lyukanként. Hat ora elteltével a
sejtekhez lyukanként 100 ul szérumot is tartalmaz6 DMEM oldatot pipettaztam. A
kisérleteket 25 oraval a transzfekcid vége utan végeztem, melyek kezdete eldtt fél 6raval
a sejteken taladlhatd médiumot a mérésekhez hasznalt 50 ul modositott Krebs-Ringer
pufferoldatra (120 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM CaClz, 0,7 mM MgSO4, 10 mM
glucose, and 10 mM Na-HEPES, pH 7,4) cseréltem le. A mérések kivitelezése 37°C-on,
Thermoscientific VVarioskan Flash Reader (PerkinElmer) szdvetkultira-edény leolvasé
készulék segitségével tortént. A BRET méresek soran a luciferdz enzim szubsztratjéul
szolgalo colenterazine h-t tartalmaz6 Krebs-Ringer pufferoldatot 40 pl térfogatban, 5

pHM-o0s végkoncentracioban adtam a sejtekhez. A mérések soran a donor és akceptor
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fehérjére jellemz6 emittalt fenyintenzitsokat egy 485, illetve egy 530 nm-es emmisszios
filter kozbeiktatasaval mértem egyenként 0,5 masodpercig, pontonként. A mérések soran
hasznalt vegyuleteket a mar emlitett modositott Krebs-Ringer pufferoldatban higitottam
ki a szlikséges koncentraciora és 10 pl-es térfogatban pipettaztam a sejtekre. A kezelések
hatadsanak kimutatasahoz minden esetben hasznaltunk olyan kontroll mérési pontokat is,
melyek ingerlése az adott vegyilet olddszerével tortént, természetesen ezeket is a mar
emlitett mdédon higitottuk és adagoltuk a sejtekhez 10 pl-es térfogatban. Az ingerlések
idején a mérést felfliggesztettiik, ugyanis a sejteket tartalmazé edény ilyenkor a miiszer
mérési terébdl az ingerlés idejéig kiadasra keriilt. Az 6sszes mérésnél 2-4 padrhuzamosan
mért pont atlagértékei adtdk az egy kisérlet soran kapott eredményt. A kisérleteket
legalabb haromszor megismételtem. A BRET-hanyadosok kiszdmolasanal az 530, illetve
a 485 nm-en mért intenzitdsok hanyadosat szamitottam ki. A plazmamembranhoz
iranyitott Venus konstrukciok és a kiilonb6z0 endomembran rendszerekhez iranyitott
luciferdz enzim kozotti interakcio merésénél a rapamycinnel (300 nM), illetve
carbachollal (10 uM) stimulalt és a kontroll (DMSO, illetve desztillalt viz) pontok kzotti
BRET-hanyados értékek kilonbségével jellemeztilk az interakcid novekedését, illetve
csokkenesét. A plazmamembran lipid szintjeinek mérésekor normalizalast végeztink, a
kiindulasi BRET-hanyados értekeket tekintettiik 100%-nak, mig 0%-nak azt az ertéket,
melyet csak citoplazmatikus luciferaz enzimet tartalmazé sejteknél mérhetiink. Erre a
korrekciora azért volt szikseg, mert a BRET mérések soran a kiinduldsi BRET-hanyados
értéke nem csak a lipidek abszolut mennyiségétdl fiigg, hanem a mérésiikre szolgald
véltozhat. A citoplazmatikusan elhelyezked6 intramolekularis szenzorok, tehat az
Ins(1,4,5)P; és a Ca?* szenzorok esetén a nem stimulalt kontrollpontok spontan
valtozasaira korrigaltam a stimulalt pontok adatait, majd a stimulélas el6tti utols6 harom
pont atlagértékére normalizaltam a gorbéket. Ezt a miiveletet az Ins(1,4,5)P3-szenzor
esetén egy reciprokra torténé atvaltas kovette, amely az adatok egyértelmiibb
prezentélasat segiti, mivel a szenzor a miikodésébol adodoan az Ins(1,4,5)Ps koncentracid

emelkedésére csokkené BRET-hanyadossal reagal.

40



DOI:10.14753/SE.2018.2147

4.5 Konfokalis mikroszkdpia

A konfokalis mikroszkopos mérésekhez HEK 293T és COS-7 sejteket hasznaltam,
melyeket a mérést megeléz6 masodik napon poli-L-lizinnel elékezelt (0,001%, 1 6ra) 8
lyukd IBIDI p-Slide-okra helyeztem 3x10%, illetve 2x10* sejt/lyuk denzitasban 300 pl
10%-os fotalis borjaszérumot, valamint penicillint (50 U/ml) és sztreptomicint (50 pg/ml)
tartalmazo Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) médiumban. A mérés elott 24 oraval
a sejtek transzfekcidja soran, a médiumot 200 pl transzfekcids elegyre cseréltem, amely
tartalmazta a szlikséges DNS konstrukcidkat 0,1 pg/100 ul, illetve a transzfekcids
reagensként hasznalt Lipofectamine 2000-et 0,165 ul/100 ul koncentracidban, Opti-
MEM médiumban. A transzfekcid utan 6 6raval a sejteken talalhato transzfekcios elegyet
ismét 300 ul, 10%-os fotalis borjuszérumot, valamint penicillint (50 U/ml) és
sztreptomicint (50 pg/ml) tartalmazo Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) meédiumra
cseréltem. A mérések el6tt kozvetleniil a sejteken talalhato médiumot 300 pl médositott
Krebs-Ringer pufferoldatra (120 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM CaCl,, 0,7 mM
MgSOs, 10 mM glucose, and 10 mM Na-HEPES, pH 7,4) cseréltem. A kiilonb6z6
vegyiiletekkel torténd stimulaciokor azokat 100 ul pufferoldatban higitottam a szikseges
koncentracidban, majd a sejtekre pipettaztam. A kisérletek soran a felvételek készitéséhez
egy Zeiss LSM 710-es tipusu pasztazo konfokalis mikroszképot (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Németorszag) és egy 63-szoros nagyitasu, 1.4-es numerikus apertdrajd
Plan-Apochromat (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) immerziés olajos
objektivet hasznaltam. A képeket multi-track frame-scan mddban, 1 pm-es optikai
szeletvastagsaggal készitettem. A képek rogzitese Zeiss Zen Black (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Németorszag) szoftverrel tortént. A mérések soran a sejtek altal expresszalt
fluoreszcens fehérjével jelolt konstrukcidkat egy 458 nm-es (Cerulean fluoreszcens
fehérje) és egy 514 nm-es (mVenus fluoreszcens fehérje) hullamhosszusagu argonlézer,
illetve egy 543 nm-es (MRFP) hullamhosszusagu fényt emittalé hélium-neon lézer
segitségével gerjesztettem. Az emittalt fenyintenzitdsok detektalasa az alabbi
hulldmhossz-tartomanyokban tortént: Cerulean: 465-480 nm, mVenus: 520-560 nm és
mRFP: 612-680 nm. A képek feldolgozasahoz Fiji és Photoshop (Adobe, San Jose, CA,
USA) szoftvereket hasznaltam.
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4.6 Sejtpermeabilizacios kisérletek

A sejtpermeabilizacios kiserletekhez Hela sejteket hasznaltam, melyeket 25 mm
atmérdji feddlemezekre helyeztem a mérést megel6z6 masodik napon 2 ml 10%-0s
fotalis borjuszérumot, valamint penicillint (50 U/ml) és sztreptomicint (50 pg/ml)
tartalmazé Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) médiumban, 2x10%fedélemez
denzitasban. A sejtek transzfekcidja soran hasonléan a konfokalis méréseknél leirtakhoz,
a médiumot transzfekcids elegyre cseréltem, amely tartalmazta a szikseges DNS
konstrukcidkat 0,5 pg/ml, illetve a transzfekcids reagensként hasznalt Lipofectamine
2000-et 2 ul/ml koncentracidban, Opti-MEM médiumban. A transzfekcio utan 6 oraval a
sejtekre 1 ml, 10%-os fotalis borjaszérumot, valamint penicillint (50 U/ml) és
sztreptomicint (50 pg/ml) tartalmaz6 Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) médiumot
pipettaztam. A Kkisérletek eldtt kozvetleniil a sejteken talalhatd médiumot 800 pl
intracellularis médiumra cseréltem (117 mM KCI, 6 mM NaCl, 1 mM KH2PQO4, 10 mM
K*-MOPS, 2 mM EGTA, 0,5 mM MgCl, and 100 nM CaCl,, pH 7,1). A permeabilizalas
sordn a digitonint 25 ug/ml végkoncentracidban alkalmaztam, és 200 pl térfogatban
mértem a sejtekhez. A képek rogzitése a konfokalis mikroszkopia cimnél leirtaknak

megfeleléen, azonos miiszerrel, beallitdsokkal és szoftverekkel tortént.

4.7 [*H]-Leucin beépllési vizsgalat

A kiilonb6z6 Ras mutansok és a plazmamembran lipid-deplécidjanak hatasat a sejtek
proteinszintézisére COS-7 sejteken, [*H]-Leucin beépiilési mddszerrel vizsgaltuk. Ehhez
a sejteket 5x10%Iyuk denzitasban poli-L-lizinnel elokezelt (0,001%, 1 6ra) 24 lyuki
sejtteny€sztd edényekbe osztottam. Egy nappal késobb a sejteken taldlhaté médiumot
transzfekcios elegyre cseréltem, amely tartalmazta a jelolt DNS konstrukcidkat és a
transzfekcios reagensként hasznalt Lipofectamine 2000-t 500 ul Opti-MEM mediumban.
6 Ora elteltével a sejteken talalhatd transzfekcids elegyet 500 pl, 10%-os fotalis
borjuszérumot, valamint penicillint (50 U/ml) és sztreptomicint (50 pg/ml) tartalmazé
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) médiumra cseréltem le. Egy nap (24 oOra)
elteltével a sejteken ismét médiumcsere tortént, szérumot nem tartalmaz6 DMEM oldatra.
Ezt kovetéen, 6 Ora mulva a szérummegvonas alatt allé sejtekre friss, szérumot nem

tartalmazé DMEM oldatot pipettaztunk, amely mar tartalmazott 1 pCi/ml aktivitast [*H]-
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mal jelzett leucin izotdpot (American Radiolabeled Chemicals, Saint Louis, MO, USA)
és a lipid-deplécids rendszer aktivalasdhoz sziikséges 100 nM rapamycint is. A sejtek
ingerlését nyolc dérankent megismételtiik, a rapamycint 10 pl-es térfogatban adtuk a
sejtekhez. Egy nappal (24 draval) az elsé ingerlés utan a sejteket jégre helyeztiik, és
kétszer atmostuk jéghideg PBS oldattal, hogy a nem adherens sejtektél megszabaduljunk.
Ezek utan a sejteket 30 percig 5%-o0s triklor-ecetsav oldatban tartottuk, majd PBS-sel
torténd mosast kovetden a fixalt sejteket 0,5 M NaOH oldattal szolubilizaltuk szintén
harminc percig. Végezetul a lizalt sejteket tartalmazé szuszpenziot 10 ml OptiPhase
HiSafe3 (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) szcintillaciés folyadékot tartalmazo
csovekbe pipettdztuk és az aktivitast Beckman LS5000 TD tipusu muszerrel regisztraltuk.
A kisérletek soran a pontokat triplikdtumokban mértiink le minden egyes konstrukcio

esetén, es a kapott eredményeket atlagoltuk.

4.8 Statisztikai analizis

A mérési adatokat a Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) program
segitségével dolgoztuk fel. Az abrak keszitesehez és a statisztikai szamitasokhoz a
Sigmaplot 10.0 programot hasznaltam (Systat Software Inc, Chicago, IL, USA). A
plazmamembranhoz iranyitott Venus konstrukciok ¢és a kiilonboz6é endomembran
rendszerekhez irdnyitott luciferaz enzimek k6zotti interakcido mérésénél az ingerlés elétti,
illetve utani utols6 harom mérési pontok atlagat parositott t-teszt segitségével
hasonlitottuk dssze. A kiillonb6zd csoportok dsszehasonlitasanal a gorbék utolsd harom
pontjaibdl atlagot képeztiink és ezeket hasonlitottuk dssze két gorbe esetén kétmintas t-
proba, illetve harom goérbe esetén egyutas varianciaanalizis (ANOVA) segitségével. Az
izotoppal jelolt leucin beépiilési kisérleteknél a kiillonb6zd csoportok dsszahasonlitasa
kétutas ANOVA-val tortént. Az egy-, illetve kétutas varianciaanaliziseknél a csoportok
egyenkénti 0sszehasonlitaséhoz Holm-Sidak post hoc tesztet végeztink el. Az
Ins(1,4,5)Ps- és a Ca?*-valaszok kinetikajanak karakterizalasa soran, a csokkend-fazis
féléletidejének (1) meghatarozasdhoz, minden egyes kisérletnél gorbeillesztés tortént egy
3 vaéltozds exponencidlis fiiggvény alapjan (y=yo+ae™®). Az igy kapott t-értékeket
ledtlagoltuk, majd az atlagokat kétmintas t-prébanak vetettiik ala.
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5 Eredmények

51 A plazmamembranhoz koétédé fehérjék sejten beliili mozgasanak

kovetésére hasznalt energiatranszfer alapi modszer beallitasa

Kisérleteink soran szamos plazmamembranhoz (PM) iranyitott Venus fehérjét
készitettlink perifériads PM fehérjék iranyitd-szekvencidjanak felhasznéaldsaval (169). A
konstrukcidk létrenozasakor maximalisan figyelembe vettilk az irnyitdszakaszoknak az
eredeti fehérjékben elfoglalt helyzetét, tehat azokat a Venus fehérje megfelel6 oldalaihoz
kapcsoltuk (7. A &bra).

A
Lyn, ., K-Ras-CAAX
Lek, 4 H-Ras-CAAX
B —c-Src,
Irdnyité-szekvencia Médositds tipusa
Palmitoildcié Mirisztoilécio Polibazikus
Lyny.;4: MGCIKSKGKDSAGA * *
Leky 10: MGCVCSSNPE *x *
€-5r¢; 45 : MGSSKSKPKDPSQRR * *
K-Ras-CAAX : KEKMSKDGKKKKKKSKTK-CVIM * *
H-Ras-CAAX : LRKLNPPDESGPGCMSCK-CVLS ** *

7. abra — A kisérleteinkben hasznalt konstrukciok felépitése és PM-kotésének mechanizmusa (A) Az altalunk
hasznalt konstrukciok felépitésének sematikus abrazolasa. A Venus fehérje médositasahoz a jeldlt periférias PM
fehérjék N- és C-termindlisan elhelyezkedd iranyito-szekvenciait hasznaltuk fel. (B) Az alkalmazott iranyito-
szekvenciak részletes aminosavsorrendjének és a szakaszokon beliil 1étrejovd poszttranszlacios lipidmodositasok
bemutatasa. A szinek a moédositas helyéil szolgal6 aminosavakat jel6lik: kék — palmitoilacio, z6ld — mirisztoilacio,
barna — prenilécio, piros — polibazikus aminosavak a szekvencian beliil. A tablazat lipidmoddositast jelz6 oszlopaban *-
ok a médositasok szamat jeloli.

A fuzids fehérjék tervezésekor olyan periférids PM fehérjéket valasztottunk, melyek
irnyito-szekvenciai mas tipust PM kotédést tesznek lehetévé az eltérd poszttranszlacios
modositasoknak megfeleléen. A Lyn fehérje N-terminalisanak elsé 14 aminosava (Lyni-
14-Venus) egyszeresen mirisztoilalodik es egyszeresen palmitoilalodik, az Lck kindz N-
terminalisanak elsé 10 aminosava (LCki-10-Venus) egyszeresen mirisztoilalodik és
kétszeresen palmitoilalodik, a c-Src N-terminalis els6 15 aminosava (C-Srci-15-Venus)
csak egy szimpla mirisztoilacion esik at. A K- és H-Ras fehérjék esetében a fehérjék PM-
hoz valo iranyitdsdban a fehérjek C-terminalis szakasza jatszik szerepet. Ennek
megfeleléen a Venus fehérje C-terminalis oldaldhoz kapcsoltuk a két izoforma utolsé 22
aminosavabol all6 szakaszt (Venus-K-Ras-CAAX és Venus-H-Ras-CAAX), amely a K-

Ras esetében prenilalodik, mig a H-Ras esetében a prenil-csoporton kiviil két palmitoil-
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csoportot is kap a poszttranszlacios modositasok soran (7. B 4bra). Fontos megjegyezni
azonban, hogy a c-Src és a K-Ras fehérjék irdnyitd-szekvenciaiban szamos pozitiv toltési
aminosavat is talalhatunk, melyek fontos szerepet toltenek be a fehérjék megfelelé6 PM
lokalizaciojanak létrehozasaban a PM negativ toltésti foszfolipidjei ¢és az emlitett
szakaszok kozott kialakulo elektrosztatikus interakcid altal.

Az irényito-szekvenciakat tartalmazo fazios fehérjek létrehozdsa utdn arra voltunk
kivancsiak, hogy a vartaknak, illetve az irodalmi adatoknak megfeleléen (162,163,170) a
PM-on helyezkednek-e el. Ehhez a konstrukciokat HEK 293T sejtekben fejeztiik ki, és
megvizsgaltuk azok sejten belili elhelyezkedését konfokalis mikroszkdp segitségével. A
8. dbran is szépen lathatd, hogy a fehérjék szépen kirajzoltak a sejtek plazmamembranjat,
azonban a legtobb esetben intracellularisan is lathatunk fluoreszcens jelet, melynek
mennyisége azonban elmaradt a PM intenzitasahoz képest.

Lyn, ,Venus Lck, ,;Venus c-Srg_,sVenus

—

8. dbra — A PM-hoz iranyitott Venus konstrukciok sejten belili elhelyezkedésének vizsgalata Az iranyito-
szekvencidkkal modositott Venus fehérjék intracellularis lokalizacidja, a fehérjéket tranziensen kifejez6 HEK 293T
sejtekben, konfokalis mikroszképpal késziilt reprezentativ képeken. Lépték: 20 um.
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Munkacsoportunk korabban kifejlesztett egy olyan biolumineszcencia rezonancia
energiatranszfer (BRET) alapti modszert, mellyel sikeresen kdvethetd volt egy luciferaz
enzimmel jelolt receptor sorsa és utvonala az ingerlése és az azt kovetd internalizalodasa
utdn a Venus fluoreszcens fehérjével jeldlt endomembran-rendszereken keresztil
(75,171). Munkam soran a korabban kidolgozott rendszerhez képest a legfontosabb
maodosités az volt, hogy az endomembrén rendszereket jeldltem luciferaz enzimmel, mig
a PM-hoz iranyitott fehérjéket, melyek mozgasat vizsgalni akartam, Venus fluoreszcens
fehérjehez kapcsoltam (9. abra). Erre azért volt szlkség, mert az el6zetes kisérletek
szerint az endomembran rendszerekhez iranyitott fehérjéink sejten belili elhelyezkedése
specifikusabb volt, mint a PM-hoz iranyitott konstrukcidké. Ez azért fontos, merta BRET
mérések soran a jel nagysagat az interakcioban szereplé donormolekulak szama szabja

meg, igy a mérések soran nagyobb jel-zaj arannyal szamolhattunk.

9. dbra— A PM-hoz iranyitott Venus konstrukcidk kévetésiikre kidolgozott modszer vazlatos bemutatasa A PM-
t elhagyo fehérjék mozgasanak nyomon kovetésére kidolgozott BRET-mddszer miltkddésének elve. A kisérletek soran
az interakcid valtozasat a sejt endomembran rendszereit jelold luciferaz enzim, és a PM fehérjék iranyito-
szekvenciaival moédositott Venus kozott mértiik. (mito: mitokondrium, ER: endoplazmas retikulum, EE: early
endosome — korai endoszéma, Luc: luciferaz)

Munkacsoportunk kordbbi munkaihoz képest tovabbi valtozas volt, hogy a luciferaz
enzim egy Ujabb, tovabbfejlesztett verzidjat hasznaltam. Az endomembranokhoz térténé

irdnyitashoz, hasonloan ahhoz, ahogy a PM-hoz torténé iranyitast végeztem, rezidens
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fehérjék iranyito-szekvenciait, illetve teljes hosszisagu fehérjéket hasznéltam fel (10. A

abra).
A . . .
Cerulean / Luciferaz Cerulean / Luciferaz
Golgi : TGN38 (full length 437 AA) ER : Sac1 (521-587 AA)
mito : TOM70 (1-30 AA) EE : EEA1-Fyve (1253-1411 AA)
B Golgi-Cerulean mito-Cerulean Cerulean-ER Cerulean-EE

10. abra — Az endomembranokhoz iranyitott luciferaz konstrukciok felépitése és sejteken belili elhelyezkedése
(A) A BRET kisérletekben hasznalt luciferaz konstrukciok vazlatos felépitése, az endomembranokhoz (EM) torténé
irdnyitasban hasznalt fehérjék, vagy iranyito-szekvenciaik jelolésével. (AA: aminosav) (B) Az endomembranokhoz
iranyitott luciferaz konstrukciok intracellularis lokalizacidjanak ellendrzéséhez a luciferaz enzimet Cerulean
fluoreszcens fehérjével helyettesitettilk, és megvizsgaltuk a sejten bellili elhelyezkedésiiket a konstrukcidkat
tranziensen kifejez6 HEK 293T sejteken. Lépték: 20 um. (mito: mitokondrium, ER: endoplazmés retikulum, EE: early
endosome — korai endoszéma)

A Golgihoz val6 irdnyitdsban a TGN38 fehérjének a teljes szakaszat, a
mitokondriumok esetén a TOM70 fehérje iranyito-szekvencigjat (N-terminalis elsé 30
aminosav), az endoplazmas retikulumnal (ER) a Sacl feherje C-terminalis (527-587
aminosav) darabjat, mig akorai endoszomakhoz torténd iranyitdshoz az EEA1 fehérje C-
termindlis irnyitd-szekvenciajat (1253-1411 aminosav, ami a FYVE-doménnek felel
meg) hasznaltam (10. A abra). A fehérjék megfelel6 lokalizaciojanak megallapitasahoz
elkészitettem a fuzids fehérjek Cerulean fluoreszcens fehérjével jeldlt valtozatait is, és
konfokéalis mikroszkop segitségével ellendériztem sejten beluli elhelyezkedésiiket (10. B

abra).

5.2 APM PPIns tartalmanak akut manipulalasa

A bevezetésben bemutattam, hogy a PM-ban a foszfoinozitidek két forméja talalhatd
meg nagy mennyiségben: a PtdIns4P és a PtdIns(4,5)P2. Ezek mellett kis mennyiségben
megtalalhaté meg a fontos jelatviteli szereppel biré haromszorosan foszforilalt forma, a
PtdIns(3,4,5)Ps.
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A PM PPIns tartalmanak akut csokkentéséhez két modszert alkalmaztam. Egyfeldl, a
munkacsoportunk altal széleskorlien hasznalt és bemutatott rapamycin-fiiggd
wortmannin kezelést hasznaltam, amely hatasos gatlészere a PM PtdIns(3,4,5)Ps
szintjének fenntartasaért felelés I-es tipusd Ptdins 3-kindznak, ezéltal a PM
PtdIns(3,4,5)P3 szintjének izolalt csokkentéseét eredményezi (11. &bra). Az utdbbi
modszer alkalmazasa soran bekovetkez6 PM lipidszint-valtozasokrdl nyert adatainkat, és
a lipid-depléecios rendszeriink alkalmazasa soran tapasztalt valtozasok 0Osszevetését
kordbban még nem publikaltuk, ezért indokolt az eredmények jelen fejezetben torténd
ismertetése a ,,Mddszerek” c. fejezet helyett.

A heterodimerizacios rendszer esetében a legtobb Kkisérletben egy 4- és 5-foszfataz
aktivitassal egyarant rendelkezé Pseudojanin (PJ) enzimet alkalmaztam, melyet az FKBP
(FKBP-PJ) fehérjéhez kapcsoltam (173). A rendszer miitkdéséhez elengedhetetlen masik
komponenst, az FRB domént a PM-hoz irdnyitott fehérjéknél mar bemutatott Lck fehérje
N-terminalis iranyito-szekvencidjat (Lcki-10-FRB) felhasznalva a PM-hoz iranyitottam.
A deplécids rendszer késobbi detektaldsanak eldsegitése érdekében a foszfatazt piros
fluoreszcens jelzéssel lattam el (MRFP-FKBP-PJ). A foszfatdiz PM-hoz vald indukalt
Kihelyez6désétol a PM PtdIns4P és a PtdIns(4,5)P2 szintek akut csokkenését varjuk,
ugyanis az enzimnek mind a kett6 emlitett PPIns szubsztratja. A hidrolizis utan a PM-ban
a lebontott molekuldk szamaval megegyezé mennyiségii foszfatidil-inozitol (PtdIns)

marad vissza (11. 4bra).

Ptdins4P Ptdins(4,5)P, Ptdins(3.4.5)F. Ptdins

wortmannin Pseudojanin (PJ)

Pseudojanin (PJ)

FRB
FKBP

FKBP + rapamycin

11. dbra — A PM PPIns tartalmanak akut csokkentésére hasznalt modszerek Rapamycin kezelés hatésara a
citoplazmatikus FKBP-hez kotott 4- és 5-foszfataz aktivitassal egyarant rendelkez6 enzim, a Pseudojanin (PJ) a PM-
hoz kététt FRB doménhez horgonyzdadik ki. Ennek hatasara a PM tdbbszordsen foszforilalt PPIns molekulaibdl (tehat

a PtdIns4P-bol, a PtdIns(4,5)P2-b6l és a PtdIns(3,4,5)P3-bol) egyrant Ptdins keletkezik. A P13K inhibitor wortmannin
100 nM-os koncentracidban gatolja a Ptdins(3,4,5)P3 molekulak keletkezését a PtdIns(4,5)P2-bdl

Az alkalmazott beavatkozdsok hatdsat konfokalis mikroszképpal és BRET

kisérletekben validaltam specifikus bioszenzorok felhasznalasaval. A PtdIns4P nyomon
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kovetésére a lipidet specifikusan koté Legionella pneumophila-bdl szarmazé SidM
fehérje P4M doménjének (174) tandem formajat (SidM-2xP4M) hasznaltam. A
PtdIns(4,5)P, detektalasat a munkacsoportunk altal régdta hasznalt foszfolipaz C 61
fehérje pleckstrin homologia (PH) doménjével (PLCo:1-PH) (175) végeztem. A
PtdIns(3,4,5)P3 méréséhez a témavezetdm altal korabban mar bemutatott (176) specifikus
Bruton’s tyrosine kinase (Btk) fehérje PH doménjét (Btk-PH) hasznaltam. A konfokalis
méréseknél (12. &bra) a PtdIns4P és a PtdIns(4,5)P. kotésére alkalmas szenzorok
fluoreszcensen jelélt formait (Cerulean-SidM-2xP4M, illetve PLCd1-PH-Venus)
hasznaltam a szenzorokat és a lipid-deplécios rendszert tranziensen expresszalé HEK
293T sejtekben.

Cerulean- PLCO4-PH- PM-FRB-T2A-
SidM-2xP4M Venus mRFP-FKBP-PJ

kontroll

+ rapamycin

12. 4bra — A PM PPIns tartalmaban bekovetkezé valtozasok kovetése konfokalis mikroszkoppal a rapamycin-
fiiggd lipid-deplécios rendszer aktivalasa utan A PM lipid-valtozasainak kovetését specifikus lipidk6td doméneket
tranziensen kifejez6 HEK 293T sejtekben végeztem. A sejtek a fluoreszcensen jelolt lipidkotd doméneken kiviil
tartalmaztak a lipid-deplécids rendszer mindkét tagjat (PM-FRB és FKBP-PJ) T2A-szekvenciaval dsszekotve, a
citoplazmatikus enzim mRFP jelolése mellett (jobbra). A PtdIns4P kimutatasara a SidM-2xP4M fehérje Ceruleannal
jelolt formajat (balra), a PtdIns(4,5)P2 PM szintjének megitélésére a PLCS1-PH domént Venussal jeldlve (kdzépen).
Rapamycin (300 nM) adésat kovetden az enzim a PM-hoz horgonyzodik ki, mig a lipidet k6t6 fehérjék elvesztik PM
lokalizacidjukat és a sejt intracellularis részeire helyez6dnek at. Az &bréan lathat6 felvételek reprezentativ eredmények.
Lépték: 20 pm.

Az 12. abran is jol lathatd, hogy az enzim PM-hoz torténé athelyez6dése utan a a
PtdIns4P és a PtdIns(4,5)P, detektaldséra alkalmas bioszenzorok PM-lokalizé&cidja
csokken, mutatva a kompartment lipid-szintjének fogyasat. Fontos azonban megjegyezni,
hogy a PtdIns4P-t kot fehérje a PM-rél a Golginak megfelel6 sejtorganellumra és
vezikulakra helyez6dik at a citoplazma helyett, ami a jelndvekedést mutato sejtalkotok
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PtdIns4P tartalmat mutatja. Ez a jelenség azonban nem a membranok emelkedé PtdIns4P
tartalma, hanem a szenzor Ujra rendezédése miatt kovetkezik be (177).

A PtdIns(3,4,5)Ps kovetését konfokalis mikroszkoppal ugyancsak elvégeztem,
azonban nem mutatom be, mert a lipidet kot6 konstrukcid (Btk-PH) nyugalomban 1évé
sejteknél dontden a citoplazmaban foglal helyet és a PM frakcidja ennek megfelelden
nem, vagy nagyon nehezen detektalhaté (90). Ennek oka, hogy a PtdIns(3,4,5)Ps
molekula PM szintje elenyész6 a masik kett6 lipidhez képest.

A konfokalis mikrészkoppal torténd vizsgalat utan a lipidek szintjének csokkentésére
alkalmas modszereink mitkodését BRET technikan alapul6 specifikus bioszenzorok (90)
hasznélataval is elvégeztem, melyek segitsegével a PM lipid szintjeinek szemikvantitativ
meghatarozasa is lehetséges. A szenzorokban a mar részletezett lipidk6té domének
szerepeltek luciferaz enzimhez kapcsolva, illetve a monomer Venus fehérje, -amit az Lck
fehérje iranyito-szekvencijaval (Lcki-10-Venus) a PM-hoz iranyitottunk. Ezzel a
molekulaparral specifikusan mérni tudjuk a kérdéses lipidek PM szinjét BRET
technikaval (13. abra).

+Wm rapamycin +Wm rapamycin £ Wm rapamycin

100

—&— rapamycin
—&— Wm + rapamycin

2]
(=]

nBRET hanyados (%)
= =

PM Ptdins4P PM Ptdins(4,5)P,
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
1dd (perc) Idé (perc) Idé (perc)

13. dbra — A rapamycin-fiiggé lipid-deplécios rendszer miikodése soran, illetve wortmannin kezelés hatasara
bekovetkez6 PM PPIns valtozasok kovetése BRET-maddszerrel A PM PPIns tartalmanak kdvetésére az altalunk
korabban bemutatott (90) specifikus lipidkoté doméneket tartalmazo BRET-szenzorokkal (Lcki-10-Venus-T2A-Luc-
SidM-2xP4M a PtdIns4P; Lcki-10-Venus-T2A-PLC31-PH-Luc a PtdIns(4,5)P2 és Lcki-10-Venus-T2A-Btk-PH-Luc a
PtdIns(3,4,5)P3 méréséhez) végeztem tranziensen transzfektalt HEK 293T sejteken, melyek ugyancsak tartalmaztak a
lipid-deplécios rendszeriink mindkét tagjat. A sejteket 100 nM wortmanninnal, vagy kontrollként DMSO-val, majd
késébb 300 nM rapamycinnel kezeltem. A BRET héanyadosok normalizalasdnak menetét (nBRET héanyados) a
modszerek cimii fejezetben targyalom. A gorbék harom figgetlen kisérlet atlagat és a hozzajuk tartozo standard hibat
(S.E.M.) szemléltetik.

A kisérletek soran 300 nM rapamycint kdvetden a PJ enzim PM-hoz helyezddik 4t a
citoplazmabdl a konfokalis mikroszkdpos kisérletekhez hasonl6an és megtorténik a
PtdIns4P és a PtdIns(4,5)P. molekulak inozitolgytirtiinek 4-es és 5-0s pozicidjaban
talalhato foszfatcsoportok eltavolitasa. A szenzorok nagyfoku csdkkenest jeleznek mind
a harom lipid esetében, ami a PtdIins4P és a PtdIns(4,5)P2 esetében megfelel a varhatd

valtozasoknak, azonban a PtdIns(3,4,5)Ps esetében magyarézatra szorul. Irodalmi adatok
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alapjan ismert (54), hogy a PtdIns(3,4,5)Ps a kisérletekben hasznalt PJ enzim egyik
tagjanak, az 5-foszfataz aktivitassal rendelkez6 INPP5E enzimnek szubsztrétja, igy direkt
katalizis ebben az esetben is el6fordulhat. Sokkal valdsziniibb azonban, hogy a lipid PM
szintjének csokkenésében a PtdIns(3,4,5)P3 el6anyaganak, a PtdIns(4,5)P2-nek a fogyasa
a dont6 tényez6. Ez az elmelet a PtdIns(4,5)P- és a PtdIns(3,4,5)Ps rendkivil gyors, és
nyugalomban is folyamatosan, nagy aktivitassal végbemend egymasba alakulasat
feltételezi. Ezt a PM lipidek szintjének csokkentésere iranyulo, altalam hasznalt masik
modszer alkalmazasa soran kapott eredmenyek is alatdmasztjak, ugyanis a PI3K 100 nM
wortmanninnal térténé gatlasakor, amely ezt az atalakulast katalizalja, ugyancsak egy
rendkivil gyors, tovabba nagyobb fokd csokkenés tapasztalhaté a PM PtdIns(3,4,5)P3
szintjében (13. abra). A két lipidszint cs6kkent6 technika egyidejti alkalmazasa esetén a
PM PtdIns(3,4,5)Ps szintjében tovabbi fogyas tapasztalhato, melynek hatterében a nem
tokéletes PtdIns(4,5)P; eltavolitas allhat. Fontos megjegyezni, hogy a masik két lipid
esetében a wortmannin kezelés a vartaknak megfeleléen hatastalannak bizonyult (13.

abra).

5.3 APM foszfoinozitid-deplécioja utan bekovetkezo valtozasok a periférias

PM fehérjék intracellularis elhelyezkedésében

Hammond és munkatérsai egy korabbi munkaban szdmos periféridas PM fehérje
(173). Kisérleteikben a PM foszfoinozitid szintjeinek csokkentésére az &ltalunk is
hasznalt 4- és 5-foszfataz aktivitassal egyarant rendelkez6 Pseudojanin (PJ) enzimet
alkalmaztak, és azt tapasztaltak, hogy azok a fehérjék, melyek pozitivan toltott
aminosavakat tartalmaznak az iranyitd-szekvenciajukban a kezelés hatasara elhagyjak a
PM-t. Kisérleteiket konfokalis mikroszkdppal végezték. Ezt az eredményt figyelembe
véve, els6 1épésként mi is konfokalis mikroszkoppal kovettiik az altalunk kivalasztott,

eltér6 poszttranszlacios modositasokkal ellatott iranyito-szekvencidk viselkedését a PM

részletezett rapamycin fiigg6 lipid-deplécids rendszer aktivaldsaval hoztunk létre. A 14.A
abran a kiseérletek eredménye lathato, melyek alapjan elmondhatjuk, hogy a Venus-K-
Ras-CAAX és a c-Srci1s-Venus konstrukciok esetében a fehérjék PM lokalizacioja

kismértékben csokkent, azonban ennél szembetindbb, hogy az endomembran
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rendszereken valé megjelenésik fokozddott. A tdbbi altalunk hasznalt konstrukcional
nem észleltink hasonld valtozasokat. Mindkét fuzids fehérje esetében a PM-hoz vald
kotédést az iranyito-szekvenciakban talalhaté egyszeres lipidmodositds mellett a
pozitivan toltétt aminosavak jelenléte biztositja (7. B abra), tehat kisérleteinkben az

irodalombdl ismert valtozasokkal megegyezd eredményt kaptunk.

A

Lyn, ,, -Venus Lek, ,, -Venus c-Src, -Venus Venus-K-Ras-CAAX Venus-H-Ras-CAAX

1-14
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+ rapamycin
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o Lyn, 4,-Venus Lck, ,-Venus c-Src,_,;-Venus Venus-K-Ras-CAAX Venus-H-Ras-CAAX
o
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14. dbra— A PM PPIns depléciéjanak hatasa a PM-hoz iranyitott Venus fehérjék sejten belili elhelyezkedésére
l. (A) Az eltér6 iranyito-szekvencidkkal modositott Venus fehérjék intracellularis mozgasanak kdvetése a PM PPIns
deplécidja utan. A konfokalis mikroszkopos felvételek a kiilonboz6 Venus konstrukciokat és a lipid-deplécios
rendszeriink mindkét tagjat (PM-FRB és FKBP-PJ T2A-szekvenciaval dsszekdtve) tranziensen kifejez6 HEK293T
sejtekr6l késziilt reprezentativ eredményeket mutatnak. A képek a sejtek nyugalmi allapotdban, illetve 300 nM
rapamycin adasat kovetéen 5 perccel késziltek. Lépték: 20 um. (B) Az eltérd iranyitd-szekvenciakat tartalmazdé Venus
fehérjék mozgasanak kovetése BRET modszerrel. A kisérletekben hasznalt HEK293T sejtek tranziensen expresszaltak
az ER-hoz iranyitott luciferaz enzimet (Luc-ER), a jel6lt Venus konstrukcidkat, illetve a deplécios rendszeriink mindkét
tagjat (PM-FRB és FKBP-PJ). A ABRET hanyados értékek a 300 nM rapamycinnel kezelt sejtek és a DMSO-val kezelt
kontroll sejtek adatainak kiildnbségét prezentaljak. A gorbék harom fuggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartozo
standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatja. A statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott t-tesztet végeztiink az ingerlés
el6tti és utani utolsd harom pont atlagértékének dsszehasonlitasaval. * p < 0.05, *** p < 0.001; ns, nem-signifikans

A kovetkezokben arra voltunk kivancsiak, hogy a mikroszkopos kisérleteknél latott
fehérje-atrendez6dés mennyire kovetheté az altalunk alkalmazott BRET-technikaval,
tovabbéa arra, hogy amennyiben a fehérjék mozgasa kimutathatd, akkor tapasztalhato-e
barmilyen mértékli elfogultsdg az intracellularis tér egyes organellumainak
membranrendszerei felé. Elészor az ER-hoz iranyitott luciferdz (Luc-ER) enzimet

hasznéltuk a kisérleteinkben azt feltételezve, hogy az ER nagy felllete miatt a PM-t
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elhagyo fehérjék és a luciferaz kdzott molekularis interakcié jon létre, amit a BRET
merések soran detektalhatunk.

A 14.B abran a kiserletek eredménye lathatd, melyek megegyeztek a konfokalis
mikroszkopos kisérletekben tapasztaltakkal, ugyanis csak a Venus-K-Ras-CAAX és a c-
Srci-15-Venus konstrukcidk esetében kaptunk a fehérjék mozgasara utald szignifikans
jelndvekedést. Ezek utan a tovabbi vizsgalatokhoz a Venus-K-Ras-CAAX konstrukciét
valasztottuk ki, amely tobb szempontbdl is megfeleld valasztasnak tiint. Egyrészt, a K-
Ras fehérje iranyito-szekvenciaja (K-Ras-CAAX) a membran és fehérje kdzott kialakuld
elektrosztatikus interakcidk kutatasaban egy fontos modell, igy szamos irodalmi adat all
rendelkezésre a témaban, masrészt a H-Ras fehérje iranyito-szekvenciajanak
koszonhetéen (H-Ras-CAAX) rendelkeztiink egy olyan konstrukcidval is a kisérletek
soran, amely sejten beliili atrendez6dést nem mutatott, azonban a fehérjeszakasz mérete,
az alkalmazott 6sszeko6té fehérjeszakaszok és a teljes hossztsagu fehérjék funkcidjanak
tekintetében is azonos vagy nagymértékben hasonld tulajdonsagokkal bir. Nem
elhanyagolhatd mddon a tumorbioldgidban rendkivil hangsulyos K- és H-Ras fehérjék
lokalizaciojaban bekovetkezd gyors valtozasok izgalmas kutatasi terliletnek igérkeztek.

A tovéabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy az ER-on kivil a Venus-K-Ras-CAAX
fehérje melyik endomembranon jelenik meg a PM-t6l valé eltdvolodésa utan. A kérdés
megvéalaszoldsdhoz BRET-méréseket végeztiink, ahol az ER-hoz iranyitott luciferaz
enzimet a Golgihoz (Golgi-Luc), a mitokondriumhoz (Mito-Luc), illetve a korai
endoszomakhoz (Luc-EE) iranyitott luciferdz konstrukciokkal helyettesitettik. Az
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a Venus-K-Ras-CAAX fehérje PM-tol vald
eltavolodasa utan nagymértékii, szignifikans BRET-jel emelkedés jon létre a Golgihoz
iranyitott luciferaz esetén, mig a korai endoszémakra iranyitott enzim esetén nem kaptunk
szignifikans valtozast. A Mito-Luc konstrukcio hasznalata esetén szignifikans, azonban
a Golgindl latottakhoz képest messze elmarado jelndvekedést tapasztaltunk. A Venus-H-
Ras-CAAX fehérje esetében nem sikerllt interakcio-ndvekedést kimutatni a Golgihoz

irdnyitott enzim hasznalatakor (15.A és B abrak).
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11. (A) A Venus-K-Ras-CAAX fehérje mozgasanak nyomon kovetése a korai endoszémak, a mitokondriumok, illetve
a Golgi organellum membranjahoz iranyitott luciferaz konstrukciok segitségével, BRET mérésekben a PM PPIns
deplécidja utan. (B) A Venus-H-Ras-CAAX fehérje interakcidjanak vizsgalata a Golgival, Golgihoz iranyitott luciferaz
enzim felhasznalasaval. (A-B) A kisérletek soran a jel6lt konstrukcidkat és a lipid-deplécios rendszeriink mindkét tagjat
tranziensen expresszald HEK 293T sejteket hasznaltunk. A ABRET hanyados értékek a 300 nM rapamycinnel kezelt
sejtek és a DMSO-val kezelt kontroll sejtek adatainak kiilonbségét prezentaljak. A gorbék harom fiiggetlen mérés
atlagértékeit és az ahhoz tartoz6 standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatja. A statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott
t-tesztet végeztiink az ingerlés el6tti és utani utolsd harom pont atlaganak 6sszehasonlitasaval. * p < 0.05, *** p <
0.001; ns, nem-signifikans. (C) Az endomembréan rendszerekhez irdnyitott luciferdz konstrukciok sejten belli
mozgasanak ellenérzése a PM PPIns deplécidja utan. A kisérletekben hasznalt HEK 293 T sejtek tartalmaztak a lipid-
depléciés rendszerink mindkét tagjat (PM-FRB és FKBP-PJ, T2A-szekvencidval osszekdtve), illetve az
endomembranokhoz iranyitott Cerulean konstrukciokat. A képek reprezentativ felvételek, melyek az ingerlés el6tti
kontroll periddusban és az ingerlést kdvetden 5 perccel késziiltek. Lépték: 20 um.

Ahhoz, hogy a PM-hoz iranyitott VVenus fehérjék és az endomembranokhoz iranyitott
luciferaz enzimek kozotti interakcid mérések soran a tapasztalt BRET-hanyados
emelkedéseket a Venus fehéerjék fokozott mozgasanak kovetkezmenyekent ertékeljik
luciferdz konstrukciok nem véltoztatjak a sejten bellli elhelyezkedésiiket. Ennek
vizsgalatdhoz konfokalis mikroszkoppal kovettik az endomembranokhoz iranyitott
fehérjek intracellularis eloszlasdtt a PM lipid-deplécioja sordn, melyhez a

konstrukcidokban a luciferaz enzimet Cerulean fluoreszcens feheérjére csereltik. A
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Kisérletek soran egyik vizsgalt molekulanal sem tapasztaltunk lényegi valtozast a

deplécios rendszer rapamycinnel torténd aktivalasat kovetéen (15. C abra).

5.4 AVenus-K-Ras-CAAX fehérje utvonalanak vizsgalata a PM-rol a Golgi

membranjara torténo athelyezodés soran

Az eddigiekben bemutattam, hogy a K-Ras fehérje PM kdtésében két folyamatnak
tulajdonitunk kulcsfontossagu szerepet, melyek mindegyike a molekula iranyito-
szekvencidjahoz kotott. Ezen a szakaszon belll térténik meg az a poszttranszlacios
lipidmodositas, amely a fehérje lipofil jellegének erdsitésen keresztil biztositja a fehérje
kdzvetlen membrankotését, illetve itt talalhatéak azok a pozitivan téltott aminosavak is,
melyek a fehérje PM kotését stabilizaljak a negativan toltott foszfolipidek és a fehérjelanc
kozott kialakuld elektrosztatikus kdlcsonhatasok létrejotte altal. Az eddig bemutatasra
kerllt Kisérleteinkben azt kaptuk, hogy a K-Ras iranyito-szekvencigjaval modositott
Venus fehérje a PM-rol a Golgi membranjara helyezédik at, ha a PM és a molekula
kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasok mértékét csokkentjik a PM foszfoinozitid-
depléciodja altal. Jogosan vetddik fel tehat a kérdés, hogy ezen itvonal sordn az iranyito-
szekvencia miatt lipofil tulajdonsdgokkal rendelkezd fuzios fehérje milyen modon jut
keresztiil a hidrofil természetii citoplazman. Az egyik lehet6ség, hogy a fehérje egy
citoplazmatikus allapot utan keriil a Golgi organellum membranjara, mig a masik, hogy
a lipofil természetii fehérje mindvégig membranhoz kotott dllapotban marad, és vezikuldk
kozvetitésével, vagy az organellumok kodzott kialakuld kontaktpontokat felhasznélva
»utazik” a PM-rdl az endomembran rendszerek iranyaba.

Az irodalomban talalhatd korabbi munkak soran ismert volt, hogy a lipofil
természetli K-Ras fehérje a vele rokon H-Ras fehérjével ellentétben a szintézise és
poszttranszlaciés modosulasa utdn nem a klasszikus vezikularis Utvonalat hasznalva éri
el a PM-t, hanem Udgynevezett ,,szolubilizalo faktorok” segitik az atjat a hidrofil
citoplazmén keresztul. Az irodalomban két fehérjének, a Galectin-3-nak (115) és a
foszfodieszteraz 6-nak (PDES) (164) tulajdonitanak szerepet a K-Ras intracellularis
utvonala soran, melyek megakadalyozzak a fehérje véletlenszeriien bekovetkezd
endomembranokhoz kotédését. A Galectin-3 és PDES fehérjék strukturaanalizise soran

arra a megéllapitasra jutottak, hogy a fehérjelancok egy olyan kup szerti struktarat hoznak
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létre, melyek képesek a lipofil prenil-csoport megkotésére, és mintegy elrejtik a
citoplazma hidrofil kdérnyezete el6l, ezzel biztositva a fehérje szolubilizalasat
(119,178,179).

Annak vizsgalatdhoz, hogy a méréseink sordn a K-Ras fehérje is ezt az Utvonalat
koveti-e, az irodalombol ismert deltarasin vegyulettel kezelt sejteken is megismételtiik
azokat a kisérleteket, melyekben a Venus-K-Ras-CAAX fehérje Golgi membranjara
torténd athelyezodését tapasztaltuk. A deltarasin egy olyan molekula, amely felépitését
tekintve nagyon hasonlit ahhoz a prenil-csoporthoz, amely a K-Ras fehérje
poszttranszlacios modositasaként is szerepet jatszik. Ennek megfelelden kompetitiven
gatolja a K-Ras fehérjék kotdédését a szolubilizalo faktorokhoz, igy gatolva a fehérjék
sejten bellli transzportjat (119). Kisérleteink soran a sejteket 10 percig, 10 uM deltarasin-
nal kezeltiik el6 majd aktivaltuk a PM lipid-deplécids rendszerlinket 300 nM rapamycin
hozzéaadasaval (16. A abra).

A BRET-hanyadosunkban szignifikans csokkenést tapasztaltunk a kontroll
korilményekhez képest, azonban a Venus-K-Ras-CAAX és a Golgihoz iranyitott
luciferaz kozotti interakcié nem sziint meg teljesen, aminek hatterében a tokéletes gatlas
elmaradasa feltételezhet6é. Kivancsiak voltunk arra is, hogy ilyen esetekben mi torténik
azokkal a molekulakkal melyek nem érkeznek meg a Golgi membranjara a PM lipidszint-
csokkentése utan, ezért konfokalis mikroszkoppal is kovettik a Venus-K-Ras-CAAX
fehérje mozgasat deltarasin, illetve az azt kovetd rapamycin kezelés hatdsara tranziensen
transzfektalt COS-7 sejtekben. A kontroll kisérlettel 6sszehasonlitva elmondhatjuk, hogy
a deltarasin kezelésnek Onmagaban nem volt jelentds hatisa a Venus-K-Ras-CAAX
fehérje lokalizacidjara, azonban a lipid-deplécié utan a fehérje Golgira vald
athelyezédése egyértelmiien kisebb mértékii volt, mint a kontroll kisérletekben, és a
fehérje intracellularis vezikulakon is megjelent (16. B és C abrak). Fontos megjegyezni,
hogy a deltarasin 6nmagdaban is képes volt kismértékii csokkenést eléidézni a Venus-K-
Ras-CAAX és a Golgi-hoz iranyitott luciferaz konstrukcié k6zott mérhetd interakcidban,
ami arra utal, hogy a fehérje PM és Golgi kozoétti korforgasa nyugalomban is egy

dinamikus folyamat (16. D abra).
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sejtek endomembran rendszereire (A) A Venus-K-Ras-CAAX fehérje interakcidjanak vizsgalata a Golgi felszinére
iranyitott luciferaz enzimmel BRET kisérletekben, a konstrukciokat, illetve a PM lipid-deplécids rendszerét tartalmazo
HEK 293T sejtekben. A fehérje utvonalanak vizsgalatdhoz, a Ras fehérjék intracelluléris transzportjaban szereplé PDE
d fehérjéket kompetititiven gatoltuk. Ehhez 10 perig 10 pM deltarasinnal kezeltiik el6 a sejteket. A BRET hanyados
értékek a 300 nM rapamycinnel kezelt sejtek és a DMSO-val kezelt kontroll sejtek adatainak kiilonbségét prezentaljak.
A gorbék harom fuiggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartozd standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatja. A statisztikai
vizsgalat elvégzéséhez az egyedi gorbéknél parositott t-tesztet végeztiink az ingerlés elbtti és utani utolsd harom pont
atlaganak osszehasonlitasaval (a csillagok szine az egyes gorbékre utal). A két gorbe dsszehasonlitasahoz t-prébat
hasznaltunk, ahol a statisztikai probakban az utolsé harom pont atlagat hasznaltuk fel. * p < 0.05, ** p <0.01 (B) A
kovetden. A kisérletben hasznalt COS-7 sejtek tranziensen expresszalték a Venus-K-Ras-CAAX fehérjét és a lipid-
deplécios rendszeriink mindkét tagjat (PM-FRB és FKBP-PJ, T2A-szekvenciaval 6sszekdtve). A képek rapamycin (300
nM) adasa elétt, illetve azutdn 5 perccel késziiltek. A nyilak a Golgi teriiletére mutatnak. Lépték: 20 um. (C) A Venus-
K-Ras-CAAX fehérje intracellularis elhelyezkedésében bekdvetkezd valtozasok deltarasin kezelés hatdsara, majd a
fehérjét és a lipid-deplécios rendszeriink mindkét tagjat (PM-FRB és FKBP-PJ, T2A-szekvencidval 0sszekotve). A
képek a Venus-K-Ras-CAAX fehérje elhelyezkedését mutatjak a kiindulasi helyzetben, 5 perccel 10 pM deltarasin,
illetve tovabbi 5 perccel rapamycin (300 nM) adéasa utan. A nyilak a Golgi teriiletére, és vezikuldkra mutatnak. Lépték:
20 um. (D) Deltarasin hatasanak kimutatasa a Venus-K-Ras-CAAX fehérje Golgi lokalizaci6jara nyugvo sejteken. A
kisérletekben hasznalt HEK 293T sejtek tranziensen expresszaltdk a Venus-K-Ras-CAAX fehéjét, a Golgi-hoz
irdnyitott luciferdzt (Golgi-Luc) és a lipid-deplécios rendszeriink tagjait. A ABRET hanyados értékek a 300 nM
rapamycinnel kezelt sejtek és a DMSO-val kezelt kontroll sejtek adatainak kiildnbségét prezentaljak. A gorbék harom
fuggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartoz6 standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatja A statisztikai vizsgalat
elvégzéséhez pérositott t-tesztet végeztiink az ingerlés el6tti és utani utolsé harom pont atlaganak 6sszehasonlitasaval.
*p<0.05

A Venus-K-Ras-CAAX fehérje citoplazmatikus frakciojanak létét egy nagyon
egyszeril kisérlettel probaltuk meger6siteni. HeLa sejtekben tranziensen transzfektaltuk
a Venus-K-Ras-CAAX, illetve a H-Ras-CAAX konstrukciokat, majd a sejtek
permeabilizéalasa utan kovettiik a fehérjék mozgasat. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk,

hogy a K-Ras fehérje iranyitd-szekvenciajaval maddositott Venus fehérje elhagyta az
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expressziot mutatd sejteket, sot, a konstrukciot elézetesen nem tartalmazo sejtekben is
megjelent (17. abra). A Venus-H-Ras-CAAX fehérje esetében ilyen valtozasokat nem
tapasztaltunk. Eredményeinket 6sszegezve elmondhatjuk, hogy a Venus-K-Ras-CAAX
fehérje citoplazmatikus frakciojat sikerult kimutatnunk, illetve megallapitottuk, hogy a
kozvetitésével érik el a Golgi organellum membranjat.

Venus-K-Ras-CAAX Venus-H-Ras-CAAX

kontroll + digitonin kontroll + digitonin

17. &bra- A Venus-K-Ras-CAAX és Venus-H-Ras-CAAX fehérjék mozgasanak és citoplazmatikus frakciéjanak
vizsgalata digitoninnal permeabilizalt HeLa sejteken A kisérletekben a fehérjéket tranziensen kifejez6 HeLa
sejteket hasznaltunk, melyeket intracellularis médiumban tartottunk a kisérletek idején. A permeabilizalashoz 25 pg/ml
digitonint hasznaltunk. A felvételek a permeabilizalas el6tt, illetve 5 perccel utana késziiltek. A piros csillagok olyan
sejteket jeldlnek, melyek a Venus-K-Ras-CAAX konstrukciot nem tartalmaztdk a permeabilizalast megel6z6en.
Lépték: 20 um.

55 A Golgi PtdIns4P tartalmanak szerepe a Venus-K-Ras-CAAX fehérje

lokalizaciojanak szabalyozasaban

A Venus-K-Ras-CAAX fehérje sejten bellli dtvonalanak tisztazasa utan arra kerestik
a valaszt, hogy a PM lipid-deplécigjat kovetéen a fehérje Golgin torténd
felhalmozodasaban szerepet jatszik-e az organellum membranjanak Ptdins4P tartalma.
Ennek vizsgalatdhoz a kisérleteinkben szereplé lipid-deplécids rendszeriinket
modositottuk, és az eredetileg PM-hoz iranyitott FRB domének (Lcki-10-FRB-mRFP)
mellet Golgihoz iranyitott formajukat (TGN38-FRB-mRFP) is expresszaltattuk a
sejtekben. Ennek eredményeként a mérések soran rapamycin adasat kovetden egyszerre
irdnyithattuk mindkét helyre a citoplazmatikus foszfatdz enzimiinket (mMRFP-FKBP-PJ).
Kontrollként olyan sejteket hasznéltunk, melyek a PM lipid-deplécios rendszeriink két
tagjan kivil csak egy Golgihoz iranyitott fluoreszcens fehérjét tartalmazott az FRB
domeén nélkil (TGN38-mRFP), igy rapamycin kezelés hatasara csak a PM-on tortént meg

a lipidek eltavolitasa, azonban a sejtekben expresszalt fehérjék mennyisége jobban
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kozelitett egyméshoz. Az egyuttes lipid-deplécio hatasara szignifikdnsan csdkkent a
Golgi membranjara athelyez6dé Venus-K-Ras-CAAX mennyisége, amit a két fehérje
kozott detektalhatd energiatranszfer csokkenése jelez a kontroll esethez kepest. A
kisérleti elrendezésb6l adododan eléfordulhat, hogy a PM-on bekovetkezo lipid-deplécio
csokken, amikor a foszfatdzt parhuzamosan a Golgihoz is iranyitjuk, mivel ilyenkor
kompeticio alakul ki az enzim kapcsolodasi pontjai kozott. Ennek ellendrzésére mind a
két modon létrehozott lipid-deplécio esetében parhuzamos kisérletekben regisztraltuk a
PM Ptdins(4,5)P, tartalmat Venus fluoreszcens fehérjével és luciferazzal jelolt
PtdIns(4,5)P2-t kot6 PLCS1-PH domének kozotti BRET mérések segitségével. A
mérések soran nem talaltunk szignifikéns eltérést a lipidszintek véaltozasaban, tehéat
megallapithatjuk, hogy az egyiittes deplécid soran tapasztalt kisebb mértékli Venus-K-
Ras-CAAX athelyez6dés a Golgi PtdIns4P tartalmanak csokkenése miatt kovetkezett be.
(18. 4bra)

Golgi-Luc +
. Venus-K-Ras-CAAX
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18. &bra - A Venus-K-Ras-CAAX fehérje Golgira torténé athelyezédésének vizsgilata a PM és Golgi
membranjanak parhuzamos PPIns depléciojat kovetden A felsé abran a Venus-K-Ras-CAAX fehérje és a Golgihoz
irdnyitott luciferaz kdzotti interakcié mérését mutatom be BRET mddszerrel. A kisérletekben hasznalt HEK293T sejtek
tranziensen expresszaltak a BRET méréshez szilkséges jelolt konstrukcidkat, illetve a lipid-deplécios rendszerlink
mddositott formajanak tagjait. A maodositott rendszeriinkben a PM-hoz iranyitott FRB doménen kivill a sejtek
tartalmaztak egy Golgi membranjahoz irdnyitott FRB domént is (TGN38-FRB-mRFP), ami lehetdséget teremt az
enzim Golgihoz torténd kihelyez8désére rapamycin adasat kovetden. A kontroll sejteknél egy olyan konstrukciét
hasznaltunk, amelyik nem tartalmazta az FRB domént (TGN38-mRFP), igy ebben az esetben nem kell szamitani az
enzim kihelyezddésére a Golgi membranjahoz. A jobb oldali dbran a kisérletek sematikus &brézolésa lathat6. Az alsd
panelen a fehérje mozgasanak vizsgalataval parhuzamosan végzett kisérletek eredményei lathatéak, ahol a mddositott
deplécids rendszerlinket tartalmaz6 és a kontrollként hasznalt sejtekben hasonlitottuk 6ssze a PM PtdIns(4,5)P2
mennyiségében bekdvetkezd valtozasokat Venus és luciferaz enzimet tartalmazo, a lipidet specifikusan koté PLCS1-
PH domének kozotti BRET mérések felhasznalasaval. A ABRET hanyados értékek a 300 nM rapamycinnel kezelt
sejtek és a DMSO-val kezelt kontroll sejtek adatainak kiilonbségét prezentaljak. A nBRET hanyados értékek
normalizaléasi procedlrajat a modszerek fejezetben ismertetem. A gorbék harom fliggetlen mérés atlagértékeit és az
ahhoz tartoz6 standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatja A statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott t-tesztet végeztiink
az ingerlés el6tti és utani utols6 harom pont atlaganak sszehasonlitasaval (a csillagok szine az egyes gorbékre utal).
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Két gbrbe Osszehasonlitasdhoz t-probat hasznaltunk, ahol a statisztikai prébakban az utols6 harom pont atlagat
hasznaltuk fel. * p < 0.05, ** p < 0.01; ns, nem-szignifikans.

56 A Venus-K-Ras-CAAX fehérje PM koétésének tovabbi vizsgalata: az

elektrosztatikus interakcid, vagy egyes lipidek a fontosak?

A Kkorabban bemutatott 13. abran lathatd, hogy a 4- és 5-foszfatdz aktivitassal
egyarant rendelkezé PJ enzim rapamycinnel indukalt PM-hoz iranyitdsa soran a PM
PtdIns4P, PtdIns(4,5)P2 és PtdIns(3,4,5)P3 tartalma is csokken. Annak érdekében, hogy
megvizsgalhassuk az egyes lipidek 6nallo szerepét a K-Ras fehérje PM lokalizaciojanak
stabilizalasaban a sejteket alacsony dozisi wortmannin kezelésnek vetettlk ala, illetve a
PJ enzim olyan muténsait hasznaltuk, melyek csak 4-, vagy 5-foszfataz aktivitassal
rendelkeznek. A 100 nM-os koncentracidban alkalmazott wortmannin kezelésrol
kordbban megallapitottuk (13. &bra), hogy csak a PM PtdIns(3,4,5)P3 szintjét csokkenti,
mig a masik két foszfoinozitid mennyiségét nem befolyasolja. Hasznalata esetén nem
sikerlt szignifikans emelkedést kimutatni a Venus-K-Ras-CAAX fehérje és a Golgihoz
iranyitott luciferaz kozotti interakcioban, illetve a PJ enzim PM-hoz kapcsolodasat kovetd
interakcié novekedést sem valtoztatta meg szignifikdns mértékben. Ezek alapjan
elmondhato, hogy a PM PtdIns(3,4,5)Ps koncentracioja nem jatszik meghatarozé szerepet
a K-Ras fehérje PM lokalizacidjaban, ugyanakkor érdemes megjegyezni, hogy bar a
wortmannin hatasara bekovetkezd valtozdsok nem bizonyultak szignifikansnak, egy
kismérték(i tendencidzus valtozas lathaté volt (19. abra). A PM PtdIns4P és
PtdIns(4,5)P tartalméanak csokkentéséhez hasznalt mutans PJ enzimeket (PJ-4-foszfataz
és PJ-5-foszfatdz) munkacsoportunk mar korabbi kdzleményekben is hasznalta (90).
Ezek a fehérjék egy-egy pontmutaciot tartalmaznak a 4- és 5-foszfatdz domen katalitikus
régidjaban a PJ enzimhez képest, melynek kdvetkeztében mar csak az egyik lipid
bontasara képesek. A PJ és a ket muténs altal létrehozott Venus-K-Ras-CAAX mozgés
Osszehasonlitasa soran azt lathatjuk, hogy a megfelelé PM lipidek lebontasat kovetden
mindkét mutans hasznalata esetén szignifikansan kisebb volt a Golgira athelyez6do
fehérje mennyisége, mint a PJ hasznalata esetén. A PJ-4-foszfatdz alkalmazésakor, tehat
a PM PtdIns4P frakciojanak csokkentésekor joval kisebb mértékii fehérjemozgast
tapasztaltunk (19. B abra), mint a masik két enzim esetében. A PJ-5-foszfataz altal
kivaltott PM PtdIns(4,5)P. csokkentés nagyobb athelyezédést eredményezett (19. B
abra), mint a masik mutans esetében, azonban a PJ hatasatol ez is elmaradt. A Venus-K-
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Ras-CAAX fehérje transzlokacidjanak mérésével parhuzamosan a PM PtdIns4P és
PtdIns(4,5)P; frakciojat is kovettik (19. C dbra), hasonldan a PJ altal kivaltott lipidszint-
valtozasokhoz, melyet a (13. abra) mar korabban bemutattam. A kisérletek soran az
enzimek aktivitasanak megfelel6 lipid-valtozasokat tapasztaltunk. Tehat az 5-foszfataz
aktivitasi enzim miikodésénél a PM PtdIns(4,5)P; tartalma csokkent, mig a PM
PtdIns4P-frakcidjaban kismértékli novekedés volt lathatd. Ezzel ellentétben, a 4-
foszfataz aktivitast enzimnél a PM PtdIns4P szintjének csdokkenese mellett nem jott 1étre

szamottevo valtozas a PM PtdIns(4,5)P2-tartalmaban.
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19. &bra — A PM PPlIns frakcidinak izolalt valtoztatasa altal eldidézett intacellularis mozgasok a Venus-K-Ras-
CAAX fehérje esetében (A) A PM PtdIns(3,4,5)Ps szerepének vizsgélata a Venus-K-Ras-CAAX fehérje sejten belli
mozgasaban. A sejtek PM PPIns szintjének csokkentéséhez 100 nM wortmanninnal gatoltuk a PI3K enzimet, vagy 300
nM rapamycinnel aktivaltuk a deplécios rendzseriinket. (B) A PM PtdIns4P (z6ld) és/vagy Ptdins(4,5)P2 (piros)
tartalmanak csokkentése soran tapasztalhatd interakcio valtozas kdvetése a Venus-K-Ras-CAAX fehérje és Golgi-hoz
iranyitott luciferaz enzim koz6tt mérheté BRET szignal alapjan. (A és B) Az intracellularis mozgasok kovetése soran
hasznalt HEK 293T sejtek tranziensen expresszaltak a Venus-K-Ras-CAAX fehérjét, a Golgi felszinére iranyitott
luciferaz enzimet (Golgi-Luc) és a deplécios rendszeriink tagjait (PM-FRB és FKBP-PJ, az egyiittes lipid-deplécio
esetén; FKBP-PJ-4-foszfataz a a PM PtdIns4P, illetve FKBP-5-foszfataz a Ptdins(4,5)P2 izolalt csdkkentése esetén). A
ABRET hanyados értékek a 300 nM rapamycinnel, és/vagy 100 nM wortmanninnal kezelt sejtek és a DMSO-val kezelt
kontroll sejtek adatainak kiillonbségét prezentaljak. (C) Az interakcios vizsgalatokkal parhuzamosan elvégeztitkk a PM
PPIns frakcidinak mérését is az eltérd enzimek felhasznalasaval el6idézett lipid-deplécié soran. Ezekben a
kisérletekben az altalunk korabban mar bemutatott BRET alapd PtdIns4P és PtdIns(4,5)P2 szenzorokat hasznaltuk a
lipid-deplécids rendszert is tartalmazé HEK 293T sejteken Az nBRET hanyados értékek normalizalasi procedurajat a
madszerek fejezetben ismertetem. A gorbék harom (A), illetve négy (B és C) fliggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz
tartozo standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak. Az egyedi gorbék esetén a statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott
t-tesztet végeztiink az ingerlés eldtti és utdni utolsé harom pont atlagainak dsszehasonlitdsaval. (a csillagok szine az
egyes gorbékre utal) Az egyes gorbék Osszehasonlitdsahoz egyutas ANOVA-t hasznaltunk, ahol a statisztikai
prébakban az utolsé harom pont atlagat hasznaltuk fel. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p<0.001; ns, nem-szignifikans.

61



DOI:10.14753/SE.2018.2147

57 A PM lipid-depléciéjat kovetéen Kialakulo valtozasok a teljes

hosszusagu K-és H-Ras fehérje intracellularis elhelyezkedésében

A korabbi kisérletekben a PM lipid-szintjeinek manipulalasa utan, a K- és H-Ras
fehérjék intracellularis atrendez6désére az iranyitoszakaszaikkal modositott Venus
fehérjék mozgasabodl kovetkeztettiink. Az irodalombdl jél ismert, hogy a Ras fehérjéknek
a sejteken beltli lokalizacidja ezen szakaszoktdl fligg, azonban a teljes hosszlsagu
fehérjek olyan fehérje-fehérje interakciokban is részt vehetnek, melyek befolyasolhatjak
szabad mozgasukat. Szilikségszerii tehat, hogy a Ras fehérjék mozgasara iranyulo
relevans konkluzio lesziiréséhez megvizsgaljuk a teljes hosszisagl fehérjék mozgasa

soran bekovetkez6 mozgasokat a PM lipid-depléciojat kovetden (20. abra).
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20. abra — A konstitutivan aktiv K- és H-Ras mutansok intracellularis mozgasanak vizsgalata a PM PPlIns
deplécidja kovetkeztében (A) A kisérletekben hasznalt teljes hosszlsagu, konstitutivan aktiv K- és H-Ras fehérjéket
tartalmazo konstrukciok (Venus-K-Ras G12V és Venus-H-Ras G12V) felépitésének sematikus abrazolasa, és sejten
belili elhelyezkedésiik vizsgalata konfokalis mikroszkdppal a PM PPIns deplécidja el6tt és utan (300 nM rapamycin)
a fehérjéket tranziensen expresszald HEK 293T sejteken. Lépték: 20 um. (B és C) A teljes hosszlsagu, konstitutivan
aktiv K- és H-Ras fehérjéek (Venus-K-Ras G12V és Venus-H-Ras G12V) ER és Golgi interakcidjanak vizsgalata BRET
technikaval, az organellumok felszinére iranyitott luciferaz enzimek (Luc-ER és Golgi-Luc) segitségével, a
konstrukciokat és a lipid-deplécios rendszert (PM-FRB és FKBP-PJ) tranziensen expresszalé HEK293T sejteken. A
ABRET hanyados értékek a 300 nM rapamycinnel, és/vagy 100 nM wortmanninnal kezelt sejtek és a DMSO-val kezelt
kontroll sejtek adatainak kiilonbségét prezentaljak. A gorbék harom fuggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartozo
standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak. Az egyedi gorbék esetén a statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott t-
tesztet végeztlink az ingerlés elStti és utani utolsd harom pont atlagainak Gsszehasonlitasaval. * p < 0.05; ns, nem-
szignifikans.
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Ennek vizsgélatahoz elsd 1épésben elkészitettiik a teljes hosszisagu, konstitutivan
aktiv mutans K- és H-Ras fehérjek (K-Ras G12V és H-Ras G12V) Venus fluoreszcens
fehérjevel jelolt valtozatait, majd konfokalis mikroszkoppal megvizsgaltuk a fehérjék
sejten belili mozgasat, illetve a mar bemutatott BRET-mddszerrel az ER és a Golgi
és a BRET-mérések soran is hasonlé eredményeket kaptunk, mint a fehérjék iranyito-
szekvencidival modositott Venus fehérje mozgasanal, tehat a K-Ras fehérje a PM-t
elhagyva az ER-ra, illetve a Golgira helyez6dott at, mig a H-Ras esetében nem
tapasztaltunk semmilyen valtozast a fehérjék mozgasaban a PM egyiittes lipid-depléciojat
kovetéen (20. B és C abra).

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy a kapott eredmények fliggetlenek-e a feherjék
aktivitasatol, ezért a konstitutivan aktiv mutansok mellet elkészitettiik a fehérjek vad
tipust (WT) és dominéns negativ (S17N) verzigjat is és megismételtik a kisérleteket. A
mérések sordn az aktiv mutdnsok esetében tapasztalhatd valtozasokkal megegyezd

eredményt kaptunk (21. bra).
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21. &bra- A vad tipusi és dominans negativ (S17N) K- és H-Ras mutansok intracellularis mozgasanak vizsgalata
a PM PPIns deplécitdja kovetkeztében A teljes hosszUsagu, konstitutivan aktiv, vad tipusd és dominans negativ K-
és H-Ras fehérjék (Venus-K-Ras G12V/WT/S17N és Venus-H-Ras G12V/WT/S17N) Golgi interakcidjanak vizsgalata
BRET technikaval, az organellum felszinére iranyitott luciferaz enzim (Golgi-Luc) segitségével, a konstrukcidkat és a
lipid-deplécios rendszert (PM-FRB és FKBP-PJ) tranziensen expresszal6 HEK293T sejteken. A ABRET hanyados
értékek a 300 nM rapamycinnel, és/vagy 100 nM wortmanninnal kezelt sejtek és a DMSO-val kezelt kontroll sejtek
adatainak kiillénbségét prezentaljak. A gorbék harom fiiggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartoz6 standard hiba
(S.E.M.) értékeit mutatjak. Az egyedi gorbék esetén a statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott t-tesztet végeztiink
az ingerlés el6tti €s utani utolsd harom pont atlagainak dsszehasonlitasaval. ** p < 0.01; ns, nem-szignifikans.
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5.8 A K-Ras fehérje sejten beluli elhelyezkedésének valtozasa Gq-fehérjét
aktivaldo muszkarinos M3-as acetilkolin és EGF receptorok stimulacidja

esetén

A PM mesterséges lipid-deplécidja esetén bekovetkez6 Ras fehérje mozgasok
vizsgalata utan kivancsiak voltunk arra, hogy a fiziologias viszonyokat jobban kozelit6
allapotokban is bekdvetkezik-e a K-Ras fehérjénél tapasztalt sejten beliili atrendez6dés.
Fiziologias esetekben a PM jelentdés mértékt lipid-deplécidja az eltérd foszfolipaz C
(PLC) izoformak aktivalodasa sordn alakulhat ki, melyek kozil a legismertebb
mechanizmus a Gq-heterotrimer G-fehérjét aktivalé hét transzmembran (7TM)
receptorok ingerlése soran bekovetkezé PLCP aktivacid. A masik, ugyancsak ismert
lehetéség a PLC enzim direkt aktivalasara a tirozin-kinaz receptorok ingerlése, melyek
PLCy izoforméjanak miikodését fokozzak.

Kisérleteinkben ennek megfeleléen a Ggq-heterotrimer G-fehérjét aktivalo M3-as
muszkarinos acetilkolin receptor (M3R) és az epidermalis ndvekedési faktor receptor
(EGFR) aktivalodasa soran bekovetkezd fehérjemozgasokat is megvizsgaltuk. Az M3R
ingerlése soran a Venus-K-Ras-CAAX fehérje a Golgira helyez6dott at, amely tranziens
Kinetikat mutatott. Ennek hatterében a PLC miikodésének hatasara kialakulo lipid-szint
valtozéasok allhatnak, ugyanis ismert, hogy az enzim aktivalédasa utan a a PM PtdIns4P
és PtdIns(4,5)P> tartalma gyorsan csokken, majd emelkedni kezd a lipidek gyors ujra
termelédésének kovetkeztében. A reszintézis folyamatanak meghatarozdé enzime a
foszfatidil-inozitol 4-kinazok (PI4K) csoportjaba tartoz6 PI4KA enzim, melyrdl egy
korabbi munkankban megallapitottuk (90), hogy fokozott mitkdése a PLC jelpalya soran
aktivalddo proteinkinaz C enzim kdzremiikodésével valosul meg. Abban az esetben, ha a
sejteket 10 perces Al el6kezelésnek vetettiik ala, ami az enzim specifikus gatloszere, a
Venus-K-Ras-CAAX fehérje mozgéasa megvaltozik, és a Golgihoz irdnyitott luciferazzal
kialakitott interakcid a tranziens emelkedés helyett egy fenntartott, folyamatosan
ndvekedést mutatott. Ezek alapjan a lipidek reszintézisének fontos szerepe van a fehérje
intracellularis elhelyezkedésének szabalyozasban a receptor aktivaciojat kovetden (22. A

abra).
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22. dbra — A Venus-K-Ras-CAAX és a Venus-K-Ras-G12V konstrukcidk sejten bellli elhelyezkedésének
valtozasa muszkarinos M3R aktivacioja esetén (A) A Venus-K-Ras-CAAX és Venus-K-Ras-G12V konstrukciok
interakcigjanak mérése a Golgi membranjahoz irdnyitott luciferaz enzimmel, BRET mérésekben 10 pM carbachol
stimulus hatasara, a fehérjéket és a muszkarinos M3R-t tranziensen expresszalé HEK 293T sejteken (kék gorbék),
illetve a sejtek 10 perces PI4KA inhibitor Al (10 nM) vegyiilettel trténé eldkezelése esetén (piros gérbék). A ABRET
hanyados értékek a 10 uM carbachollal és a médiummal kezelt kontroll sejtek adatainak kiillonbségét prezentaljak. A
gorbék harom fiiggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartoz6 standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak. Az egyedi
gorbék esetén a statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott t-tesztet végeztiink, melyben az ingerlés el6tti harom
mérési pont atlagat, az ingerlés utani 2-4. mérési pontok, illetve az ingerlés utani utols6 harom mérési pont atlagait
hasonlitottam dssze (a csillagok szine az egyes gorbékre utal). * p<0.05, ** p < 0.01; ns, nem-szignifikans. (B) A
Venus-K-Ras-CAAX fehérje mozgéasanak nyomon kdvetése 10 uM carbachol stimulust kovetéen a fehérjét és a
muszkarinos M3R-t tranziensen expresszalo COS-7 sejteken. A nyilak a Golginak megfelel6 teriiletet mutatjak. A
PI4KA inhibitor Al vegyiilettel torténé el6kezelés 10 percig tartott. A képek reprezentativ mérési eredményeket
mutatnak. Lépték: 20 um. (C) A PI14KA inhibitor Al vegyllet hatasanak vizsgalata a Venus-K-Ras-CAAX fehérje és
a Golgi membranjanak interakciéjara BRET mérésekben, a fehérjéket tranziensen expresszalé HEK 293T sejteken. A
ABRET hanyados értékek a 10 nM Al-gyel és DMSO-val kezelt kontroll sejtek adatainak killonbségét prezentaljak. A
gorbék harom fuggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartozé standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak. Az egyedi
gorbék esetén a statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott t-tesztet végeztiink az ingerlés el6tti és utani utolsé harom
pont atlagainak dsszehasonlitasaval. * p<0.05
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A Kisérleteket megismételtiik a Venus-K-Ras-CAAX helyett a teljes hosszusagu
fehérjéket tartalmazd sejteken is. Korabban a teljes hosszusagu fehérjéket vizsgalva
kisebb mértékii athelyezédést regisztraltunk a lipid-deplécids rendszer hasznalatakor,
ennek megfeleléen ebben az esetben is egy csokkent valtozast tapasztaltunk, azonban a
valtozés kinetikajaban nem talaltunk kilonbséget (22. A dbra). A Venus-K-Ras-CAAX
konstrukcié esetében kapott mérési eredményeinket konfokalis mikroszk6pos
kisérletekben is megerésitettiik (22. B abra), ahol szintén sikertlt kimutatni a Golgi
membranjara kertlt fehérjéket, illetve a kinetikai kilonbségeket is a kontroll és az Al-
gyel kezelt sejtek kozott. Végezetil, a reszintézis gatlasahoz hasznalt Al vegyiilet hatasat
is megvizsgaltuk a Venus-K-Ras-CAAX fehérje mozgasara, ugyanis ez dnmagaban is
képes nagymértékii csokkenést eldidézni a PM PtdIns4P frakciojaban, igy hasonléan a
rapamycinnel aktivalhatd mesterseges lipid-deplécional latottakhoz, Kkismértékii
emelkedésre lehet szdmitani. A vartaknak megfelelGen sikeriilt szignifikans emelkedést
Kimutatni a Venus-K-Ras-CAAX és a Golihoz iranyitott luciferdz enzim kdzotti
interakcidban, ami a molekuldk Golgira valé athelyezddését mutatja, illetve megerdsiti a
PM PtdIns4P tartalmanak szerepét a fehérje PM lokalizaciojaban. (22. C abra)

Korabbi kézleménylinkben (90) bemutattuk, hogy overexprsszalt EGFR-t tartalmazé
HEK 293T sejtekben EGF stimulus hatasara csokken a PM PtdlIns(4,5)P. szintje, ami
egyrészt a PLCy enzim aktivalodasa, masrészt a PtdIns(3,4,5)P3 fokozott szintézise miatt
kovetkezik be. Ezt, és az eddigi kisérletek eredményeit figyelembe véve kivancsiak
voltunk arra, hogy az EGFR aktivalédasa soran bekdvetkezd, az M3R aktivaciojanal
tapasztalthoz képest joval kisebb mértékii PtdIns(4,5)P2 deplécid is elegend6-e a Venus-
K-Ras-CAAX fehérje jol ismert Golgira valé athelyezédését kivaltani. A mérések soran
azt tapasztaltuk, hogy EGF stimulust kdvetden szignifikansan névekszik a Venus-K-Ras-
CAAX fehérje és a Golgira iranyitott luciferaz enzim kozétti interakcio, azonban ennek
mértéke elmaradt az M3R-nal tapasztaltaktdl (23. A dbra). Abban az estben, ha a PM-on
torténd lipid-reszintézist 10 nM Al vegyllet hasznalataval gatoltuk, akkor a két fehérje
kozott kialakulo interakcio gyorsabban jott 1étre. Ha a PM PtdIns(3,4,5)Ps szintézisét
megakadalyoztuk a termelésért felelds PI3K enzim 100 nM wortmanninnal toérténd
gatlasaval, akkor ugyancsak szignifikans interakcio ndvekedést tapasztaltunk, azonban a

folyamat kinetikajat tekintve jelent6s késés mutatkozott. A Kisérletekkel parhuzamosan
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mindharom kérdéses lipid PM-szintjét monitoroztuk. A gatldszerek esetében a vartaknak

megfeleld lipid-valtozasokat mértiink (21. B abra).
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23. dbra — A Venus-K-Ras-CAAX fehérje intracellularis elhelyezkedésében bekovetkezé valtozasok, és az azok
hatterében 4ll6 lipidvaltozasok vizsgalata EGFR stimulust kévetéen (A) A Venus-K-Ras-CAAX fehérje és a Golgi
membranjahoz iranyitott luciferdz enzim (Golgi-Luc) kozotti interakcid6 mérése BRET maédszerrel 100 ng/ml EGF
ingerlés hatasara, a fehérjéket és a human EGFR-t tranziensen expresszald HEK 293T sejteken (kék gorbék), illetve a
sejtek 10 perces PI4KA inhibitor Al vegyilettel (piros gorbék), vagy 100 nM PI3K inhibitor wortmanninnal torténd
el6kezelése esetén (z61d gorbék). A ABRET hanyados értékek a 100 ng/ml EGF és a médiummal kezelt kontroll sejtek
adatainak kiilonbségét prezentaljak. A gorbék négy fiiggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartozé standard hiba
(S.E.M.) értékeit mutatjak. Az egyedi gorbék esetén a statisztikai vizsgalat elvégzéséhez parositott t-tesztet végeztiink
az ingerlés el6tti és utani utolsé harom pont atlagainak sszehasonlitasaval. **p < 0.01. (B) Az EGFR stimulalasa
esetén mérhet6 PM lipid-valtozasok a lipidek érzékelésére alkalmas BRET-alapu lipidszenzorokat és az EGFR-t
tranziensen kifejez6 HEK 293T sejtekben el6kezelés nélkiil (kék), 10 perces PI4KA inhibitor Al vegyiilettel (piros
gorbék), vagy 100 nM PI3K inhibitor wortmanninnal torténé eldkezelése esetén (z6ld gorbék). A nBRET hanyados
értékek normalizalasi procedurajat a mddszerek fejezetben ismertetem. A gorbék négy fiiggetlen mérés atlagértékeit és
az ahhoz tartozd standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak.

Az Al kezelés hatasara a bazalisan is csokkent PtdIns4P szint tovabbi, am kismértékii
csokkenést mutatott, a PtdIns(4,5)P2 szint esetében hidnyzott a lipid reszintézise, mig a
PtdIns(3,4,5)P3 képzddésre nem volt jelentds hatassal. A wortmannin eldkezelés hatasara
a bazélisan is csokkent Ptdins(3,4,5)P3 szintjének emelkedése elmaradt, azonban
meglep6 moédon a PM PtdIns4P frakcigjaban emelkedést tapasztaltunk a kontroll
korilményekhez képest. Ennek hatterében egy altalunk, és az irodalom altal még szintén
nem ismert jelenség allhat, melynek tisztazasa tovabbi terveink részét képezi. A mérések
soran regisztralt lipid-valtozasok megmagyarazzak a fehérje mozgasanak vizsgalatara
iranyul6 kisérletekben kapott eltéréseket, ugyanis az Al hatasara bekovetkez6 valtozas
feltehet6en a PM PtdIns4P szintjének csokkenése miatt kvetkezett be, mig a wortmannin
kezelésnél lathatd késés a PM PtdInsdP szintjének relativ emelkedésével is
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magyarazhat6. Adataink alapjan a PM PtdIns(3,4,5)Ps szintjének valtozasai nem voltak
hatassal a Venus-K-Ras-CAAX fehérje Golgira torténé athelyez6désére, mig a PM
Ptdins4P és PtdIns(4,5)P2 frakcidjanak valtozasai egyértelmiien befolyasoltak a

folyamatot az el6z6 kisérletekben latottakhoz hasonloan.

5.9 A PM lipid-deplécidéjanak hatdsa a K- és H-Ras fehérjék altal indukalt

fokozott sejtproliferaciora

A Ras fehérjék kozponti szerepet toltenek be szadmos sejtélettani folyamat
jelpalyajaban, és kituntetett szerepiik van a sejtek ndvekedésben, a sejtproliferacidban,
illetve a tulélesi jelpalyaban (180). Annak megitélésére, hogy a K-Ras fehérjék PM-rol
Golgira torténd athelyezédése a PM lipid-depléciojanak kovetkeztében jar-e barmilyen
funkcionalis kovetkezménnyel, egy 24 6ras izotoppal jelzett [*H]-leucin beépiilési tesztet
végeztink el. Ez a modszer alkalmas a fehérjeszintézis sebességének megitélésére, hiszen
a meérések soran alkalmazott izotdp a szintézis mértékével ardnyosan keril beépitesre a
sejtekbe. Tehat, a beépilt izotdp meghatarozasaval kozvetlenil a fehérjeszintézis
intenzitasarol, illetve kdzvetetten a sejtproliferacio sebességérdl nyerhetiink adatokat.

A Kkisérletek soran eldszor 0sszehasonlitottuk a dominans negativ és a konstitutivan
aktiv Ras mutansok (S17N és G12V) sejtproliferaciora gyakorolt hatasat a K- és a H-Ras
fehérjek esetében is. Ehhez a sziikséges konstrukciokat tranziensen expresszalo COS-7
sejteket hasznaltunk fel. A vizsgalat soran a vartaknak megfelel6 eredményeket kaptunk,
tehat az aktivalé mutacié mind a két Ras izoforma esetében szignifikans ndvekedést
okozott a jelzett leucin beéplléseben (24. A abra). Ezek utan arra kerestlk a valaszt,
hogy a PM lipid-deplécioja milyen hatassal van a K- illetve H-Rast tartalmazo sejtek
proliferacios képességere. A kisérletek sordn a PM lipid-deplécidjat a mar bemutatott
rapamycinnel indukalhaté heterodimerizacios rendszeriinkkel hoztuk létre, melyben a
foszfataz kettés, 4- és 5-foszfatdz aktivitassal is rendelkezett (FKBP-PJ). Mivel a
kisérletek soran, a rendszer aktivalasat rapamycin hozzaadasaval végeztiik, amely hatadsos
gatlészere az mTOR jelpélyanak, ezért a fehérjeszintézist, tehat a leucin beépulést
6nmagaban is gatolhatja, kontrollként olyan enzimet hasznaltunk, amely a foszfataz
alegységek inaktiv formait tartalmazta (FKBP-PJ-dead) (173). A kisérletek alapjan
elmondhato, hogy 100 nM rapamycin jelenlétében, a 24 Gras beépulési teszt soran a
konstitutivan aktiv K- és H-Ras fehérjéket (K-Ras G12V és H-Ras G12V) tartalmazé
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sejtekben szignifikansan nagyobb volt a proliferacié mértéke, mint a dominans negativ
K-Ras-t (K-Ras S17N) tartalmazo sejtekben, ha az inaktiv foszfatazt alkalmaztuk. Abban
az esetben, ha az izotdp beépulésének mértekét az aktiv foszfatdz aktivalasa mellett
kovetjik, akkor a kontroll mérésekben tapasztalhato szintekhez kepest, a konstitutivan
aktiv K-Ras G12V konstrukciot tartalmazd sejtekben szignifikans csokkenést
tapasztalunk a mérhet6 izotopaktivitasban, mig a dominans negativ K-Ras S17N vagy a
konstitutivan aktiv H-Ras (H-Ras G12V) fehérjéket tartalmazo sejtekben nem
tapasztalhatd ez a csokkenés (24. B abra). A kapott eredmények alapjan feltételezheto,
hogy az aktiv Ras fehérjék csak PM-kotott formaban képesek indukalni a sejtek fokozott
leucin beépiilését, mely a Golgira torténd athelyezddés soran lehetetlenné valik a K-Ras
folyamatra, melyet a H-Ras G12V konstrukcional lathato eredmények alapjan
valoszintsithetiink. A kapott valtozasok hattereben allo folyamatokat részleteiben nem
vizsgaltuk tovabb. A lehetséges Utvonalakra és a szerepet jatszo fehérjékre a megbeszélés
fejezetben térek vissza. Késobbi terveink kozott szerepel a folyamatban szerepet jatszo
fehérjek és jelatviteli utvonalak tisztazasa, melyek fontosak lehetnek a K-Ras fiiggd

daganatok viselkedésének megertésében, illetve (j terapias célpontok felderitésében.
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24. dbra - lzotoppal jelzett [*H]-leucin beépiilési vizsgalatok eltéré aktivitassal rendelkezé Ras mutinsokat
kifejezé COS-7 sejtekben (A) Normalizalt [*H]-leucin beépllés mértéke konstitutivan aktiv (G12V) és dominans
negativ (S17N) mutaciét hordozé K- és H-Ras fehérjék esetében. A normalizalas minden kisérletben a K-Ras S17N-re
tortént. Az oszlopok négy fiiggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartozé standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak.
Az adatok statisztikai vizsgalatdhoz kétutas ANOVA-t hasznaltunk. *p < 0.05; ns, nem-szignifikans. (B) Normalizalt
[®H]-leucin beéplilés mértéke konstitutivan aktiv (G12V) K- és H-Ras, illetve dominans negativ (S17N) mutaciot
hordoz6 K-Ras fehérjék esetében, egyidejiileg kivitelezett PM PPIns deplécié soran. A lipid-depléciét a mar emlitett
deplécids rendszeriink (PM-FRB és FKBP-PJ) tranziens kifejezésével értiik el. Kontrollként inaktiv enzimet tartalmazé
konstrukciot hasznaltunk (PJ-dead). A kisérletekben a lipid deplécids rendszeriink tagjait, illetve a jelolt, teljes
hosszusagu Ras fehéjéket (MRFP-K-Ras S17N/G12V, illetve mRFP-K-Ras S17N/G12V) kifejez6 COS-7 sejteket
hasznaltunk. A normalizalas minden kisérletben az inaktiv enzimet tartalmazé K-Ras S17N-re tortént. Az oszlopok
négy filggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartoz6 standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak. Az adatok statisztikai
vizsgalatahoz kétutas ANOVA-t hasznaltunk. *p < 0.05; ns, nem-szignifikans.
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5.10 A PM lipid-depléciojanak hatasa a sejtek Ins(1,4,5)P3- és Ca2+-
valaszara Gg-feherjét aktivdlo AT1l-es angiotenzin Il receptor

stimulalasat kovetoen

A Ras fehérjék sejten bellli elhelyezkedésének foszfoinozitid-fiiggd szabalyozasa
mellett munkam soran egy masik folyamatnak, a kapacitativ kalcium-bedramlasnak is
vizsgaltam a PM-foszfoinozitidek altal torténé szabalyozasat. Azért erre a folyamatra
esett a valasztas, mert korabban munkacsoportunk is szerteagazé kutatasokat végzett
ebben a téméban, illetve nagyon ellentmondasos eredmények lattak napvilagot ezen a
tertileten az utobbi, mintegy tiz évben. Ezen kivil azt feltételeztlik, hogy a kifinomult PM
lipid-deplécids rendszerlink hasznalataval, mellyel képesek vagyunk a PM foszfoinozitid-
frakcidinak izolalt, specifikus csokkentésere, illetve a kodzelmultban szintetizalt
vegylletnek, —melyet a Ras fehérjék mozgasanal mar bemutattam— az Al-nek a
felhasznalasaval tovabb tudjuk gyarapitani és pontositani a folyamat szabalyozasarol
sz0l6 ismeretanyagot.

Munkank kiindulopontjaként azt a korabbi kozleményt tekintettiik, amely
Osszefliggest talalt a PM PtdIns4P tartalma és a kapacitativ kalcium-bearamlas folyamata
kozott (160). A Kisérleteikben angiotenzin 1l segitségével ingereltek olyan HEK 293
sejteket, melyek stabilan expresszaltak a Ggq-fehérjéhez kapcsolt AT1-R-t. Ezaltal a
sejtekben jellemzd két fazisti Ca®*-jel jott 1étre, melynek elsé, tranziens, nagy amplitadoji
részét az Ins(1,4,5)Ps képzddését kovetden felszabaduld ER eredetii ionok, mig masodik,
ellaposodott részét a kapacitativ kalcium-bedramlas soran az extracellularis térbél
szarmaz0 ionok citoplazmaba torténd bearamlasa hozza létre. A mérésekben azt
vizsgaltak, hogy a hormonnal torténé aktivaciot kovetden a kapacitativ kalcium-
bearamlas altal 1étrehozott komponens befolyasolhaté-e a PM foszfoinozitid-szintjeinek
befolyasolasaval. A PtdIns(4,5)P2 szintjének csokkentését az altalunk is hasznalt
rapamycinnel aktivalhaté heterodimerizacios rendszerrel hoztdk Iétre, melyben a
citoplazmatikus foszfataz alegység csak az 5-foszfataz aktivitassal rendelkez6 fehérjét
tartalmazta. A PM PtdIns4P tartalmanak csokkentésére egy olyan vegyiletet alkalmaztak
(LY?294002), amely egy szeles korben alkalmazott PI4K gatldszer, azonban nem elég
specifikus, mivel egyarant gatolja a Golgin mitkk6dé PI4KIIIB és a PM-on miikodod, a
foszfoinozitidek reszintézisét végz6 PI4KIIlo enzimeket. Fontos tovabba megemliteni,

hogy ez a vegyiilet a PI3K-ra is gatlo hatassal van, amely nem meglepd, hiszen a két
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enzimcsalad nagyfoki homoldgidt mutat egymassal felépitésiiket tekintve (43).
Osszességében tehat elmondhatd, hogy a korabban alkalmazott modszerek nem tették
lehetévé az egyes PM-foszfoinozitidek szerepének izolalt vizsgalatat a folyamatban. A
kisérletek soran azt tapasztaltak, hogy a PM PtdIns(4,5)P. szintjének valtozasa
6nmagaban nem képes a kalcium-bedramlas megvaltoztatdsara, azonban abban az
esetben, ha utana a sejteket a P14K gatldszerrel kezelték, ami az eddigiekben emlitettek
miatt a PM PtdIns4P és PM PtdIns(3,4,5)Ps szintjét egyarant csokkenti, akkor a Ca?*-jel
masodik fazisa, ami a kapacitativ kalcium-bearamlasnak koszonhet6, csokkent. Ezek
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a PM PtdIns4P frakciojanak fontos szerepe
van a kapacitativ kalcium-bearamlas folyamataban.

A fejezet bevezetésében emlitett 0j technikak birtokaban azt a célt tiiztiik ki magunk
elé, hogy hasonléan az ismertetett kodzlemenyhez, mi is megvizsgaljuk a PM
foszfoinozitid-lipidjeinek szerepét a kapacitativ kalcium-bedramlas folyamatanak
szabalyozasaban. A kisérletek soran elsd 1épésben mi is a hormonnal kivaltott Ca?*-jelek
foszfoinozitid fliggésének vizsgalataval kezdtiink el foglalkozni. A kisérletek soran olyan
HEK293T sejteket alkalmaztunk, melyek tranziensen expresszaltdk a munkacsoportunk
altal kordbban bemutatott nem internalizalod6, mutdns AT1 receptort. A PM
PtdIns(4,5)P> szintjének csokkentésére mi is a rapamycinnel indukalhatd
heterodimerizacids rendszert hasznaltuk, melynek citoplazmatikus alegysége szintén
csak az 5-foszfataz feherjét tartalmazta, mint a bemutatott kozlemeny esetében. A PM
PtdIns4P frakcidjanak csokkentésére azonban a bemutatott k6zleménnyel ellentétben a
jéval specifikusabb Al vegyuletet alkalmaztuk, illetve 6sszehasonlitottuk a kapott
eredményeket a 10 pM wortmannin elékezelés soran tapasztaltakkal. A wortmannin
ebben a koncentracioban ugyancsak gatolja mind a ketté PI4KIII izoformat és a PI3K-t
is, mint a fent emlitett k6zleményben alkalmazott LY (LY294002) vegyllet. Kisérleteink
soran tovabbi fontos szempont volt a citoplazmatikus Ins(1,4,5)P3-koncentracio kovetése
a Ca?*-szintek parhuzamos regisztralasa mellett. Erre elézetes megfontolasaink alapjan
azért volt sziikség, hogy pontosabb képet kapjunk a Ca?*-jel megsziinésének
koriilményeir6l, amely mar pusztan a hormoningerles kdvetkeztében két alapvetd ok
miatt is bekOvetkezhet. Az egyik lehet6ség, hogy a receptor aktivacioja utan a PLCpB
hatasara megemelkedé Ins(1,4,5)P3-koncentracio visszatér a nyugalmi szintre, igy

csokken az ER Ca?"-permeabilitasa, ami a kapacitativ kalcium-bearamlas kivalto
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ingerének megsziinéséhez vezet. A masik lehet6ség szerint a PM lipid-szintjeinek
csokkenése miatt azok feltételezett szabalyozd szerepe kiesik, ami az emelkedett
Ins(1,4,5)Ps-koncentracio ellenére a Ca?*jel terminalasahoz vezet. Tovabbi bonyolitd
tényez06, hogy a két folyamat szorosan kapcsolodik egymashoz, ugyanis az Ins(1,4,5)Ps3
keletkezésének forrésa az a PtdIns(4,5)P2> molekula, melynek a bedramlas folyamatanak
szabalyozéséban is szerepe lehet.

mérésehez az altalunk fejlesztett intramolekularis BRET-szenzorokat hasznaltuk
melyeknek leirasat és jellemzését kollégam, Dr. Téth Jozsef mar megtette doktori
értekezésének keretei kozott, ezért a részletektdl eltekintve a modszerek fejezetben is az
eredeti kdzleményre hivatkozom (90).

Eredmenyeink alapjan (25. abra), a sejteket 100 nM angiotenzin Il-vel ingerelve
parhuzamosan valtozik a citoplazmatikus Ca?*- és Ins(1,4,5)Ps-koncentracidja az
altalunk vizsgalt mintegy 12 perces iddintervallumban. Abban az esetben, ha a sejtekben
rapamycinnel beiinditjuk az 5-foszfataz kihelyez6dését a PM-ra, akkor a PtdIns(4,5)P2-
szint csokkenésének hatasara a citoplazmatikus Ca®*- és Ins(1,4,5)Ps-koncentracio is
csokken. A két gorbe esetében Osszehasonlitottuk a csokkenés kinetikajat, de nem
talaltunk szignifikans eltérést az idéallandokban [Ins(1,4,5)Ps3-szenzor: 1=44 + 8,5
méasodperc, Ca®*-szenzor: 47,5 + 23,8 maésodperc; atlag + S.E.M., n=4, p=0,892,
kétmintés t-proba]. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a nem internalizal6do AT1 receptor
muténs altal aktivalt PLCB 6nmagaban nem képes olyan mértékii PtdIns(4,5)P2-bontast
eléidézni amely az Ins(1,4,5)P3-szint fenntartdsanak gatjat jelentené, vagy arra utal, hogy
a PtdIns(4,5)P.-reszintézis sordn elegend6 mennyiségi molekula képzoédik az
Ins(1,4,5)P3-szint fenntartasahoz. Ezzel ellentétben, ha az 5-foszfataz enzimet a PM-hoz
irdnyitjuk, akkor a reszintézis elégtelenné valik és nem tud egyensulyt fenntartani a
nagyfoku PtdIns(4,5)P.-fogyéassal, igy a folyamat terminalddik (25. abra).

Koréabbi kdzlemenylinkben bemutattuk (90), hogy a PM foszfoinozitid-szintjeinek
reszintézise a Gq-fehérjét aktivalo hét-transzmembran receptorok, illetve az EGF-receptor
stimuldcidja utan is bekovetkezik. A folyamat kulcsenzime a mar emlitett PI4KIIla,
amely a jelpalyak miikodése soran a PKC enzim kozvetitésével aktivalodik. A reakcio
soran a PI4KIIIa a PM-ban talalhato Ptdins-t alakitja at PtdIins4P-t4, amely tovabb alakul

PtdIns(4,5)P,-t4 a PM-ban konstitutivan mitk6d6 5-kinaz enzimek kézremiikodésével.
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25. dbra — A PM PtdIns(4)P és PtdIns(4,5)P2 frakcidk csokkentésének hatasa a sejtek Ins(1,4,5)P3- és Ca?*-
valaszara Gq-fehérjét aktivald 1-es tipusa angiotenzin Il receptor (AT1R) aktivacioja esetén (A és B) AT1R-t
tranziensen expresszaldé HEK 293T sejtek Ins(1,4,5)Ps- és Ca?*-vélasza angiotenzin Il-vel (Angll) kivaltott
receptoraktivacié utan. A sejtek a receptor mellett taralmaztdk az abrak cimében jelolt masodlagos hirvivok
kimutatasara alkalmas BRET-alapu szenzorokat, illetve a PM lipid-deplécios rendszeriinket is (PM-FRB és FKBP-5-
foszfataz), melyekben foszfatazként egy 5-foszfataz aktivitasu enzimet hasznaltunk fel. A kisérletekben a hormonalis
stimulus utan (100 nM Angll) 300 nM rapamycin adasaval aktivaltuk a deplécios rendszeriinket mellyel a PM
PtdIns(4,5)P2 szintjének gyors esése kovetkezett be. A nBRET hényados értékek normalizalasi procedurajat a
madszerek fejezetben ismertetem. A gorbék négy fliggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartoz6 standard hiba
(S.E.M.) értékeit mutatjak. (C és D) AT1R-t tranziensen expresszalo HEK 293T sejtek Ins(1,4,5)Ps- és Ca?*-vélasza
100 nM angiotenzin I1-vel (Angll) kivaltott receptoraktivacié utan. A sejtek a receptor mellett taralmaztak az abrak
cimében jelolt masodlagos hirvivék kimutatasara alkalmas BRET-alapl szenzorokat is. A mérések soran a PM lipid-
szintjeinek manipulalasat gatloszerek segitségével értiik el, melyekkel 10 percig kezeltiik el a sejtjeinket. 10 nM Al
(kék gorbék) segitségével a PI4KA enzimet, mig 10 uM wortmanninnal (Wm) a PI4KA, PI14KB és a PI3K enzimeket
gatoltuk. A nBRET hanyados értékek normalizalasi procedirajat a médszerek fejezetben ismertetem. A gorbék harom
fuggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartozé standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak.

Abban az esetben, ha a kisérletek soran az 5-foszfatazt a PM-hoz iranyitjuk, akkor a
reszintetikus folyamat zavartalanul miikkodik és a PtdIns(4,5)P2 fogyasaval parhuzamosan
a PM PtdIns4P-frakcidja érintetlen marad, s6t akar novekedhet is az 5-foszfataz
miikddésének kovetkeztében. Ezzel ellentétben, ha a PI4KIIla enzim gatlasan keresztiil
egy reszintetikus blokkot hozunk 1étre, akkor a hormoningerlést kovetden a PM PtdIns4P
és PtdIns(4,5)Po-tartalma egyardnt csokken. A tovabbiakban ezt a lehetGséget is
megvizsgaltuk a hormoningerléssel kivaltott citoplazmatikus Ca?*- és Ins(1,4,5)Ps-
koncentracio valtozasaira, a PI4KIIla enzim gatlasahoz a nem izoforma specifikus (a

PI4KIIIa és PI4KIIIP formakra egyarant hat) wortmannint, és az enzimre specifikusnak
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tekintheté Al vegylletet hasznéltuk. A vegyiiletekkel vald 10 perces el6kezelés hatasara
jelentds valtozasokat tapasztaltunk Ca?*- és Ins(1,4,5)Ps-koncentraciot mutatd gorbék
lefutdsaban. Az eredmények alapjan a Ca?*-szint csokkenése szignifikansan gyorsabb
volt (Wm: t=7 + 3,9 masodperc, Al: =11 + 7 méasodperc; atlag + S.E.M., n=3), mint az
Ins(1,4,5)P3-koncentracioé (Wm: t=61 + 3,6 masodperc, Al: =53 + 11 méasodperc; atlag
+ S.E.M., n=3; Wm: p<0,001, Al: p<0,05, ketmintas t-préba), amely arra utal, hogy
ebben az esetben a Ca?*-jel terminalédasa nem csupan az Ins(1,4,5)Ps-koncentracio
csokkenese miatt kovetkezik be, hanem a kapacitativ kalcium-bearamlas fehérjeinek
megvaltozott miikodése kovetkeztében is, amely a PM PtdIinsdP és PtdIns(4,5)P.-
tartalmanak egyuttes csokkenésével hozhatd dsszefiiggésbe.

5.11 A PM lipid-deplécidjanak hatasa a sejtek thapsigarginnal kivaltott
Ca2+-valaszara

Az el6z6 fejezetben bemutattam, hogy miként valtozik a sejtek citoplazmatikus Ca?*-
és Ins(1,4,5)Ps-koncentracidja AT1-receptor ingerlését kovetéen a PM izolalt
PtdIns(4,5)P2-, illetve egyuttes PtdIns4P és PtdIns(4,5)P.-tartalménak csokkentése
esetén. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a kapacitativ kalcium-beéramlas,
fuggetlenul a sejtek citoplazmatikus Ins(1,4,5)Ps-koncentréacidjatol gatlodik abban az
esetben, ha a PM PtdIns4P és PtdIns(4,5)P2-szintje egyarant csokken. Hasonlo valtozast
nem sikerllt Kimutatni abban az esetben, ha a PM-ban csak a PtdIns(4,5)P.-
koncentracidjat csokkentettiik. Sajnos a PM PtdIns4P-tartalméanak izolalt szerepe nem
vizsgalhatd hormoningerlést kovetéen kialakulo valaszokndl, ugyanis ez mindig a PM
fokozott reszintetikus folyamataival és a PtdIns(4,5)P2-koncentracid csokkenésével is
egyutt jar. Ennek a kérdésnek a tisztdzasahoz egy olyan Kisérleti elrendezést
valasztottunk, ahol a kiilonb6z6 lipidek koncentracioi egymastol fuggetlenil
valtoztathatdak, és a kapacitativ kalcium-bearamlés aktivaciéja nem a PLC enzim
fokozott miikddése soran, tehat nem a citoplazmatikus Ins(1,4,5)Ps-koncentracio
emelkedése utjan valdsul meg.

A kisérleteinkhez HEK 293T sejteket hasznaltunk, melyek tranziensen expresszaltak
a citoplazmatikus Ca?*-koncentracio kovetésére alkalmas BRET-alapl szenzorunkat, és

az ¢l6zo fejezetekben ismertetett lipid-deplécios rendszeriink mindkét tagjat (26. abra).
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A heterodimerizacios rendszer citoplazmatikus alegységeként azokat a korabban
bemutatott foszfatdz enzimeket hasznaltuk, melyek csak 4-, csak 5-, vagy 4 és 5-foszfataz
aktivitassal egyarant rendelkeztek (PJ-4ptase, PJ-5ptase és PJ). A kapacitativ kalcium-
bearamlas aktivaciojat thapsigarginnal (Tg) hoztuk létre, amely az ER Ca?*-pumpéajanak
(SERCA) gatlasara széleskorlien hasznalt vegyiilet. A konstitutivan miik6dé pumpa
gatlasakor az ER Ca?'-tartalma lassan csokken, és ennek hatasara aktivalodik a
kapacitativ ~ kalcium-bearamlas, amely a citoplazmatikus Ca?*-koncentracio

ndvekedéséhez vezet.
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26. dbra - A PM PtdIns(4)P és Ptdins(4,5)P2 frakcidk csokkentésének hatasa a sejtek Thapsigarginnal kivaltott
Ca?*-valaszara A kisérletekben HEK 293T sejteket hasznaltunk fel, melyek tranziensen expresszaltak a lipid-deplécids
rendszerlink tagjait, a gorbék elnevezésénél is lathaté modon. Tehat a sejtek a PM-FRB fehérjén kivil tartalmaztak
vagy az 5-foszfataz aktivitasi PJ-5-foszfataz enzimet (piros), vagy a 4-foszfataz aktivitasi PJ-4-foszfataz enzimet
(z61d), mind a kett6 aktivitassal rendelkez6 PJ enzimet (kék), illetve az aktivitas nélkiili mutanst (PJ-dead, fekete). A
sejtekben a Ca?*-jel kivaltasahoz 200 nM Thapsigarginnal (Tg) kezeltik a sejteket, mig a deplécids rendszer
aktivalasahoz 300 nM rapamycint hasznaltunk. A nBRET hanyados értékek normalizalasi procedirajat a modszerek
fejezetben ismertetem. A gorbék a PJ-5-foszfataz és a PJ-4-foszfataz esetében négy, a PJ-dead esetében 6t, mig a PJ
esetében hat fliggetlen mérés atlagértékeit és az ahhoz tartozo standard hiba (S.E.M.) értékeit mutatjak. A gorbék
0sszehasonlitdsahoz egyutas ANOVA-t hasznaltunk, ahol a statisztikai probakban a gorbék utols6 harom pontjanak
atlagait hasznaltuk fel. *** p<0.001; ns, nem-szignifikans (a kontrollra, tehat a PJ-dead-re vonatkoztatva).

Kisérleteinkben tehat Tg-nal indukaltuk a kapacitativ kalcium-be&ramlas létrejottét,
majd ezt kovetden rapamycin segitségével a PM-hoz iranyitottuk a kiilonbozo
enzimaktivitassal rendelkezé foszfataz enzimeinket és ennek megfeleléen csokkenést
hoztunk létre a PM foszfoinozitid frakcidiban. A mérések soran csak a PM PtdIns4P és
PtdIns(4,5)P.-tartalméanak egyuttes csokkentésekor kovetkezett be a citoplazmatikus
Ca2*-koncentracid esése, amely az aramot létrehoz6 csatorna gatlasara utal (26. abra).

Ezzel ellentétben, a PtdIns4P, és a PtdIns(4,5)P. izolalt csokkentésekor sem tapasztaltunk
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valtozést a kontrollként hasznalt kérilményekhez képest, ahol a foszfataz aktivitassal
nem rendelkezé enzimet iranyitottuk a PM-hoz. Fontos megjegyezni azt is, hogy a
PtdIns4P és a PtdIns(4,5)P2 egyuttes, illetve a PtdIns(4,5)P2 izolalt csokkentése esetén a
PM PtdIns(3,4,5)P3 tartalma is csdkken, az 5-foszfataz aktivitassal rendelkez6 enzimiink,
illetve a lipid gyors anyagcseréje kovetkezteben.

Osszefoglalva a kapacitativ kalcium-bearamlassal kapcsolatos eredményeinket
elmondhatjuk, hogy a folyamatban szereplé fehérjék mitkodése fiigg a PM inozitol-lipid
tartalmatol, és a csatorna miikodéséhez elengedhetetlen a PtdIns4P vagy PtdIns(4,5)P2
molekulak jelenléte a PM-ban, ugyanis funkcidjuk csak a két molekula egyuttes
eltavolitasakor sziinik meg. Ez a fajta lipid-fiiggés felveti a lehet6ségét annak, hogy a
molekulai elektrosztatikus interakciok segitsegével stabilizaljak, illetve az is
elképzelhetd, hogy ezek a lipidek csak indirekten szabalyozzak a fehérjék milkodését egy
masik fontos szabalyozé faktor mennyiségének befolyasolasan keresztil. Az ezekre

vonatkozo irodalmat a megbeszelés fejezetben részletezem.
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6 Megbeszélés

A kilonboz6 jelatviteli utakban szereplé intracellularis fehérjék sejten bellli
elhelyezkedése kiemelt jelentéségli az altaluk ellatott f6 funkcio, a szignalizacid
szempontjabol. Ennek oka, hogy ezek a fehérjék az Aaltaluk megvalositott
informéacidtovabbitasi folyamatban tébbnyire egy lancolatot alkotnak, melyben a
résztvevd elemek idébeli és térbeli kapcsolddasa is szigoruan szabalyozott a funkcid
minél pontosabb végrehajtasa érdekében. Abban az esetben, ha csak egy fehérje
lokalizacidja is karosodik az egymas utani lépések soran, akkor a jelatviteli Gtvonal
karosodik, ami az altala szabalyozott funkcio megvaltozasahoz, kieséséhez vezethet.

A periférids PM-fehérjék esetében szamos olyan mechanizmus ker(lt bemutatasra a
bevezetés fejezetben, melyek a fehérjék megfelel6 PM lokalizacidjat biztositjak. lde
tartoznak a kiilonb6z6é tipusi  poszttranszlacios lipidmodositasok; a fehérjék
szekvencidjaban megtalalhaté domének, melyek direkt membrankdotest, vagy specifikus
lipidek felismerését teszik lehetévé; és a masodlagos kotést biztositd elektrosztatikus
interakcidk is, melyek a PM negativan toltott foszfolipid molekuldi, tehat a PS, és a PPIns
szarmazékok, valamint a fehérjek pozitivan t6ltétt aminosav oldallancai kdzott jonnek
létre. Munkadm soran a PM PPIns molekulainak szabalyozd szerepét probaltam meg
részletesen és szisztematikusan feltarni ezen utobbi kapcsolatban a periférias PM-
fehérjék, elsédlegesen a Ras fehérjecsaladd PM lokalizaciojanak és funkcidjanak
szabalyozésaban; illetve ezen tilmenden a kapacitativ kalcium-bearamlas folymataban
is, melynek miikodésében szintén fontos szerepet tulajdonitanak a membran és a fehérje
kozott kialakuld elektrosztatikus interakcioknak.

A periférias PM-fehérjék esetében a vizsgalatokat tobb kiilonb6z6 fehérje irdnyito-
szekvencidjanak felhasznalasaval végeztem, melyek irodalmi adatok alapjan
megfelelonek és elégsegesnek tiintek a teljes hossziisagh fehérjék mozgasanak
modellezesehez (162-164). A késébbi nyomonkovetés érdekében a Kivalasztott
szekvencidkat monomer Venus fluoreszcens fehérjéhez kapcsoltuk. A kisérletek soran
azt tapasztaltam, hogy a c-Src és a K-Ras 4B (K-Ras) fehérjékhez tartoz6 iranyito-
szekvencidkat tartalmazé fuzids fehérjek a PM PPIns depléciojat kovetéen a PM-rol a
sejt endomembran rendszereire helyezddnek at. Ezekre a fehérjékre az a jellemz0, hogy
az iranyitdszakaszaiknak koszonhetéen csak egy mirisztoil, illetve csak egy prenil tipust

poszttranszlaciés lipidmodositason mennek  keresztil, és PM lokalizaciéjuk
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stabilizalasaban — az irdnyito-szekvencigjuk pozitivan toltott aminosavain keresztil — az
elektrosztatikus interakcioknak is fontos szerepe van. A fehérjék mozgasanak hatterében,
tehat feltehetden az elektrosztatikus interakcidk felborulasa all, melyet a kisérletekben a
PM PPlIns frakcidjanak csokkentése hozott létre. Ezzel ellentétben a H-Ras, illetve a tobbi
hozza hasonld fehérje, melyek irnyitd-szekvenciaja tovabbi modositason, jellemzben
palmitoilacion esik at, nem mutattak hasonl6 intracellularis atrendez8dést a PM PPlIns
izoformak, tehat alapvetden eltérd viselkedést mutattak a PM PPIns frakcidjanak
csOkkentésekor. Ez egyrészt lehetévé tette a K-Ras miikodésének tovabbi vizsgalatat a
Kisérletekben a H-Ras fehérje kontrollként torténd alkalmazéasa mellett, masrészt
magyaradzatul szolgalhat a Ras feherjék esetében megfigyelheté szignalizacios
kilonbségekre is (130,181).

Munkank soran a fehérjék mozgasanak kovetésére konfokalis mikroszkopot, illetve
egy Aaltalunk Kkifejlesztett BRET-technikan alapul6 mddszert alkalmaztunk, amely
nagymeértékben megkdnnyitette az adatok kvantitativ feldolgozasat. A PM PPIns frakciok
jelentdségének vizsgaltdhoz a lipidek mennyisegét az altalunk mar korabban hasznalt
lipid-deplécids rendszerrel, illetve PM receptorok ingerlésével valtoztattuk.
Kisérleteinkben azt kaptuk, hogy a K-Ras fehérje PM lokaliz&cidjanak fenntartasaban a
PM PPIns molekulai kdzil elsésorban a PtdIns(4,5)P. a fontos, és ugyancsak szerepe van
a folyamatban a PtdIns4P-nak is, mig a PtdIns(3,4,5)Ps nem, vagy alig vesz részt
folyamat fenntartasaban. Ezen kivil fontosnak tartom megemliteni, hogy a fehérje
intracellularis atrendezédését az altalunk alkalmazott BRET alapu moddszerrel
fiziologiasabbnak tekinthet6 ingerek felhasznélasaval, tehat receptorok aktivaciojaval is
sikerilt Kimutatni, ahol szintén megerdsitettiik a mar emlitett lipidek szerepét a
folyamatban.

Az irodalomban szdmos olyan munka talalhatd, amely ugyanezzel a témakorrel
foglalkozik. Ezekben a munkakban az volt a kdzds, hogy mindegyikik konfokalis
mikroszkopiat hasznalt a fehérjek mozgasanak megitéléséhez, ami nagyban nehezitette
az endomembranok elkulonitését és a megfelelé kovetkeztetések levonasat a sejt
intracellularis terére vonatkozdéan. Hammond és munkatarsai (173) ugyanazt a lipid-
deplécids rendszert alkalmaztdk munkgjuk soran, amit mi is hasznéltunk a

kisérleteinkben. Ennek megfeleléen 6k is képesek voltak vizsgalni a PM PPlIns
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frakcidinak egylttes és szuverén hatdsat is a PM lokalizacidban. Kisérleteik soran azt
tapasztaltdk, hogy a K-Ras iranyit6-szekvenciajaval jelolt fluoreszcens fehérje PM
lokalizacidjanak csokkenése csak a membran PtdIns(4,5)P2 és PtdIns4P frakcidjanak
egyuttes esésekor jon létre. Heo és Yeung (170,182) egymastdl fliggetlentl vizsgaltak a
folyamatot két munkacsoport tagjaként, és mind a két kdzlemény arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy a fehérje lokalizacidjat biztositd CAAX domén PM lokalizacidjaban a
PtdIns(4,5)P2-nek és a PtdIns(3,4,5)Ps-nak van kiemelt szerepe. Heo és munkatarsai
ugyancsak egy indukalhatd lipid-deplécios rendszert alkalmazott, melyben a
citoplazmatikus enzim egy 5-foszfataz aktivitassal rendelkez6 enzim volt. Az enzim PM-
athelyez6désével parhuzamosan nem tapasztaltak nagymértékii fehérje transzlokaciot,
erre csak abban az esetben volt lehetéség, ha a sejteket parhuzamosan egy PI3K
gatloszerrel, LY294002 kezelték. A farmakon jol ismert mdédon, nagy koncentracioban
(183) képes a PM PtdIns4P szintézisét végzo PI4KA enzim géatlasara is. A kdzleményben
hasznélt 30 uM-o0s koncentracio esetében biztosan megtorténik az enzim géatlésa, igy a
PM PtdIns4P frakciojanak gyors csokkenése is a PtdIns(3,4,5)Ps-szintek csokkenésével
parhuzamosan. A szerz6k védelmében hozza kell tenni, hogy abban az idében a gatloszer
ilyen tipust viselkedése nem volt ismert, illetve nem allt rendelkezésre az altalunk mar
elérhetd PtdIns4P-ot k6t6 bioszenzor, mellyel a lipid valtozasa konnyen és egyértelmiien
kovethet6. Az Altalunk kapott eredmények alapjan, tehdt a PtdIns4P-nak és a
PtdIns(4,5)P.-nak van Kitlintetett szerepe a K-Ras fehérje PM lokalizaciojanak
biztositasdban, mig a PtdIns(3,4,5)Ps ilyen jellegii hatdsa elhanyagolhaté mértéki. A
bevezetésben leirtaknak megfeleléen a két meghatarozo szereppel bird lipid van jelen a
legnagyobb mennyiségben a PM-on a PtdSer utan a toltéssel rendelkezé foszfolipidek
sordban. Fontos azonban megemliteni, hogy a két PPIns, féleg a PtdIns(4,5)P2 kis
csoportokban dusulva klasztereket képez a membranban, ami nagymertékben emelheti a
terilet lokélis elektromos térerejét, igy a fehérjék kotését is jobban
elésegitheti(20,184,185). Az altalunk képviselt allaspontot tovabb erdsiti egy a
kdzelmdltban megjelent kézlemény, amely a molekulamodellezés Utjan jutott arra a
megallapitasra, hogy a K-Ras PM lokalizacidjanak legfontosabb stabilizaldja a
PtdIns(4,5)P2 molekula (186).

A PM masik negativ téltéssel rendelkez6 foszfolipidjének, a PtdSer-nek a szerepét is
tobben vizsgaltdk a K-Ras fehérje PM lokalizacidjanak szabalyozasaban (187-190). Jol
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ismert, hogy ez a lipid csak egyszeres negativ toltést hordoz, azonban mennyisége joval
meghaladja a PPIns-ek 0sszességét a PM-ban (185). Ennek megfeleléen, fontos szerepe
van a PM bels6 felszinén a negativ kérnyezet létrehozasaban, igy a pozitiv toltéssel
rendelkez6 fehérjék lokalizaciojaban is fontos szerepet télthet be. A kdzlemenyekben a
PtdSer mennyiségét nem specifikus mddszerekkel, farmakologiailag csokkentették a PM-
on, és a beavatkozasok hatését a lipidet kot6 specifikus doménnel (LactC2) monitoroztak.
A Kkisérletekben a K-Ras fehérje iranyito-szekvenciajanak, illetve a teljes hosszusagu
fehérjenek a mozgasat is kovették, amely a lipid szintjének csokkentésekor minden
esetben megvaldsult, fuggetlendl attol, hogy melyik vegyiletet részesitették elényben.
Az elsé kozlemény (19) esetében ionomycint alkalmaztak, amely egy Ca?*-ionofér
vegydulet, igy alkalmazasa foszfolipdzok aktivalédasahoz vezet (191). llyen korilmenyek
kdzott a mind a LactC2, mind a K-Ras fehérje elhagyta a PM-t, azonban ezeken kivil a
PM PPIns frakcioja is erés esést mutatott. A tobbi hivatkozott kézleményben a lipid
szintjének csokkentését egyéb, nem specifikus szerekkel hoztak létre, ugyanis a fendiline
esetében egy Ca?*-csatorna blokkold, mig az 7-oxo-staurosporin és a staurosporin
esetében egy-egy dontéen protein kindz C (PKC) géatlasara hasznalt vegyulet kerilt
kiprobalasra (187,188,190). Nagyobb kételkedésre adhat azonban okot az a tény, hogy az
emlitett szerekkel torténé legalabb 24, de jellemz6en 48 0Orés kezelésre volt sziikség a
PtdSer-valtozasok kimutatasara, illetve a K-Ras fehérje mozgasadban bekovetkezd
valtozasok lathatova tételére. Fontos azonban megjegyezni, hogy a lipid eltavolitasara
alkalmas gyors modszer a mai napig nem all rendelkezésre, igy nagyon nehéz PtdSer
szerepének egyértelmii tisztazasa a folyamatban. A kozlemények, illetve a PtdSer
jelentéségének megitélése szempontjabdl tovabbi bonyolitd tényez6, hogy az elmult
id6szakban szamos kdzlemény jelent meg az ORP5 és ORP8 fehérjék miikodésérol,
melyek a PM PtdSer és PPIns anyagcseréjét egyrant befolyasoljak. Ezek a proteinek
fiziol6gias miikodésiik soran az ER-bdl PtdSer-t transzportalnak a PM-ba, melyet egy
ellenkez6 iranyd PtdIns4P (46,192), vagy Ujabb kdzlemények alapjan PtdIns(4,5)P. (51)
transzport kiser. Ezek alapjan a fehérjék miikodése kovetkeztében, ha a PM PtdSer
frakcidja csokken egy ettél flggetlen mechanizmus hatasara, akkor véarhatéan a
transzporter aktivitdsa fokozddik, amely ugyancsak noveli a PPIns molekuldk
eltavolitasat a PM-rol. Osszességében tehat Ggy tinik, hogy a PM PtdSer szintjének

csokkentésével valdban eléidézhet6 a K-Ras fehérje PM-rol torténd eltavolitasa, azonban

80



DOI:10.14753/SE.2018.2147

az adatok alapjan nem teljesen tisztazott a folyamat minden 1épése, igy nem lehet kizarni
a PM PPIns molekuléinak szerepvéllalasat sem a folyamat sorén.

Az cléz6ekben azokrdl a folyamatokrdl, illetve kisérletes munkakrél volt szo,
melyekben a PM és a K-Ras fehérje kozotti elektrosztatikus interakcid csokkenése a PM
negativan toltott foszfolipid molekulainak fogyasa soran jott létre. Ettol eltér6en, azonban
leht6ség van az elektrosztatikus interakcié mertékének véaltoztatasara a fehérjék pozitiv
toltéseinek csokkentese revén is, melyre kitiing peldat szolgaltat a MARCKS fehérje
intracellularis mozgasanak mechanizmusa (10). A MARCKS betiiszo egy olyan fehérjét
jelol, amely hasonléan a K-Ras és a c-Src fehérjékhez ugyancsak egyszeres
lipidmodifikacion, egy mirisztoilacion megy keresztil, és a PM lokaliz&ciéjadban a
szekvencian bellli pozitiv aminosavaknak kiemelt jelentésége van (193). Tovabbi fontos
tulajdonsaga, melyet a neve is jel6l, hogy a PKC enzimnek szubsztratja, tehat az enzim
aktivalodasa esetén foszforilacio torténik a fehérje szerin oldallancain. Ennek
kovetkeztében a foszfatcsoportok negativ toltései csokkentik a MARCKS fehérje
aminosavai altal létrehozott pozitiv toltésii feluletet, ami az elektrosztatikus interakcio
csokkeneséhez, igy a fehérje lokalizaciojanak megvaltozasahoz vezet (194). Ezt a
mechanzmust a K-Ras fehérjék esetében is leirtak (195), ugyanis ennél a fehérjénél is
talalunk egy szerin aminosavat (S181) az iranyito-szekvencian belil, a pozitiv toltést
aminosavak kdrnyezetében. A foszforilacio hatdsara a K-Ras fehérje a PM-rdl a sejt
endomembran rendszereire, ezen beldl is a mitokondriumokra kerilt. A fehérje-
athelyez6dés funkciondlis hatasat is kimutattak, ugyanis a sejtorganellum felszinén a K-
Ras interakcioba 1ép a proapoptotikus Bcl-X. fehérjével és apoptdzist indukal. A
kdzleményben az enzim aktivalasat PMA vagy Bryostatin-1 és a mar emlitett ionomycin
egyuttes adasaval hoztak létre, melynek PM PPIns csokkent6 hatasarol kordbban mar én
is beszdmoltam.

A kozlemeénnyel ellentétben, nekiink nem sikerilt kimutatnunk a fehérje
mitokondriumokra térténd athelyez6dését PKC aktivaciojat kovetden, melyet ionomycin
alkalmazasa nélkul, az enzim aktivaciojahoz széleskoriien hasznalt PMA vegyilet 6nallo
adasaval hoztunk létre. Ezzel ellentétben, azokban a kisérleteinkben, ahol a K-Ras
iranyité-szekvenciajaval modositott fluoreszcens fehérje mozgasat vizsgaltuk a PM
PPIns szintjének indukalt csokkentésekor, mi is tapasztaltuk a fehérje és a

mitokondriumok kozotti interakcid szignifikans emelkedését, azonban ennek mértéke
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messze elmaradt a Golgi membranjara torténd athelyez6déshez képest. Fontos azonban
megjegyezni, hogy ez a mechanizmus is hozzajarulhat a PM PPIns deplécidja esetén
mérhetd csokkent sejtproliferaciohoz, amit a konstitutivan aktiv K-Ras fehérjét
tartalmazo sejtek esetében sikerilt kimutatnuk.

Munkank soran kiemelt figyelmet forditottunk a PM-t elhagyd K-Ras fehérjék
késobbi sorsara, melynek vizsgalataban nagy segitséget nyudjtott a molekuldk mozgéasanak
kovetésére alkalmas, altalunk kifejlesztett BRET-alapi mddszer. Kisérleteink soran azt
tapasztaltuk, hogy a fehérje a PM lipid-depléciojat kovetéen az ER-ra, a
mitokondriumokra, de féleg a Golgi membrénjara helyez6dott at. A mérések soran azt is
bizonyitottuk, hogy a fehérje mozgasa a citoplazméan keresztil valésul meg az
irodalomban leirt szolubilizalo fehérjék segitségével. Ennek kimutatdsara a deltarasin
vegyuletet hasznaltuk, amely a K-Ras fehérjek lipidmodositasat mimikalva a szallito
fehérjék kotohelyét részlegesen telitette, igy gatolta a K-Ras iranyitd-szekvenciajaval
ellatott fluoreszcens fehérje transzportjat a Golgi felszinére. Ezzel parhuzamosan azt
tapasztaltuk, hogy a PM-t elhagyd fehérjék a szallitorendszer kapacitasanak hianyaban
intracellularis vezikulakon is megjelentek. Fontos megemliteni, hogy a K-Ras-CAAX
fehérje ilyen jellegti lokalizaciojat kordbban nem tapasztaltuk, és ennek a ,,patologias”
lokalizacionak a hatterében feltehetden a fehérjék lipofil tulajdonsaga, illetve a vezikulak
felszinének PPIns (PtdIns3P, PtdIns(3,5)P.) tartalma &llt, azonban a folyamatot nem
vizsgaltuk részletesen. Ezzel ellentétben vizsgaltuk és bizonyitottuk is a Golgi PtdIns4P
tartalmanak szerepét a K-Ras-CAAX fehérje athelyezédésében az organellum felszinere.

A kovetkezékben azt a kérdést fogalmaztuk meg, hogy a Golgi membranjara atkerlt
K-Ras fehérjének van-e barmilyen fiziologids jelentésége, vagy pusztan csak egy
kihelyezett tartalékot képez, amely a kés6bbieckben a PM-ra visszajutva részt vehet a
fehéjére jellemz6 fiziologias miikodésekben. A Ras fehérjék endomembran rendszerekrél
torténd szignalizaciojara tobb irodalmi példat talalhatunk, azonban ezekben a munkéakban
a H- és N-Ras fehéjéket emlitik (196,197). Ennek oka feltehetéen az, hogy ezek azok az
izoforméak, melyek normalis, sejten beldli ciklusuk alkamaval is megtalalhatoak a Golgi
és az intracellularis vezikulak membranjan, mig a K-Ras esetében ez nem jellemz6 (164).
Az emlitett izoformak endomembrén-fiiggd jelatvitelében az ERK-jelpalya fokozodasat
sikertlt kimutatni (198), mig a fehérjék aktivacidjanak el6idézésében feltehetéen az
endomembranokon talalhato RasGRP fehérje jatszik kitlintetett szerepet (199,200). Ez
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utobbi protein jelenléte lehetdséget biztositana az ide keriil6 K-Ras fehérjék aktivacidjara
is, azonban munkank soran ezt nem sikerult adatokkal aldtamasztanunk. Jelenleg
rendelkezésre all6 adatok alapjan tehat elmondhatjuk, hogy az ER és a Golgi
membranjara athelyez6d6 K-Ras molekuldk nem rendelkeznek szignalizacios szereppel,
hanem egy olyan dinamikusan valtozd, Gjrahasznosithatd fehérjecsoportot alkotnak,
melyek a PM PPIns szintjeinek rendezédésekor ismét kijuthatnak a PM-ba és
folytathatjak a szignalizacios feladatukat. Erre utal a Gg-kapcsolt muszkarinos M3
receptor ingerlésekor bekovetkez6 valtozasok is, melynek soran a fehérje csak tranziens
megjelenést mutatott a Golgi felszinén, és a PM PPIns szintjeinek reszintézisekor
visszatért a kiindulasi helyére.

Annak megerésitésére, hogy a PM-t elhagyo, és ezaltal endomembran elhelyezkedést
mutatd K-Ras fehérjék ténylegesen is gatoltak a szignalizacios funkcidjukban tovabbi
kisérleteket végeztiink a sejtek proliferacids képességének megitélését célzd leucin-
beépllési vizsgalatunkkal. A Ras fehérjék proliferaciot aktivaldé képessége alapvetéen
harom jelatviteli Utvonal eredményeképpen johet 1étre, melyeket a bevezetés fejezetben
mar részletesen bemutattam. Ezek kozil az els6, es legjobban ismert dtvonal a PI3K
jelpalya, melynek soran az Akt fehérje fokozott mitkodése figyelheté meg; a mésodik a
MAPK kaszkad, amely a Raf fehérje aktivaciojan keresztil valosul meg; végezetil pedig
a Ral utvonal, melyet a Ral-GDS fehérje indit be (201). Ez utdbbi jelpalya nem annyira
kdzismert, azonban egyre tobb adat szol a jelpalya proliferaciot el6idéz6 hatasa mellett,
amit a mutans Ral fehérjék tumorokban tapasztalhaté gyakori el6fordulasa is jelez
(130,136). A 24 0rés leucin-beépllési vizsgalatokban a K- és H-Ras fehérjék
konstitutivan aktiv (G12V) és dominans negativ (S17N) mutansait hasznaltuk fel, mig a
PM PPIns szintjenek csokkentését, és ezaltal a K-Ras fehérje endomembran lokalizacidjat
a rapamycin-fiiggé heterodimerizacios rendszerlink aktivaciojaval idéztik elé.

Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a PM PPIns deplécidja esetén csak azokban a
sejtekben csokkent a radioaktivan jelzett leucin beépiilése, melyek a konstitutivan aktiv
K-Ras fehérjét tartalmaztak. A H-Ras fehérje aktiv formajat kifejez6 sejteknél nem jott
létre valtozds a proliferdcidban, tehat a kapott eredmények megfeleltek a vart
valtozasoknak, melyekre a fehérjék intracellularis mozgésanak vizsgalatabdl lehetett
kdvetkeztetni. Fontos megjegyezni, hogy a kisérletes rendszeriinkb6l fakaddan a sejtek

mindvégig 100 nM rapamycint tartalmazé6 mediumban néttek, melyet 8 drankent
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potoltunk. A vegyllet ebben a koncentracidéban teljesen géatolja a PI3K jelpélya
effektoranak tekintheté mTOR fehérjét, tehat a proliferaciés hatas kilénbségének
megitélése szempontjabdl ezt az Gtvonalat figyelmen Kivil hagyhattuk (202,203). Ezek
alapjan a proliferacioban bekovetkez6 valtozasok okat a masik két dtvonal eltérd
milkodésében kell keresni. A MAPK kaszkad szabalyozéasaval kapcsolatban tobb
kdzlemény is beszamolt arrol, hogy a jelpalya normalis miikodésének feltétele a PM
PPIns molekulainak jelenléte (128,204). Ennek oka, hogy a kaszkad kezdeti 1épéseiben
fontos szerepet jatszo KSR-1 allvanyfehéje — amely a kezdeti aktivalodas fehérjeelemeit
egy komplexbe tomoriti, ndvelve ezzel az aktivacio hatasfokéat és gyorsasagat is — PM
lokalizacioja foszfolipid fiiggd. Ezt alatdmasztjak azon nem publikalt megfigyeléseink is,
melyeket a konstitutivan aktiv K- és H-Ras fehéjék ERK foszforilacios képességének
vizsgalatakor szereztlink. Ezekben a Kkiserletekben fliggeltenul az alkalmazott Ras
izoforméaktol, mindkét esetben csokkent ERK fehérje foszforilacidt mértiink a PM PPIns
deplécidja utan, mar az elsé tiz perces intervallumban is. Széles kérben elfogadott, hogy
a Ral utvonalon keresztul a Ras fehérjék aktivalhatjak a TBK1 feheérje ttvonalat is, amely
fokozott sejtproliferaciohoz vezet (131). A Ral fehérje sejten bellli elhelyezkedése,
illetve membrankotésének mechanizmusa még jelenleg sem tisztazott teljes mértékben,
ugyanis egyes kdzlemények a fehérje 6 miikodési helyszineként a Golgit, mig masok a
PM-t jel6lik meg. Ezen kivl a fehérjék lipidmddositasi mintazatarol is talalhatunk eltérd
adatokat, mivel az elektrosztatikus interakciok létrejotte mellett leirtak palmitoilacion
keresztili szabalyozast is (132,205). Ez utdébbi magyarazatot adna a jelen Kisérleti
rendszeriinkben megfigyelheté proliferacié csokkenésre, ugyanis meggatolné a fehérje
PM-rél val6 leesését, ezaltal a Golgi membranjan vald megjelenését a PM PPlIns
depléciodja kdvetkeztében. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a kisérleteink soran
tapasztalt PM lipid-deplécioval kivaltott csokkent proliferacid hatterében feltehetéen a
Ral Gtvonal eltér6 szabalyozasa all, amely a jelpalyat aktivalo K- és H-Ras fehérjék eltérd
intracellularis elhelyezkedésébdl fakad, azonban a folyamat tovabbi vizsgalatra szorul.
A SOCE folyamatanak PPIns fliggését szamos munkacsoport vizsgalta rajtunk kivdl
(206-209). Ezekben a munkakban kdzds, hogy a SOCE aktivaciojaban, vagy az aram
fenntartasdban a STIM1 molekula direkt PtdIns(4,5)P, és PtdIns(3,4,5)Ps kotésének,
vagy egyéb PtdIns(4,5)P.-t kot6 modulald fehérjéknek, a septineknek (210),
synaptotagminoknak (206), vagy a TMEMZ110 transzmembran fehérjének (208)
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tulajdonitanak szerepet. A STIM1 fehérje SOAR doménjének direkt lipidkotésérdl mar a
bevezetés ezzel a témaval foglalkoz6 részében és az eredmények ismertetésenél is
részletesen irtam. Az emlitett munkakban a polibazikus SOAR domén legfébb
feladatanak a PM kozelségének érzekelését tekintették az elektrosztatikus interakciok
altal, amely az Orail aktivaciojat el6idéz6 konformacios valtozashoz vezet. Az Ujabban
leirt moduldlé fehérjékrél elmondhato, hogy legfobb feladatuk a STIM1-Oral komplex
létrejottének elésegitése, amelyet az ER-PM kozotti kontaktpontok létrehozasaval, vagy
a fehérjék kontaktpontokban torténé stabilizalasaval érnek el (211,212). Az eddigi
kutatdsok mintegy 70 hasonlé feherjét jeloltek meg, melyek ilyen modon eldsegithetik a
folyamat bekovetkezeset (207).

Ezek mellett, azonban talalhatunk olyan uj publikaciokat is az irodalomban, melyek
a PM PPIns frakcioja mellett a membran koleszterin tartalmat is fontosnak tekintik a
folymat szabélyozasaban (213,214). A kozlemenyeknek sikerilt olyan aminosavakat
azonositani az Orail fehérjén, illetve a STIM1 fehérje mar emlitett SOAR doménjén
belll, melyek a PM koleszterintartalmanak felismeréséért és kotéséért felelések. Az
aminosavak mutacidja, illetve a PM koleszterintartalmanak csokkentése a STIM1 és
Orail fehérjék asszociaciojanak novekedésehez, igy az dram ndvekedéséhez vezetett.
Ezzel ellentétben olyan adatok is ismertek, hogy a SOCE aktival6dasa soran a STIM1 és
az Orail kozotti kapcsolatok preferdltan a PM koleszterinben és PtdIns(4,5)P2-ben
gazdag rendezett, vagy a régi nomenklatura szerinti raft régioiban alakulnak ki, majd a
folyamat el6rehaladtaval a koleszterinben és PtdIns(4,5)P2-ben szegény non-raft
kompartmentekbe Kkerllnek (206). A kozlemények alapjan elképzelheté, hogy a
koleszterin szerepe a folyamatban kettds: egyrészt szilkség van ra a STIM1 és az Orail
fehérjek kozos kompartmentbe torténé dasulasahoz, majd ennek Iétrejotte utan gatolja a
fehérjek kapcsolddasat, ezzel is elésegitve a feherjéknek az aram kialakulasanak kedvezé
mikrodomének felé terelését.

Az ER és a PM kozotti nem vezikularis koleszterin transzportban a manapsag
intenziven kutatott és a korabbiakban méar bemutatott OSBP és ORP fehérjék vesznek
részt, melyek a két membran kozatti lipidtranszport energetikai biztositasara a PM és az
ER kozott fennallé PtdIns4P gradienst hasznaljak fel. Az eddigi adatok alapjan a fehérjék
altal katalizalt reakciokban a PM-rdl PtdIns4P transzportja, mig ezzel ellentéstesen

koleszterin, vagy PtdIns(4,5)P szallitasa figyelheté6 meg. Kiserleteink soran azt kaptuk,
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hogy a SOCE csak a PM PtdIns4P és PtdIns(4,5)P; tartalmanak egyuttes csokkentésekor
gatolhatd. Az eddig ismertetett irodalmi adatok alapjan ennek a héatterében tobb
magyarazat is elképzelhetd. Egyrészt lehetséges, hogy a két lipid altal hordozott negativ
toltések, és az altaluk biztositott elektrosztatikus interakciok a fontosak, melyek
elégtelensége csak mindkét lipid egylttes eltiinése esetén kovetkezik be. A masik
magyarazat alapjan, — amely sokkal ink&bb feltételezésekre szoritkozik igy tovabbi
vizsgalatokat igenyel a felvetés bizonyitdsa — az elektrosztatikus interakcidk
kialakulasaért, igy a STIM1 molekula PM kotéséért a PtdIns(4,5)P2 tehetd feleléssé,
amely a koleszterinnel egyiittmiikodve biztositja az Orail és a STIM1 koz6tti kapcsolat
kialakuldsat. Az altalunk alkalmazott PM lipid-depléciéval mind a két mechanizmus
gatolhato, ugyanis a mar részletezett médon a membran PtdIns4P-szintjének csdkkentése
a felallitott modell alapjan a PM koleszterin és PtdSer tartalmanak csékkenéséhez vezet.
A PtdSer-rél raadasul egy kodzleményben megallapitottdk (215), hogy f6 feladata a
koleszterin stabilizaladsa PM-ban, igy a PM PtdIns4P frakcidjanak csokkentése tébb
utvonalon keresztil is a koleszterin szintjének csokkentéséhez vezethet a transzporter
fehérjek gatolt miikodése kdvetkezteben.

Osszegzésként elmondhatd, hogy munkdm soran a PM PPIns-ek szerepével
foglalkoztam a K-Ras fehérje intracellularis elhelyezkedésében és funkcidjaban, illetve
ezen tulmenéen a kapacitativ kalcium-beararmlas folyamatéban is. Eredményeink
beilleszthet6ek voltak a téméakkal foglalkozd tudomanyos irodalom ismeretanyagainak
soraba, melyeket fejlett, a lipidek egyenként torténd valtoztatasara alkalmas molekularis
eszkoztarunk, a lipidek és a fehérjék mozgasanak nyomonkovetésére alkalmas
maodszereinknek koszonhetéen tovabb gyarapitottdk a lipidek pontos funkcidjarol

kialakult képet az emlitett sejtfolyamatokban.
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7 Kovetkeztetések

A PhD-dolgozatom alapjaul szolgalé kisérletes munka két témakart dlelt fel, melyek
kdzpontjdban a PM PPIns-frakcidi, illetve ezek szabalyozo szerepe allt. Az elsé részben
a Ras feherjecsalad PPIns-fiiggd sejten beliili elhelyezkedésérdl és az ezzel kapcsolatos
funkciondlis hatasokrol szamoltam be, mig a méasodik részben a kapacitativ kalcium-
bedramlds folyamatanak PPlns fiiggd szabalyozasaval Osszefliggd eredményeimet

prezentéltam. A Kkisérletek soran nyert adatokbdl az aldbbi kdvetkeztetések vonhatdak le:

- Eredményeink alapjan azok a periférias PM-fehérjék, melyek szekvencijukban
pozitivan t61t6tt aminosavakat tartalmaznak, elhagyjak a PM-t, ha annak PtdIns4P
és PtdIns(4,5)P2 tartalmat csokkentjuk.

- A PMPtdIns(3,4,5)Ps tartalma nem, vagy csak kismértékben jatszik szerepet a
pozitivan toltétt aminosavakat tartalmazé periférias PM-fehérjék PM
lokalizacidjaban

- A K-Ras fehérje a PM elhagyéasa utdn dont6en a Golgira helyezédik at, melyben
az organellum felszinének PtdIns4P tartalma fontos szerepet jatszik.

- A K-Ras intracellularis mozgasa soran a citoplazmaban marad, szallitoéfehérjek
altal szolubilizalt forméaban.

- A K-Ras mozgasaban tapasztalhaté valtozasok fiziologids ingerek alkalmazasa
esetén, a Gg-fehérjéhez kapcsolt M3R és az EGFR aktivacidja soran bekovetkezd
PM foszfoinozitid-deplécid esetén is létrejonnek.

- A PM foszfoinozitid-deplécidja hatasara csokken az aktiv K-Ras proliferaciot
Kivaltd képessége, melynek hatterében a kimutatott lipid-deplécié hatasara
bekdvetkezo transzlokacio allhat.

- Kimutattuk, hogy a SOCE normalis muikodéséhez a PM PtdIns4dP vagy
PtdIns(4,5)P. molekulainak jelenléte szlikséges, ugyanis a kettd lipid egyuttes
csokkentése a folyamat géatlasat eredményezi.

87



DOI:10.14753/SE.2018.2147

8 Osszefoglalas

A PM PPIns molekuldki szamos sejtélettani folyamatot szabalyoznak. Hatasaik eltér6
maodon jutnak érvényre, melyek kozil ez egyik, hogy negativ tolteseiket felhasznélva
aspecifikus elektrosztatikus interakcidkat alakitanak ki pozitivan téltott aminosavakat
tartalmazo fehérjékkel, ezaltal szabalyozva azok membrankdétését és funkcidjat. Munkam
sordn a PM PPIns molekuldinak szerepét viszgaltam a K- és H-Ras fehérjék PM
lokalizacidjaban és miikodésében, illetve a SOCE folyamatadban, melyet a lipid PM
szintjének csOkkentésével, majd az arra bekodvetkezd valtozasok tanulméanyozéasaval
értem el.

A Ras fehérjék PM lokalizacidja alapvetéen fontos a sejtnovekedést kivaltd hatasaik
kdzvetitésében. A fehérjék membranlokalizacidjanak kialakitasaban a poszttranszlacios
lipid-mddositasok jatszanak kiemelt szerepet. A H-Ras fehérje palmitoilalodik, igy stabil
membrankotésre képes, mig a K-Ras esetében a palmitoilacio hidnyzik, és az
elektrosztatikus kapcsolatok felelnek a PM kotésért. A lipidek PM-szintjének
csokkentéséhez egyrészt egy rapamycin-fiiggé heterodimerizacios rendszert hasznaltam,
mellyel kiilonb6z6 enzimaktivitassal rendelkez6 PPIns-foszfatazok iranyithatdak a PM-
hoz, masrészt holrmonok segitségével aktivaltam a PLC enzimet. A fehérjék sejten belili
mozgasat konfokalis mikroszkoppal, illetve egy altalunk kifejlesztett BRET-modszerrel
kdvettem. Méréseimben a PM PPIns deplécidja utan a K-Ras fehérje a sejt endomembran
rendszereire, foleg a Golgira helyez6dott at. Hasonlo valtozast a H-Ras esetében nem
tapasztaltam. A PM PPIns molekulai kozul a Ptdins4P és a PtdIns(4,5)P. jelenléte
bizonyult fontosnak, mig a PtdIns(3,4,5)Ps alig, vagy nem vesz részt a folyamatban. A
fehérjék mozgéasa a fehérje intacelluléris diffaziojanak géatldszerével, a deltarasinnal,
vagy a Golgi membranjanak szimultan PtdIns4P deplécidjaval csokkenthetd volt. A PM
PPIns deplécioja csokkentette a K-Ras-t kifejez6 sejtek [*H]-leucin beépiilését is, amely
a Golgi lokalizaciot mutatdé K-Ras fehérje gatolt szignalizacids képességére utal.

A SOCE folyamatanak PPIns fliggését vizsgalva azt kaptam, hogy a folyamat gatlasa
csak a PM PtdIns4P és a Ptdins(4,5)P2 tartalmanak egyuttes deplécioja esetén kdvetkezik
be, a lipidszintek dnallé csokkentésének nem volt hatasa. Ezek alapjan elmondhatd, hogy
a PM PPIns molekulainak kiemelt szabalyozd szerepe van a SOCE és sejtek K-Ras

szignalizacidjanak szabalyozasaban az elektrosztatikus interakcidk létrehozésa altal.
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9 Summary

The PM PPIns molecules regulate a number of cellular processes. Their effects show
up in different manners, for example due to their negatively charged head groups, they
can generate aspecific electrostatic interactions with positively charged amino acids of
proteins, hereby regulating their membrane attachment and function. In this study, the
role of the PM PPIns molecules was investigated in the localization and function of the
K- and H-Ras proteins, and in the SOCE, which was achieved by the reduction of the PM
levels of the lipids, and monitoring the concomitant changes of this abrogative effect.

PM localization of Ras is crucial for transmitting their proliferating signals upon
stimulation, which is achieved by post-translational lipid modification of these proteins.
H-Ras becomes palmytoilated, which accounts for the stable membrane connection of
these proteins. In the case of K-Ras palmytoilation is lacking, so its PM attachment
depends on electrostatic interactions. PPIns depletion from the PM was achieved either
by a rapamycin-inducible system in which various PPIns-phosphatases were recruited to
the PM or by receptor-induced activation of phospholipase C. Redistribution of the
proteins within cells was monitored by confocal microscopy or by a recently developed
bioluminescence resonance energy transfer-based approach. We found that PM PPIns
depletion caused rapid translocation of K-Ras but not of H-Ras from the PM to the
endomembranes of the cell, mostly to the Golgi. PM depletion of either
phosphatidylinositol 4-phosphate (PtdIns4P) or PtdIns(4,5)P2 but not PtdIns(3,4,5)P3
was sufficient to evoke K-Ras translocation. This effect was diminished by deltarasin, an
inhibitor of the Ras—phosphodiesterase interaction, or by simultaneous depletion of the
Golgi PtdIns4P. Moreover, PPIns depletion decreased the incorporation of [3H]-leucine
in K-Ras—expressing cells, suggesting that Golgi-localized K-Ras is not as signaling-
competent as its PM-bound form.

The PPIns dependence of SOCE was also investigated. The process could be inhibited
by joint depletion of PM PtdIns4P and PtdIns(4,5)P2 molecules. On the contrary the
separate depletion was totally ineffective in the regulation of this process. Based on these
data, the PPIns molecules in the PM are important regulators of SOCE and K-Ras—

mediated signals via their role in generation of electrostatic interactions.
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