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Bevezetés

A fehérjék miikodése szempontjabol a megfeleld sejten beliili elhelyezkedés
kulcsfontossagu tényezd. A membrankotott fehérjék esetében a legnagyobb akadalyt a
hidrofil fehérjék és a hidrofob membranok egymashoz kapcsolasa jelenti. A PM belso
felszinéhez kotddo fehérjéknél ennek az ellentétnek a feloldasara szamos mechanizmus
alakult ki. Azok a fehérjék, melyek szekvencidjukban egy amfipatikus a-hélixeket, vagy
egy hidrofob hurkot tartalmaznak, konnyedén beépiilhetnek a PM lipid kornyezetébe.
Azoknal a fehérjéknél, melyek nem rendelkeznek jelentds szdmu hidrofob aminosav
csoportokkal, mas mechanizmus alakult ki a membrankdtés eldsegitése céljabol.

Ezek a fehérjék a transzlacido soran, vagy azt kdvetden lipid-modositasokon
esnek at, melyek soran hidrofob karakteri zsirsavlancok, vagy csoportok kovalens
kapcsolodasa torténik specifikus aminosav oldallancokhoz. Ezaltal a fehérjék lipofil
karaktere erdsodik. A tobbszords lipidmodositassal rendelkezd fehérjék stabil
membrankdtésre képesek, azonban a csak mirisztoilalt vagy prenilalt fehérjék kotddése
gyenge kolcsonhatast mutat. Ebben az esetben stabil kotés csak tovabbi kdlcsonhatasok
1étrejottekor lehetséges. Az esetek tobbségében ez egy tovabbi palmitoilacion keresztiil
valdosul meg, azonban gyakori jelenség a fehérjék pozitivan toltott aminosavai és a PM
negativan toltott foszfolipidjei kozott kialakulo elektrosztatikus interakcid is.

A PM citoszolikus felszinén két olyan foszfolipid fordul eld, melyek feji része a
kompartmentre jellemzd pH tartomédnyban negativ toltéssel rendelkezik: a foszfatidil-
szerin (PtdSer) és a foszfoinozitidek (PPIns-ek) valtozatos csoportja. A PtdSer nagyobb
mennyiségben taldlhaté meg a PM-ban, a sejtek foszfolipid készletének a 3-10%-at teszi
ki és egy negativ toltést hordoz. PPIns szarmazékok tobb eltérd mértékben foszforilalt
szarmazékot foglalnak magukban és a sejt foszfolipid készletének kevesebb, mint 1%-at
adjdk. A PtdSer nagy mennyiségének koszonhetden a PM 4ltalanos negativ toltését
biztosithatja, pontos szerepérdl eziddig keveset tudunk. Ezzel szemben a PPIns-ek
szerteagazo szerepérdl szamos informdacioval rendelkeziink. Felépitésiiket tekintve egy
diacilglicerol vazbol, és az ahhoz foszfodiészter kotéssel kapcsolodd inozitol-gyliriibol
kinazok és foszfatdzok részvételével, melynek eredményeképpen hét kiillonb6zé PPIns
kialakuldsa lehetséges. A PM-ban hirom tipus taldlhaté meg nagy mennyiségben: a

foszfatidil-inozitol =~ 4-foszfat (PtdIns4P), a foszfatidil-inozitol 4,5-biszfoszfat



(PtdIns(4,5)P,), korilbeliil azonos mennyiségben, végezetiil a (PtdIns(3,4,5)P3),
melynek mennyisége még a lipid mennyiségét ndveld jelpalydk aktivacidja esetén is
meglehetdsen alacsony.

A PtdIns(4,5)P; és PtdIns(3,4,5)P; molekuldk jol ismert szerepléi a G-fehérje
kapcsolt receptorok és a receptor tirozin kindz jelpalydknak, azonban szignalizacios
hatasaikon kiviil is szamos sejtfunkcioban szerepelnek reguldlé molekulaként. Részt
vesznek ioncsatornak, példaul a K'-csatorndk és a kapacitativ Ca*'-bearamlas (SOCE)
szabalyozasaban, a sejtek motilitasanak és vezikularis transzportjanak irdnyitasdban,
fehérjék membrankdotését is eldsegitik. Ezek a folyamatok specifikus és nem specifikus
lipid-fehérje interakciok altal valosulnak meg, melyekben a fehérjék preformalt lipid-
kotd doménjet, illetve a lipidek negativ toltésti feji részei és a fehérjék pozitivan toltott
aminosavai kozott kialakuld elektrosztatikus interakcio jatszik szerepet.

A Ras fehérjék muticioi kiemelt jelentdséggel birnak a sejtek daganatos
elfajulasaban, ennek megfelelden nagy figyelem harul rajuk a bioldgiai kutatdsokban. A
kis G-fehérjékhez tartoznak, ¢és funkciojukra altaldnosan igaz, hogy molekularis
kapcsoloként szabalyozzak partnereik miikodését. Aktivacidjuk soran a fehérje N-
terminalis részén egy GDP/GTP csere torténik, ami konforméciovaltozast indukélva
lehetdséget teremt tovabbi fehérjék szabalyozdsira. A Ras-ok C-termindlis irdnyito-
szekvencidja felelés a membrankotés kialakulasaért, amelyben a szakaszon beliili
aminosavakon kialakul6 poszttranszlacios lipidmodositasok nyudjtanak segitséget. A Ras
természetes mutacidinak vizsgéalatakor kideriilt, hogy azok csak a molekula N-terminalis
részén jonnek létre, ami az irdnyito-szekvencidk esszencidlis szerepére utal a fehérje
funkcidjdban. A H-Ras a transzlaciét kovetden kétszeresen palmitoildlodik ¢és
egyszeresen prenilalodik, amely stabil membrankotést eredményez; mig a K-Ras
esetében csak prenilacid torténik, igy ebben az esetben a fehérje stabil PM-kotéséhez a
C-termindlis farokrégid pozitivan toltdtt aminosavai elengedhetetlenek. Korabbi
munkakbol ismert, hogy a szakasz pozitiv aminosavainak lecserélése neutralis
aminosavakra a fehérje PM lokaliz4ciojanak megvaltozasat, ¢és a fehérjék
endomembranokra torténd 4athelyezddését eredményezi, hasonléan azokhoz a
fehérjékhez, melyek csak prenil vagy mirisztoil csoportot tartalmaznak

membrankotésik kialakitasahoz.



Az irodalomban szdmos olyan ellentmond6 példat taldlhatunk, melyek a Ras
fehérjék intracellularis atrendez0dését mutatjdk be a PM belsd felszinén talalhato
negativ toltések csokkentése utan. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a PM PPlns
molekulai fontos szerepet toltenek be a PM lokalizacié szabalyozasadban, azonban az
egyes PM PPIns frakciok pontos funkcidjardl, az atrendezddés intracellularis
utvonalarol, illetve az érintett endomembranok szerepérél kevés informacioval
rendelkeziink. A PM PPIns molekulai mellett egyre tobb adat jelenik meg a PtdSer
szabalyoz6 szerepérdl is a folyamatban, amely a lipid mennyiségét és a negativ toltését
figyelembe véve fontos tényezd lehet a pozitiv toltésti fehérjék PM lokalizacigjanak
kialakitasaban.

A Ras fehérjék fokozott sejtproliferaciot eléidézé képessége harom tUtvonal
kozremiikodésével johet 1étre: 1.) az aktiv Ras fokozza a PI3K enzim miikodését, ami a
PM PtdIns(3,4,5)P; szintjének emelkedéséhez és kovetkezményes Akt aktivaciohoz
vezet 2.) a MAPK kaszkad aktivacidjaval, ami a Raf fehérje direkt aktivacidjan
keresztiil valosul meg, illetve 3.) fokozhatja a Ral-GDS fehérje mitkodését is, amely a
Ral fehérje GDP/GTP cseréjét katalizalja, ezaltal elinditva a Ral-fiiggd jelatviteli utakat.
Az utébbi jelatviteli ttvonal csak kevésbé ismert széles korben, azonban egyre tobb
irodalmi adat hangstlyozza a jelentdségét a sejtek Ras-fliggd daganatos elfajulasanak
hatterében.

A monomer G-fehérjék endomembran-fliiggd szignalizaciojat szamos kozlemény
alatamasztja. A Ras fehérjék esetében kimutatasra keriilt, hogy képesek aktivalodni a
Golgi felszinén, majd onnan fokozott sejtproliferaciot eléidézni az ERK fehérje
foszforilacigjanak fokozodasan keresztiil. Ezekben a munkakban a Ras fehérjék koziil a
H- ¢és N-Ras izoformakat vizsgaltak, a K-Ras esetében nem all rendelkezésre ilyen adat.
Ebben az is szerepet jatszhat, hogy a fehérjérdl alkotott elképzelésiink szerint az
intracellularis mozgasa sordn nem fordul elé az organellum felszinén. A H- és az N-Ras
példajabol kiindulva, azonban elképzelheté a K-Ras szignalizacidja is, ha az Oket
bekapcsold fehérjék képesek az endomemran-lokalizalt K-Ras elérésére és aktivaljak
Oket.

A Kkapacitativ Ca*"-bearamlas (SOCE) fontos szerepet tolt be a sejtek Ca®'-
haztartisaban. A folyamat kezdeti 1épése a sejt kalciumraktaranak, az ER-nak a Ca®'-

deplécidja, amely fiziologidsan a PLC enzimek, és az Oket aktivalni képes PM



receptorok stimulacidjatol fiigg. Az enzim mikodése sordn a PM PtdIns(4,5)P»
molekulaibol inozitol(1,4,5)-triszfoszfatot (Ins(1,4,5)P;) képez, amely ezt kdvetden az
endoplazmas retikulumon (ER) elhelyezkedd receptorahoz kotve noveli az organellum
Ca’"-permeabilitasat. A folyamat soran a raktarak iiriilnek, amely az ER-ban talalhato
STIM1 fehérjének a luminalis oldalan, a Ca®"-érzékelésére specializalodott doménjében
egy konformacid-valtozast indukal, ami a molekulak dimerizaciojat és oligomerizaciojat
eredményezi. Ezek utan a komplexek az ER-PM kozott kialakuld kontaktpontokba
vandorolnak ¢és interakcioba lépnek a PM Orail csatornaival, kivaltva azok megnyilasat
és a Ca*"-ionok citoplazmaba torténé bearamlasat. Irodalmi adatok alapjan a folyamat
szabalyozasaban a PM PPIns molekulai fontos szereppel birnak, azonban a szabalyozas
pontos mechanizmusa és az egyes lipidek pontos szerepe nem ismert a folyamatban.

Ph.D. munkam soran arra kerestem a valaszt, hogy a PM PPIns frakcidinak akut
csokkentése milyen mdodon képes szabalyozni a poszttranszlacios lipid-modositasokkal
rendelkezd periférids PM-fehérjék sejten beliili elhelyezkedését és funkciojat, kiilonos
tekintettel a K- és H-Ras fehéjékre; illetve, hogy a PM PPIns molekuldinak csdokkentése
hogyan befolyasolja a SOCE miikddését.



Célkituzések

Az eddigieckben mar emlitésre keriilt, hogy szamos irodalmi adat a&ll
rendelkezésre a Ras fehérjék membrankétésének és a kapacitativ Ca®'-bearamlas PM
PPIns molekuldk altali szabalyozasarol, azonban az egyes PM foszfoinozitidek 6nallo
szabalyozd szerepe még nem teljesen tisztazott az emlitett folyamatokban.
Munkacsoportunk ¢és kollaboraciés partnereink korabban létrehoztak egy olyan
molekularis technikat, aminek segitségével a PM PPIns molekuldinak sszessége, vagy
akar egyes elemei is akutan csokkenthetdek rapamycinnel indukalhat6 moddon. A
rendszert felhasznalva szerettiik volna meghatdrozni az egyes foszfoinozitidek

szabalyoz6 szerepét a fent emlitett folyamatokban.

Céljaink elérés¢hez az alabbi feladatok elvégzését tliztiik ki magunk elé:

A periférias plazmamembran-fehérjék, kiilonds tekintettel a Ras fehérjék

mozgéasanak kovetésére alkalmas kvantitativ modszer kifejlesztése

e A periférids plazmamembran-fehérjék, illetve a Ras fehérjék lokalizaciojanak és a
mozgésuk Utvonalanak vizsgélata a PM PPIns deplécidja soran

e Az egyes PM PPIns molekuldk szerepének vizsgalata a perifarids plazmamembran-
fehérjék lokalizacidjaban

e A Ras fehérjék gyors intracellularis mozgasat eredményezd fizioldgias folymatok
vizsgalata

e A Ras fehérjék PPIns fliggd mozgéasabol eredd funkcionalis kovetkezmények

feltérképezése

e A PM PPIns molekuldk szabalyozé szerepének vizsgalata a SOCE folyamatdban



Modszerek

Plazmidkonstrukciok

A vad-tipusut M3 muszkarinos acetilkolin receptort (M3R) az S&T cDNS
Resource Center-tdl rendeltiik. A humén EGF receptort (EGFR), és a nem internalizal6
1A tipusu patkdny angiotenzin II receptort (AT1R-A319) mar korébban is hasznaltuk.

A kiilonb6zé plazmamembranhoz (PM) irdnyitott Venus konstrukciok
elkészitéséhez a jelolt fehérjék rovid iranyitd-szekvenciait kodoldé DNS-szakaszokat
DNS-oligo (Sigma) formdjaban szintetizaltattuk meg: a Lyn fehérje N-terminalis 14
aminosavat (AS), az Lck fehérje N-terminalis 10 AS-at, a c-Src fehérje N-terminalis 15
AS-at, illetve a K-Ras és a H-Ras fehérjék C-terminalis 22 AS-at (K-Ras-CAAX ¢és H-
Ras-CAAX). A rovid DNS-szekvencia darabokat az N-termindlis iranyitészakaszok
esetében Nl-es, mig a C-termindlisok esetében Cl-es plazmidba helyeztiik be a
monomer Venus fehérje elejére, illetve végére az Nhel és Bglll, illetve EcoRI és BamHI
restrikcids enzimekkel. A teljes hosszlisagl, konstitutivan aktiv mutdns Citrine-K-Ras
G12V fehérjét, illetve a teljes hosszisagl vad tipust ¢és konstitutivan aktiv mutans YFP-
H-Ras WT ¢és YFP-H-Ras G12V konstrukciokat John F Hancock professzortdl kaptuk.
A konstrukciokban lecseréltiik a fluoreszcens fehérjéket az iranyitd-szekvenciaknadl is
hasznalt monomer Venus fehérjére, melyhez a Ras fehérjék szekvencidjat polimeraz-
lancreakcioval (PCR) sokszorositottuk, majd a monomer Venust tartmalmazé C3-as
plazmidba ligaltuk Sacl és Kpnl restrikcios enzimekkel. A hianyz6 vad tipusu és
dominéns negativ mutansok (K-Ras WT, K-Ras S17N és H-Ras S17N) szekvencidjat a
konstitutivan aktiv mutans felhasznalasaval, irdnyitott mutagenezissel hoztuk létre.

A kiilonb6zd endomembranokhoz iranyitott luciferaz konstrukcidkhoz a
kovetkez6 fehérjék teljes hosszusagu formdjat, vagy azok iranyitdszakaszait hasznaltuk
fel: a mitokonrium esetében a TOM 70 fehérje els6 30 AS-at, a Golgi-hoz torténd
iranyitasnal a TGN38 fehérjét, az endoplazmas retikulum (ER) esetében a Sacl fehérje
C-termindlis szakaszat, mig a korai endoszoméknal (EE) az EEA1 fehérje Fyve-
doménjét. A TOM 70 fehérje els6 harminc AS-nak DNS-szekvencigjat
megszintetizaltattuk, majd super Renilla luciferazt tartalmaz6 N1 plazmidba ligaltuk az
Nhel és Bglll enzimekkel. A TGN38, Sacl, illetve EEA1 fehérjék fragmentumait mar
korabban hasznaltuk. A fehérjék megfeleld darabjainak kodold szekvencidit PCR-rel



sokszorositottuk, majd a super Renilla luciferazt tartalmaz6 N1-es plazmidba ligaltuk az
Nhel ¢és Bglll enzimekkel a TGN38-Luciferaz, vagy Cl-es plazmidba helyeztik a
Luciferaz-ER ¢és a Luciferaz-EE fehérjék esetén EcoRI és BamHI enzimekkel.

A rapamicinnel indukélhaté PM lipid-deplécios rendszert, illetve a TGN38-
FRB-mRFP konstrukciot, melyet a citoplazmatikus foszfataz Golgira torténd
iranyitdsdra hasznaltunk, illetve a munkéban szereplé plazmamembran lipid-,

Ins(1,4,5)P3-(R265K) és Ca’ -szenzorokat munkacsoportunk mar koradbban is hasznalta.

Alkalmazott sejtvonalak

A HEK 293T, COS-7 ¢és HelLa sejtek (ATCC) tenyésztését 10cm-es
petricsészékben végeztiikk 10%-os fotalis borjiszérumot, valamint penicillint (50 U/ml)
¢s sztreptomicint (50 pg/ml) tartalmazd Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban

(DMEM, Lonza), egy 37°C-0s, 5% CO,-o0s paras levegot biztositd inkubatorban.

Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

A BRET mérésekhez hasznalt HEK 293T sejteket tripszinezés utan 7x10%Iyuk
koncentracioban, poli-L-lizinnel elékezelt (0,001%, 1 6ra) 96 lyukl lemezre osztottam
szét Opti-MEM (Gibco) csokkentett szérum tartalmt oldatban, amely mar tartalmazta a
transzfekcios reagenst (GeneCellin, 1,5 pl/lyuk) és a sziikséges DNS konstrukcidkat
(0,15-0,2 pg/lyuk). Hat 6ra elteltével a sejtekhez 100 pl szérumot is tartalmazé6 DMEM
oldatot pipettaztam. A kisérleteket 25-26 oraval a transzfekcido vége utan végeztem,
melyek kezdete elétt a sejteken talalhatd médiumot 50 pl moédositott Krebs-Ringer
oldatra cseréltem. A mérések 37°C-on, Thermoscientific Varioskan Flash Reader
(PerkinElmer) szdvetkultira-edény leolvas6 késziilékkel torténtek. A BRET mérések
elején a luciferdz szubsztratjat, a colenterazine h-t 40 pl Krebs-Ringer pufferoldatban, 5
uM-os végkoncentracioban adtam a sejtekhez. A mérések soran hasznalt vegyiileteket
modositott Krebs-Ringer oldatban higitottam ki, és 10 pl-es térfogatban pipettaztam a
sejtekre. A méréseknél az eredményt 2-4 parhuzamos pont atlagértékeibdl képeztiik. A
BRET-hanyadosok szdmoldsanal az 530, illetve a 485 nm-en mért intenzitasok
hanyadosat vettik. A PM-hoz iranyitott Venus, és a kiilonb6zé endomembran
rendszerekhez iranyitott luciferdz enzim kozotti interakcid mérésénél a rapamycinnel
(300 nM), illetve carbachollal (10 uM) stimulalt és a kontroll (DMSO, illetve desztillalt

viz) pontok ko6zotti BRET-hanyados értékek kiilonbségével jellemeztiik az interakcio



valtozasat. A PM lipid szintjeinek mérésekor normalizalast végeztiink, a kiindulasi
BRET-hanyados értékeket tekintettik 100%-nak, mig 0%-nak azt az értéket, melyet
csak citoplazmatikus luciferdzt tartalmazé sejteknél mértiink. Erre a korrekciora azért
volt sziikség, mert a BRET mérések soran a kiinduldsi BRET-hanyados értéke nem csak
a lipidek abszolit mennyiségétdl fiigg, hanem a mérésiikre szolgald intermolekularis
elhelyezkedd Ins(1,4,5)P; és Ca*'-szenzorok esetén a nem stimuldlt kontrollpontok
spontan valtozasaira korrigaltam a stimuldlt pontok adatait, majd a stimulalas el6tti

utolsé hdrom pont atlagértékére normalizaltam az értékeket.

Konfokalis mikroszkopia

A mérésekhez a HEK 293T sejteket 3x10*, mig a COS-7 sejteket 2x10* sejt/lyuk
denzitasban poli-L-lizinnel eldkezelt (0,001%, 1 o6ra) 8 lyuku IBIDI p-Slide-okra
helyeztem 300 pl szérumot is tartalmaz6 DMEM médiumban. A mérés eldtt 24 oraval a
sejtek transzfekcidja soran, a médiumot 200 ul transzfekcios elegyre cseréltem, amely
tartalmazta a sziikséges DNS konstrukcidkat 0,2 pg/lyuk, illetve a transzfekcios
reagenst (Lipofectamine 2000, 0,33 pl/lyuk), Opti-MEM médiumban. A transzfekcio
utan 6 oraval a transzfekcios elegyet ismét 300 ul DMEM médiumra cseréltem. A
méréseket 24-26 oraval a transzfekcid utdn, szobahdn végeztem modositott Krebs-
Ringer pufferoldatban, egy Zeiss LSM 710-es tipusu pasztdz6 konfokalis mikroszkdp és
egy 63-szoros nagyitasu, 1.4-es numerikus apertirdjii immerzids objektiv segitségével.

A képek feldolgozasahoz Fiji és Photoshop (Adobe) szoftvereket hasznaltam.

Sejtpermeabilizacios kisérletek

A sejtpermeabilizacios kisérletekhez HeLa sejteket haszndltam, melyeket 25 mm
atméréjli feddlemezekre helyeztem szérumot is tartalmaz6 DMEM médiumban,
2x10°/fed6lemez denzitisban. A sejtek transzfekcidja soran, a médiumot a sziikséges
DNS konstrukciokat (0,5 pg/ml) és a transzfekcids reagenst (Lipofectamine 2000, 2
pl/ml) tartalmazd transzfekcios elegyre cseréltem. A transzfekcié utan 6 oraval a
sejtekre 1 ml DMEM médiumot pipettaztam. A méréseket 24-26 draval a transzfekciod
utan, szobahdn végeztem intracellularis médiumban. A permeabilizalds soran a
digitonint 25 pg/ml végkoncentracidban alkalmaztam. A képek rogzitése és kiértékelése

a konfokalis mikroszkopia cimnél leirtaknak megfelelden tortént.



[’H]-Leucin beépiilési vizsgalat

7 sejteken, [’H]-Leucin beépiilési modszerrel vizsgaltam. A sejteket 5x10%Iyuk
denzitasban poli-L-lizinnel eldkezelt (0,001%, 1 6ra) 24 lyuku sejttenyészté edényekbe
osztottam. Egy nappal késdbb a sejteken taldlhatdé médiumot transzfekcids elegyre
cseréltem, amely tartalmazta a jelolt DNS konstrukcidkat és a transzfekcios reagenst
(Lipofectamine 2000, 0,6 ul/lyuk) Opti-MEM médiumban. 6 ora elteltével a sejteken
talalhato transzfekcids elegyet szérumot is tartalmazo DMEM médiumra cseréltem. Egy
nap utdn a sejteken taldlhatdé médiumot szérumot nem tartalmaz6 DMEM oldatra
cseréltem. 6 oOra mulva a sejtekre friss, szérumot nem tartalmaz6é DMEM oldatot
pipettaztunk, amely mar tartalmazott 1 pCi/ml aktivitast [*H]-mal jelzett leucin izotopot
¢és a lipid-deplécios rendszer aktivaldsdhoz sziikséges 100 nM rapamycint is. A sejtek
ingerlését nyolc 6ranként megismételtiik, a rapamycint, 10 pl-es térfogatban adtuk a
sejtekhez. Egy nappal (24 6raval) az elsd ingerlés utdn a sejteket jégre helyeztiik, és
kétszer jéghideg PBS oldattal atmostuk. Ezek utdn a sejteket 5%-os triklor-ecetsav
oldattal fixaltuk, majd 0,5 M NaOH-dal szolubilizaltuk. A sejteket tartalmazo
szuszpenziot 10 ml OptiPhase HiSafe3 (Perkin Elmer) szcintillacidés folyadékba
pipettaztuk. Az aktivitast Beckman LS5000 TD tipust miszerrel regisztraltuk.

Statisztikai analizis

A ABRET hanyados adatok statisztikai vizsgalatdhoz az ingerlés eldtti, illetve
utani utolsd6 harom mérési pontok atlagat parositott t-teszt segitségével hasonlitottuk
Ossze. A kiilonb6zd csoportok Osszehasonlitasandl a gorbék utolsd6 harom pontjaibol
atlagot képeztiink és ezeket hasonlitottuk Ossze két gorbe esetén kétmintds t-proba,
illetve harom gorbe esetén egyutas varianciaanalizis (ANOVA) segitségével. Az
izotoppal jeldlt leucin beépiilési kisérleteknél a kiilonb6zd csoportok Osszahasonlitdsa
kétutas varianciaanalizissel tortént. Az egy-, illetve kétutas varianciaanaliziseknél a
csoportok egyenkénti dsszehasonlitdsdhoz Holm-Sidak post hoc tesztet végeztiink. Az
Ins(1,4,5)Ps- és a Ca®’-valaszok kinetikdjanak karakterizalasa soran, a csokkend-fazis
féleletidejének (1) meghatarozasahoz, minden egyes kisérletnél gorbeillesztés tortént
egy 3 valtozos exponencialis fiiggvény alapjan (y=yot+ae™). Az igy kapott t-értékeket

leatlagoltuk, majd az atlagokat kétmintas t-probanak vetettiik ala.
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Eredmények

A plazmamembranhoz kotédo fehérjék sejten beliili mozgasanak kovetésére
hasznalt energiatranszfer alapu modszer beallitasa

A periférids plazmamembran (PM) fehérjék intracellularis mozgasanak
kovetés¢éhez PM-hoz iranyitott Venus fehérjéket készitettiink periférids PM fehérjék
iranyito-szekvencidinak felhasznalasaval. A konstrukcidokban a szakaszokat az eredeti
fehérjékben elfoglalt helyzetének megfeleléen a Venus fehérje N-, illetve C-termindlis
végéhez kapcsoltuk. A Lyn fehérje N-termindlis els6 14 aminosava (Lyn;.js-Venus)
egyszeresen mirisztoilalodik és palmitoildlodik, az Lck kindz N-termindlis elsé 10
aminosava (Lck;.jo-Venus) egyszeresen mirisztoilalodik és kétszeresen palmitoilalodik,
a c-Src N-termindlis elsé 15 aminosava (c-Srci.15-Venus) egyszeresen mirisztoilalodik.
A K- ¢és H-Ras fehérjék PM kotésében a C-termindlis szakasz jatszik szerepet, igy a
Venus fehérje C-terminalis oldaldhoz kapcsoltuk a két izoforma utols6 22 aminosavabol
allo szakaszt (Venus-K-Ras-CAAX és Venus-H-Ras-CAAX), amely a K-Ras esetében
prenilalodik, mig a H-Ras esetében prenildlodik és kétszeresen palmitoilalodik.
Megjegyzendd, hogy a c-Src és a K-Ras fehérjék iranyit6-szekvencidiban szamos
pozitiv toltésti aminosavat is taldlunk. Az irodalmi adatoknak megfelelden az Osszes
konstrukciéo PM-rajzolatot mutatott a fehérjéket kifejez6 HEK 293T sejtekben.

Munkacsoportunk  kordbban kifejlesztett egy olyan biolumineszcencia
rezonancia energiatranszfer (BRET) alapi modszert, mellyel kovetheté volt egy
luciferdz enzimmel jel6lt PM-receptor Gtvonala és sorsa az ingerlése ¢és az azt kovetd
internalizalédasa utan a Venus fluoreszcens fehérjével jelolt endomembran-
rendszereken keresztiil. Munkdm sordn a kordbban kidolgozott rendszerhez képest a
legfontosabb moédositas az volt, hogy az endomembran rendszereket jeldltem luciferaz
enzimmel, mig a PM-hoz irdnyitott fehérjéket, melyek mozgasat vizsgalni akartam,
Venus fluoreszcens fehérjéhez kapcsoltam.

A luciferaz endomembranokhoz torténd irdnyitashoz az alabbi rezidens fehérjék
iranyito-szekvenciadit, illetve teljes hosszusagu formait hasznaltam fel: a TGN38-at
(teljes szakasz) a Golgihoz, TOM 70-et (N-termindlis els6 30 aminosav) a
mitokondriumokhoz, a Sacl-et (C-termindlis 527-587 aminosav) az ER-hoz, mig az
EEAI1 fehérjét (C-termindlis 1253-1411 aminosav, ami a FY VE-doménnek felel meg) a

korai endoszémakhoz térténd iranyitashoz.
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A PM PPlIns tartalmanak akut manipulalasa

A PM PPlIns tartalmanak akut csokkentéséhez a munkacsoportunk altal
széleskoriien haszndlt rapamycin-fiiggé heterodimerizaciés rendszert (a legtobb
kisérletben egy 4- ¢és S5-foszfatdz aktivitdssal egyardnt rendelkezé Pseudojanin
amely a PM PtdIns(3,4,5)P; szintjének fenntartasaért felelds I-es tipust PtdIns 3-kinazt
gatolva a PM PtdIns(3,4,5)Ps szintjének izolalt csokkentésé¢hez vezet.

Az alkalmazott beavatkozasok hatdsat konfokalis mikroszképpal és BRET
kisérletekben validaltam specifikus bioszenzorok felhasznalasaval, melyekben az alabbi
lipidk6té domének szerepeltek: a SidM-2xP4M a PtdIns4P, a PLCOI-PH a
PtdIns(4,5)P,, mig a Btk-PH a PtdIns(3,4,5)P; kovetéséért felelt. A kisérletek soran 300
nM rapamycin adasat kdvetden a PJ enzim kihelyez6dott a PM-hoz, és a PM PtdIns4P,
PtdIns(4,5)P,, és PtdIns(3,4,5)P; tartalmanak gyors csokkenését okozta. Alacsony (100
frakcioja csokkent, a masik két lipid frakcidja érintetlen maradt. Megjegyzendd, hogy a
wortmannin kezelés hatdsosabbnak bizonyult a PM PtdIns(3,4,5)P; szintjének
csokkentése szempontjabol, mint eldanyaganak, a PtdIns(4,5)P,-nek a rapamycin-fiiggd
enzimatikus bontasa. Ez arra utal, hogy a PJ enzim nem képes a PM lipid-szintjét
teljesen csokkenti, ezaltal ilyen koriilmények kozott még mindig van lehetdség a

PtdIns(3,4,5)P; képzésre a PI3K enzim altal.

A PM foszfoinozitid-deplécidoja utan bekovetkezé valtozasok a periférias PM
fehérjék intracellularis elhelyezkedésében

Irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy az irdnyitd-szekvencidjukban pozitiv
toltésti aminosavakat tartalmazé periférids PM fehérjék elhagyjak a PM-t, ha annak
PtdIns4P ¢s PtdIns(4,5)P, tartalmat csokkentjiik. Ennek a jelenségnek a tovabbi
vizsgalatahoz eldszor konfokalis méréseket végeztiink az elkészitett PM-hoz irdnyitott
Venus konstrukcidkkal. Kisérleteikben a PM PtdIns4 P, PtdIns(4,5)P, és PtdIns(3,4,5)Ps
szintjeit a deplécios rendszeriink aktivalasdval hoztuk létre. Azt tapasztaltuk, hogy a
Venus-K-Ras-CAAX és a c-Srcy.15-Venus konstrukciok elhagyjdk a PM-t, mig a tobbi
altalunk hasznalt konstrukcional (Lyn;.js-Venus, Lck;.jo-Venus, Venus-H-Ras-CAAX)

nem tapasztaltunk valtozast.
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A tovabbiakban az PM-t elhagyd Venus konstrukciok és a luciferazzal jelolt
endomembran rendszerek kozotti interakcid-valtozast kovettiikk BRET-technikaval,
HEK 293T sejtekben. Elszor az ER-hoz iranyitott luciferaz (Luc-ER) enzimet
hasznaltuk azt feltételezve, hogy az ER nagy feliilete miatt a PM-t elhagy¢ fehérjék és a
luciferdz kozott molekularis interakcio jon létre, amit a BRET mérések sordn
detektalhatunk. A mérések soran az eredmények megegyeztek mikroszkopos kisérletek
soran tapasztaltakkal, tehat, csak a Venus-K-Ras-CAAX ¢és a c-Srcijs-Venus
konstrukciok esetében kaptunk a fehérjék mozgésara utald szignifikans jelndvekedést.

A tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy a Venus-K-Ras-CAAX melyik
egyéb endomembranon jelenik meg a PM-t6l valo eltdvolodédsa utan. Kisérleteinkben
csak a Golgi és a mitokondriumok esetében tapasztaltunk szignifikans jelnovekedést,
azonban az utdbbi esetben ez joval kisebb mértékii volt. A c-Srci.;5-Venus esetében

hasonlo valtozasokat kaptunk. A Venus-H-Ras-CAAX esetében nem sikeriilt az

crer

A Venus-K-Ras-CAAX fehérje utvonalanak és a Golgi PtdIns4P
tartalmanak vizsgalata a PM-rol a Golgira torténé athelyezédése soran

Irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a lipofil természetli K-Ras fehérje
intracellularis mozgasat ,,szolubilizalo faktorok”, a Galectin-3 és a PDEJ segitik a
hidrofil citoplazman keresztiil, melyek megakadalyozzak a fehérje véletlenszerti
kotédését az endomembranokhoz. A Galectin-3 és PDES fehérjék szerkezetében egy
olyan kupszerti struktira jon létre, amely képes a lipofil prenil-csoport megkotésére,
ezaltal elrejtik a citoplazma hidrofil kdrnyezete eldl. Annak vizsgélatdhoz, hogy a
méréseink soran a K-Ras fehérje is ezt az utvonalat koveti-e, az irodalombol ismert
deltarasin vegyiilettel kezeltiik a sejteket, amely felépitését tekintve hasonlit a prenil-
csoporthoz, igy kompetitiven gatolja a K-Ras fehérjék kotddését. Kisérleteinkben a
deltarasin kezelés szignifikansan csokkentette a Venus-K-Ras-CAAX Golgin vald
megjelenését a PM PPIns deplécidja sordn BRET-mérésekben. Az eredményeket
mikroszkopos kisérletekben is megerdsitettik COS-7 sejteken, ahol a fehérje
intracellularis vezikuldkon torténd megjelenését tapasztaltuk.

A Venus-K-Ras-CAAX fehérje citoplazmatikus frakciojanak 1étét egy nagyon

egyszerl kisérlettel probaltuk megerdsiteni. HeLa sejtekben tranziensen transzfektaltuk
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a Venus-K-Ras-CAAX, illetve a H-Ras-CAAX konstrukcidokat, majd a sejtek
permeabilizalasa utdn kovettiik a fehérjék mozgasat. Azt tapasztaltuk, hogy a Venus-K-
Ras-CAAX elhagyta az expressziot mutato sejteket, s6t, a konstrukciot elézetesen nem
tartalmazé sejtekben is megjelent. A Venus-H-Ras-CAAX esetében ilyen valtozasokat
nem tapasztaltunk.

Annak vizsgélatara, hogy a Venus-K-Ras-CAAX Golgi éthelyez6désében
szerepet jatszik-e az organellum membranjanak PtdIns4P tartalma, a lipid-deplécids
rendszeriinket médositottuk, €s az eredetileg PM-hoz iranyitott FRB domének (Lck;_jo-
FRB-mRFP) mellet Golgihoz irdnyitott formajukat (TGN38-FRB-mRFP) is kifejeztiik
HEK 293T sejtekben. A BRET mérések sordn az egyiittes lipid-depléciéo hatdsara
szignifikdnsan csokkent a Golgi membranjara athelyez6dé Venus-K-Ras-CAAX

mennyisége, ami a Golgi lipid tartalméanak szerepére utal az dthelyezddés folyamataban.

A Venus-K-Ras-CAAX fehérje PM kotésének tovabbi vizsgalata: az
elektrosztatikus interakcio, vagy egyes lipidek a fontosak?

A kordbban bemutatott PJ enzim PM-hoz iranyitdsa soran a PM PtdIns4P,
PtdIns(4,5)P, és PtdIns(3,4,5)P; tartalma is csokken. Az egyes lipidek lokalizdcioban
betdltott szerepének vizsgalatdhoz egyenként csokkentettiik a PM PPlns frakcioit.

Elészor a PM PtdIns(3,4,5)P; molekuldit vizsgaltuk, melyek izolalt csokkentését
a korabban bemutatott wortmannin (100 nM) kezeléssel hoztuk 1étre. Hasznalata esetén
nem sikeriilt szignifikdns emelkedést kimutatni a Venus-K-Ras-CAAX fehérje és a
Golgihoz irdnyitott luciferdz kozotti interakciodban, illetve a PJ enzim PM-hoz
kapcsolodasat kovetd interakcid ndvekedést sem valtoztatta meg szignifikans
mértékben. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a PM PtdIns(3,4,5)P; koncentraciéja nem
jatszik meghatarozo szerepet a K-Ras fehérje PM lokalizéaciojaban.

A PM PtdIns4P és PtdIns(4,5)P, tartalmanak csokkentéséhez mutans PJ
enzimeket (PJ-4-foszfatdz ¢&s PJ-5-foszfatdz) hasznédltunk, melyek a foszfataz
alegységek katalitikus régioiban talalhaté pontmutaciok révén csak az egyik lipid
bontasara képesek. A PJ-4-foszfataz alkalmazasakor, tehat a PM PtdIns4P frakcidjanak
csokkentésekor joval kisebb, de szignifikdns mértékii fehérjemozgést tapasztaltunk,

mint a masik két enzim esetében. A PJ-5-foszfatdz altal kivaltott PM PtdIns(4,5)P»
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csokkentés nagyobb athelyezddést eredményezett, mint a mdsik mutdns esetében,

azonban a PJ hatdsatol ez is elmaradt.

A PM lipid-depléciojat kovetoen kialakulo valtozasok a teljes hosszusagu K-
és H-Ras fehérje intracellularis elhelyezkedésében

A korabbi kisérletekben a K- és H-Ras fehérjék intracellularis atrendezédésére
az irdnyitoszakaszaikkal moddositott Venus fehérjék mozgasabol kovetkeztettiink. A
teljes hossziisagh formadk viselkedésének vizsgalatdhoz elkészitettik a teljes
hossztsagu, konstitutivan aktiv mutans K- és H-Ras fehérjék (K-Ras G12V és H-Ras
G12V) Venus fluoreszcens fehérjével jeldlt valtozatait, majd konfokalis mikroszkoppal
megvizsgaltuk a fehérjék sejten beliili mozgasat, illetve a mar bemutatott BRET-
moddszerrel az ER és a Golgi membranjara torténd athelyezddésiiket a PM lipid-
depléciojat kovetden HEK 293T sejteken. A kisérletek soran az irdnyito-szekvencidk
hasznalataval megegyez6 eredményeket kaptunk. A méréseket megismételtiik a fehérjék
vad tipusu és dominans negativ formaindl is, de azonos eredményt kaptunk, amely a

transzlokacios folyamat Ras aktivitastol valo fiiggetlenségét mutatja.

A K-Ras sejten beliili elhelyezkedésének valtozasa Gg-fehérjét aktivalo
muszkarinos M3-as acetilkolin és EGF receptorok stimulacidja esetén

A PM mesterséges lipid-deplécidja esetén bekdvetkezd Ras fehérje mozgasok
vizsgalata utan kivancsiak voltunk arra, hogy a fizioldgias viszonyokat jobban kozelitd
allapotokban, Gq-kapcsolt ¢és EGF-receptorok (EGFR) aktivacidja, esetén is
bekovetkezik-e a K-Ras fehérjénél tapasztalt sejten beliili atrendez6dés. Ennek
megfeleléen, M3-as muszkarinos acetilkolin receptort (M3R) ¢és EGFR-t
expresszaltattunk HEK 293T sejtekben, a BRET mérésekhez sziikséges Venus-K-Ras-
CAAX, vagy Venus-K-Ras G12V és a Golgi-hoz iranyitott luciferdz mellett. Az M3R
agonista carbachol, illetve az EGF stimulus hatdsdra a sejtekben PLC enzimek
aktivalodnak. Carbachol hatasara a Venus fehérjék a Golgira helyezddtek at, amely
tranziens kinetikat mutatott. A lipid-reszintézis folyamatdban szereplé PI4KA enzim
farmakologiai gatlasdval (Al, 10 nM, 10 perces eldkezelés) a Venus fehérjék
mozgéasanak kinetikdja megvaltozott, és a Golgihoz irdnyitott luciferazzal kialakitott

interakci6 a tranziens emelkedés helyett egy fenntartott, folyamatosan ndvekedést
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mutatott. A tapasztalt valtozasokat mikroszkopos mérésekben is megerdsitettiik COS-7
sejteken, ahol hasonl6 valtozasokat kaptunk.

Egy korabbi munkankban bemutattuk, hogy HEK 293T kifejezett EGFR-ok
aktivacioja csokkenti a PM PtdIns(4,5)P, szintjét, egyrészt a PI3K, masrészt a PLCy
aktivalasan keresztiil, Ins(1,4,5)Ps;-ot és PtdIns(3,4,5)Ps;-ot eredményezve. Ennek
megfelelden, a receptor overexpresszidja esetében sikeriilt kimutatnunk a Venus-K-Ras-
CAAX PM-r6l Golgira torténd athelyez6dését BRET kisérleteinkben, azonban az
endogén receptorok ingerlésekor nem tapasztaltunk valtozast. A PI4KA (A1, 10nM, 10
perc) gatldsa soran ugyantgy fokozott mértékii transzlokéciot mértiink, mint az M3R
esetében. Ezek az eredmények megerdsitették a PM PPIns deplécidja soran tapasztalt

valtozasokat, miszerint a PM PtdIns4P és PtdIns(4,5)P, tartalmanak csokkenése a K-

c sy

A PM lipid-depléciojanak hatasa a K- és H-Ras fehérjék altal indukalt
fokozott sejtproliferaciora

A Ras fehérjék kozponti szerepet toltenek be szdmos sejtélettani folyamatban, és
kitlintetett szerepiik van a sejtek ndvekedésben, a sejtproliferacioban, illetve a tulélési
jelpalyaban. Annak vizsgalatahoz, hogy a K-Ras PM-rdl Golgira torténd athelyezddése
a fehérjeszintézis megitélésére egy 24 oras ["H]-leucin beépiilési tesztet végeztiink el.

Elészor 6sszehasonlitottuk a dominans negativ és a konstitutivan aktiv K- és H-
Ras mutansok (S17N és G12V) sejtproliferaciora gyakorolt hatasat. Ehhez a sziikséges
konstrukciokat tranziensen expresszaldo COS-7 sejteket hasznaltunk fel. A vizsgalat
sordn a vartaknak megfelelé eredményeket kaptunk, tehat az aktivalé mutacié mind a
két Ras izoforma esetében szignifikdns novekedést okozott a jelzett leucin
beépiilésében. Ezek utan arra kerestiik a valaszt, hogy a PM lipid-deplécidja milyen
hatéssal van a konstitutivan aktiv K- illetve H-Ras indukalta sejtproliferaciora. A PM
rapamycinnel a PM-hoz iranyitottuk. Mivel a rapamycin gatolja az mTOR jelpalyat, ami
a leucin beépiilést 6nmagaban is gatolhatja, kontrollként egy katalitikusan inaktiv
enzimet hasznaltunk. Az aktiv Ras fehérjék rapamycin jelenlétében is képesek voltak

nagyobb mértékii leucin beépiilést kivaltani, azonban a lipid-deplécio soran ez a hatés
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mérséklodott a K-Ras esetében. Az aktiv H-Ras és a dominans negativ K-Ras esetében

nem tapasztaltunk valtozast.

A PM egyiittes PtdIns4P és PtdIns(4,5)P, deplécioja gatolja a SOCE-t

A SOCE PPIns fiiggd mikodésének vizsgalatahoz két modszert hasznaltunk.
az ATIR nem-internalizdld6 mutdnsdnak hormondlis aktivacidja esetén. A receptor
aktivacioja nem csak a citoplazmatikus Ins(1,4,5)P; és Ca*'-szintek emelkedéséhez
vezet, hanem csokkenti a PM PtdIns(4,5)P, frakciojat is, melynek direkt szabalyozo
szerepe lehet a folyamatban. Ezért a stimulalt sejtekben parhuzamosan regisztraltuk a
citoplazmatikus Ins(1,4,5)P; és Ca*"-véltozasokat a korabban bemutatott BRET alapti
szenzorokkal, HEK 293T sejtekben. A PM PPIns szintjeinek modositasat a hormon
stimuldci6 utdn a rapamycines rendszerlinkkel végeztilk, melyben egy S5-foszfataz
aktivitasu enzim szerepelt a PM PtdIns(4,5)P; szintjének tovabbi csokkentése céljabol.
A sejtek Angll-vel torténd ingerlése novekedést eredményezett a citoplazmatikus
Ins(1,4,5)P; ¢és Ca’’-szintekben, azonban a PtdIns(4,5)P, szintek tovabbi
csokkentésekor egy gyors, parhuzamos esés kovetkezett be mindkét anyag esetében. Ez
arra utal, hogy ilyen koriilmények kozott a folyamat megsziinésének hatterében az
Ins(1,4,5)P; szubsztratjanak, a PtdIns(4,5)P,-nek a csokkenése allt. Ha a PM lipidek
reszintézisét a korabban bemutatott Al vegyiilettel gatoltuk, akkor a Ca®’-szint
csokkenés gyorsabban bekovetkezett, ami a folyamat direkt lipid-fliggésére utal.

A miésodik megkozelitésben az ER Ca®'-raktaranak iiritését, és ezaltal a SOCE
aktivaciojat nem hormonalis stimulussal, hanem az ER Ca*'-pumpajanak gatlasaval,
thapsigarginnal (Tg) értem el. Ebben az esetben a SOCE PPIns fliggésének vizsgalata
egyszerlibb keretek kozott, a kordbban alkalmazott PLC miikodés direkt lipid-csokkentd
hatdsa nélkiil torténhetett meg. A BRET mérésekben tranziensen transzfektalt HEK
293T sejteket hasznaltunk, melyek a Ca®'-szenzorokon kiviil tartalmaztak a PM lipid-
deplécios rendszeriinket is eltérd aktivitdsi enzimekkel (FKBP-PJ, FKBP-PJ-4ptase,
FKBP-PJ-5ptase vagy FKBP-PJ-dead). Tg (200 nM) adésat kovetden nagymértékii
Ca’-jel alakult ki a sejtekben, melynek gatlisa csak a PtdIns4P és PtdIns(4,5)P,
egyiittes csokkentése esetén valosult meg, a lipidek egyenként torténd valtoztatasa

hatastalannak bizonyult.
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Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

Adataink alapjan azok a periférias PM-fehérjék, melyek szekvencidjukban pozitivan
toltott aminosavakat tartalmaznak, elhagyjdk a PM-t, ha annak PtdIns4P és
PtdIns(4,5)P, tartalmat csokkentjiik.

A PMPtdIns(3,4,5)P; tartalma nem, vagy csak kismértékben jatszik szerepet a
pozitivan  toltdtt aminosavakat tartalmaz6  periférids PM-fehérjék PM
lokalizacidjaban

A K-Ras fehérje a PM elhagyésa utan dontden a Golgira helyezddik at, melyben az
organellum felszinének PtdIns4P tartalma fontos szerepet jatszik.

A K-Ras intracellularis mozgéasa soran a citoplazméaban marad, szallitofehérjék altal
szolubilizalt formaban.

A K-Ras mozgasaban tapasztalhatd valtozasok fiziologids ingerek alkalmazasa
esetén, a Gq-fehérjéhez kapcsolt M3R ¢és az EGFR aktivacidja soran bekovetkezd
PM foszfoinozitid-deplécio esetén is 1étrejonnek.

A PM foszfoinozitid-deplécioja hatasara csokken az aktiv K-Ras proliferaciot kivaltd
képessége, melynek hatterében a kimutatott lipid-deplécid hatdsira bekdvetkezd
transzlokacio allhat.

Kimutattuk, hogy a SOCE normalis miikddésé¢hez a PM PtdIns4P vagy PtdIns(4,5)P,
molekuldinak jelenléte sziikséges, ugyanis a kettd lipid egylittes csdkkentése a

folyamat gatlasat eredményezi.
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