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BEVEZETES

Bar a foszfoinozitidek csak kis részét képezik a sejtek foszfolipid tartalmanak,
jelentéségiik mégis szertedgazd hormonok és novekedési faktorok jelatviteli folyamataiban,
ion csatorndk miikodésének szabdlyozdsdban, citoszkeleton atépiilésben, vezikularis
transzportban €s membran-fuziés folyamatokban.

A foszfoinozitidek a foszfatidilinozitol (PtdIns) foszforilalt szirmazékai, amelyekben
az inozitol gylrii 3-, 4-, 5- pozicidji —OH csoportjai az Osszes lehetséges kombinaciéban
foszforildlédhatnak. Szdmos kindzt és foszfatdzt ismeriink, amelyek a foszfoinozitidek
atalakuldsaiban kozremiikodnek.

A foszfatidilinozitol 4-kindzok (PI4K) a PtdIns foszforildldsdval a PtdIns (4)P
képzddést katalizdljak, amely az elsé elkotelezd 1€pés a PtdIns (4,5)P; és a PtdIns (3,4,5)P; (a
két legjobban ismert lipid reguldtor molekula) képzddésének irdnydba. A PtdIns (4,5)P, a
foszfolipiz C (PLC) f6 szubsztritjaként szolgdl, melybdl az enzimreakcié sordn két
jelatvitelben fontos masodlagos hirvivd molekula, az inozitol 1,4,5-trifoszfat (IP;) és a
diacilglicerol (DAG) képzddik. A PtdIns (3,4,5)P; hatdst gyakorol az anyagcserére, a
szerin/treonon kindz Akt-on keresztill antiapoptotikus funkcidéval bir, szabdlyoz tirozin
kindzokat (pl. Btk) és a kis GTP-kot6 fehérje guanin nukleotid cseréld faktorait. Mindezek
mellett a foszfoinozitidek képesek a membranokhoz toborozni olyan foszfolipid kotd
doménnal rendelkezd fehérjéket, amelyek a foszfoinozitid izomerek specifikus felismerésére
képesek (PH, ENTH, FYVE, PX, PHD, DHR) és rajtuk keresztiil kontrolldlni jelatviteli és
transzport folyamatokat.

A foszfoinozitidek bioszintézisének sebességében sok esetben a PI4-kindzok jitszanak
.meghatdroz6 szerepet. Emlsokben négy, szubcelluldris megjelenésiikkben és enzimoldgiai
sajatossdgaikban kiilonb6zé PI4K izoformat klonoztak: PI4KS55a, PI4K558, PI4K92,
PI4K230. Valamennyi izoformdra jellemzd az 4ltaldnos szoveti eléfordulds, azonban a
PI4K230 megjelenése a kozponti idegrendszer teriiletén a legkifejezettebb. A PI4KS55a és 3 a
citoplazmamembrian IP3 és DAG termeld szigndlitvonaldnak tagjai €s részt vesznek a
citoplazma exo- és endocitotikus folyamataiban is. A PI4K92 asszocidciét mutat a Golgi
vezikulumok és ciszterndk kiilsé felszinével, jelenléte nélkiilozhetetlen a Golgi-mtikddés
szabdlyozdsaban. A PI4K230-at kimutattik a sejtmag koriil, a szinaptikus membran kdzelében
1évo kis vezikulumokhoz, a durva felszinli endoplazamatikus retikulum ciszterndihoz és a
mitokondriumok kiilsé membréanjadhoz asszocidltan. A szubcelluldris lokalizdcié valamennyi

izoforma esetében jelzi a PI4-kindzok kapcsolatat a vezikularis transzport valamely szintjével.



A PlI4-kinazok szerkezetében C-termindlisan a konzervativ katalitikus domén, mig N-
termindlisan valtozatos, regulatorikus doménszerkezet taldlhat6. Aminosav szekvencia-
homolégiai vizsgélatok alapjdn valamennyi izoforma esetében feltételezhetd olyan
funkciondlis domének jelenléte, amelyek fehérje-fehérje vagy fehérje-lipid kolcsonhatas
kialakitasaért felelnek. A PI4K230 emellett tobb fehérje-DNS kolcsonhatds 1étrehozédsara
alkalmas motivumot is hordoz, mig a tobbi izoformara ez kevéssé vagy nem jellemzo.
Nukledris transzport minden PI4K izoforma esetében bekovetkezhet, a szerkezetiikben
feltételezett nukledris lokalizaciés szignal (NLS) alapjan.

A szamos sejtfolyamat mellett, a foszfoinozitideket és a szintézisiikért felel0s enzimek
jelentds részét kimutattdk az emlds sejtek magjiban is. A foszfoinozitidek nem csupan a
maghdrtydban fordulnak eld, de a magon belill is megtaldlhatok, nem-ionos detergens
rezisztens frakcié formdjadban. A magi foszfoinozitid metabolizmus szabdlyozasa fiiggetlen a
citoplazma membrianban 1év6tél. A magi foszfoinozitidek mostandban egyre nagyobb
figyelmet kapnak, mivel bizonyitottan szerepet jatszanak a kromatin szerkezet, a
transzkripcid, a sejtosztddds és differencidlédds valamint az apoptdzis szabdlyozdsdban. A
PtdIns (4,5)P, monitorozasaval kapott eredmények szerint a sejtmagban tobb kiilonallo
foszfoinozitid pool taldlhats, amelyek kiilonb6z6 szubnukledris kompartmentekben
lokalizalodnak. Bar a PtdIns (4)P termeldédése meghatarozé 1épés szdmos foszfoinozitid
bioszintéziséhez, a Pl4-kindzok magi el6forduldsar6l mégis keveset tudunk. A
foszfoinozitidek széleskorti megjelenésével szemben, PI4-kindzokat mostandig csak a sejtmag
kis teriileteire lokalizdlédva mutattak ki: gy mint PI4K92-t a nukledris speckle-hoz ill. a
lamina-porus komplexekhez asszocidlva, a PI4K55-6t a sejtmag aktin-filament frakcidjdban.
Az aminosav szekvencidja alapjan feltételezett NLS és DNS kot motivumok ellenére a

PI4K230-at més munkacsoportok eddig nem tudtdk a sejtmagban kimutatni.

Sejtmag transzport

A makromolekuldk kétirdnyd sejtmagi transzportja a maghdrtydba dgyazott un.
magpérus komplexeken (NPC) keresztiil kovetkezik be. Ionok, metabolitok és kisebb fehérjék
(<40kDa) passziv diffizidval, a nagyobb molekulédk jelentds része viszont szignal- és energia
fliggé mechanizmussal jut at a pérus komplexeken. A legtobb sejtmag és citoplazma kozotti
szigndl-fiiggd transzportot az importin § csalddba tartozé transzport receptorok (karioferinek)
vezérlik. A fehérjék NLS-ét, ill. nukledris export szigniljat (NES) felismerd transzport
receptorok kozvetleniil vagy adaptor fehérjén keresztiil kozvetve kotik a transzferdlandé

molekulat. Legismertebb adaptor protein az importin o, mely importin B-val alkotott



komplexben nagy affinitdssal koti a fehérjék klasszikus NLS-ét (cNLS). Az importinok
szubsztrait megkotését és levalasit a maghartya két oldala kozotti RanGTP gradiens
szabdlyozza. A citoplazma alacsony RanGTP szintje az importin-szallitand6 fehérje komplex
kialakuldsanak, mig a sejtmag magas RanGTP koncentriciéja a komplex disszocidcidjanak
kedvez. A RanGDP—RanGTP atalakulast a sejtmagi guanin nukleotid cserél6 faktor (RCC1)
stimuldlja, a RanGTP hidrolizisét a citoplazmatikus a RanGTPaz aktivitasu protein (RanGAP)
a Ran-koto fehérjékkel (RanBP 1,2).egyiitt végzi, mig a RanGDP-t a nukledris transzport
faktor (NTF2) szallitja vissza a sejtmagba.

A klasszikus import rendszerben a fehérje importjaért egy bazikus aminosavszakasz
felelos, amely lehet mono vagy bipartit cNLS, emellett hatékony, jol kontrollélt transzport un.
nem-klasszikus NLS (ncNLS) jelenlétében is bekovetkezhet. A nukleoluszba irdnyitott
transzport sordn jol definidlhaté konszenzus szekvencidt nem ismeriink, de az eddig
megismert sejtmagvacskdba irdnyité szigndlok (NTS) jellemzdje, hogy bazikus

aminosavakban gazdagok és gyakran atfednek az NLS-sel.

CELKITUZESEK

Béar egyre nagyobb szamu bizonyiték tdmasztja ald a PI4K230 elengedhetetlen
szerepét a sejt egészének miikodésében, azonban sejtmagi megjelenésérol még senki sem
szamolt be. A PI4K230 aminosavsorrendjében feltételezett NLS-ek, tovabba bZip bazikus
leucin cipzar és hélix-hurok-hélix motivumok alapjan kovetkeztethetiink sejtmagi
el6forduldsara. Ezen motivumok felvetik annak lehetdségét, hogy a PI4K230 a sejtmagban
transzkripcids faktorként funkciondl vagy génexpressziét szabdlyoz pl. kompeticidéba 1€p més
transzkripcids faktorokkal.

Vizsgalatainkat az inditotta el, hogy a PI4K230 immunfluoreszcens kimutatdsakor
intenziv jelet kaptunk a neurondlis sejtek magvacskdjidban. Ez a jelenség kiilonos figyelmet
érdemel, tekintettel a magi foszfoinozitidek valtozatos funkcidjara.

- A fent emlitett kisérlet a nativ PI4K230 sejtmagi megjelenésének tobbiranyd megerdsitésére
Osztonzott benniinket, idegszoveti metszeteken és kiillonbozd sejtvonalakon. Emellett
kisérleteket terveztiink az expresszélt rekombindns €s delécidés mutdns formdk intracelluldris
lokalizaci6janak megismerésére. Az immunreakcio specifikussagat siRNS kezeléssel kivantuk
igazolni.

- Els6 1épésként a nukleoldris PI4K230 sejtmagi jelentoségének feltarasa felé, fontosnak

tartottuk meghatdrozni a molekularis mechanizmust, amellyel a fehérje a sejtmagba



importalédik, illetve azokat a komponenseket, amelyek a nukleoléris PI4K230 kolcsonhatd
partnerei.

- Mivel a PI4K230 doménszerkezetében mono- és bipartit NLS-nek vélt bazikus szakaszok
tényleges kozremitkodése a nukleo-citoplazmatikus transzportban nem bizonyitott, ezért célul
tliztiik ki ezen NLS-ek szerepének feltarasat a PI4K230 nuklearis transzportjaban.

- Az NLS-ek meghatarozdsahoz hasonléan kisérleteket terveztiink a PI4K230-at nukleoluszba

irdnyité NTS szekvencidk megismerésére is.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Patkany agy és gerincvel6 immunhisztokémiai vizsgalata

Wistar patkanyokat perfundéltunk Ringer oldattal majd 0,1 M foszfat pufferben (PBS)
oldott 4%-0s (m/v) depolimerizalt paraformaldehid (PFA) oldattal szobahémérsékleten 30
percig. Az agyat és gerincvel6t kipreparaltuk €s a kivant részekbdl metszetet készitettiink.

A nativ, gyorsfagyasztott metszetek készitésénél a patkdnyok dekapitdlasat kdvetden a
leheté legrovidebb ido alatt kiprepardltuk az agyat és a gerincveldt majd azonnal
fagyasztottuk. A 20 um-es gyorsfagyasztott metszeteket -20°C-os abszolut etanollal vagy 4%-
os (m/v) PFA oldattal fixaltuk szobahémérsékleten. Egyes metszeteknél a PFA fixalas el6tt 10
perces, szobahdmérsékletii PBS elémosast végeztiink.

A fixalt metszeteket PBS-mosas utdn 10% normal kecske szérumot (NGS) tartalmazé
TX-TPBS oldattal (10mM Tris, 0,5% (m/v) Triton X-100 PBS-ben) blokkoltuk, majd anti-
PI4K230 vagy, anti PI4K92 antitestettel inkubdltuk, egy éjszakdn at. Az immunreakciét PBS
mosasok utdn Alexa Fluor 488 fluoroférral jelolt masodik antitestekkel vizualizaltuk (2 6ra).
A kontroll metszeteken nem specifikus csirke IgY prepardtumot vagy csak a 2. antitestet

hasznaltuk.

Citrat pufferes antigénfeltaras
A PFA-val fixalt metszeteket 10 mM citrat pufferbe meritettitkk (pH: 6,0) és forrasig
hevitettiik. A mintdk hideg PBS-es mosdsa utdn az immunhisztokémiai jel6lés a fentiekhez

hasonldan tortént.



Sejtvonalak fenntartasa és immuncitokémia

A kisérleteinkhez haszndlt emlds sejtvonalakat: HCNIA (primer human cortical
neuronal), B50 (patkany neuroblastoma) HelLa (human cervical adenocarcinoma) COS-7
(afrikai zold majom vese) antibiotikummal kiegészitett 10% (v/v) FCS (fetal calf serum)
tartalmid DMEM-ben (Dulbecco’s modified Eagle’s médium) novesztettiik. Immuncitokémiai
vizsgélatokhoz a sejteket tripszin-EDTA-val 12 mm @ iiveg fed6lemezre passzéltuk..

Az immuncitokémiai vizsgdlatok fixalds, blokkolds €s immunfestés lépései kozel
azonosak az immunhisztokémiai vizsgédlatokndl bemutatottakkal. Az els6 és madsodik
antitestekkel 1 6rdig inkubdltuk a sejteket és higitdsukhoz 5% normal szérum tartalmi TX-
TPBS-t hasznaltunk. Alkalmazott elso antitestek: anti-PI4K230 873-1145 aminosavak ellen;
1201-1220 aminosavak ellen; 1361-1378 aminosavak ellen; 1566-1863 aminosavak ellen;
anti-PI4K92; anti-PI4K55a; anti-nukleolin; anti-fibrillarin; anti-HA. A megfelel6 masodik
antitestek Alexa Fluor festékekkel jelzettek voltak. A sejtmagok helyzetének pontos
meghatarozasdhoz propidium-jodidos DNS festést végeztiink 1 pg/ml PBS koncetracidban, 5

percig.

B50 sejtek Triton X-100, dezoxiribonukleaz I és ribonukleaz A kezelése

A B50 sejteket fixalas elott 15 percig, szobahdmérsékleten TX-TPBS-sel inkubéltuk
protedz inhibitorok jelenlétében (aprotinin, leupeptin, kimostatin, TPCK). A permeabilizalast
kovetden dezoxiribonukleaz I (DNaz I) (17 pg/ml Tris pufferben: 10 mM Tris-HCI pH: 7.5; 5
mM MgCl,; 1 mM CaCl, és protedz inhibitorok) vagy ribonukleaz A (RNaz A) (70 pg/ml
Tris pufferben: 50 mM Tris-HCI pH: 7,5; 5 mM EDTA és protedz inhibitorok) kezelést
alkalmaztunk, szobahémérsékleten 20 percig. Ezt kovetden a sejteket mostuk PBS-sel,

etanollal fixaltuk, majd immunfluoreszcensen jeldltiik a fent leirt médon.

COS-7 sejtek siRNS kezelése és RT-PCR

A 30-40%-os konfluencidju COS-7 sejteket Oligofectamine segitségével
transzfektaltuk 0,2 puM, dupla-szali RNS-sel (Qiagen), aminek szekvencidja megfelelt a
PI4K230 1072-1092 nukleotidszakaszdnak. 6 6ra mulva a tapoldatot 10% FCS tartalmu
DMEM-re cseréltik. Az siRNS transzfekciot 24 ora elteltével megismételtiik, a fehérje
szinten okozott valtozast immuncitokémiai eljardssal az els6 transzfekciot kovetd harmadik
napon vizsgéltuk.

Az siRNS kezelt és kontroll sejtek mRNS szintjét RT-PCR mddszerrel

vizsgéltuk:. A transzfekcié utdn 1 nappal totdl RNS-t prepardltunk. A reverz transzkriptiz



reakcidhoz 2 pg RNS-t, 1 pg random hexamert, 0,5 mM dNTP-t, 1 U/ ul RNasin-t, 200 unit
M-MLV-RT reverz transzkriptdzt hasznaltunk 1xRT pufferben. A cDNS PI4K230
tartalmdanak felszaporitdsdhoz haszndlt primerek : 5’-AACATGGAAGAGTCTCTCCTCTC-
3’ és 5’-CCATCACACTGGCTACAATG-3" Kontrollként a GAPDH-t hasznaltuk. A PCR
soran felszaporitott DNS szakaszok megjelenitéséhez a mintdkat etidium-bromid tartalmd,

1%-o0s agar6z gélen futtattuk és UV-ban detektaltuk.

A PI4K230 és delécios mutans formainak expresszigja COS-7 sejtekben

A PI4K230 tartalmi pHM®6 és a deléciés mutans cDNS-eket (A130, A97, A68, A56)
hordoz6 pEGFP emlds expresszids vektorokat prof. L.M.G. Heilmeyer kutatocsoportja
készitette (Ruhr Egyetem, Bochum, Németorszdg). A 60-70% konfluencidji COS-7 sejteket
FuGENE 6 transzfekcids reagens segitségével transzfektaltuk az expresszids plazmidokkal. A
fehérjék kifejezddését egy nap (PI4AKA67, PI4AKAS6) vagy két nap (PI4K230, PI4KA130,
PI4KAS56) elteltével vizsgaltuk. Etanol fixdlast kovetden az expresszalt PI4K230-at az N-
termindlisan fuziondlt hemagglutinin indirekt immunfluoreszcencids jelolésével tettiik
lathatéva, a deléciéos mutdnsokat pedig a GFP fuzids partneren keresztiil kozvetleniil

detektaltuk konfokéalis mikroszképpal.

A PI4K230 klénozasa és expresszidja Sf9 rovar sejtekben

Az Sf9 (Spodoptera frugiperda) sejteket monolayer kultirdban novesztettiik, 27 “C-on,
10 pg/ml gemtamycin tartalmi SF-900 II SFM tapoldatban.

A PI4K230 teljes kodold régidjat szubklonoztuk a pHM6-PI4K230-bdl egy Stul és
Notl hasitott pFastBAC HTb vektor Hisg kddol6 régidja mogé. Ezt a konstruktot hasznaltuk a
bakmid DNS transzpozicidjdhoz, amelyet a gydri utasitds szerint végeztiink (Gibco). Miutdn
az Sf9 sejteket transzfektdltuk a bakmid DNS-sel (gydri utasitds szerint) a rekombindns
bakulovirusok 72 éraval a transzfekcié utdn ddsultak fel a tdpoldatban. Fehérje expressziohoz
2x10° sejt / cm? siiriiségli ST9 sejtet fertéztiink MOI=5 értékkel (egy sejtre juté viruspartikuldk
szdma), majd a sejteket 96 oOra elteltével Osszegyiijtottiik. Aktivitdisméréshez a sejteket
jéghideg lizis pufferrel vortexeltiik és ultrahanggal kezeltiik. (Lizis puffer: 20 mM KH,PO,
pH 7,0, 150 mM NaCl, 1% (v/v) TX-100, 0,5 mM EGTA, 1 mM PMSF, 1 pg/ml pepstatin, 10
pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin). Import kisérletekhez 60 pg/ml digitonint tartalmazo

import pufferrel készitettiink lizdtumot.



PI4K aktivitasmérés

A reakcidokozeg Osszetétele: 0,83 mg/ml PtdIns; 5 mM [y—32P] ATP (400-800
Bg/nmol); 27 mM MgCl,; 116 mM KCI; 116 mM Hepes / KOH; ImM EDTA; 1 mM EGTA;
1 mM DTE; 0,4% (v/v) Triton X-100 (pH 7,5). A kozeg inkubalasa utan (25 °C, 15-30 perc),
a PtdIns-ba beépiilo radioaktiv foszfit mennyiségét hatiroztuk meg, melyet kloroform-

metanolos extrakcidval valasztottunk el a tobbi komponenstol.

Fehérjék bakterialis expresszidja €s tisztitasa

A Ran-expresszios konstruktot Szabad Janos munkacsoportja (Szegedi
Egyetem), a RanGAP, importin al, importin  tartalmi expresszids vektorokat Dirk Gorlich
(Heidelbergi Egyetem, Németorszdg), importin a3 és importin a5 expresszids konstruktokat
Riku Fagerlund (National Public Health Institute, Helsinki, Finnorszdg) bocsétotta
rendelkezésiinkre. A vektorokra, expresszidra és tisztitisra vonatkozd adatokat az aldbbi

tablazat tartalmazza.

Fehérje vektor expresszio Tisztitas
Ran pOE-11 BLR Ni-agaroz
RanGAP pOE-60 MIi5 Ni-agaroz
Importin al pQOE-70 MI5 Ni-agaroz
Importin a3 pOE-60 BL21 GSH-sepharose
(poli-His GST-re cserélve)
Importin a5 pQE-60 BL2] GSH-sepharose
(poli-His GST-re cserélve)
Importin 8 pOE-60 MIi5 Ni-agaroz

Szintetikus NLS peptidek kapcsolasa fluoreszcens jelolt BSA-hoz és tripszin
inhibitorhoz

A PI4K230 nukledris és transzportjdban feltételezett monopartit, bipartit €s nem
klasszikus NLS szekvencidk vizsgélatira ezen NLS-eknek megfeleld aminosav szekvencidju
és bazikus aminosavakban mutdns szintetikus peptideket kapcsoltunk Alexa Fluor488-al jelolt

BSA-hoz, illetve tripszin-inhibitorhoz (trp.inh.).



Elnevezés Szintetikus peptidek szekvencidja
NLS1 Cys-"'°NFNHIHKRIRRVADKYLSG”*

NLS Imut Cys-"'°NFNHIHAAIAAVADKYLSG”**
NLS2 Cys-""""SKKTNRGSQLHKY YMKRRTL'"*?
NLS2mut Cys-""""SAATNRGSQLHKY YMMGMTL"*
NLS2/1 Cys- "*SKKTNRGSQLHKY "**

NLS2/2 Cys-"""YMKRRTL"*

NLS-3 Cys-"**GLVDKFPHLLWSGTVLK’™

Tripszin inhibitort és succinimidil-Alexa Fluor488-at reagaltattunk gydri leirds szerint,
majd mostuk, Centriprep 10Y segitségével. Az Alexa488 jelolt tripszin inhibitor
(Alexa488trp.inh.) atlagos festék/fehérje molaranya 3-4 mol/mol volt.

Az Alexa488trp.inh.-t és Alexa488BSA-t (Invitrogen) reagiltattunk 1 mg Sulfo-
SMCC-vel 1ml (pH 7,2) szobahémérsékleten, 1 6rdig. A SulfoSMCC feleslegét négyszeri 50
mM K-foszfat pufferes (1:20) higitassal és ezt kovetd Centriprep 10Y-ban torténd
koncentralassal mostuk ki. A maleimido-fehérjét N, tartalmud desztillalt vizzel higitottuk, 4
°C-ra hutottiik, majd 10-szeres molaris feleslegben adtuk hozza a kapcsolandé peptidet és egy
€jszakan at kevertettiik. A szabadon marad6 maleimido csoportok blokkoldsara S0 mM Tris-
HCl-ben pH:7,2 oldott L-ciszteint adtunk a reakci6kozeghez (szobahdémérséklet, 1h). A
preparitum koncentrdldsa és import pufferes mosasa az elézOvel azonos mddon ismételt
higitdsokkal és koncentrdldsokkal tortént. A kapcsolt peptidek ligandum/fehérje ardnya SDS-
PAGE segitségével a latszolagos mdlsulyndvekedésbdl szdmitva 3-5 mol/mol BSA esetén 1-3

mol/mol trp. inh. esetén.

Az NLS2 Kklénozasa, expresszioja, tisztitasa, jelolése

A PI4K230 cDNS 3498-5001 bp szakaszdnak PCR felszaporitdsa sordn az 5’ végre
egy EcoRI, a 3’ végre egy Xhol restrikcids hasitéhelyet kapcsoltunk, a kovetkezd
primerekkel: 5’-ATATGAATTCGAGCATGGCATGGAGACGG-3’ és 5’-
CCGAGGAACAGGCCGGGAGCTCAATT-3’. Az igy kapott DNS fragmentet egy EcoRlI,
Xhol hasitott pET-28a plazmidba ligdltuk, 1étrehozva a pET28-NLS2 expresszios konstruktot.
A konstrukt egy 501 aminosavnyi peptidet kodol (a PI4K230 1166.-1667. aminosavnyi
szakasza) mely magaba foglalja a PI4K230 bipartit NLS-ét €s annak kdrnyezetét.



A fehérje expresszidhoz BL21(DE3) E. coli-t haszndltunk, melyet 0,4 mM IPTG-vel
indukaltunk (4 6ra, 28 °C). A baktériumokat 3x60 mp. ultrahangos kezeléssel tartuk fel, az
alkalmazott lizis puffer osszetétele: S0 mM Tris / HCI (pH: 7,5) 100 mM NaCl, 5 mM Mg-
acetat, 5% (v/v) glicerol, proteaz inhibitorok. Centrifugalast kovetoen az expresszalt fehérje a
csapadék frakcidban volt jelen, melybdl csak részlegesen, 2-7 M urea tartalmu lizis pufferrel
sikeriilt feloldanunk. A tisztitishoz SP-sepharose kromatografiat haszndltunk, az elualt

fehérjét szulthidril csoportjain keresztiil jeloltiik Alexa 488-maleimiddel.

Az expr.NLS2 sejtmagi transzportja szempontjabol Kkritikus, bazikus aminosavak
iranyitott mutagenezise

pET28-NLS2 vektor PCR-mutagenezisét a QuickChange Site-Directed Mutagenesis
kit (Stratagene) segitségével végeztiik, a gyarté éltal kozolt protokollnak megfelelden. A
Lys1415Ala és Lys1416Ala cseréhez hasznalt szensz primer: 5-
CCAAGAAATCAGGCATGTCTGCGGCAACCAACCG-GGGCTCCC-3" a Lys1429Met
Argl430Gly és Argl431Met cseréhez haszndlt szensz primer: 5’-GCACAAATACTACA-
TGATGGGCATGACGCTGCTGC-TGTCCC-3’ szekvencidju, az antiszensz primerek ezek
komplementerei. A megvaltoztatott nukleotidokat aldhuzasok jelolik. A kivant mutdcidk
jelenlétét DNS szekvenalassal ellenériztiik.

Az expresszi6 koriilményei, a tisztitds €s jelolés nagyrészt megegyezett az expr.NLS2

esetében alkalmazottal. (Elnevezése a tovabbiakban: expr.NLS2mut-Alexa488.)

Sejtmagi import folyamatok in vitro vizsgalata

A PI4K230 sejtmagi transzportjdban a feltételezett monopartit, bipartit és nem
klasszikus NLS szekvencidk lehetséges szerepének felderitése érdekében szelektiven
permeabilizdlt HelLa sejteken transzport kisérleteket végeztink. A HelLa sejteket
fed6lemezekre passzaltuk és a PBS majd import pufferes (20 mM HEPES / KOH (pH 7,3),
110 mM K-acetat, 5 mM Na-acetit, 2 mM Mg-acetat, | mM EGTA, 2 mM DTT) mosasokat
kovetden a sejteket import pufferben oldott 60 pg/ml digitoninnal permeabilizéltuk (7 perc),
amelyet intenziv mosés kovetett (3x import pufferrel). A sejtmagi import kisérlet sordn (15
perc) PI4K230 tartalmd Sf9 lizdtum, expr.NLS2-Alexa488 (700 nM) ill. Alexa488BSA-hoz,
illetve Alexa488trp.inh.-hoz kapcsolt NLS peptidek transzportjat vizsgaltuk (valamennyi 0,1
mg/ml). Az emlitett ligandumokat vizsgalatuk sordn vagy import pufferben oldott retikulocita
lizatum (150 pg/ml), ATP regenerdlé rendszer (1 mM ATP, 0.5 mM GTP, 10mM kreatin-

foszfat, 50 pg/ml kreatin-foszfokindz), protedz inhibitorok (aprotinin, leupeptin, pepstatin
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valamennyi 1 pg/ml) tartalmi kozegben vagy import pufferben oldott ATP regenerdld
rendszer, Ran mix (3 uM Ran-GDP, 150 nM RanGAP, 300 nM NTF2), importinok (al, a3,
a5, B valamennyi 1uM), protedz inhibitorok tartalmi kozegben oldottuk. Ezt kdvetéen a
sejteket mostuk, fixdltuk abs. etanollal (-20 °C, 10 perc), fluoreszcensen jeloltiik a sejtmagot,
nukleoluszt majd konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk.

A transzport folyamat guanin nukleotid-koté fehérje fiiggésének vizsgalatdhoz nem
hidrolizal6 GTP analégot, GTPyS-t hasznaltunk, 0,2 mM koncentricidban. A magporus
komplexeken keresztiili specifikus transzport gatlasat biizacsira lektinnel végeztiik, melyet 20
pg/ml koncentracidban alkalmaztunk az import kisérletet megel6zden 5 percig és az import
vizsgélat alatt. Negativ kontrollként Alexa488BSA-t pozitiv kontrollként pedig import
ligandot alkalmaztunk, mely az SV40 virus nagy T antigénjének NLS-e rodaminnal jelolt

BSA-hoz kapcsolva (mindkettét 700 nM-os koncentraciéban).

Fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgalata dot blot feliilrétegzéssel

1,5 pg Alexa488BSA-hoz kapcsolt NLS peptideket és exprNLS2-Alexa488
peptidet csoppentettiink fol nitrocellul6z membranra és 5% (m/v) BSA és 20 pg/ml leupeptin
tartalmd import pufferrel blokkoltuk 4 6raig. A hibridizacié sordn az importinok 1 pM
oldataval (1% (m/v) BSA és 20 ug/ml leupeptin tartalmd import puffer) 4 °C-on, 16 draig
inkubdltuk a membranokat. Az importin a-importin  tartalmi oldatokat a dimerképzd6dés
biztositasara 15-30 percig szobahdmérsékleten eldinkubaltuk 1:1 molaranyban. A membranok
PBS mosésat kovetéen 1% (m/v) BSA tartalmi PBS-ben oldott HRP jelzett anti-poli-His
antitesttel (5 ng/ml) vagy anti-GST antitesttel (20 ng/ml) és az erre specifikus HRP jelzett
masodik antitesttel (2 ng/ml) inkubdltuk a membranokat. Az immunreakciét ECL reagenssel

rontgen filmen detektéltuk.

Western blot

A mintdkat Laemmli-pufferben forraltuk 10 percig, poliakrilamid gélen elvalasztottuk,
majd PVDF-membranra blottoltuk. Elektrotranszfert kovetden a membrant 1% (v/v) normél
szérum és 5% (m/v) sovény tejpor tartalmi PBST-vel (0,1 m/v % Tween-20 PBS-ben)
blokkoltuk. A PI4K230 elleni els6 antitestek azonosak az immunhisztokémiai jeloléseknél
hasznéltakkal. Az antitestek kotodését a megfeleld peroxiddz konjugdlt masodik antitestek

kemilumineszcencidja segitségével tettiik lathatova.
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Konfokalis mikroszképia

A konfokalis felvételeket Zeiss LSM 510 tipusu mikroszkoppal, Plan-Apochromat
63x/1,4NA immerzids objektivvel készitettiikk. A festékeket Ar (488 nm), HeNe I (543 nm)
vagy HeNe II (633 nm) 1ézerekkel gerjesztettiik €s a megfeleld 505-550 nm, 560-615 nm vagy
585-615 nm emisszids szlir6kon ill. 650 nm LP sziirdn keresztiil detektdltuk. A konfokalis
blende értékét az 1 pm-es rétegvastagsag eléréséhez megfeleld értékre allitottuk. A képeket az
alabbi beadllitasokkal vettik fol: 512x512 pixel, 12 bit felbontas, 6,4 ps pixel idd, 2x

soronkénti dtlagolas.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A PI4K230 specifikus kimutatasa az etanollal fixalt sejtek magvacskajaban

Primer neurondlis HCNI1A sejtekben az anti-PI4K230 (873-1145 aminosavnyi
peptidszakasz elleni, tovabbiakban anti N) antitest, a citoplazmatikus jel6l6dés mellett nagyon
intenziv immunreaktivitdst mutatott az etanollal fixlt sejtek magvacskdjaban. Ezzel szemben
a nukleoldris immunreakci6 teljes hidnyat tapasztaltuk ugyanezen sejtek PFA fixaldsa esetén.
A PI4K230 immunfluoreszcens jelét megvizsgaltuk gyorsfagyasztisos technikaval preparalt,
etanollal fixalt, illetve PFA-val perfundalt patkdanyok gerincvel6i metszetein is. A PFA-
perfundalt patkanyok gerincveldi motoneuronjaiban a PI4K230 immunreaktivitisa kizardlag a
citoplazmara korlatozédott. Ugyancsak a nukleoldris jel hidnyat tapasztaltuk a
gyorsfagyasztott, utélag PFA-val fixdlt metszetek neuronjaiban is. Ezzel szemben a
gyorsfagyasztott, etanollal fixdlt motoneuronok PI4K230 tartalmdnak citoplazmatikus
jelolédése mellett gyenge sejtmagi és nagyon intenziv nukleolaris festddést tapasztaltunk.
Etanollal fixalt kontroll metszeteken csak gyenge hattérfestddést tapasztaltunk, ha az elsd
antitestet kihagytuk vagy nem specifikus csirke IgY antitesttel helyettesitettiik. A PI4K230
festddésével szemben, a gyorsfagyasztott gerincveldi metszetek PI4K92 jelolésekor nem
kaptunk nukleoldris jelet.

A PFA és etanol fixalt szovetek PI4K230 tartalmanak eltéré immunfestédése dltalanos
jelenségnek tekinthetd, amit aldtimasztanak a kiilonbdzd agyrégidkon végzett vizsgélataink.
A nagyagy kéreg, hippocampus és kisagykéreg teriiletérdl szarmazo, etanol fixalt metszeteken
a PI4K230 domindns nukleoldris jelét taldltuk, mig ugyanez hidnyzott a PFA perfundalt
allatok hasonl6 metszeteirdl.

A nem specifikus festddések ill. mas peptid szekvencidkkal kialakitott keresztreakcidok

kikiiszobolése végett tobb, a PI4K230 kiilonbozd epitdpjaira specifikusak antitesttel is
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vizsgélatot végeztiink. Az etanol fixalt BSO sejteken kapott eredmények valamennyi PI4K230
specifikus antitest (1361-1378 as., 1201-1220 as., 1566-1863 as. elleni) és a megfelelo Alexa
Fluor 488 jelolt mésodik antitest hasznélata esetén megegyeztek az anti N antitesttel kapott
eredményekkel. (Az antitestek specifikussagat Sf9 sejtekben expresszalt PI4K230
segitségével immunoblotton teszteltiik.) Az etanol fixdlt B50 sejtek intenziv PI4K230
festddésének nukleoldris voltdt minden esetben bizonyitotta kolokalizacidjuk indirekt jelolt
nukleolinnal. Ugyanilyen koriilmények kozott a PFA fixalt sejtekben a nukleolin jel6l6dés
onélléan, PI4K230 kolokalizacié nélkiil jelent meg. Mivel azonban a citoplazmatikus és
néhany esetben a sejtmagi PI4K230 ezekben az esetekben is detektalhaté maradt, igy
megéllapithatjuk, hogy a PFA maszkiroz6 hatdsa kizdrélag a nukleoldris PI4K230-ra
korlatozédik. Metanol-ecetsav vagy aceton fixélt B50 sejteken kapott eredmények azonosak
voltak az etanol fixdlt sejteknél kapottakkal, mely arra utal, hogy a PFA kémiai reakcidja
tehetd feleldssé a nukleoldris PI4K230 immunreakci6 elfedéséért.

A PI4K230 sejtmagvacskan beliili pontos helyének meghatarozasa végett a PI4K230
megjelenését kolokalizdcidban vizsgdltuk nukleolin és fibrillarin nukleoldris marker
fehérjékkel, etanol fixdlt HeLa sejteken. Kolokalizaciés eredményeinken alapulva
megallapithatd, hogy a PI4K230 hatarozott megjelenést mutat a sejtmagvacska denz fibrillaris
komponensében, mig a denz fibrillaris centrumokban nem fordul eld.

Ugyancsak megvizsgdltuk a PI4K92 és a PI4K550 immunfestésének kiilonbségét
etanol és PFA fixalt B50 sejteken. Ezen kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a fixaloszer
nem okoz észrevehetd kiilonbséget a két PI4K izoforma fest0dési mintdzatiban. A PI4K92
nagy mennyiségben jelenik meg a Golgiban és halvanyabb, rogos festddést mutat a
citoplazma tobbi részén. A sejtmagban a PI4K92 csak elszdrtan, pontszerii immunreakciok
forméjdban detektdlhatd, nukleolaris felddsulds nélkiil. A PI4K550 gyenge, rogos
citoplazmatikus immunreakcidjdval szemben a sejtmagban intenziv, egész magot kitdltd
festddés lathatd, fixdloszertdl fliggetleniil, azonban szembeotld nukleoldris jel6lddést nem

tapasztaltunk.

A PFA hatasanak vizsgalata a PI4K230 immunreaktivitasara

A PI4K230 tartalmid Sf9 sejt lizatumot novekvd koncentraciéji (0-1 %) PFA-val
kezeltiik 10 percig, majd SDS-PAGE utin PVDF membranra blottoltuk. Az immunoblott
eredménye alapjdn (anti N antitestet haszndlva) megéllapithatd, hogy a PI4K230 a PFA
kezelés ellenére is detektilhaté marad. PI4K230 jol kimutathaté abban az esetben is, ha a

fehérjét PVDF membranra blottolast kovetéen kezeljik PFA-val. Ezen eredmények arra
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utalnak, hogy a keresztkotd sajatossdggal biré formaldehid epitép-maszkirozé hatdsaért nem
molekulan beliili, hanem a PI4K230 és a vele kozvetleniil érintkez6 molekulak kozotti

keresztkotések felelosek.

A PFA fixalt sejtek sejtmagi PI4K230 tartalmanak feltarasa

A jelenség, miszerint a PI4K230 nukleolaris festddése csak a nem PFA fixalt sejteknél
tapasztalhaté azzal magyardzhatd, hogy a PFA keresztkotd sajatossdganak koszonhetOen
elfedi az immunreaktiv epitépokat. A PFA fixalt B50 sejtek nukleoléris PI4K230 tartalmét
azonban a gyakorlatban elterjedten hasznalt forrd citrat pufferes antigénfeltarassal sikeriilt
megjeleniteniink. Erdekes médon a PFA maszkirozé hatdsa akkor is elkeriilheté volt, ha a
gyorsfagyasztott gerincveldi metszeteket PBS-sel mostuk a PFA fixdlas el6tt. A jelenség
magyardzata lehet, hogy a fixdlast megel6z0 mosdsi periddus elég hosszi ahhoz, hogy a

kolcsonhato partner lebomoljon, vagy a citoplazmaba diffundéljon.

Az siRNS kezelés hatasa a PI4K230 nukleolaris festdésére

A PI4K230 nukleoldris immunreaktivitisinak tovabbi igazoldsa céljabol
megvizsgaltuk a PI4K230 specifikus siRNS kezelés hatasat a fehérje expresszidjara. COS-7
sejtek ismételt siRNS transzfekcigjat kovetd harmadik napon az etanol- fixalt sejtek PI4K230
tartalmanak jelentds -nukleolaris format is érint6- csokkenését figyeltiikk meg, ugyanakkor a
sejtmagban gyenge, diffiz immunreaktivitast tapasztaltunk. A PI4K230 mRNS szint
valtozasat az siRNS kezelést kovetden 24 6ra milva vizsgaltuk, mivel a hosszabb ideig tartd
kezelés toxicitdsa nagymértékii sejtpusztuldst eredményezett. Az RNS prepardldst kovetden
elvégzett RT-PCR majd hagyomdnyos PCR reakcié eredménye mar 24 ords kezelés utan
egyértelmiien mutatta a PI4K230 mRNS szint csokkenését, ugyanakkor a kontrollként
hasznilt GAPDH mRNS szintje nem véltozott.

A Triton X-100 kezelés hatas a PI4K230 intracellularis megjelenésére

Mivel mar tobb magban taldlhaté foszfoinozitid kinazrol kimutattdk, hogy
detergenssel nem oldhaté proteo-lipid komplexekben taldlhatd, ezért teszteltik a TX-100
kezelés hatdsat a PI4K230 sejten beliili eloszldsdra. A B50 sejteken alkalmazott, fixalast
megel6z6 5 perces TX-100 (0,5% TX-100 TPBS-ban) kezelés a citoplazmatikus PI4K230 jel
csOkkenését, a nukledris jel kismértékii novekedését eredményezte. A pdrhuzamosan hasznalt
nukleolin jel6lés intenzitdsanak jelentOs csokkenése és fragmentalédasa egyértelmiien jelezi a

TX-100 nukleoluszra gyakorolt roncsolé hatdsat. A kiilonbozo idejii (5-60 perc) TX-100
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kezelésnek kitett B50 sejtek konfokdlis mikroszképos szeletein a PI4K230 jelolés eloszlasat
kvantitativan elemezve elmondhat6, hogy a PI4K230 egy jelentds része mar 5 perces TX-100
kezeléssel kivonhat6 a sejtbdl de ez tilnyomorészt a citoplazmébdl szarmazik. Ez id6 alatt a
sejtmagban kis mennyiségli novekedés, a magvacskdban pedig csokkenés tapasztalhatd.
Hosszabb idejii TX-100 inkubdcié utan a citoplazmatikus enzim eloszldsa egy dlland6 szinten
stagnal, mig a nukleolaris frakcié lassu de folyamatos csokkenést mutat, bar ez a nukleolaris
jel mindvégig megdrzi domindns jellegét. Ezen megfigyelések alapjan megallapithatd, hogy a

PI4K230 a sejtmagvacska komponenseihez TX-100 rezisztens formédban kotddik.

A DNaz és RNaz elékezelés hatasa a PI4K230 nukleolaris lokalizacidjara

A sejtmagvacskdban a PI4K230 enzimmel kodlesonhaté komponens felderitése céljabol
megvizsgiltuk a DNdz I és RNdz A kezelés hatdsit a PI4K230 immunfestddésére. A
maghdrtya permebilizdldsdra szolgdlé TX-100 kezelés nem okozott feltiind valtozést a
PI4K230 nukleolaris festddésében, ha azonban a permeabilizalt sejteket DNaz [ vagy RNaz A
oldatban inkubaltuk, a PI4K230 nem mutatott nukleoldris jelenlétet. A DN4z ill. RNaz
mobilizdlhatésdg alapjan feltételezhetd, hogy a PI4K230 a nukleoluszban nukleinsavakkal

alkotott komplexekben talalhato.

Expresszalt PI4K230 és deléciés mutans formainak lokalizacioja

A transzfektalt COS-7 sejtekben a rekombinans fehérjék megjelenését 2 napos
expressziot kovetden vizsgédlva azt tapasztaltuk, hogy sem a teljes sem a delécids mutins
PI4K230 formék nem fordulnak el a sejtmagvacskdban, szemben az endogén PI4K230
nukleoldris jelenlétével. Néhany alkalommal azonban a PI4KA130 nukleoléris
transzlokdcidjat figyeltik meg, illetve az expresszdlt PI4K230 holoenzim esetében
néhdnyszor diffiz sejtmagi felddsuldst tapasztaltuk, amikor a Crml export rendszert

specifikusan gatlé Leptomycin B kezelést is alkalmaztunk.

Expresszalt PI4K230 sejtmagi importja permeabilizalt HeLa sejtekben

Kezdeti digitoninnal permeabilizdlt HeLa sejteken végzett kisérleteinkben az Sf9
sejtekben expresszdlt PI4K230 hatdrozott sejtmagi felddsuldsat tapasztaltuk ,.energia
regenerdld rendszerrel” kiegészitett retikulocita lizdtum tartalmd kozegben. A PI4K230
sejtmagi transzportja elmaradt, ha a kozeghez a nukledris transzlokdciot gétld- buzacsira
lektint adtunk. Kontroll kisérleteinkben az import ligand transzportjat vizsgaltuk (SV40 virus

NLS rodaminnal jelolt BSA-hoz kapcsolva) a fent bemutatott lektin nélkiili és lektin tartalmu
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retikulocita lizdtumos kozegben. Az import ligand expresszalt NLS2-val azonos megjelenése

bizonyitja a kisérleti rendszer helytallésagat.

A PI4K230 monopartit NLS-e (NLS1) sejtmagba iranyit6 informaciot hordoz

A PI4K230 szerkezetében szekvenciahomoldgiai vizsgélatok szerint két klasszikus,
egy monopartit NLS (NLS1) és egy bipartit NLS (NLS2) talalhat6. Emellett a PI4K230 egy
szakasza részleges szekvenciahomologidt mutat a foszfolipid szkrambldz ncNLS-ével
(NLS3). Ezen régiok tovéabbi vizsgdlatdhoz a hdrom feltételezett NLS szekvencidjat magdba
foglalé peptidet szintetizaltattunk és a szintetikus peptideket méretnovelés céljabol Alexa
Fluor 488 festékkel jelolt BSA-hoz kapcsoltuk. Az igy kapott NLS peptid-Alexa488BSA
komplexeket retikulocita lizatumos import kisérletekben vizsgaltuk. Az aspecifikus kotddések
kizardsa érdekében a transzport szempontjdbol kritikus, bazikus aminosavakban mutdns
peptideket is szintetizéltattunk (elnevezés: NLS Imut, NLS2mut).

Retikulocita lizdtumos import kisérletekben vizsgdlva az NLS1-Alexa488BSA
transzportdlddott a sejtmagba és egész magot kitoltd diffiz megjelenést mutatott, szemben az
NLS2-Alexad488BSA és NLS3-Alexa488BSA peptidekkel, melyek nem ddsultak fel a
sejtmagban. Az NLSI1-Alexa488BSA retikulocita lizitumos rendszerben tapasztalhatd
sejtmagi importja elmaradt a szigndl-fiiggd transzportot gatld lektin jelenlétében, vagy ha az
import rendszer energiaforrdsaként nem hidrolizalé GTP analégot, GTPyS-t haszndltunk. A
kontroll NLSImut- és NLS2mut-Alexa488BSA fehérjék esetében szintén nem volt sejtmagi
transzport. Bar az NLS2-Alexa488BSA nem mutatott sejtmagi megjelenést, a fluoreszcens jel
perinukledris felddsuldsa az NLS2 peptid és a transzport faktorok kozotti kdlcsonhatdsra

utalhat.

Az NLS1 sejtmagi transzportja importin al/p és importin a3/p heterodimer transzport
faktorok kozremiikodésével torténik

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltunk az importinok részvételét az NLS-
szarmazékok transzportjaban. Ezen vizsgalatok sordn (retikulocita lizatum helyett) az ,,ATP
regenerdlé rendszerrel”, Ran mix-szel és NTF2-vel kiegészitett import kisérlet kézegéhez
kiviilrél biztositottuk a rekombindns transzport faktorokat. Az NLS1-Alexa488BSA sejtmagi
feldisuldsa abban az esetben volt megfigyelhetd, ha az import kdzeg importin al és  vagy
importin a3 és B heterodimereket tartalmazott. Ezzel szemben importin a5/f dimereket vagy

0nall6 importinokat tartalmazé kozegekben a transzport elmaradt.
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Az NLS-peptidek és importinok kozotti in vitro kolcsonhatas osszefiigg transzportjuk
jellegével

Az NLS-ek és az 6nall6 importinok valamint importin o/f dimerek kozotti kozvetlen
kolcsonhatast feliilrétegzéses dot-blot kisérletek segitségével is megvizsgaltuk. Eredményeink
alatdmasztjak korabbi megfigyeléseinket: az NLS1-Alexa488BSA er6sen koti az importin
al/B és importin a3/p dimereket ugyanakkor monomer importinokkal nem asszocial, szemben
az NLSImut-Alexa488BSA fehérjével, amely egyetlen esetben sem mutat kotddést, az
NLS2mut-Alexa488BSA-hoz hasonléan. Importin a5-tel és importin a5/ dimerekkel az
NLS1 és NLS2 szarmazékok csak nagyon gyengén vagy egyéltalin nem asszocidlnak. Az
NLS3-Alexa488BSA és a kontrollként alkalmazott Alexa488BSA egyetlen monomer és
dimer importinnal sem 1ép kolcsonhatasba. Erdekes médon az NLS2-Alexa488BSA szintén
erdsen koti az importin al/p és a3/p dimereket valamint az importin -t, ami 0sszhanban lehet
perinukledris feldisuldsaval, ugyanakkor a teljes transzport hidnydnak oka megvialaszolatlan
maradt.

Ezen megfigyelések alapjan megéllapithatd, hogy a PI4K230 sejtmagi importja egy
receptor-fiiggd folyamat, amely a fehérje NLS1 szekvencidjaval kozvetlen kolcsonhatdsba

1€p6 importin al/p és importin a3/B dimerek altal vezérelt titvonalakon torténhet.

Az expresszalt NLS2 peptid (1166-1667 aminosavak) hatékonyan transzportalodik a
magvacskaba

Ahogy azt kordban bemutattuk, az NLS2-Alexa488BSA fehérje nem transzportalédott
a HeLa sejtak magjdba, viszont kotddott importinokkal.. Emiatt tovdbbi kisérleteinkhez az
altalunk klénozott és expreszalt NLS2-t haszndltuk (magédba foglalja a PI4K230 1166-1667
aminosavnyi szakaszit) melynek 57 kDa-os molsilya meghaladja a magpdérus komplexek
diffiziés hatarértékét. Az Alexa Fluor 488 festékkel jelolt expr.NLS2 nem csupan
transzportdlddott a sejtmagba, hanem a sejtmagvacskdban akkumuldlédott. Az expr.NLS2-
Alexa488 importja lektin-érzékeny, energia-fiiggd transzport, amelynek nukleoldris
felddsulasat tapasztaltuk importin al/p és a3/p dimerekkel, mig a tobbi kombinaciéban a
transzport elmaradt. Ezen megfigyelések Osszhagban vannak a dot-blot feliilrétegzéses
kisérletek eredményeivel. A mutdns expr.NLS2 forma egyetlen esetben sem mutatott
transzportot és kozvetleniil sem kot6dott importinokhoz a dot blot kisérletben.

A PI4K230 feltételezett bipartit NLS-e mégis funkciondld NLS Ilehet amely
valdszintileg akkor hatékony ha az NLS a megfeleld molekularis kornyezetében taldlhato.

Mindez a kornyezé aminosavak szerepét hangsilyozza, melyek befolyasolhatjak a szignal
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szekvencia hatdsat az NLS 4ltal kozvetitett importra. Meg kell azonban jegyezniink, hogy egy
hosszabb, szintetikus NLS2 peptid azonos kisérleti koriilmények kozott nem mutatta az

exprNLS2-Alexa488-nal megfigyelhetd, importin o/p specifikus transzportot.

Az NLS2 sejtmagvacskaba iranyité informaciot hordoz

Tovabbi vizsgédlataink annak felderitésére irdnyultak, hogy mely szekvencidk
kozremiikodésével valésul meg az expr.NLS2-Alexad488 sejtmagvacska-transzportja. Bar
konszenzus nukleoluszba irdnyit6 (targeting) szigndl (NTS) szekvencidkrél nincs
tudomasunk, a megismert NTS-ek kozos jellemzdje a bazikus aminosav-gazdagsag,
hasonléan a klasszikus NLS-ekhez. Szekvenciahomoldgiai vizsgdlatainkkal nagyfoku
hasonldsdgot taldltunk a humédn angiogenin NTS-e és a PI4K230 bipartit NLS-ének hatulsé
bazikus fele kozott. Az NTS-ek bazikus sajatossagat alapul véve 3 szintetizalt peptid esetében
is megvizsgaltuk a nukleoluszba irdnyit6 képességet: az NLS2 eliils6 bazikus része (NLS2/1),
az NLS2 angiogenin homoldg hatulsé bazikus része (NLS2/2) és a teljes hosszusagd NLS2. A
szintetizalt peptideket Alexa Fluor 488 festékkel jelolt tripszin inhibitorhoz (trp.inh.)
kapcsolatuk. Az igy kapott fehérjék molsiulyuk alapjan szabad diffiziéval mozognak a
magpérus komplexen keresztiil, igy a kisérletek sordn tapasztalt nukledris / nukleoléris
akkumulacié kizardlag a sejtmag valamely komponensével vald kozvetlen kolcsonhatassal
magyardzhatd.

Kontroll kisérleteinkben az Alexa488trp.inh.-t hasznaltuk, amely a permeabilizalt
HeLa sejtek magjdban semmilyen akkumuldciot nem mutatott. Az NLS1-Alexa488trp.inh.
(egy halvany jeltdl eltekintve) szintén nem dusult fel a sejtmagban / nukleoluszban, ami arra
utal, hogy az NLS1 peptid alapvetéen nem hordoz NTS informéciét €s nem 1ép kapcsolatba a
sejtmag / magvacska komponenseivel. A gyenge, diffiz magplazmatikus jelolés mellett
hatdrozott nukleoléris akkumuléciét tapasztaltunk az NLS2/1-Alexa488trp.inh. esetében, mig
az NLS2/2-Alexa488-trp.inh joval gyengébb nukleoldris megjelenést mutatott. A
permeabilizdlt HeLa sejtek sejtmagvacskdjidban tapasztalhaté felddsulds a teljes NLS2-
Alexa488trp.inh. esetében volt a legkifejezettebb, szintje joval meghaladta azt a mértéket,
amit az NLS2 fragmentjei esetében tapasztaltunk. Ezen eredmények is hangsilyozzdk az NLS
szekvencidk aktudlis molekularis kornyezetének jelentdségét.

Az el6z6 szintetikus peptidek (NLS2/1, NLS2/2, teljes NLS2) NLSI-
Alexa488BSA-hoz kapcsolva, hasonld ardnyud nukleoldris felddsuldst mutattak mint amilyet a
Alexa488trp.inh.-hoz kapcsolt peptidek esetében tapasztaltunk. A teljes NLS2 szignal
magvacskdba irdnyito ,.erejét” jol szemlélteti az NLS2-NLS1-Alexad88BSA-val elvégzett
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import kisérlet, melynek eredményeként az Osszes sejtmagba transzportdlédott molekula a
sejtmagvacskdban akkumuldlédott. Osszegezve eredményeinket elmondhatjuk, hogy az NLS1
kizardlag sejtmagba irdnyité informdcidt hordoz szemben az NLS2-vel, amely kdzremiikddik

mind a sejtmagi (kornyez0 szekvencidkkal egyiitt), mind a nukleolaris import folyamatokban.

KOVETKEZTETESEK

- A PI4K230 fehérje 4 kiilonboz6 epitdp-specifikus antitest felhaszndldsdval, indirekt
immunfluoreszcencidval kimutathaté az etanollal fixalt neurondlis és nem-neurondlis sejtek
nukleoluszdban, ahol a kolokalizaciés vizsgdlatok szerint elsésorban a denz fibrillaris
komponensben jelenik meg.

- A PFA kezelés immunoblotton és sejt lizitumban nem befolydsolja a PI4K230
immunreaktivitdsit, de a magvacskaban feltehetben a PI4K230-al szorosan asszocidld
makromolekuldkkal keresztkotve reverzibilisen maszkirozza annak immunreaktiv epitdpjait.

- Az siRNS kezelés kovetkeztében tapasztalhaté endogén PI4K230-szint csokkenés
elsdsorban a citoplazmatikus és a nukleolaris format érinti. A megmaradt fehérjék jelentOs
része a sejtmagban akkumulalodik.

- A PI4K230 detergens-rezisztens modon, valdsziniileg proteo-lipid komplexekben taldlhaté a
sejtmagvacskdban és kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatban all a nukleolusz DNS €s / vagy.
RNS komponenseivel.

- Bar a transzfektalt COS-7 sejtek rekombindns PI4K230 fehérjéje 2 napos kifejez6dést
kovetden sem jelenik meg a sejtmagban, az Sf9 sejtekben expresszdlt PI4K230 retikulocita
lizaitumos import rendszerrel transzportdlédik a digitoninnal permeabilizdlt HelLa sejtek
magjéba.

- A PI4K230 monopartit NLS-e (NLS1) dltal kozvetitett sejtmagi import lektin-érzékeny,
energia-fliggd folyamat, amely az NLS1 szekvencidval kozvetlen kolcsonhatdsba 1€pd
importin al/f és importin a3/f dimer transzport faktorok altal vezérelt titvonalakon torténik.

- A PI4K230 bipartit NLS-ét magaba foglalé expresszalt peptid (506 aminosav) lektin és
energia-fliggd moddon, importin al/B és importin a3/ dimer transzport faktorokkal
importalédik a sejtmagba, illetve a nukleoluszba. Habdr a szintetikus bipartit NLS szekvencia
(NLS2) nem képes a BSA sejtmagi transzportjat eldidézni, azonban a kis molsulyd tripszin
inhibitorhoz kapcsolva, mely akaddlytalanul halad 4 az NPC-n, annak nukleoldris
feldusulasat okozza. Ebben a tekintetben a teljes NLS2 hatékonyabb nukleoléris akkumulaciét

eredményez, mint fragmentjei.
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