A foszfoinozitidek szerepének vizsgalata
a G-fehérjehez kapcsolt receptorok endocitozisaban

Doktori tézisek
Dr. Toth Daniel

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
; EGYETEM

Témavezetd: Dr. Varnai Péter egyetemi docens, az MTA doktora

Hivatalos biralok:
Dr. Liliom Karoly, tudomanyos fomunkatars, Ph.D.
Dr. Zelles Tibor, egyetemi docens, Ph.D.

Szigorlati bizottsag elndke:
Dr. Gyires Klara egyetemi tanar, az MTA doktora

Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Sperlagh Beata tudomanyos tanacsado, az MTA doktora
Dr. Toth Séara egyetemi docens, Ph.D.

Budapest
2014






BEVEZETES

A foszfatidilinozitol (PtdIns), valamint foszforiladlt szarmazékai, a
foszfoinozitidek, az emlds sejtek membranjainak fontos alkotoelemei. A sejtek
foszfolipid-tartalmanak csupan toredékét teszik ki, mégis a legkiilonbozobb
¢lettudomanyi kutatasi teriiletek érdeklddését keltették fel az utobbi évtizedek
soran, ¢€s tartjak fenn napjainkban is. A PtdIns inozitolgyliriijéhez kiilonb6z6
kombinaciokban foszfatcsoportokat kapcsolva hét olyan foszfoinozitid molekula
hozhat6 I1étre, melyek megtalalhatok emlds sejtekben; ezek jellegzetes
megoszlast mutatnak a sejtek kiillonb6zé membranjai kozott. A foszfoinozitidek
eldszor sejten beliili jelatviteli molekuldk forrasakeént valtak ismertté, de hamar
kideriilt, hogy szerepliik nem korldtozodik csupan erre: maguk is szamos
kiilonboz4 sejtfunkciot képesek szabalyozni. Igy tobbek kozott alapvetd szerepet
jatszanak a sejten beliili organellumok szervezddésében és az ezek kozott zajld
vezikularis  transzportfolyamatok szabalyozasaban. A  foszfoinozitidek
jelentdségét alahuizza az a tény is, hogy a szintézisiikben €s lebontasukban kozel
50 kiilonboz6 kinaz és foszfataz enzim vesz részt, melyek koziil j6 néhanyat
hoztak mar kapcsolatba human megbetegedésekkel, koztiik olyan gyakoriakkal
1s, mint a daganatos betegségek, az elhizas vagy a cukorbetegség.

A foszfoinozitidek koziil legnagyobb mennyiségben a foszfatidilinozitol-
4,5-biszfoszfat [PtdIns(4,5)P,] fordul el6. Ez a lipid -els6sorban a
plazmamembranban taldlhatd meg, ahol a legkiilonbozObb sejtélettani
folyamatok szabalyozasaban vesz részt. A foszfolipaz CB (PLCP) enzim
szubsztratjaként sziikséges az inozitol-1,4,5-triszfoszfat és diacilglicerin
képzédéséhez, és igy az altaluk elinditott Ca**-szignalhoz és proteinkinaz C
jelpalyahoz.  Ezenkivil a  PtdIns(4,5)P, prekurzorként szolgdl a
foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat [PtdIns(3,4,5)P3;] képzOdéséhez is, amely
jellemzden tirozinkindz aktivitasii receptorok hatdsara keletkezik, és a hozza
specifikusan kotddni képes fehérjéken keresztiill szerteagazd szignalizacios

rendszert hoz miikodésbe, ezzel szamos alapvetd sejtfunkciot, tobbek kozott a



sejtek talélését és vandorlasat is szabalyozva. Egy masik fontos és jol ismert
hatdsa a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-nek az ioncsatorndk ¢&s egyéb
membrantranszporterek szabalyozéasa: a tranziens receptorpotencial csatorndk
jelentés hanyada, de ezen til szdmos fesziiltségfiiggd és hattér K'-csatorna,
illetve egyéb transzmembran transzportfehérjék is PtdIns(4,5)P,-fliggd mddon
muikddnek. Elengedhetetlen a plazmamembran PtdIns(4,5)P, a citoszkeletaris
rendszer dinamikus szervezddéséhez, a membran-citoszkeleton kapcsolat
szabalyozdsahoz 1s, amely a hozzd kotddni képes citoszkeletaris
adaptorfehérjéken keresztiil valosul meg.

A plazmamembran-receptorok miikddésének egyik fontos meghatarozoja
a sejtfelszinen talalhatd, és igy az aktivalo ligandok szamara elérhetd receptorok
szama, melyet a plazmamembranba keriild €és az onnan endocitdzissal
eltavolitott receptorok kozotti egyensuly hataroz meg. Az endocitdzis leginkabb
ismert €s legtobbet tanulmdnyozott forméja a klatrinmedialt endocitdzis, melyet
a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok, a receptor-tirozinkindzok és szamos mas
sejtfelszini fehérje is igénybe vesz a sejt belsejébe valo bejutashoz.

A klatrinmedidlt endocitozis egy a citoplazma felé iranyuld
membrangorbiilet kialakulasdval kezdddik (inicidcio), ezt koveti a szallitando
molekuldk Gsszegylijtése. Az endocitozisra keriil6 membranfehérjéket
kiilonb6zd adaptorproteinek iranyitjdk az endocitézis helyszinére: a G-
fehérjéhez kapcsolt receptorok esetében példaul ezt a funkciot az aktivalt
receptorhoz  kotédd  P-arresztin - molekuldk latjadk el. A szallitmany
Osszegyljtésével parhuzamosan a membrangodor koré klatrinburok é€piil, az igy
1étrejott struktarat nevezi az irodalom klatrinburkos godornek. Az egyre mélyiild
¢rett klatrinburkos gddor nyaka Osszeszlkiil, majd a dinamin GTP-4z fehérje
kozremikodésével leflizodik a plazmamembranrol. A lefliz6dés utan a
keletkezett vezikularol levalik a klatrinburok, a szallitott molekuldk pedig a
korai endoszomalis kompartmentbe tovabbitddnak, ahonnan tobb iranyba is

folytatodhat az utjuk: visszakeriilhetnek a plazmamembranba a reciklizald



endoszoman keresztiil, vagy a késdéi endoszéman és multivezikularis testen
keresztil a lizoszoOmaba keriilhetnek, ahol lebomlanak.

Szamos tanulmany utal arra, hogy a plazmamembran foszfoinozitidjei, €s
azon bellil elsdsorban a PtdIns(4,5)P, szerepet jatszik a klatrinmedialt
endocitdzis folyamatdban is. Egyrészt jonéhany endocitdzisban részt vevo
fehérjérdl kimutattak, hogy rendelkezik PtdIns(4,5)P,-ot kotni képes doménnel
vagy molekularészlettel. Masrészt tobb sejtes rendszerben is igazolast nyert,
hogy a PtdIns(4,5)P, szintjének kiilonb6z6é modszerekkel torténd, altalaban
hosszutava csokkentése negativan befolyasolja a klatrinmediadlt endocitozis
folyamatat, 1illetve a modellként hasznalt receptor, legtobbszor a
transzferrinreceptor  endocitdzisat. Habar a klatrinmedialt endocitdzis
folyamatanak vannak altalanos, minden szallitott protein esetében azonos
mozzanatai, az endocitézis soran hasznalt adaptorfehérjékben, illetve az
endocitotikus ~ mechanizmus  egyes  részleteiben  jelentdés  eltérések
mutatkozhatnak a receptorok kozott, ami felveti a lehet6ségét annak, hogy az
egyes receptorcsaladok, sot, egyes receptorok endocitdézisa egyedi modon
szabalyozodhat. A transzferrinreceptornal talaltakhoz hasonlé adatok a G-
fehérjéhez kapcsolt receptorok tekintetében munkam kezdetén még nem alltak

rendelkezésre.



CELKITUZESEK

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

vizsgaltam. Kisérletes munkam 6 célkitiizései a kovetkezdk voltak:

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

kolcsonhatasok vizsgalataval kdvethetd.

e Ezen moddszer felhasznaldasaval a vad tipust, valamint G-fehérjét nem
aktivalo, illetve nem deszenzitizalodd mutans 1-es tipust angiotenzin
receptorok (AT;R) endocitozisanak, illetve plazmamembranon beliili

mozgasanak Osszehasonlitasa.

e Annak meghatirozasa, hogy a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjének,
illetve PtdIns(4)P-szintjének mesterségesen indukalt akut csokkentése
hogyan befolyasolja az AT;R ¢és mas plazmamembran-receptorok

endocitozisanak egyes 1épéseit.

o Az 5-foszfatazzal 1étrehozott, illetve a hormon altal indukalt, foszfolipaz
CB aktivalassal kivaltott PtdIns(4,5)P,-deplécido receptorendocitozisra

kifejtett hatdsdnak Osszehasonlitasa.



MODSZEREK

Plazmidkonstrukciok

A Kkisérleteinkben Vvizsgalt plazmamembran-receptorok koziil az AT,R-
nak a jeloletlen, illetve a humanizalt Renilla luciferaz szekvenciaval jelolt
valtozatat (AT;R-luc) hasznaltuk, a tobbi receptorhoz (SHT,cR, B,AR, EGFR)
pedig a Renilla luciferaznak egy mutaciokkal optimalizalt valtozata (,,szuper
luciferaz”) volt fuziondlva, minden esetben a receptor C-terminalis,
citoplazmatikus végéhez illesztve. A vad tipusi AT;R-t kodold plazmidbol
iranyitott mutagenezis (QuikChange® Site-Directed Mutagenesis  Kit)
segitségével készitettiik el a G-fehérjét nem aktivalo DRY-AAY muténst, illetve
a nem internalizdl6d6é TSTS-AAAA mutanst kodolo szekvencidkat.

Az  endocitotikus markerként hasznalt molekulakat kiilonb6zo
fluoreszcens fehérjékkel (sarga fluoreszcens fehérje — YFP, Venus, illetve
Cerulean) jeloltiik meg. A B-arresztin 2-nek a C-terminalis végéhez, mig a korai
endoszéma marker Rab5 molekulanak az N-terminélisdhoz kapcsoltuk a jelolést.
A plazmamembran megjeloléséhez a fluoroforokat tobb  kiilonbdzo
szekvenciaval fuzionaltunk, melyek kiilonboz6 specidlis mikrodoménekbe
iranyitjak az adott fehérjét. A plazmamembran rendezett (lipid raft) régidit a Lyn
kinaz, illetve egyes kisérleteknél az Lck kindz fehérjék N-termindlis
szekvencigjaval jeloltiik meg, melyek mirisztoildcion €s palmitoilacidon mennek
keresztiil. A plazmamembran rendezetlen (non-raft) strukturainak jelolésére a K-
Ras fehérje C-terminalis CAAX motivumat hasznaltuk.

Az  altalunk  hasznalt  PtdIns(4,5)P,-depléciés  rendszert — két
fehérjekonstrukcid alkotta: a mar emlitett Lyn vagy Lck irdnyitdszekvenciaval a
plazmamembranba iranyitott FRB domén, illetve a IV-es tipusu
inozitolpolifoszfat-5-foszfataz katalitikus doménje (5-foszfataz) az FKBP
doménhez fuziondlva. Egyes kisérleteinkben ezt a két fehérjét egyetlen

plazmidbol fejeztiik ki a virdlis eredetli T2A 6sszekotd szekvencia segitségeével,
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crer

két kiilonallo fehérjeterméket eredményez azonos mennyiségben. Az 5-foszfataz
plazmamembranba irdnyitadsahoz bizonyos kisérletekben a vad tipusu, illetve
TSTS-AAAA mutans AT;R citoplazmatikus végéhez kapcsolt FRB domént
alkalmaztuk. A PtdIns(4)P deplécidjahoz az 5-foszfataz helyett a Sacl enzim 4-
foszfataz aktivitasu Katalitikus doménjét hasznaltuk a fent leirtakhoz hasonlo
moddon.

A PtdIns(4,5)P,-deplécio ellendérzéséhez egy hozza specifikusan kotddni
képes fehérjedomént, a foszfolipaz Co1 enzim pleckstrin homoldgia doménjét
(PLCS81PH) alkalmaztuk, a C-terminalis végén Renilla luciferdzzal, illetve

Venusszal vagy YFP-vel megjeldlve.

Sejtvonalak, tranziens transzfekcio

Munkéank soran két kiilonb6zé human embrionalis vesefibroblaszt-
sejtvonalat hasznaltunk: az eredeti HEK293 sejtvonalat, és annak egy olyan
valtozatat, amely az SV40 virus T antigénjét is tartalmazza (HEK293T). 10%
fotalis  borjuszérumot, valamint penicillint és streptomicint tartalmazé
Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban tenyésztettiik dket.

A BRET-kisérletekhez a HEK293 vagy HEK293T sejteket 10 cm-es
petricsészében novesztettiik, és transzfekcio elott tripszinnel felszedtiik dket. A
tranziens transzfekcidohoz polilizinnel elékezelt 96-lyuka lemezeket hasznaltunk,
a sejteket 5-10x10* sejt/lyuk stiriségben iiltettik a lemezre, a bejuttatni kivant
DNS-konstrukciokkal és a transzfekcios reagenssel (Lipofectamine 2000 vagy
GeneCellin) egyiitt. A kisérleteket 24-26 oraval a transzfekcié utan végeztiik. A
mikroszkopos mérésekhez a HEK293T sejteket polilizinnel eldkezelt iiveg
fedélemezre iltettiik 3x10° sejt/fedélemez stirliségben, a transzfekciot megel6z6
napon. A transzfekciot Lipofectamine 2000 reagens €s fedélemezenként 1-2 pg
Osszmennyiségli DNS hozzdadasaval végeztik, a kisérleteket 24 oraval

megeldzoen.



A BRET technika

Az altalunk vizsgalt receptorok kapcsolatat kiilonb6zé endocitotikus
jeloléomolekulakkal a biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET)
elvén alapulé modszerrel vizsgaltuk. Ennek Iényege, hogy fotonkibocsatas
nélkili energiatranszfer jon 1étre egy biolumineszcens donor- ¢és egy
fluoreszcens akceptormolekula k6zott, amennyiben megfeleléen kozel (10 nm-
en beliilre) keriilnek egymaéshoz. Az altalunk hasznalt BRET rendszerben a
donormolekula a Renilla luciferaz volt, amely szubsztratja, a colenterazin
oxidalasaval 480 nm korili emisszios maximummal fényt bocsat ki. Az
akceptormolekula (esetiinkben YFP vagy Venus) megfelelé kozelsége esetén
azonban megtorténik az energiatranszfer, és az akceptormolekula a ra jellemzo
emisszids hulldmhosszon (530 nm koriili maximummal) bocsat ki fényt.
Kisérleteinkben a vizsgélni kivant partnermolekuldkat az emlitett donor- és
akceptormolekulakkal fuzionaltuk, és a kozottik 1étrejovO energiatranszfert az
akceptor- és donorintenzitasok hanyadosaval (BRET-hanyados) jellemeztiik,
melynek nagysaga tehat a donor-akceptor tavolsagtol fiigg. A BRET kisérleteket
24-26 oraval a transzfekcid utan végeztik 37°C-on, Mithras LB940
tobbfunkciés  lemezleolvasdval —(Berthold), illetve Varioskan™  Flash

tobbfunkcios lemezleolvasoval (Thermo Scientific).

Konfokalis mikroszkopia

Az AT;R ¢és a kiilonbozé endocitotikus molekulak sejten beliili
elhelyezkedését, kolokalizaciojat  konfokalis  mikroszkop  segitségével
vizsgaltuk. Ezekben a kisérletekben a kifejezett jeloletlen receptort fluoreszcens
ligand (rodaminnal, illetve Alexa-Fluor488 molekulaval jelolt angiotenzin II)
segitségével tettiik 1athatova, mig az endocitotikus molekulédknak a fluoreszcens
fehérjével fuzionalt valtozatat hasznéltuk. A kisérleteket fedélemezre szélesztett,
¢s a korabban részletezett moédon transzfektalt HEK293T sejteken végeztiik,
35°C-on. A konfokalis képeket Zeiss LSMS510 tipusi pdsztazd konfokalis



mikroszkdppal, 63-Szoros nagyitasu objektivvel készitettiik. Az elkésziilt képek
utolagos feldolgozasdhoz a Photoshop (Adobe) programot hasznaltuk.

Statisztikai analizis

Az adatok elemzéséhez ¢és az abrak készitéséhez a Sigmaplot 10.0
programot hasznaltuk (Systat Software). A csoportok kozotti kiillonbséget két
szempontos ANOVA modszerrel €s Bonferroni post-hoc 6sszehasonlitassal

vizsgaltuk, és a 0,05-nél kisebb p ertéket tekintettiik szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Doktori 6sztondijasként elsdsorban arra a kérdésre kerestem a valaszt,
hogy mi torténik a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok endocitézisaval, ha a
plazmamembran PtdIns(4,5)P,-szintjét akutan csdkkentjiik. Ennek vizsgélatahoz
el0szor egy olyan rendszer felallitasat tliztiik ki célul, melyben molekularis
interakciok segitségével kovethetdé a receptorok endocitézisanak utja a
plazmamembrant6l az endoszoémaig, ¢16 HEK293 sejtekben. A rendszer a
molekuléris kozelséget nagy érzékenységgel detektalni képes BRET mddszeren
alapult, melyben a Renilla luciferazzal jelolt receptor ¢és kiilonbdzo
sejtkompartmentekbe irdnyitott, vagy a receptorral kapcsolatba 1ép6 fehérjéket
megjelold fluoreszcens molekulak kozott mért energiatranszfer valtozésa utalt a
receptor mozgasara. Ezzel a megkdzelitéssel sikeriilt detektalnunk harom G-
fehérjéhez kapcsolt receptor, az AT;R, S5HT,cR ¢és B,AR ingerlést kdvetd
endocitozisat harom kiilonb6z6 interakcid aspektusabol. Az aktivalt receptorok
¢s a P-arresztin 2 kozott 1étrejott kapcsolatot a BRET-jel dozisfiiggé emelkedése
mutatta, mig a fluoreszcensen jelolt plazmamembran-markerektdl valo tavolodas
a szignal csokkenésében nyilvanult meg. A receptorok megerkezését a korai
endoszomalis kompartmentbe a Rab5-tel mérhetd6 BRET-szignal emelkedése
jelezte, szintén dozisfiiggd modon. Az AT,R kapcsolatat, kozos lokalizacidjat az
emlitett partnermolekuldkkal konfokalis mikroszkoppal is megerdsitettiik, és
BRET mérésekben a klatrinmedialt endocitozis hiperozmolaris oldattal torténd
gatlasaval igazoltuk, hogy a kapott jelvaltozasok a receptor endocitozisanak
felelnek meg.

Kisérleteinkben a plazmamembran jelolésére tobbfajta irdnyitdoszekvenciat
is alkalmaztunk: egyrészt a Lyn tirozinkinaz N-terminalis szekvenciajat, amely
elsésorban a plazmamembran raft régidiban helyezkedik el; masrészt az inkabb
nem-raft régidkba lokalizalo, C-terminalis KRas CAAX szignalszekvenciat. Az
AT;R-t vizsgalva elter6 BRET-jelvaltozasokat kaptunk a  kétféle

plazmamembran-marker esetében. Ingerlés hatasara a raft markernél lathatd
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azonnali BRET-jelcsokkenéssel szemben a KRas CAAX esetében
megfigyeltiink egy kezdeti emelkedést, ami tiikrozheti a receptor aktivalodast
kovetd, plazmamembran-mikrodomének kozotti mozgasat. G-fehérjét nem
aktivalo DRY-AAY, illetve a C-terminalis szakaszon foszforilalddni nem képes
¢s igy nem internalizalodd TSTS-AAAA mutans AT;R-ok hasznalataval
kimutattuk, hogy ez az aktivalodast koveté mozgas feltehetden a G-fehérje
aktivalasatol fiiggd modon jon létre, de nem sziikséges hozza a receptor
internalizacidt indukal6 foszforilacidja.

A plazmamembran Ptdlns(4,5)P,-szintjének akut csokkentésére egy az
FRB ¢és FKBP fehérjedomének rapamicinnel indukalhatd heterodimerizaciojan
alapuld, munkacsoportunk altal kordbban kifejlesztett modszert hasznaltunk. Az
FRB domént a plazmamembranba iranyitottuk a mar emlitett N-termindlis
szignalszekvencidval, az FKBP doménhez pedig egy PtdIns(4,5)P,-ot
defoszforilalni képes 5-foszfatdz enzim katalitikus doménjét kapcsoltuk.
Rapamicin adasakor a két domén heterodimerizacioja a nyugalomban
citoplazmatikus 5-foszfatazt a plazmamembranba helyezi at, amely lebontja az
ott talalhatdé PtdIns(4,5)P,-ot. A deplécios rendszer mikodését egy a
PtdIns(4,5)P,-hoz specifikusan kdtddni képes fehérjedomén, a PLCS1PH domén
segitségével ellendriztiik konfokalis mikroszképpal és BRET modszerrel,
melyek megerdsitették, hogy rapamicin addsa utdan a plazmamembran
PtdIns(4,5)P,-szintje jelentésen csokken.

Kovetkezd 1épésként a fent leirt, receptorendocitozist vizsgald6 BRET-es
modszerliinket  6tvoztik a  PtdIns(4,5)P,-deplécidés  rendszerrel. Ennek
segitségével kimutattuk, hogy a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-deplécioja teljes
mértékben gatolja az AT;R, SHT,cR ¢és B,AR aktivalodas utani megjelenését a
Rab5-tel jelolt korai endoszomaban. A B-arresztin 2 kotédését a foszforilalodott
receptorokhoz azonban ezen foszfoinozitid hidnya nem befolyasolja. A
receptorok plazmamembran-markertdl vald tavolodasaban részleges gatlast

tapasztaltunk a PtdIns(4,5)P, lebontasa utan.
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Annak tovabbi vizsgélatara, hogy mi allhat a plazmamembran-marker
esetében latott részleges gatlas hatterében, konfokalis mikroszkoppal végeztiink
kisérleteket. Ezekhez a mérésekhez a PtdIns(4,5)P,-deplécidés rendszert
tovabbfejlesztettiik, az egysejtes szinten is megbizhatd lipidbontasi képesség
érdekében. A deplécidhoz sziikséges két fehérjét a virdlis T2A 0sszekotd
szekvencia segitségével egyetlen kodold plazmidbdl fejeztiik ki, igy a két
fehérje azonos mennyiségben keletkezett a sejtekben. Az 1j rendszer
Ptdins(4,5)P,-bontd képességének ecllendrzése utan az AT;R endocitdzisat
vizsgaltuk tovabb, fluoreszcens ligand hasznalataval. Azt taldltuk, hogy
Ptdins(4,5)P, hianyaban az AT;R aktivalédas utan képes klasztereket képezni a
plazmamembran mentén, de a kontrollmérésekkel ellentétben nem jut be a sejt
belsejébe. Megmutattuk, hogy az igy kialakult klaszterekben az AT;R
kolokalizal a klatrin konnytilancaval, ezek a struktirak tehat megfelelhetnek a
plazmamembran klatrinburkos godreinek.

Megvizsgaltuk a plazmamembranban talalhaté PtdIns(4)P szerepét is a
receptorendocitozisban. Ehhez a deplécidos rendszeriinkben az 5-foszfataz
domént egy olyan 4-foszfatazra cseréltiik, amely specifikusan a PtdIns(4)P-t
defoszforilalja. BRET kisérletekben a PtdIns(4)P szelektiv lebontasa nem
befolyasolta a [,AR ingerlést kovetd megjelenését a Rab5-pozitiv
endoszomakban, a 4-foszfataz és S5-foszfatiz doméneket egyiitt hasznalva
azonban tjra az endocitozis teljes gatlasat tapasztaltuk.

Az 5-foszfatdzzal létrehozott, illetve a hormonhatédsra létrejovo, PLCPB
aktivalasaval indukalt PtdIns(4,5)P,-deplécid6  Osszehasonlitasa  céljabol
elkészitettiik az AT;R-FRB konstrukciot, vad tipust és nem deszenzitizal6do
TSTS-AAAA mutans receptorral egyarant. Ezek a fuzios fehérjék egyrészt
szolgédlhatnak plazmamembran-horgonyként az FKBP-5-foszfatdz szamara
rapamicinkezelés utan, masrészt kivalthatnak PtdIns(4,5)P,-lebontast a PLCB-n
keresztiil is, amennyiben angiotenzin Il-vel ingereljiik 6ket. BRET kisérletekben
igazoltuk, hogy mind rapamicin, mind angiotenzin II adasakor létrejon a
Ptdins(4,5)P,-deplécio. A B,AR ¢és Rab5 kozotti kapcsolatot vizsgalva
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megallapitottuk, hogy a vad tipusu AT;R-FRB esetében mind a rapamicinnel
kivaltott lipiddeplécido, mind az angiotenzin II ingerlés meggatolta a B,AR
endocitozisat. A TSTS-AAAA mutans AT;R-FRB esetében az 5-foszfatazzal
létrehozott PtdIns(4,5)P,-deplécid 1étrehozta a gatlast, az angiotenzin |l
ingerléssel kivaltott deplécido azonban nem befolyasolta a f,AR megjelenését a

korai endoszomaban.
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KOVETKEZTETESEK

Munkdm sordn plazmamembran-receptorok aktivalédast kdvetd mozgésat
¢s endocitdzisat vizsgaltam, illetve a foszfoinozitidek szerepét ezekben a

folyamatokban. Eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatdk le:

o Kialakitottunk egy olyan rendszert, amellyel ¢l6 sejtekben, molekularis
kolesonhatdsok sorozatanak vizsgéalataval kovethetd a plazmamembran-
receptorok aktivalodds utdni membranon beliili mozgasa, illetve

endocitozisa.

e Eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a vad tipusu AT;R nem
egyenletesen oszlik el a plazmamembranban, hanem specifikus
mikrodoménekben talalhatdo meg, és aktivalodasa utan (de internalizacigja
elétt) a plazmamembranon beliili eloszlasa megvaltozik, melyhez
feltehetden sziikséges a G-fehérje aktivalodasa. Az AT;R-ra jellemz6
plazmamembranon beliili valtozasok nem jelennek meg az SHTcR, illetve

az EGFR aktivalodasa utan.

e Megmutattuk, hogy az AT;R ¢és két masik G-fehérjéhez kapcsolt receptor
(B2AR és S5HT,cR) ingerlést kovetd endocitozisa soran a [-arresztin 2
kotddése a receptorhoz PtdIns(4,5)P,-tol fliggetleniill megy végbe. A
PtdIns(4,5)P, lebontasa a receptorok plazmamembrantol valo eltavolodasat
részlegesen, korai endoszémaban valdo megjelenésiiket pedig teljesen
gatolta. Kimutattuk, hogy PtdIns(4,5)P, hianyaban az aktivalt AT;R eljut a
plazmamembran klatrinburkos strukturaiba, de azok érése és/vagy a
klatrinburkos  vezikuldk lefliz6dése a plazmamembranrdl  gatolt.
Kisérleteinkben megerdsitést nyert, hogy a PtdIns(4)P nem sziikséges a
B2AR aktivalodast kovetd endocitdzisahoz, €s nem képes potolni a hianyzo

PtdIns(4,5)P, funkcidjat a folyamatban.
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o Megallapitottuk, hogy az 5-foszfataz segitségével l1étrehozott PtdIns(4,5)P,-
deplécioval szemben az internalizdciora nem keriild mutins AT;R-on
keresztiil, a PLCP aktivalasaval kivaltott foszfoinozitid-lebontds nem képes
gatolni a B,AR endocitézisat. Ez az eredmény aldtdmasztja azt a korabbi
felvetést, mely szerint a plazmamembranban funkcionélisan elkiiloniild

Ptdins(4,5)P,-készletek lehetnek jelen.
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