Az NF 68563 szamu tamogatas szakmai beszamolodja

Kutatasunk elsoédleges célja plazmamembranban talalhaté foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat
(PtdInsP,) jelent6ségének vizsgalata, ezen belill a G fehérjéhez kapcsolt receptor internalizacio
szabalyozasban betoltott esetleges szerepének kimutatasa volt. Ehhez az altalunk kordbban
kidolgozott, Ugynevezett PtdInsP, deplécidos rendszert hasznaltuk, amely a rapamicin-fliggd
heterodimerizacios rendszer felhasznalasaval, egy 5-foszfataz aktivitdsu enzim plazmamembranhoz
iranyitasaval a plazmamembran PtdInsP, szintjének gyors és jelentds csokkenését hozza létre.
Tovabbi célként tliztiik ki e rendszer fejlesztését egyrészt abba az irdanyba, hogy alkalmazasaval
lehet6vé valjék mas membranok inozitol lipid szintjének valtoztatdsa, masrészt pedig alkalmassa
kivantuk tenni a heterodimerizacios rendszert intracellularis sejtorganellumok kozotti kapcsolat
akut létrehozasara. Végezetiil vallaltuk, hogy felépitiink egy sokoldalt, széles korben hasznalhatd
fluoreszcens képalkotd rendszert. Az emlitett célok teljesitésének érdekében, a munkatervnek
megfeleléen az alabbi eredményeket sikeriilt elérniink:

1. A rapamicin-fiigg6 lipid deplécios rendszer fejlesztése

1.1 A Golgi membran foszfatidilinozitol 4-foszfat (PtdIns(4)P) szintjének csokkentésére alkalmas
rendszer kidolgozasa

Az inozitol lilpidek koziil a Golgi membranban legnagyobb mennyiségben a foszfatidilinozitol 4-
foszfat (PtdIns(4)P) van jelen. A lipid jelentdségének vizsgalatara, a korabban beallitott
plazmamembran PtdInsP, deplécids rendszerbdl kiindulva, egy, a Golgi PtdIns(4)P csokkentésére
alkalmas molekularis rendszert kivantunk létrehozni. Ehhez az FRB domént a TGN38-as proteinhez
kotottik, mig 4-foszfatazként a Sacl foszfatdz enzimaktivitdsért felelés doménjét (2-516)
hasznaltuk. Ez utobbit a korabbi gyakorlatnak megfelelden épitettiik be az FKBP-mRFP fuzios
fehérjébe. A Golgi PtdIns(4)P szintjének valtozasat a Golgi PtdIns(4)P szint mérésre specifikusan
kifejlesztett OSH1 fehérje PH doménjének transzlokacidjaval ellendriztiik, és megallapitottuk, hogy
rapamycin adasaval csokkenthetd a transz-Golgi PtdIns(4)P mennyisége. Tamas Balla
munkacsoportjaval (NIH, Bethesda, USA) végzett kollaboracié keretében megallapitottuk, hogy a
Golgi membran PtdIns(4)P mennyiségének csokkentése szamos adapter fehérje Golgi lokalizaciojat
gatolja (clathrin, GGA1l, GGA?2), illetve kimutattuk, hogy e gatlas kovetkezményeképpen a Golgi-
plazmamembran ¢és Golgi-késéi endoszoma ttvonalakon keresztiili transzport is jelentdsen
csokkent. Tovabbi eredmény, hogy a Golgi PtdIns(4)P szint csokkentése a plazmamembran
PtdInsP, mennyiségének érdemleges esését eredményezi, ami egyértelmiien bizonyitja e két
inozitol lipid kompartment kapcsolatat.
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1.2 A plazmamembréan PtdInsP, deplécios rendszer fejlesztése

Az eredeti PtdInsP, deplécidos rendszer két konstrukcid egyiittes expresszidjat teszi
sziikségessé, amelyek két kiillon plazmidban vannak kodolva. Bar a kotranszfekcio soran a két
plazmid nagy valosziniiséggel jut be ugyanazon sejtbe, a fehérjék expresszids aranya sejt €s sejt



kozott jelentds eltérést eredményezhet, ami aztan nagymértékben befolyasolja a PtdInsP, deplécio
mértékét. Ezt a jelenséget, illetve az ebbdl adodo, valtozé mértékii lipid deplécio kellemetlen
kovetkezményét az egysejtes munkaink soran folyamatosan észleltiik. Megoldasként a rendszert
olyan iranyba terveztiikk fejleszteni, hogy legalabb az expresszalt fehérjék mennyiségének aranya
minden sejtben allandd legyen. Ehhez a két fehérjét kodold szekvencidkat egyetlen plazmidba, az
IRES szekvenciat tartalmazo, ugynevezett bicisztronos vektorba épitettiik be. Valtoztatva a
szekvenciak sorrendjét, végiil sikeriilt olyan konstrukciot késziteni, amely esetében a tranziens
transzfekciot kovetden a sejtek egy részében megvalosult a rapamycin-fiiggé PtdInsP, deplécio,
azonban az alacsony 5-foszfataz expresszid kovetkeztében, még a legnagyobb expressziot mutato
HEK?293 sejtvonal esetében is, csak igen kis szazalékban. Ezek a probalkozasok tehat nem
eredményeztek megnyugtatd, a stabil sejtvonal vagy genetikusan modositott allat készitését
lehetévé tevé megoldast.

2. Sejtorganellumok kozotti kapcsolat rapamicin-fiiggo kialakitasa

A lipid deplécios rendszer fejlesztése soran sikeresen megoldottuk a fehérjék kiilonféle
organellumok citoplazmatikus felszinére (sejtmembran, ER, mitokondrium, korai endoszéma,
Golgi) torténd iranyitasat. Felmeriilt, hogy abban az esetben, ha a rapamycin-fiiggo
heterodimerizacios rendszer két tagjat, az FRB-t és az FKBP-t két kiillon membranhoz kotjiik,
rapamycin addsaval vajon Ilétrehozhaté-e kapcsolat az adott membranok, azaz kiilonb6zo
sejtorganellumok kozott.

2.1 Plazmamembran és endoplazmas retikulum kozotti kapcsolat Iétrehozéasa

Elséként a plazmamembran belsé felszinéhez iranyitott FKBP és az endoplazmas retikulum (ER)
citoplazmatikus felszinéhez kotott FRB-vel probalkoztunk. Rapamicin adasat kdvetéen perceken
beliil jellegzetes foltok, jelentek meg, amelyekrdl konfokalis vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy
az ER membran és a plazmamembran 6sszefekvésnek feleltethetok meg. Ezzel a beavatkozassal, az
alkalmazott fehérjék méretére épiild becslés alapjan, kb. 5 nm-es mesterséges kapcsolat jott 1étre a
két membran kozott. Megallapitottuk, hogy a fehérjékben az FRB/FKBP illetve a target
szekvencidk kozotti linker valtoztatdsaval ez a tavolsag akar 15 nm-re novelhetd. A modszer igen
hasznosnak bizonyult a kapacitativ Ca®" bearamlasért felelés STIM1 és Orail fehérjéket tartalmazo
fehérjekomplex méretének megitélésében. E méret és a STIM1/Orail fehérjék feltételezett
méretének Osszevetésébol arra kovetkeztettiink, hogy belsé Ca®* raktarak iiritése kovetkeztében
kialakulo fehérjekomplex a STIMI1 és Orail fehérjéken kiviil egyéb fehérjéket is tartalmaz. A
témakoron beliil, a kapacitativ Ca®" influx szabalyozasanak vizsgalata soran, ugyancsak a Balla
laborral kollaboracioban megallapitottuk, hogy a plazmamembran PtdInsP, szintjének valtozasa
nincs hatassal a kapacitativ Ca®" bearamlésra, azonban a plazmamembran PtdIns(4)P tartalma
fontos szerepet jatszik annak szabalyozasaban.
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2.2 Mitokondrium és ER, illetve mitokondrium és plazmamembran kézotti kapcsolat Iétrehozasa

Az AKAP fehérje 34-63 aminosavainak felhasznalasaval a mitokondrium kiils6 membranjanak
citoplazmatikus felszinéhez iranyitott FKBP és a plazmamembranhoz, valamint az ER-hoz kotott
FRB alkalmazasaval sikeriilt rapamycin-fiiggé kapcsolatot 1étrehozni a mitokondriumok és az ER,
illetve a mitokondriumok €s a plazmamembran kozott, amit elektronmikroszkopos felvételekkel is
igazoltunk. Kimutattuk, hogy a kapcsolat kialakulasa egylitt jar a kapcsolat kialakitasaért felelds
fehérjék koncentralodasaval ezekben az ugynevezett kontakt pontokban, ami egyben lehetdvé tette,
hogy kicserélve a fluoreszcens fehérjéket a Ca*" érzékeny fehérje szenzorral (pericam), ezekben a
jol definialhaté régiokban meghatarozzuk a lokalis Ca®" koncentracidt. A megfeleld konstrukciok
elkészitését kovetéen maguk a Ca®™ mérések Dr. Gyorgy Hajnéczky munkacsoportjaval
kollaboracioban késziiltek (Thomas Jefferson University, Philadelphia, USA). Megallapitottuk,
hogy a mitokondrium ¢s az ER ko6z6tti térben a Ca’" koncentracié mikromolaris értéket ér el, igy
sikeriilt direkt modon bizonyitanunk a Ca*" mikrodomének létezését. Megallapitottuk tovabba, hogy
az organellumok kozotti tavolsag mértéke jelentdsen befolyasolja a mitokondridlis Ca®* jel
kialakulasat. A tavolsag optimalis értéke a fiziologias koriilmények kozott kimérhetd tavolsag
esetében van, a tdvolsag csokkentésének hatdsara a jel csokken, aminek oka feltehetden az InsP;
receptorok kiszoruldsa a két organellum kapcsolodasanak teriiletérol.
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3. A G fehérjéhez kapcsolt receptorok internalizacidjanak lipid érzékenysége

Egy korabbi kozleményben, amelyben leirtuk a plazmamembran PtdInsP, deplécids rendszert, mar
bemutattuk, hogy a PtdInsP, szint csokkentésével gatolni lehet a transzferrin és az EGF receptorok
endocitozisat. Jelen palyazatban azt tiiztiik ki célul, hogy megvizsgaljuk, vajon a G fehérjékhez
kapcsolt receptorok internalizacidja esetében is megfigyelhet6-e ez a hatas, illetve ha igen, akkor a
folyamat mely 1épésihez sziikséges a PtdInsP,. Modellként a Gq fehérjéhez kapcsolt 1-es tipusu
angiotenzin II receptort valasztottuk (AT1R), mivel Hunyady Laszlé professzor laborjaban maga a
receptor, illetve annak szamos mutéansa is, illetve az ATI receptort stabilan expresszalo HEK293
sejtvonal egyarant rendelkezésre allt.

Az eredeti terveknek megfeleloen az ATIR internalizacidjat, a transferrin és az EGF
receptorok esetében is alkalmazott technikaval, azaz fluoreszcensen jelolt ligand felhasznalasaval, a
mennyiségi viszonyok pontos megitélését biztositd aramlasos citometriaval terveztiikk kdvetni. A
kisérletekb6l azonban arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kiilonféle cégektdl ujabban
beszerezhetd fluoreszcensen jelzett angiotenzin-II egyre rosszabb mindségli, az aramlasos
citometria soran is olyan kis szignalt ad, hogy abban egy eseteleges gatld hatas gyakorlatilag nem
megitélhetd, kovetkezésképpen mas kisérleti megkozelitést kellett kidolgozni.

A fluoreszcens rezonancia energiatranszfer (FRET) és a biolumineszcens rezonancia
energiatranszfer (BRET) moddszerek fehérjék kozotti molekularis kdlesonhatdsok kimutatasara
alkalmasak. Tekintettel arra, hogy a laboratériumban a BRET moddszert az AT1 receptor és a [3-
arrestin 2 kozotti interakcid vizsgélatara korabban mar beéllitottuk, felmeriilt ennek a modszernek a
kiprébalasa. A receptort internalizacidjanak kovetése érdekében luciferaz enzimmel jeldltiik, amely
lehet6vé teszi sarga fluoreszcens fehérjével (YFP vagy Venus) vald kozelségének detektalasat. Az



internalizaciés utvonal kovetésére a sejten belill bizonyos helyeket, igy példaul magat a
plazmamembrant (PM marker), a klatrin burkos vezikulakat és a korai endoszomakat (Rab 5) YFP-

vel jeloltiink. Kontrollként az ugyancsak YFP-vel jelolt B-arrestin 2-t hasznaltuk (1. abra).
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1. abra A receptor endocitdzis vizsgalatanak sematikus abrazolasa

Amint az a 2. abran, a jobb oldali paneleken jol latszik, az igy kialakitott rendszer egyarant
alkalmas az ATI receptor és a P-arrestin 2 kozotti kapcsolat, ingerlést kovetd, dozisfiiggo
kimutatasara (a kapcsolat 1étrejottét a BRET hanyados emelkedése mutatja), valamint a receptor
internalizacidjanak kovetésére. Ez utobbi egyrészt a receptor és plazmamembranhoz kapcsolt
fluoreszcens fehérjék kozotti kapcsolat csokkenésébdl (leflizodés), masrészt a receptor €s a Rab5
molekulak kozotti interakcid emelkedésébol (receptor korai endoszémakba valdé megérkezése)
egyarant szépen latszik (k6zépso é€s also panelek).
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2. abra Az endocitdzis kimutatasara alkalmazott konfokalis mikroszkopia €s a biolumineszcens
energiatranszfer modszerek 0sszehasonlitdsa HEK293 sejtben.



A BRET mérésekkel kimutatott folyamatok, azaz a fluoreszcens angiotenzin I1-vel lathatova
tett receptor mozgasa, a receptor és a [-arrestin 2 molekula, plazmamembran, Rab 5 molekulak
kozotti kolokalizacié valtozasanak kimutatasaval, konfokalis mikroszkopiaval is kdvethetd volt (2.
abra képek), azonban megjegyzend6, hogy a nagy szamu sejt egyiittes mérésébdl szarmazéo BRET
jel a folyamat kvantitativ kvetésére sokkal jobban alkalmazhato, és statisztikailag is megbizhatobb
eredményt ad, igy a munkat a BRET mérésekkel folytattuk.

A kovetkezo, igen fontos allomas a PtdInsP, deplécidos rendszer bedllitasa, pontosabban a
PtdInsP, csokkenés mértékének BRET méréshez sziikséges koriilmények esetén bekovetkezd
mértékének ellendrzése volt. Ehhez a plazmamembran PtdInsP, szintjének valtozasat BRET
méréssel mutattuk ki oly modon, hogy elkészitettilk a PtdInsP,-t specifikusan koté PLCS,PH
luciferazzal jelolt verzidjat, amely a YFP-vel jelolt doménnal egyiitt expresszalva képes alkalmas a
plazmamembran PtdInsP, szint detektdlasara. Amint az a 3. abran joOl latszik, sikeriilt olyan
koriilményeket (transzfekcid, fehérje expresszids arany) bedllitani, hogy HEK293 sejtekben a
PtdInsP, deplécid megbizhatéan miikodjon. (Az abran a BRET hanyados rapamycin adasra
bekovetkezd csokkenése a domének plazmamembranrdl vald leesését, azaz a plazmamembran
PtdInsP; tartalmanak csdokkenését jelzi).
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3. abra A plazmamembran PtdInsP, deplécios rendszer mitkddésének ellendrzése a BRET mérés
koriilményei kozott

Mindezek utdn megvizsgaltuk, hogy miként befolyasolja az AT receptor mozgasat a
plazmamembran PtdInsP, deplécio. A 4. abran a piros gorbék, illetve a gorbék statisztikai
feldolgozasat reprezentald piros oszlopok a PtdInsP, depléciot kovetd valtozast mutatjak, mig a
fekete és kék szin/oszlop a kontroll allapotnak felelnek meg. Kontrollként egyrészt olyan felallast
alkalmaztunk, amikor nem volt jelen a PtdInsP; hidrolizist katalizal6 5-foszfatdz (kék), masrészt
egy olyan felallast, ahol ugyan jelen volt, de nem tortént rapamycin kezelés (z6ld). Mint lathato, a
PtdInsP, deplécio a varakozasoknak megfeleléen nem befolydsolja az AT1 és B-arrestin 2 kdzotti
interakciot, azonban megfeleléen munkahipotézisiinknek, gyakorlatilag teljes mértékben gatolja a
receptor korai endoszomakban valé megjelenését, azaz az ATI receptor internalizacidjat. Erdekes
modon a plazmamembrant6l vald eltavolodds csak részben PtdInsP, érzékeny. Ugyanezeket a
kisérleteket egy masik receptor, az ugyancsak Gq-t aktivald 2C tipust szerotonin receptor esetében
is elvégeztik, az eredmények tokéletesen egyeztek az ATI1 receptor esetében tapasztaltakkal,



amennyiben a Venus-szal jelolt Rab 5 molekulaval valé interakcio tokéletesen gatolhatd volt a
PtdInsP, deplécioval, mig a plazmamembranhoz horgonyzott Venus és a receptor kozotti
kolesonhatas csak részben bizonyult PtdInsP, érzékenynek.
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4. abra A plazmamembran PtdInsP, deplécid hatasa az AT1 receptor internalizacidjara

A G fehérje kapcsolt receptorok internalizacidjanak fontos allomasa az aktivalt receptor
molekuldnak a plazmamembran klatrin burkos mikrodoménjében valé megjelenése, majd a
membran lefliz6dése. Annak kimutatasara, hogy a PtdInsP, deplécid6 miként befolyasolja ezt a
1épést, végiil is a konfokalis mikroszkopos vizsgalatok szolgaltattak konkluziv adatokat. Ezekben a
kisérletekben a receptort ismételten fluoreszcensen jelzett liganddal tettiik lathatova. Amint azt az 5.
abra mutatja, a plazmamembran PtdInsP, szint csokkentése esetén a receptorok normal PtdInsP,
szint esetén kimutathato intracellularis megjelenése (FKBP only) nyomokban sem volt kimutathatod
(FKBP-5-ptase), azonban ez a beavatkozas a receptorok csomosodasat, azaz a klatrin burkos
mikrodoménben val6 feldusulasat nem akadalyozta meg (nyil).
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5. dbra A plazmamembran PtdInsP, deplécid hatasa a fluoreszcensen jelzett angiotenzin II ligand
(Ang II-Alexa) alkalmazasaval ingerelt és egyben lathatova tett AT1 receptor mozgasara



Osszefoglalva, kisérleteinkben két kiilonb6zé G fehérjéhez kapcsolt receptor esetében (1-es
tipusu angiotenzin II és 2C-tipusu szerotonin receptor) sikeriilt kimutatnunk, hogy internalizaciojuk
gatolhatdé a plazmamembran PtdInsP, szintjének csokkentésével. A gatlas mechanizmusara
vonatkozoan megallapitottuk, hogy a PtdInsP, deplécidé nem akadalyozza meg a receptorok
plazmamembranon beliilli mozgésat, amit a plazmamembranhoz iranyitott fluoreszcens fehérje
esetében tapasztalt részleges gatlas és a konfokalis vizsgalatok egymast erdsitve bizonyitanak.
Ugyanakkor, a receptorok korai endoszomakba érkezése mar nem kovetkezett be. Mindez azt
jelenti, hogy a PtdInsP, hidany esetén a probléma a klatrin burkos membranok lefliz6désének
elégtelensége, és ennek kovetkezménye a folyamat gatoltsaga.

Ezeket az eredményeket poszter ¢és eldadas formajaban mar bemutattuk, kozlésiik
folyamatban van.

4. Képalkoto rendszer épitése és egyéb kollaboracios munkak

A terveknek megfelelden felépitettik a MetaFluor szoftver kontrolljaval miikodd fluoreszcens
rendszert. Ebbe fényforrasként sikeriilt integralnunk a megévé PTI DeltaRAM-et, tovabba
beépitésre keriilt az ugynevezett DualView modul, melyek kdvetkeztében a rendszer excitacios €s
emisszios ratio mérését igényld fluoreszcens alkalmazasok kivitelezésére egyarant alkalmas. A
képalkotd rendszer vaza egy Zeiss Observer D1 mikroszkop, melyben a fontos részek (pl.
filtercsere) motorizaltak. Ez a tobbcsatornas mérés, a kiilonféle beallitasokat igényld fluoroforok
egyidejli kovetésének feltétele. Kameraként egy nagy érzékenységli EMCCD kamerat hasznalunk
(Photometrics Cascadell:512), a fiitéssel is ellatott csucsobjektiv pedig egy minden szempontbol
korrigalt 40x Plan-apo objektiv. A képalkotd rendszer egyrészt alapvetden fontos a fluoreszcensen
jelolt konstrukciok kidolgozasaban, miikodésiik ellenérzésében (pl. dimerizacido kimutatasa),
mésrészt az egysejtes fluoreszcens rezonancia energiatranszfer (FRET) és a citoplazmatikus Ca®"
koncentraci6 mérésének lehetésége (Fura-2, pericam) mas laborokkal vald egyiittmiikddés
kialakitasat is eredményezte. A széleskdrli hozzaférés biztositasara a rendszert a Semmelweis
Egyetem Bioimaging halozat részeként regisztraltuk az orszdgos NEKIFUT rendszerben, ahol
megkaptuk a stratégiai jelentdségli kutatasi infrastruktiura (SKI) mindsitést.
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