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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2C tipusu szerotoninreceptor

V-Akt egér thymoma viralis onkogén

Alexa-Fluor-488 fluoreszcens molekulaval jeldlt angiotenzin 11
angiotenzin 11

adaptorprotein komplex 2

ADP-ribozilécios faktor 1

ADP-ribozilacios faktor 6

1-es tipusu angiotenzinreceptor
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klatrinfiiggetlen endocitozis (clathrin-independent endocytosis)
Klatrintol fiiggetlen hordozok (clathrin-independent carriers)
klatrinmedialt endocit6zis (clathrin-mediated endocytosis)
diacilglicerin

dimetil-szulfoxid (olddszer)

korai endoszoma antigén 1 (early endosome antigen 1)
epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)
epidermalis novekedésifaktor-receptor

EGFR utvonal szubsztrat 15 (EGFR pathway substrate 15)
endoplazmas retikulum

FK506 koto protein (FK506 binding protein)
FKBP-rapamicin-koté (FKBP-rapamycin-binding) domén
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
Fab1/YOTB/Vacl/EEA1 fehérjékben talalhato domén
GPI-horgonyzott fehérjékben gazdag korai endoszomalis
kompartment (GPI-anchored protein enriched early endosomal
compartment)

G-fehérjéhez kapcsolt receptor (G protein-coupled receptor)
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2. BEVEZETES

A foszfatidilinozitol (PtdIns), valamint foszforilalt szarmazékai, a
foszfoinozitidek, az emlés sejtek membranjainak fontos alkotéelemei. A sejtek
foszfolipid-tartalmanak csupan toredékét teszik ki, mégis a legkiilonbozébb
¢lettudomanyi kutatasi teriiletek érdeklodését keltették fel az utobbi évtizedek soran, és
tartjak fenn napjainkban is.

A PtdIns inozitolgytriijéhez kiilonb6z6 kombinaciokban foszfatcsoportokat
kapcsolva hét olyan foszfoinozitid molekula hozhat6 1étre, melyek megtalalhatok emlds
sejtekben; ezek jellegzetes megoszlast mutatnak a sejtek kiilonb6zé membranjai kozott.
A foszfoinozitidek el6szor sejten beliili jelatviteli molekulak forrasaként valtak ismertté,
de hamar kideriilt, hogy szerepiik nem korlatozddik csupdn erre: maguk is szdmos
kiilonbozd  sejtfunkciot képesek szabalyozni. Igy tobbek kozott alapvetd szerepet
jatszanak a sejten beliilli organellumok szervezddésében és az ezek kozott zajlo
vezikuldris  transzportfolyamatok  szabalyozasdban, szdmos ioncsatorna  és
transzportfehérje miikodését befolyasoljak, hatassal vannak a sejtek morfologiajat
meghataroz6 citoszkeletdlis rendszerre is, valamint fontos reguldtorai az exo- €s
endocitozis folyamatainak. A foszfoinozitidek jelentdségét alahuzza az a tény is, hogy a
szintézisiikkben és lebontasukban részt vevd enzimek koziil j6 néhdnyat hoztak mar
kapcsolatba human megbetegedésekkel, koztiik olyan gyakoriakkal is, mint a daganatos
betegségek, az elhizas vagy a cukorbetegség.

Doktori 0Osztondijasként a foszfoinozitideknek, azon beliil is elsGsorban a
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatnak [PtdIns(4,5)P,] a plazmamembran-receptorok,
kozelebbrdl a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (G protein-coupled receptors — GPCR)
endocitozisaban betoltott szerepét vizsgaltam. A bevezetd fejezetben roviden
bemutatom a foszfoinozitideket, ismertetem keletkezésiik és metabolizmusuk fobb
utvonalait, valamint attekintem sejten beliili fontosabb funkcidikat. A tovabbiakban
vazolom az endocitozis folyamatanak f6bb ismérveit, kiilon kitérve a plazmamembran-
receptorok endocitézisanak szempontjaira. Munkam fontos részét képezte a
PtdIns(4,5)P, és mas lipidek sejten beliili szintjének mesterséges valtoztatasa és ennek
ellendrzése, ezért a bevezetd fejezet végén attekintem a foszfoinozitidek kimutatdsara,
valamint sejten beliili szintjilk valtoztatasara rendelkezésiinkre 4ll6 fontosabb

modszereket.
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2.1 A foszfoinozitidekrol altalaban

A sejteket hatarold plazmamembran, illetve a sejtorganellumokat hatarold
intracellularis membranok felépitésében egyarant kiemelkedd szerepet jatszanak az
amfipatikus tulajdonsagu  glicerofoszfolipidek, melyekben a glicerin  harom
hidroxilcsoportja koziil az sn-1-es és sn-2-es pozicidban talalhatokhoz hossz apolaris
zsirsavlancok kapcsolodnak, az sn-3-as pozicioban 1évéhoz pedig egy foszfatcsoporton
keresztiil kiillonb6z6 polaris csoportok (pl. kolin, szerin, etanolamin) koétddnek. A
glicerofoszfolipidek csaladjaba tartozik a foszfatidilinozitol (Ptdins) is, melyben a

polaris fejcsoportot a myo-inozitol alkotja (1. dbra).

p = o
R1 R2 / Ptdins(3)P / Ptdins(3,5)P,
©. o,
N
/

Ptdins Ptdins(5)P

Ptdins(3,4,5)P;

Ptdins(4)P Ptdins(3,4)P,

1. dbra — A PtdIns és a foszfoinozitidek szerkezete, egymasba valo atalakulasuk fébb atvonalai

Az abra bal oldalan lathat6 a foszfatidilinozitol (PtdIns) szerkezete, melynek glicerinvazat az 1-es pozicidban (R1)
leggyakrabban sztearat, a 2-es pozicioban pedig (R2) arachidonat észteresiti [1]. A szamozas a myo-inozitolgytirii
szénatomjait jeloli, ezek koziil a 3-as, 4-es és 5-0s pozicidban talalhatoé hidroxilcsoportok foszforilalodhatnak, az
abran lathato foszfoinoziditeket 1étrehozva. A nyilak az egymasba torténd atalakulas jellemzd foszforilacids (zold
nyil) és defoszforilacios (piros nyil) Utjait mutatjak. Az atlathatosag kedvéért a PtdIns(3,4)P, — PtdIns(3)P
atalakulast, bar el6fordul, nem jeloltem. Roviditések: P, foszfatcsoport; PtdIns, foszfatidilinozitol. Shisheva abréja [2]
egyszerlisitve, Balla abraja [3] alapjan a szerz6 altal modositva.

A Ptdlns foszforildlt szarmazékait nevezziikk foszfoinozitideknek. Az
inozitolgytlrli 6t szabad hidroxilcsoportjabol emlds sejtekben hdromhoz (a 3-as, 4-es és
5-6s pozicidban talalhatokhoz) kapcsolodhat foszfatcsoport, ezek kiilonb6z6
kombinacioban torténé foszforilacidjaval az 1. dabrdn lathatdo hét foszfoinozitid
molekula hozhato 1étre. Ezek a mono-, bisz- és triszfoszfatok kiilonbozo feltételek

mellett és jelent6sen eltéré mennyiségben fordulnak el6 az emlds sejtek membranjaiban,
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azoknak jellemzOen a citoplazma felé¢ tekintd oldalan. Az egyes foszfoinozitidek
jellegzetes eloszlast mutatnak a plazmamembranban és a kiilonbozo intracellularis
membranokban, és ezzel tulajdonképpen a membranok azonositd szignaljaként
szolgalnak szamos fehérje szamara [3, 4].

A Ptdins aranyat a sejtek foszfolipid-tartalmanak korilbeliil 10-20%-ara
becsiilik, és jelentds valtozatossagot mutat sejt- vagy szovettipustol fiiggden [3, 5]. A
foszfoinozitidek aranya ennél joval kisebb: a két leggyakoribb forma, a
foszfatidilinozitol-4-foszfat [PtdIns(4)P] és a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat
[PtdIns(4,5)P;] egyenként legfeljebb 1%-at adjak az Gsszes foszfolipidnek [6], és a
PtdIns-hoz viszonyitott mennyiségiik is csupan 2-5% koriil mozog. A tdbbi
foszfoinozitid mennyisége pedig még a mar emlitett két formanak is csak toredéke [3].

Erdekes moédon a PtdIns-ban és szarmazékaiban a glicerinvaz sn-2-es
csoport az 1. dbrdn). A szamos hormon és jelzémolekula (pl. prosztaglandinok és
leukotriének) eldanyagaként szolgdld arachidonilcsoport bedusuldsat valdsziniileg a

szintetizald enzimek lipidpreferenciaja okozza [1].

2.2 A foszfoinozitidek anyagcseréje

Ahogy egyre tobbet tudunk meg a foszfoinozitidek sejten beliili szerepérdl, az is
egyre inkabb vilagossa valik, hogy mely tulajdonsdgaik alapjan tehettek szert fontos
szabalyozo funkcidikra. Ezek ko6zott mindenképpen elsdk kozott emlitends, hogy
gyorsan és jol szabalyozhato modon képesek atalakulni egymasba. Es hogy ezt a
természet ki is hasznélja, azt jol mutatja az ilyen atalakuldsi reakcidkat katalizalo
enzimek nagy szama: a foszfoinozitideket egymasba atalakité kozel 20 ismert reakciot
(melyeket az 1. abra nyilai mutatnak) jelenlegi ismereteink szerint emlds sejtekben 47
kiilonboz6 gén altal kodolt 19 kinaz és 28 foszfatdz katalizalja [7]. Ezenkivil a
foszfolipaz C (PLC) enzim 13 kiilonb6zd izoformdja is képes hidrolizalni bizonyos
foszfoinozitideket, ennek a reakcionak tobbek kozott a jelatvitelben jut kiemelkedd
szerep [8]. Az enzimek magas szama arra utal, hogy a foszfoinozitidek szintje térben és
idében is szigoruan szabalyozott. E szabalyozas kifinomultsagat jol szemlélteti az a
megfigyelés, hogy az azonos biokémiai reakciot katalizalo kiilonb6zé enzimizoformak

sok esetben nem képesek helyettesiteni egymast, és lokalizaciojuk is jol kimutathatéan

9
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kiilonbozik [3, 7]. Ez megteremti a lehet6ségét annak, hogy ugyanaz a foszfoinozitid-
molekula kiilonb6z6 helyeken egymastol fliggetleniil tudjon akér teljesen eltérd
folyamatokat szabalyozni.

Ahogy az 1. dbran is lathatd, a foszfoinozitidek szintézisének kiindulopontja a
PtdIns. A PtdIns szintézisét a foszfatidilinozitol-szintetaz (PIS) enzim végzi (a CDP-
diacilglicerin molekulahoz kapcsolja hozza a myo-inozitolt), és a reakci6 elsésorban az
endoplazmas retikulumban (ER) zajlik. Ujabb adatok szerint azonban a PIS enzim
emellett egy az ER-bdl szarmazd, mobilis membrankompartmentben is aktiv, amely
feltehetéen a PtdIns-nak a sejt tobbi membranjaba vald eljutasat biztositja [9], ahol
szubsztratként szolgalhat a kiilonb6z6 foszfoinozitidek szintéziséhez.

A foszfoinozitideket 1étrehozo és egymasba atalakito kinaz és foszfataz enzimek
osztalyozasat neheziti, hogy tobbféle szempont szerint is csoportosithatok. Az
enzimeket korabban inkabb szubsztratspecificitaisuk alapjan soroltdk be (pl.
foszfatidilinozitol kinazok és foszfatidilinozitol-foszfat kinazok), és csak késobb valt
altalanossa az inozitolgylr(i érintett pozicidja szerinti osztalyozas (3-, 4- és 5-kinazok,
illetve -foszfatazok). Az irodalomban leginkabb elfogadott csoportositas, melyet én is
kovetni fogok az enzimek bemutatasanal, szintén vegyesen veszi figyelembe a fent

emlitett két szempontot.

2.2.1 A foszfoinozitid-kinazok

A csoportositds fent emlitett nehézségei a foszfoinozitid-kindzok esetében
lathatok leginkdbb, ugyanis az 1ide tartoz6 harom enzimcsaladbol kettdt
(foszfatidilinozitol-4-kinazok és foszfoinozitid-3-kinazok) a foszforilacid helye hataroz
meg, mig a harmadik csoport, a foszfatidilinozitol-foszfat kinazok esetében a hasonld
szubsztrat (pontosabban az azonos mértékben, egyszeresen foszforilalt foszfoinozitid

szubsztrat) a kozos pont. A foszfoinozitid-kinaz enzimeket az 1. tablazat foglalja 6ssze.

2211 A foszfatidilinozitol-4-kinazok

A foszfoinozitidek koziil elészor a PtdIns(4)P és PtdIns(4,5)P, valtak ismertté,
igy szintézisiikben is foszfatidilinozitol-kinazokat (PIK) és foszfatidilinozitol-foszfat

kinazokat (PIPK) feltételeztek, melyek koziil az elébbi hozza 1étre a PtdIns(4)P-ot, az

10
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utobbi pedig ezt alakitja tovabb PtdIns(4,5)P,-ta, az 5-0s pozicidt foszforilalva [10].
Kiilonb6zd szovetekbdl kromatografias tisztitdssal hdrom jol elkiilonithetd, PIK
aktivitassal rendelkez6 frakciot tudtak kimutatni. Ezek koziil az egyikrél (az 1-es
tipusrol) azonban késobb kideriilt, hogy a 3-as pozicidban foszforilalja a PtdIns-t, igy ez

az enzim atkeriilt a 3-kinazok kozé, és ezzel a foszfatidilinozitol-4-kinazok (PI4K)

csaladjaban csak IlI-es és IlI-as tipusok maradtak [7].

1. tabldazat — Emlés foszfoinozitid-kinazok
Sasaki és mtsai tdblazata [7] alapjan. A szogletes zardjelben lathatd reakcidk alarendelt vagy ismeretlen

jelentdségiiek. A tablazatban csak a katalitikus alegységek szerepelnek, az esetleges regulator alegységek nem.

Csalad Protein

Foszfatidilinozitol-4-kindzok (PI4K-0K)

I1-es tipusu PI4K-ok P14KIIo
PI4KIIB

I11-as tipusi PI4K-0k PI4KIIIa
PI4KIIIB

Gén jele

PI4K2A
P14K2B
PIK4CA

PIK4CB

Foszfatidilinozitol-foszfit kindzok (PIPK-0K)

I-es tipusu PIPK-0ok PIPKIa
PIPKIB
PIPKIy

I1-es tipusta PIPK-ok PIPKIIa
PIPKIIB
PIPKIly

I11-as tipusa PIPK PIPKIII

Foszfoinozitid-3-kindzok (PI3K-0k)

TA osztalyu PI3K-ok pl10a
pl10p
pl1103

IB osztalyu PI3K pl10y

l1-es osztalyd PI3K-ok PIBKC2a
PI3KC2B
PI3KC2y

111-as osztalyd PI3K Vps34

PIP5K1A
PIP5K1B
PIP5K1C
PIP4K2A
PIP4K2B
PIP4K2C

PIP5K3

PIK3CA
PIK3CB
PIK3CD
PIK3CG
PIK3C2A

PIK3C2B

PIK3C2G

PIK3C3

Katalizalt reakcio

- Ptdins — PtdIns(4)P

r PtdIns(4)P — PtdIns(4,5)P,

L PtdIns(5)P — PtdIns(4,5)P,

PtdIns(3)P — PtdIns(3,5)P,, [Ptdins — PtdIns(5)P]

PtdIns(4,5)P, — PtdIns(3,4,5)P;,
[PtdIns — PtdIns3P, Ptdins(4)P — PtdIns(3,4)P,]

PtdIns — PtdIns3P, PtdIns(4)P — PtdIns(3,4)P,

j|> PtdIns — PtdIns3P, [PtdIns(4)P — PtdIns(3,4)P,]

PtdIns — PtdIns3P
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A PIl4K enzimek mindkét tipusabol két-két izoforma (a és P) létezik (1.
tablazat). Az elsdként izolalt és klonozott I11-as tipust PI4K-ok (PI4KIlla és PI4KIIIB)
jelentds hasonlosdgot mutatnak a késobb targyalandd foszfoinozitid-3-kindzokkal
(PI3K). Doménszerkezetiik hasonld: erésen konzervalt a C-termindlisan elhelyezkedd
katalitikus doménjiik, tartalmaznak lipidkinazokra jellemz6 (LKU) domént, és a PI3K-
okhoz hasonldan gatolhatok wortmanninnal [3].

A PI4KIIloo fontos szerepet jatszik a plazmamembran hormonszenzitiv
foszfoinozitid-készletének szintézisében (melyet bizonyos hormonhatasokra a PLC
enzimek bontanak) [11, 12], annak ellenére, hogy elsGsorban intracellularis
membranokban (ER, Golgi) helyezkedik el, bar ujabb adatok szerint bizonyos
koriilmények kozott a plazmamembranban is megtalalhatd [13]. Erdekes modon
azonban a PI4KIlla enzim akut farmakologias gatlasa, bar a plazmamembran
PtdIns(4)P-szintjét jelentésen csokkenti, a nyugalmi PtdIns(4,5)P,-szintet nem
befolyasolja, az csak er6s PLC aktivitas mellett csokken érdemlegesen [12]. A PI4KIIIB
enzim els6sorban a Golgi-rendszerbe lokalizal, és az onnan induld vezikularis
transzportfolyamatokat szabalyozza. Tobb GTP-4z aktivitas fehérjével is kimutattak a
kapcsolatat (Arfl, Rabl11), melyek szintén a Golgi felél a plazmamembréanba iranyuld
transzportban szerepelnek [7]. Egyes RNS virusok (pl. a hepatitis C virus) felhasznaljak
a lll-as tipusu PI4K-okat sajat replikacios folyamataikhoz, igy az enzimek gatlasa
terapias jelent6ségili lehet ilyen virusfert6zéseknél [14], bar a legijabb allatkisérletes
adatok arra utalnak, hogy a PI4KIIla farmakoldgias gatlasa nem biztonsagos [12].
Mindkeét Ill-as tipusi enzim megtalalhatd a sejtmagban is, de ennek bioldgiai
jelentdsége egyeldre bizonytalan [3].

A kisebb méretii Il-es tipusit enzimek (PI4KIla ¢és PI4KIIB) nagyfoka
homologiat mutatnak egymassal, csupan N-termindlis végeiken kiillonboznek érdemben.
Kinaz doménjiik jelentdsen eltérd szerkezetli a Ill-as tipusi enzimekéhez képest, €s
utobbiakkal ellentétben nem érzékenyek wortmanninra [7]. Jellegzetességiik még, hogy
kindz doménjiik ciszteinben gazdag részeket tartalmaz, melyek képesek palmitoilalodni,
¢s ezzel erdsitik a fehérjék membranhoz valé kotddését. Mindkét enzim elsésorban ER-
és Golgi-lokalizaciét mutat, illetve endoszomalis vezikulakban is kimutathatok, ahol
szamos, a vezikularis transzportban szerepld adaptorfehérjével keriilnek kapcsolatba [3].

A B izoforma bizonyos stimulusok hatasara a plazmamembranba is athelyezodhet [7].
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2.2.1.2  Afoszfatidilinozitol-foszfat kindzok

A foszfatidilinozitol-foszfat kinazok (PIPK) a mar egyszeresen foszforilalt
inozitideket képesek egy masik pozicidban tovabb foszforilalni. Eredetileg ugy
gondoltak, hogy ez minden esetben a PtdIns(4)P 5-6s pozicidban torténd foszforilaciojat
jelenti, de ma mar tudjuk, hogy a PtdIns(4,5)P, szintézise tobb tuton is végbemehet (1.
abra), és igy a PIPK-ok csaladjaba tartoznak 4- és 5-kinaz aktivitasi enzimek egyarant
(1. tablazat). Felfedezésiik utan az enzimeket biokémiai és immunologiai tulajdonsagaik
alapjan soroltak két csoportba. Csak késébb deriilt ki, hogy ezek eltéré reakcidkat
katalizalnak: az l-es csoportba tartoz6 fehérjék az eredeti elképzelésnek megfelelden a
PtdIns(4)P — PtdIns(4,5)P, atalakulast katalizaljak, a Il-es csoportot azonban
PtdIns(5)P-4-kinazok alkotjak. Mindkét csoportban 3-3 izoformat (a, B, és y) talalunk,
egyes enzimek esetében egy altipuson beliil kiilonboz6 splice-variansokat is el lehet
kiiloniteni. A III-as csoportba egyetlen molekula tartozik, mely a PtdIns(3)P-ot képes
foszforilalni az 5-6s pozicidban [3].

Bar mind az I-es, mind a ll-es tipusi PIPK-ok PtdIns(4,5)P,-ot képeznek, a
plazmamembranban talalhaté PtdIns(4,5)P, szintéziséért az I-es csoport enzimei
(PTPKIa, PIPKIB és a hat splice-varianssal rendelkez6 PIPKIy) felelések. Ezen
izoformak széles korben el6fordulnak kiilonb6z6 szovetekben, de expresszios
mintazatuk mégis viszonylag egyedi; és lokalizaciojuk, valamint szabalyozasuk arra
enged kovetkeztetni, hogy a sejten beliil funkcionalisan elkiiloniilé PtdIns(4,5)P,-
készletek létrehozasaért felelosek [15, 16]. Az l-es tipusi PIPK-ok megtalalhatok a
plazmamembranban és szamos intracellularis membranban is, ahol a PtdIns(4,5)P;
lokalis szintézisén keresztiil szerepet jatszanak tobbek kozott az aktin citoszkeleton
valtozasaiban, az endo- és exocitdzis folyamataiban, és a sejtvandorlasban is [16]. Az
enzimek lokalizacidjanak fontos része a katalitikus domén szubsztrathoz [Ptdins(4)P]
valé kotddése is, de az irdnyitdst tovabbi tényezdk, elsdsorban fehérje-fehérje
kolcsonhatasok teszik specifikussa [3, 16]. A lokalizaciot segité interakcids partnerek
kozott talalunk kiilonbozd adaptorfehérjéket, illetve kis G-fehérjéket is. A PIPKIy egyik
variansa (90 kDa) példaul megtalalhat6 a fokalis adhéziokban, ahova egy citoszkeletaris
adaptorfehérje, a talin segitségével iranyitodik [16]. Ezt a kapcsolatot (€s az enzim
katalitikus aktivitasat is) er6siti az enzimfehérje egyik tirozin-oldallancanak

foszforilacigja, mintegy molekularis kapcsoloként szabalyozva a lokalizaciot és a
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funkciot [16]. Ugyancsak a PIPKIy egyik variansa az AP-2 endocitotikus
adaptorfehérjéhez és a klatrinhoz is képes kotddni, és ezzel biztositja a klatrinburkos
g0drok (clathrin-coated pit — CCP) és vezikulak kialakulasahoz sziikséges lokalis
PtdIns(4,5)P,-szintézist [17]. A Kkis G-fehérjék koziil a kiilonb6z6 membrantranszport-
folyamatokat szabalyoz6 Arf6 (ADP-ribozilacios faktor 6) kapcsolatat mindharom
PIPKI izoformaval kimutattak, illetve a Rac fehérjéknek tulajdonitanak szerepet a
PIPKIa és f plazmamembranhoz torténd iranyitasaban [3].

A ll-es tipusu PIPK-okrdl az I-es csoporthoz képest keveset tudunk. Ezek tehat
4-kinaz enzimek, melyek a PtdIns(5)P-ot alakitjak PtdIns(4,5)P,-ta, de funkciojuk
inkabb a PtdIns(5)P szintjének szabalyozasaban lehet, mintsem a PtdIns(4,5)P;
szintézisében [7]. A 3 izoforma (PIPKIIa, PIPKIIB és PIPKIIy) koziil csak az a altipus
mutat érdemleges enzimaktivitast in vitro, a masik két formanak inkabb a katalitikusan
aktiv o protein megfeleld lokalizaci6jaban tulajdonitanak jelentdséget, az enzimek
ugyanis dimer formaban mikodnek [3]. A B altipus jellemzben a citoplazmaban és a
sejtmagban, mig a y izoforma — mely eleve csak a vese bizonyos sejtjeiben fejez6dik ki
— intracellularis  vezikuldkban talalhatd6 meg. A PIPKIlo-t kimutattdk a
plazmamembranban is, ilyenkor az I-es tipusti PIPK enzimekkel valo interakcioja segiti
elé6 a lokalizacigjat [7]. A PIPKIIp genetikai hianya egerekben inzulin-
hiperszenzitivitashoz vehet az Akt (v-Akt egér thymoma viralis onkogén) jelpalya
fokozott aktivitasan keresztiil [18], ami — mas, a PtdIns(5)P szintjét befolyasolo
kisérletekkel egyiitt — arra utal, hogy a PtdIns(5)P fontos regulatora lehet a PI3K-ok
altal aktivalt bizonyos jelatviteli utaknak [7].

A lll-as tipusi PIPK csaladnak egyetlen tagja van: a PtdIns(3)P-ot
PtdIns(3,5)P,-ta alakitdo PIKfyve nevii enzim. A PIKfyve katalitikus doménje homolog
a ll-es tipusu PIPK-okéval, &m ez a fehérje a tobbi PIPK-ndal joval nagyobb, és N-
terminalis szakaszan egy PtdIns(3)P-t k6t6 FYVE (Fabl/YOTB/Vacl/EEAL) domént
tartalmaz, melyrél nevét is kapta [7]. A PIKfyve szubcellularis lokalizacidja nem
tisztazott, de az altala képzett PtdIns(3,5)P, a multivezikularis endoszomakra jellemzo,
¢s az enzim hidnyanak vagy gatldsdnak az endoszomalis kompartment
megnagyobbodasa, ¢és bizonyos intracellularis membrantranszport-folyamatok
kéarosodasa lesz a kovetkezménye [3]. Erdekes médon a PIKfyve normal mitkddéséhez

szlikséges, hogy harmas komplexet alkosson az ArPIKfyve nevii adaptorfehérjével,
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illetve azon keresztlil az ellenkezé iranyu reakciot [PtdIns(3,5)P, — PtdIns(3)P]
katalizald6 Sac3 enzimmel [19]. E két utobbi fehérje valamelyikének mutacidja vagy
hianya alacsony PtdIns(3,5)P,-szintet, és a PIKfyve hianyahoz hasonld fenotipust
eredményez [3]. A PIKfyve képes a PtdIns-t is foszforilalni in vitro (1. tdbldzat), de
kérdéses, hogy a PtdIns(5)P igy keletkezik-e a sejtekben, vagy a PtdIns(3,5)P,-bol egy
3-foszfataz segitségével. Mindenesetre a PIKfyve szerepet jatszik a folyamatban, és

ezzel példaul a sejtvandorlast is befolyasolja [20].

2.2.1.3 A foszfoinozitid-3-kindzok

Tulzas nélkiil allithato, hogy a PtdIns(3,4,5)P; felfedezése 1989-ben (Traynor-
Kaplan és mtsai altal, [21]) G fejezetet nyitott a sejtbiologiaban: a foszfoinozitid-3-
kinaz (PI3K) jelpalya ma mar konyvtarnyi irodalommal rendelkezé fejezetét, melynek
foszerepldi kozé tartoznak a névadd PI3K enzimcesalad tagjai. Az ide tartozd enzimek
¢és egyéb tulajdonsagaik alapjan 3 osztalyba sorolhatok, ahogy az 1. tdbldzat is mutatja.

A PI3K-ok I-es osztalya a PtdIns-kinazok csoportjabdl lett atsorolva, miutan
vilagossa valt, hogy tagjai a 3-as poziciot foszforilaljak, és késébb arra is fény deriilt,
hogy bar in vitro képezhetnek PtdIns(3)P-ot is, de in vivo elsddlegesen a PtdIns(4,5)P,
— PtdIns(3,4,5)P; atalakulast katalizaljak [3]. Az l-es tipusti PI3K-ok egy 110 kDa-0s
katalitikus és egy reguldtor alegység heterodimereként mikodnek: az elébbibdl 4
kiilonb6zd izoformat (pl110a, B, y, és o), mig az utdbbiakbdl a splice-varidnsokkal
egylitt 8-at ismeriink [7, 22]. Bar mind a négy katalitikus alegység tartalmaz Ras-kotd
domént, és aktivalodik Ras kotés hatasara, de azt, hogy milyen tovabbi hatasok képesek
aktivalni az enzimet, a regulator alegység hatarozza meg. Ez alapjan a p110y izoforma
elkiilonil a tobbitdl, mert a sajat reguldtor alegységei (pl01 és p84/87) G-fehérjéhez
kapcsolt receptorok feldl, a G-fehérje Py alegységein keresztiil is aktivalhatjak, mig a
pl10a, pl10B és pl10d izoforméak elsdsorban receptor-tirozinkinazokon (RTK)
keresztiil aktivalodnak [22]. Ezt a kiilonbséget tiikrozi a p110y kiilon alosztalyba (IB)
sorolasa (1. tablazat).

Az l-es osztalyba tartozd PI3K-ok hatasara tehat PtdIns(3,4,5)Ps; képzodik a
plazmamembranban, amely a hozzd kotddé fehérjéken keresztiill szamos jelatviteli

folyamatot indit el, és ezzel alapvetéen befolyasolja példaul a szervezet anyagcsere-
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crer

meglepd, hogy a két altalanosan, a legtdbb sejtben kifejez6dd izoforma, a pl110a és
p110B koziil barmelyiknek a genetikai hianya egérben embrionalis korban letalis [23],
bar érdekes modon a p110p esetében egy katalitikusan inaktiv forma expresszidja képes
megmenteni az allatokat, és csak felndttkorban okoz tiineteket [24]. Ez felhivja a
figyelmet arra, hogy a PI3K-oknak lehetnek az enzimaktivitasuktdl fiiggetlen funkcioik
is, amit a pl10P esetében az embrionalis fejlodés mellett példaul a klatrinmedialt
endocitozisban is kimutattak [24]. A pl110p fontos regulatora a csontlebontasnak is,
ahogy azt intézetiink munkatarsai nemrégen bemutattak [25]. A pl10y és pl1105

els6sorban az immunrendszer sejtjeiben fejezOdnek ki [22], ahol alapvetd szerepet

crer

crer

A PI3K-ok ll-es osztalyat az l-es tipusuakkal homolog szekvenciajuk alapjan
fedezték fel. Doménszerkezetiik hasonld, de C-terminalisan tartalmaznak tovabbi
doméneket is, igy nagyobb méretiiek, mint az I-es osztaly tagjai. A ll-es tipusu PI3K-
oknak nincsenek regulator alegységeik, monomer formaban mikodnek [7]. Az I-es
osztallyal szemben nem képesek a PtdIns(4,5)P,-ot foszforilalni, PtdIns-t vagy
PtdIns(4)P-ot hasznalnak szubsztratként (1. tdbldzat), és egyelére nem minden esetben
tisztazott, hogy melyik reakcid relevans in vivo [3]. A csoportba 3 fehérje tartozik: a
PI3KC2a, PI3KC2B és PI3KC2y, melyek koziil az els6 ketté a legtobb szovetben
kifejezddik, a y izoforma elsésorban a majban talalhatéo meg. A sejten beliil a PI3KC2a
elsésorban a transz-Golgi haldzatban, illetve klatrinburkos vezikuldkban talalhaté meg,
¢és a kozelmultban Posor és munkatarsai kimutattak, hogy mar jelen van a még le nem
fiz6dott CCP-kben is, ahol — szemben az eddigi konszenzussal — elsGsorban
PtdIns(3,4)P,-t termel, és részt vesz az endocitdzis folyamataban [26]. A PI3KC2B-rél
szintén kimutattak, hogy képes kotddni a klatrinhoz, de ennek az izoformanak a
fiziologias szerepérdl - csaktigy, mint a PI3KC2y-r6l — egyeldre nagyon keveset tudunk
[3].

A PI3K-ok Ill-as osztalyaba egyetlen enzim, a Vps34 fehérje tartozik, amely az
I-es osztalyhoz hasonldoan egy regulator alegységgel (p150) komplexben mukodik, és
doménszerkezete is hasonld, de az l-es osztalytol eltéréen csak PtdIns-t tud hasznalni

szubsztratként, amit PtdIns(3)P-ta alakit [7]. A Vps34/p150 komplex részt vesz az
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endocitozisra keriilt molekuldk valogatasaban (sorting), illetve alapvetd szerepet jatszik
az autofagia folyamataban, ahol érdekes modon ellentétesen mikodik az I-es tipusu
PI3K-okkal, melyek PtdIns(3,4,5)P3 képzésével az Akt/mTOR (mammalian target of
rapamycin) jelpalyan keresztiil gatoljak az autofagia kialakulasat [27].

2.2.2 A foszfoinozitid-foszfatazok

A foszfoinozitideket defoszforilaldo enzimek felé a kinazokhoz képest jelentds
késéssel fordult a tudoméanyos érdeklédés. Ennek egyik kovetkezményeként a
foszfoinozitid-foszfatazok tobbségét mar humangenetikai modszerekkel fedezték fel, az
altalaban uttoro, élesztében végzett kisérletek csak egyetlen foszfataz (a Sacl fehérje)
esetében jatszottak szerepet [3]. Ma mar szamos olyan 6rokletes komplex tiinetegyiittes
ismert, melynek hatterében egy foszfoinozitid-foszfataz defektusa all [7], és talalunk
tumorszuppresszor géneket is ebben a csalddban, igy nem szorul tovabbi magyarazatra
ezen proteinek jelentésége. A foszfoinozitid-foszfatazok fobb csoportjait és az altaluk
katalizalt reakcidkat a 2. tablazat foglalja Ossze, és az aldbbiakban roviden felvazolom

az enzimekkel kapcsolatos jelenlegi ismereteinket.

2.2.2.1  Afoszfoinozitid-5-foszfatazok

e

enzimeket soroljuk, ¢és bar 4 csoportba sorolhatok, ebbdl az I-es tipus
(inozitolpolifoszfat-5-foszfataz A — INPP5A) csak szolubilis inozitolfoszfatokat képes
defoszforilalni, igy nem tartozik a foszfoinozitid-foszfatazok kozé. A tobbi tipusnak is
lehetnek szubsztratjai inozitolfoszfatok, sok esetben az elnevezés is ezt tiikrozi, de ezek
az enzimek inozitollipideken is hatnak, és in vivo szubsztratspecificitasuk nem minden
esetben egyértelmii [28]. A 9 ide tartozo fehérje az 5-foszfataz katalitikus domén mellett
kiilonb6z6 egyéb molekularészleteket tartalmaz (2. abra), melyek a lokalizacidjukat és a

mas fehérjékkel valo kdlcsonhatasukat befolyasoljak.
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2. tabldazat — Emlés foszfoinozitid-foszfatazok
Sasaki és mtsai tdblazata [7] alapjan. A szogletes zardjelben lathatdo reakciok alarendelt vagy ismeretlen
jelentdségiiek. A tablazatban csak a katalitikus alegységek szerepelnek, az esetleges szabalyozo alegységek nem.

Csalad Protein Katalizalt reakcio

Foszfoinozitid-5-foszfatdizok
I1-es tipusi S-foszfatazok INPPSB
PtdIns(3,4,5)P; — PtdIns(3,4)P,, PtdIns(4,5)P, — PtdIns(4)P
OCRL1
szinaptojanin 1 | PtdIns(3,4,5)P; — PtdIns(4,5)P,, Ptdins(4,5)P, — PtdIns(4)P,
PtdIns(4,5)P, — PtdIns(5)P, PtdIns(3,5)P, — PtdIns(3)P,
PtdIns(3)P — PtdIns, PtdIns(4)P — PtdIns

szinaptojanin 2

INPP5J PtdIns(3,4,5)P; — PtdIns(3,4)P,, PtdIns(4,5)P, — PtdIns(4)P
SKIP PtdIns(3,4,5)P; — PtdIns(3,4)P,, [PtdIns(4,5)P, — PtdIns(4)P]

I11-as tipusu 5-foszfatazok SHIP1
PtdIns(3,4,5)P; — PtdIns(3,4)P,

SHIP2
1V-es tipusu 5-foszfataz INPP5E PtdIns(3,4,5)P3; — PtdIns(3,4)P,, PtdIns(4,5)P, — PtdIns(4)P,
PtdIns(3,5)P, — PtdIns(3)P
Foszfoinozitid-4-foszfatizok
INPP4 csalad INPP4A
PtdIns(3,4)P, — PtdIns(4)P
INPP4B
TMEMS5S5 csalad TMEMb55A
PtdIns(4,5)P, — PtdIns(5)P
TMEMb55B
Foszfoinozitid-3-foszfatdizok
PTEN csalad PTEN PtdIns(3,4,5)P3; — PtdIns(4,5)P,, [PtdIns(3)P — PtdIns]
TPIP PtdIns(3,4,5)P; — PtdIns(4,5)P,, PtdIns(3,5)P, — PtdIns(5)P
Miotubularinok MTM1
PtdIns(3)P — PtdIns, PtdIns(3,5)P, — PtdIns(5)P
MTMR1-4
MTMR6 PtdIns(3)P — PtdIns, [PtdIns(3,5)P; — PtdIns(5)P]
MTMR7 PtdIns(3)P — PtdIns
MTMRS [PtdIns(3)P — PtdIns]
MTMR14 PtdIns(3)P — PtdIns, PtdIns(3,5)P, — PtdIns(5)P

Sac tipusu foszfoinozitid-foszfatizok

SAC1 PtdIns(3)P — PtdIns, PtdIns(4)P — PtdIns,
[PtdIns(3,5)P, — PtdIns(5)P]

SAC2 PtdIns(3,4,5)P; — PtdIns(3,4)P,, PtdIns(4,5)P, — PtdIns(4)P
SAC3 PtdIns(3,5)P, — PtdIns(5)P
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2. dbra — A foszfoinozitid-5-foszfatizok doménszerkezete sematikusan abrazolva

A foszfoinozitid-5-foszfatazok a katalitikus domén mellett szamos egyéb strukturalis elemet tartalmaznak, melyek a
sejten  beliilli  elhelyezkedésiiket, mas fehérjékkel vagy lipidekkel valé  kolcsonhatasukat, illetve
szubsztratspecificitasukat befolyasoljak. A C-termindlis CAAX motivum, illetve a SKICH domén a
membranlokalizacioért felel, az SH2 domének és a prolinban gazdag régiok fehérje-fehérje interakciokban
szerepelnek, a Sacl domén szintén foszfataz aktivitassal bir. Tovabbi informaciok és a roviditések feloldasa a
szoveghen talalhato (kivéve: SAM — steril alfa motivum). Dyson és munkatarsai abraja nyoman [28].

A ll-es tipusu 5-foszfatdzokhoz hat enzim tartozik, ezek koziil 2-2 mutat
kozelebbi hasonlosagot. A masodikként felfedezett 5-foszfataz az INPPSB volt, ami az
5-foszfatdz doménen kiviil egy ASH (ASPM-SPD2-Hydin) domént, és egy inaktiv Rho
GTP-4az aktivator proteinszerii (RhoGAP-szer(i) domént tartalmaz, illetve a C-terminalis
Végén egy lipidmodiﬁkéci(')s CAAX motivumot (2. dbra). Elsdsorban a Golgi-komplex
fehérjék is befolyasoljak. Funkcidjat nem ismerjilk pontosan, de génjének hidnya
egerekben a here fejlédési zavarat és spermiumfunkciok karosodasat okozza [3].
Hasonl6 doménszerkezettel rendelkezik az OCRL1 fehérje is, mely nevét a muticioja
altal okozott okulocerebrorenalis Lowe-szindromarol kapta. Az INPP5B-hez valo
hasonlosaga alapjan feltételezték 5-foszfataz aktivitasat, és tisztaztak, hogy elsdsorban a
PtdIns(4,5)P,-ot bontja [7]. Legnagyobb mennyiségben a Golgi-halozatban talalhatd
meg, de egyre tobb jel utal arra, hogy méshol is lehet szerepe, melyben mas fehérjékhez

vald kapcsolodasa kulcsszerepet jatszik. A protein N- és C-terminalis részén egyarant
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talalhatok klatrint k6t6 szekvencidk, és kiilonbozé Rab fehérjékkel is képes interakciora,
¢s ennek megfelelden a klatrinmedialt membrantranszportokban vesz részt [29].
Funkcidjanak vizsgalatat neheziti, hogy egérben génjének kiiitése utan az INPP5B
feltehetdleg atveszi a szerepét, ezért nem jelentkeznek a human Lowe-szindrémahoz
hasonlo tiinetek. A két fehérje egyiittes hianya azonban mar embrionalisan letalis [3].

A szinaptojanin 1 ¢és 2 molekuldkat elészor a szinaptikus vezikuldk
exocitozisaban ¢és reciklizacidjaban irtak le [30]. Mindkét izoforma tobb splice-
varidnssal is rendelkezik, melyek a C-termindlis végiikon kiillonboznek egymastol. E
molekulak jellegzetessége, hogy az 5-foszfatdiz doménen kiviil egy Sacl, szintén
foszfataz aktivitdsi domént is tartalmaznak az N-termindlis részen (2. dbra), igy
tulajdonképpen kettds foszfataznak tekinthetok. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az 5-
foszfataz altal eléallitott lipidterméket [els6sorban PtdIns(4)P] a Sacl foszfatazdomén
tovabbalakitja, és PtdIns keletkezik. Ezt timasztja ala, hogy mindkét domén sziikséges a
fehérje megfeleld funkcidjahoz [3]. A szinaptojaninok jelenléte a klatrinburkos
struktirdkon és jelentdségiik a klatrinmedialt endocit6zis folyamataban jol dokumentalt
[31-35], feltehetdleg tobb szinten is befolyasoljak a folyamatot [35].

A SKIP (skeletal muscle and kidney enriched inositol polyphosphate
phosphatase) és INPPSJ enzimek kozos tulajdonsdga, hogy mindkét enzim rendelkezik
SKICH (SKIP C-terminalis homoldgia) doménnel, amely a plazmamembranba iranyitja
6ket [3, 28]. A SKIP fehérje nevének megfelelden elsésorban vazizomban és a vesében
fejezédik ki, és az inzulin altal okozott PtdIns(3,4,5)Ps-szintemelkedést ellensulyozza,
csokkentve az Akt aktivacigjat, a GLUT-4 kihelyezO0dését a plazmamembranba €s igy a
sejtek gliikozfelvételét [28]. Szélesebb szdveti eloszlast mutat az INPP5J enzim, amely
szintén csokkenti a PtdIns(3,4,5)Ps-szintet, és ezaltal gatlo hatassal bir az Akt
jelpalyara, jelentésége azonban egyelére nem tisztazott [28].

A lll-as tipusu 5-foszfatizok csoportjat a SHIP1 ¢és SHIP2 (SH2 domént
tartalmazd inozitolpolifoszfat-foszfatdz) molekuldk alkotjak. Ezek a fehérjék az SH2
domén mellett C2 domént és prolinban gazdag régiot is tartalmaznak, ¢és
adaptorfehérjékhez vald kapcsolodasuk meghatarozza lokalizacidjukat és mitkodésiiket
egyarant, amely sokféle lehet. A SHIP enzimek PtdIns(3,4,5)Ps-ot defoszforilalnak
elsésorban, és ezzel szelektiven befolydsolhatnak bizonyos PI3K-ok altal elinditott

jelpalyakat, mert a keletkez6 termék PtdIns(3,4)P, egyes késébbi effektorokat képes a
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PtdIns(3,4,5)Ps-hoz hasonloan aktivalni, mig masokat nem [3, 28]. A SHIP1
kifejez6dése a hemopoetikus rendszerre korlatozodik, és hidnya vérképzési ¢és
immunfunkciés zavarokat okoz, mig a SHIP2 altalanosan eldfordul, ¢és az
inzulinjelpalya negativ regulatoraként tartjdk szamon [28]. Az utobbi molekularél
leirtak, hogy a PtdIns(4,5)P,-ot is képes defoszforilalni, és ennek szintén gatld hatasa
lehet a klatrinmedialt endocitozis folyamatara [36].

Az egyetlen IV-es tipusu foszfoinozitid-5-foszfataz az INPP5E, vagy mas néven
farbin. Ez a molekula a katalitikus domén N-termindlis oldalan egy prolinban gazdag
régiot, mig a C-termindlis végen egy plazmamembranba iranyit6 CAAX motivumot
tartalmaz (2. dbra). Az 5-foszfatazok koziil ez az enzim koti legnagyobb affinitassal a
PtdIns(3,4,5)P3 molekulat [37], de ezenkiviil a PtdIns(4,5)P,-ot és a PtdIns(3,5)P,-ot is
képes defoszforilalni (2. tdbldzat). A sejten beliil a Golgi komplexben, és részben a
INPPSE gén mutacidit érdekes modon ciliopatidkkal (a sejtek primer ciliumainak
funkciozavarabol ad6do szindromakkal) hoztak Osszefliggésbe [38], és kimutattak az
enzim ciliaris lokalizacidjat is, amit a mutaciok karositanak [38]. Kisérletes munkam
soran ennek az enzimnek az 5-foszfataz doménjét hasznaltam fel a foszfoinozitid-szint

mesterséges valtoztatasara.

2.2.2.2  Afoszfoinozitid-4-foszfatazok

A foszfoinozitid-4-foszfatazok kozé 4 enzimet sorolunk, melyek kétszeresen
foszforilalt foszfoinozitidekrdl tavolitjak el a 4-es pozicidban talalhato foszfatcsoportot.
Az 1nozitolpolifoszfat-4-foszfataz (INPP4A ¢és INPP4B) enzimek szubsztritja a
PtdIns(3,4)P,, mig a TMEMS5SA ¢és B enzimek kizarolag a PtdIns(4,5)P,-ot
defoszforilaljak [7]. Az INPP4A sejtekben kifejezve megjelenik a korai és reciklizald
endoszomakban, és génjének csendesitése csokkenti a transzferrin felvételét a sejtekbe,
ami az endocitézis sordn a plazmamembran és endoszoma kozotti foszfoinozitid-
konverzioban veti fel az enzim szerepét [39]. Az INPP4B-rél keveset tudunk, de azt
leirtdk, hogy az INPP4A-val egyiitt negativ szabalyoz6i a plazmamembran
PtdIns(3,4)P; altal is aktivalt Akt jelpalyanak [28]. Még kevesebbet tudunk a TMEMSS5

enzimekrdl, melyek neviiket a C-terminalis végiikon feltételezett transzmembran
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TMEMS55B pedig a sejtmagi foszfoinozitid-szint szabalyozasaban vehet részt [3].

2.2.2.3  Afoszfoinozitid-3-foszfatazok

crer

két nagy csoportja 1étezik: az egyikbe a PTEN (foszfatdz ¢s tenzin homoldg —
phosphatase and tensin homologue) fehérje és néhany rokon molekula tartozik, a masik
nagy csaladot pedig a miotubularinok (MTM) alkotjak (2. tdblazat).

A PTEN fehérjét tumorszuppresszorként fedezték fel, és eldszor protein
tirozinfoszfatdznak gondoltak. Valdban van ilyen aktivitasa is, de kés6bb kideriilt, hogy
elsésorban a PtdIns(3,4,5)P; defoszforilaciojat végzi [7]. Jelentségét jol érzékelteti,
hogy genetikai hidnya egérben embriondlisan letalis, és mar heterozigdta formaban is
jelentésen megnoveli a tumorképzddés gyakorisagat [40]. A PtdIns(3,4,5)P3 szerteagazo
jelatviteli szerepének megfeleléen a PTEN szovetspecifikus, kondicionalis génkiiitéses
vizsgalatai szinte minden szovet- és sejtféleségben igazoltdk a fehérje valamilyen
funkcigjat [40]. A PTEN mikodésének egyik fontos tényezdje a membranlokalizacio,
melyben a C2 domén mellett az N-terminalis, PtdIns(4,5)P,-hoz ko6tddni képes
foszfoinozitidkdtd doménje (phosphoinositide-binding domain — PBD) is részt vesz
[40]. Daganatokban gyakran mutathatdo ki a PTEN mutacidja, amely elsGsorban a
foszfataz doménben taldlhato, de eléfordul azon kiviili részen is, mutatva a fehérje
Osszetett miikodési modjat [41]. Kimutattak példaul a PTEN-t a sejtmagban is, ahol
egyebek mellett a sejtciklus szabalyozasabol is kiveszi a részét, és ezt a funkciot részben
a foszfataz aktivitasatol fliggetleniil latja el [41]. Leirtak szamos a PTEN-hez hasonld
molekulat, melyek koziil néhanynak nincsen foszfatdz aktivitdsa, némelyiknek van
ugyan (TPTE és PTEN homolog inozitollipid-foszfatdz — TPIP), de ezen fehérjék
funkciodja egyeldre nem ismert [3, 7].

A masik nagy 3-foszfatdz csoportot a miotubularinok (MTM) alkotjdk. A csalad
15 tagja koziil 9 rendelkezik katalitikus aktivitassal (2. tablazat), a maradék 6 molekulat
pszeudofoszfatazoknak is szokds nevezni. Ez utobbi csoport (MTMRS ¢és 9-13) az aktiv
enzimekkel valdo kolcsonhatas révén azok lokalizacidjaban vallal szerepet, illetve
fokozza is aktivitasukat [40, 42]. Bar az MTM-ek nagy része ugyanazt a reakciot

katalizalja, funkciojuk mégsem fed at minden esetben, ahogy azt a kiilonb6zo
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betegségekkel Osszefiiggésbe hozott mutaciok eltérd tiinettana is jelzi [42]. Ezt részben
okozhatja az eltéré kifejez6dési mintazat, de a szdvetspecifikus szabalyozo
mechanizmusok is. Az MTMR2 aktiv enzim példaul az inaktive MTMRI13-mal
komplexben a mielinizdcioban szerepel, mig az MTMRS5-tel kapcsolodva a
spermatogenezist szabalyozza [3]. Az MTMR6 a Ca”*-aktivalt K*-csatornakat gatolva
csokkenti a T-sejtek aktivaltsagi allapotat, az MTMR14 hidnya pedig izomgyengeséget

okoz, feltehetéen a szarkoplazmas retikulumbol szivargd Ca®* miatt [3].

2.2.24  Sac tipusu foszfoinozitid-foszfatdzok

A Sacl (supressor of actin 1) fehérjét élesztdsejtekben irtak le eldszor mint az
aktin citoszkeleton egyik szabalyozojat, és csak késébb dertiilt ki, hogy foszfoinozitid-
foszfataz aktivitassal rendelkezik mind éleszt6ben [43], mind magasabb rendi
szervezetekben megtalalhatdo homologja [44]. A szekvencia hasonldsaga alapjan késdbb
még két masik fehérjét (Sac2 és 3) azonositottak emldsben, illetve Sacl-szerti domént
talaltak az S5-foszfataz aktivitassal rendelkezd szinaptojanin molekuldkban is [43].
Ahogy a 2. tdblazat is mutatja, ezek az enzimek tobb pozicioban is képesek a
foszfoinozitideket defoszforilalni, igy nem sorolhatok be a korabbi csoportokba.

A Sacl enzim az egyszeresen foszforilalt foszfoinozitidekrdl, illetve a
PtdIns(3,5)P,-rdl hasitja le a foszfatcsoportot, de nem szubsztratja a PtdIns(4,5)P; és a
PtdIns(3,4)P,. Ez az integrans membranfehérje elsésorban az ER-ban talalhato meg, de
kimutattak, hogy ingazik az ER és a Golgi-komplex kozott is, és lokalizaciojanak
megfeleléen elsésorban PtdIns(4)P-t defoszforilal [3]. Fontossagara jellemz6, hogy
génjének kilitése egérben bedgyazodas eldtti letalitassal jar, és génjének sejtszintii
csendesitése is sejthalalhoz vezet [45]. Ennek ellenére kimutathaté volt a jelolt
drasztikus szétesésével jart egyiitt [45]. Kisérletes munkam soran a PtdIns(4)P
szintjének valtoztatasdhoz az €lesztobodl szarmazo Sacl katalitikus domént hasznaltam.

A Sac2 protein a PtdIns(4,5)P,-ot ¢és a PtdIns(3,4,5)Ps-ot hasznalja
szubsztratként, és elsdsorban a szivizommiikddésben feltételezik a szerepét, mert
genetikai hianya szivizom-hipertrofiara hajlamosit [28]. A Sac3 enzim ezzel szemben a
PtdIns(3,5)P,-ot képes defoszforilalni, és ennek megfeleléen intracellularis vezikulakba

lokalizal [28]. Erdekes modon azonban a Sac3 géncsendesitése a varttal ellentétben a

23



DOI:10.14753/SE.2014.1948

PtdIns(3,5)P,-szint csokkenését idézi eld, mert katalitikus funkcioja mellett a Sac3 a
PtdIns(3,5)P,-szintézisért felelds PIKfyve 3-kindz aktivalasahoz is hozzajarul fehérje-
fehérje kapcsolatokon keresztiil [3, 28]. A Sac3 hidnya vagy mutacidja neurologiai

tiinetekkel jar.

2.2.3 A foszfolipaz C enzimek

A foszfolipaz C (PLC) enzimek a foszfoinozitid-molekulat az sn-3-as pozicidban
képesek hidrolizalni, diacilglicerint (DAG), illetve a kiindulasi molekula
foszforilaltsagatol fliggden valamilyen inozitolfoszfatot képezve. Elnevezésiik
pontosithatd a , foszfoinozitid-specifikus” jelzével, Iéteznek ugyanis mas
foszfolipideket (pl. foszfatidilkolint) bonté PLC enzimek is [3]. Bar az emlés PLC-K in
vitro tobbféle szubsztratot is képesek hasznalni (PtdIns-t, PtdIns(4)P-t és PtdIns(4,5)P,-
ot, de 3-as pozicioban foszforilalt foszfoinozitideket nem), jelenleg ugy gondoljuk, hogy
¢l sejtekben elsésorban a PtdIns(4,5)P,-ot bontjak DAG-ra és inozitol-1,4,5-
triszfoszfatra [Ins(1,4,5)P3] [3, 8]. A PLC-k jelentéségét jol mutatja, hogy mind
els6dleges szubsztratjuk, mind a keletkezd molekuldk mindegyike meghatarozo
szerepldje szdmos alapvetd jelatviteli folyamatnak és egyéb sejtfunkcionak, és ezek
térbeli és idébeli szabalyozasaban tobbek kozott a PLC enzimek 6 csaladba sorolhatd
Osszesen 13 izoformaja is részt vesz [8].

A 6 csalad (B, v, 0, & ( €s m) szerkezeti jellegzetességeit mutatja a 3. dbra,
melyen jol latszanak azok a konzervalt domének, melyek a legtobb csaladban
megtalalhatok. Ezek kozé tartozik az X és Y konzervalt régiokbol oOsszealld, tridz-
foszfat izomeraz (TIM) horddszert katalitikus domén, és emellett az N-terminalisan
talalhato pleckstrin homologia (PH) domén, az EF-kéz motivumok, és a C-terminalis
oldalon talalhat6 C2 domén. A PLC enzimekre altalanosan jellemzd, hogy az altaluk
katalizalt reakcidhoz Ca**-ot igényelnek [8], és hogy nyugalomban az X és Y régio
kozotti 0sszekotd szakaszuk fontos autoinhibicids funkciot 1at el, ennek hianyaban
jelentdsen megnd az alapaktivitasuk [46]. Ez azonban nem jelenti azt, hogy a
PtdIns(4,5)P,-bontoképességiik mar nem novelhetd tovabb a fiziologiasnak megfeleld
ingerekkel [46]. A PLC enzimek fobb aktivatorai kozé a heterotrimer G-fehérjék
kiilonboz8 alegységei, RTK-0k, kis G-fehérjék, illetve a Ca®* tartoznak [8], ezek

kiilonb6z6 kombinacidban szabalyozzak az egyes tipusokat. Fontos eleme a PLC-k
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regulacidjanak a membranlokalizacio is, amely szintén eltérden szabalyozdodik az egyes
csoportoknal. Az aldbbiakban roviden Osszefoglalom az egyes enzimcsaladok fébb

jellegzetességeit és funkcioit.
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Kadamur G, Ross EM. 2013.

1\3\ Annu. Rev. Physiol. 75:127-54

3. abra — Az emlés foszfolipaz C enzimcsaladok doménszerkezete

Az egyes csaladokat gorog betiik (B, v, 0, €,  és ) jelolik, és egymas alatt lathatok a homoldég domének. Az X és Y
konzervalt régiok egyiitt alkotjak a tri6z-foszfat izomeraz (TIM) horddszerii katalitikus domént. Roviditések: C2: C2
domén; CC: coiled coil (feltekert tekercs) domén; EF: kalciumkoté EF-kéz domén; RA: Ras asszociaciés domén; Ras
GEF: Ras GDP/GTP kicserél6 faktor domén; SH2/SH3: Src homoldgia 2/3 domén. Kadamur és Ross abraja [8].

2.2.3.1  Foszfolipaz CB enzimek

A PLCP enzimeket els6sorban a Gg11-csaladba tartozo heterotrimer G-fehérjék o
alegysége aktivalja, és egyes izoformait ezen kiviil Gi-fehérjék Py alegysége is, igy
PLCp csalad méltan sorolhato a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GPCR) f6 effektorai
kozé. Négy izoforma tartozik ebbe a csoportba (PLCP1-4), melyek szoveti
kifejezOdésben ¢€s szabalyozasban egyarant kiilonboznek egymastol. A Bl-es és P4-es
tipusok elsdsorban az idegrendszerben fordulnak eld, mig a PLCP2 leginkabb
immunsejtekben fejezdédik ki, a B3-as izoforma széleskorii szoveti expressziot mutat [8].
A GTP-t kotd, tehat aktivalt Gogq mindegyik P izoforma aktivitasat drasztikusan
megndveli, bar a p2-es tipusét relative kisebb mértékben [8, 47]. Erdekes modon a két
protein kozotti kapcsolat nem egyiranyt, a PLCP ugyanis képes aktivalni a Ga alegység
GTP-4z mikodését, tehat tulajdonképpen GTP-4z aktivator proteinként (GAP)
viselkedik, és a Ga-fehérjék GTP-GDP ciklusanak felgyorsitasaval a sajat aktivalddasat

is limitalja [48]. Ez a mechanizmus a miikodés gyors és pontos térbeli és idébeli
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szabalyozasat teszi lehetdvé, igy a GPCR inaktivalodasat a G-fehérjék és ezzel egyiitt a
PLCp jelatvitel gyors leallasa koveti [48]. A Ga alegység és a PLCPB kapcsolodasahoz
koradbban az utobbi molekula C-terminalis un. coiled coil (feltekert tekercs) doménjét
tartottak esszencialisnak, jabb adatok szerint azonban a C2-es domént kozvetleniil
kovetd szakasznak is nagy jelentdsége van [49].

A G-fehérje Py alegység (amely megfeleld koncentracidban elsdsorban Gi-
fehérjéhez kapcsolt receptorok aktivalodasakor szabadul fel [8]) éppen az a alegységre
legkevésbé érzékeny PLCP2 izoformat aktivalja leginkabb, de a PLCB3-ra is hat, és
utobbi esetében a Ga és GPy alegységek egyiittes aktivalasanak szinergikus hatdsarol
szamoltak be [50]. A heterotrimer G-fehérjék mellett monomer GTP-azok is képesek
aktivalni a PLCP2-t és 3-at, ebben a Rac kis G-fehérje szerepét irtak le, amely az enzim
N-terminalis PH doménjéhez képes kotddni [47]. A PLCP2 Rac-on Kkeresztiili
aktivalasrol leirtdk, hogy az enzimnek a plazmamembran specifikus régidiba torténd
athelyezodésével jar egyiitt, szemben a GPy alegységen keresztiili aktivalassal, amikor
diffuzabb membranlokalizacié figyelheté meg [51].

A PLCPB enzimek mindegyik izoformaja jelen van a sejtmagban is, de ennek
bizonyitottak, hogy a sejtciklus szabalyozasaban szerepel [52].

Mindegyik PLCP izoforméanak létezik génhidnyos egérmodellje, ezek egyike
sem mutat embrionalis letalitast, azonban mindegyik sulyos fenotipusos valtozasokkal
jar, kiemelve az enzimek jelentdségét. A szdveti eloszlasnak megfelelden a B1 és B4
hianyaban els6sorban idegrendszeri tiinetek, a B2 esetében az immunrendszer zavarai
domindlnak, a $3-as izoforma hianya t6bb szervrendszert érint, €s korai haldlozéssal jar,

feltehet6en fokozott daganatképzés miatt [47].

2.2.3.2  Foszfolipaz Cy enzimek

A PLCy csalad tagjai els6sorban RTK-ok jelatviteli folyamatainak fontos
szerepl6i, ennek megfelelen aktivalasuk is elsésorban foszforilacioval torténik, amiben
fontos szerepet kap a katalitikus domént alkotd X és Y szakaszok kozé ékelddott, tobb
domént tartalmazo fehérjerész (3. abra), amely csak a PLCy csaladra jellemz6 [8, 47].
Az itt talalhato SH2 és SH3 domének teszik lehetdvé az aktivalt RTK-okhoz, illetve

mas, citoplazmatikus tirozinkinazokhoz val6 kapcsolodast, ami az enzim
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foszforilacigjat, és a foszfolipaz-aktivitas kovetkezményes megndvekedését 1étrehozza
[53].

A PLCy enzimcsaladnak két tagja van: mig a PLCyl a legtobb szdvetben és
sejtben elofordul, a y2-es valtozat kifejezddése hematopoetikus sejtekre korlatozodik, de
szamos sejtben mindkét valtozat jelen van [54]. A novekedési faktorok elsdsorban a
PLCyl-en keresztiil szignalizalnak, igy ennek a formanak a sejtndvekedésben ¢és
differencialodasban tulajdonitanak szerepet, mig a PLCy2 az immunsejtekben foként a
T- és B-sejtreceptorokhoz kapcsolodd citoplazmatikus tirozinkinazokon keresztiil
aktivalodik, és akut sejtvalaszokat kozvetit [8].

A foszforilacio mellett hozzajarul a PLCy aktivalasahoz a Rac kis G-fehérjéhez
(a PLCy2 esetében), valamint a PtdIns(3,4,5)Ps-hoz valdo kotédés is (mindkét
izoformanal). Az elobbi kapcsolddasban a katalitikus doménbe ékeldodott PH domén,
mig az utdébbiban az N-terminalis PH domén jatszik fontos szerepet [8, 47].

Génhianyos egérmodellben a PLCyl hianya embrionalis letalitast okoz
érnovekedési és vérképzési zavarok miatt [47]. A PLCy2 génjének kilitése nem letalis,
de immunfunkcios zavarokat okoz, tobbek kozott a neutrofil granulocitak bizonyos

ingerekkel kivalthato aktivalasa is zavart szenved [55].

2.2.3.3  Foszfolipaz Co enzimek

A PLCS enzimeknek harom valtozatat (81, 63 és 64) ismerjiik (a 62 valtozatrol
kideriilt, hogy a human 4-esnek megfelelé forma szarvasmarhaban). A PLCS fehérjéket
tekinthetjik a PLC-k prototipusanak is, hiszen a PLC-csaladra jellemzé minden
doménnel rendelkeznek, azon kiviil pedig nincs specifikus szerkezeti elemiik (3. dbra),
¢s ez a csoport hasonlit leginkabb az alacsonyabb rendl szervezetekben megtalalhato
PLC enzimekre [47, 56].

A PLCd enzimek szabalyozasat nem értjiik teljesen, a mas csalddokra jellemzd
szignalok (G-fehérjék, tirozinkindzok) nem aktivaljak dket, azonban a tobbi 1zoformatol
eltéréen a Ca’*-koncentracio ndvelése fokozza az aktivitasukat [57]. A ma leginkabb
elfogadott modell szerint a mas PLC-k altal elinditott szigndlok felerdsitéséért,
meghosszabbitasaért lehetnek felelosek [47, 58].

Fontos meghatarozdja a PLCo proteinek funkciojanak a lokalizacio is. Ebben

tobbek kozott az N-terminalis PH doménnek jut kiemelt szerep, amely a
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plazmamembranban talalhato PtdIns(4,5)P,-hoz képes kapcsolodni [57]. A PLCS1
izolalt PH doménje volt az elsé jol karakterizalt, specifikusan PtdIns(4,5)P2-ot kot6
fehérjedomén [57], melyet azota is altalanosan alkalmaznak a plazmamembranban
talalhato PtdIns(4,5)P, kimutatasara [59]. Sajat kisérletes munkam soran is ezt a domént
hasznaltam.

Az egyes izoformak specifikus funkcidirdl keveset tudunk, de génhidnyos
allatmodellek alapjan feltételezhetdé, hogy a PLCO61 ¢és PLCo3 funkcidja atfedhet
egymassal, mert kiilon-kiilon egyik fehérje hianya sem letalis (a d1l-es bérfenotipust
mutat, 63 hianya tiinetmentes) [3, 47], a két gén egyiittes Kkilitése azonban mar
embrionalis halalt okoz [60]. A PLC&4 els6sorban a sejtmagban talalhato meg, és
szintje a sejtciklussal egyiitt valtozik, de hidnya fejlédési zavart nem okoz, a him

allatokban azonban sterilitassal jar [47].

2.2.3.4  Foszfolipaz Ce, { és n enzimek

A Klasszikus modszerekkel felfedezett harom PLC-csalad mellé a genomikai
modszerek elterjedése harom 0jabb enzimcsoportot sorakoztatott fel: ezeket a gordg
abécé soron kovetkezd betiii alapjan nevezték el (g, € és 1). Késobbi felfedezésiik okan
ezen csaladokrél egyelére kevesebbet tudunk, jelentdségiik még a klasszikus
enzimekénél is kevésbé tisztazott.

A PLCeg csaladnak egyetlen tagja van. Ez a legnagyobb PLC, a klasszikus
szerkezetalkotd doméneken kiviil szamos tovabbi doménje van (3. dbra), melyek
részben az enzimaktivitastol fiiggetlen funkciot toltenek be [47]. N-terminalisan egy
GEF (GDP/GTP kicserél6 faktor) domén talalhato, amely Rapl és Ras kis G-fehérjéket
képes aktivalni, a C-terminalis végen pedig két Ras asszociaciés doménnel rendelkezik,
melyek Ras-kotddést, €s ezen keresztiil az enzimaktivitas fokozodasat kozvetitik [61]. A
PLCe tehat egyszerre aktivatora és célpontja a Ras fehérjéknek, amely igy a Ras
jelpalyat erésit6é aktivacios huroknak tekintheté [61]. Ezenkiviil a PLCe-t képes a Rho
kis G-fehérje is aktivalni kiilonb6z6 jelatviteli utvonalak részeként, és a PLCS csaladhoz
hasonldéan a mas PLC izoformdk altal kivaltott szigndlok tartdssa tételében jatszhat
fontos szerepet [47, 61].

A PLC( az enzimcsalad legkisebb tagja, az alapvetd strukturalis elemek koziil az

N-terminalis PH domént nem tartalmazza (3. dbra). Kizardlag spermiumokban
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fejez6dik ki, ahol a megtermékenyités utan 1étrejové Ca*-oszcillaciok 1étrejottében
szerepel [47]. Tartalmaz nuklearis lokalizacios szignalokat, és megfigyelték, hogy a
kivaltott Ca**-oszcillacios hullamokkal Osszefiiggésben ingazik a sejtmag ¢és a
citoplazma kozott, tehat szabalyozéasa feltehetden ezen a lokalizacids valtozason alapul
[8, 47].

A PLCn csalad két fehérjéjét 2005-ben fedezték fel, €s bar azéta kideriilt, hogy
ezek az enzimek csaknem kizardlag az idegrendszerben fejezOdnek ki, és G-fehérje By
alegységek képesek aktivalni Oket, de szabdlyozdsukrol és fiziologiai szerepiikrdl

egyelore keveset tudunk [8, 47].

2.3 A foszfoinozitidek sejtmiikodésben betoltott szerepe

Mara vilagossd valt, hogy a foszfoinozitidek a sejtmiikddések alapvetd
regulatorai kozé tartoznak, és egymasba torténd gyors atalakulasukkal rendkiviil
hatékonyan és dinamikusan képesek befolyasolni a sejtfunkciok széles skalajat. A
foszfoinozitidek funkcidinak atfogd Osszefoglaldsa talmutat jelen dolgozat keretein,
ezért az enzimek targyaldsa sordn felmeriilteken til csak néhany szemelvénnyel
szeretném érzékeltetni azok szertedgazd mivoltat, kiemelve a kisérletes munkam
szempontjabol fontos részleteket.

A foszfoinozitidek jellegzetes eloszlast mutatnak a sejt  kiilonbozo
membranjaiban, melyet a 4. abra szemléltet vazlatosan, és amely értelemszeriien csak a
mai detekcidés mddszerekkel kimutathato lipidkészleteket dbrazolja, de nem zarja ki az
egyes lipidek idéleges vagy kisebb, nem detektalhatd mennyiségben torténd
megjelenését mas membrankompartmentekben, ahogy azt a lipidmodifikdlé enzimek
lokalizéacioja sok esetben valosziniisiti. A 4. abra alapjan feltlinhet a foszfoinozitidek
hierarchikus elrendezddése. A sejtmag feldl a plazmamembran felé haladva az
inozitollipidek foszforildltsaga egyre nagyobb lesz: mig a mag korili endoplazmas
retikulumban csak PtdIns-t talalunk, addig az endoszomalis kompartmentek és a Golgi-
komplex egyszeresen foszforilalt foszfoinozitideket tartalmaznak, a tobbszoros
foszforilacioé pedig elsésorban a plazmamembranra jellemzd [3]. Ez természetesen nem
kizardlagos, hiszen a plazmamembran is tartalmaz PtdIns(4)P-ot, a multivezikularis test

pedig PtdIns(3,5)P,-ot.
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A foszfoinozitidek kiillonb6z6 mechanizmusok révén befolyasoljak az egyes
mikddéseket: jelatviteli molekuldk prekurzoraként, a transzmembran fehérjék
citoplazmatikus fehérjék membranhoz horgonyzasaval, hogy csak néhany példat
emlitsek. A kovetkezOkben a fobb lokalizaciok szerinti bontasban ismertetek néhany

jellemzd példat a foszfoinozitidek sejten beliili szerepének illusztraldsaként.

/ Ptdlns(3,4,5)P3

plazmamembran
Ptdins(4,5)P,

N\

korai
ccv \endoszéma / [PtdIns(3,4)P,]
reciklizalé
Ptdins(3)P \ endoszéma

szortirozo
endoszéma multivezikularis

A
/ . test

Trans-\ .‘ s
Golgi \

halézat

ER

lizoszéma

sejtmag
4. dabra — A foszfoinozitidek sejten beliili elhelyezkedése
Az abra a foszfoinozitidek jellemzd eloszldsat mutatja a sejt kiillonbdzé membrankompartmentjeiben. Fontos
megjegyezni, hogy nem mindegyik lipid van folytonosan jelen az adott membranban, példaul Ptdins(3,4,5)P; csak

bizonyos stimulusokra képzédik. Az itt lathatd eloszlas nem zarja ki, hogy egy foszfoinozitid masol is eléforduljon
kis, nem detektalhatd mennyiségben. Balla Tamas abraja nyoman [3]

2.3.1 Foszfoinozitidek a plazmamembranban

A foszfoinozitidek kutatasanak egyik kiinduldépontja volt a Ca2+-jelétvitelhez
fliz6d6 viszonyuk feltarasa az 1980-as években [3], és a PtdIns(4,5)P, PLC-k altali
bontasa Ins(1,4,5)P3-ra és DAG-re, és az altaluk 1étrehozott Ca2+-szigné1 és proteinkinaz
C (PKC) jelpalya ma mar jol ismert tankonyvi adatok. A PLC enzimek miikodését mar
jellemeztem korabban, ehhez itt csak annyit tennék hozza, hogy mindkét jelzomolekula
komplex, a molekularis kornyezetre érzékeny jelpalyat indit el, melyek alapvetd €lettani
funkciokat szolgalnak [62]. Egy masik fontos jelatviteli ut a PtdIns(3,4,5)P3

termelddésével aktivalodik, melyet a mar szintén taglalt PI3K-ok inditanak el
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kiilonb6z6 hatasokra, tobbek kozott RTK-ok aktivalodasa utan, és a PtdIns(3,4,5)P3-hoz
specifikusan kotédni képes fehérjéken keresztiil szertedgazo szignalizacids rendszert
hoznak miikodésbe [63], a sejt- és szoveti folyamatok széles spektrumat szabalyozva.

Egy masik fontos €s jol ismert hatdsa a plazmamembran foszfoinozitidjeinek az
ioncsatornak (és egyéb membrantranszporterek) szabalyozasa [64]. loncsatornak egész
garmadajat hoztdk mdar Osszefliggésbe a foszfoinozitidekkel, koztik a sokszint és
szamos érzékelési folyamatban részt vevo tranziens receptorpotencial (TRP) csatornakat
[65], jo néhany fesziiltségfiiggd [66] és hattér K'-csatornat [67, 68], és ligandaktivalt
csatornakat is. Az esetek tobbségében a PtdIns(4,5)P, szerepét irtak le, de néhany
esetben a PtdIns(3,4,5)Ps is megjelenik, illetve példaul a kapacitativ Ca**-bearamlasért
felel6s Orail esetében a PtdIns(4)P jelent6ségét feltételezik [69], a h6érzékelésben részt
vevé TRPV1-es (vanilloid receptornak is nevezett) csatornakat pedig -egyiitt
szabalyozza a PtdIns(4,5)P; és a PtdIns(4)P [70].

Fontos szerep jut a foszfoinozitideknek az exo- és endocitozis regulatoraként is.
Bar a pontos mechanizmus egyelére nem tisztazott, de a PtdIns(4,5)P, szintjének
novelése serkenti, csokkentése pedig gatolja a vezikulak exocitozisat [71], és szamos
exocitotikus fehérje (pl. szinaptotagmin 1, szintaxin 1A) képes kapcsolodni ehhez a
lipidhez [3]. A foszfoinozitidek endocitozisban betdltott szerepérdl a késobbiekben
részletesebben lesz még sz6 az endocitozist ismertetd alfejezetben, illetve az
eredményeknél, hiszen kisérletes munkam soran ezt vizsgaltam.

A membran-citoszkeleton kapcsolat szabalyozasaban is elengedhetetlenck a
foszfoinozitidek, a citoszkeletaris adaptorfehérjék kozil i1s tobb rendelkezik
PtdIns(4,5)P,-koté  képességgel [4]. Tobbek kozott a citoszkeletaris szervezddés
dinamikus miikodéséhez is fontos a plazmamembranon belil a lokalis
foszfoinozitidszint-valtozas, melyben szamos szintetizald és lebontd enzim helyi
milkodése is szerepet jatszik [72]. A PtdIns(4,5)P, ¢és PtdIns(3,4,5)P3 polarizalt
elhelyezkedése jol dokumentéalt példaul a kemotaxist végzd sejtekben, illetve a

polarizalt epitélsejtek membranjaban [4, 72].

2.3.2 Foszfoinozitidek intracellularis membranokban és a sejtmagban

A Golgi komplex f6 foszfoinozitid alkotdja a PtdIns(4)P (4. dbra). A
koradbbiakban lattuk, hogy mind a négy PI4K izoforma megtalalhato ebben a
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kompartmentben, és funkcidik nem fednek 4t teljesen egymassal, jelezve a lokalizalt
PtdIns(4)P metabolizmus fontossagat. A PtdIns(4)P kis G-fehérjékkel (elsdsorban az
Arfl-gyel) szorosan egylittmiikodve térben és idoben koordinalja a Golgibdl induld
transzportfolyamatokat, a kiilonb6z6 iranyba tartd vezikuldkat éppagy, mint a
transzportfehérjéken keresztiili lipidmozgasokat [73, 74]. A vezikularis transzportban
kiilonb6z6 klatrinadaptorok, koztik az AP-1 és AP-3 (adaptorprotein) komplexek
rendelkeznek PtdIns(4)P-kot6 képességgel, mig a lipidtranszportot végzé fehérjék koziil
tobbek kozott az OSBP (oxiszterolkoté protein — oxysterol binding protein) és a FAPP1
és 2 (négy- foszfat adaptorprotein — four-phosphate adaptor protein) esetében irtak le,
hogy funkcidjukhoz sziikséges a PtdIns(4)P-kotés [73]. Nem kozvetlenil a
modon sziikséges a normalis funkciohoz a GOLPH3 (Golgi phosphoprotein) fehérje,
amely a PtdIns(4)P-kotésen keresztiil az aktin citoszkeletont kapcsolja 6ssze a Golgi
membranjaval, és jelentésen hozzajarul tobbek kozott a vezikulak képzodéséhez [75].

Az endoszomalis-lizoszomalis membranokban a PtdIns(3)P az wuralkodo
foszfoinozitid, illetve jelen van még a PtdIns(3,5)P; is, elsésorban a multivezikularis
testrol befelé lefiz6d6 vezikulakon (4. dbra). A tobbi lipidhez hasonldan a PtdIns(3)P is
a hozza kotddni képes fehérjéken keresztiil befolyasolja az adott kompartment
miikodését, a kotddés elsésorban a FYVE doménen [76] vagy a PX (phox-homoldgia)
doménen keresztiil jon 1étre [77]. A PtdIns(3)P altal szabalyozott transzportfolyamatok
kozott megtalaljuk példaul az Gn. retromer komplexet, amely a Golgibdl a lizoszémaba
iranyuldo  [és  PtdIns(4)P-fiiggd] transzport vivomolekuldinak Golgiba valo
visszajuttatasaért felel [77]. A kiilonbozé endoszomalis vezikuldk kozotti fuzidt a
PtdIins(3)P és a Rab5 kis G-fehérje kozosen regulaljak, a legtobb ehhez sziikséges
fehérje mind a lipidet, mind a G-fehérjét képes kotni [77]. Egy masik fontos
endomembranokra jellemz6 folyamat, amit a PtdIns(3)P szabalyoz, az autofagia. Ebben
a foszfoinozitidek sajatos kettds szerepet latnak el: a Ill-as tipusu PI3K altal szintetizalt
PtdIns(3)P nélkiilozhetetlen az autofagia elinditasahoz, az I-es tipusu PI3K altal a
plazmamembranban eldallitott PtdIns(3,4,5)P; ellenben az Akt/mTOR jelpalya
aktivalasan keresztiil gatolja azt [27].

A foszfoinozitidek jelen vannak a sejtmagban is, és szintjiikk valtozik is

kiilonb6z6 stimulusok hatdsara, illetve kordbban lattuk, hogy szdmos foszfoinozitid-
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modosité enzim is bejut a sejtmagba, ami arra utal, hogy specifikus funkciét is ellatnak
ott ezek a lipidek. Erdekes modon a nuklearis foszfoinozitidek nagy valdsziniiséggel
elsésorban nem membranhoz kotottek, hanem fehérjék fedik el hidrofob lipidlancaikat,
vagy pedig micellakat képeznek [3, 78]. A funkcidik feltérképezését neheziti, hogy
egyelére kevés altaluk szabdlyozott magi fehérjét azonositottak. A kivételek kozé
tartozik az ING2 molekula, melyrél megmutattak, hogy a PtdIns(5)P-hoz képes kotddni
a sejtmagban, és a kromatin acetilaciojat befolyasolja, illetve képes apoptozist is
indukalni [79].

2.4 A receptorendocitozis folyamatanak jellemzése

Az endocitozis a sejtmiikodés alapvetd folyamatai kozé tartozik, melynek soran
a plazmamembran egy darabja felvételre keriil a sejt belsejébe, a folyamat sordn
koriilzart extracellularis folyadékkal egyiitt. Amellett, hogy bizonyos tapanyagok
felvételét is lehetove teszi, a sejtfelszini fehérjék eltdvolitasaval alapvetd befolyassal bir
a sejteknek a kornyezetiikkel vald kolcsonhatasara, €s szerepet jatszik olyan latszolag
nem kapcsolodd folyamatok szabalyozdsdban is, mint a sejtosztodds, az
antigénprezentalas, vagy a sejtvandorlas [80, 81]. Ennek a dolgozatnak a kereteit
meghaladna az endocit6zis minden aspektusanak részletes targyalasa, ezért attekintésem
a tovabbiakban a bemutatand6 kisérleti eredményeink szempontjabol relevans egyik

fontos funkcidjara, a sejtfelszini receptorok mitkodését befolyasold hatasara fokuszal.

2.4.1 Az endocitozis tipusai

Az endocitozis nem egy egységes folyamat, szdmos parhuzamosan miikodo,
eltéréen szervezO0do €s szabdlyozott utvonala lehetséges, melyek koziil sokat még csak
kezdiink megismerni. A legdurvabb megkdzelités csak két csoportot kiilonboztet meg:
az egyik csoportot a legrégebben ismert és legjobban tanulmanyozott klatrinmedialt
endocitozis (clathrin-mediated endocytosis — CME) alkotja, mig a masikba tartozik
minden egyéb, klatrintol fliggetlen endocitdzisforma (clathrin-independent endocytosis
— CIE) [82]. Az utobbi csoportbél még a kaveolinfiiggd utvonalat szoktak kiilon
emliteni, melyet a palackformaji membranbemélyedések tesznek jellegzetessé. Ebben a

felosztasban a tobbi tipust klatrin- és kaveolinfiiggetlen endocitozisként foglalhatjuk
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Ossze (5. dbra). Mivel kisérleteinkben elsésorban a klatrinmedialt receptorendocitozist
vizsgaltuk, igy el6szor ennek a formanak a mechanizmusat fejtem ki részletesebben,
azutan pedig roviden Osszefoglalom a klatrintél filiggetlen tutvonalak fobb

jellegzetességeit.
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5. dbra — Klatrinfiiggé és klatrinfiiggetlen endocitézisformak

Az endocitézisnak szamos parhuzamos Utja létezik, ezek koziil legjobban a klatrinmedialt endocitézist (CME)
ismerjiik, kevésbé jol Kkarakterizalt a kaveolinfliggé utvonal. A klatrintdl ¢és kaveolintol is fliggetlen
endocitézisformakrol egyelére keveset tudunk. Az endocitézisra keriild molekulak a korai endoszémaba keriilnek,
ahonnan szortirozds utdn a reciklizalé endoszoéman keresztiil visszakeriilhetnek a plazmamembranba, vagy a
multivezikularis testbe és a lizoszoOmaba tovabbitva lebontasra keriilnek. McMahon és Boucrot abraja nyoman [83].

24.1.1 A klatrinmedialt endocitozis mechanizmusa

A CME nevét onnan kapta, hogy a folyamat sordn a sejtbe betliremkedd
membranrészlet koré egy ideiglenes fehérjeburok épiil, melynek f6 alkotorésze a klatrin.
A klatrinburkos vezikuldkat minden eukaridta sejtben megtalaljuk, és bar ezek a sejten
beliili membranokroél is leflizédhetnek, és igy az intracelluldris membrantranszportban is
részt vesznek, de klatrinmedialt endocitozis alatt csak a plazmamembranbol induld,
sajat adaptorfehérje-készlettel miikodd folyamatot értjiik. Mint emlitettem, ez a
leginkabb tanulmanyozott endocitdzisforma, de ez korant sem jelenti azt, hogy minden
részletében ismert. A jelenleg iranyadd modell ultrastrukturalis és sejtbiologiai
megfigyelések alapjan 5 szakaszat kiiloniti el: inicidcio, a szallitmany szelekcidja, a

klatrinburok képzddése, lefiiz6dés és a burok levalasa (6. dbra) [83].
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Iniciacié Szallitmany szelekcioja Klatrinburok dsszeszerelodése Lefiizodés Burok levalasa

szallitmany-
EPS15 klatrin,  specifikus

interszektin
FCHO 1,2

plazmamembran

szallitmany BAR fehérjék ' ' dinamin

6. dbra — A klatrinmedialt endocit6zis (CME) szakaszainak sematikus rajza

A CME egy membrangorbiilet képzésével indul (iniciacid), melyet a szallitandé molekulak Osszegylijtése kovet
kiilonb6z6 adaptorfehérjék segitségével, és ezzel parhuzamosan elindul a klatrinburok képz6dése a membran-
betiiremkedés koré. A vezikula plazmamembrantdl valo elvalasa (lefiz6dés) utan a klatrinburok levalik. Az egyes
szakaszok legfontosabb szabalyozé fehérjéi kiilon megjeldlve lathatok. McMahon és Boucrot dbraja nyoman [83].

A CME morfologiailag egy a citoplazma felé¢ iranyul6 membrangorbiilet
kialakulasaval kezdddik (inicidcio). A kutatasi teriilet egyik vitatott kérdése, hogy ez a
folyamat pontosan hogyan zajlik, és mi szabalyozza. Egy munkacsoport a
membrangorbiiletet érzékelni és 1étrehozni képes FCHO 1 és 2 (FES-CIP4 homology
domain only) fehérjéket taldlta fontosnak, melyek a klatrin el6tt megjelennek a késébbi
membrangddor helyén [84]. Masok azonban az AP-2 (adaptor protein) komplex
szerepét hangstlyozzak az iniciacioban, amely a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-hoz
képes kotddni, és odavonzza a citoplazmabdl a klatrinmolekulakat [85]. Egyéb
adaptorfehérjék is koran megjelennek a késdbbi endocitozis helyén (pl. interszektin,
epszinek, EPS15 (epidermalis ndvekedésifaktor-receptor Gtvonal szubsztrat 15) — 6.
abra ¢és [33]), de leginkabb ugy tlinik, hogy a CME iniciacidjaért nem egyetlen
mesterregulator felel, hanem tobbféle modon is elindulhat [86].

A kovetkezd féazisban torténik a szallitandd molekuldk Osszegytijtése: az
endocitozisra keriild6 membranfehérjék nem képesek kozvetleniil k6tddni a Klatrinhoz,
igy ebben a fazisban alapvetd az adaptorfehérjék szerepe. Ezek koziil kiemelkedik a mar
emlitett AP-2 komplex, mert amellett, hogy egyes széllitando receptormolekuldkat
kozvetlen kotddéssel vonz az endocitozis helyére, a tobbi adaptorfehérje jelentds része
is az AP-2 komplexen keresztiil lokalizal az endocitotikus gédrokbe [83]. A szallitando
molekuldkon specifikus jelzések taldlhatok az adaptorfehérjék szamara. A legtobb
endocitozisra keriil¢ receptorokon talalhato ilyen jelzés, ezekrdl és az Oket felismerd
adaptorokrol késébb még részletesebben lesz szo.

A széllitmany 0sszegyljtésével parhuzamosan elindul a membrangédor koré a

Klatrinburok Osszeszerelédése is, ebben is kulcsfontossaghi az AP-2 komplex szerepe,
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amely a klatrinhoz is képes kotddni. Az AP-2 egy heterotetramer komplex, mely két
nagyobb lancbdl (a és P2, ezeket nevezik a- €s P2-adaptinnak is), €s két kisebb
molekuldbol (u2 és o2 lancok) épiil fel, és sokrétii funkcidjanak megfeleldéen a klatrin
utdn ez talalhaté meg a legnagyobb mennyiségben a folyamat soran kialakuld
godrokben [83, 87]. A klatrinburkot jellegzetes, haromagu un. triszkelion protomerek
alkotjak, melyek a polimerizacié soran penta- és hexagonalis struktardkat épitenek fel
(6. abra). Az igy kialakult membranrészt nevezi az irodalom klatrinburkos gédérnek
(CCP), amely tehat a CME kialakulasanak helye a plazmamembranban, és fluoreszcens
mikroszkdpiaval, illetve elektronmikroszkopiaval jol detektalhato.

A CCP tovabbi mélyiilésével formalodd vezikula nyakanal mar koran
megjelenik a dinamin [33, 88], melyet a membrangorbiiletet érzékel6, BAR (Bin-
amfifizin-Rvs) doménnel rendelkez6 adaptorfehérjék (pl. amfifizinl, SNX9 — szortirozo
nexin 9) vonzanak a CCP er6sen gorbiilt részére (6. dbra) [89]. A dinamin egy
polimerizaciora hajlamos GTP-az aktivitasu fehérje, és mindkét emlitett tulajdonsaga
szikkséges a formalodd Kklatrinburkos vezikula (clathrin-coated vesicle — CCV)
lefliz6désének elinditasahoz, melyben a PH-doménjének PtdIns(4,5)P,-hoz vald
kotodése is szerepet jatszik [90-92]. A lefiiz6dést segiti el a formaldodo vezikula koriil
elinduld aktinpolimerizacié is, melyet szintén adaptorfehérjék iranyitanak, a HIPI
(huntingtin-interacting protein 1) és HIP1R (HIPI-related), valamint a kortaktin
érdemelnek emlitést ezek koziil [83].

A lefliz6dés utdn az Ujonnan keletkezett CCV-r6l azonnal megkezdddik a
Klatrinburok levalasa. Ezt a feladatot a HSC70 (heat shock cognate 70) nevii, ATP-az
aktivitassal rendelkezd fehérje végzi, egy kofaktor (auxilin, illetve egyes szdvetekben
helyette a ciklin G-asszocialt kinaz — GAK) kdzremiikodésével [83]. A burkot alkotd és
a szabdlyozasban részt vevd fehérjék visszakeriilnek a citoplazmaba, ahonnan ujra
beléphetnek az endocitotikus ciklusba, a vezikula pedig a szallitott molekuldkat a korai
endoszomalis kompartmentbe tovabbitja, ahonnan tobb iranyba is folytatodhat az atjuk:
visszakeriilhetnek a plazmamembranba a reciklizdld6 endoszéman keresztiil, vagy a
késOi endoszéman és multivezikularis testen keresztiil a lizoszomaba kertilhetnek, ahol
lebomlanak (5. dbra).

Ahogy korabban mar emlitettem, a foszfoinozitidek nélkiilozhetetlen szerepl6i a

CME folyamatanak, szinte minden szinten [35, 93]. Mar az iniciacioban szerepet

36



DOI:10.14753/SE.2014.1948

tulajdonitanak a PtdIns(4,5)P,-nak az AP-2 komplex plazmamembranhoz torténd
kihelyez6désében [85], és a CME adaptorfehérjéinek elsopré tobbsége is rendelkezik
valamilyen PtdIns(4,5)P,-k6t6é doménnel vagy fehérjerészlettel [94, 95]. A
foszfoinozitideket egymasba 4atalakitd kindzok ¢és foszfatdzok koziil is tobbet
megtalalhatunk a CCP-kben (a teljesség igénye nélkiil: PIPKIy [96, 97], szinaptojanin
[32, 34], SHIP2 [36]). Ujabb eredmények feltételezik a Ptdins(3,4)P, szerepét is,
kozvetleniil a leflizddés eldtt, melyet alatdmaszt az is, hogy a szintézisét végzo
PI3KC2a enzim szintén kimutathato a CCP-kben (7. dbra) [26]. A lefliz6dés utan a
vezikulardl eltiinnek a plazmamembranra jellemzd foszfoinozitidek, amely eldsegiti a
burok levalasat, ¢s megjelenik az endoszoémakra jellemz6 PtdIns(3)P (7. abra). Ennek a
foszfoinozitid-valtasnak a részletes mechanizmusarol egyelére keveset tudunk, de tobb
foszfoinozitid-foszfatazrol (pl. az OCRLI-rél és a szinaptojaninokrol) ismert, hogy
jelen vannak a CCP-kben ¢és a leflizédott vezikulakon [33], igy feltételezhetd

hozzajarulasuk ehhez a folyamathoz.

inozitol- HO, =0H szinaptojanin PI3K C2ax 4-foszfataz
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7. abra — A foszfoinozitidek klatrinmedialt endocitézisban betoltott szerepének feltételezett sémaja

A plazmamembranban jelen levé PtdIns(4,5)P, (az abran narancs szinnel jelolve) fontos regulatora a klatrinmedialt
endocitozisnak. Egy friss tanulmany szerint a CCP-k érésének késéi szakaszaban a PtdIns(3,4)P, (z6ld) és az 6t
szintetizalo PI3KC2a enzim birhatnak fontos szereppel [26]. A szubsztratként szolgalo PtdIns(4)P (sdrga) eredete
egyel6re nem tisztazott, a vezikulakon a PtdIns(3)P-ra (kék) torténé foszfoinozitid-konverzidban tobb foszfoinozitid-
modositod enzim szerepét feltételezik [39]. Schmid és Mettlen abraja nyoman [98]

24.1.2 A klatrintol fiiggetlen endocitotikus utvonalak

A Kklatrintdl fliggetlen endocitézisformékat (CIE) tobb jellemzdjiik alapjan
(szallitott molekulak, részt vevd adaptor- és szabalyozé molekuldk, morfologia, stb.)
lehet csoportositani [80-83, 99], az egyik ilyen lehetséges felosztast mutatja a 3.
tablazat. Megjegyzendd azonban, hogy a CIE egyes formairol egyre tobbet tudunk meg
ugyan, mégis sokszor nehéz még egyértelmii hatarvonalat htizni kozéjiik, és fiziologias
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jelentéségiik feltarasat neheziti, hogy vizsgalatuk altaldban a CME részleges vagy teljes

gatlasa mellett zajlik [80].

3. tablazat — Az endocitotikus utvonalak f6bb morfolégiai és molekularis jellegzetességei

Mashol el6 nem forduld roviditések: CTxB: koleratoxin B; SV40: simian virus 40; ARHGAP10: Rho GTPaz
aktivator protein 10; GRAF1: fokalis adhézios kindzzal asszocialt GTPaz regulator 1 (GTPase regulator associated
with focal adhesion kinase 1); FceRI: immunglobulin E receptor I; PAK1-2: p2l-aktivalt kinaz 1-2; MHC: 6
hisztokompatibilitasi komplex (main histocompatibility complex); ec. folyadék: extracellularis folyadék. [80, 81,

100] alapjan.

Endocitozis Példak szallitott Szabailyoz6 Dinamin- Egyéb részt vevo
Morfologia .
formaja molekuldkra kis G-fehérjék fiiggés fehérjék
klatrin, AP-2, epszin,
Klatrinmedialt RTK-ok, GPCR-ok, . . L
vezikularis . Rab5, (Arf6) igen SNX9, szinaptojanin,
utvonal TfR, LDLR, toxinok . o
aktin, amfifizin, stb.
Kaveolinfliggd vezikularis GPI-horgonyzott ] kaveolin, kavin 1, Src
nem tisztazott valdszinii
utvonal (palackforma) | fehérjék, CTxB, SV40 kinazok, PKC, aktin
CLIC/GEEC tubularis / GPI-horgonyzott ARHGAP10, aktin,
Cdc42, Arfl nem
utvonal gylirtialaka fehérjék CTxB GRAF1
IL2Rp utvonal vezikularis IL2Rp, FceRI RhoA, Racl feltételezett PAK1, PAK2
Arf6-fliggd vezikularis / | MHC l-es fehérjék,
Arfé nem tisztazatlan
utvonal tubularis CD59
Flotillinfiiggd CTxB, CD59, nem
vezikularis ) nem tisztazott ) flotillin 1 és 2
utvonal proteoglikanok tisztazott
aktin, amfifizin 1, Rho-
o szallitmanytol Arf6/Cdc42/Racl/ ) )
Fagocitozis koérokozok feltételezett kinaz, adhézids
fliggd RhoA (tipusfiiggd) .
proteinek
bizonyos aktin, PAK1, PI3K,
Makropinocitozis | fodrozott | ec. folyadék, RTK-ok Racl
esetekben Ras, Src kinazok

A Kklatrinto]l fiiggetlen endocitotikus utvonalak koziil legtobbet a kaveolak

rendszerérdl tudunk, amely elektronmikroszkoppal jol lathato, jellegzetes palackforméju
bemélyedéseket képez a plazmamembranban. Ezek a struktirdk koleszterinben
gazdagok, és a kaveolin (valamint kavin) fehérjék segitségével alakulnak ki, melyek
egyfajta burkot képeznek Kkoriilottik. Bar valoban képesek lefiiz6dni is a
plazmamembranrdl, de a leglijabb eredmények arra utalnak, hogy az endocitdzis mellett
mas fontos funkciokkal is birnak, ugymint a membranfesziilés elleni védelem
simaizmokban, sejtvandorlas elGsegitése és a sejtek lipidanyagceseréjének szabalyozasa
[101]. A kaveolakhoz hasonld, de kaveolin 1 helyett flotillin 1 és 2 segitségével
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szervez6do strukturakrol is leirtak, hogy képesek endocitdzisra [102], ezek jelentdsége
azonban egyeldre nem tisztazott.

A Klatrintol és kaveolaktol is fiiggetlen endocitotikus Gtvonalakat altalaban egy
specifikus szallitott molekula (pl. IL2R [interleukin-2 receptor B] utvonal), vagy egy
jellegzetes szabalyozofehérje alapjan (pl. Arf6-fiiggd) azonositjak. Tudasunk altalaban
hianyos ezekrdl, habar altalanos jellemzdjiiknek tiinik példaul, hogy koleszterinben
gazdag membranrészekbdl (tehat specialis mikrodoménekb6l) indulnak [80]. Az egyik
részletesebben  tanulmanyozott forma a  glikozil-foszfatidilinozitolhoz  (GPI)
horgonyzott fehérjék endocitdzisa. Ennek soran a szallitott molekulak a klatrinburkos
vezikulaktol jol elkiilonithet intracellularis strukturakba (klatrinfiiggetlen karrier —
clathrin-independent carrier, CLIC) keriilnek, majd onnan egy szintén kiilonallo
endoszomalis kompartmentbe (GPI-horgonyzott fehérjékben gazdag korai endoszomalis
kompartment — GPIl-anchored protein enriched early endosomal compartment, GEEC)
tovabbitddnak, igy erre az tvonalra az irodalomban a CLIC/GEEC elnevezés terjedt el
[103]. A tobbitdl 1ényegileg eltéré mechanizmussal lezajlo folyamatok a fagocitozis és a
makropinocit6zis, melyek tehat az endocitozis specialis formajanak tekintheték [99].

A legtobb endocitézisforma szabalyozoi kozott megtalalhatjuk valamelyik Kis
G-fehérjét, elsdsorban az Arf, Rab és Rho csalad tagjait. Ahogy a 3. tabldazat is mutatja,
a kiilonboz6 utvonalak kiilonbozo kis G-fehérjéket igényelnek, melyek tobb szinten is
részt vehetnek az endocitdzis folyamataban: iranyithatjdk bizonyos adaptorfehérjék
membranlokalizacidjat, befolydsolhatjdk a membran gorbiiletét, a lefliz6dés koriili
citoszkeletonvaltozasokat, és a lipidosszetételt is bizonyos lipidmodifikdldo enzimek
odavonzasaval [80]. Ez utobbira példa az Arf6, mely szamos endocitotikus tGtvonalat
szabalyoz, és hatasai kozott megtalaljuk tobbek kozott a PtdIns(4,5)P, lokalis

szintézisének valtoztatasat is [104].

2.4.2 A receptorendocitdzis jelentésége

A Kklatrinmedialt endocitézisnak tulajdonitott egyik elsd élettani funkcio volt
specifikus receptorok plazmamembranbdl valo eltavolitasa, amely szolgalhat
tapanyagfelvételi modozatként (pl. transzferrinreceptor — TfR, alacsony strliségi
lipoproteinreceptor — LDLR), vagy csokkentheti a sejt egy adott hormonnal vagy

neurotranszmitterrel szembeni valaszkészségét (pl. epidermalis novekedésifaktor-
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receptor — EGFR, P, adrenerg receptor — B2AR). A plazmamembran-receptorok
tobbsége részt vesz egy allandoé endocitdzis-exocitozis korforgasban, amely fliggetlen
attol, hogy a receptor kot-e ligandot vagy szignalizal-e. Ezt a folyamatot konstitutiv
internalizacionak nevezziik, szemben a ligandindukalt endocitozissal, melyet a receptor
ligandkotését kovetd konformaciovaltozas valt ki [83]. Ez a kétfajta endocitozis akar
ugyanazon receptor esetében is kiilonbozoképpen szabalyozodhat.

A klasszikus nézet szerint az endocitdzis célja tehat a receptor jelatvitelének
leallitasa, korlatozasa. Ugyan ez szamos esetben igy is van (pl. a p,AR-nal is [105]), de
ma mar tudjuk, hogy bizonyos receptorokndl a szignalizaci6 az endocitdzis utdn is
folytatodhat [106], vagy uj, eltéré jelatviteli utak aktivalédhatnak, példaul a B-arresztin
kotédésén keresztiil [107, 108]. Egyre inkabb tgy tlinik tehat, hogy a szignalizacio és az
endocitozis nem két kiilon rendszert alkotnak, hanem egy szamos ponton 6sszefonddo
halozat részeinek tekinthetdk [100, 109, 110].

Bar a CME kiemelt szerepe a receptorendocitozisban elfogadott, ez semmiképp
sem jelent kizarolagossagot, ahogyan arra a CIE targyaldsakor is lathattunk példékat.
Akér ugyanaz a receptor is hasznalhat kiillonboz6é utvonalakat parhuzamosan a fent
emlitettek koziil. Az EGFR-r6l és mas RTK-okrdl is ismert példaul, hogy a
ligandkoncentracio fliggvénye is, hogy milyen utvonalon internalizalnak: alacsony
ligandkoncentracid mellett elsésorban klatrinmedialt endocitozissal, mig magas
hormonszinteknél jelentds mértékben klatrintdl fiiggetleniil jutnak be a sejtbe [111,
112].

2.4.3 Endocitotikus szortirozé jelzések és adaptorfehérjék

A receptorok internalizacidja az endocitozisra keriild molekulak kivalasztasaval
kezddédik: a fehérjék citoplazmatikus szakaszanak specifikus jelzéseit felismerik a
megfeleld adaptormolekuldk, melyek azutdn a CCP-kbe gytijtik Ossze a szallitmanyt.
Mind az endocitotikus szignalszekvenciak [113, 114], mind az adaptorfehérjék [115]
nagy valtozatossagot mutatnak. Elébbiek mérete a néhany aminosavnyi hossztol egy
hajtogatott fehérjedomén nagysagig terjedhet [113], a legfontosabbak jellemzoéit a 4.
tablazatban foglaltam Ossze. Az adaptorfehérjék is sokfélék lehetnek: vannak olyan
jelzések, melyeket maga az AP-2 (annak p2 alegysége, vagy az a ¢és o2 alegységek

egyiitt) ismer fel, és vannak olyanok is, ahol egy koztes adaptor sziikséges, amely vagy
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az AP-2-hoz, vagy a klatrinhoz kotédik [115]. A tirozinalapu (YXX) és dileucin-alapu
([DE]XXXL[LI] jelzések kozvetlen AP-2-kotést eredményeznek, mig a foszfotirozin-
alapt motivumot ([YF]JXNPX[FY]) tartalmazé proteinek foszfotirozin-kété (PTB)
domént tartalmazé adaptorfehérjéken (pl. Dab2, Numb) keresztiil keriilnek
endocitozisra. (A szekvencidkban az aminosavak egybetiis kodjai szerepelnek, X
tetszOleges aminosavat, mig az © egy nagy, hidrofob oldallanccal bir6 aminosavat
jelent) Az AP-2 megfelel6 kotOhelyei csak foszforilalt allapotban érheték el a
szignalszekvencidk szamara, igy ez a foszforilacio (melyet az AAK1 — adaptor-

asszocialt kinaz 1 — végez) nélkiilozhetetlen a receptorendocitdzishoz [115].

4. tabldzat — A legfontosabb szortirozo jelzések és az 6ket felismer6 adaptorfehérjék

A szortirozo jelzéseknél az egybetiis kodok az aminosavakat jeldlik, ahol X barmilyen aminosav lehet, és @-vel a
nagyméretii, hidrofob aminosavat jelolik. A szogletes zardjelben 1évok koziil barmelyik megfelelé az adott
pozicioban. Roviditések: PAR: proteinaz-aktivalt receptor; GABAAR y2: y-aminovajsav receptor y2; P2X4R: P2X4
tipus purinerg receptor; LRP1-2: LDLR-hez kapcsolodé fehérje 1-2; ARH: autoszomalis recessziv
hiperkoleszterinémia adaptorfehérje. Traub tablazata alapjan[87]

Szortirozo jelzés Példak szallitmanyra Felismero adaptorfehérje, domén

YXXO TfR, PAR, GABAAR 72, P2X4R AP-2 2 alegysége

[DE]XXXL[LI] CD4, CD3y AP-2 a és 62 alegységei

[YFIXNPX[YF] LDLR, LRP1-2, B1A integrin ARH, Dab2, Numb fehérjék foszfotirozin-k6té (PTB)
doménje

ubikvitinacié EGFR EPS15 és epszinek ubikvitin-interakcios motivuma

Ser/Thr foszforilacio  GPCR-ok B-arresztin 1 és 2 N-terminalis szakasza

Az eddigi, receptorszekvencidban kodolt jelzésekkel szemben a receptor
kovalens modositasan alapul az ubikvitinacios szignal, melyet meghatarozott lizin-
oldallancokhoz kapcsolt ubikvitinmolekuldk alkotnak. Ezt a szignalt az epszinek, illetve
az EPS15 adaptorok ismerik fel ubikvitin-interakciés motivumaik (UIM) segitségével,
¢s a CCP-kbe iranyitjak az ubikvitinalt receptort. Az ubikvitinacido mint endocitotikus
jelzés leginkabb a RTK-okra jellemz6 [112].

Szintén kovalens modositds a szignal a GPCR-ok esetében: a C-terminalis
szakaszon bizonyos szerin ¢és treonin-oldallancok foszforilalodnak (altalaban egy G-
fehérjéhez kapcsolt receptor kinaz — GRK altal) [116, 117], és ez teszi lehetové a -

arresztin kotddését, ami sok egyéb mellett a receptorok CCP-kbe iranyitasaért is felel.
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Ezt a mozgast a B-arresztin 2 klatrinhoz és AP-2 komplexhez torténd kotddése valtja ki,
melyek koziil az utobbi tiinik fontosabbnak [118].

Az arresztin-receptor kapcsolat eréssége és tartdssaga alapjan két csoportba
sorolhatok a GPCR-ok: az A osztalyba tartozo receptorok mar a plazmamembranban
vagy az endocitozis utan roviddel elengedik az arresztint, mig a B osztalyt GPCR-oknal
tartdsan megmarad a kotddés, és ez a receptor endoszéman beliili tovabbi sorsat is
meghatarozza [117]. Az endocitdzis és a jelatvitel szoros dsszefonodasat jol jelzi, hogy
az utdbbi esetben az arresztin allvanyfehérjeként olyan jelatviteli titvonalakat indithat el
a mar internalizalodott receptorr6l, melyek az eredeti, G-fehérjén keresztili uttol
teljesen fiiggetlenek, és fontos részét képezhetik a receptor hatasanak hosszutdvon

[108].

2.5 A foszfoinozitidek kimutatasara és valtoztatasara alkalmas

modszerek

Mivel kisérletes munkamnak fontos részét képezte a foszfoinozitidek sejten
beliili szintjének kovetése, illetve annak manipulalasa, ezért a bevezetés végén roviden

bemutatom az ehhez rendelkezésre alldé fobb modszereket.

2.5.1 Foszfoinozitidek kimutatasa

A foszfoinozitidek kimutatasa lehetséges ugyan hagyomanyos analitikai
modszerekkel  (pl.  nagy teljesitményi  folyadékkromatografiaval [6], vagy
tomegspektroszopiaval [5]), de tobb szempontbol is nehézkes: egyrészt alacsony
koncentraciojuk, madsrészt az egyes foszfoinozitidek egymdéshoz nagyon hasonlo
szerkezete miatt [119]. A fenti mddszerek alternativajaként ezért elterjedt a lipidek
kozvetett vizsgélata, ahol nem magat a lipidet, hanem egy ahhoz specifikusan k6t6do
fehérjedomént mutatnak ki. Ez természetesen nem teszi lehetévé a foszfoinozitidek
abszolut mennyiségének mérését, de ha errdl le tudunk mondani, akkor szdmos elénnyel
is szolgalhat: megfeleld jeloléssel a lipid sejten beliili elhelyezkedését is lathatjuk akar
€16 sejtekben, és valos idében kovethetdk a lipidszintek valtozasai is.

Az elsé ilyen célra hasznalt lipidk6td domén a PLC61 enzim PH doménje volt,

amely a PtdIns(4,5)P,-hoz kotédik specifikusan, igy fluoreszcensen jeldlve ennek a
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foszfoinozitidnek a mikroszkopos (és egyéb modszerekkel torténd) vizsgalatat teszi
lehetévé [59, 120]. Kisérleteimben én is ezt a domént hasznaltam a PtdIns(4,5)P;
szintjének kovetésére. Késébb megjelentek mas foszfoinozitid-markerek is: a
PtdIns(3,4,5)Ps-ra specifikus Btk (Bruton tirozinkindz) PH domén [121], az
endoszomalis PtdIns(3)P-hoz specifikusan k6t6dé6 FYVE domének [76], és ma mar
szinte mindegyik foszfoinozitidnek 1étezik legalabb egy, de sok esetben tobb, hasonlo
elven miikk6dé szondaja [120, 122]. A legujabb fejlemény ezen a téren egy
PtdIns(3,5)P,-szonda leirasa néhany honappal ezel6tt [123], ami mutatja a téma
aktualitasat, de egyben azt is, hogy korant sem megoldott a lipidek ily modon torténd
detektaldsa. Ezen lipidkoté domének haszndlatdndl mindenképpen figyelembe kell
venni, hogy bar az adott lipidhez specifikusan kotddnek, de sejten beliili
elhelyezkedésiiket befolyasolhatja mas molekuldkhoz (egyéb membranalkot6 lipidekhez
vagy fehérjékhez) valdo kotddésik is, és ez azzal jarhat, hogy a vizsgalni kivant
foszfoinozitidnek nem a teljes készletét, vagy nem minden lokalizacidjat képesek
mutatni [122]. Ezenkiviil fennall annak veszélye is, hogy a nagy mennyiségben
kifejezett szonda maga szekvesztralja az altala kotott foszfoinozitid-molekulakat, igy
megvaltoztatva a természetes egyensulyt [122].

A lipidkotd doménekkel parhuzamosan fejlodott a foszfoinozitidek antitesttel
torténd kimutatasa is, ma mar a legtobb molekulahoz elérhet6 ellenanyag [26, 124-126];
ezek hasznélata azonban membranokat megkiméld fixalasi modszereket igényel, ami
raadasul membranonként eltérhet [126], és ez koriilményessé teszi az eljarast, illetve

korlatozza az antitestek felhasznalasi korét.

2.5.2 Foszfoinozitidek szintjének mesterséges valtoztatisa

Rendkiviil hasznos informaciokkal szolgalhat a foszfoinozitidek funkcioir6l, ha
meg tudjuk figyelni a sejten beliili szintjik mesterséges valtoztatasanak
kovetkezményeit. Tobb kiilonb6zé megkozelités is 1étezik erre a feladatra, melyek koziil
néhanyat roviden ismertetek a bevezetés zarasaként.

Amint mar emlitettem, a lipidk6td domének overexpresszioja befolyasolhatja a
megkotott foszfoinozitid mennyiségét. Ezt hasznalta ki az a munkacsoport, amelyik a
PLC81 PH doménje segitségével a plazmamembranban talalhaté PtdIns(4,5)P,-ot
megkotve gatolni tudta a TfR endocitozisat [127]. Egy masik lehet6ség a kalcium

43



DOI:10.14753/SE.2014.1948

ionofér ionomicin alkalmazasa: a citoplazmatikus kalciumszint emelésével a
kalciumfiiggé PLC enzimek aktivalédnak, és lebontjak a PtdIns(4,5)P,-ot. Ez a modszer
hatékonyan bontja a foszfoinozitideket [59, 128], de kevéssé tekinthetd specifikusnak.

A foszfoinozitid-szintet specifikusabban befolyasolhatja egy az adott lipidet
modositd enzim kifejezése vagy lecsendesitése a sejtben, és ez sok esetben értékes
informacioval is szolgalhat. Példaul a PtdIns(4,5)P, szintézisének utolsod 1épését
katalizal6 PIPSK egyik izoformajanak overexpresszioja fokozni tudta a transzferrin
felvételét a sejtbe [129], mig ugyanezen enzimek géncsendesitése, illetve az 5-foszfataz
aktivitasti szinaptojanin 1 kifejezése gatolta a TfR internalizacidjat [31]. Egy 0jabb
tanulmany a PtdIns(3,4)P, lebontasat érte el az INPP4B enzim tranziens kifejezésével,
amelynek szintén gatld hatasa volt az endocitozisra [26]. Specificitasuk ellenére
azonban ezek a modszerek hosszutava valtozasokat idéznek el6 a sejtek foszfoinozitid-
haztartasaban, ami egyiitt jarhat kiilonb6z6 kompenzald mechanizmusok beinditasaval
is, igy a lipidek pontos funkciojanak tisztazasara elénydsebbnek tinik a foszfoinozitid-
szint akut valtoztatasa.

A rovidtava foszfoinozitidszint-valtoztatdsra példa a primer alkoholok (1-
butanol) alkalmazasa, amely az emlitett PIP5SK-ok gatlasan keresztiil csokkenti a
PtdIns(4,5)P,-szintet, és ez szintén képes a fentebb részletezett endocitdzist gatld hatast
létrehozni [84, 130]. Egy masik megkozelités a lipidszintek akut befolyasolasara az
indukalhat6 enzimtranszlokacid, amely két fehérjedomén (FRB és FKBP12 domének)
kémiailag aktivalhatd heterodimerizaciojan alapul. Ha az egyik fehérjedomént
megfeleld irdnyitdszekvencidval a kivant membranhoz horgonyozzuk, a masik
doménhez pedig hozzakapcsolunk egy foszfoinozitidet atalakitdé enzimdomént, a
heterodimerizaciéo indukdlasdval az eredetileg citoplazmatikus enzimet a kivant
membranba tudjuk athelyezni, ahol akutan megvaltoztatja a foszfoinozitid-szintet. Ezt a
modszert két munkacsoport hasznalta eldszor parhuzamosan, és mindkét esetben a
plazmamembran PtdIns(4,5)P;-szint csokkenését sikeriilt elérni vele egy S-foszfataz
enzimdomén hasznalataval [131, 132]. Késobb tobb csoport is ezt a rendszert
alkalmazva vizsgalta az endocitozis foszfoinozitid-figgését [128, 133], illetve egyéb
sejtfunkciokat [70, 134]; és kisérleteimben én is ezzel a moddszerrel valtoztattam a
PtdIns(4,5)P, szintjét a sejtekben, igy késObb részletesen is ismertetem a mitkodését.

Azoéta szamos mas enzimmel, és mas membranokban is sikerrel alkalmaztak ezt a
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technikat, példaul a PtdIns(3,4,5)P; szintjének emelésére a plazmamembranban [36],
vagy a PtdIns(4)P lebontasara a Golgi-komplexben [135]. Ezen rendszerek egyik
korlatja, hogy a heterodimerizacidé és igy az enzimathelyezddés is irreverzibilis. A
tovabblépést ebben egy hasonléan dimerizacion alapuld, de fénnyel aktivalhato, és
reverzibilisnek tlind moddszer jelentheti, amely a visszafordithatosagon tl alkalmas a
lokalizalt, példaul csak a sejt egyik oldalan létrehozott lipiddepléciora is [136, 137].
Erdekes és igéretes (ij megkozelitést tesz lehetévé a fesziiltségérzékeny foszfatazok
(voltage-sensitive phosphatase — VSP) alkalmazasa, melyeket alacsonyabb rendl
allatokban irtak le, és a foszfataz aktivitas mellett transzmembran fesziiltségérzékeld
részekkel is rendelkeznek. Ezeket a fehérjéket sikerrel alkalmaztdk a plazmamembran
PtdIns(4,5)P,-szintjének extrém gyors és reverzibilis valtoztatasara a membranpotencial

befolyasolasaval [138, 139].
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3. CELKITUZESEK

PhD-munkam soran a foszfoinozitidek sejten beliili hatasait, ezen belil is
elsésorban a plazmamembran-receptorok endocitozisaban betoltott szerepiiket

vizsgéltam. Kisérletes munkam f6 célkitiizései a kovetkezok voltak:

e Egy olyan biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) alapu
rendszer kifejlesztése, melyben a plazmamembran-receptorok aktivalas utani
mozgasa, endocitézisa Iépésekre bontva, molekularis kolcsonhatasok

vizsgalataval kovetheto.

e Ezen modszer felhasznaldséval a vad tipust, valamint G-fehérjét nem aktivalo,
illetve nem deszenzitizaldoddo mutans 1-es tipust angiotenzin receptorok (ATiR)

endocitozisanak, illetve plazmamembranon beliili mozgasanak 6sszehasonlitésa.

e Annak meghatarozasa, hogy a plazmamembran PtdIns(4,5)P;-szintjének, illetve
PtdIns(4)P-szintjének mesterségesen indukalt akut csokkentése hogyan
befolyasolja az AT1R és mas plazmamembran-receptorok endocitozisanak egyes

1épéseit.

o Az 5-foszfatdzzal létrehozott, illetve a hormon 4ltal indukalt, foszfolipdz Cp
aktivalassal kivaltott PtdIns(4,5)P,-deplécié receptorendocitdzisra kifejtett

hatasanak 0sszehasonlitasa.
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4. MODSZEREK

4.1 Munkank soran hasznalt anyagok

A molekularis bioldgiai reagenseket a Fermentas cégt6l (Vilnius, Litvania)
szereztilk be. A sejttenyésztéshez hasznalt edényeket és a BRET-mérésekhez hasznalt
96-lyuku lemezeket a Greiner Bio-One GmbH-t6l (Kremsmiinster, Ausztria) vasaroltuk.
A colenterazin h, a Lipofectamine 2000, és az Opti-MEM® az Invitrogen™ Life
Technologies (Carlsbad, CA, USA) cégtdl szarmaztak. A sejttenyésztéshez hasznalt
DMEM ¢és fotalis borjuszérum (FBS) a Lonza cég (Basel, Svéjc) terméke volt. A
rapamicint a Merck (Darmstadt, Németorszadg) cégtdl szereztik be. A GeneCellin
transzfekcios reagenst a BioCellChallenge (Toulon, Franciaorszag) cégtdl rendeltiik. A
rodaminnal konjugalt Ang II a Phoenix Pharmaceuticals (Belmont, CA, USA), az Ang
II Alexa Fluor 488 konjugatuma pedig a Molecular Probes (Invitrogen ™) terméke volt.
Amennyiben masképp nem jeloltem, a tobbi anyag a Sigma-Aldrich-t6l (St. Louis, MO,
USA) szarmazott.

4.2 Plazmidkonstrukciok

A Renilla luciferazzal jelolt AT1R (AT1R-luc) konstrukciot a munkacsoportunk
altal korabban mar hasznalt AT;R-YFP konstrukciobol [140] kiindulva készitettiik, a
fluoreszcens fehérje szekvenciajat cseréltik le a humanizalt Renilla luciferaz
szekvencigjara (Promega, Madison, WI, USA), Agel és Notl restrikciés enzimek
segitségével. Az AT;R DRY-AAY mutansat (D125A, R126A) szintén hasznalta mar
munkacsoportunk korabban [141], mint ahogy az AT1R A319 delécioés mutanst is [142],
amelybe az Y319 pozicioban lett egy stopkodon beillesztve. A TSTS-AAAA
mutaciokat (T332A, S335A, T336A, S338A) [142, 143] iranyitott mutagenezissel, a
Stratagene® cég (La Jolla, CA, USA) QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit-
jének segitségével hoztuk létre. A muticidkat lanctermindcios DNS-szekvendldssal
ellendriztiik, majd a mutacidt tartalmazo darabot megfeleld restrikcids enzimek
segitségével visszahelyeztiik az eredeti, vad tipusu plazmidba, a szekvenalt région kiviil

eso esetleges mutaciok kizarasa érdekében.
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A human SHT,cR Renilla luciferazzal jelolt valtozata Ggy késziilt, hogy elészor
a human 5HT,cR ¢DNS klonjabol (klon azonosité: HTR02C0000, GenBank elérési
szam: NM_000868, S&T cDNA Resource Center, Rolla, MO, USA) sokszorositottuk a
receptor szekvenciajat, melyet azutan a pEGFP-N1 plazmidba illesztettiink be Xhol és
Kpnl restrikciés enzimek hasznalataval. Ezutdn a zdld fluoreszcens fehérje (GFP)
szekvenciajat Agel és Notl enzimek segitségével a ,,szuper Renilla luciferaz” [144]
szekvencidjara  cseréltik. Az  altalam  hasznalt konstrukcidé egy olyan
receptorszekvenciat tartalmazott, amely az SHT,cR egy RNS-editalt valtozatanak felel
meg, 3 pozicidban aminosavcserét eredményezve (1156V, N158G, 1160V). A receptor
ezen verzidja egy kordbbi vizsgéalat soran a nem editalt formahoz képest nagyobb
sejtfelszini expresszidt mutatott, és nem rendelkezett konstitutiv aktivitassal [145]. Az
emlitett mutaciokat szintén irdnyitott mutagenezissel, a fent részletezett modon vittiik be
a plazmidba.

Az 5HT,cR-hoz hasonléan késziilt a B,AR Renilla luciferazzal jelolt
konstrukciodja, azzal a kiilonbséggel, hogy a megvasarolt cDNS klonbol (klon azonosito:
AR0B200000, GenBank elérési szam: NM_000024.3, S&T ¢cDNA Resource Center)
PCR reakcioval sokszorositott receptorszekvenciat ez esetben a pEYFP-N1 vektorba
illesztettiik bele Xhol és EcoRI enzimek segitségével. A YFP szekvenciajat ebben az
esetben is Agel és Notl enzimekkel cseréltiik a szuper Renilla luciferaz szekvenciajara.

Az EGFR-Sluc konstrukci6 szintén hasonldan késziilt, a pCDNA3.1(-) vektorbol
[146] tortént amplifikalas utan a human EGFR szekvenciaja a pPEGFP-N1 vektorba lett
kloénozva Nhel és Sall enzimek hasznalataval, majd a GFP szekvenciaja ujfent a szuper
Renilla luciferazéra lett lecserélve az Agel és AflIT vagohelyek felhasznalasaval.

A Ceruleannal [147], Venusszal [148], illetve YFP-vel jelolt Rab5 molekulakat a
fluoreszcens fehérjét kodold plazmidrész cseréjével hoztuk 1étre a munkacsoportunk
altal korabban mar hasznalt GFP-Rab5 konstrukciobol [149]. A plazmamembran
megjeloléséhez a Cerulean, YFP illetve Venus fluoreszcens fehérjéket a Lyn kindz
plazmamembranba irdnyitd szekvencidjaval fuzionaltuk, a munkacsoport altal mar
korabban részletezett modon [150]. A Lyn ezen N-terminalis aminosav-szekvenciaja
(MGCIKSKGKDS) képes mirisztoilalodni ¢és palmitoildlodni, ¢és ezzel a
plazmamembran raft mikrodoménjeibe iranyitodik [151]. Egyes kisérletekben az Lck

kindz N-termindlis plazmamembranba iranyité szekvencigjat (MGCVCSSNPE)
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hasznaltuk (Ljp), amely szintén lipidmodifikacion megy keresztiil, és elsésorban a raft
régiokban dusul [152]. A plazmamembran rendezetlen struktirainak megjelolésére a
YFP, illetve Venus molekulat a K-Ras kis G-fehérje C-terminalis CAAX motivumaval
és hipervariabilis régiojaval (KMSKDGKKKKKKSKTKCVIM) fuzionaltuk [153]. A
dolgozatban szerepld minden Cerulean és Venus konstrukcio tartalmazta az A206K
mutaciot, amely megakadalyozza a molekulak di- és oligomerizaciojat [151]. A B-
arresztin 2-YFP készitéshez a B-arresztin 2 szekvencijat klonoztuk be a pEYFP-N1
plazmidba Nhel és KpnlI restrikcios enzimekkel, ahogy az korabban mar leirasra keriilt
[140]. Ebbo6l a fluoreszcens fehérje cseréjével készilt a P-arresztin 2-Cerulean
konstrukcio. A teljes hosszusagi human WDFY2 proteint, valamint annak FYVE
doménjét (277-353 sorszaml aminosavak kozott) kiilon is felsokszoroztuk a human
WDFY2 fehérje ¢cDNS klonjabol, melyet az Invitrogen® cégtél vettink meg
(klonazonositd: 3842589, GenBank elérési szdm: NM 052950). Ezutin ezeket a
szekvencidkat a pEGFP-C1 vektorba illesztettiik bele egyenként, ECORI és Kpnl
enzimeket hasznalva, majd a GFP szekvenciajat a Venuséra cseréltiik, Agel és Bglll
enzimekkel.

A GFP-klatrin konnyiilanc Louis Greene (NHLBI, NIH, Bethesda, MD, USA)
ajandéka volt [154], azonban a plazmid citomegalovirus promoterét a gyengébb
expresszio érdekében a herpes simplex virus timidinkindzénak (TK) promoterére
cseréltiik. A PLC61PH-Sluc és PLCo1PH-Venus konstrukciokat a fluoreszcens fehérjét
kodold szekvencia cseréjével készitettiik el a PLC31PH-YFP-t kddold vektorbol [122]
kiindulva, az Agel és Notl enzimek felhasznalasaval.

A PtdIns(4,5)P,-deplécids rendszert alkotdo fehérjekonstrukciok (PM-FRB-
mRFP és mRFP-FKBP-5-foszfatdz) szintén korabban hasznalt plazmidokon alapultak
[132], annyiban valtoztattunk rajtuk, hogy az FRB domént a plazmamembranba iranyito
korabbi szekvenciat (amely a GAP43 fehérjébdl szarmazott), a Lyn fehérje N-terminalis
aminosavaira cseréltiik le (PM-FRB-mRFP), melyet mar korabban ismertettem. Egyes
kisérletekben egy harmadik, szintén mar emlitett plazmamembranba iranyito
szekvenciat tartalmaz6 konstrukciot hasznaltunk (Lio-FRB-mRFP). A T2A viralis
szekvenciat tartalmazé plazmidot, melynek hasznalataval a lipiddepléciohoz sziikséges
mindkét fehérje kifejezhetd, két I1épésben készitettiik el. Elészor a T2A
peptidszekvenciat [155] fuzionaltuk az FKBP-5-foszfatdz konstrukcid N-terminalis
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végéhez, majd ezt az 0j proteint kapcsoltuk hozzd a PM-FRB-mRFP fehérje C-
terminalis végéhez. A folyamat végén a PM-FRB-mRFP-linkerl-T2A-linker2-FKBP-5-
foszfataz konstrukci6 DNS szekvencigjat kaptuk, egyetlen stopkodonnal a végén
(linkerl: VDSGS, linker2: PVAT). A PM-FRB-mRFP helyett PM-FRB-Cerulean-t
tartalmazo konstrukcio is hasonld modon késziilt. A harmadik T2A-t tartalmazo
plazmidot (Lio-Venus-linkerl-T2A-linker3-PH-Sluc) is hasonlé modon készitettiik el,
ebben azonban a T2A szekvencia utan talalhaté 6sszekotd régio kiilonbozott (linker3:
GIHG).

Az mRFP-FKBP-4-foszfataz-5-foszfataz konstrukciot [134] Gerald Hammond
¢s Balla Tamas bocsatottak rendelkezésiinkre. A csak 4-foszfataz-t tartalmazoé valtozatot
(MRFP-FKBP-4-foszfataz) az el6bbi konstrukciobol készitettiik el ugy, hogy Kpnl és
BamHI enzimek segitségével az 5-foszfatdz domén nagy részét eltavolitottuk, majd az
igy kapott plazmid egyszalu végeit Klenow fragment segitségével feltoltottiik, és a
plazmidot ligaltuk. Ezzel a modszerrel egy olyan konstrukciot nyertiink, melyben a 4-
foszfatdz domén utan még néhany aminosav (GGSTGSR) talalhato a stop kodon el6tt.

A vad tipust AT1R-FRB-mRFP konstrukciét tgy készitettiik el, hogy a PM-
FRB-mRFP plazmidban a PM szekvenciajat cseréltik le az AT;R-t kodolo
szekvenciara. Ebben a plazmidban az AT1R és az FRB domén kozott egy viszonylag
hosszli, 20 aminosavbol all6 0sszekotd régid6 (DPTRSANSGAGAGAGAILSR)
talalhato.

4.3 Sejtvonalak, tranziens transzfekcio

Munkank soran két kiilonb6zé human embrionalis vesefibroblaszt-sejtvonalat
hasznaltunk: az eredeti HEK293 sejtvonalat, és egy olyan valtozatat, amely az SV40
virus T antigénjét is tartalmazza (HEK293T). Ahol nem jeloltem Kiilon, ott a HEK293
sejtvonal volt hasznalva. Mindkét sejtvonal az ATCC (Manassas, VA, USA) cégtdl
szarmazott, ¢és 10% fotalis borjuszérumot, valamint penicillint (50 U/ml) ¢és
streptomicint (50 pg/ml) tartalmazé Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (DMEM
— Lonza 12-604) tenyésztettiik dket.

A BRET-kisérletekhez a HEK293 vagy HEK293T sejteket 10 cm-es
petricsészében novesztettilk, €s transzfekcid elott tripszinnel felszedtik oket. A

tranziens transzfekciohoz polilizinnel (0,001%, 1 ora) eldkezelt 96-lyuka lemezeket
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hasznéltunk, a sejteket 5-10x10* sejt/lyuk siiriiségben iiltettiik a lemezre, a megjeldlt
DNS-konstrukcidkkal (0,24-0,48 pg/well Osszmennyiségben) ¢és a transzfekcios
reagenssel (0,5 ul/well Lipofectamine 2000 vagy 1,5 pl/well GeneCellin) egyiitt. A
kisérleteket 24-26 oraval a transzfekcio utan végeztiik.

A mikroszkopos mérésekhez a HEK293T sejteket polilizinnel (0,001%, 1 o6ra)
elékezelt 35 mm Atmérdjli, 1,5-es vastagsagn iiveg fedélemezre iltettik 3x10°
sejt/fedOlemez  stliriségben, a transzfekciot megel6z0 napon. A transzfekciot
fed6lemezenként 1-2 nug 6sszmennyiségli DNS és 2ul/fedélemez Lipofectamine 2000

reagens hozzaadasaval végeztiik, a kisérleteket 24 o6raval megeldzden.

4.4 A biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET)

miikodési elve és mérése luminométerrel

A rezonancia energiatranszfer egy olyan mérési moddszer, amellyel két
megfelelden megjelolt molekula kozotti  kolesonhatas  (molekularis — kozelség,
pontosabban annak valtozasa és/vagy orientaciovaltozas) mérhetd €16 sejtekben [156,
157]. Alapja egy fényt kibocsato donor- és egy fluoreszcens akceptormolekula kozotti,
fotonkibocsatas nélkiili energiatranszfer (Forster-mechanizmus), ami akkor johet létre,
ha a donor emisszios spektruma €s az akceptor gerjesztési spektruma kozott atfedés van,
¢s ha a két molekula megfeleld kozelségben (10 nm tavolsagon beliil) talalhato
egymashoz [156]. Az energiatranszfer mérésének a fluoreszcens donort hasznalo
valtozata, a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) széleskorben
hasznalatos molekularis kolcsonhatasok mérésére [156]. Ennek egyik valtozataként
kezdték alkalmazni a biolumineszcencia rezonancia energiatranszfert (BRET), melyben
a fluoreszcens donort a biolumineszcens Renilla luciferazra cserélték, és igy gerjesztés
nélkil tudtak energiatranszfert mérni [158, 159]. A gerjesztés mellézése szamos
eldnnyel jar, hiszen kikiiszoboli az akceptor direkt excitaciojat, és nem kell szamolni
jelentds mértékli autofluoreszcenciaval sem [157].

Az altalunk hasznalt BRET rendszerben tehat a donormolekula a Renilla
luciferdz, amely szubsztratja, a colenterazin oxidalasaval 480 nm koriili emisszios
maximummal fényt bocsat ki (8. dbra). Az akceptormolekula — esetiinkben a YFP, vagy
ennek tovabbfejlesztett valtozata, a Venus — megfeleld kozelsége esetén azonban

megtorténik az energiatranszfer, és az akceptormolekula a rd jellemzd emisszids
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hullamhosszon (530 nm koriili maximummal) bocsat ki fényt (8. abra). Kisérleteinkben
a vizsgalni kivant partnermolekuldkat az emlitett donor- és akceptormolekulakkal
fuzionaltuk, és a koztiik 1étrejovo energiatranszfert az akceptor- €s donorintenzitasok

hanyadosaval (BRET-hanyados) jellemeztiik (8. dbra).

@ energiatranszfer

-— molekularis
kozelség

+ colenterazin — w

A =480 nm

BRET-hanyados =

emisszio 480 nm (Luc)

8. dabra — A biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) miikodése
A Renilla luciferaz (Luc) szubsztratja, a colenterazin oxidalasa kozben fényt bocsat ki 480 nm koriili emisszids
maximummal (bal oldal). Amennyiben az enzim kell6 kozelségbe (< 10 nm) keriil egy megfelelé fluoreszcens
fehérjéhez (pl. Venus), akkor fénykibocsatds helyett atadja energidjat annak, amely a rd jellemz6é emisszios
hullamhosszon (530 nm koriili maximummal) fényt bocsat ki kiilsé gerjesztés nélkiil (jobb oldal). A két molekula
kozotti kapesolat a fényintenzitasok hanyadosaval (BRET-hanyados) jellemezhetd.

A BRET kisérleteket 24-26 oraval a transzfekcid utan végeztiik, és egyes
kisérleteknél a sejteket a mérést megel6zd 4-6 Orara szérummentes médiumban (DMEM
0,1% borjuszérum albuminnal) tartottuk. A mérések el6tt kozvetleniil a sejtek médiumat
modositott Krebs-Ringer pufferre cseréltiik, melynek Osszetétele: 120 mM NaCl, 4,7
mM KCI, 1,2 mM CaCly, 0,7 mM MgSQO4, 10 mM gliikkéz és 10 mM Na-HEPES, pH
7,4. A hiperozmotikus koriilmények kozotti méréshez ezt az oldatot kiegészitettiik 300
mM szacharézzal. A méréseket 37 °C-on végeztik, Mithras LB940 tobbfunkcios
lemezleolvasoval (Berthold), illetve Varioskan™ Flash tobbfunkcios lemezleolvasoval
(Thermo Scientific). A kisérleteket a luciferaz sejtpermedbilis szubsztratja, colenterazin
h (Invitrogen) hozzaadasaval inditottuk el (5 uM), és a donor-, illetve
akceptorintenzitdsokat 480 és 530 nm-es emisszios filterek segitségével mértiik,
hullamhosszonként 0,5 masodpercig. A kisérletekben minden kondiciéhoz harom
parhuzamos pontot mértiink. A BRET hanyadost az 530 nm-es és 480 nm-es

intenzitdsokbdl képeztiik a 8. dbra feltiintetett egyenlet szerint, és ahol nincs masképp
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jelezve, ott az ingerelt és nem ingerelt sejtek BRET-hdnyadosanak kiilonbségét

abrazoltuk, az alapvonalra tortént korrekcio utan, az id6 fiiggvényében.

4.5 Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis mikroszkopos kisérleteket fedélemezre szélesztett, ¢s a kordbban
részletezett modon transzfektalt HEK293T sejteken végeztiik, 35°C-on, a fentebb leirt
modositott Krebs-Ringer pufferben. A konfokalis képeket Zeiss LSMS510 tipusu
pasztazod konfokalis mikroszkoppal, 63-szoros nagyitasa, 1,4-es numerikus apertirdju
Plan-Apochromat objektivvel készitettiik. A gerjesztéshez 25 milliwattos, 458 nm-en és
488 nm-en emittald argonlézert, valamint 1 milliwattos, 543 nm-en emittalé hélium-
neon lézert alkalmaztunk. Altaldban 1-2 pum optikai szeletvastagsagi képeket
készitettiink, a kolokalizacios mérések esetében multitrack line-scan moddban, a tobbi
felvételnél multi-track frame-scan modban, a fluoroforok kozotti  atbeszélés
minimalizalasa érdekében. Az elkésziilt képek utdlagos feldolgozasdhoz a Photoshop

(Adobe) programot hasznaltuk.

4.6 Statisztikai analizis

Az adatok atlag + standard hiba formaban keriiltek feltiintetésre. A csoportok
kozotti kiilonbséget két szempontos ANOVA modszerrel, és Bonferroni post-hoc
Osszehasonlitassal vizsgaltuk. Az adatok elemzéséhez és az abrak készitéséhez a
Sigmaplot 10.0 programot hasznaltuk (Systat Software), és a 0,05-nél kisebb p értéket
tekintettiik szignifikansnak.

53



DOI:10.14753/SE.2014.1948

5. EREDMENYEK

5.1 Plazmamembran-receptorok mozgasanak kovetése BRET

modszerrel

A plazmamembran-receptorok ligandkotése a receptorra jellemzo jelatviteli
utvonal beinditasan kiviil tobbek kozott a receptor mozgésat is kivalthatja. Ez jelentheti
egyrészt a receptor endocitozis felé iranyitasat, de akar a plazmamembranon beliili
athelyezd6dést, eltéré molekularis kornyezetbe keriilést (mikrodoménvaltast) is takarhat.
Kisérletes munkam elsd részében ezen mozgasokat vizsgaltam a G-fehérjéhez kapcsolt
1-es tipusu angiotenzinreceptor (AT;R), illetve néhany masik plazmamembran-receptor
esetében, elsdsorban a molekularis kolcsonhatdsok  vizsgdlatara  alkalmas

biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) modszer felhasznalasaval.

5.1.1 Az AT;R Kklatrinmedialt endocitozisanak kovetése

Agonistastimulus hatasara a plazmamembran-receptorok tobbségénél elindul
egy deszenzitizacios és internalizacios folyamat. A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (G
protein-coupled receptors — GPCR) esetében ennek elsé 1épései legtobbszor a receptor
foszforilacidja, illetve ennek hatasara az arresztin adaptorfehérje kotédése a
receptorhoz, amely leallitja a G-fehérjén keresztiili jelatvitelt, és egyuttal az endocitdzis
felé iranyitja a receptort [110]. A GPCR-ok esetében a legaltalanosabb internalizacios
mechanizmus a CME, melynek soran a receptor eldszor a plazmamembranban talalhato
CCP-kbe keriil. Ezek azutan a membranrodl lefiizédve klatrinburkos vezikulava (CCV)
alakulnak, és a korai endoszomaéba tovabbitjak szallitmanyukat, koztiik a receptorokat
IS.

Kisérleteinkben el6szor az ATi;R endocitdzisat vettiik gorcsé ala, ennek a
folyamatnak a fObb 1épéseit mutatja a 9. abra. Célunk az volt, hogy képesek legyiink a
folyamatot molekularis kolcsonhatasok sorozataként detektalni, ahol az ATiR és
bizonyos endocitotikus molekuldk, vagy sejtkompartmenteket jelolé fehérjék
kapcsolatat mutatjuk ki BRET segitségével. Ehhez els6 korben harom molekulat
hivtunk segitségiil: az AT;R-hoz specifikusan kotédni  képes p-arresztin 2

adaptorfehérjét; egy plazmamembranba iranyitott peptidet, mely a Lyn kinaz N-
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terminalis, lipidmodifikacids iranyitészekvenciajat tartalmazza (és a tovabbiakban PM
roviditéssel szerepel); illetve a Rab5 kis G-fehérjét, amely jol ismert markere a korai
endoszomanak [160].

+« Angll

e res

* plazmamembran

- ATR “

korai endoszéma

w P-arresztin 2 -
e’ Klatrin
AP-2
] PM marker
@ Rabs

9. abra — Az AT R endocitozisanak f6bb lépései
A sematikus abran az AT{R klatrinmedialt endocitézisanak f6bb mozzanatai lathatok, illetve feltiintettem azokat a
molekulékat, amelyeket a receptor mozgasanak kovetésére hasznaltunk.

A BRET mérésekhez az ATiR Renilla luciferazzal jelolt valtozatat (AT;R-luc)
hasznaltuk, a partnermolekuldkat pedig sarga fluoreszcens fehérjével (yellow
fluorescent protein — YFP), illetve Venusszal jeloltik meg (B-arresztin 2-YFP, PM-
Venus és Venus-Rabb5). HEK293T sejteket transzfektaltunk ezen fuzios fehérjéket
kodold plazmidokkal, majd kiilonb6z6 koncentracidkban (1-100 nM kozott) angiotenzin
I1-vel (Ang II) ingereltiik Oket, és vizsgaltuk a receptor és partnermolekuldja kozott
1étrejové BRET-jel valtozésait az 1d6 fliggvényében.

Ang Il hatasara jelentds, dozisfiiggd BRET-szignalemelkedést tapasztaltunk az
ATiR-luc és B-arresztin 2-YFP kozott (10. dbra, A), annak a jol ismert specifikus
kolesonhatasnak megfeleléen, amely a receptor és a B-arresztin 2 kozott 1étrejon, és
amely elinditja a receptorendocitozist [108, 140]. Az internalizalodott AT;iR-luc
megérkezését a korai endoszomadlis kompartmentbe a receptor és Venus-Rab5 kozott
mérhetd6 BRET-jel dozisfiiggé emlekedése jelezte (10. dbra, B). A BRET-szignal
hasonlo valtozasat kaptuk mas, szintén a korai endoszomat jel616 partnermolekulak (az
EEAL, illetve WDFY2 fehérjék FYVE doménje, valamint a teljes hosszusagh WDFY2
fehérje [161]) esetében is, mivel azonban a jelvaltozasok nem tértek el jelentdsen a
Rab5-tel mérhet6tdl, igy a tovabbiakban, ahol lehetséges volt, Rab5-tel dolgoztunk. Az
eddigiekkel szemben az AT;1R-luc és PM-Venus molekulak k6zott mért BRET esetében

Ang II hatasara csokkenést tapasztaltunk, ami a receptor eltavolodasat jelezte a PM-
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Venus fehérje altal megjelolt plazmamembran-kompartmentt6l (10. dbra, C). Fontos
megjegyezni, hogy a receptor és B-arresztin kozotti specifikus kapcsolattal szemben a
Rab5 és PM molekulék esetében nincs sz6 specifikus kapcsolodasrol, a jelvaltozasok itt
az azonos membranba keriild molekulak kozelségével, illetve ennek a kozelségnek a

megsziinésével magyarazhatok.

A B C

(ingerelt - kontroll)

AT, R-luc + B-arresztin 2-YFP AT, R-luc + Venus-Rab5 AT, R-luc + PM-Venus
Ang Il 0,06 Ang Il Ang Il
0,06 0os] 100MM 0.00
0,04 ! 10 nM -0,04
0,02 002 -0,08
0,00
0,00 -0,12
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

1d6 (min)
10. dbra — AT R internalizacidjanak vizsgalata BRET médszerrel
BRET-mérések a Renilla luciferazzal jelolt AT;R (ATiR-luc) és a fluoreszcens fehérjével megjeldlt
partnermolekulak: (A) B-arresztin 2-YFP, (B) Venus-Rab5, illetve (C) PM-Venus kozott HEK293T sejtekben. Az
Ang Il-t harom kiilénb6z6 koncentracioban (1 nM, 10 nM és 100 nM) adtuk, melyeket a zold, piros és kék gorbék
mutatnak ebben a sorrendben. Az értékeket az egy kisérleten beliili ingerelt és kontroll sejtek BRET-hanyadosanak

kiilonbségébdl szamoltuk, a gérbék n=3 fliggetlen, egyenként harom parhuzamos mérési ponttal végzett kisérlet atlag
+ SEM értékeit mutatjak.

Annak ellendrzésére, hogy a BRET-mérésekben latott véaltozasok valdban az
ATiR és az emlitett molekuldk egymast kovetd kolokalizaciojat mutatjak, konfokalis
mikroszkoppal készitettiink képeket. Az ATiR-t stabilan kifejez0 HEK293 sejteket
tranziensen transzfektaltunk a partnermolekulak (B-arresztin 2, Rab5 vagy PM)
Ceruleannal jelolt valtozatdnak DNS-ét tartalmazo plazmiddal. Magéat a receptort
rodaminnal jelolt Ang Il (Rhod-Ang II, 300 nM) fluoreszcens ligand hozzaadasaval
tettiik lathatova. Az ingerlés hatdsara a receptorok internalizalddtak, igy 8 perccel a
stimulust kovetéen a Rhod-Ang Il mar intracellularis vezikuldkban volt lathat6. A
BRET-mérések soran latottaknak megfelelden a kezdetben diffuz citoplazmatikus
elhelyezkedésti B-arresztin 2-Cerulean megjelent intracellularis vezikulakban, melyek
részleges kolokalizaciot mutattak az internalizalt fluoreszcens liganddal (11. dbra, A).
Hasonlo kolokalizacios mintazatot lattunk a Rhod-Ang II és Cerulean-Rab5 kozott is az
ingerlést kovetden (11. abra, B). Ezzel ellentétben az elsdsorban a plazmamembranban

elhelyezked6 PM-Cerulean nem kovette a Rhod-Ang ll-t az intracellularis vezikulakba,
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¢s a liganddal mutatott kolokalizacidja 8 percnyi stimulus utan elhanyagolhat6 volt (11.
dbra, C).

A B-arl’esztin 2- Rhod-Ang 1]
Cerulean

-

B

Cerulean-Rab5

Rhod-Ang I egyutt

11. dbra — Az AT,R kolokalizaciéjanak vizsgalata endocitotikus markerekkel

Konfokalis mikroszkopos felvételek AT;R-t és (A) B-arresztin 2-Ceruleant, (B) Cerulean-Rab5-6t, illetve (C) PM-
Ceruleant kifejezd HEK293 sejtekrdl. A képek rodaminnal jelolt Ang Il-ingerlés (Rhod-Ang II, 300 nM) utén 8
perccel késziiltek. Az egyiittes képeken a Ceruleannal jelolt fehérjék lathatok zold, a fluoreszcens ligand piros
szinnel, a kolokalizacidt sarga szin mutatja. A képek legalabb harom fliggetlen kisérlet eredményét reprezentaljak.

Annak megerdsitésére, hogy az altalunk latott jelvaltozasok valdban a receptor
klatrinmedialt endocitozisat tiikrozik, végeztink BRET kisérleteket hiperozmotikus
kortilmények kozott is, 300 mM szachardz jelenlétében. Errdl a kezelésrdl leirtak, hogy
gatolja a klatrinmedialt endocitozist azaltal, hogy a klatrin iires mikrocellakba torténd
polimerizacidjat valtja ki [162]. Ezekben, és minden tovabbi kisérletben 100 nM
koncentracioban adtuk az Ang ll-t. A hiperozmotikus el6kezelés csaknem teljesen
meggatolta a receptor endocitozisat, ahogy azt az AT R-luc és PM-Venus, illetve AT;R-

luc és Venus-Rab5 kozotti BRET-jelvaltozas elmaradasa jelzi (12. dbra, zold gorbék).
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AT, R-luc + Venus-Rab5 AT, R-luc + PM-Venus
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12. abra — BRET-mérések gatolt endocitozis mellett

BRET-mérések az AT;R-luc és Venus-Rab5, illetve PM-Venus kozott, HEK293T sejtekben. A kék kontroll gorbék a
10. abran lathaté megfeleld mérésekhez hasonld koriilmények kozott késziiltek. A zdld szinnel lathaté méréseket
hiperozmotikus oldatban (300 mM szachar6z hozzaadéasaval) végeztiik, melyrdl leirtak, hogy gétolja a klatrinmedialt
endocitozist [162]. A piros gorbék az AT;R-luc TSTS-AAAA mutinsanak felhasznalasaval késziiltek, amely nem
képes B-arresztin 2-t kotni, és igy nem internalizalddik [143]. A sejteket 100 nM Ang ll-vel ingereltiik. Az abran n=4
fiiggetlen kisérlet méréseinek atlaga, valamint az atlag hibaja (SEM) lett feltiintetve.

Elvégeztik a kisérleteket az ATiR-luc egy olyan mutdnsaval is, melyben a
receptor négy jol ismert foszforilacids helyén a szerin €s treonin aminosavak alaninra
lettek cserélve (TSTS-AAAA mutans), és ebbdl kifolydlag karosodott a receptor f3-
arresztin 2-kotése, és ezzel egyiitt az endocitozis felé iranyitasa is [142, 143]. Ez a
mutans receptor szintén nem mutatott BRET-jelvaltozast az emlitett kisérletekben (12.
dbra, piros gorbék). Ezek az adatok egyiitt arra utalnak, hogy a (vad tipusu) AT1R-luc
¢s PM-Venus, valamint Venus-Rab5 kozotti BRET-szignalok altalunk kimutatott

valtozasai a receptor klatrinmedialt endocitozisanak felelnek meg.

5.1.2 Vad tipusu és mutans AT R-0k aktivalodast koveté mozgasanak vizsgalata

Egy masik kisérletsorozatban a BRET modszert arra hasznaltuk fel, hogy a vad
tipust és kiilonb6z6é mutans AT;R-0k aktivalodast kdvetd mozgasat hasonlitsuk dssze
molekularis interakcidok segitségével. Ezekben a kisérletekben a mér emlitett harom
partnermolekula (B-arresztin 2, Rab5, PM) mellett vizsgaltuk a receptorok kapcsolatat a
K-Ras kis G-fehérje plazmamembranba iranyitdé C-terminalis CAAX doménjével (KRas
CAAX) is. Az Gjabb plazmamembran-marker molekula vizsgalatat az indokolta, hogy
az addig hasznalt PM iranyit6 szekvenciarol ismert, hogy elsdsorban a plazmamembran
un. lipidraft mikrodoménjeiben talalhatd meg [151], mig a KRas CAAX inkabb a

plazmamembran rendezetlen régidiba (a nem-raft kompartmentbe) lokalizal [153]. igy e
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két markernek a receptorral valdo kapcsolatat Osszehasonlitva probaltuk meg
pontosabban meghatarozni az ATiR helyét a plazmamembranban, illetve annak
aktivalodast kovetd esetleges valtozasat.

A vad tipusi AT;R-on kiviil még két mutans receptort vizsgaltunk: egyrészt egy
olyan mutanst, melyben a G-fehérjék aktivalasaban fontos szerepet jatszd konzervalt
DRY motivum aszpartat és arginin aminosavai lettek alaninra cserélve (DRY-AAY
mutans), és igy nem képes G-fehérjét aktivalni [141]; masrészt pedig a mar emlitett
TSTS-AAAA mutanst, melyben a receptor kitiintetett foszforilacios helyei lettek
megvaltoztatva [142, 143]. Ezekben a kisérletekben is luciferazzal jelolt AT;R-t
hasznaltunk, ¢és a korabbiaktol eltéréen a partnermolekulak minden esetben YFP-vel
voltak megjelolve. Az abrakon ezuttal is a stimulalt és kontroll gorbék kiilonbsége
latszik, azonban a korabbiakkal szemben a gorbék alapvonala el lett tolva a kiindulési
BRET-hanyados értékre, az alapszintek dsszehasonlithatdésaga érdekében.

A vad tipusu AT1R-luc és p-arresztin 2-YFP kozotti mérés a mar bemutatotthoz
hasonlo jelet adott, Ang II stimulusra (100 nM) jelentds emelkedést lattunk (13. abra, A,
kék gorbe), ami a B-arresztin 2-YFP AT;1R-hoz val6 specifikus kotddésének felel meg.
A G-fehérjét kotni nem képes DRY-AAY mutans AT1R-luc — a masok altal korabban
mar leirtaknak megfeleléen [107, 163, 164] — a BRET-jel emelkedés nagysaga alapjan
kissé csokkent mértékben ugyan, de szintén képes volt kotni a B-arresztin 2-t (13. dbra
A, zold gorbe). Ezzel szemben a TSTS-AAAA mutans AT;R-luc esetében nem valtozott
a BRET-szignal (13. dbra A, piros gorbe), szintén egy korabbi megfigyelést
megerdsitve, mely szerint az ebbdl a mutansbol hianyzé foszforilacios helyek
szlikségesek a receptor B-arresztinkotéséhez [165].

A 13. dbra B panelén az ATiR-luc és YFP-Rab5 kozotti BRET-mérések
eredményei lathatok, melyek azt mutatjak, hogy a vad tipusi AT1R-luchoz (kék gorbe)
hasonlban a DRY-AAY mutins valtozat is megjelenik az endoszomalis
kompartmentben aktivalédas utan, s6t, az energiatranszfer novekedése alapjan ez
hamarabb kovetkezik be, mint a vad tipust receptor esetében (13. dabra B, z6ld gorbe).
A TSTS-AAAA mutans a YFP-Rab5-tel is jelentésen kisebb jelvaltozast general (13.
dbra B, piros gorbe), egybevagdan a korabban mutatott eredményeinkkel (12. dbra),
valamint azon korabbi tanulmanyokkal, melyek szerint ez a mutans jelentésen csokkent

mértékben internalizalodik [142, 143].
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13. d@bra — Vad tipusu és mutans AT,R-ok aktivalodas utani kovetése BRET modszerrel

HEK293 sejteket transzfektaltunk az AT,R-luc megjelolt tipusat (kék gorbe: vad tipus; zold gorbe: G-fehérjét nem
aktivaldo DRY/AAY mutans [141]; piros gorbe: nem deszenzitizalodd TSTS-AAAA mutans [162]), valamint a
feltiintetett YFP fuzios fehérjéket: (A) B-arresztin 2-YFP-t, (B) YFP-Rab5-6t, (C) PM-YFP-t, illetve (D) YFP-KRas
CAAX domént kodold plazmidokkal. A sejteket 100 nM Ang II-vel ingereltiik a megjeldlt idopontban. Az ingerelt
sejtek BRET-hanyadosabol levontuk az Ang II-t nem kapott sejtek hanyadosat, majd az igy kapott értékekhez
hozzaadtuk a kiindulasi BRET-hanyados értékét (amit a pontozott vonal mutat), a kiindulasi érték mas BRET-
parokkal vald 6sszehasonlithatosaga érdekében. A gorbék n=3 fiiggetlen kisérlet atlag + SEM értékeit mutatjak.

A plazmamembran raft régioit megjelolé PM-YFP ¢és a vad tipusi AT1R-luc
kozott sikeriilt reprodukalnunk a kordbban latott BRET-jelcsokkenést Ang II hatdsra
(13. dbra C, kék gorbe), és ez a hatas hasonld volt a DRY-AAY mutans AT1R-luc
esetében is, itt is azonnali csokkenést lattunk, bar a késdbbi iddpontokban kissé elmarad
a csOkkenés mértéke a vad tipusétol (13. abra C, zold gorbe). A TSTS-AAAA mutans
ATiR-luc és a PM-YFP kozott mért BRET — szintén a kordbban latottaknak
megfelelden — alig valtozik az ingerlést kdvetden, elébb enyhén emelkedik, majd kis

mértékben csokken, de jelentdsen eltérd valtozdsokat mutat mindkét masik vizsgalt

receptorvaltozathoz képest (13. abra C, piros gorbe).
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A fent leirtaktol 1ényegesen kiilonboz6 valtozasokat lattunk azokban a
mérésekben, ahol az ATiR-luc és a plazmamembran nem-raft (rendezetlen) régidiba
lokalizalo, YFP-vel jelolt K-Ras CAAX domén (YFP-KRas CAAX) kozotti
energiatranszfert kovettiik. A vad tipusu receptort Ang ll-vel ingerelve a mért BRET-
szignal az els6 néhany percben emelkedést mutatott, miel6tt csokkenni kezdett volna
(13. abra D, kék gorbe). Ez a kezdeti emelkedés teljesen elmaradt a DRY-AAY mutans
aktivalasa utan, itt a szignal azonnal lefelé indult (13. dbra D, zéld gorbe). A nem
internalizaloddé TSTS-AAAA mutins ATiR-luc és a YFP-KRas CAAX kozott
megmaradt a kezdeti emelkedés a stimuldcié utdn, ott a késobbi csokkenés volt
jelentdsen kisebb mértékii a vad tipushoz képest (13. dbra D, piros gorbe). Ezek az
eredmények tehat azt mutatjdk, hogy ingerlés utdn az AT;iR-luc kiilonbdzd
jelvaltozasokat mutat attdl fliggden, hogy a plazmamembran melyik kompartmentjébe
iranyitott partnermolekulaval vizsgaljuk a kapcsolatat, és ez utalhat egyrészt a receptor
altal inaktiv allapotban preferalt plazmamembran-kompartmentre, illetve jelezheti a

receptor plazmamembranon beliili helyének valtozasat ingerlés hatasara.

5.1.3 Az5HT,cR és EGFR aktivalodas utani mozgasanak kiovetése

Ezek utan arra voltunk kivancsiak, hogy mas plazmamembran-receptoroknak
hogyan alakul a kapcsolata az altalunk vizsgalt partnermolekulakkal nyugalomban,
illetve agonista ingerlést kovetden. Két masik receptort vizsgaltunk meg: egy az AT:R-
ral egy csaladba tartozo, szintén Gg-fehérjét aktivalo receptort, a 2C tipusu
szerotoninreceptort (SHT,cR); illetve egy ezektdl teljesen eltéré szerkezeti, a RTK-ok
csaladjaba tartoz6 molekulat, az epidermalis novekedésifaktor-receptort (EGFR).
Mindkét receptornak a Renilla luciferaz egy modositott valtozataval, a nagyobb
hatékonysaga miatt Super luciferaznak (Sluc) [144] nevezett enzimmel jeldlt valtozatat
hasznaltuk (5HT,cR-Sluc és EGFR-Sluc). Az 5HT,cR esetében, melynek szamos
kiilonbozé RNS-editalt formaja fordul eld, egy olyan editalt formaval végeztiik a
kisérleteket, amelyrdl leirtdk, hogy nincs konstitutiv aktivitasa, €és nyugvo sejtekben
elsésorban a plazmamembranban talalhaté meg [145, 166].

Az AT;R-hoz hasonldéan az 5HT,cR-Sluc is képes volt kotni a B-arresztin 2-
YFP-t szerotoniningerlés (10 pM) hatdsara, bar a kotés kinetikaja nem egyezett meg az

AT1R esetében latottakkal: egy kezdeti meredek BRET-jelemelkedés utan csokkenés
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latszott, majd beallt egy az alapszintnél magasabb egyensulyi allapot (14. dbra, A). Az
5HT,cR-Sluc is megjelent a korai endoszémaban aktivalédas utan, amit a YFP-Rab5-tel
mért BRET-hanyados (atmeneti, kismértékii csokkenést kovetd) robosztus emelkedése
mutatott (14. dbra, B). Az atmeneti csokkenéshez hasonlot, bar kevésbé egyértelmiien,

de az AT;R-luc esetében is lattunk (13. abra B, kék gorbe).
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14. abra — Az 5SHT,cR aktivalédas utani kovetése BRET modszerrel

HEK293 sejteket transzfektaltunk a gorbék felett feltiintetett konstrukciok plazmidjaival: az SHT,cR-Sluc mellett (A)
B-arresztin 2-YFP-vel, (B) YFP-Rab5-tel, (C) PM-YFP-vel, illetve (D) YFP-KRas CAAX doménnel. A sejteket 10
UM szerotoninnal ingereltiik a megjel6lt iddpontban. A mért eredményeket a /3. dbrdan részletezett médon dolgoztuk
fel, a pontozott vonalak a kiindulasi BRET-hanyadost (,,alapvonalat”) mutatjak. A gorbéken n=3 fiiggetlen kisérlet
atlag + SEM értékei lathatok.

Erdekes modon a kétféle plazmamembrant jel6ld molekula az 5HT,cR-Sluc
esetében nem viselkedett eltérden: mind a PM-YFP-vel, mind a YFP-KRas CAAX
doménnel mért BRET-hanyados lefelé indult el a receptor aktivalodasa utan, a kezdeti
emelkedés elmaradt (14. dbra, C és D). A BRET-jel csokkenése ebben az esetben is a

crer

Az EGFR az egyik leginkabb ismert és legjobban tanulmanyozott

novekedésifaktor-receptor, és széles korben hasznalatos tobbek kozott a

receptorendocitozis vizsgalatara is modellreceptorként [111]. A GPCR-oktdl eltéréen az

crer

62



DOI:10.14753/SE.2014.1948

molekuldk, ezért nem volt meglepd, hogy az EGFR-Sluc és a B-arresztin 2-YFP kozott
mérhet6 BRET-hanyados nem valtozott EGF-ingerlés (50 ng/ml) hatasara (15. dbra, A).
Az EGFR endocitozisa is elsdsorban (bar nem kizarélagosan) klatrinmedialt Gton megy
végbe, és a folyamat soran a receptor eldszor a korai endoszoémaéba keriil, ennek
megfelelden a YFP-Rab5 molekulat partnerként hasznalva a GPCR-ok esetében
latotthoz képest kisebb amplitiddval ugyan, de szintén emelkedést kaptuk (15. dbra, B).
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15. dbra — Az EGFR aktivalédas utani kovetése BRET médszerrel

HEK293 sejteket transzfektaltunk a gorbék felett feltiintetett konstrukciok plazmidjaival: az EGFR-Sluc mellett (A)
B-arresztin 2-YFP-vel, (B) YFP-Rab5-tel, (C) PM-YFP-vel, illetve (D) YFP-KRas CAAX doménnel. A sejteket 50
ng/ml EGF-fel ingereltiik a megjeldlt idSpontban. A mért eredményeket a /3. dbrdn részletezett médon dolgoztuk fel,
a pontozott vonalak a kiindulasi BRET-hanyadost (,,alapvonalat”) mutatjak. A goérbéken n=3 fliggetlen kisérlet atlag
+ SEM értékei lathatok.

A plazmamembran-markerekkel mért energiatranszfer csokkenése az EGFR-
Sluc esetében is képes volt jelezni a receptor eltavolodasat a membrantol
agonistastimulus utan (15. dbra, C és D), és az AT;R-luc és YFP-KRas CAAX kozott
tapasztalt kezdeti emelkedés az 5HT,cR-hoz hasonldéan ebben az esetben is elmaradt

(15. dbra, D).
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5.2 A plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjének akut csokkentése

Munkacsoportunk korabban kifejlesztett egy olyan rendszert, mellyel akutan és
indukalhatd modon lehet csokkenteni a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjét [132].
Ez a rendszer két fehérjedomén, az FKBP ¢és FRB heterodimerizaciojan alapul, melyet
rapamicin hozzaadasaval lehet kivaltani [132]. Rendszeriinkben az FRB domént
monomer piros fluoreszcens fehérjével (mRFP) jeloltik, és a mar bemutatott PM
iranyitoészekvenciaval a plazmamembranba (€s azon beliil els6sorban a lipidraftokba)
iranyitottuk (PM-FRB-mRFP). Az indukalhato dimer masik tagjat, az FKBP
fehérjedomént pedig Ceruleannal jeldltiik, és hozzakdotottiik a 1V-es tipust 5-foszfataz
enzim (INPP5E) katalitikus doménjét (Cerulean-FKBP-5-foszfataz), amely képes
defoszforilalni, és ez altal eltavolitani a plazmamembranbol a PtdIns(4,5)Pz-ot. A
rapamicinnel 1étrehozott FRB-FKBP dimerizaci6 a kezdetben citoplazmatikus
elhelyezkedésli Cerulean-FKBP-5-foszfatazt a plazmamembranba helyezi at, ahol az

enzim specifikusan lebontja a PtdIns(4,5)P-ot (16. dbra).

plazmamembran

I
‘i §® ¢

PM-FRB-mRFP  _J

Cerulean-FKBP-5-foszfataz

16. dbra — A PtdIns(4,5)P,-deplécios rendszer miikodésének vazlata

A plazmamembranban talalhato PtdIns(4,5)P,-ot lebontd rendszer [132] az abran vilagos-, illetve sotétsziirkével jelolt
FRB és FKBP domének rapamicin hatasara kialakulo heterodimerizacidjan alapul, amely a plazmamembranhoz
horgonyzott PM-FRB-mRFP ¢és a citoplazmatikus Cerulean-FKBP-5-foszfataz esetében az utdbbi fehérje
athelyez$dését okozza a plazmamembranba, ahol az 5-foszfataz domén (z6lddel jelolve) lebontja a PtdIns(4,5)P,-ot.
Kisérleteinkben a fluoreszcens jelolések esetenként eltértek az itt lathatotol, ami azonban az athelyezddést és a
lipidbontast nem befolyasolta.

Annak érdekében, hogy a depléciés modszer hatékonysagat ellendrizziik, illetve
hogy meghatarozzuk a lipidlebontas mértékét ¢és kinetikajat a BRET-kisérletek
koriilményei kozott, egy a PtdIns(4,5)P,-hoz specifikusan kotédni képes fehérjedomént,
a PLCS1 enzim PH doménjét (PLCo1PH) hivtuk segitségiil, amely alkalmas a
plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjének kovetésére [59]. Ezt a domént jeloltik meg

egyrészt Renilla luciferazzal, masrészt pedig YFP-vel, és a két igy megjelolt PH domén
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(PLC61PH-Sluc és PLC81PH-YFP) ko6zott mértiink energiatranszfert. PtdIns(4,5)P,
jelenlétében mindkét domén a plazmamembranhoz kotédik, és ez egy viszonylag magas
BRET-szignalt eredményez. A PtdIns(4,5)P, lebomlasat kovetéen azonban mindkét
domén a citoplazmaba keriil, ami jelentés BRET-jelcsokkenést von maga utan.

A PtdIns(4,5)P2-deplécios rendszeriink fehérjeelemeit tehat a fent emlitett két
PH doménnal egyiitt fejeztiik ki tranziensen, HEK293T sejtekben. Annak kizarasara,
hogy a kapott valtozasok esetleg a rapamicin nem specifikus hatasai miatt alakulnak ki,
két kiilonbozd tipustt kontrollt alkalmaztunk. Az egyik esetben a PM-FRB-mRFP
mellett az MRFP-FKBP fehérjét fejeztiik ki az 5-foszfataz domén nélkiil (FKBP-stop),
majd a sejteket rapamicinnel (200 nM) kezeltiik (17. dbra, kék gérbe). A masik kontroll
esetében az mRFP-FKBP-5-foszfataz konstrukciot fejezték ki a sejtek, rapamicin helyett
azonban csak oldoszert (dimetil-szulfoxidot — DMSO) kaptak (17. abra, zéld gorbe).
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17. dbra — A PtdIns(4,5)P,—deplécio mérése BRET modszerrel

A PtdIns(4,5)P, szintjének valtozasat a specifikusan ezt a lipidet kotni képes PLC31PH-Sluc és PLC31PH-YFP
kozott mért BRET segitségével kovettiik. Ezt a két konstrukciot, valamint a PM-FRB-mRFP fehérjét fejeztiik ki
HEK293T sejtekben, negyedikként vagy az mRFP-FKBP konstrukciéval (FKBP-stop, kék gorbe), vagy az mRFP-
FKBP-5-foszfataz molekulaval (FKBP-5-foszfataz, zold és piros gorbék) egyiitt. A sejteket rapamicinnel (200 nM,
kék és piros gorbék) vagy csak oldoszer DMSO-val (zold gorbe) kezeltiik, a kisérletek végén ionomicin (10 uM)
hozzaadasaval hoztunk létre teljes PtdIns(4,5)P,-lebontast [59]. A mért BRET-hanyadosokat tigy normalizaltuk, hogy
egy adott kisérletben a kontroll értékeket vettiik 100%-nak, a teljes PtdIns(4,5)P,-deplécionak megfeleld pontokat
pedig 0%-nak. A gorbéken n=3 fiiggetlen kisérlet méréseinek atlag + SEM értékei lathatok.

Mindkét kontroll esetében lényegében valtozatlan maradt a BRET-hanyados a
kezelés utan, azonban mindkét mérésben jelentés BRET-jelcsokkenést valtott ki 10 pM
ionomicin hozzaadasa, melyrdl ismert, hogy a citoplazmatikus Ca®*-szint megemelése
és a PLC enzimek kovetkezményes aktivalodasa révén teljes PtdIns(4,5)P,-lebomlast
idéz eld [59]. Méréseinket az igy kialakult BRET-hanyadost (0%), illetve a kiindulasi
értéket (100%) alapul véve normalizaltuk. A 17. dbra piros gorbéjén lathatod, hogy
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amennyiben a sejtek az mMRFP-FKBP-5-foszfatdz konstrukciot tartalmaztak, a
rapamicinkezelés a BRET-hanyados gyors ¢és jelentds csokkenését eredményezte,
mutatva a PtdIns(4,5)P, lebomlasat. A jelvaltozas 3 perc utan érte el a maximumat,

amely azutan ionomicin adéasaval csak kismértékben volt tovabb fokozhato.

5.3 A plazmamembran PtdIns(4,5)P,-depléciéjanak hatasa az

ATR endocitézisara

A tovabbiakban azt kivantuk vizsgilni, hogy hogyan befolyasolja a
plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjének valtozasa az AT;R endocitozisat. Ehhez
otvoztik az energiatranszferen alapuld, endocitézist vizsgdld modszeriinket a
PtdIns(4,5)P, rapamicinnel indukalhaté lebontasaval. HEK293T sejteket tranziensen
transzfektaltunk az AT;R-luc-t, fluoreszcensen jel6lt partnermolekulait (B-arresztin 2-
YFP, Venus-Rab5 vagy PM-Venus), valamint lipiddeplécidés rendszeriink két
fehérjeelemét kodold plazmidokkal. Rapamicin (200 nM) adasaval lebontottuk a
PtdIns(4,5)P,-0t a plazmamembranban, majd 5 perccel késobb a sejteket 100 nM Ang 11
adasaval ingereltiik, és 30 percen at kovettiik a BRET-hanyados valtozasat. Mindegyik

felallas esetében alkalmaztuk mindkét fent emlitett kontrollt.

FKBP-5-foszfataz

AT, R-luc + pB-arresztin 2-YFP AT, R-luc + Venus-Rab5 AT, R-luc + PM-Venus
+ rapamicin * rapamicin + rapamicin
Ang Il 0,03 Ang Il
0.12 ng 0,09 Ang Il ng
0,00 {yigpe—EAy
0.09 0,06 rapa
0,06 -0,03
0,03
0,03 rapa rapa -0.06
0,00 |srese—esd . 0,00 feeesr—saageaapbsrhutes 0,00
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18. dbra — A PtdIns(4,5)P,-deplécio hatasa az AT;R BRET modszerrel mért internalizaciéjara

A PtdIns(4,5)P,-deplécio receptorendocitozisra kifejtett hatasanak vizsgalatdhoz HEK293T sejtekben a deplécios
rendszer elemei (azaz a PM-FRB-mRFP és mRFP-FKBP-5-foszfataz konstrukciok) mellett az AT;R-luc fehérjét és a
fluoreszcensen jelolt partnermolekuldkat: (A) B-arresztin 2-YFP-t, (B) Venus-Rab5-6t, illetve (C) PM-Venust
fejeztiik ki tranziens transzfekcioval. A sejteket 5 percig elkezeltiik az oldoszer DMSO-val (zéld gorbeék), illetve
rapamicinnel (200 nM, piros gdrbék), majd Ang ll-ingerlést (100 nM) alkalmaztunk. Az abrazolt értékeket a 10.
dbran részletezett modon szamitottuk ki. A gorbék n=3 fiiggetlen, egyenként harom parhuzamos mérési ponttal
végzett kisérlet atlag + SEM értékeit mutatjak.
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Az FKBP-5-foszfatazt kifejezd, de rapamicin helyett csak DMSO-kezelést
kapott sejtekben a deplécios rendszert nem tartalmazd korabbi mérésekhez hasonld
valtozasokat kaptunk, mindharom vizsgalt esetben (18. dbra, zold gorbék). A
PtdIns(4,5)P, deplécidja azonban jelentGsen gatolta az ATiR-luc és Venus-Rabb,
valamint az AT;R-luc és PM-Venus kozotti BRET-jelvaltozasokat (18. dbra B és C,
piros gorbék), mig a receptor és a -arresztin 2-YFP kozotti jelet nem befolyasolta (18.
abra A, piros gorbe).

Azokban a rapamicinnel kezelt sejtekben, melyek az FKBP-stopot tartalmaztak
az 5-foszfatdz domén nélkiil, az Ang II stimulus szintén a kordbban bemutatott
méréseknek megfeleld BRET-jelvaltozast eredményezett mind a [-arresztin 2-YFP,
mind a Venus-Rab5, mind a PM-Venus esetében (19. dbra), bar a valtozasok mértéke
kiss¢ nagyobb volt, mint az 5-foszfatazt is tartalmazo sejtekben. Ezt az eltérést
feltehetdleg az eltérd méretli konstrukciobol adéddan megvaltozott fehérjekifejezddési

aranyok okoztak.
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0,09
0,06
0,03
0,00

FKBP-stop
AT, R-luc + p-arresztin 2-YFP AT, R-luc + Venus-Rab5 AT, R-luc + PM-Venus
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0,03
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0,00
0,06
-0,03
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19. dbra — A PtdIns(4,5)P,-deplécios rendszer hatasa az AT;R BRET médszerrel mért internalizacidjara

A PtdIns(4,5)P,-deplécios rendszeriink receptorendocitdzisra gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz célunk volt kizarni a
rapamicin nem specifikus hatasat. Ehhez HEK293T sejtekben a deplécidos rendszer 5-foszfatazt nem tartalmazo
valtozata (azaz a PM-FRB-mRFP és mRFP-FKBP konstrukciok) mellett az AT;R-luc fehérjét és a fluoreszcensen
jelolt partnermolekulkat: (A) B-arresztin 2-YFP-t, (B) Venus-Rab5-6t, illetve (C) PM-Venust fejeztiik ki tranziens
transzfekcioval. A sejteket 5 perc rapamicin-elékezelés (200 nM) utan Ang II-vel (100 nM) ingereltiik. Az abrazolt
értékeket a 10. dbrdn részletezett modon szamitottuk ki. A gorbék n=3 fliggetlen, egyenként harom parhuzamos
mérési ponttal végzett kisérlet atlag + SEM értékeit mutatjak.

A gatld hatds szamszerlsitése érdekében a 18. abrdn lathatd gorbék utolsd 5
pontjat atlagoltuk, és az igy kapott értéket viszonyitottuk szazalékosan a megfeleld
kontrollhoz. Annak ellenére, hogy a B-arresztin 2-r6l ismert, hogy képes PtdIns(4,5)P,-

ot kdtni [167], a lipid deplécidja nem valtoztatta meg a receptor és a P-arresztin 2
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kapcsolatat (100,3+4,8%, n=3), mig a kontrollban lathat6 jelvaltozas teljesen eltiint a
Venus-Rab5 esetében (-1,9+0.7%, n=3), és részlegesen gatlodott a PM-Venus esetében
(49,6+9,2%, n=3).

Megvizsgaltuk az ATiR-luc és a plazmamembran rendezetlen régidit jel6ld
Venus-KRas CAAX kozott mérheté valtozasokat is PtdIns(4,5)P, jelenlétében és
hianyaban. Ezt a mérést rovidebb ideig, de nagyobb iddbeli felbontassal végeztiik, és azt
tapasztaltuk, hogy a receptor és a Venus-KRas CAAX kozotti BRET-jel kezdeti
emelkedése a lipiddeplécio hatasara elmarad, €s érdekes mdodon az internalizaciora utald
csokkenés is szinte teljesen hianyzik (20. dbra), szemben a PM-Venus esetében latott

részleges gatlassal (18. dbra C).

AT, R-luc + Venus-KRas CAAX

* rapamicin
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2 = rapa
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20. d@bra — A PtdIns(4,5)P,-deplécié hatiasa az AT;R aktivalédast koveté plazmamembranon beliili mozgasara
HEK293T sejteket transzfektaltunk tranziensen a deplécids rendszer elemeit (azaz a PM-FRB-mRFP és mRFP-
FKBP-5-foszfataz konstrukciokat), valamint az AT;R-luc fehérjét és a Venus-KRas CAAX-ot kddolo plazmidokkal.
A sejteket 5 percig el6kezeltiik az oldoszer DMSO-val (zéld gorbe), illetve rapamicinnel (200 nM, piros gérbe), majd

Ang ll-ingerlést (100 nM) alkalmaztunk. Az abrazolt értékeket a /0. abran részletezett moédon szamitottuk ki. A
gorbék n=6 fiiggetlen, egyenként harom parhuzamos mérési ponttal végzett kisérlet atlag + SEM értékeit mutatjak.

5.4 A plazmamembran PtdIns(4,5)P,-deplécio hatasa az SHT,cR , a
B-AR és az EGFR endocitozisara

Kivancsiak voltunk, hogy az altalunk latott internalizaciogatlas csak az AT;R-ra
korlatozodik-e, vagy mas receptorok esetében is hasonléan alakul. Ezért elvégeztiik a
PtdIns(4,5)P,-deplécios kisérleteket mas GPCR-okon is: egyrészt a mar korabban is
vizsgalt, szintén Gg-fehérjét aktivaldo SHT,cR-t teszteltiik, masrészt a Gs-fehérjéhez

kapcsolt B, adrenerg receptort (B.AR).
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A 21. dbran lathatok az SHT,cR-ral kapott BRET-eredmények: a kontroll
(rapamicin helyett csak DMSO-t kapott) gorbék (z6ld) nagyon hasonlok a korabban
mutatottakhoz (14. dbra) mind a B-arresztin 2-YFP, mind a Venus-Rab5 és a PM-Venus
esetében. Bar a szerotoniningerlést (10 uM) kovetéen a BRET-hanyados valtozasa
ezekben a kisérletekben kisebb volt, mint a mar bemutatott gorbéken, a korabbi
mérésekben azonban a PtdIns(4,5)P,-deplécios rendszer fehérjéit nem tartalmaztak a

sejtek, és ez magyarazatul szolgalhat az eltéré amplitudora.

5HT, R-Sluc + B-arresztin 2-YFP ~ 5HT, R-Sluc + Venus-Rab5 5HT,-R-Sluc + PM-Venus
* rapamicin * rapamicin + rapamicin
0,06 szerotonin 004 szerotonin 0,03 szerotonin
0,04 0,00 T rapa
0,02
0,02 -0,03
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0,00 0,00 !WVMW\(L[ -0,06
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21. abra — A PtdIns(4,5)P,-deplécié hatasa az SHT,cR BRET modszerrel mért internalizaciojara

A PtdIns(4,5)P,-deplécio 5HT,cR endocitozisara kifejtett hatasanak vizsgalatdhoz HEK293T sejtekben a deplécios
rendszer elemei (PM-FRB-mRFP és mRFP-FKBP-5-foszfataz) mellett az 5SHT,cR-Sluc fehérjét és a fluoreszcensen
jelolt partnermolekuldkat: (A) B-arresztin 2-YFP-t, (B) Venus-Rab5-6t, illetve (C) PM-Venust fejeztiik ki tranziens
transzfekcidval. A sejteket 5 percig el6kezeltiik az oldoszer DMSO-val (zold gorbék), illetve rapamicinnel (200 nM,
piros gorbék), majd szerotoniningerlést (10 pM) alkalmaztunk. Az abrazolt értékeket a /0. dbran részletezett modon
szamitottuk ki. A goérbék n=3 fliggetlen, egyenként harom parhuzamos mérési ponttal végzett kisérlet atlag + SEM
értékeit mutatjak.

A rapamicinnel indukalt lipidlebontas az AT;R-luc-hoz hasonld hatast valtott ki
az 5HT,cR-Sluc internalizacidjaban is: nem befolyasolta érdemben a [B-arresztin 2
kotdédését a receptorhoz, azonban meggatolta a Rab5-tel jelzett endoszémakban vald
megjelenését, €és részlegesen gatolta a receptor ¢és PM-Venus kozotti BRET-
jelcsokkenést (21. dabra, piros gorbék).

A két eddig vizsgalt receptornak megfeleld képet mutatott a P,AR-Sluc is:
kontroll koriilmények kozott az isoprenalin ingerlés mindhdrom vizsgalt molekuldval a
mar latottakhoz nagyon hasonlo jelvaltozasokat generalt (22. dbra, zold gorbék).

A PtdIns(4,5)P, Ilebontasa is a tobbi vizsgalt receptorhoz hasonld
kovetkezményekkel jart: a BoAR és P-arresztin 2 kozotti kapcsolat kinetikajat kissé

megvaltoztatta ugyan, de a jel nagysagat nem befolyasolta, ellenben részlegesen gatolta
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a PM-Venusszal mérhet6 jelcsokkenést, ¢s megakadalyozta a Rab5-tel mérheté BRET-
jel kialakulasat (22. dbra, zold gorbék).

B,AR-Sluc + B-arresztin 2-YFP B,AR-Sluc + Venus-Rab5 B,AR-Sluc + PM-Venus
+ rapamicin + rapamicin * rapamicin
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22. dabra — A PtdIns(4,5)P,-deplécié hatasa a p,AR BRET médszerrel mért internalizaciojara

A PtdIns(4,5)P,-deplécio B,AR endocitdzisara kifejtett hatasanak vizsgalatdhoz HEK293T sejtekben a deplécios
rendszer elemei (PM-FRB-mRFP és mRFP-FKBP-5-foszfataz) mellett a B,AR-Sluc fehérjét és a fluoreszcensen jelolt
partnermolekuldkat: (A) B-arresztin 2-YFP-t, (B) Venus-Rab5-6t, illetve (C) PM-Venust fejeztik ki tranziens
transzfekcioval. A sejteket 5 percig el6kezeltiik az oldoszer DMSO-val (zold gorbék), illetve rapamicinnel (200 nM,
piros gorbék), majd a receptorokat isoprenalinnal (1 uM) ingereltiik. Az abrazolt értékeket a /0. dbran részletezett
moddon szamitottuk ki. A gorbék n=3 fliggetlen, egyenként harom parhuzamos mérési ponttal végzett kisérlet atlag +
SEM értékeit mutatjak.

Vérnai Péter és munkatarsai egy korabbi tanulmdnyban mar kimutattak
konfokalis mikroszkopia ¢és fluoreszcensen jelolt ligand segitségével, hogy a
PtdIns(4,5)P, deplécidja csokkenti az EGFR internalizacidjat [132]. Célunk volt ez
BRET kisérletek soran is megerdsiteni, ehhez a mar korabban hasznalt EGFR-Sluc
molekulat hasznaltuk fel. Mivel a RTK csaladba tartozé6 EGFR nem kot B-arresztin 2-t,
ahogy azt lathattuk mar korabban is (15. dbra, A), igy a lipiddeplécionak csak a receptor
plazmamembrantol valé eltavolodasara (PM-Venus), illetve a korai endoszomaba vald
megérkezésére kifejtett hatsat vizsgaltuk, utobbi esetben a kordbban hasznalt Rab5
molekula helyett a kissé nagyobb jelvaltozast mutato, szintén endoszémaba lokalizalo
WDFY2 fehérje FYVE doménjének [161] segitségével (23. dbra, piros gorbék).

A korabbi eredményekkel Osszhangban a Ptdins(4,5)P, deplécidja mindkét

crer

gatlo hatas itt mindkét esetben csak részleges volt (23. dbra, piros gorbék).
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23. dabra — A PtdIns(4,5)P,-deplécié hatasa az EGFR BRET modszerrel mért internalizacidjara

A PtdIns(4,5)P,-depléci6 EGFR endocitdzisara kifejtett hatisanak vizsgalatdhoz HEK293T sejtekben a deplécios
rendszer elemei (PM-FRB-mRFP és mRFP-FKBP-5-foszfataz) mellett az EGFR-Sluc fehérjét és a fluoreszcensen
jelolt partnermolekulakat: (A) a Venus-FYVE domént (a WDFY2 fehérjébél), illetve (B) PM-Venust fejeztiik ki
tranziens transzfekcioval. A sejteket 5 percig el6kezeltiik az oldoszer DMSO-val (zold gorbék), illetve rapamicinnel
(200 nM, piros gorbék), majd a receptorokat EGF-fel (100 ng/ml) ingereltiik. Az abrazolt értékeket a 10. dbran
részletezett modon szamitottuk ki. A gorbék n=3 fliggetlen, egyenként harom parhuzamos mérési ponttal végzett
kisérlet atlag + SEM értékeit mutatjak.

55 A plazmamembran PtdIns(4)P szerepének vizsgalata a

receptorendocitézisban

Az mar régéta ismert, hogy a plazmamembran a PtdIns(4,5)P, mellett vele
0sszemérhetd mennyiségben tartalmaz PtdIns(4)P-ot is. Az utobbi lipid azonban sokaig
csak a PtdIns(4,5)P,-szintézis koztitermékeként volt elkdnyvelve, és nem vizsgaltak,
hogy van-e kiilon funkcioja. Ez az utobbi években kezd megvaltozni, aminek tobbek
kozott az adott lendiiletet, hogy kideriilt: a plazmamembranban talalhat6 PtdIns(4,5)P2 —
legalébbis részben — a plazmamembran PtdIns(4)P-készletétdl fliggetleniil keletkezik
[134], és a PtdIns(4,5)P,-0t bizonyos funkcidiban helyettesiteni tudja a PtdIns(4)P [70,
134]. Mindenesetre az altalunk eddig hasznalt PtdIns(4,5)P,-deplécids rendszerben
rapamicin adédsara a PtdIns(4,5)P,-bdl PtdIns(4)P keletkezik, igy elvileg elképzelhetd,
hogy a latott hatdsokért nem (vagy nem csak) az eldbbi lipid hidanya, hanem az utobbi
tobblete (is) felelds.

Ennek vizsgalatara végeztiink kisérleteket a plazmamembranba iranyithaté Sacl
4-foszfataz doménnel is, amely a PtdIns(4)P-ot defoszforilalja, de a PtdIns(4,5)P,-t
nem. Emellett egy olyan konstrukciot is hasznaltunk, amely egy szekvencian beliil
tartalmazza mind a Sacl 4-foszfataz domént, mind az altalunk eddig hasznalt 5-

foszfataz domént [134]. Ezekr6l a konstrukciokrol korabban mar megmutattak, hogy
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funkcioképesek, a megfeleld pozicioban defoszforildljdk a plazmamembran
foszfoinozitidjeit [134]. Az enzimek plazmamembranba torténd athelyezédését ebben az
esetben is a rapamicin hatasara 1étrejové FRB-FKBP dimerizacié hozta 1étre, azonban
az FRB domén plazmamembranba irdnyitasat ebben az esetben egy masik fehérje, az
Src kinazok csaladjaba tartoz6 Lck protein N-terminalis 10 aminosava biztositotta (Lio-
FRB-mRFP), amely szintén els6sorban a membran raft régioiba irdnyitja a fehérjét
[152]. A FKBP doménhez pedig az éleszt6bol (Saccharomyces cerevisiae) szarmazo
Sacl enzim 4-foszfataz aktivitassal rendelkez6 katalitikus doménje volt hozzakapcsolva
(MRFP-FKBP-4-foszfataz) oOnmagéaban, illetve a korabban hasznalt 5-foszfataz
doménnal egyiitt (mRFP-FKBP-4-foszfataz-5-foszfataz). Az utobbi esetben tehat egy
fehérjén beliil talaljuk meg a két foszfatdz domént, hasonléan a szinaptojanin 1
fehérjéhez, amely szintén két, eltérd specificitdssal rendelkezd foszfatdz domént
tartalmaz [30].

Megvizsgaltuk tehat, hogyan befolyasoljak ezek a deplécids rendszerek a
receptorendocitozist. Ehhez a B2AR-Sluc és Venus-Rab5 kozotti, kordbban mar vizsgalt
interakcidt (22. dbra, B) hasznaltuk modellként. A 4-foszfatazt, illetve 4-foszfataz-5-
foszfataz konstrukciot tartalmazo lipiddeplécios rendszeriink mellé a fent emlitett két
molekulét transzfektaltuk HEK293T sejtekbe, és 100 nM rapamicin (illetve a kontroll
esetében ehelyett DMSO) adasa utan a P,AR-t isoprenalinnal (1 uM) ingerelve
vizsgaltuk az internalizacid létrejottét. Azt tapasztaltuk, hogy a PtdIns(4)P lebontasa
onmagaban nem valtoztatta meg a receptor aktivalodas utani internalizaciojat (24. abra
A, kék gorbe). A PtdIns(4)P és a PtdIns(4,5)P, egyiittes lebontasa azonban mar
létrehozta azt az internalizaciogatlast (24. dbra B, piros gdrbe), amit a PtdIns(4,5)P,
szelektiv lebontasakor is lattunk (22. abra, B).

Eredményeink egybevetve tehat arra utalnak, hogy a PtdIns(4)P feltehetden nem
sziikkséges a plazmamembran-receptorok endocitézisahoz, és hogy az altalunk 5-
foszfataz  segitségével létrehozott  PtdIns(4,5)P2-deplécid  esetében nem a
kovetkezményesen felszaporodd PtdIns(4)P valtja ki a receptorendocitozis gatlasat.
Meéréseink ezenkiviil azt is valdszinisitik, hogy a PtdIns(4,5)P, lebontésa esetén a vele
azonos mennyiségben keletkezd PtdIns(4)P nem képes potolni a PtdIns(4,5)P;

funkciogjat a receptorendocitdzisban.
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24. abra — Kiilonboz6 foszfoinozitidek deplécidjanak hatisa a ;AR BRET mddszerrel mért internalizacidjara
HEK293T sejteket transzfektaltunk a kovetkezé fehérjéket kodold plazmidokkal: B,AR-Sluc és Venus-Rab5, Lo-
FRB-mRFP, valamint (A) mRFP-FKBP-4-foszfatdz, illetve (B) mRFP-FKBP-4-foszfataz-5-foszfatdz. A sejteket 5
percig elékezeltik DMSO-val (zold gorbék), illetve rapamicinnel (100 nM, kék és piros gorbék), majd a receptorokat
isoprenalinnal (1 uM) ingereltiik. Az dbrazolt értékeket a /0. dbran részletezett moédon szamitottuk ki. A goérbék n=3-
5 fliggetlen, egyenként harom parhuzamos mérési ponttal végzett kisérlet atlag + SEM értékeit mutatjak.

5.6 A PtdIns(4,5)P,-deplécios rendszer tovabbfejlesztése

Kovetkez6 1épésként annak szerettiink volna utanajarni, hogy mi allhat a
hatterében annak a részleges gatlasnak, amit a PM-Venus ¢és a receptorok k6zotti BRET
mérésekben a PtdIns(4,5)P, lebontasa utan tapasztaltunk. Visszatértiink a konfokalis
mikroszkopidhoz, ahol azonban egy technikai jellegli problémaval talaltuk szembe
magunkat. A rapamicinnel indukalhato deplécids rendszeriink két fehérjeelemét (PM-
FRB ¢és FKBP-5-foszfataz) addig a két fehérjét kodolo két kiilon plazmid segitségével
fejeztiik ki a sejtekben, az ilyen kisérletekben azonban sohasem érhetd el teljes
kotranszfekcio, azaz hogy minden transzfektalodott sejtbe bejusson mindkét plazmid.
Es még abban az esetben is, ha megjelenik mindkét fehérjetermék ugyanazon sejtben, a
két fehérje egymashoz viszonyitott mennyisége jelentds kiilonbségeket mutathat a sejtek
kozott. Esetiinkben ez a PtdIns(4,5)P,-lebontas mértékének nagy szoérddasat okozza az
egyes sejtek kozott, ami — kiilondsen az egysejtes rendszerekben, mint a konfokalis
mikroszkopia — nehézkessé €s bizonytalanna teheti a méréseket.

A probléma kezelésére, a kiszamithatobb lipiddeplécid eléréséhez megprobaltuk
a rendszert ugy atalakitani, hogy egyetlen plazmid transzfekcioja elég legyen a stabil
PtdIns(4,5)P,-deplécio eléréséhez. Ennek érdekében egy olyan plazmidot hoztunk 1étre,
amely tartalmazza a rendszer mindkét proteinjének kodold szekvencidjat, egy T2A

viralis peptid szekvenciaval dsszekotve (25. dbra).
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Ennek a virdlis szekvencianak az a tulajdonsaga, hogy a transzlaci6 soran a
peptid két meghatdrozott aminosava kozott (a 25. dbra nyillal jelolve) nem jon 1étre a
peptidkotés, de a transzlacié folytatodik, és igy két kiilonallo, de azonos mennyiségi
fehérjetermék keletkezik [155]. Deplécids rendszeriink esetében ez a két fehérje a PM-
FRB-mRFP-T2A és az FKBP-5-foszfataz voltak, mivel a kapcsolt atirodas miatt mar

nem volt sziikkség mindkét fehérje fluoreszcens jelolésére.

PM-FRB-mRFP T2A FKBP-5-foszfataz

EGRGSLLTCGDVEENPGP

25. dbra — A plazmamembran PtdIns(4,5)P,-deplécios rendszer egyetlen plazmidban kédolva

A plazmamembran PtdIns(4,5)P,-deplécids rendszer két elemének sematikus rajza a T2A viralis peptidszekvenciaval
Osszekotve. A teljes szekvencia egyetlen mRNS molekuldra irédik at, de a transzlaci6 sordan a T2A szekvencidban a
nyillal megjeldlt aminosavak kdzott nem jon létre a peptidkotés, ami két kiilon polipeptidlanc (PM-FRB-mRFP-T2A
és FKBP-5-foszfataz) 1étrejottét eredményezi.

Annak ellendrzésére, hogy az igy megvaltoztatott rendszeriink is képes-e
lebontani a Ptdins(4,5)P,-0t a plazmamembranban, HEK293T sejteket transzfektaltunk
ezzel a plazmiddal, valamint a PLC31PH-Venust kodold plazmiddal, és konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk dket. A vartnak megfeleléen a PM-FRB-mRFP-T2A protein
egyértelmiien a plazmamembranban latszodott (26. dbra, bal oldal), és nyugalomban
ehhez nagyon hasonlé eloszlast mutatott a Venusszal jelolt PH domén is (26. dabra,
jobbra fent), jelezve, hogy a Ptdins(4,5)P; jelen van a membranban. Ez egyuttal arra is
utalt, hogy a mikroszkoppal nem detektalhato6 FKBP-5-foszfatdz nincs a
plazmamembranban. Rapamicin adasa utdn azonban a PH domén dathelyezddott a
citoplazmaba (26. dbra, alul), mutatva ezzel a lipiddeplécio 1étrejottét.

A régi és az Uj lipiddeplécios rendszer kvantitativ Osszehasonlitdsdhoz
megismételtiik az 0j rendszerrel azt a korabbi BRET kisérletet (17. abra), melyben a
luciferazzal ¢és Venusszal jelolt PH domének kozotti  energiatranszferbdl
kovetkeztettiink a PtdIns(4,5)P,-deplécio mértékére. Ebben az esetben csak a rapamicin

hatasat vizsgaltuk, a kontrollok ismétlésétdl eltekintettiink (27. abra).

74



DOI:10.14753/SE.2014.1948

PM-FRB-mRFP-T2A PLCs,PH-Venus

kontroll

rapamicin

26. dbra — Az egyetlen plazmidban kodolt PtdIns(4,5)P,-deplécios rendszer miikodésének vizsgalata

Az atalakitott deplécios rendszer konfokalis mikroszkopos vizsgalatdhoz a PM-FRB-mRFP-T2A és FKBP-5-
foszfatdz konstrukcidkat, valamint a PLC31PH-Venus fehérjét fejeztiik ki HEK293T sejtekben. A felsé kontroll
képeken a PM-FRB-MRFP-T2A és PLC31PH-Venus fehérjék plazmamembran-lokalizaciot mutatnak, ami az ebben a
rendszerben nem detektalhato FKBP-5-foszfataz citoplazmatikus elhelyezkedésére utal. Rapamicinkezelés (200 nM,
5 perc) hatisara az FKBP-5-foszfatiz a plazmamembranba helyez6dik at, amit a PtdIns(4,5)P, kovetkezményes
lebomlasa nyoman a citoplazmaba keriil6 PH domén jelez (also kép).

A két rendszer hatékonysagat nagyon hasonlonak talaltuk: a rapamicin (200 nM)
adasa utdn 5 perccel a normalizalt BRET-hanyados a régi deplécids rendszerrel a
kiindulasi érték 28,7+4,2%-4ra (n=3) csokkent (17. dbra, piros gorbe), mig az \j
rendszerrel ugyanez az érték 32,5+2,1%-nak (n=4) adodott (27. abra).
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27. dbra — Az egy plazmidban kédolt PtdIns(4,5)P,-depléciés rendszer miikodésének vizsgalata BRET-tel
Megvizsgaltuk az atalakitott lipiddeplécios rendszert BRET kisérletekben is, a /7. dbrdn mutatotthoz hasonld
felallasban. A PM-FRB-mRFP-T2A és FKBP-5-foszfatdz konstrukciokat a PLCS1PH-Sluc és PLC81PH-Venus
fehérjékkel egyiitt fejeztiik ki HEK293T sejtekben, tranziens transzfekcioval. A sejteket rapamicinnel (200 nM)
kezeltiik, majd ionomicin (10 uM) hozzaadasaval értiink el teljes PtdIns(4,5)P,-depléciot. Az adatokat a 17. dbran
részletezett moédon normalizaltuk. A goérbén n=4 fiiggetlen kisérlet méréseinek atlag + SEM értékei lathatok.
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5.7 A plazmamembran PtdIns(4,5)P,-depléciéja nem gatolja az
ATR Kklaszterekbe rendezodését

A PtdIns(4,5)P,-lebontas receptorendocitdzisra gyakorolt hatasanak vizsgalatat
tehat konfokalis mikroszkopiaval folytattuk, és visszatértiink az ATiR vizsgalatdhoz.
HEK293T sejteket transzfektaltunk tranziensen a jeloletlen AT1R-t kodold plazmiddal,
illetve tovabbfejlesztett lipiddeplécids rendszeriink plazmidjaval, amely tehat a PM-
FRB-mRFP-T2A ¢s FKBP-5-foszfataz fehérjéket kodolja. A kisérletek soran a
deplécioés rendszer megfeleld kifejez6dését a PM-FRB-mRFP-T2A fluoreszcens
intenzitasa alapjan itéltik meg, hiszen ez a fehérje és az FKBP-5-foszfatdz azonos
mRNS molekularél irédnak at, tehat az elobbi fehérje megfelelé mennyisége garantalja
az utobbi jelenlétét, és ezzel a hatékony PtdIns(4,5)P,-deplécio lehetbségét is.

A sejtek kivalasztdsa utdn rapamicin vagy DMSO el6kezelést végeztiink, majd
Alexa-Fluor-488 fluoreszcens molekulaval megjelolt Ang II-vel (Alexa488-Ang II)
ingereltiik a mintakat, 100 nM végkoncentracioban. Azokban a sejtekben, melyek
tartalmaztak a lipiddeplécids rendszer fehérjéit, de nem kaptak rapamicin eldkezelést
(kontroll sejtek), az Alexa488-Ang Il 2-3 percen beliill kivaltotta az AT;R-0k
internalizaciojat (28. dbra, kontroll), és a 11. dbra lathatohoz hasonlé intracellularis
elhelyezkedést eredményezett. Ezzel szemben a rapamicinnel (200 nM, 4 min) eldkezelt
sejtekben az Alexa488-Ang II a plazmamembrant rajzolta koriil, és annak mentén nagy
intenzitasi csomokba, klaszterekbe rendezddott, és nem jelent meg a sejtek belsejében
legalabb 5 percig (28. abra, rapamicin).

A korabbi BRET kisérleteink azt mutattak, hogy az ATiR és a B-arresztin 2
kozotti kapcsolddast nem befolyasolja a plazmamembran PtdIns(4,5)P;-szintjének
valtoztatasa. Ezenkivil az AT;{R a GPCR-ok A osztalyaba tartozik, melyben az
aktivalodast kovetden a receptor—p-arresztin-2 kotés tartdbsan megmarad, még a receptor
endocitdzisa utan is. Mindezek alapjan felmeriilt annak lehetdsége, hogy a jelolt
ligandokhoz hasonléan a fluoreszcens fehérjével fuzionalt B-arresztin 2 is alkalmas

lehet az AT R kovetésére.
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PM-FRB-mRFP-T2A  Alexa 488-Ang Il egyutt

kontroll

rapamicin

28. dbra — A PtdIns(4,5)P, deplécioja nem gatolja az aktivalt AT;R klaszterekbe rendezédését

AT.R-t, PM-FRB-mRFP-T2A-t, valamint FKBP-5-foszfatazt kifejez6 HEK293T sejteket el6kezeltiink DMSO-val
(kontroll sejtek, felsé sor), illetve rapamicinnel (200 nM, alsé sor) 4 percig. Ezutan a fluoreszcens ligand Alexa488-
Ang ll-vel (100 nM) ingereltiik a sejteket, és 6 perc elteltével készitettiik az abran lathato felvételeket. Az egyesitett
képeken a PM-FRB-mRFP-T2A lathat6 piros szinnel, mig az Alexa488-Ang II z6ld szinnel latszik. Megfigyelhetd,
hogy kontroll kdriilmények kdzott a fluoreszcens liganddal megjeldlt AT;R-ok megjelentek a sejtek belsejében, mig a
plazmamembran PtdIns(4,5)P,-deplécidja utan (rapamicin) a sejtek felszinén maradtak (nyilakkal jelolve), és
klaszterekbe rendezédtek. Az éabran lathato képek legalabb 5 fiiggetlen kisérletbl szarmazd 25-30 sejtre
reprezentativak.

Feltételezésiink igazolasaira HEK293T sejteket transzfektaltunk ismét a T2A-
alapu PtdIns(4,5)P,-deplécios rendszerrel, jeloletlen ATiR-ral, valamint eztttal (-
arresztin 2-YFP-vel is. PtdIns(4,5)P,-deplécio kivaltasa nélkiil az Ang II ingerlés (100
nM) el6szor a B-arresztin 2-YFP plazmamembranba vald kihelyez6dését okozta, ahol
kotodott az aktivalt receptorokhoz, majd azokkal egylitt endocitozisra keriilt (29. dbra,
kontroll).  Azokban a sejtekben azonban, melyekben a PtdIns(4,5)P,
rapamicinkezeléssel (200 nM, 4 min) lebontasra keriilt, a p-arresztin 2-YFP a
plazmamembranba tortént athelyez6dés és a receptorhoz vald kotédés utan szintén az
aktivalt receptorok altal képzett klaszterekben gytilt 6ssze a plazmamembran mentén
(29. dbra, rapamicin).

Annak megitélésére, hogy ezek a receptorklaszterek megfeleltethetok-e a
plazmamembran klatrint tartalmazo struktarainak, egy kdvetkezd kisérletben a jeloletlen
AT1R plazmidjaval és a klatrin kénnytilancanak GFP-vel jelolt valtozatat (GFP-Klatrin)
kodolo, TK promotert tartalmazo plazmiddal transzfektaltunk tranziensen HEK293T
setjeket, illetve bejuttattuk ezek mellett még a PM-FRB-Cerulean-T2A-FKBP-5-
foszfatdaz plazmidot iS, a rapamicinnel indukalhaté PtdIns(4,5)P,-deplécio

biztositasahoz.
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29. dbra — A PtdIns(4,5)P, deplécioja nem gatolja az aktivalt AT;R klaszterekbe rendezédését

Mivel az AT;R és B-arresztin 2 kozotti kapcsolatot korabban PtdIns(4,5)P,-tol fiiggetlennek talaltuk, a 28. dbrdn
bemutatott kisérletet elvégeztiik ugy is, hogy az AT;R-t fluoreszcens ligand helyett B-arresztin 2-YFP segitségével
tettik lathatova. Az AT;R-t, PM-FRB-mRFP-T2A-t, FKBP-5-foszfatazt és B-arresztin 2-YFP-t kifejez6 HEK293T
sejteket eldkezeltiink DMSO-val (kontroll sejtek, felsé sor), illetve rapamicinnel (200 nM, alsoé sor) 4 percig. Ezutan
Ang ll-vel (100 nM) ingereltiik a sejteket, és 6 perc elteltével készitettiik az abran lathato felvételeket. Az egyesitett
képeken a PM-FRB-mRFP-T2A lathato piros szinnel, a B-arresztin 2-YFP pedig zold szinnel. A rapamicinnel
elékezelt sejtek felszinén itt is megfigyelhetd a klaszterképz6dés (nyilakkal jelolve). Az abran lathatd képek legalabb
5 fliggetlen kisérletbdl szarmazo 25-30 sejtre reprezentativak.

A sejteket eldkezeltiik 5 percig 200 nM rapamicinnel, majd Rhod-Ang Il-vel
ingereltiik oOket wjabb 5 percen keresztiil. Ezutdn olyan sejtekrdl készitettiink
felvételeket, melyek a felsorolt fehérjék mindegyikét tartalmaztak (PM-FRB-Cerulean-
T2A-t kék, GFP-klatrint zold, illetve Rhod-Ang Il-t piros szignalként). A GFP-Klatrin
megfeleld expresszios szintje kritikus volt, mert alacsony kifejez6dés mellett nem vagy
alig volt lathatd a sejtekben, mig a erdsebb kifejezddés esetén a CCP-kben taladlhato
klatrint elfedte a citoplazmatikus klatrin tal magas szintje. Erdekes médon a jol
elkiilonithetd ~ GFP-klatrint  tartalmazd  godrokkel rendelkezd  sejtekben a
rapamicinkezelés semmilyen konfokalis mikroszkoppal észlelhetd valtozast nem
okozott a godrok elhelyezkedésében vagy eloszlasaban. A rapamicinkezelés utan adott
Rhod-Ang II a korabbiakkal megegyezden a plazmamembranban formalt klasztereket,
ezzel mutatva a Ptdins(4,5)P2-lebontas megtorténtét, és ezek a klaszterek egyértelmii
kolokalizaciot mutattak a GFP-klatrinnal (30. dbra).
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PM-FRB-Cerulean-T2A GPF-klatrin Rhod-Ang II

30. d@bra — A PtdIns(4,5)P, hianyaban a sejtfelszinen lathato klaszterekben kolokalizal az AT;R és a klatrin
Annak vizsgalatara, hogy a PtdIns(4,5)P,-deplécio mellett képz6d6 klaszterek megfelelnek-e a plazmamembran
klatrint tartalmazo strukturainak, HEK293T sejtekben kifejeztiik az AT;R-t, a PM-FRB-Cerulean-T2A és FKBP-5-
foszfataz konstrukciokat, valamint a klatrin konnyiillancanak GFP-vel jelolt valtozatat (GFP-klatrin). 5 perc
rapamicin-el8kezelés (200 nM) utan Rhod-Ang II-t (100 nM) adtunk a sejteknek, majd Gjabb 5 perc utan készitettiik
az abran lathato felvételeket. Az egyesitett képen csak a GFP-klatrin (z6ld szinnel), és a Rhod-Ang II lathatd (piros
szinnel). Megfigyelhetd a klatrin és a fluoreszcens liganddal megjeldlt receptor kolokalizacidja (nyilakkal jelezve,
illetve a kinagyitott betétképen). Az abran lathatd képek legalabb 5 fiiggetlen kisérletbdl szarmazo 25-30 sejtre
reprezentativak.

Ez az eredmény azt mutatja, hogy a PtdIns(4,5)P,-deplécio ellenére az AT:R
képes volt eljutni klatrint tartalmazé struktirakba a plazmamembranban, ami arra utal,
hogy az endocitézis folyamatanak korai szakasza legalabbis részben PtdIns(4,5)P,-tl
fliggetleniil zajlik. Az aktivalt receptornak ez a PtdIns(4,5)P,-fiiggetlen lateralis
mozgasa magyarazatul szolgalhat arra a részleges BRET-jelcsokkenésre, amely a
PtdIns(4,5)P, lebontasa utan is megmarad a receptor és a PM-Venus fehérje kozott (18.
abra, C).

5.8 A hormonindukalt PtdIns(4,5)P,-deplécio hatasanak vizsgalata

Eddig bemutatott eredményeink alapjan tehat a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-
szintje képes befolydsolni a receptorok internalizaciojat. Napjainkra mar szédmos
tanulmany utal a plazmamembranon belil kilonbozé PtdIns(4,5)P,-készletek
1étezésére, és vannak példak arra is, hogy ezek a kiilon készletek a lipid altal betoltott
egyes funkciokhoz eltéré mértékben jarulhatnak hozza [72, 168]. Ezenkiviil szamos
plazmamembran-receptor ingerlése indit be olyan folyamatokat, melyek csokkenthetik a
plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjét (akar PLC, akar PI3K enzimek aktivalasan
keresztiil). Mindezek fényében kovetkezd kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a
hormonok altal kivaltott PtdIns(4,5)P,-deplécié képes-e az altalunk 5-foszfataz
enzimmel létrehozott lipidlebontas kordbban latott, receptorendocitozist gatld hatasat

szintén kivaltani.
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A hormonhatasra kialakulo lipidbontast a Gg-fehérjéhez kapcsolt AT:R
segitségével terveztiik elérni, amely Ang ll-ingerlés hatasara aktivalja a PLCP enzimet,
és ezen keresztiil okoz PtdIns(4,5)P,-szintcsokkenést. A nagyobb mértékii és tartdsabb
lipiddeplécid érdekében a receptornak egy olyan delécids mutansat hasznaltuk, melybol
a receptor deszenzitizacidjaban szerepet jatszo foszforilacios helyeket tartalmazd C-
termindlis szakasz (a 319-es aminosavtdl kezdddden) hidnyzik, igy nem képes
deszenzitizal 6dni, és internalizaciora sem keriil (ATR A319) [142].

Egy korabbi Osszehasonlitas alapjan az eddigickben a PtdIns(4,5)P,-szint
valtozasanak kovetésére hasznalt, lipidkotd domének (PLCS1PH-Sluc és PLCS1PH-
Venus) kozott mérthez nagyon hasonld jelvaltozasokat kaphatunk akkor is, ha az
energiatranszfert egy plazmamembran-marker és lipidkotd domén kozott kovetjik
[122]. Ez alapjan a receptor altal 1étrehozott lipidbontas mértékének ¢s kinetikajanak
ellendrzésére ezuttal a plazmamembranhoz horgonyzott Lip-Venus-T2A és a lipidkotd
PLCS81PH-Sluc kozotti energiatranszfert mértiik. Ezt a két fehérjét, valamint az AT1R
A319-et kifejez6 HEK293T sejteket 100 nM Ang ll-vel ingerelve azt lattuk, hogy a
BRET-hanyados csokkent, de az 5-foszfatdzzal létrehozott deplécidhoz képest eltérd
kinektikaval: pillanatszer(i jelentés csokkenés utan emelkedni kezdett, majd a
kiindulasinal alacsonyabb szinten allandosult (31. dbra, zdld gorbe). A deplécio
mértéke kisebb volt, mint az 5-foszfataz plazmamembranba irdnyitdsa utan ugyanezzel
a modszerrel mérhet6 csokkenés (31. abra, piros gorbe).

A kisebb mértékli lipiddeplécio ellenére megvizsgaltuk az AT;R A319
aktivalasanak hat4sat a receptorendocitédzisra, tjfent a f,AR-Sluc €s Venus-Rab5 kozott
mérhetd BRET-jelvaltozas felhasznaldsaval. A 32. dbra lathatdé mérési eredmények
szerint az AT;R A319 altal kivaltott PtdIns(4,5)P,-lebontas nem gatolta meg a B,AR-
Sluc megjelenését a korai endoszomaban. Mivel azonban az Ang ll-ingerlés utan mért
BRET-jelnévekedés (32. dbra A, zéld gorbe) a mérési pontok tobbségében elmaradt a
kontroll értéktol, az adatok statisztikai kiértékelése mellett dontottiink.

Ehhez a 32. dbra A és B panelén lathaté gorbék utolsod 5 pontjat kisérletenként
atlagoltuk, és ezen értékek atlagat hasonlitottuk 0ssze. Az AT1R A319 esetében az Ang
IT ingerés utan kapott valasz nem kiilonbozott szignifikdnsan a kontrolltol, mig az 5-
foszfatazt kifejez6 rendszerben a rapamicinnel létrehozott lipiddeplécid szignifikdnsan

gatolta a B,AR-Sluc endocitozisat (32. dbra, C).
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31. dbra — A hormonindukalt és az 5-foszfatazzal kivaltott PtdIns(4,5)P,-deplécio sszehasonlitisa BRET-tel

e

szintén BRET kisérletekben vizsgaltuk, az energiatranszfert eziittal az Lip-Venus-T2A és PLCS1PH-Sluc fehérjék
kozott mértiik. HEK293T sejtekben az emlitett két molekulan kiviil az AT;R A319 fehérjét (zold gorbe), illetve az
L10-FRB-mRFP-T2A konstrukciot és az mRFP-FKBP-5-foszfatazt (piros girbe) fejeztiik ki tranziens transzfekcioval.
A sejteket Ang ll-vel (100 nM, zold gorbe), illetve rapamicinnel (100 nM, piros gorbe) kezeltiik, majd ionomicin (10
uM) hozzaadasaval értiink el teljes PtdIns(4,5)P,-depléciot. Az adatokat a 17. dbran részletezett mddon
normalizaltuk. A gorbén n=3 fliggetlen kisérlet méréseinek atlag + SEM értékei lathatok.

Mivel az ATiR A319 altal létrehozott PtdIns(4,5)P,-deplécié hatastalansagat
egyarant okozhatta a kisebb mértékii lipidbontas, illetve az eltéré PtdIns(4,5)P,-
készletek lebontasa, ezért egy masik megkozelitéssel is megprobaltuk eldonteni, hogy
melyikrdl lehet sz6. A lipidbontd enzim athelyezddéséhez sziikséges FRB domént az
eddig hasznalt plazmamembran-horgonyok helyett magahoz az ATiR-hoz kapcsoltuk
hozza (AT:R-FRB-mRFP), és ezzel elértiik, hogy egyazon rendszerben tudtuk a kétféle
lipiddepléciot 1étrehozni attol fliggden, hogy rapamicinnel kezeltiik a sejteket, vagy Ang
I1-vel ingereltiik 6ket (33. dbra). A vad tipusu AT1R-FRB-mRFP konstrukcio mellett
elkészitettik a nem internalizald6 TSTS-AAAA mutans valtozatot is, és a két

konstrukciot parhuzamosan vizsgaltuk.
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32. dbra — Kiilonb6z6 PtdIns(4,5)P,-depléciés rendszerek hatasa a p,AR BRET-tel mért internalizaciojara

A hormon altal indukalt és az 5-foszfataz transzlokacidjan alapuldé PtdIns(4,5)P,-deplécié hatasanak
Osszehasonlitdsahoz HEK293T sejteket transzfektaltunk a kovetkezd fehérjéket kodold plazmidokkal: B,AR-Sluc és
Venus-Rab5, valamint (A) AT;R A319 mutans receptor, illetve (B) L;;-FRB-mRFP-T2A és mRFP-FKBP-5-
foszfataz. A sejteket 5 percig el6kezeltiik az oldoszer DMSO-val (kék gorbék), illetve Ang Il-vel (100 nM, zold
gorbe) vagy rapamicinnel (100 nM, piros gorbe), majd a receptorokat isoprenalinnal (1 uM) ingereltiik. Az abrazolt
értékeket a 10. dbran részletezett modon szamitottuk ki. A gorbék n=4-7 fliggetlen, egyenként harom parhuzamos
mérési ponttal végzett kisérlet atlag + SEM értékeit mutatjak. (C) Az A és B panelen lathato gorbék utolso 5 pontjat
kisérletenként atlagoltuk, és az igy kapott értékek atlagat (= SEM) abrazoltuk oszlopdiagramon. Az adatok statisztikai
kiértékelését kétszempontos ANOVA moédszerrel végeztilk, amely mind a deplécid tipusa, mind a kezelés megléte
vagy hidnya szempontjabol szignifikans kiillonbséget mutatott (p<0,05), de a két szempont kozdtt nem volt
szignifikans interakcio (p>0,05). Bonferroni-féle post hoc teszttel a deplécios csoportokon beliil a jeldlt oszlopok
kozott mutatkozott szignifikans kiilonbség. ** p<0,01

Kisérleteinkhez tehat az ATiR-FRB-mRFP (vad tipus vagy TSTS-AAAA
mutans) és az mRFP-FKBP-5-foszfataz konstrukciokat kodolo DNS-t juttattunk be
HEK293T sejtekbe, és a deplécid kovetésére emellett az L10-Venus-T2A-PLC31PH-
Sluc plazmidot transzfektaltuk. Azokban a sejtekben, amelyek rapamicin kezelést (300
nM) kaptak, a korabban hasznalt felallashoz képest kisebb mértékii PtdIns(4,5)P,-
deplécid latszott, a vad tipusu és a mutans receptor esetében kozel azonos mértékben
(34. dbra, piros gorbeék). A vad tipusua AT1R-FRB Ang ll-ingerlésre hasonlo kinetikaval
hozott 1étre PtdIns(4,5)P,-depléciot (34. dbra A, zéld gorbe), mint ahogy azt korabban a
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nem deszenzitizaloddo ATiR A319-nél lattunk (31. dbra, zold gorbe). A TSTS-AAAA
mutdns ATiR-FRB a vad tipushoz képest nagyobb jelcsokkenést produkalt Ang Il

hozzaadasa utan (34. dbra B, zold gorbe), gatolt deszenzitizacidjanak megfelelden.

Ptdins(4,5)P,-deplécio
5-foszfatazzal
AT,R-FRB

+ rapamicin

/ FKBP-

5-foszfataz

P

Ptdins(4)P P,

PtdIns(4,5)P,

33. abra — Kétféle PtdIns(4,5)P,-deplécié egy rendszeren beliil
Az abra a kétféle PtdIns(4,5)P,-lebontasra alkalmas rendszert mutatja sematikusan. A rendszer elemei az AT;R-FRB
¢és az FKBP-5-foszfatdz (kisérleteinkben mindkét fehérjének az mRFP-vel jeldlt valtozatat hasznaltuk, melyet az
abran nem jeldltem kiilon). A rendszerhez rapamicint adva az FRB és FKBP heterodimerizacidja nyoman az FKBP-
5-foszfatdz a plazmamembranra keriil és defoszforilalja a PtdIns(4,5)P,-t (piros nyilak). Ang Il ingerlésre ezzel
szemben az AT;R-FRB a PLCP enzimet aktivalja, amely a lipidet Ins(1,4,5)P3-ra és DAG-re hidrolizalja (zold
nyilak). Roviditések: P;: inorganikus foszfatcsoport, PLCB: foszfolipaz CB, DAG: diacilglicerin

Mivel a korabban latottakkal ellentétben ezekben a kisérletekben a
hormonindukalt PtdIns(4,5)P,-deplécié ugyanakkora vagy még nagyobb aranyt volt,
mint az 5-foszfatazzal 1étrehozott, kivancsian vartuk, hogy milyen hatéassal lesznek ezek
a rendszerek a receptorinternalizaciora. Ezt ismételten a B,AR-Sluc és a Venus-Rab5
kozotti BRET kisérletekben teszteltiik, melynek soran e két konstrukcid mellett az
AT1R-FRB-mRFP ¢és az mRFP-FKBP-5-foszfatdz fehérjéket fejezték ki a vizsgalt
sejtek. A korabbi protokollnak megfeleléen a sejteket 5 percig eldkezeltiik DMSO-val
(kontroll), Ang Il-vel (100 nM) vagy rapamicinnel (300 nM), majd 1uM isoprenalinnal
ingereltiik a B,AR-t. A BRET-hanyados valtozéasat ezutan 15 percig kovettiik, és az

utolsd 5 mérési pontot atlagoltuk, az igy kapott értékeket mutatja a 35. dbra.
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34. dbra — Az AT R-FRB iltal létrehozott kétféle PtdIns(4,5)P,-deplécio dsszehasonlitasa BRET-tel

bontoképességét BRET kisérletekben, a 31. dbran mutatotthoz hasonlo felallasban vizsgaltuk, az energiatranszfert az
Lio-Venus-T2A és PLC31PH-Sluc fehérjék kozott mérve. HEK293T sejtekben az emlitett BRET-partnereken kiviil
az mRFP-FKBP-5-foszfataz konstrukcidt fejeztiik ki tranziens transzfekcioval, valamint az AT1R-FRB-mRFP (A)
vad tipusq, illetve (B) TSTS-AAAA mutans forméjat. A sejteket Ang Il-vel (100 nM, zold gorbék), illetve
rapamicinnel (300 nM, piros gorbék) kezeltiik, majd ionomicin (10 uM) hozzaadasaval értiink el teljes PtdIns(4,5)P,-

depléciot. Az adatokat a 17. dbrdn részletezett médon normalizaltuk. A gorbén n=5 fliggetlen kisérlet méréseinek
atlag + SEM értékei lathatok.

A vad tipusi AT;R-FRB-mRFP hasznélataval kapott eredményeink azt
mutattdk, hogy mind az ingerlés Ang II-vel, mind a rapamicinkezelés hatékonynak
bizonyult az internalizacio gatlasaban (35. dbra, bal oldal). Ezzel szemben a nem
deszenzitizalodd6 TSTS-AAAA mutans ATi;R-FRB-mRFP Angll-vel ingerelve nem
fejtett ki gatlo hatast a BoAR endocitozisara, mikozben rapamicin adasaval kivalthato
volt a gatlas ezzel a receptorral is (35. dbra, jobb oldal). A TSTS-AAAA mutans
esetében annak ellenére maradt el az internalizaci6 gatlasa Ang II ingerlés utan, hogy az
a rapamicinnel 1étrehozotthoz képest nagyobb mértékii PtdIns(4,5)P,-lebontast generalt
(34. dbra B). Ez utdbbi kiilonbség tehat az 5-foszfatazzal 1étrehozott és a hormon altal
indukalt PtdIns(4,5)P,-deplécio eltérd hatasat mutatja.
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35. dbra — Kiilonboz6 PtdIns(4,5)P,-depléciés rendszerek hatasa a p,AR BRET-tel mért internalizacidjara
beliili 6sszehasonlitasdhoz HEK293T sejteket transzfektaltunk a B,AR-Sluc-t, a Venus-Rab5-6t, valamint vad tipusa
AT R-FRB-mRFP-t (baloldali oszlopcsoport), illetve TSTS-AAAA mutins AT;R-FRB-mRFP-t (jobboldali
oszlopcsoport) kodold plazmidokkal. A sejteket 5 percig el6kezeltik DMSO-val (kék oszlopok), illetve Ang Il-vel
(100 nM, zold oszlopok) vagy rapamicinnel (300 nM, piros oszlopok), majd a receptorokat isoprenalinnal (1 pM)
ingereltik. A mért értékeket a 10. dbran részletezett mddon korrigaltuk a nem ingerelt sejtek értékeivel, majd az
ingerlés utani 10. és 15. perc kozotti 5 egymast kovetd mérési pontot kisérletenként atlagoltunk, és az igy kapott
értekek atlagat (+ SEM) abrazoltuk oszlopdiagramon. Az adatok statisztikai kiértékelését kétszempontos ANOVA
modszerrel végeztik, amely mind az AT,R tipusa, mind az alkalmazott kezelés szempontjabol szignifikans
kiilonbséget mutatott (p<0,05), és a két szempont koz6tti interakcio is szignifikansnak bizonyult. Bonferroni-féle
post-hoc teszttel a receptor tipusa szerinti csoportokon beliil a jelolt oszlopok kozott mutatkozott szignifikans
kiilonbség. n=3-6; ** p<0,01; *** p<0,001

85



DOI:10.14753/SE.2014.1948

6. MEGBESZELES

A sejtek felszinén talalhatd receptorok, koztik a G-fehérjéhez kapcsolt
receptorok (GPCR) ¢és receptor-tirozinkindzok (RTK) népes csaladjai is, szamos
fiziologias és patologids sejtfunkcidban jatszanak alapvetd szerepet. A plazmamembran-
receptorok miikddésének egyik fontos meghatarozodja a sejtfelszinen talalhato, és igy az
aktivalod ligandok szamara elérhetd receptorok szama, melyet a plazmamembranba
keriil6 és az onnan endocitozissal eltavolitott receptorok kozotti egyensuly hataroz meg
[112, 169, 170]. Az endocitdzis leginkabb ismert és legtobbet tanulmanyozott formaja a
CME, melyet a GPCR-0k, RTK-ok és szamos mas sejtfelszini fehérje is igénybe vesz a
sejt belsejébe valo bejutashoz [80, 112]. Habar a CME folyamatanak vannak altalanos,
minden szallitott protein esetében azonos mozzanatai [80, 83, 171], az endocitdzis soran
hasznalt adaptorfehérjékben, illetve az endocitotikus mechanizmus egyes részleteiben
jelentds eltérések mutatkozhatnak az egyes receptorok kozott [87, 172-174], ami felveti
a lehetdségét annak, hogy az egyes receptorcsalddok, s6t, egyes receptorok endocitdzisa
egyedi modon szabalyozodhat.

Szadmos tanulmany utal arra, hogy a plazmamembran foszfoinozitidjei, €s azon
beliil elsdsorban a PtdIns(4,5)P, szerepet jatszik a CME folyamataban. Egyrészt jo
néhany endocitézisban részt vevd fehérjérol Kimutattak, hogy rendelkezik
PtdIns(4,5)P,-ot kotni képes doménnel vagy molekularészlettel [94, 95]. Masrészt tobb
sejtes rendszerben is igazolast nyert, hogy a PtdIns(4,5)P, szintjének kiilonbozo
modszerekkel torténd, altalaban hosszutava csokkentése negativan befolyasolja a CME
folyamatat, illetve a modellként hasznalt receptor, legtobbszor a TfR endocitozisat [31,
127-129]. Hasonlo adatok a GPCR-ok tekintetében azonban munkam kezdetén még
nem alltak rendelkezésre.

Doktori sztondijasként elsdsorban arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy mi
torténik a GPCR-ok endocitdzisaval, ha a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjét akutan
csokkentjiik. Ennek vizsgalatahoz eldszor egy olyan rendszer feléllitasat tliztiik ki célul,
melyben molekularis interakciok segitségével kovethetd a receptorok endocitdzisanak
utja a plazmamembrantdl az endoszomaig, €16 sejtekben. A rendszer a molekularis
kozelséget nagy érzékenységgel detektalni képes BRET mddszeren alapult, melyben a
luciferdzzal jelolt receptor és kiilonboz6 sejtkompartmentekbe iranyitott, vagy a

receptorral kapcsolatba 1épd fehérjéket megjelold fluoreszcens molekulak kozott mért
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energiatranszfer valtozasa utalt a receptor mozgésara. Ezzel a megkozelitéssel sikertilt
detektalnunk harom GPCR (ATiR, 5HT,cR és B2AR) agonistaindukalt endocitozisat
harom kiilonb6z6 interakcid aspektusabol: a B-arresztin 2 receptorokhoz valo kotddése,
a receptorok eltavolodéasa fluoreszcensen jelolt plazmamembran-markerektdl, illetve a
receptorok megérkezése a Rab5-tel jellemezhet6 korai endoszomalis kompartmentbe.
Megprobaltuk az internalizacid egyik fontos korai Iépését, a receptorok
klatrinburkos godorbe (CCP) torténd athelyezddését is hasonlé modon detektalni. Mivel
a dolgozatban be nem mutatott, konfokélis mikroszkoppal készitett felvételeinken a
klatrin és az AP-2 adaptorkomplex egyik alegysége, a B-adaptin 2 is jol észlelhetd
kolokalizaciot mutatott az AT;R-ral ingerlést kovetden, joggal reméltiik, hogy ezen
molekulak valamelyikével sikerili BRET kisérletekben is kimutatni a receptor
megjelenését a CCP-kben. Erdekes modon azonban sem a klatrin, sem a B-adaptin 2
nem produkalt mérheté6 BRET-jelvaltozast sem az AT;R, sem az 5HT,cR partnereként,
ingerlés hatasara. Erre feltehetGen az szolgalhat magyarazatként, hogy a CCP-ben
kialakul6 nagy fehérjekomplexben nem optimalis a luciferdz enzim és a fluoreszcens

marker térbeli orientacidja az energiatranszfer kialakulasahoz.

Kisérleteinkben a plazmamembran jelolésére tobbfajta iranyitdszekvenciat is
alkalmaztunk: egyrészt a Lyn tirozinkinaz N-terminalis szekvenciajat (PM), illetve az
Lck fehérje hasonld szakaszat (Ljg), melyek elsdsorban a plazmamembran raft régidiban
helyezkednek el [151, 152]; masrészt az inkabb nem-raft régiokba lokalizalo, C-
terminalis KRas CAAX szignalszekvenciat [153, 175]. Az ATiR-t vizsgalva eltérd
BRET-jelvaltozasokat kaptunk a kétféle plazmamembran-marker esetében. Ingerlés
hatdsdra a PM-nél lathatdo azonnali BRET-jelcsokkenéssel szemben a KRas CAAX
esetében megfigyeltiink egy kezdeti emelkedést, ami tiikrézheti a receptor aktivalodast
kovetd, plazmamembran-mikrodomének kozotti mozgasat. G-fehérjét nem aktivalod
DRY-AAY, illetve a C-terminalis szakaszon foszforilalodni nem képes és igy nem
internalizalod6 TSTS-AAAA mutans AT;R-0K hasznalataval kimutattuk, hogy ez az
aktivalodast kovetd mozgés feltehetden a G-fehérje aktivalasatol fliggd modon jon 1étre,
nem szikséges hozza azonban a receptor internalizaciot indukald foszforilacidja. Ezt

megerdsitették tovabbi, a dolgozatomban bemutatasra nem keriilt kisérletek is: a vad
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tipusi AT1R-t olyan agonistaval ingerelve, amely nem okoz G-fehérje aktivalodast,
szintén azonnal csokkenni kezd a receptor és KRas CAAX kozotti szignal.
Megvizsgaltuk ugyanezen membranjel6ld molekuldk kapcsolatat mas
plazmamembran-receptorokkal is: a szintén Gg-fehérjéhez kapcsolt SHT,cR-ral és a
tirozinkinaz aktivitasi EGFR-ral. Ebben a két esetben nem lattunk az AT1R-ra jellemzd,
ingerlést koveté emelkedést a receptor és KRas CAAX kozotti szignalban. Ugy tiinik
tehat, hogy az aktivalast koveto receptormozgas eltérd lehet az egyes plazmamembran-
receptorok esetében. Fontos azonban megjegyezni, hogy ezen kisérletekben nem
zarhato ki, hogy a BRET-hanyados valtozasa nem a receptorok, hanem a fluoreszcensen
jelolt markermolekula mozgasat reflektalja, igy ezek az eredmények mindenképpen

tovabbi megerdsitést igényelnek.

Ahogy korabban mar kifejtettem, a PtdIns(4,5)P, alapvetd szerepéhez a CME
folyamataban nem férhet kétség, igy nem volt varatlan a GPCR-ok endocitozisanak
PtdIns(4,5)P,-tol valo fiiggése. A PtdIns(4,5)P,-nak az endocitozis egyes 1épéseiben
betdltott szerepe, illetve a kiillonb6zd receptorok endocitozisdhoz vald hozzajarulasa
egyeldre nem eldontott kérdések, mint ahogy az sem, hogy mely 1épések tudnak
végbemenni alacsony PtdIns(4,5)P,-szintek mellett. Munkdm ezen kérdések
megvalaszolasdhoz szolgéltat 1) informaciét. BRET-en alapuld kisérleteinkben
kimutattuk, hogy a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-deplécidja teljes mértékben gatolta
az ATiR (és mas GPCR-ok) megjelenését a korai endoszomdban. Az internalizicio
kezdeti 1€péseit azonban, mint a B-arresztin 2 kotdédését a foszforilalédott receptorhoz,
ezen foszfoinozitid hidnya nem befolyasolta. Ez azért fontos eredmény, mert a GPCR-
okat foszforilalé kinazokrol, illetve a B-arresztin 2-rél is kimutattak, hogy képesek
PtdIns(4,5)P,-ot kotni [167, 176, 177]. Erdekes modon a PtdIns(4,5)P; lebontasa csak
részben volt képes gatolni a receptorok -eltdvolodasit a PM-Venusszal jelolt
plazmamembran-régiokbol. Ez felveti annak lehetdségét, hogy aktivalodas utan a
receptorok elhagyjak eredeti helyiiket és eljutnak egy bizonyos pontig az endocitdzis
folyamataban, még jelentésen csokkent plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szint mellett is.
A lipiddeplécié utan is megmaradd mozgas megfelelhetne a korabban leirt,
plazmamembran-mikrodomének  kozotti  feltételezett ~mozgasnak is.  Ennek

ellentmondani latszik, hogy PtdIns(4,5)P, hidnyaban az e modell szerint szintén a
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mikrodoménvaltést jelz, KRas CAAX doménnel mérhetd kezdeti emelkedés elmarad.
Hozza kell tenni azonban azt is, hogy az alacsony PtdIns(4,5)P,-szint feltehetden gatolja
az aktivalt Gg-fehérjén és PLCB-n keresztiili jelatvitelt, ami a mutans receptorral kapott
eredményekkel 6sszhangban oka lehet a mikrodoménvaltas elmaradasanak.

Az az eredmény, hogy az AT1R-ok Ptdins(4,5)P; hianyaban is képesek voltak a
klatrinnal kolokalizalo, a CCP-knek megfeleltethetd klaszterekbe rendezddni a
plazmamembran mentén, arra utal, hogy a lipiddeplécio ezeknek a godroknek inkabb a
lefiiz6dését akadalyozza, semmint a képzddésiiket. Ezek az eredmények jol
egybevagnak annak a munkacsoportnak a kisérleteivel, melyekben a PtdIns(4,5)P,
deplécioja gatolta a TfR-nak az AP-2 komplex altal medialt, membranon beliili lateralis
mozgasat, de nem befolyasolta a CCP-k 0Osszeszerelodését [133]. Egy masik
munkacsoport pedig €lesztésejtekben vizsgalddva jutott arra a kovetkeztetésre, hogy a
PtdIns(4,5)P, sziikséges a CCP-k lefliz6déséhez, de a képzddésiik a lipid hianyaban is
megmarad [178]. Ezekkel latszolag szemben all két masik tanulmany, melyekben azt
talaltak, hogy a PtdIns(4,5)P;, akut lebontasa az endocitotikus CCP-k elvesztésével jar
nyugvé sejtekben [128, 130]. A latszolagos ellentmondas feloldhatd azzal, hogy az
endocitotikus komplex kialakulasa nem fiiggetlen a szallitandé molekulaktol, sét, a
»szallitmany” maga is hozzajarulhat a CCP-k stabilizalasahoz [179], és igy
befolyasolhatja az endocitozis PtdIns(4,5)P,-fliggését. Fontos kiemelni, hogy az emlitett
tanulmanyok, melyekben a PtdIns(4,5)P, lebontasa a CCP-k szétesését (vagy
keletkezésének gatlasat) okozta, nyugvo sejtekben vizsgaltak a folyamatot, mig mi a
kisérleteinkben az ATR aktivacioja altal kivaltott CCP-képzddést vizsgaltuk.

Annak eldontésére, hogy ezek az eredmények az AT;R-ra specifikus
jellegzetességek, vagy altalanosabb érvénnyel birnak, megismételtik a BRET-es
kisérleteket mas GPCR-okkal is: az AT1R-hoz hasonléan Gq-fehérjét aktivalo SHT,cR-
ral, illetve a Gs-kapcsolt B,AR-ral. Mindkét receptornal az AT;R-hoz nagyon hasonld
hatdsokat lattunk minden vizsgalt kolcsonhatds esetében: a receptorok megérkezését a
Rab5-tel jelzett kompartmentbe teljesen gatolta a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-
szintjének csokkentése; mig a PM-Venusszal mért valtozdsokban mindkét receptornal
csak részleges gatlast okozott. Emlitésre méltd, hogy ez utobbi gatlas elsésorban
késébbi idopontoknal (a megfeleld agonistaval tortént ingerlés utan 2-3 perccel) jelent

meg, ami egybevag azzal a kovetkezetésiinkkel, hogy az endocitozis elsé 1épései
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PtdIns(4,5)P,-tol fiiggetlenck. Nagysagat tekintve a receptorok €s a f-arresztin 2 kozotti

cres

crcr

kifejtett, altalunk mar korabban leirt gatlo hatasat [132] BRET-es rendszeriinkben is
megerdsiteni, kvantifikalni. Ez sikeriilt mind az EGFR és a PM-Venus kozotti
interakcid, mind az endoszéma-jelolésre ebben az esetben a Rab5 helyett hasznalt
WDFY2 FYVE domén esetében. A GPCR-okkal ellentétben azonban az EGFR
endoszoémaba jutasa nem szlint meg teljes mértékben PtdIns(4,5)P, hianyaban sem, ami
felveti annak lehetdségét, hogy az EGFR klatrintol fliggetlen internalizaciojat [180]
esetleg nem befolyasolja a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintje, illetve hogy az egyes
receptortipusoknal mas-mas szinten jelentkezhet a PtdIns(4,5)P,-t61 valo fiiggés.

Jol ismert és alaposan koriiljart tény, hogy a dinamin molekula alapvetéen fontos
a Kklatrinburkos vezikuldk lefiiz6déséhez, és ebben a PH doménjén keresztiili
PtdIns(4,5)P,-kotése is szerepet jatszik [90-92]. Ennek fényében az eredményeink
legkézenfekvobb  magyarazata az lehetne, hogy a PtdIns(4,5)P,-depletalt
plazmamembranban a dinamin mikodésének zavara okozza az endocitdzis gatlasat.
Mindazonaltal a kdzelmultban j6 néhany olyan tanulmany latott napvilagot, melyekbdl
a CCP-k membranbol vald lefiiz6désig tartd érési folyamata egy komplex
eseménysorozatként rajzolodik ki, és ennek részét képezi egyebek mellett bizonyos
inozitollipid-modositd enzimek megjelenése és eltiinése is [33, 35]. Erre egy példa,
hogy a PtdIns(4,5)P, defoszforilalasa a membran erésen gorbiilt részein az 5-foszfataz
aktivitasu szinaptojanin 1 egyik izoformaja (Synj1-145) altal elésegitette a membranrol
valo leflizodést [34]. Azt is kimutattak, hogy ez a szinaptojanin izoforma nincs jelen a
CCP-kben azok teljes élettartama soran, csupan kozvetleniil a vezikulalefiizodés el6tt
jelenik meg benniik [32]. Egy masik tanulmany arr6l szamol be, hogy a SHIP2 — egy 5-
foszfataz, amely képes lebontani a PtdIns(4,5)P,-ot — gatolni tudja a CCP-k
dinamikajat, ezzel megerdsitve azt, hogy a PtdIns(4,5)P, sziikséges a CCP-k éréséhez.
Gatlo hatasanak kifejtéséhez a SHIP2 a kezdeti szakasztdl jelen van a CCP-kben, de a
leftizédés el6tt tavozik [36]. Azt is kimutattak, hogy a PtdIns(4,5)P,-ot eldallito PIPKIy
enzim kozvetleniil kapcsolodik az endocitotikus AP-2 komplexhez [96, 97]. Erdekes

moddon ez a kapcsolat a klatrinon keresztiil is szabalyozodhat, mert a polimerizalodo
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klatrinkosar eltavolithatja az enzimet az AP-2 komplextdl, ezaltal véget vetve a
PtdIns(4,5)P,-termelésnek ¢€s lehetévé téve a PtdIns(4,5)P,-szint csokkenését, ahogy a
klatrinburok Osszeszerel6dése halad elére [17]. Ezekbdl az eredményekbdl az szilirhetd
le, hogy a PtdIns(4,5)P, eltinése és ujra megjelenése koordinalja a CCP-k éréséhez
szlikséges fehérjék egymads utdni toborzasat, de a folyamat végén sziikség van a
PtdIns(4,5)P, jelenlétére a leflizodés elinditasahoz. Bethoney €s munkatarsai egy nem
régen megjelent tanulmanyban azt vetették fel, hogy a dinamin képes a PtdIns(4,5)P;
molekuldkat Osszegylijteni a CCP-k nyaki részén, ami dontd szerepet jatszhat a
leftizédés elinditasaban [181]. Ez alapjan felmeriil, hogy a lefiizdést végzé komplex
Osszeallasa és aktivalodasa PtdIns(4,5)P,-fiiggd 1épése lehet az endocitdzisnak, ami az
altalam bemutatott eredményekkel is 6sszhangban all.

Felmeriilhet magyarazatként a PtdIns(4,5)P, deplécidja mellett tapasztalt eltérd
mértékii gatlasra a Rab5 és PM molekulak esetében, hogy PtdIns(4,5)P, hianyaban a
receptorok részben internalizalodnak, de egy Rab5-negativ kompartmentbe kertilnek.
Ezt adataink alapjan nem zérhatjuk ki, egy friss kézlemény talalt is olyan receptort (a
luteinizaldbhormon-receptort), amely képes Rab5-fiiggetlen modon internalizalni [182].
Ebben a kozleményben azonban az altalunk is vizsgalt B,AR Rab5-fliggd ttvonalon
internalizalt a korai endoszomakba. Ezenkiviil a konfokalis mikroszkopos adataink arra
utalnak, hogy a receptorok leginkabb a plazmamembranban vagy annak kozvetlen
kozelében maradnak PtdIns(4,5)P, hianyaban. A Rab5 mellett hasznaltunk mas korai
endoszomalis markert is: a WDFY2 fehérje FYVE doménjét, amely nem mutat
kolokalizacidt a Rab5-tel, és feltételezik, hogy egy a plazmamembranhoz kozelebbi
endoszomalis kompartmentet jelol [161]. Eredményeink alapjan ezzel a markerrel sem
jon létre BRET-jelemelkedés PtdIns(4,5)P,-deplécio utan a GPCR-ok esetében.

A IV-es tipusi 5-foszfatdz (INPPSE), melynek katalitikus doménjét a
PtdIns(4,5)P,-deplécids rendszeriinkben hasznaltunk, a PtdIns(3,4,5)P; molekulat is
képes defoszforilalni az 5-6s pozicidban [37]. Igy nem zarhato ki teljesen az a
lehetdség, hogy eredményeink nem a PtdIns(4,5)P,, hanem a PtdIns(3,4,5)P;
lebontasanak kovetkezményei. Mindazonaltal a PtdIns(3,4,5)Ps-ot szintetizalo PI3K-ok
gatlasa wortmanninnal nem befolyésolja érdemben az endocitotikus CCP-k dinamikajat
[183], és — ami még fontosabb — nem gatolja az AT1R internalizaciojat [149], igy joggal
feltételezhetjiik, hogy a tapasztalt gatlas a PtdIns(4,5)P, hianyabol adodott.
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Az altalunk hasznalt 5-foszfataz a PtdIns(4,5)P,-ot PtdIns(4)P-ta alakitja, igy az
is felmeriilnet, hogy a latott hatasokat nem az eldbbi lipid hianya, hanem az utobbi
felszaporodasa valtja ki. Ez kiilonosen annak fényében lehet érdekes, hogy a
PtdIns(4)P-r61 az utobbi idében egyre elfogadottabba valik, hogy ©nalld
szabalyozomolekula, és nem csupan a PtdIns(4,5)P, eldalakja [134]. Kisérleteink
azonban arra utalnak, hogy ebben az esetben nem errdl van sz6. Amikor
heterodimerizacios rendszeriinkkel a 4-foszfataz aktivitast Sacl enzimet helyeztiik a
plazmamembranba, amely a PtdIns(4,5)P,-0t nem bontja, és ezzel szelektiven a
PtdIns(4)P szintjét csokkentettiik, nem tapasztaltunk gatlast a f,AR endocitoézisaban. A
PtdIns(4)P és PtdIns(4,5)P, egyiittes lebontasa azonban 1étrehozta a gatlast, tehat az 5-
foszfataz hasznalatakor a hatdsért nem a felszaporodé PtdIns(4)P felelt. Bar a
PtdIns(4,5)P, és PtdIns(4)P helyettesithetik egymast bizonyos funkciokban, példaul
egyes ioncsatornak szabalyozasaban [70], de kisérleteinkbdl az is lathatd, hogy a
GPCR-ok endocitozisaban a PtdIns(4,5)P, szerepel, ami megfelel az irodalmi
konszenzusnak.

A plazmamembran-receptorok aktivalodasa gyakran egyiittjar a PtdIns(4,5)P,-
szint csOkkenésével, €s szdmos adat utal arra, hogy ebben egy hormonszenzitiv
lipidkészlet jatszik szerepet [11, 168, 184]. Az azonban, hogy ez mennyire kiiloniil el a
plazmamembran  altalanos  lipidkészletétdl, nem  tisztdzott.  Kisérleteinkben
megvizsgaltuk, hogy a PtdIns(4,5)P, hormon altal indukalt és PLCP altal medialt
hidrolizise képes-e az 5-foszfatdzzal létrehozott deplécidhoz hasonléan gatolni egy
GPCR (esetiinkben a B,AR) endocitézisat. A PLCB-n keresztiili lipidbontashoz az
AT R-t hivtuk segitségiil. Sikeriilt megmutatnunk, hogy amennyiben a hormonindukalt
PtdIns(4,5)P,-lebontast az internalizaciora nem képes mutans ATiR-ral hoztuk létre, a
B2AR endocitozisa annak ellenére sem volt gatolt, hogy a deplécid (lipidkotd
fehérjedoménnel mérheté) mértéke nagyobb volt, mint az 5-foszfatazzal létrehozott,
mar jelentds endocitozisgatlast okozo lipidlebontds esetében. Ez az eredmény a korabbi
felvetésekkel Gsszhangban arra utal, hogy kiilonb6z6 PtdIns(4,5)P,-készletek lehetnek
sziikségesek a receptorok altal elinditott jelatvitelhez és a receptorok endocit6zisahoz.
Ezzel egybevagnak az AT;R G-fehérjét nem aktivaldo mutansaval (DRY-AAY) végzett
kisérleteink, melyekben az endocitdzis mértéke 0sszességében nem volt nagyobb a vad

tipusu receptorhoz képest, a receptor és plazmamembrant jelolé molekuldk (PM),
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valamint a receptor és Rab5 kozotti energiatranszfert mérve. Megjegyzendd azonban,
hogy az ingerlést kdvetd elsé néhany percben mindkét emlitett mérésben kissé nagyobb
volt a jelvaltozas mértéke a DRY-AAY mutansnal (13. abra B és C). Ez tlikrozheti
esetleg a receptor aktivalodasat kovetd jelentés mértéki PtdIns(4,5)P;-lebontas gatld
hatasat (amely tehat elmarad a DRY-AAY esetében, gyorsabb jelvaltozast idézve eld).
A késobbi idépontokban azonban ez a kiilonbség kiegyenlitddik, s6t, a PM-Venus
esetében megfordul, annak ellenére, hogy méréseink szerint az AT;R aktivalodasat
kovetden a PtdIns(4,5)P, szintje a kiinduldsi értéknél tartésan alacsonyabb lesz (34.
abra).

Erdekes médon a vad tipusa ATiR ingerlése képes volt gatolni a PB,AR
endocitdzisat, amit a fentieck fényében kétféleképpen értelmezhetink. Az egyik
lehet6ség, hogy a vad tipustt AT;R aktivalodasat kovetéen elmozdult az endocitotikus
membranrészek felé, és igy ott hozta létre a lipidbontést, ahol az gatolni tudta a masik
receptor endocitozisat. A masik lehetéség, hogy az AT;R nem a lipidbontason keresztiil,
hanem kompetitiv mdédon, a sajat endocitdzisa révén korlatozta a masik receptor
hozzaférését az endocitotikus gépezethez. Ez nem lenne meglepd az altalunk hasznalt
rendszerben, ahol a receptorokat tranziens transzfekcidval fejezziik ki, a fiziologidsnal
joval nagyobb mértékben, de az endocitézishoz ezek a receptorok a sejtek endogén
endocitotikus fehérjekészletét hasznaljak; ilyen koriilmények kozott mar megfigyeltek
versengést mas receptorok esetében [185]. Elvégzett kisérleteink a két emlitett lehetdség
kozott nem tudnak kiilonbséget tenni, igy a kérdés megvalaszolasa tovabbi vizsgalodast

igényel.

Végiil, de nem wutols6 sorban munkdnk fontos részét képezte a
heterodimerizacion alapul6 lipiddeplécios rendszer fejlesztése. A rendszer miikodéséhez
sziikséges két fehérje virdlis T2A szekvencian keresztiili 0sszekotésével elértiik, hogy
azok egyetlen plazmidbol kifejezheték legyenek, és ekvimolaris mennyiségben
termelddjenek. A PtdIns(4,5)P,-deplécio sejtpopulaciok szintjén mérve az uj rendszerrel
is az eredetihez hasonld mértékli maradt, és a kifejez6dé fehérjék azonos aranya
kiszamithatova teszi a varhatd deplécid mértékét (természetesen az expresszios szint
fliggvényében), ami jelentds elérelépést jelent, kiillondsen az olyan kisérleteknél, mint

az egysejtes szinten végzett konfokalis mikroszkopia.
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7. KOVETKEZTETESEK

Munkédm sordn plazmamembran-receptorok aktivalodast kovetd mozgasat és
endocitozisat vizsgaltam, illetve a foszfoinozitidek szerepét ezekben a folyamatokban.

Eredményeink alapjan az alabbi kdvetkeztetések vonhatok le:

e Kialakitottunk egy olyan rendszert, amellyel ¢él6 sejtekben, molekularis
kolcsonhatdsok sorozatanak vizsgalataval kovethetd a plazmamembran-

receptorok aktivalodas utani membranon beliili mozgasa, illetve endocitozisa.

e Eredményeink felvetik annak a lehet6ségét, hogy a vad tipusu ATi;R nem
egyenletesen oszlik el a plazmamembranban, hanem  specifikus
mikrodoménekben talalhatdo meg, és aktivalodasa utan (de internalizacioja el6tt)
a plazmamembranon beliili eloszlasa megvaltozik, melyhez feltehetden
sziikséges a G-fehérje aktivalodasa. Az ATiR-ra jellemz6 plazmamembranon
beliili valtozasok nem jelennek meg az 5HTycR, illetve az EGFR aktivalédasa

utan.

e Megmutattuk, hogy az AT;R és két masik G-fehérjéhez kapcsolt receptor (B2AR
¢s SHT,cR) ingerlést kovetd endocitézisa soran a B-arresztin 2 kotddése a
receptornoz  PtdIns(4,5)P,-tol fiiggetleniil megy végbe. A PtdIns(4,5)P;
lebontasa a receptorok plazmamembrantol valo eltavolodasat részlegesen, korai
endoszomaban vald megjelenésiiket pedig teljesen gatolta. Kimutattuk, hogy
PtdIns(4,5)P; hianyaban az aktivalt AT;R eljut a plazmamembran klatrinburkos
struktaraiba, de azok érése és/vagy a klatrinburkos vezikulak leflizédése a
plazmamembranrol gatolt. Kisérleteinkben megerdsitést nyert, hogy a
PtdIns(4)P nem sziikséges a B,AR aktivalodast kovetd endocitézisahoz, és nem

képes potolni a hianyzo PtdIns(4,5)P, funkcidjat a folyamatban.

e Megallapitottuk, hogy az 5-foszfataz segitségével létrehozott PtdIns(4,5)P,-
deplécioval szemben az internalizaciora nem keriilé6 mutans AT;R-on keresztiil,
a PLCP aktivalasaval kivaltott foszfoinozitid-lebontas nem képes gatolni a f,AR
endocitozisat. Ez az eredmény alatamasztja azt a korabbi felvetést, mely szerint
a plazmamembranban funkcionalisan elkiiloniil6 PtdIns(4,5)P;-készletek

lehetnek jelen.
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8. OSSZEFOGLALAS

A sejtek kiilsé ingerekre adott valaszkészségét alapvetéen befolyasolja a
felsziniikon talalhato receptorok szama, melyet az oda kikertiild, és onnan endocitdzissal
eltavolitott receptorok dinamikus egyenstlya hatdroz meg. A plazmamembran
citoplazmatikus oldalan talalhat6 foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatrol [PtdIns(4,5)P2]
jol ismert, hogy szamos mas sejtmikodés mellett az endocitozis szabalyozasaban is
részt vesz, de ezen funkcidjanak még nem minden részlete tisztazott.

Kisérleteinkben el6szor egy olyan rendszer kidolgozasara torekedtiink, melyben
a molekularis kozelséget érzékenyen kimutatd biolumineszcencia rezonancia
energiatranszfer (BRET) felhasznalasaval kovetni tudjuk plazmamembran-receptorok
aktivalodas utani, membranon beliili mozgasat, illetve endocitdzisuk egymast kovetd
molekularis interakcioit é16 HEK293 sejtekben. Ezen rendszer segitségével sikeriilt
kimutatnunk, hogy az 1-es tipusu angiotenzinreceptornak (AT;R) ingerlést kovetden
eltéréen valtozik a kiilonb6zd plazmamembran-mikrodoméneket jel6lé molekulakkal
vald kapcsolata, ami feltehetéen a G-fehérje aktivalasatol fliggd folyamat, és altalunk
vizsgalt mas receptorokban (SHT,cR és EGFR) nem figyelhet6 meg.

Tovabbi kisérleteinkben arra kerestiik a vélaszt, hogy milyen szerepet jatszik a
PtdIns(4,5)P, a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok endocitozisaban. Ehhez a
plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjét egy 5-foszfataz domén akut és indukalhato
plazmamembréanba vald athelyezésével csokkentettiik, és a receptorok endocitézisdnak
Iépéseit a mar emlitett BRET-alapi modszerrel kovettiik. Megallapitottuk, hogy a
PtdIns(4,5)P, deplécigja meggatolja az altalunk vizsgalt G-fehérjéhez kapcsolt
receptorok (ATiR, 5HT,cR és B,AR) aktivalodast kovetd megjelenését a korai
endoszomaban, a B-arresztin 2 kotddése a receptorokhoz azonban PtdIns(4,5)P,-tol
fliggetlentil megy végbe. Konfokalis mikroszkoppal megmutattuk, hogy az ATiR
aktivalodas utan PtdIns(4,5)P, hianyaban is képes klasztereket képezni a
plazmamembran Klatrinburkos strukturaiban, de a sejt belsejébe nem jut be.

Kimutattuk, hogy a plazmamembran PtdIns(4)P szelektiv lebontasa nem
akadalyozza meg a B2AR endocitdzisat, és az 5-foszfatazzal 1étrehozottal ellentétben a
foszfolipaz C aktivalasan keresztiil eldidézett PtdIns(4,5)P,-lebontas sem gatolja a
receptorendocitozist. Ez utobbi eredmény a plazmamembranban funkciondlisan

elkiiloné PtdIns(4,5)P,-készletek jelenlétét valdszintsiti.
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9. SUMMARY

Responsiveness of cells to external stimuli is substantially affected by the
number of receptors on the cell surface which in turn is determined by the dynamic
balance between the delivery of receptors to the plasma membrane and their removal by
endocytosis. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [PtdIns(4,5)P,], located on the
cytoplasmic leaflet of the plasma membrane, has been shown to regulate endocytosis
among several other cellular functions. However, not every detail of its role in this
process is clear yet.

In our experimental work we aimed to develop a set-up for the monitoring of
post-stimulatory receptor movement both within the plasma membrane and along the
endocytic route by measuring molecular proximity with the highly sensitive method of
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) in live HEK293 cells. Using this
set-up we managed to show that type 1 angiotensin receptor (ATi:R) produces
differential signal changes upon stimulation with markers labeling different plasma
membrane microdomains. We found this process to be dependent on G protein
activation but did not observe similar changes with other investigated receptors
(5HT2cR and EGFR) in our system.

In further studies we addressed the role of PtdIns(4,5)P, in G protein-coupled
receptor (GPCR) endocytosis. We used the acute and inducible recruitment of a 5-
phosphatase domain to the plasma membrane for depletion of PtdIns(4,5)P, there and
followed receptor endocytosis under these conditions with the help of the above
mentioned BRET-based method. We concluded that while Ptdins(4,5)P,-degradation
prevented the appearance of the GPCRs examined (i.e. AT1R, 5SHT,cR and B,AR) in the
early endosome after stimulation, it had no effect on their interaction with B-arrestin 2.
Using confocal microscopy we showed that activated AT;Rs are able to cluster along
the plasma membrane into clathrin-containing structures even in the absence of
PtdIns(4,5)P, but cannot enter the cells under these conditions.

We found that selective elimination of PtdIns(4)P from the plasma membrane
did not affect the endocytosis of B,AR. In contrast with the 5-phosphatase-induced
method Ptdins(4,5)P,-depletion elicited by the activation of phospholipase C did not
inhibit receptor endocytosis. These data suggest the existence of functionally distinct

PtdIns(4,5)P, pools in the plasma membrane.
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