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Roviditések jegyzéke:

Arf: ADP-ribozilaciés faktor

BSA: Szarvasmarha szérum albumin

cNLS: Klasszikus nukledris lokalizacids szignal

DAG: 1,2-diacilglicerol

DTE: Ditio-eritritol

EDTA: Etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA: Etilénglikol-bisz (B-aminoetil-éter)

ER: Endoplazmatikus retikulum

GAPDH: Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz

GFP: Z61d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)
GST: Glutation S-transzferaz

HA: Hemagglutinin

HEPES: N (2-hidroxietil)-piperazin-N"-(2-etanszulfonsav)
HRP: Torma peroxidaz (horse-radish peroxidase)

1P;: Inozitol- 1,4,5-triszfoszfat

IPTG: Izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid

LKU: Lipid kinaz specifikus domén (lipid kinase unique)
MVB: Multivezikuléris testek (multivesicular body)
ncNLS: Nem klasszikus nukledris lokalizdcids szignal
NGF: Idegi novekedési faktor (nerve growth factor)
NLS: Nukledris lokalizacids szignél

NPC: Magpoérus komplex (nuclear pore complex)

NS: Normadl szérum

NTEF: Nukledris transzport faktor

NTS: Sejtmagvacskadba irdnyité szigndl (nucleolar targeting signal)
PAO: Fenilarzin oxid

PBS: Foszfat puffer, séval pH 7,4 (Phosphate-buffered saline)
PBST: 0,1% Tween-20 / PBS

PFA: Depolimerizalt paraformaldehid

PH domén: Pleckstrin homolégia domén

Pi: Anorganikus ortofoszfat

PJ: Propidium-jodid

PI3K: Foszfatidilinozitol 3-kinaz (PtdIns 3-kinaz)

PI4K: Foszfatidilinozitol 4-kinaz (PtdIns 4-kinaz)

PIPK: Foszfatidilinozitol 3 vagy 4-foszfat 5-kindz



PITP:

PKA:

PKC:

PKG:

PLC:
PtdIns:
PtdIns (4)P:
PtdIns (4,5)P,:
RanBP:
RanGAP:
RanGEF:
SDS-PAGE:
SH2 domén:
SH3 domén:
TGN

Tris:
TX-TPBS:
WT:

Foszfatidilinozitol transzfer protein

cAMP-fiiggd protein kindz

Protein kindz C

cGMP-fiiggd protein kindz

Foszfolipaz C

1-(3-sn-foszfatidil)-D-mio-inozitol
1-(3-sn-foszfatidil)-D-mio-inozitol 4-foszfat
1-(3-sn-foszfatidil)-D-mio-inozitol 4,5 biszfoszfat
Ran kot6 fehérje (Ran binding protein)
RanGTPaz aktivélo fehérje

Ran guanin nukleotid cserél6 faktor
Natrium-dodecil-szulfat- poliakrilamid gélelektroforézis
SRC homolégia domén-2

SRC homolégia domén-3

Transz-Golgi haldzat (trans-Golgi network)
Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan

0,5% Triton X-100/ 10 mM Tris / PBS

Wortmannin



1. Bevezetés

A foszfoinozitidek a foszfatidilinozitol (PtdIns) foszforildlt szarmazékai, és bar kis
hanyadat teszik ki a sejtek membranjait alkot6 lipideknek, mégis kulcsszerepet jatszanak
szinte minden sejtfunkci6 szabdlyozasaban.

A foszfoinozitidek foszforilacidja, defoszforilaciéja vagy hidrolizise szdmos jelatviteli
folyamat része. A foszfatidilinozitol (PtdIns) inozitol gytirtijét a lipid kinazok D3, D4 ill. D5
helyzetben foszforildlhatjdk amelynek soran hét kiilonbozo termék johet létre. A D4
helyzetben (is) foszforilélt foszfoinozitidek [PtdIns (4)P, PtdIns (4,5)P,, PtdIns (3,4)P,, PtdIns
(3,4,5)P3] bioszintézisében tobbnyire a foszfatidilinozitol 4-kindzok (PI4K) katalizdljak az
els6 1épést, emiatt jelentdségiik kiemelkedd. Emlds sejtekben a PI4-kindzoknak 4 izoforméja
létezik: PI4K55a, PI4K55B, PI4k92, PI4k230 (alternativ jelolésiik PI4KIla, PI4KIIB,
PI4KIIIP, PI4KIIa). Ezek eltérd enzimoldgiai viselkedése, lokalizacidja €s doménszerkezete
eltérd intracelluldris feladatra és szabalyozasra utal.

A D4-helyzetben foszforildlt foszfolipidek legrégebben ismert funkciéja hogy - a
klasszikus szigndlitvonalban - masodlagos hirvivd molekuldk (inozitol- 1,4,5-triszfoszfat
(IP3) és diacilglicerol (DAG)) eldanyagai, amelyeket a foszfolipiz C (PLC) extracellularis
stimulus hatdsdra hoz 1étre a PtdIns(4,5)P, hasitasdval. A klasszikus jelpdlya mellett a
PtdIns(4)P szerepét szamos mads sejtmilkodésben is bizonyitottdk. Ma mar tudjuk, hogy a
Ptdlns (4)P és szarmazékai sajait maguk is szabalyozé molekuldanak tekinthetok. Ezt
alatamasztja, hogy a polifoszfoinozitidek képesek szabdlyozo hatast kifejteni a foszfolipid
kot6 doménnal rendelkezd fehérjékre. Emellett a foszfoinozitidek lokdlis képzodése a sejt
kompartmentjeiben jeldtviteli mikrodomének szervezddéséhez vezet a veliik asszocidl6dé
fehérjemolekuldk reverzibilis egybegytijtésével. Az elmilt években nagy szamban taldltak
olyan kindzokat és foszfatdzokat is, amelyek inozitidekhez kapcsolédva mitkddnek (Fruman
és mtsai., 1998; Mayerus és mtsai., 1999). Mindezek alapjan atértékelddik a foszfoinozitidek
és az Oket szintetizdlé enzimek sejtben betdltott funkcidja.

Az elmilt idészak fontos felismerése volt az is, hogy a foszfoinozitid ciklus
intermedierjei jelen vannak a sejtmagban is a maghartyatol fiiggetlen proteolipid komplexek
formdjaban. Részvételiik nélkiilozhetetlen a sejtosztéddsban, differencidlédasban, sejtciklus
szabdalyozasaban, transzkripciéban, kromatin szerkezet és génexpresszio szabdlyozdsdban. A
sejtmagi foszfoinozitidek szintézisében is kiemelkedd jelentdségli a ciklus kezdeti 1épését

katalizal6 PI4-kindzok szerepe. A PI4KS5 és PI4K92 izoformdk doménszerkezetében



nukledris lokalizacids szignalt valdszinusitettek és ezzel 6sszhangban jelenlétiiket kimutattak
a sejtmagban. Rajtuk kiviil a PI4K230 is tobb feltételezett NLS-t (nukledris lokalizacios
szignélt) és DNS kotésre szolgdlé motivumot tartalmaz, igy potencidlisan alkalmas sejtmagi
funkcid betoltésére. Emellett gazdag doménszerkezete szamos fehérje-fehérje és fehérje-lipid
kolcsonhatést is lehetévé tesz. Mindennek ellenére a PI4K230 lokalizdciéjaval foglalkoz6
korabbi kozlemények sejtmagi el6forduldsardl nem szamoltak be.

Munkdnk kezdetén célul thztik ki a PI4K230 intracelluldris lokalizdcidjanak
feltérképezését indirekt immunfluoreszcencids technikdval az enzimet nagy mennyiségben
expresszal6 neurondlis szovetekben, valamint ideg és nem-idegi eredetii sejtvonalakon.

Eldkisérleteink sordn fixaloszertdl fiiggden észleltiik a PI4K230 jelenlétét a sejtmagon
beliil a sejtmagvacskaban, ami eredményiink tobbirdnyd megerdsitésére 6sztonzott benniinket.
Mivel a formaldehid fix4dlds maszkirozé hatdsa makromolekuldkkal valé szoros asszocidciora
utalt, megvizsgaltuk, hogy van-e kolcsonhatds a sejtmagvacskdban 1évé PI4K230 és a
nukleoldris DNS és RNS kozott, valamint azt, hogyan befolydsoljak detergensek az enzim
nukleoldris lipidekkel kialakitott kapcsolatat. Vizsgalatokat terveztiink gatlo6 RNS-sel (siRNS)
transzfektalt sejtekben annak felderitésére, hogy a lecsokkent transzlacié milyen hatdssal van
az endogén PI4K230 citoplamatikus és sejtmagi el6forduldsdra. Mds kisérleteink teljes és
deléciés mutdns rekombindns PI4K230 formak sejtmagi megjelenésének tanulmanyozdisara
irdnyultak transzfektalt sejtekben.

A nukledris/nukleoldris transzlokacié mechanizmusat vizsgélva arra kerestiink valaszt,
hogy PI4K230-ban feltételezett NLS-ek koziil melyek funkciondlnak ténylegesen és milyen
import rendszeren keresztill vezérlik a fehérje magi transzportjat. Ehhez digitoninnal
permeabilizalt HeLa sejteken végzett sejtmagi import kisérletekben vizsgéltuk fluoreszcensen
jelolt BSA-hoz (szarvasmarha szérum albumin) kapcsolt szintetikus NLS peptidek tovabba
egy dltalunk klénozott és fluoreszcens festékkel jelolt rekombindns NLS peptid sejtmagi
transzportjit. Az NLS szekvencidk specificitisidt a transzportban kritikusnak tekintett
aminosavak muticidjaval vizsgaltuk. Hasonl6 kisérleti megkdzelitéssel probaltuk vizsgdlni a
PI4K230 feltételezett nukleoluszba irdnyitdé (NTS) szekvencidjat is, a magpoérusokon
szabadon diffundald, fluoreszcensen jeldlt tripszin inhibitorhoz kapcsolt szintetikus, NTS-

peptidek transzportjanak kovetésével.



2. Irodalmi attekintés

2. 1. Foszfoinozitidek és Pl4-kinazok

2. 1. 1. A foszfoinozitidek jelentésége, a foszfatidilinozitol ciklus

Az inozitol tartalmui foszfolipidek a sejtek foszfolipid tartalmdnak csupan 2-8%-at
alkotjdk, mégis kulcsfontossagiak a sejt miikddésében. A foszfoinozitidek képzddése és
szabalyozé szerepe mar tobb mint 6tven éve all a figyelem kozéppontjdban (Hokin és Hokin,
1953). Mai ismereteink szerint a kiilonféle ingerekre aktivalédé lipid kindzok, foszfatdzok és
foszfolipazok kozremiikodésével folyamatosan 4atformalédd foszfolipid profil sokféle
sejtfolyamatra gyakorol szabalyozé hatast. A foszfoinozitidek szertedgazd szerepét mutatja,
hogy részt vesznek a hormonok, novekedési faktorok és neurotranszmitterek jeldtviteli
folyamataiban, vezikuldris transzportban, ioncsatorna reguldciéban, citoszkeleton
atépiilésben, membran fizidban, sejtosztdédds és transzkripcié szabdlyozasdban (Balla, 2001;
De Matteis és mtsai., 2005; Fruman és mtsai., 1998; Hinchliffe és mtsai. 1998; Martin 1998;
Irvine 2003). Madsodlagos hirvivé funkcidjukon kiviil szabalyozé szerepet jatszhatnak
kozvetlen fizikai kontaktus révén is olyan proteinekkel, melyek foszfolipid kot6 doménnel
rendelkeznek. Ilyen domének: a PH (Pleckstrin homology) (Dowler és mtsai., 2000), PX
(Phox homology) (Xu és mtsai., 2001), FYVE (Gaulier és mtsai., 1998), ENTH (De Camilli
és mtsai., 2002), PHD (plant homeodomain) (Gozani és mtsai., 2003) és DHR (DOCK
homology region) (Cote és mtsai., 2005).

A foszfoinozitidek alapvegyiilete a foszfatidilinozitol (PtdIns), melyben az inozitol 6t
szabad hidroxil csoportjdnak barmelyike foszforildlodhat(1. 4abra). Az érdeklddésiink
kozéppontjdban 4ll6 foszfatidilinozitol 4 kindz (PI4K) a PtdIns inozitolgyiiriijének D4
helyzetli foszforildlasat végzi ATP 1vy-foszfatjdval. Az igy keletkezett PtdIns (4)P
foszforilacidja PtdIns 4-foszfat 5-kindzzal (PIPKI) PtdIns 4,5-biszfoszfatot [PtdIns (4,5)P,]
eredményez. A foszfatidilinozitol 3 kindz (PI3K) az inozitolgyliri D3 helyzett
foszforildlasaval tovabbi hatékony foszfoinozitideket (PtdIns (3)P, PtdIns (3,4)P, és PtdIns
(3,4,5,)P3) hoz 1étre.

A foszfoinozitidek a plazmamembran (Michell, 1975) mellett kimutathatok a Golgi
apparatusban (Jergil és Sundler, 1983), endoplazmatikus retikulumban (ER) (Cockroft és

mtsai., 1985), szarkoplazmatikus retikulumban (Varsanyi €s mitsai., 1989), lizoszémakban



(Collins és Wells, 1983), kiilonféle vezikulumok (Rouser és mtsai., 1972), maghartydban
(Smith és Wells, 1983) és a sejtmagban is (Divecha és mtsai., 1991).

Ptellnz (3P Ptdinz (3,4)P;  Ptdinz (3 4,5)P,

PI3KEIN
- PI3KI PI3KI
oH
HC OH

o
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oH aH
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OH

OH

HO!
oH

Ptdins (5P

1. abra: A foszfoinozitid ciklus (forrds: Irvine, 2003; modositotta: Kakuk)

A membranok PtdIns (4)P és PtdIns (4,5)P, szintje kontrolldlt médon véltozik, és bar
kiilonb6z6 szignédlokra ardnyuk jelentdsen eltolddhat, ez gyorsan visszadll az eredeti szintre.
A ciklus szabdlyozdsa Osszetett, csak részben feltart folyamat, mely a PI4K és a PI(4P) 5-
kindz (PIPKI) aktivitds véltozdsan keresztiil valésul meg. Logikusnak tiinik, hogy a PtdIns
(4)P keletkezése jelenti a sebességmeghatarozo 1épést a tovabbi foszfoinozitid szarmazékok
képzodéséhez. Bar a foszfoinozitidek bioszintézisének fokozdddsa szdmos bioldgiai

folyamatban bekovetkezik, a kindzokra kifejtett kdzvetlen szabdlyozé hatdst eddig csak



néhany esetben sikeriilt kimutatni, igy G-fehérje (Stephens és mtsai, 1993), Rac (Tolias és
mtsai, 1995; Wei és mtsai., 2002) Rho (Chong és mtsai, 1994) és Arf (Jones és mtsai., 2000)

fehérjék aktivalddasa PtdIns (4)P vagy PtdIns (4,5)P, koncentraci6-ndvekedést eredményez.

2. 1. 2. A PtdIns kinazok jellemzése

2.1.2.1. Pl 3-kinazok

A foszfoinozitidek bioszintézisében jelentds szereppel bir a foszfatidilinozitol 3-kindz
(PI3K), mely az inozitolgylrii D3 helyzetli foszforildlasdval a PtdIns (3)P, PtdIns (3,4)P, és
PtdIns (3.4,5,)P3 képzésében vesz részt. A PI3-kindzok doménszerkezeti és enzimkinetikai
sajatossdgaik alapjan PI3KI (IA, IB), PI3KII (a, B, y), és PI3KIII osztalyokba sorolhatok
(Fruman és mtsai., 1998). A PI3KI élettani koriilmények kozott elsdsorban PtdIns (3,4,5)Ps-ot
termel, a PI3KII f6 szubsztratja a PtdIns és PtdIns (4)P, a PI3KIII pedig kizardlag a PtdIns-t
foszforilalja (Foster és mtsai., 2003).

A PI3K termékei nem szubsztritjai a PLC-nek de kulcsszerepet jatszanak szadmos
sejtfolyamatban. A PI3K fontos tényezdje az integrin-aktiviciés és novekedési faktorok
(EGF, PDGF) dltal kivaltott szigndlitvonalnak (Roche és mtsai, 1994) és szerepet jatszik a
sejtek kitapadasaban (Wennstrom és mtsai, 1994), tovabbd az apoptdzis kivédésében (Yao és
Cooper, 1995), virdlis onkogének hatasdnak kozvetitésében (Carpenter és Cantley, 1990), a
szekrécioban (Yano és mtsai, 1993) és a vezikuldris transzportban (Janmey, 1995). A PI3K
lipidtermékei foszfoinozitid kotd doméneken (PH, PX és FYVE) keresztiil befolyasoljak a
fehérjék mitkodését (pl.: protein kindz C, Akt) és igy szabalyozzdk a vezikuléris transzportot,
mitogenezist és aktin dtrendezddést (Carpenter és Cantley, 1996; Fruman és mtsai., 1998;
Kanai és mtsai., 2001).

A kisérletes megkozelités szempontjabdl fontos, hogy a Wortmannin és a nem ionos

detergensek, mint a TX-100 gatoljak a PI3-kindzok aktivitasit (Arcaro és Wymann, 1993).
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2.1. 2. 2. PIP-kinazok

A PIP-kindzok az inozitolgylrti D4 vagy D5 helyzetii foszforildldsat végzik (Loijens
és mtsai., 1996). Legaldbb 6 humdn izoformat klénoztak, amelyek szubsztrat-specificitdsuk
alapjan két, PIPKI (a, B, y) és PIPKII (a, B, y) alcsaladba sorolhatok (Boronenkov és
Anderson, 1995; Divecha és mtsai., 1995; Loijens és Anderson, 1996; Castellino és mtsai.,
1997; Ishihara és mtsai., 1998; Itoh és mtsai., 1998) A PIPKI a PI4P 5-kinaz funkcié mellett a
PtdIns, PtdIns (3)P és PtdIns (3,4)P, D5 helyzetti foszforilalasara is képes (Zhang és mtsai.,
1997) A PIPKII kinazok D4-kinazok, preferalt szubsztratjuk a PtdIns (5)P vagyis els6sorban
PISP4K funkcioval rendelkeznek —ezaltal egy alternativ utvonalat szolgéltatnak a PtdIns
(4,5)P, képzodés iranyaba- emellett kisebb affinitdssal foszforildljak a PtdIns (3)P-ot is
(Rameh és mtsai., 1997). PIPKI jelenléte kimutathaté a plazmamembranban és a sejtmagban,
PIPKII pedig a citoszolban, endoplazmatikus retikulumban, aktin citoszkeletonhoz kototten és

a sejtmagban (Fruman és mtsai., 1998).

2. 1. 2. 3. Pl 4-kinazok

2. 1. 2. 3. 1. A Ptdins 4-kinaz izoformak enzimoldgiai jellemzése és szoveti
eléfordulasa

A PtdIns 4-kindzok kimutathatok és nélkiilozhetetlenek az eukariétdk minden
szervezOdési szintjén. Legkordbban az élesztoben eldforduld enzimek szerkezetét ismerték
meg, ezek modellként szolgédlhatnak mds eukaridta enzimek a vizsgdlatdhoz. Legalaposabban
az emlds PtdIns 4-kindzokat ismerjiik; ezek sem molekulatomegiik, sem enzimoldgiai
sajatsagaik tekintetében nem egységesek, emellett az egyes tipusok eltérd szoveti lokalizaciot
mutatnak. A PI3-kindzokt6l abban kiilonboznek, hogy enzimaktivitdsukhoz nem-ionos
detergens sziikséges.

Csoportositasuk és elnevezésiik alapjdul munkdnkban a molekulatomeget haszndljuk
(Gehrmann és Heilmeyer 1998, Heilmeyer és mtsai., 2003), igy harom csoport képezhetd: 55
kDa-os (PI4K55a ésPI4K55B) 92 kDa-os (PI4K92) és 230 kDa-os (PI4K230) izoformak.
Ezen csoportokat gyakran PI4KIla, PI4KIIB, PI4KIIB és PI4KIIla néven is emlitik (1.
tdblazat). Bar a csoportnevek konkrét molekulatomeget jelolnek, az egy csoportba tartoz6
enzimek tomegiikben kiilonbozhetnek. Jelen ismereteink alapjan az egyes tipusok eltérd

molekulatomegli formai ugyanazon génrdl atirédé splice-varidansok, amire a szekvencia
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homoldgia és a jol jellemzett enzimoldgiai sajatsagok alapjan kovetkeztethetiink (Carpenter és

Cantley, 1990; Balla, 1998; Gehrmann és Heilmeyer, 1998).

55 kDa-os PtdIns 4-kinazok:
PI4KS55a (PI4KIla). gélelektroforézissel meghatirozott molekulatomege 45-55 kDa koriili
(Porter és mtsai., 1988; Walker és mtsai., 1988). Szamos szovetbdl sikerrel tisztitottak:
fibroblasztbol (Whitman és mtsai., 1987), szarvasmarha méhizombdl (Porter és mtsai., 1988),
birka agybol (Scholz és mtsai., 1991), humédn vorosvértestekbol (Wetzker és mitsai., 1991;
Graziani és mtsai., 1992) és kromaffin sejtekbol (Husebye és mitsai., 1990). Klénozasa
viszonylag késon, szekretorikus, kromaffin granulumokbdl (Barylko és mtsai. 2001), illetve
non-caveolar membran raftokbdl sikeriilt (Minogue és mtsai. 2001).
A PI4KS55p (PI4KIIB) enzimet Balla és mtsai. (2002) klénoztak eldszor, a PI4K55a-val valé
szekvencia homolodgia alapjan. A cDNS-e egy 54 kDa-os fehérjét kodol, mely a C-termindlis
katalitikus régiéban nagyfokd homoldgiat mutat a PI4K55a-val, az N termindlis rész azonban
egyedi.
Mindkét tipusra jellemz0, hogy valdszinlileg minden sejtben és szovettipusban expresszal6do
enzimek, Northern blottal vizsgdlva azonban kimutathat6, hogy a PI4K55a az agy és a
periférids fehérvérsejtek, a PI4K55B pedig a mdj teriiletén domindl a madsik izoformaval
szemben (Balla és mtsai., 2002).
Enzimoldgiai jellemz6ik nagyon hasonldak: A PI4KS55a ATP iranti affinitdsa nagy (Km=30-
100uM), a PI4KS55p alapaktivitisa azonban csak kb. 30%-a a PI4K55a-nak. Mindkét
izoforma érzékeny adenozin gitlasra (Ki=20-100uM), a wortmannin (WT) viszont egyiket
sem gatolja. Miikodésiikhoz Mn®* vagy Mg** sziikséges, mig a Ca®* csdkkenti az aktivitdsukat

(Wetzker és mtsai. 1991).

A PI4K92 (PI4KIIIB) csoport elnevezését arrdl a Nakagawa és mtsai. (1996a) 4ltal
patkdnybdl kldnozott enzimrdl kapta, amelynek molekulatomegét ¢ DNS alapjan 92 kDa-nak
szamitottdk. A mellékvesekéregbdl tisztitott PI4K92 moltomegét SDS-PAGE segitségével
110 kDa-nak hatdroztik meg (Balla és mtsai., 1997). Hasonlé eredmény sziiletett human
klénok vizsgdlatdval is (Meyers és Cantley, 1997). A PI4K92-nek t&bb splice varidnsa 1étezik
(Suzuki és mtsai., 1997), ezek valdszintileg a szovetspecificitasukban kiilonboznek. A fehérje
kimutathat6 periférids szovetekben és a kozponti idegrendszerben is ahol a fehérdllomdnyban
és a plexus chorioideus teriiletén 6nalléan, PI4K230 nélkiil fordul el6 (Z6lyomi €és mtsai.,

2000).
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A PI4K92 ATP iranti affinitdsa jéval kisebb, mint a PI4K55-é (Km=410uM), adenozin
gatlasra kis mértékben érzékeny (Kij=852uM), a WT pedig mar szubmikromoldris

koncentraciéban is gitolja (ICsp=50 nM). Mg** és Mn** az aktivitast noveli, de a Ca"

ellentétben a PI4KS55 izoformaval, nem gétolja (Nakanishi €s mtsai., 1995.

PI4KS5a PI4KS5p8 PI4K92 PI4K230
Egyéb elnevezés PI4K Ila PI4K TIP3 PI4K IIIP PI4K o
Moltomeg 55-56 kDa 55-56 kDa 110 kDa 210 kDa
SDS-PAGE-val
Km (a1p-Mmg 24) 10-50 uM 10-50 uM 410 uM 150-750 uM
Adenozin gatlas (K;) 10-70 uM 10-50 uM 852 uM 1520 uM
Wortmannin Nem érzékeny | Nem érzékeny 50-300 nM 50-300 nM
érzékenység (1Csg)
PAO gatlas (ICs) >100 uM >100 uM 1-5 uM 30 uM
Eleszt6 homolog LSB6 LSB6 STT4 PIK1
forras Minogue és | Balla és mtsai.,| Nakanishi és Gehrmann és
mtsai., 2000 2002 mtsai., 1995 mtsai., 1999

1. tablazat: A PI4K izoformdk jellemzése

A PI4K230-at (PI4KIIIla) elsoként Endemann és mtsai. (1987) mutattak ki
szarvasmarha agykivonatbdl, ennek molekulatomege szacharéz gradiens centrifugdldssal 230
kDa-nak adddott. Hasonl6an 230 kDa-os formét klénoztak Nakagawa és mtsai. (1996b)
patkdnyagybdl. Az enzim szekvencidjat szarvasmarha agyb6l Gehrmann és mtsai. hataroztak
meg 1996-ban, a molekulatomegét SDS-PAGE segitségével 200 kDa-nak mérték. Az enzimet
sikerrel tisztitottdk szarvasmarha méhizomzatbdl (Li és mtsai., 1989) és mellékvesekéreg
homogenizatumbdl is (Balla és mtsai., 1997) de jelenléte a kozponti idegrendszer teriiletén
domindl (Carpenter és Cantley 1990; Gehrmann és mtsai., 1999), ahol az &sszehasonlito
vizsgalatok szerint mennyisége jelentésen tobb mint a neurélisan szintén el6fordulé PI4K92
izoformdé (Zoélyomi és mtsai., 2000). A PI4K230 szoveti expresszidjdit Northern blottal
szamos kutatdcsoport vizsgélta (Nakagawa €s mtsai., 1996; Balla és mtsai., 1997; Gehrmann
és mtsai.,, 1999; Zoélyomi és mtsai., 2000). Eredmények szerint a PI4K230 mRNS-e (a

PI4K92-h6z hasonldan) kimutathaté szamos periférids szovetben: szivizomban, vdzizomban,
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vesében, 1épben, petefészekben, herében. A nagyagy in-situ hibridizacids analizisével intenziv
jelet tapasztaltak a cortex, lobus olfactorius, hypothalamus, hippocampus, amygdala és a
limbikus rendszer teriiletén, valamint a kisagyi Purkinje sejtekben (Zdlyomi és mtsai., 2000).
A korabban kiilon tipusként kezelt 97 kDa-os PI4K a PI4K230 splice-variansdnak vagy
kl6nozasi miiterméknek tekinthetd, mivel aminosavsorrendje 99%-ban megegyezik a 230kDa-
os forma megfeleld szakaszdval (Nakagawa és mtsai., 1996b; Wong és mtsai., 1994). A
PI4K230 valésziniileg fontos szerepet jitszik az embriogenezis sordn az agy fejlodésében,
mert patkdny embriok agydban nagyobb mennyiségben van jelen, mint a kifejlett dllatokéban
(Nakagawa és mtsai., 1996b; Zélyomi és mtsai., 2000).

Enzimoldgiai vizsgdlatok szerint a PI4K230-as csoportba tartozé enzimek ATP irdnti
affinitdsa véltozé (Km=150-750uM) (Carpenter és Cantley, 1990) de joval kisebb, mint a
PI4K55 esetében. Az enzim gitldsa a PI4K92-re jellemzOnél magasabb adenozin
(Ki=1520uM) és WT (IC5p=100-200nM) (Nakagawa és mtsai., 1996) koncentraciénal
kovetkezik be. A Mn?* és Mg2+ aktivitast noveld hatdsa ennél az izoformanal is érvényesiil

(Gehrmann €s mtsai., 1996). Az egyes tipusok fobb jellemzdit az 1. tdblazat mutatja.

Eleszté PI4-kindzok

A foszfoinozitid anyagcsere élesztoben el6fordulé enzimei modellként szolgalhatnak maés
eukariota sejtek enzimeinek a vizsgalatdhoz. Ezért az eml6sok mellett alaposan vizsgaltdk a
Saccharomyces cerevisiae-t is, amelyben 3 kiilonb6z6 PI4K izoformat talaltak. A PIK1 gén
altal kédolt 120 kDa-os enzim (Flanagan, 1993) az emlds PI4K92-hoz hasonlit (Kapp-Barnea
és mtsai., 2003) Egy masik éleszté PI4K az STT gén éltal kédolt 215 kDa-os izoforma
(Yoshida és mtsai., 1994), melyet az emlds PI4K230 homol6gjanak tartanak. A
Saccharomyces cerevisiae harmadik PI4-kindza az Lsb6, egy 70 kDa-os membrén asszociéalt

fehérje (Han és mtsai., 2002; Shelton és mtsai., 2003).
2. 1. 2. 3. 2. A PtdIns 4-kinazok szerkezete

Az 0sszes eddig ismert PI4K (és PI3K) k6zos vondsa, hogy a konzervélt katalitikus
domén a molekula C-terminélisan helyezkedik el, mig ett6] N-termindlisan egy enzimenként
eltér6 doménszerkezetii polipeptid szakasz taldlhaté (Gehrmann és Heilmeyer, 1998). Ebben
az N-termindlis reguldtor szakaszban helyezkednek el azok a domének, amelyek az egyes

izotipusok eltéré szubcelluldris lokalizaci6jaért és funkciondlis sajatsdgaiért felelGsek
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lehetnek. A  Pl4-kindzok szekvenciahomoldgiai vizsgilatok alapjan feltételezett

doménszerkezetét mutatja a 2. abra.

A PI4K izoformdkban el6fordulé domének és motivumok jellemzdi:

Katalitikus domén: A PI4-kinazokban azonos mddon, a molekula C-termindlisin megjelend,
konzervalt szakasz. A PI4KS55a katalitikus doménje a PI4KS558 —val, mig a PI4K230
katalitikus doménje a PI4K92-vel mutat nagyobb homolégidt. A lipidkindzok katalitikus
doménje alapvetd szerkezeti hasonldsdgot mutat a cAMP-fiiggd protein kindz (PKA)
katalitikus alegységével (Gehrmann és Heilmeyer, 1998).

A PI4K-ok katalitikus doménjébdl koriilbeliil 70 aminosavmaradékot foglal magaba a PKA

kis lebenyéhez hasonlé régid. Elsésorban horgonyzé funkciét tulajdonitanak neki. Szerepe az

ATP adenin részének és a nem transzferdl6do a és f foszfatnak a rogzitésében van.
A kb. 20-70 aminosavat tartalmazé 6sszekotd régié méretében €s szekvencidjdban is nagyon
varidbilis. Valésziniileg ez a régidé végzi a szubsztrat megkotését.

A harmadik rész a PKA nagy lebenyéhez hasonld régié, mely hozzavetdleg 170 aminosavat

foglal magédba és elsdsorban a katalitikus funkcidért felelés. Funkciondlis jelentdségii
szakaszok a PI4K230 ezen részén a Mg2+ kotéséhez sziikséges DFG motivum (1917-1920) és
a katalitikus funkciéju DRH motivum (1899-1901).

Lipid kinaz specifikus domén (LKU): A katalitikus centrum szomszédsidgaban
elhelyezkedd, mintegy 70 aminosavbdl 4ll6 szakasz. Eddig csak lipidkindzokban talaltdk meg.
A lipidszubsztrat kdtésében tulajdonitanak neki szerepet.

Pleckstrin homolégia (PH) domén: foszfolipid-koté funkcidja van, igy szerepe lehet az
enzim membranasszocidciés folyamataiban (kb. 100 aminosav).

Src homolégia domén 3 (SH3): jelatviteli folyamatok sordn prolin-gazdag régiot tartalmazd
fehérjékhez kotddik (kb. 50 aminosav.).

Prolin-gazdag régio: SH3 ligandként szerepel a jelatvitelben.

Hélix-hurok-hélix: a DNS-kot6 fehérjékben (pl. transzkripcids faktorokban) talalhaté meg de
a DNS kotéshez a dimerizdcié mellett egy szomszédos bazikus szekvencidra is sziikség van.
A PI4K230 esetében a bazikus aminosavak hidnya miatt ezek a domének valdszinilileg arra
szolgélnak, hogy heterodimereket képezzenek mas hélix-hurok-hélix tartalmui fehérjékkel, igy

szabdalyozva (csokkentve) a transzkripcids aktivitast.
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Leucin cipzar és a bZip (bazikus leucin cipzar): Amig a leucin cipzar fehérjékkel vald
homo- és heterodimerizacioért felelés (amely két fehérje hidroféb, dimerizaciéra képes a-
hélixei kozott jon 1étre) addig a bazikus leucin cipzar a DNS-sel 1ép kozvetlen kapcsolatba.
Nuklearis lokalizaciés szignal (NLS): A magi transzlokdcidért felelds, bazikus
aminosavakban gazdag peptidszakasz: szerkezetiiket tekintve klasszikus mono és bipartit
NLS-ek. Valamennyi izoformaban fellelhetok, ami sejtmagi transzportjukra utal.

Nuklearis export szignal (NES): Leucin gazdag szakasz, mely a sejtmagi exporthoz
szitkséges. Bar valdszinlileg minden izoforma tartalmaz NES-t de jelenléte egyértelmiien csak
a PI4K92 esetén igazolt (De Graaf és mtsai., 2002), ugyanis a CRM1 / exportin 1 rendszert
Leptomycin B-vel gitolva kivélthat6 a PI4K92 magi akkumul4cidja.

A PI4K550 és PI4K558 doménszerkezete szegényes, a katalitikus centrum mellett
mindossze egy bipartit NLS-t és egy leucin cipzar-t tartalmaz. Fontos megemliteni, hogy a
PI4K55a poszttranszlaciésan palmitoildlodik egy, a molekula kozepén taldlhatd cisztein
gazdag szakaszon. A palmitoilacié olyan hatékony membran-asszocidciot tesz lehetové,
amely a transzmembran proteinekre jellemzod sajatossagokat eredményez. (Barylko és mtsai.
2001). A PI4KS5B esetében a palmitoilacié nem feltétele a membranasszocidcionak de

sziikséges a megfeleld funkcidhoz.

Palmit. hely Katalitikus
Bip. domén
NLS |
I

P4Ksse [ [

Pro. gazdag Bip.NLS Katalitikus domén

Monop. LKU| NES _Foszfor.
NLS | ( | domén
|

pl4k92 [T I 0T

Monop. Leu cipzar Bip. NLS

Helix-ford.-helix ~ Helixford-hélix —nis bZip Leu cipzar.  Katalitius domén
Pro gazdag LKU PH
| (e | ] |

rak230 [l 11 1 1

2. abra: A PI4-kindzok doménszerkezete
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A PI4K92 esetében, a fent kozosen jellemzett domének mellett (prolin gazdag régio,
monopartit NLS, LKU, bipartit NLS, NES, katalitikus domén) (Nakagawa és mtsai., 1996a)
egy foszforilacios domén is taldlhaté (Suer és mtsai. 2001). Ez tartalmazza az eddig
megismert 8 db. Ser, Thr foszforilacids helyet. Foszforildlasukra a cAMP-fiiggd proteinkinaz
(PKA), cGMP-fiiggé proteinkindz (PKG), ciklin-fiiggd protein kindz 2 (cdc2) és a Ca®* /
kalmodulin-fiiggd protein kindz képes, novelve az enzim lipidkindz aktivitdsit. Zhao és mtsai.
(2000) szerint a PI4K92 autofoszforildciora is képes, mely a lipidkindz aktivitdst géatolja.
Mivel a PI4K92 esetében nem tudtak PH domént kimutatni, igy azt feltételezik, hogy vagy a
katalitikus doménen keresztiil, vagy pedig fehérje-fehérje kolcsonhatds segitségével
horgonyzédik ki a membranhoz.

A PI4K230 funkciéja a sejten belil még kevéssé feltdrt, rendkivill gazdag
doménszerkezete (hélix-hurok-hélix, prolin gazdag régié, SH3, monopartit NLS, leucin cipzar
és bZip domén, bipartit NLS, LKU, PH, katalitikus domén) egyértelmiien utal szamos
protein-protein, protein-lipid és protein-DNS kolcsonhatés lehetdségére. Tovabbi szabdlyozasi
lehetéség, hogy aminosavszekvencidja alapjan szamos potencidlis proteinkindz foszforilacids
hellyel rendelkezik: 5 potencidlis PKA/PKG, 31 kazein kindz II, 29 kiilénféle protein kindz C
(PKC) és 5 protein tirozin kindz foszforilacids helyet valdszintsitettek (Gehrmann és mitsai.,

1996, 1999; Nakagawa és mtsai., 1996b).

2.1. 2. 3. 3. A PtdIns 4-kinazok intracellularis lokalizacioja és funkcioik

A PI4K izoformdk tobbé-kevésbé jellegzetes asszocidciét mutatnak a
sejtorganellumokkal, ami utal az egyes tipusok eltéré élettani folyamatokban valé

részvételére.

Plazmamembran

Az egyik legalaposabban ismert, citoplazma membranb6l indulé szignaliutvonalban a
keletkezé PtdIns (4,5)P, szubsztritjaként szolgdl az extracelluldris ingerekre (G-proteinen
vagy receptor tirozinkindzon keresztiil) aktivalédo, foszfoinozitid-specifikus foszfolipaz C
(PI-PLC) P vagy vy izoformanak (Michell, 1975), mely a PtdIns (4,5)P;, hidrolizisével két
masodlagos hirvivot hoz létre: inozitol (1,4,5)-triszfoszfatot (IP3) és diacilglicerolt (DAG).
AZ TP; kalciumot szabadit fel az intracelluléris raktdrakbol (Berridge, 1984), mig a DAG a
proteinkindz C (PKC) szamos form4jat stimulalja (Nishuzuka, 1988) (3. 4bra).
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A plazmamembrinban jelenlévo agonista-szenzitiv PtdIns (4,5)P, pool fenntartdsaért
alapvetéen a membranasszocialt €s dllandéan aktiv PI4K55a felelds (Balla és mtsai., 2002).
Az egyébként tilnyomorészt citoszolikus, csokkent aktivitasi PI4K55B PDGF (vérlemezke
eredeti  novekedési faktor) stimuldciét kovetden Rac-GTP  kozvetitésével a
plazmamembranhoz védndorol és aktivalddik, igy kisebb mértékben ez az izoforma is részt
vesz a sejtmembran PtdIns ciklusaban (Wei és mtsai., 2002).

Walker és Pike mutatta ki 1987-ben, hogy a PI4K aktivitds és a PtdIns (4,5)P, hidrolizis EGF
(epidermadlis novkedési faktor) stimuldcié hatdsidra fokozodik. Az aktivalt EGF receptor
PtdIns transzfer proteinnel (PITP), PLC,-val és PI4K55-tel multienzim komplexet hoz létre,
ami a résztvevl tagok aktivacidéjdhoz vezet (Kauffmann-Zeh és mtsai., 1995). A PIPKI
receptoron keresztiili kozvetlen stimulaciéjat Xu és mtsai. (2003) szerint az bizonyitja, hogy a
kiils6 ingert kovetden a plazmamembrin PtdIns (4,5)P; szintje rendkiviil gyors emelkedésre
képes. Erdekes, hogy az elébb emlitett EGF stimuldciét kivéve semmilyen eredmény nem
tdmasztja ald a citoplazmamembranban 1évé PI4K receptor-fiiggd aktivalddasat. Sot, a
hormon-érzékeny PI4-kindzok (PI4K92, PI4K230) az endoplazmatikus retikulum és Golgi
membranokhoz kototten taldlhaték (Nakanishi és mtsai., 1995). Kisebb mértékben ugyan, de a
sejtmembrdn PtdIns (4,5)P, pooljdnak fenntartisdban az intracelluldris membrianokban
talalhaté PI4-kinazok is részt vesznek, els6sorban a PI4K230: a mitkodésiik eredményeként
keletkezd foszfoinozitideket - foszfoinozitid transzfer proteinhez kotdtten (Thomas és mtsai.,
1993) - vezikulumok juttatjik el a sejtmembranhoz (Nakanishi és mtsai., 1994, 1995; Balla és
mtsai., 2005).

A citoplazma- és mads intracelluldris membrdnokban egyardnt Osszetett id6 és térbeli
szabdlyozasi lehetOséget jelent a PtdIns (4)P és PtdIns(4,5)P, lokdlis képzddése, illetve
utélagos tomoriilése. Ezek az un. szigndl mikrodomének helyileg képesek kikotni és aktivalni
a foszfoinozitid kétd doménnal rendelkez6d fehérjéket (Odorozzi és mtsai., 2000; Hurley és
mtsai., 2001). Expresszélt, PH doménnel elkiiloniilt PtdIns (4,5)P, poolok detektilhaték a
klatrin burkd endocitézis és exocitdzis helyein valamint a lamellipodiumokban (Bajno és
mtsai., 2000; Cremona és DeCamilli. 2001; Wattt és mtsai., 2002). A PtdIns(4,5)P, lokalis
tomoriilése kiemelkedd jelentOségii a klatrin burok képzddésében, ugyanis a PtdIns(4,5)P,
kotésére képes klatrin adaptorok és dsszeszereld faktorok hozzak Iétre a klatrin burkot (Itoh és
mtsai., 2001; Ford és mtsai., 2002). Minogue és mtsai. (2001) a PI4K55a-t a kaveoldkat nem

tartalmazo raftokban mutattak ki.
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A foszfoinozitidek szdmos citoszkeletdlis fehérjéhez kapcsolédnak, ezéltal
befolyasoljak a citoszkeleton organizicigjat (Isenberg és Goldman, 1995). A PtdIns (4)P és
PtdIns (4,5)P, aktin kot fehérjékhez (gelsolin, profilin, kofilin, a-aktinin, vinkulin, talin,
ezerin, N-WASP) kotédve indukdlja az aktin polimerizacidjat, ezaltal eldsegitve a
stresszkabelek képzddését, illetve a fokdlis adhézidt (Hartwing és mtsai., 1995; Isenberg és
Niggli, 1998).

A citoszkeleton atépiilést indukdld, integrineken keresztiill haté szigndlt a receptorral
asszocialodé PI4KS5 foszfolipid termékein keresztiil kozvetiti a citoszkeletonhoz
(Berditchevski és mtsai., 1997).

A Rac fehérje kozvetleniil (Tolias és mtsai., 1995), a Rho pedig Rho-asszocidlt kindzon (Rho-
kindz) keresztiill (Weernink és mtsai., 2000) 1ép kapcsolatba a PI4P 5-kindzzal és az igy
képz6d6 PtdIns (4,5)P; indukdlja az aktin polimerizédcidjat.

Elektronmikroszképos felvételeken a PI4K92 és PI4K230 a mitokondrium kiilsd

membranjahoz asszocidlédva lathaté (Balla és mtsai., 2000).

A PtdIns 4-kindzok az endoplazmatikus retikulumban (ER) is megtaldlhaték. A
PI4K230 (Wong és mtsai., 1997; Balla és mtsai., 2000) és a PI4K92 (Balla és mtsai., 2000)
esetében is sikeriilt kimutatni kapcsolatukat a durva felszinli endoplazmatikus retikulum
ciszternaival. Waugh és mtsai. (2003) a PI4K55a jelenlétét igazoltdk az ER

szubkompartmentjeiben.

Mar korai enzimoldgiai vizsgalatokkal mértek PI4K aktivitast a Golgi-apparatushoz
kapcsoltan (Jergil és Sundler, 1938). Az emlds sejtekben valamennyi PI4K izoformat
kimutattdk Golgi membrdnhoz asszocidltan. Kiemelkedd szerepiiket bizonyitja, hogy
domindns negativ mutidns PI4K92-t vagy PI4K558-t tartalmazé sejtekben, illetve PI4KS55a
elleni siRNS-sel kezelt sejtekben az organellum egyardnt destrukturdlédik (Godi és mtsai.,
1999; Godi és mtsai., 1999; Mills és mtsai., 2003 )

A PI4KS55a és PI4KS58 jelenléte a trasz-Golgi halézatra (TGN) tehetd, ahol részt vesznek a
Golgi-tél a sejtfelszin, illetve az endoszémak felé irdnyuld transzportfolyamatokban (Wei és
mtsai., 2002; Balla és mtsai. 2005). A PI4KS55 izoformak 4ltal szintetizalt PI4P felelOs
ugyanis az AP-1 klatrin adaptor komplex ,.,toborzasaért” a TGN-hez (Wang és mtsai., 2003).

Legnagyobb mennyiségben a PI4K92 mutathat6 ki Golgi vezikulumokhoz és ciszterndkhoz

asszocidltan (Wong és mtsai., 1997; Balla 4s mtsai., 2000) melynek szerepe alapveté a Golgi
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szerkezeti integritasdban (Godi és mtsai., 1999). A PI4K92 miikodése kapcsolatba hozhat6 a
Golgi-apparatus szerkezetét és funkcidjat szabalyozé ADP ribozilaciés faktorral (Arf), mely a
PI4K92 kihorgonyzasdval stimuldlja a PtdIns (4)P ill. PtdIns (4,5)P, szintézisét (Godi és
mtsai., 1999; Balla és mtsai., 2005). Godi és mtsai. (2004) a PI4K92-r6] is kimutattdk, hogy
részt vesz a Golgi-citoplazmamembran irdnyd transzportfolyamatokban. Mindhdrom PKD
izoforma (PKD 1,2,3) -melyek a vezikulumok kihasaddsat szabdlyozza a transz-Golgi
halézatbol (TGN)- képes foszforildlni a PI4K92-t, ezaltal fokozva annak lipidkindz aktivitasat
és végeredményképpen felgyorsitani a plazmamembran felé irdnyuld transzportot (Hausser és
mtsai., 2005). A PI4K92 emellett specifikus kolcsonhatdsra képes a kis GTP4z rabl1 GTP-
kotott formdjaval és ezaltal kihorgonyozza azt a Golgihoz, ami szintén elengedhetetlen a
Golgi-citoplazmamembran irdnyud transzporthoz (De Graaf és mtsai., 2004).

Nakagawa és mtsai. (1996a) Golgi vezikulumokhoz és vakuolumokhoz asszocialt PI4K230-at

mutattak ki.

A PtdIns kindzok, termékeiken keresztiil a vezikularis transzport szinte minden
szintjére szabdlyozd hatdst gyakorolnak (De Camilli és mtsai., 1996), ugyanis a
foszfoinozitidek kozvetlen kapcsolatba léphetnek a burokfehérjékkel és a vezikulumok
1996).

A PtdIns (4)P szintézis feltétele a klatrin-fiiggd endocitdzisnak, fagocitézisnak, pinocitézisnak
az endoszémak vandorlasanak €és a szekrécidnak (Wiedemann és mtsai., 1996; Godi és mtsai.,
1999; De Graaf és mtsai., 2002). PtdIns (4,5)P, képzddése is elengedhetetlen mind a klatrin
burkd vezikulumok képzddésében, mind a szekrécids folyamatokban (Pertile és mtsai.,1995;
Owen és mtsai., 2004). A PtdIns (4,5)P, kétddni képes tobb olyan fehérjéhez, amelyek részt
vesznek a vezikuldris transzportban, pl.: B arrestin, foszfolipdz D, ADP-ribozilaciés faktor,
szinaptotagmin (Gaidarov és mitsai., 1999; Liscovitch és mtsai., 1994; Randazzo, 1997;
Schiavo és mtsai., 1996).

A vezikularis transzport szinte minden folyamatiban kiemelkedd szerep jut a PI4KSS5
izoformdknak. Jelenlétét kimutattak szekrécids vezikulumokban (Husebye és Flatmark, 1988),
receptorok internalizdlasban (Eberhard és mtsai., 1990), mellékvese kromaffin sejtjeinek
exocitdzisdban (Wiedemann és mtsai., 1996). A PI4K550 izoformat mellékvese kromaffin
sejtjeinek szekrécids granulumaiban (Barylko és mtsai., 2001) és szinaptikus vezikulumokban
(Guo és mtsai., 2003) talaltdk meg. Salazar és mtsai.(2005) szerint a PI4K55a fizikai és

funkciondlis kapcsolatban van, a vezikulumok egy adott csoportjdban kulcs szerepet betoltd,
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AP3 burok fehérjével. Balla és mtsai. (2001) vizsgalatai szerint a korai endoszomékban a
PI4KS550a és a PI4K55 is, a késobbi stadiumu (juxtanuclear recycling) endoszémakban csak a
PI4K55a van jelen.
Wortmannin-érzékeny (azaz PI4K92 és/vagy PI4K230) PI4-kinidzok 4ltal szintetizalt PtdIns
(4)P és Ptdlns (4,5)P, jelenlétét igazoltdk P2-adrenerg receptorok internalizdldsdban
(Sorensen és mtsai., 1998). A PI4K92 alapvetd szerepet jatszik a dense-core vezikulumok
exocitézisdban (Waselle és mtsai., 2005). A PI4K230 vezikuldris transzportfolyamatokban
vald részvételére olyan elektronmikroszképos felvételek utalnak, amelyeken az enzim a
szinaptikus rés kozelében és multivezikularis testekhez (MVB) asszocidlva lathat6 (Balla és
mtsai., 2000).

A PI4KS55 asszocidlodik lizoszomakkal (Arneson €s mtsai., 1999) és jelenlétét

kimutattdk maj mikroszoéma frakciéban is (Olsson és mtsai., 1995).

A PI4K-ok szabdlyozé szerepet toltenek be az ioncsatornak mikodésében is (Zeng és
mtsai., 1994). Az IP; Ca*" mobilizal6 szerepe mellett, a szarkoplazmatikus retikulumban a
foszfoinozitidek a Ca**-transzport ATP4z aktivatorai (Varsdnyi és mtsai., 1989). A PtdIns
(4,5)P, kiilonféle K* csatorndk miikodését is szabdlyozza, ide tartoznak az invard rectifying
(Huang és mtsai., 1998), az M-dram (Suh és Hille, 2002), a KCNQ (Zhang és mtsai., 2003) és
bizonyos Trp csatorndk, mint a TrpMS5,-7,-8 (Runnels és mtsai., 2002) és a vanilloid receptor

(Chuang és mtsai., 2001)] miikodését.

Foszfoinozitidek és PI4-kinazok szerepe a sejtmagban

A foszfoinozitid jelpdlya megtaldlhatéo a sejtmagban is (Irvine és Divecha, 1992;
Divecha és mtsai., 1993; Maraldi és mtsai., 1994; Wirtz, 1997). Az els6 bizonyiték a magi
utvonal létezésére a DAG és Ptdlns kimutatisa és a PIPK aktivitds mérése volt a
maghdrtydban (Smith és Wells, 1983). Késobb a PIPK aktivitisit a maghartyitol
detergensekkel megfosztott sejtmagpreparatumon is kimutattdk (Cocco €s mtsai., 1987;
Divecha és mtsai.,, 1991; Vann és mtsai., 1997). Késébb a foszfoinozitid anyagcsere és
jelpalya szdmos enzimét megtalaltdk a sejtmagban, ezek kozott szerepel a PI-PLC és inozitol-
foszfat specifikus foszfatdz (Kuriki é€s mtsai.,1992; Martelli és mtsai., 1992; Asano és mtsai.,
1994; York és mtsai., 1994; Balboa és mtsai., 1995; Liu és mtsai., 1996; Sun és mtsai., 1997),
a PI3K (Lu és mtsai. 1998), a PIPK I. tipusa (Audhyaés mtsai., 2003; Boronenkov és mtsai.,
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1998), a PIPK II. tipusa (Ciruela és mtsai., 2000; Boronenkov és mtsai., 1998) és PI4K
is(Vann és mtsai., 1997; Szivak és mtsai., 2006; de Graaf és mtsai., 2002)

A PI4K92 foszforilacié-fiiggd nukledris lokalizaciojat napjainkban mutatta ki Szivak
és mtsai. (2006) nativ €s transzfektalt (NIH 3T3, CHO) sejteken. Immuncitokémiai
kisérleteikben a PI4K92 gyenge jelét detektdltdk a nukleoplazmdban, a magi exportot
specifikus gatlasdval azonban az enzim akkumuldlédott a magban. A Ser-496 és Thr-504-en
foszforildlt PI4K92 a nukledris speckle-okben taldlhat6. A PI4K92 egy mdsik frakcidjit a
lamina-pérus komplexekben mutattdk ki, a PI4K55-6t pedig a sejtmag aktin filamentum
frakcidjaban irtdk le De Graaf és mtsai. (2002).

A foszfoinozitid jelpalya térbeli orienticiéja a magon beliil kevéssé ismert, de az
bizonyos, hogy a sejtmagban tobb kiilonallé ciklus 1étezik, melyek lipid termékeiken
keresztiil mds-mds folyamatokra gyakorolhatnak szabdlyoz6 hatdst. Erre engednek
kovetkeztetni a PtdIns (4,5)P, monitorozasaval kapott eredmények is. Antitestekkel, ill. a
PLC-61 PH doménjanak segitségével végzett PtdIns (4,5)P, kimutatds a sejtmag kiillonb6z6
szubdoménjeiben mutatott specifikus jelolést: maghartya, interkromatin granulumok,
heterokromatin, sejtmagvacskaval asszocialt heterokromatin, speckle-6k (Osborne és mtsai.,
2001; Watt és mtsai., 2002: Boronenkov és mtsai., 1998).

Bér a sejtmag belsejében nincs lipid kettds réteg, a PtdIns-ciklus ennek ellenére is
végbemegy. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a foszfoinozitidek a magon beliil nem
membran asszocidltak, hanem valésziniileg proteolipid komplexeket alkotnak (Cocco és
mtsai., 1987; Divecha és mtsai., 1991; Martelli és mtsai., 1992). A foszfoinozitidek
proteinekkel val6 asszocidcids készsége mar régéta ismert (Janmey, 1994). Valdszinii, hogy a
PtdIns-ciklus enzimei is a proteinekhez kotott foszfoinozitideket haszndljak. Ezt aldtdmasztja
az a tény, hogy a PI-PLC képes szubsztratként haszndlni olyan PtdIns (4,5)P;-ot, amely a
magban taldlhat6 PtdIns transzfer proteinhez kotott (De Vries és mtsai., 1996; Cockcroft,
1998). Ugyancsak a lipid kettds rétegtdl fiiggetlen PtdIns ciklus tényét tdmasztja ald, hogy
DAG-kindz, PI-kindzok, PIPK (Payrastre és mtsai., 1992), PI4K, PI-PLCp és PKC enzimek
(Zini és mtsai., 1993; Maraldi és mtsai., 1994; Maraldi és mtsai., 2000) a magon beliil a
matrixhoz kapcsolédva mutathaték ki. Boronenkov (1998) az I és II tipusd PIP-kindzokat,
illetve termékiiket a PIP,-ot a nukledris speckle-ekben mutatta ki.

A magi PtdIns ciklus és szignalitvonal szerepér6l mar sok kozlemény sziiletett,
melyek bizonyitjdk, hogy a foszfoinozitidek funkcidja a magban nagyon Osszetett,

ugyanakkor az 6sszkép még csak egyes részleteiben feltart (Irvine, 2003; Martelli és mtsai.,
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2004 ). Az mar bizonyitott, hogy a magi foszfoinozitidek szintje a plazmamembran
foszfolipidjeitdl fiiggetleniil véltozik (Divecha és mtsai., 1993; Maraldi és mtsai., 1999).

- IGF-I (inzulinszerli novekedési faktor) stimuldcié hatdsdra a PI-PLCP foszforilalédik az
ERK / MAPK (extracellularis szignal regulalt kindz/mitogén aktivalt protein kindz) ditvonalon
és transzlokdlddik a sejtmagba (Martelli és mtsai., 2000; Xu és mtsai., 2001), ahol a PtdIns
(4,5)P, hasitasaval IPs-at és DAG-ot szintetizal. Az IP3 Ca’*-ot szabadit fel a belsd
maghdrtydban 1év6 IPs receptorokon keresztiill, a DAG pedig eldsegiti a PKCa és PKCP
importjat a sejtmagba ahol ezek tovabbi sejtmagi fehérjéket foszforildlnak (Divecha és mtsai.,
1991).

- A fent emlitett IGF-I mellett mas extracellularis szigndl molekuldkrdl is kimutattdk, hogy
valtozast okoznak a magi foszfoinozitid metabolizmusban, ilyenek pl. a citokinek (IL-1a,
IFNa) (Zini és mtsai.,1996; Divecha és mtsai., 1997) és a trombin (Leach és mtsai., 2002).

- Feltételezik, hogy a foszfoinozitidek az aktin-citoszkeletonhoz hasonlé médon szabalyozzak
a karioszkeleton organizicidjat. Mindez azért is valdszin{i, mert az aktin a karioszkeletonnak
is alkotéeleme (Rando és mtsai., 2000).

- Kiemelkedd szerepet tulajdonitanak a foszfoinozitideknek a sejtosztéddsban, a sejtciklus
szabdlyozdsdban és a differencidléddsban (Divecha és mtsai., 1995; Martelli és mtsai., 1999).
A PtdIns ciklus sejtosztodasbeli szerepére utal, hogy a PtdIns (4,5)P, a sejtmagban 1évé DNS-
polimeraz a specifikus aktivalasara képes (Sylvia és mtsai., 1988).

A sejtciklus G;-S és G,-M fazisatmenetei alatt emelkedik a magi PtdIns (4)P és PtdIns (4,5)P,
mennyisége (Clarke és mitsai., 2001), ugyanakkor az S-fazis sordan a PtdIns (4,5)P, szint
folyamatos csokkenését tapasztaltdk (York én Mayerus, 1994). A PtdIns (4)P és PtdIns
(4,5)P, szint véaltozdsa nem teljesen korreldl egymadssal, ami arra utal, hogy a PtdIns (4)P
szerepe tobb mint egyszertien egy PtdIns (4,5)P;, prekurzor. A G;-S és G,-M dtmenet sordn a
magi PLC aktivitds és ebbdl kifolyolag a DAG szint novekedését talaltdk (Sun és mitsai.,
1997). A G,-M éatmenetkor a DAG szint novekedésének hatdsira a magba transzlokal6do
PKCP f6 szubsztritja a lamin (féleg a lamin B), aminek foszforildciéja hozzdjarul a
maghartya széttoredezéséhez (Neri és mtsai., 1998). Bar nem ismert, hogy a sejtciklus
elorehaladdasa hogyan befolydsolja a foszfoinozitid profilt, de egyfajta tdtvonalat jelenthet
Divecha és mtsai. (2002) felfedezése: az RB (retinoblasztoma) fehérje (mely részt vesz a G;-S
atmenet és az S fazis torténéseinek szabdlyozdsaban) fizikai kapcsolatba 1ép a PIPKI-gyel és
ezaltal fokozza a PtdIns (4,5)P, szintézisét.

A differencidciét indukdlé szignédlok hatdsa is a magi foszfolipid metabolizmus valtozdsan

keresztil érvényesiil. A kutatok a differencidcié sordn a PI-PLCP1 aktivitds,
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kovetkezésképpen a DAG szint csokkenését taldltdk (Divecha és mtsai., 1995; Martelli és
mtsai., 1995; Faenza és mtsai., 2002).

- A foszfoinozitidek szerepet jatszanak a kromatinszerkezet véltozdsaban. A PtdIns (4,5)P,
kotodésével fokozza a kromatin remodelling BAF komplex miikodését, ezaltal eldsegitve a
kondenzalt kromatin eukromatinni valdsat (Zhao és mtsai., 1998), a mitézis sordn pedig
szerepe van a kromatin reorganizaciéjdban (Gonzales és Anderson, 2006).

- A foszfoinozitidek génexpresszidban jatszott szerepének (Martelli és mtsai., 1999) egyik
bizonyitéka, hogy a PtdIns (4,5)P, képes kotddni az RNS polimerdz [I-héz, valamint a H1 és
H3 hisztonhoz. Igy a PtdIns (4,5)P, in vitro kisérletben transzkripciét indukal, ugyanakkor a
H1 hisztonhoz kapcsolédva kivédi annak transzkripcids gétld hatdsit (Yu és mtsai., 1998;
Osborne és mtsai., 2001). A PtdIns (4,5)P, reguldl6 és/vagy szerkezetstabilizal6 szereppel bir
az mRNS érési folyamataiban (Osborne és mtsai., 2001). Ezt aldtimasztja, hogy az 1. és IL
tipusi PIPK-t a PI4K-t és termékeiket kimutattdk a speckle-ekben, ami az mRNS érés helye
(Borononenkov és mtsai., 1998; Sindic és mtsai., 2001).

- A foszfoinozitid ciklus stressz adapticids vagy apoptotikus folyamatokban valé részvételére
utal Furuta és mtsai. (2003) vizsgilati eredménye, mely szerint kozvetleniil ischemia-
reperflizié utdn a hippocampus neuronjainak PI4K230 expresszidja és PtdIns (4,5)P, szintje
drasztikusan lecsokken. A PI4K230 tultermeltetésével megakadalyozhaté a hipoxia éaltal
kivaltott életképesség csokkenés, azaz a késleltetett idegsejtelhalds. Mds eredmények arrol
szamolnak be, hogy ultraibolya sugarzds, etopozidok és oxidativ kéarosodds hatdsara
jelentdsen megemelkedik a PtdIns (4)P és PtdIns (5)P mennyisége (Martelli és mtsai., 2003).

- Fontos megemliteni, hogy a PI-PLC dltal 1étrehozott sejtmagi IP; inozitol foszfat kindzok
sorozatdval inozitol polifoszfatokkd alakulhat (tobbnyire inozitol hexafoszfatta), amelyeknek
elengedhetetlen szerepiik van az mRNS exportban (Wente, 1999), a transzkripcié (Odom és
mtsai., 2000) és a kromatin szerkezet szabdlyozdsdban (Steger és mtsai., 2003) valamint a
DNS kettds-szalu torésének hibajavitdsiaban (Hanakahi és mtsai., 2000).

- A sejtmagi monofoszfoinozitidek jelentds szabdlyozo hatést fejthetnek ki olyan fehérjéken,
amelyek a PHD ujjal rendelkeznek. A PHD ujj (plant homeodomain) egy Cys4-HisCys3 cink
ujj, mely els6sorban sejtmagi proteinekben jelenik meg. Jones és Divecha (2004) kimutattak,
hogy negyven PHD ujjat tartalmazé fehérjébol legalabb 10 foszfoinozitideket kot, ezen beliil
is monofoszfoinozitideket, ami vagy esszencidlis a milkodésiikhoz vagy reguldlja az
aktivitasukat. Ilyen fehérje pl.: a p300 (hiszton acetilaz), az ACF (ATP-dependent kromatin-
assembly factor) és ide tartozik az ING csaldd, melynek tagjai tumor szupresszorok: p53-

dependens apoptézist indukdlnak és kolcsonhatdsba lépnek az acetildlé és deacetildlod
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proteinekkel (Jones és Divecha, 2004; Gozani és mtsai., 2003)). Jones és Divecha (2004) azt
is kimutatta, hogy a két PHD ujjal rendelkezd fehérjékben csak az egyik kot
monofoszfoinozitideket, ami arra utal, hogy a PHD ujjak kiilonb6zé funkcidval
rendelkezhetnek. Ezen feliil bebizonyosodott, hogy a kiilonb6zé6 PHD doménok kiilonb6z6
foszfomonoinozitideket kotnek. fgy varhatd, hogy a PtdIns (3)P, PtdIns (4)P, PtdIns (5)P
képzddés eltér6 modulicidjaval a magon belill lehetdség nyilik a PHD tartalmu fehérjék
differencidltabb szabdlyozdsara. Lehetséges, hogy a foszfoinozitid k6td doméneken keresztiil
a fehérjékre gyakorolt reguldlé szerep a magi foszfoinozitidek f6 funkcidja. Mindez
elképzelhetdnek tlinik, ha belegondolunk, hogy az 6sszes olyan szignél, amely proliferaciot,
differencidciot, stressz adapticiét vagy apoptédzist indukdl, a foszfoinozitid profil

megvaltozasit eredményezi.

2. 2. Sejtmagtranszport

Az eukaridta sejtek magjat maghartya boritja, amely a szabad anyagiramlast
megakaddlyozza, ezért a sejtmag és a citoplazma kozott molekulatranszportra van sziikség.
Megdobbentd mennyiségli molekula szallitédik a két kompartment kozott, a sejt energidjanak
jelentds részét felhaszndlva. A magba importdlddnak a magi struktir- és szabdlyozé fehérjék,
polimerazok, riboszémadlis proteinek, szignidl molekuldk; onnan a citoplazméba exportalodik
pl.: az mRNS, a tRNS és riboszéma alegységek.

A nukleo-citoplazmatikus transzport a maghartya kettds rétegébe dgyazott, 50-125
MDa-os magpérus komplexeken (NPC) keresztiil torténik, melyek mindkét irdnyba
széllitanak (100 MDa vagy 10° transzport / masodperc (Ribbeck és Gorlich, 2001)) és nem
igénylik a molekuldk letekeredését. Az ionok, metabolitok és a 40-60 kDa-n4l kisebb (9 nm
atméro alatti) proteinek szabad diffuzidval, az ett6l nagyobb fehérjék pedig szolubilis
transzport receptorokhoz kototten, facilitdlt diffizidval haladnak 4t az NPC-n. Bér a csatorndn
valé atjutds maga nem igényel energiat, de mivel koncentracidégradienssel szemben torténik,
energiaigényes aktiv transzportként megy végbe (Gorlich és Kutay, 1999).

Az NPC épitdkovei a nukleoporinok (30 féle), melyek nagy szdmban
osszekapcesolodva (5-56 képia/NPC) 8 hengerbdl felépiil szimmetrikus struktdrat alkotnak. A
hengerek egy kozponti csatorndt zarnak koriil, melynek iiregét kiilld és gytirtiszerti képletek
sziikitik. A hengerekbdl rugalmas filamentumok irdnyulnak a citoplazméba és a sejtmagba, ez

ut6bbindl egy gylriiben végzOddnek un. magi kosar struktirit képezve (Fahrenkrog és mtsai.,
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2001). A nukleoporinok jelentds részének szerkezetére jellemzd a fenilalanin/glicin (FG)
dipeptid ismétlédése, amelyek kapcsolddé helyként szolgdlnak a transzport faktorok szdmara
(Rout és Aitchison, 2001). Bar az NPC-n keresztiili transzport mechanizmusar6l és a
filamentumok szerepérdl tobb elmélet is sziiletett de egyik sem ad magyarazatot arra, hogyan
szelektdl az NPC a molekuldk kozott (pl.: tires transzport faktor és importdlandé molekulat
hordoz6 transzport faktor megkiilonboztetése), €s hogy milyen elv szerint jutnak keresztiil a
molekuldk a hosszi kdzponti csatorndn (Rout és mtsai., 2000; Ribbek és Gorlich, 2001).

A maghértydn keresztiili transzport folyamatok nagy része a széllitandd fehérjék,
nukleinsavak felismerésére képes transzport receptorok kozvetitésével valosul meg, melyek 3
csalddra oszthatok:

-Az importin B-szerl transzport fakorok csoportjaba soroljak az 6sszes importint €s exportint,
ezek fehérjék vagy RNS-ek transzportjara képesek (Weis, 2002)

- A maésodik csoportba a kis nukledaris transzport faktor 2 (NTF2) tartozik, ez szillitja a kis
GTP4az Ran-t a sejtmagba (tobb millié Ran/perc) (Ribbeck és mtsai., 1998).

- A harmadik transzport receptor csalad az mRNS-ek exportjaért felelds (Rodriguez €és mtsai.,
2004).

A széllitandé fehérjék és ribonukleoproteinek specifikus szigndlokon keresztiil
kotédnek a transzport proteinekhez, ami lehet adott aminosav vagy nukleotid szekvencidju
fragment vagy a makromolekula egy nagyobb része. Miutdn a molekula a transzport faktorhoz
kototten atjutott az NPC-n, levalik arrdl, az tires transzport faktor pedig visszatér a kiindulasi
oldalra, hogy dujabb ciklusban vegyen részt. Ezen koncentricio-gradienssel szemben

bekovetkezo energiaigényes transzport folyamat hajtdereje az un. RanGTP4z ciklus.

2.2.1. ARanGTPaz ciklus

Az importinok €s exportinok szubsztrat megkotését és levalasat a Ran GTP ill. GDP
kotott allapotaink asszimmetrikus eloszldsa befolydsolja, vagyis a RanGTP gradiens. A
citoplazmaban torténik a RanGTP hidolizise RanGDP-vé, a sejtmagban pedig a RanGDP
nukleotid cseréje RanGTP-vé (3. dbra) (Mattaj és Englmeier, 1998). A Ran kiilonb6z6
nukleotid tartalmu allapotainak egymdsba alakuldsdban szabédlyozo6 fehérjék mikddnek kozre,
melyek egyenlédtlen eloszldsa a maghartya két oldalan tartja fenn a RanGTP gradienst. A
sejtmagban lejatsz6d6 GDP—GTP cserét a hisztonhoz kotott Ran guanin nukleotid cseréld

faktor (RanGEF/RCC1) (Nemergut és mtsai.,, 2001), mig a RanGTP hidrolizisét a

26



citoplazmaban a RanGTPaz aktivitasu protein (RanGAP) és ennek kofaktorai, a RanGTP kotd
fehérjék (RanBP1 és RanBP2) végzik. A RanGAP és a RanBP2 jelentés része az NPC
részeként, annak citoplazmatikus felszinéhez asszocidlédva taldlhaté6 (Matunis és mtsai.,

1996; Mahajan és mtsai., 1997).

citoplazma sejtmag
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3. abra: Nukleo-citoplazmatikus transzportfolyamatok sémdja
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A sejtmagi magas RanGTP szint eltéré hatdssal van az import €s export folyamatokra.
A RanGTP bekotodése a transzport faktorokhoz olyan konforméciévaltozast eredményez,
amely az NPC-n keresztil a magba érkezd import komplexek szétszerelodést (azaz az
importalt molekuldk szabadda valasat) (Lee és mtsai., 2000), az export komplexek esetében
pedig az Osszeszerelddést (az exportidlandd molekuldk megkotését) indukdlja (Matsuura és
Stewart, 2004). A transzport faktorok RanGTP kotott dllapotban exportdlodnak a sejtmagbol.
Az NPC citoplazmatikus oldaldn a RanGTP-t - RanBP-hez kototten - a RanGAP hidrolizélja.
A keletkezett RanGDP-t a transzport faktorok kis affinitdsal kotik, igy mind a transzport
faktorok, mind az exportdlt molekuldk szabaddd valnak. Az alacsony RanGTP szint az
importdlandé molekuldk megkttésének és az import komplexek osszeszerelddésének kedvez
(Weis, 2002). A RanGDP-t az NTF2 szallitja vissza a magba, ahol a RanGEF ujra GTP kotott
forméva alakitja (Ribbeck és mtsai., 1998) (3. dbra).

2. 2. 2. Importinok, exportinok, szignal szekvenciak

Az importin -szerl transzport faktorok (karioferinek) csalddjaba tartozé tobb mint 20
importin és exportin felelds a maghdrtydn keresztiil szallit6dé molekuldk jelentds részének
transzportjaért (Strom és Weis, 2001). A csaldd exportot végzd tagjai: Crml; CAS;
exportin-t; exportin 4, 5; importin 13 (ez utdbbi mindkét irdnyba szillit), mig 6ndllé
receptorként importot végz6 tagjai: importin B; transzportin 1, 2; transzportin SR 1, 2;

importin 4a, 4b, 5, 7, 8, 9a, 9b, 11, 13. Vannak olyan importinok is, amelyek importin 3-val

dimert alkotva miikddnek, pl.: importin al, a3-a7, importin 7, importin 8, xrip a,
snurportin.

Kiilonos jelent6séggel birnak az importin o/f dimerek, ezek végzik ugyanis a
klasszikus NLS (cNLS) tartalmu fehérjék importjat: Az 6nalld tanszportra képtelen importin
o NLS kotéhelyén [un. Armadillo (ARM) ismétlédések] keresztiil koti a szallitand6 fehérje
cNLS-ét, mikdzben N-termindlis importin B koté doménjén keresztiil (IBB) dimerizalodik
az importin B-val. Az importin B az NPC-vel kolcsonhatdsba 1épve vezérli a komplex
bejutdsat a magba (Gorlich és Mattaj, 1996) (4. dbra). A sejtmagi magas RanGTP szint
hatdsdra a komplex disszocidl, és az importin }-RanGTP komplex ¢nélléan, az importin o-
RanGTP pedig CAS exportinhoz kototten jut vissza a citoplazmdba (Kutay és mtsai., 1997)
(3. abra).

Természetesen egy adott importin ill. exportin sokféle molekula széllitadsara képes, de

a rendszert tovabb bonyolitja, hogy adott molekula transzportjdhoz tobbféle karioferint is
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haszndlhat (pl. a hisztonokat 5 kiilonb6z6 importin is szdllitja (Muhlhausser és mitsai.,
2001)).

Bér a transzportdlandé molekuldk nagy szamahoz képest 1étezd viszonylag kis szamu
karioferin arra enged kovetkeztetni, hogy a szubsztratok megszabott szigndl szekvencidkon
keresztiil kapcsolédnak a transzport faktorokhoz, ennek ellenére eddig csak néhdny
konszenzus szekvenciat ismeriink, €s ezek is nagyon variabilisak:

Nukledris export szigndl (NES): leucin gazdag szakasz, melyet el6szor a HIV Rev
proteinjében irtak le: LQLPPLERLTLD, a CRM1 ismeri fel (Fischer és mtsai., 1995).

A nukledris lokalizdcios szigndlok (NLS) lizin és arginin gazdag szekvencidk.

A klasszikus NLS-eket (cNLS) tartalmazé fehérjéket importin o - importin 3 dimerek
szallitjdk. NLS-eiket szerkezetiik alapjan két csoportba soroljuk:

- Monopartit NLS-ek: 5-7 aminosavbdl éallnak, tipikus példdja az SV40 T
antigénjében: PKKKRKY (Lanford és Butel, 1984)

- Bipartit NLS-ek: a bazikus aminosavak kozott egy 10-11 aminosavnyi 6sszekotd
szakasz taldlhato, pl. a nukleoplazminban: KRPAATKKAGQAKKKK (Dingwall és mtsai.,
1982)

A nem klasszikus NLS-ekhez (ncNLS) nem rendelheté konkrét szekvencia, gyakran még

bazikusabbak és Osszetettebbek, mint a klasszikus NLS-ek (pl. riboszémalis proteinek (Jakel
és Gorlich, 1998)). Importjukban mind importin o/f dimerek (STAT esetén), mind 6ndlld
importinok (CREB, Fos, Jun esetén) részt vesznek (Forwood és mtsai., 2001).
Mivel rohamosan né azoknak a megismert fehérjéknek a szdma, amelyek transzportjukhoz
ncNLS-t haszndlnak, igy egyre bizonytalanabb mdédon lehet csupan szekvencia alapjan egy
fehérje sejtmagi transzportjara kovetkeztetni.

Az NLS-ekhez képest a sejtmagvacskdba irdnyité (targeting) szigndlok (NTS) még
kevésbé jellemezhetOk. Konszenzus NTS szekvencidt eddig nem irtak le, de mivel gyakran
alkotjék ezeket is bazikus aminosavak, igy atfedhetnek az NLS-sel (Das és mtsai., 1998) de

megjelenhetnek attdl elkiiloniilve is (Creancier és mtsai., 1993).

A fehérjék sejtmagi transzportjdnak szabdlyozdsdban kiemelkedd szereppel bir a
foszforilacié (Kaffman és O’Shea, 1999) melynek import folyamatokra gyakorolt hatdsa
eltéro:

Az cNLS-en beliil, vagy annak kozvetlen szomszédsdgiban bekovetkezd foszforilacié
csokkenti a cNLS-importin o elektrosztatikus kolcsonhatdsat, ami az importra nézve

kedvezdtlen hatdsd (Harreman és mtsai., 2004).
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A fehérje mas részein, vagy egy inhibitor fehérjén bekovetkezd foszforilacio eldsegitheti az
importot, ami konformacié valtozas (pl.: STAT (Bromberg, 2001)) vagy inhibitor levalas (pl.:
NF-xB (Shirakawa és Mizel, 1998)) kovetkeztében szabadda valé NLS-sel magyarazhatd.
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4. abra: Az importin o. és importin f molekulaszerkezete; az importin o/f dimer kialakuldsa
(Goldfarb és mtsai., 2004).

A: Az importin a cNLS kotott dllapotban nydjtott molekula, melynek jelentds részét
helikélis szerkezetli tandem Armadillo ismétlédések (10 db) alkotjak. Az importin 3
szerkezetét 10 tandem un. HEAT ismétlodés képezi, amelyek hurokkal 6sszekapcsolt A és
B hélixbdl allnak. Az A hélixek kiils6 konvex felszint, a B hélixek a molekuldn beliil
konkav felszint hoznak 1étre. Az NPC kotés a konvex, az IBB kotés a konkav felszinen
torténik.

B: Az 0ndllé transzport lebonyolitdsara képtelen importin o szerkezetében az ARM
ismétlédések zsebet formdlva a cNLS kotésében vesznek részt. A molekula N termindlisdn
taldlhat6 flexibilis IBB domén transz helyzetben az importin B-hoz kapcsolddik, mig cisz
helyzetben (visszahajolva) kolcsonhatasba 1€p az cNLS kotd zsebbel, ezaltal autoinhibitor
funkcidja van. Ennek kovetkeztében az importin o/p dimerekhez képest az 6nallé importin o
joval kisebb affinitassal koti a szallitand6 fehérjék cNLS-ét.
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3. Metodikak

3. 1. Alkalmazott antitestek

Kisérleteink soran a PI4K230 detektalasara 4 kiilonb6z6, monospecifikus, poliklondlis
antitestet haszndltunk. A fehérje aminosavszekvencidjdban a 873-1145 peptidszakaszt
felismerd (tovabbiakban: anti-N) antitestet valamint a 1566-1863 szakaszra specifikus (anti-
C) antitestet Dr. Vereb Gyorgy kutatécsoportja kordbbi munkdja soran 4llitotta eld. Az
antitestek tisztitdsa a peptidszakaszokkal immunizéalt tyukok tojdssargdjabdl kloroformos
extrakcié és affinitdskromatografia dtjan, valamint a tisztitott antitestek specificitdsanak
tesztelése két kozleményben (Gehrmann és mitsai., 1999; Balla és mtsai., 2000) szerepel. A
PI4K230 1361-1378  peptidszakaszara  specifikus  nyudlban  termeltetett  és
affinitdskromatografidval tisztitott antitestet (PI4KIlla) Dr. Balla Tamdstol kaptuk (Balla és
mtsai., 2005), mig az 1201-1220 peptidszakasz elleni kecske N-19-jelii antitestet a SantaCruz-
tél vasdroltuk.

A PI4K55a elleni nyil antitesteket Dr. Pietro de Camilli (Yale University School of
Medicine, New Haven, USA) bocsitotta rendelkezésiinkre. A PI4K92 ellen nydlban
termeltetett (Upstate Biotechnologies), a nukleolin és fibrillarin ellen egérben termeltetett
(Santa Cruz), a poli-hisztidin ellen HRP (torma-peroxidaz)-jelzett egér (anti-poli-His)
(Sigma), a glutation-S-transzferdz (GST) ellen nytlban termeltetett (anti-GST) (Sigma) a
hemagglutinin (HA) ellen nyidlban termeltetett (anti-HA) (Covance) gyari antitestet
hasznéltunk. Az primer antitestekre specifikus Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor
647 festékekkel jelolt masodik antitesteket a Molecular Probes-t6l, mig a peroxiddzzal HRP-

jelolt masodik antitesteket a Sigmatol vasaroltuk.

Anti-PI4K230 antitest jelolése Alexa Fluor 488 fluoreszcens festékkel

A PI4K230 elleni, affinitdskromatografidval tisztitott anti-C antitestet 0,1 M NaHCO;3
(pH: 8,3) pufferben gyari eldirds szerint reagdltattunk aminoreaktiv (succinimido) Alexa
Fluor488 fluoreszcens festékkel (Molecular Probes; szobahdémérséklet, 1 h) majd azonos
térfogat 1 M etanolamin-HCI (pH: 8,0) oldattal blokkoltuk 1 6rdn 4t. A festék feleslegét
otszori 1:10 ardnyd PBS (10 mM K-foszfat, 120 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH:7,4) higitast

kovetéen Centricon-10 mikrokoncentratorban (Amicon) tortén6 koncentraldssal tavolitottuk
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el. A jelolt antitest festék/fehérje ardnya 2,2 volt. Immuncitokémiai jelolésre 4 pg/ml

koncentracioban hasznaltuk.

3. 2. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgélatokat a Ruhr Egyetem (Bochum, Németorszag) az
Anatémia és a Fiziologiai Kémia Intézetében végeztem Dr. L.M.G. Heilmeyer és Dr.

Elisabeth Petrasch-Parwez mellett, az alabbiakban leirt mdodon.

3. 2. 1. Preparalasi technikak

A kisérleti patkanyok kezelése a nemzetkozi és német eldirasoknak megfeleléen tortént. A
paraformaldehides perfazios eljaras sordn a natriumpentobarbitallal (10mg/100g testsily)
altatott patkdnyok mellkasat feltirva a szivcsicson bevezetett kaniilon 4t perfiziot végeztiink:
elsoként 4% dextran (Pharmacia) és 3 g/l natrium-nitroprusszid tartalmd modositott Ringer
oldattal (pH:7,4) 15 madsodpercig, majd PBS-ben oldott 4%-os (m/v) depolimerizalt
paraformaldehid (PFA) (Sigma) oldattal 30 percig (0,5-1 1). Az agyat és gerincvel6t
kipreparéltuk, fagyaszté médiumba (Leica) 4gyaztuk majd 8% metilciklohexant tartalmazé 2-

metilbutan (v/v, -80°C) oldatban lefagyasztottuk és -20°C-on taroltuk.

A gyorsfagyasztasos metszetek készitéséhez a patkanyokat CO, gazban elkabitottuk,
majd a lehetd legrovidebb id6 alatt (kb. 3 perc) kipreparéltuk az agyat és a gerincveldt €s a

fent emlitett médon fagyasztottuk és taroltuk.

3. 2. 2. Immunfluoreszcencias jeldlés

A fagyasztott szovetekbdl kriosztittal 16-20 um vastag metszeteket készitettiink,
amelyeket 1 6rdan at, 40°C-on szilanizdlt targylemezekre szdritottunk. Ezt kovetden a
metszeteket abszolut etanolban (-20°C, 10 perc) vagy 4%-os (m/v) PFA oldattal fixéaltuk
(szobahdmérséklet 30 perc). Egyes metszeteknél a PFA fixdlds elétt 10 perces,
szobahOmérsékleti PBS elémosast végeztiink. Fixdlds utdn a mintdk kezelése
szobahOmérsékleten tortént. A fixdlt metszeteket 30 percig mostuk PBS-sel, majd 1 6rdig

blokkoltuk 10% normal szérum (NS) (a masodik antitest dllatdnak széruma, itt: normal kecske
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szérum) tartalmi TX-TPBS oldattal (10mM Tris, 0,5% (m/v) Triton X-100 PBS-ben). A
primer antitestekkel (anti-N 5 pg/ml, anti PI4K92 2.5 pg/ml) egy éjszakan at inkubdltuk a
metszeteket. Kontrollként anti-N antitest helyett tisztitott csirke IgY szolgalt. Mdasodik
antitestként, Alexa Fluor 488 fluoroférral jelolt, kecskébdl szarmazé anti-csirke IgY-t, illetve
anti-nyul IgG-t (Molecular Probes) hasznéltunk 4 ug/ml koncentraciéban 2 6rdn at inkubdlva
a metszetet. Az antitesteket 1% NS tartalmd TX-TPBS-sel higitottuk. A metszeteket minden
inkubécidé utdn 3x10 percig PBS-el mostuk, végiil ProLong Antifade (Invitrogen) lefedés és

egy éjszakds szdradds utdn konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk.

3. 2. 3. Citrat pufferes antigénfeltaras

A PFA A4ltal maszkirozott epitdpok feltdrdsara a PFA fixdlt metszeteket 10 mM citrét
pufferbe meritettiik (pH: 6,0) és forrdsig hevitettiik. A mintdk hideg PBS-es mosdsa utin az

immunhisztokémiai jelolés a fentiekhez hasonldan tortént.

3. 3. Sejtvonalak és fenntartasuk

Az alabbi emlds (ATCC forgalmazasi) sejtvonalakat hasznaltuk: HCNIA (primer
human cortical neuronal), B50 (patkdny neuroblastoma) Hela (human cervical
adenocarcinoma) COS-7 (afrikai zold majom vese). Valamennyi sejtvonalat 37 °C-os, 5%
CO, tartalmu termosztitban novesztettiik, tdpoldatként 10% (v/v) FCS (fetal calf serum) 2
mM L-glutamin és 10 pg/ml gentamycin tartalmi DMEM-et (Dulbecco’s modified Eagle’s
médiumot) haszndltunk. A szubkonfluens allapotd sejtvonalakat heti 2-3 alkalommal
passzéltuk, 0,25% (m/v) tripszin and 0,05% (m/v) EDTA oldattal felvalasztva és a tapoldattal
1:4-1:8 ardnyban higitva (2-4x10"* sejt / cm?). A sejteket folyékony nitrogénben téroltuk,
fagyaszt6 médiumként 20% (v/v) FCS és 10% (v/v) DMSO (dimetil-szulfoxid) tartalmu
DMEM-et hasznéltunk.

Immuncitokémiai vizsgdlatokhoz az alacsony passzdzs-szamu sejteket 24-lyuku
tenyésztéedénybe helyezett, 12 mm @ iiveg fed6lemezeken novesztettik. A HCN1A sejteket
esetenként az immuncitokémiai vizsgédlat kezdete eldtt 4 ordval differencidciot indukalo
kezelésnek tettiik ki 25 ng/ml idegi ndvekedési faktort (NGF), 0,5 mM izobutil-metil-xantint
(IBMX) és 0,5 mM dibutiril-ciklikus AMP-t (dBcAMP) adva a tdpoldathoz.

Az Sf9 (Spodoptera Frugiperda) rovar sejteket (Invitrogen) 10 pg/ml gentamycin
tartalmd SF-900 II SFM médiumban (Invitrogen), letapadé formaban, 28 °C +/- 0,5 °C-on
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novesztettik. A heti 3 alkalommal elvégzett passzdlds sordn a sejteket iitdgetésével
valasztottuk fel a tenyésztdedény aljardl és a szubkultirdban 3-5x10° sejtszamot allitottunk
be. A sejtek fagyasztasihoz 50% régi és 50% uj tapoldatot valamint 7,5% (v/v) DMSO-t

hasznaltunk.

3. 4. Immuncitokémia

Az immuncitokémiai vizsgalatok fixalas, blokkolds és immunfestés 1épései nagyrészt
azonosak az immunhisztokémiai vizsgalatokndl bemutatottakkal, azonban az els6 és masodik
antitestekkel csak 1 6rdig inkubdltuk a sejteket és higitdsukhoz 5% NS tartalmi TX-TPBS-t
hasznéltunk. Az egyes 1épések kozott 3x 5 perces PBS mosdsokat alkalmaztunk.

Els6é antitestek koncentrdcidi: anti-N: 2 pg/ml, anti-C: 4 pg/ml, N-19: 20 pg/ml, anti-
PI4KIIIa: 6 pg/ml, anti-PI4K92: 5 pg/ml, anti-PI4K55a: 40 pg/ml, anti-nukleolin: 4 pg/ml,
anti-fibrillarin: 4 pg/ml, anti-HA: 2 ug/ml. Az Alexa Fluor festékekkel jelzett mdasodik
antitesteket 4 ug/ml koncentridciéban haszndltuk. A sejtmagok helyzetének pontos
meghatarozdsihoz propidium-jodidos DNS festést végeztiink 1 pg/ml PBS koncetracidban, 5

percig.

3. 4. 1. B50 sejtek TX-100 és nukleaz kezelése

A fedbélemezen novesztett sejteket 15 percig protedz inhibitorok jelenlétében
(aprotinin, leupeptin, chyimostatin, TPCK mindegyik 10 pg/ml Kkoncentraciéban)
szobahdmérsékleten TX-TPBS-sel permeabilizéltuk. majd 17 pug/ml dezoxiribonukledz I-el
(DNaz I) (Sigma) , 10 mM Tris-HCI1 (pH 7,5), 5 mM MgCl,, 1 mM CaCl, és protedz
inhibitorok jelenlétében vagy 70 pug/ml ribonukledz A-val (RNaz A) (Sigma) 50 mM Tris-HCl
(pH 7,5), 5 mM EDTA és protedz inhibitorok jelenlétében inkubaltuk, szobahémérsékleten 20
percig. Ezt kovetéen a sejteket PBS-sel mostuk, etanollal fixaltuk, majd

immunfluoreszcencidval jeloltiik a fent leirt médon.

3. 5. COS-7 sejtek siRNS kezelése

A kezelést megel6z6 napon a COS-7 sejteket fed6lemezekre passzaltuk, 10* sejt/cm2
striségben. Masnap 30-40%-os konfluencianal a sejteket Oligofectamine (Qiagen)

felhaszndldsdval transzfektaltuk 0,2 uM dupla-szalid RNS-sel (Qiagen), aminek szekvencidja
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megfelelt a PI4K230 1072-1092 nukleotidszakaszanak. A transzfekcié sordn Opti-MEM-et
(Invitrogen) hasznaltunk, technikai kivitelezése a gyari leirisnak megfeleléen tortént. 6 ora
mulva a tapoldatot 10% FCS tartalmi DMEM-re cseréltiikk. Az siRNS transzfekciot 24 o6ra
elteltével megismételtiik, a PI4K230 fehérje szinten bekovetkezd véltozasat immuncitokémiai

eljarassal az elsd transzfekciot kovetd harmadik napon vizsgaltuk.

3. 5. 1. Az siRNS kezelés hatékonysaganak vizsgalata RT-PCR technikaval

A PI4K230 mRNS szintii vdltozdsdt RT-PCR mddszerrel mutattuk ki, siRNS kezelt és
kontroll COS-7 sejteken. A sejteket 6-lyuku tenyésztdedény lyukaiba passzdltuk 10* sejt/cm?
stiriségben és a fent leirt moédon transzfektdltuk siRNS-sel. A kontroll sejteket a
transzfektaltakkal azonos mddon kezeltiik, de siRNS nélkiil. A transzfekcié utdn 1 nappal
totdl RNS-t prepardltunk SV Total RNA Isolation System (Promega) segitségével a gydri
utasitds szerint.

A reverz transzkriptdz reakciéhoz 2 ug RNS-t, 1 ug random hexamert, 0,5 mM dNTP-
t, 1 U/ ul RNasin-t, 200 unit M-MLV-RT reverz transzkriptdzt (RNase H Minus, Point
Mutant) haszndltunk 1 x RT pufferben, 25 pl végtérfogatban (valamennyi anyagot a
Promegatdl vasaroltuk). El0szor az RNS-t és random primert tartalmazo oldatot 70 °C-on 5
percig inkubdltuk, majd a tobbi komponenst hozzdadva 50 °C-on 50 percig folyt a reverz
transzkripcid. Az igy nyert cDNS PI4K230 tartalménak specifikus felszaporitdsahoz hasznalt
primerek szekvencidja: 5’-AACATGGAAGAGTCTCTCCTCTC-3" és 5’-CCATCACACT-
GGCTACAATG-3’ a kontrollként haszndlt gliceraldehid 3-foszfat dehidrogeniaz (GAPDH)
felszaporitdsahoz hasznalt primerek szekvencidja: 5’-GCCTCAAGATCATCAGCAAT-3’ és
5’-GAGCTTGACAAAGTGGTCGT-3".

A PCR kozeg Osszetétele: (50 ul végtérfogatban): 3 pl RT kozeg, primerek egyenként 0,5
uM, dNTP-k egyenként 0,2 mM, polimerdz (Long PCR Enzyme Mix, Fermentas) 1, 25 U és
1x puffer (15 mM MgCl, tartalmu).

A polimerdz reakci6 sordn alkalmazott PCR profil: - 94 °C 2 perc
-59,4 °C 30s
-68 °C 50s 35x
-94°C 20s
-59,4 °C 30s
- 68 °C 10 perc
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A PCR soran felszaporitott DNS szakaszok megjelenitéséhez a mintdkat etidium-bromid

tartalmu, 1%-os agardz gélen futtattuk és UV-ban detektaltuk.

3. 6. COS-7 sejtek transzfektalasa

A PI4K230 és deléciés mutans formdinak szubcelluldris lokalizacigjara COS-7
sejteket transzfektaltunk PI4K230, illetve a mutdns cDNS-eket hordozé emlds expresszids
vektorokkal (2. tdblazat), melyeket Dr, Heilmeyer L.M.G. kutatécsoportja (Ruhr Egyetem,

Bochum, Németorszag) készitett.

delécié | molsuly plazmid Expresszalt
(kDa) fehérje aktivitdsa
pmol/mg/perc
- 230 pHM6-PI4K230 58
1-872 130 pEGFP-A130 48
1-1189 97 pEGFP-A97 -
1-1427 68 pEGFP-A68 -
1-1531 56 pEGFP-AS56 -

2. tablazat: PI4K230 fehérjét és delécios mutdnsait kodolo emlbs expresszios vektorok

A vektorokat elészor One Shot TOP10 coliban felszaporitottuk (baktériumos munka
részleteit lasd a: 3. 9. és 3. 10. 2. fejezetben), Minipreppel (Qiagen) Kkitisztitottuk és
tisztasdgukat agar6z gélen megfuttatva ellendriztiik.

A transzfekciét megelézé napon a COS-7 sejteket 10° sejt/cm” siirliségben, 24-lyukd
tenyésztd lemez lyukaiba helyezett iiveg fed6lemezekre passzaltuk. A transzfekcié napjan
elért 60-70% konfluenciaja tenyészetet FuGENE 6 transzfekcids reagens (Roche) segitségével
transzfektaltuk az adott plazmiddal, a gyari leirdsnak megfelelden. (Alkalmazott FuGENE
(u1)/DNS (ug) arany=3:2). A PI4K230, PI4KA130 és PI4KA97 fehérjék kifejezodését két nap
mulva, a PI4AKA68 és PI4KA56 fehérjék kifejezddését pedig a transzfekciot kdvetd napon
vizsgiltuk. Az etanollal fixdlt COS-7 sejtekben az expresszdlt PI4K230-at a fehérje N-

termindlisdn expresszalodéo hemagglutinin (HA) indirekt immunfluoreszcens jelolését
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kovetéen (3. 4. fejezet) konfokdlis mikroszkoppal detektaltuk. Mivel a delécids mutdns
fehérjéket N-termindlis GFP (zold fluoreszcens protein)-fiizios formdban expresszéltuk,

etanol fixdlas utan kozvetleniil vizsgalhatok voltak konfokalis mikroszképpal.

3. 7. PI14K230 expresszio Sf9 sejtekben

A PI4K230 rovarsejtes expresszidjat a Bac-to-Bac bakulovirus expresszids rendszer
(Invitrogen) segitségével valositottuk meg. A munkdhoz haszndlt anyagok jelentds részét az

Invitrogentdl vésaroltuk.

3.7.1. A Pl4K230 cDNS klénozasa bakulovirusba

A PI4K230-at el6szor egy pFastBac-HT tipusd donor plazmidba klénoztuk, ami
szerkezetében olyan Tn7 elemeket tartalmaz, amelyek lehetdvé teszik a kozéjiik inzertalt gén
irdnyitott transzpoziciéjat a bakulovirus genomba (bakmid).

A PI4K230 cDNS-ét pHM6 plazmidba klénozva Dr. Heilmeyer L. M. G. bocsétotta
rendelkezésiinkre. A plazmidot a PI4K230 cDNS-ének 5° végén taldlhaté HindIIl
hasitohelynél emésztettiik (Fermentas) a keletkezett tilnydld véget Klenow enzimmel
(Promega) feltoltottiikk a gyari utasitisnak megfelel6en, majd a PI4K230 cDNS 3’ végén
talalhat6 Notl restrikcids hasitohelynél emésztve (Fermentas) kihasitottuk a cDNS-t.

A pFastBac-HT B olvasasi kereti plazmidot Stul és Notl restrikcios enzimekkel (Fermentas)
emésztettiilk, majd a PI4K230 kozeggel egyiitt 1%-os agaréz gélen megfuttatva a kivant
savokat a gélbdl Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega) segitségével gyari
lefrds szerint tisztitottuk. A puffercserét az egyes hasitdsok kozott ammonium-acetat +
etanolos kicsapdssal biztositottuk az aldbbi 1épésekkel: inkubdlds 1/10 térfogat ammoénium-
acetattal (4M, pH: 5,4) és 3 térfogat abszolut etanollal (4°C, 10 perc), centrifugalds (12000
rpm, 10 perc), csapadék mosasa 70% etanollal, centrifugdlas (12000 rpm, 10 perc), szaritas,
csapadék felvétele TE pufferben vagy steril vizben.

A gélbdl kinyert, hasitott pFastBac-HT-B plazmidot és PI4K230 cDNS-t 1:3 ardnyban
ligaltuk T4 DNS ligazzal (Promega). A ligdlasi kozeggel eldszor a One Shot TOP10
kompetens Escherichia colit transzformaltuk (Invitrogen), majd a felszaporitott transzformans
colibol Miniprep-pel (Qiagen) a gyari utasitidst kovetve tisztitottuk a pFastBac-HT-B-
PI4K230 plazmidot mely a restrikcidsan emésztett plazmid gélképe alapjan valdéban

tartalmazta a PI4K230 cDNS-t. A rekombindns plazmidot DH10Bac kompetens E. coliba

37



transzformdltunk. (A transzforméacié €s baktérium tenyésztés részletei: 3. 9. és 3. 10. 2.
fejezet.) A DH10Bac coli gyarilag tartalmazta a bakmidot és egy segéd plazmidot, amely a
transzpozazt kédolja. Mivel a transzpozicié tonkreteszi a bakmid genom LacZo génjét, igy
Blue-gal tartalmu téptalajon fehér szinnel jelentek meg a rekombindns bakmidot tartalmazé
kolénidk. A kivalasztott és felszaporitott kolonidb6l S.N.A.P. MidiPrep Kit segitségével
tisztitottuk ki a bakmidot. A bakulovirus genomra specifikus M13 forward és M13 reverse
primerekkel elvégzett PCR eredménye egyértelmiien igazolta a PI4K230 jelenlétét a
bakmidban. Ezenkiviill szekvendldssal az olvasédsi keret helyességét is ellendriztiik. A
rekombindns bakulovirusok létrehozdsdhoz az Sf9 sejteket transzfektaltuk a bakmiddal (1pg
DNS / 9x10° sejt), Cellfectin reagenst és Grace’s Insect Cell Culture Medium-ot haszndlva a
megadott lefrdsnak megfeleléen. 72 o6raval a transzfekcid utdn az Sf9 sejtek nagy
mennyiségben iiritették a virusokat, ekkor a rekombindns virus tartalmi tdpoldatokat
begytjtottikk (un. P1 stock), a sejttormelékeket lecentrifugaltuk, majd 4 °C-on fényt6l védve

felhasznalasig taroltuk.

3. 7. 2. Virustiter meghatarozas

A virustiter meghatdrozashoz 6-lyuki sejttenyészté lemez lyukaiba 10° Sf9 sejtet
passzéltunk (kb. 50%-os konfluencia). Letapadds utdn a virus torzsoldatbdl készitett 10x
tovafutd higitasa oldatokkal (higitas: Grace’s Insect Cell Culture Medium) 1 6ran at fertdztiik
az egyes lyukakban 1évé Sf9 sejteket. Ezt kovetden a sejteket tapoldatot tartalmazd 1%-os
agardz oldatba dgyaztuk (ehhez 1,3x Sf-900 Mediumot hasznaltunk) és paradis kornyezetben
27 °C-on 10 napig inkubaltuk. A virusok 4ltal 1étrehozott tarfoltokat 1 mg/ml neutralvoros
oldattal vald festés utdn szamoltuk Ossze. Virustiter: legkevesebb tarfoltot tartalmazé lyuk
foltjainak a szdma x higitds mértéke.

A PI4K230 rekombinans bakulovirusokat tartalmazé P1 oldat titere 2x10° volt. Mivel
ez fehérjeexpressziora alacsony, igy 2x10°/cm? stirliségti tenyészetet djra fertéztiink MOI=0,1
értékkel (MOI= multiplicity of infection — vagyis az 1 sejtre jutd viruspartikuldk szdma). A

fertdzést kovetd 5. napon begylijtétt tapoldat (P2 stock) titere 5x107 volt.

3. 7. 3. PI4K230 expresszio

Expresszi6s céllal végrehajtott virusfertézés esetén 2x10° sejt/cm’ siirtiségli Sf9

sejteket MOI=5 értékkel fertdztiink. Az expresszids szintet 12 drdnként tesztelve (SDS-
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PAGE-val) megallapitottuk, hogy a maximaélis expresszié 96 6randl kovetkezik be. Mivel az
Sf9 sejtek a PI4K230-at nem szekretdltak, igy kozvetleniil a sejteket gytjtottiikk Ossze,
melyeket jéghideg PBS-sel mostunk majd felhasznélésig -70°C-on taroltuk.

A feltards sordan a sejteket lizis pufferrel 1 percig vortexeltiikk, majd ultrahanggal
kezeltiik (lizis puffer: 20 mM KH,PO4 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 import pufferben (Osszetételét lasd a 3. 14. fejezetben) oldott 60 pg/ml
digitoninnal készitett lizdtumot higitottunk 1:20 ardnyban import pufferrel az import
kisérletek leirdsandl alkalmazott protedzinhibitor koncentraciok mellett.

A rekombindns PI4K230 immunoblotton PI4K230 specifikus antitestekkel és az N-
termindlis poli-His tag elleni anti-poli-His antitesttel is kimutathaté volt. A fehérje megfeleld
szerkezetét bizonyitja, hogy enzimaktivitdssal is rendelkezett. (Tiszta PI4K230-at sem
immunprecipitacidoval sem nikkel agaréz kromatografidval nem sikeriilt a lizatumbdl izolalni

/////

kotodése miatt.)

3. 8. Pl4K aktivitasmérés

A PI4K aktivitdismérése sordn a [y—32P] ATP-b6l a PtdIns-ba beépiilé radioaktiv foszfat
mennyiségét hatiarozzuk meg. A PtdIns (4)P savas kozegben torténd kloroform-metanolos
extrakcidval vélaszthato el a be nem épiilt ATP-t6l és a foszfoproteinektdl (Schacht, 1981). A
PtdIns-ba beépiilt radioaktiv foszfit mennyiségét folyadékszcintillicids spektrométerrel
mértiik. A reakcidkozeg dsszetétele 37,5 ul végtérfogatban:

26 pl minta; 0,83 mg/ml PtdIns; 5 mM [7—3 2P] ATP (400-800 Bg/nmol); 27 mM MgCl,; 116
mM KCI; 116 mM Hepes / KOH; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTE; 0,4% (v/v) Triton
X-100 (pH 7,5)

A reakcidelegyet 25°C-on 15-30 percig inkubdltuk majd a reakciét Iml
kloroform/metanol (3:1) elegyével llitottuk le. Miutdn a koézeghez 0,15 ml 2,4 M HCl-ot
mértiink, er0s vortexelés hatasara a radioaktiv ATP a felsO vizes fazisba keriilt. Az also,
radioaktiv PtdIns (4)P tartalmu kloroformos fazis aliquotjat 2,5 térfogat metanol/HCI (1M)
1:1 ardnyd keverékével mostuk, majd a kloroformos alsé fazisbdl 100 pl radioaktivitdsat 1 ml
szcintillaciés folyadékkal mértiikk. Az enzimaktivitds szamitasa: 1 egység (U) enzim 1 nmol

foszfatot épit be 1 perc alatt a szubsztratbdl a fenti reakcidkorillmények kozott.
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3. 9. Baktériumok tenyésztése, tarolasa

Munkédnk sordn plazmidszaporitdishoz One Shot Top 10, expresszidhoz BL2I,
BL21(DE3), BLR és M15 E. coli torzseket hasznaltunk, rekombinans bakulovirus konstrukt
készitéshez pedig DH10Bac coli torzset.

A munkéank sordn hasznalt baktérium torzsek genotipusa:
BL21: F, dcm, ompT, hsdS(rg'mg"), gal., lon(4)
BL21(DE3): F~, dcm, ompT, hsdS(rg mg"), lon(4), gal\(DE3)
BLR: F, decm, ompT, hsdS(rg"mg"), gal., lon(4), recA™
M15: pREP4:: kan®
One Shot TOP10: F~, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80lacZAM 15, AlacX74,
RecAl, araD139, A(ara-leu)7696, galU, galK, rpsL, (Str™), endAl,
nupG
DH10Bac: F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl,
endAl, araD139, A(ara, leu)7697, galU, galK, A-rps-L,
nupG/bMON14272/pMON7124

A baktériumokat 37 °C-on 200 rpm fordulatszdmon rdzatva novesztettiik. A tenyésztéshez
hasznalt tdpoldatok Osszetétele m/v %-ban:

LB : 1% Trypton (tripszinnel emésztett kazein, Spektrum 3D), 1% élesztd kivonat (Spektrum
3D), 0,5% NaCl, pH 7,2

2YT: 1,6% Trypton, 0,5% élesztd kivonat, 0,5% NaCl, pH 7,2.

A szilard taptalajként hasznalt LB-agar lemezek 1,5% agar-agar tartalmdak (Spektrum 3D)
Az alkalmazott antibiotikumok koncentraciéja: ampicillin: 100 pg/ml, kanamycin: 30 pg/ml.

A baktériumokat 20% glicerol tartalmu tdpoldatban, -80 °C-on taroltuk.

3. 10. Fehérjék expresszalasa baktériumokban

3. 10. 1. Baktériumok kompetenssé tétele

A One Shot Top 10 és DH10Bac colikat gyarilag kompetensen vésdroltuk, a tobbi
baktériumtorzset CaCl,-os mddszerrel tettiik kompetenssé. Ehhez a baktériumokat ODgg (600

nm-en mért abszorbancia érték) = 0,3-0,5 stirliségig novesztettiikk. Ezutdn a tenyészetet 4 °C-
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ra hutottik és a baktériumokat centrifugalassal (5000 rpm, 5 perc) Osszegytjtottik. A
feliiliszot eltavolitva a baktériumokat eredeti (V) térfogati 50 mM jéghideg CaCl, (pH 7,4)
oldatban szuszpenddltuk és 30 percig jégen 4llni hagytuk. Ujabb centrifugaldst kovetden a
baktériumokat 1/10 V 50 mM CaCl,-ban vettiik fel és vagy kozvetleniill hasznéltuk
transzformdciora, vagy 20% glicerollal lefagyasztva -80 °C-on téroltuk. Ilyen koriilmények

kozott 1 évig kompetensek maradtak.

3. 10. 2. Transzformacio

Az altalunk kompetenssé tett coli baktériumok (30 pl) transzforméldsahoz 5-10 ng
DNS-t hasznaltunk. A kompetens sejteket és a plazmid DNS-t 30 percig inkubdltuk jégen,
majd 42 °C, 2 perces hdsokknak tettiik ki. A transzformécios elegy lehiitése utdn 80 pul SOC
tapoldatot [2% (m/v) Trypton, 0,5% (m/v) élesztd kivonat, 0,05% (m/v) NaCl, 2,5 mM KCI,
10 mM MgCl,, 20 mM gliik6z, pH 7,0] hozzdadva 37 °C-on 200 rpm fordulatszdmmal
rdzattuk, majd 1 o6ra milva -megfeleld antibiotikumot tartalmaz6- LB-agar lemezekre
szélesztettiik. A 37 °C-os inkubdtorban 14 6ra alatt kin6tt telepekbdl egy kiilondllot levettiink,
megfeleld antibiotikum tartalmd tdpoldatban felnovesztettiik, beldle glicerines tartaldkot
fagyasztottunk, valamint plazmidot prepardltunk vagy tovabb vittiik fehérje expresszidra. (A

gyari kompetens coli torzsek transzforméldsakor a cég altal ajanlott protokollt kévettiik.)

3. 10. 3. Fehérjék expresszalasa

A sejtmagi import vizsgdlatdhoz haszndlt expresszalt és tisztitott fehérjék
eloallitisahoz a Ran-expresszids konstruktot Dr. Szabad Janos munkacsoportja (Szegedi
Tudoméanyegyetem), a RanGAP, importin al és importin  expresszids vektorokat Dr. Dirk
Gorlich (Heidelbergi Egyetem, Németorszdg), az importin a3 €és importin a5 expresszids
konstruktokat Dr. Riku Fagerlund (National Public Health Institute, Helsinki, Finnorszag)
bocsatotta rendelkezésiinkre.

A vektorokat eldszor One Shot TOP10 coliba transzforméltuk, felszaporitottuk,
Minipreppel (Qiagen) kitisztitottuk és tisztasdgukat (hasitds utdn) agaréz gélen megfuttatva
ellendriztiik. Ezt kovetden a plazmidokat az expresszids coli torzsekbe transzforméltuk (3.
tablazat). A pQE-importin B tartalmi M15 coli felszaporitisdhoz 2YT, a tobbi vektort
tartalmazé coli esetében pedig LB tdpoldatot hasznaltunk. Valamennyi konstrukt rezisztenciat
hordoz 100 pg/ml ampicillinre; emellett az M15 coli tdpoldatiat 30 pg/ml kanamycinnel is

kiegészitettiik. Az M15 coli Lacl® represszort tiltermel (kanamycin rezisztes) pREP4
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plazmidot hordoz, ami a lac operon-nal rendelkezd plazmidok indukcid nélkiili expresszidjat
gatolja, igy lehetové teszi olyan, a coli szdmadra toxikus fehérjék termelését, mint a RanGAP,
importin al, importin . A még hatékonyabb expresszio-gatlas érdekében, ezek expresszidja
esetén az agar lemezekhez és a kis térfogatd kultiirdban val6 novesztéshez 2% (m/v) gliikkézt

1s hasznaltunk.

fehérje vektor expresszio Tisztitas
Ran pOE-11 BLR Ni-agaroz
RanGAP pQOE-60 MI15 Ni-agaroz
Importin al pQOE-70 MIi5 Ni-agaroz
Importin a3 pQE-60 BL2] GSH-sepharose
(poli-His-t kodolo szakasz GST-re
cserélve)
Importin a5 pQE-60 BL2] GSH-sepharose
(poli-His-t kodolo szakasz GST-re
cserélve)
Importin 8 pOE-60 MIi5 Ni-agaroz

3. tablazat: Fehérjék expresszidja és tisztitdsa

Mikor a baktériumtenyészetek sejtstirlisége elérte az ODgyo=0,4-0,7 értéket, a fehérjék
termelddését IPTG-vel (Izopropil [-D-1-tiogalaktopiranozid) indukdltuk. Az indukcié
koriilményei: RanGAP és importin al: 1 mM IPTG, 28 °C, 3 6ra; importin B: 1 mM IPTG,
2% etanol, 18 °C 3 6ra; Ran, importin a3 €s importin a5: 0,4 mM IPTG 28 °C, 4 6éra. Az
indukcié végén a baktériumokat lecentrifugéltuk (5000 rpm, 15 perc, 4 °C), jéghideg PBS-sel
mostuk, djabb centrifugilds utén lizis pufferben vettiik fel és ultrahanggal (3x1 perc) feltartuk.
A lizispuffer 0sszetétele:

- RanGAP, importin al és importin B izoldlasakor: 50 mM Tris/HCI (pH: 7,5), 200 mM NaCl,
5 mM MgCl,, 4 mM merkaptoetanol, leupeptin (2 pg/ml), pepstatin (10 pg/ml), TPCK (100
pg/ml), PMSF (1 mM), aprotinin (Gordox) (0,2 ml/ml), benzamidin (50 mM);

- Ran tisztitdsakor: 50 mM Tris/HCI (pH: 7,4), PMSF (0,5 mM), benzamidin (50 mM),
leupeptin (2 pg/ml), pepstatin (10 pg/ml) és TPCK (100 pg/ml);
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- Importin a3 és importin a5 tisztitdsakor: 50 mM Tris/HCI (pH: 7,5), Gordox (0,2 ml/ml),
benzamidin (50 mM), pepstatin (10 pg/ml), TPCK (100 pg/ml), phosphoramidon (10 pg/ml),
PMSF (1 mM), bestatin (20 pg/ml), E-64 (5 pg/ml).

Feltarast kovetden a lizdtumot centrifugaltuk (15000 rpm, 15 perc, 4 °C) és a feliiliiszot

hasznéltuk affinitdskromatogréfias tisztitasra.

3. 10. 4. Fehérjék tisztitasa nikkel-agarézon

A Ran, RanGAP, importin al és importin [ expresszalt proteinek N-termindlisan poli-
His-tag taldlhato, igy tisztitdsukhoz Ni-agardzt (Qiagen) haszndltunk az aldbbiak szerint:

- Gyanta ekvilibralasa: 50 mM Tris/HCI (pH: 7,4).

- Adszorpcié: minta felvitele, gyantdval forgatas 30 perc, 4 °C

- Mosasok: 1.: 50 mM Tris/HCI (pH 7.4), 0,1% TX-100, protedzgatlok
2.: 50 mM Tris/HCI (pH 7,4), 0,1% TX-100, 0,5 M NaCl
3.: 50 mM Tris/HCI (pH 7,4); 0,5 M NaCl
4. : 5 mM imidazol ekvilibral6 pufferben;
5.: 20 mM imidazol ekvilibral6 pufferben;

- Elucié: 200 mM imidazol ekvilibralé pufferben.

Az eluatum fehérje tartalmu frakcidit Centriprep-10-ben (Amicon) koncentraltuk. A
tisztitds sordn az egyes frakciok fehérjedsszetételét, €s a tisztitandd fehérje feldusulasat SDS-
PAGE segitségével Coomassie festéssel ellendriztiik. A gél festésére (15 perc) hasznalt oldat:
0,25% (m/v) Serva blue R 250; 45,4% (v/v) metanol; 9,2% (v/v) ecetsav; a folosleges festék
kimosésat 12% (v/v) etanol, 7% (v/v) ecetsav oldattal végeztiikk. Az eludtumban Coomassie
festéssel kapott fehérjesdv(ok) azonositdsira immunoblottot is végeztiink. A koncentrélt

eludtumot 30 % glicerollal vagy 250 mM szacharézzal -20 °C-on tdroltuk.

3. 10. 5. Fehérjék tisztitasa GSH-sepharose-on

A pGEX tipusti plazmidrdl expresszalt importin a3 és importin a5 fehérjéket az N
termindlis GST-tag segitségével GSH-Sepharose-on tisztitottuk az aldbbi 1épésekkel:
- GSH-Sepharose oszlop ekvilibralasa: 50 mM Tris/HCI (pH. 7,5)
- Adszorpci6: minta forgatdsa a gyantdval, 30 perc, 4 °C
- Mosasok: 1.: 50 mM Tris/HCI ( pH: 7,5), benzamidin (25 mM), PMSF (0,1 mM) Gordox
(0,1 ml/ml)
2.: 50 mM Tris/HCI ( pH: 7,5)
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- Elucié: 10 mM redukélt glutation (GSH) 50 mM Tris/HCI (pH: 8,0)-ban oldva
A frakcidk fehérjedsszetételének ellendrzése és a frakciok koncentrdldsa a Ni-agardzos
tisztitdsndl bemutatott mdédon tortént. A koncentralt eludtumokat 250 mM szachar6z

jelenlétében -20 °C-on taroltuk.

3. 11. Szintetikus peptidek kapcsolasa Alexa Fluor 488 fluoreszcens
festékkel jeldlt BSA-hoz és tripszin inhibitorhoz

A PI4K230 nukledris transzportjdban feltételezett monopartit, bipartit €s nem
klasszikus NLS szekvencidk vizsgalatira ezen NLS-eknek megfelel6 szekvencidju, és bazikus
aminosavakban mutdns peptideket szintetizéltattunk, melyeket Alexa Fluor 488-al jelolt BSA-
hoz, illetve tripszin-inhibitorhoz (trp.inh.) kapcsoltunk. A szintetikus peptidek Osszetételét

mutatja a 4. tdblazat.

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"*

NLS3 Cys-"**GLVDKFPHLLWSGTVLK"™

4. tablazat: A szintetizdlt peptidek elnevezése és szekvencidja

A megfeleld mobilitds biztositdsa valamint a bazikus szekvencidk kozvetlen kornyezetének
figyelembevételével (Harreman és mitsai., 2003, 2004) a PI4K230 szekvencidjabol a 4.
tdblazatban feltiintetett N-termindlis Cys-nel kiegészitett peptideket Dr. Téth Géabor és

munkacsoportja (Szegedi Tudoményegyetem) szintetizalta.

Tripszin inhibitor fluoreszcens jelolése Alexa Fluor 488 festékkel
A 0,1 M NaHCOs-ban (pH: 8,3) oldott tripszin inhibitort (szdjabab, Mr 20 000,
Sigma) succinimidil-Alexa Fluor 488-al (Molecular Probes) gyari el6irds szerint jeloltiik,

szobah6mérsékleten 30 percig. Az aminoreaktiv festék feleslegét haromszori 1:20 higitassal
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és Centriprep 10Y-ban torténd koncentralassal tavolitottuk el; a mosasra 0,15 M NaCl-t
tartalmazé 0,1 M foszfat puffert (pH: 7,2), majd desztillalt vizet, végiil 50 mM foszfat puffert

(pH 7,2) hasznéltunk. A festék/fehérje atlagos mélaranya 3-4 mol/mol volt.

Szintetikus peptidek kapcsoldsa Alexa Fluor 488-jelolt BSA-hoz és tripszin inhibitorhoz

Az Alexa Fluor488-jelolt fehérjékbe Sulfo-SMCC-vel maleimido-csoportokat vittiink
be és ezekhez kapcsoltuk a szintetikus peptidek N-termindlison elhelyezked6 Cys-oldalldncit.
A kivitelezés Backstrom é€s Sanders-Bush (1997) leirdsa alapjan az aldbbiak szerint tortént:

Alexa Fluor488-BSA-t (Alexa488BSA) (Molecular Probes, festék tartalom 4-8
mol/mol), illetve a fentiek szerint készitett Alexa Fluor 488-tripszin inhibitort
(Alexa488trp.inh.) reagdltattunk Sulfo-SMCC-vel (Pierce) (2:1 tomegardnyban) 50 mM K-
foszfat pufferben (pH 7,2) szobahdmérsékleten, 1 ordig. A reagens feleslegét négyszeri 1:10-
1:20 higitassal és ezt kovetd Centriprep 10Y-ban torténd koncentralassal mostuk ki 50 mM
foszfat pufferrel (pH 7,2). A maleimido-fehérjét N-vel atbuborékoltatott desztillalt vizzel
higitottuk, 4 °C-ra hiit6ttik, majd 10-szeres moldaris feleslegben adtuk hozza a kapcsolandd
peptidet és az oldatot barna lezart iivegben egy éjszakéan at kevertettilk. A szabadon maradé
maleimido-csoportokat 50 mM pH 7,2 Tris-HCl-ben oldott 1 mg/ml ciszteinnel blokkoltuk
(szobahdmérséklet, 1h), majd haromszori 1:20 import pufferes (Osszetétele: 3. 14. fejezetben)
higitissal és ezt kovetd koncentrdldssal tavolitottuk el az el nem reagdlt peptideket, illetve
ciszteint. A kevés oldhatatlan csapadék lecentrifugdldsat kovetden éltaldban 0,5-1 mg/ml
koncentraciéji kapcsolt peptidet kaptunk. A termék SDS-PAGE-en széles csikot adott. A
ligandum/fehérje ardnya a latszolagos moélstlyndvekedésbdl szamitva tripszin inhibitor esetén

1-3, BSA esetén 3-5 mol/mol volt.

3. 12. NLS2 klénozasa, expresszidja, tisztitasa, jel6lése

Célunk volt a PI4K230 egy olyan szakaszdnak kl6nozdsa, mely magédba foglalja a
PI4K230 feltételezett bipartit NLS-ét és mérete megfelelden nagy ahhoz, hogy aktivan,
receptor fiiggd mddon transzportalédjon a sejtmagba (>40-50 kDa). Mindezek, valamint a
doménhatarok figyelembevételével klénoztuk a PI4K230 3498-5001 bp szakaszdt (szdmozds
Gehrmann és mtsai., 1999 szekvencidja alapjan), amely egy 501 aminosavnyi peptidet kédol
(expr.NLS2: 1166-1667 aminosavak). A fragment felszaporitdsa sordn az 5’ végre egy EcoRlI,
a 3’ végre egy Xhol restrikciés hasitohelyet kapcsoltunk. A PCR sordn hasznalt primerek

szekvencidja:
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5’-ATATGAATTCGAGCATGGCATGGAGACGG-3’ és 5’-CCGAGGAACAGGCCGG-
GAGCTCAATT-3’. A PCR reakcidhoz Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity
(Invitrogen) polimerdzt hasznaltunk. A PCR kozeg Osszetételéb6l a dNTP-k, polimerdz,
primerek koncentracidja azonos a Long PCR Enzyme Mix-nél haszndlttal, de itt 2 mM

MgSO4-ot és 50 ng templat DNS-t hasznaltunk.

Az alkalmazott PCR profil: 94 °C 2 perc
58 °C 30 mp )
68 °C 1 perc 30 mp >~ 5x
94 °C 20 mp D
68 °C 30 mp M
72 °C 1 perc 30 mp - 30x
94 °C 20 mp »
68 °C 10 perc

A PCR terméket és a pET-28a (Novagen) prokarita expresszios vektort EcoRI €s Xhol
restrikciés enzimekkel hasitottuk, ligaltuk majd BL21(DE3) coliba transzformaltuk. (Az
emlitett folyamatok technikai kivitelezése azonos a 3. 7. 1. és a 3. 10. 2. fejezetben leirtakkal.)
A transzformdnsokbdl tisztitott rekombindns plazmidban (pET-28a-NLS2) az NLS2
jelenlétének bizonyitasira PCR-t végeztiink, amihez a pET-28a vektor multi-kl6nozé
helyének két oldalédra specifikus primerpért hasznéltunk: 5-
TAATACGACTCACTATAGGG-3’ és 5’-GCTAGTTAT-TGCTCAGCGG -3’. Az olvasasi
keret helyességét szekvendlassal ellendriztiik.

Mikor a fehérjeexpresszids céllal novesztett pET-28a-NLS2 tartalmd BL21(DE3) coli
stirisége elérte az ODgyo=0,4-0,7 értéket, (kanamycines LB, 37 °C, 200 rpm) a fehérje
termelddését 0,4 mM IPTG-vel indukéltuk 28 °C-on, 4 6rdig. A baktériumok 6sszegyljtése,
mosdsa, feltdrdsa a 3. 10. 3. fejezetben leirtak szerint tortént. A lizis puffer Osszetétele: 50
mM Tris/HCI (pH: 7,5) 100 mM NaCl, 5 mM Mg-acetat, 5% (v/v) glicerol, protedzgatldk (10
mM benzamidin, 10 pg/ml aprotinin, 20 pg/ml leupetin, 10 pg/ml pepstatin, 20 pg/ml
phosphoramidon, 1 mM PMSF, 40 uM TPCK, 25 pg/ml E-64).

Ultrahangos feltdrast és centrifugdlast kovetden (10000 g 10 perc 4°C) az expresszdlt
fehérje a csapadék frakcidban volt jelen, melybdl csak részlegesen, 2 M majd 7 M urea
tartalmu lizis pufferrel sikeriilt feloldanunk. Bar a rekombinans expr.NLS2 peptid N és C-
termindlisan is poli-His-t hordoz, Ni-agaréz kromatografiaval csak kis mennyiségii, nem tiszta

preparatumot nyertiink. Mivel az expresszalt fehérje bazikus (bipartit NLS) szakasszal
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rendelkezik, {igy megkiséreltik és sikerrel alkalmaztuk az SP-Sepharose-on torténd

kromatografiat.

Az SP-Sepharose kromatografia 1épései a kovetkezoek voltak:

Gyanta ekvilibrdlds: 50 mM Tris / HCI (pH: 7,5), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 10% (v/v)
glicerol, 0,2 mM PMSF, 10mM benzamidin

Minta: 2 ml 2-7 M urea frakcio.

Mosas: ekvilibral6 pufferrel fehérjementességig.

Elicié: 1 M NaCl tartalmu ekvilibral6 pufferel.

A moso és eludlt frakciokbdl a szadmitott 57 kDa-os csikot tartalmazé homogén frakcidkat
egyesitettiik, majd Centriprep 30-ban koncentraltuk. Immunoblotton HRP-jel6lt anti-poli-His-
antitesttel ellendrizve az 57 kDa-os fehérje csiknak megfelelden egyetlen intenziv ECL-

reakcidt kaptunk.

Fluoreszcens jelolés Alexa488-maleimiddel

A feltételezett NLS intaktsdga érdekében a polipeptid SH-csoportjait jeloltiikk gyari
eléirds  szerint DMSO-ban oldott Alexa Fluor488-maleimidel (Molecular Probes)
szobah6émérsékleten, 90 percig. Ezutan SmM ditiotreitollal 30 percig, szobahdmérsékleten
blokkoltuk a reakciét, majd 5% glicerolt tartalmazé ,,import pufferrel” szemben (Osszetételét
lasd: kov. fejezetben), egy éjszakan at dializaltuk. Az igy nyert Alexa Fluord88 jelolt
expr.NLS2  (expr.NLS2-Alexa488) tartalmi oldatot Centriprep-30-ban  (Amicon)
koncentréltuk. A jelolt fehérje SDS-PAGE Coomassie festés alapjdn homogén és a

fluoreszcens festék/fehérje ardnya 3,6 mol/mol volt.

3. 13. Az expr.NLS2 sejtmagi transzportja szempontjabdl kritikus,

bazikus aminosavak iranyitott mutagenezise

Az expresszdlt NLS2 fragmentum importja szempontjabdl kritikus bazikus
aminosavainak kicserélését a QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene)
felhasznaldsaval, két 1épésben végeztiik. Mutagenetikus PCR templédtként a pET28-NLS2
vektort hasznaltuk. Az elso l1épésben végrehajtott Lys1415Ala és Lys1416Ala cseréhez: 5’-
CCAAGAAATCAGGCATGTCTGCGGCAACCAACCG-GGGCTCCC-3"  szekvencidju a
kovetkezd 1€pésben elvégzett Lys1429Met, Argl430Gly és Argld431Met cseréhez: 5’-
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GCACAAATACTACATGATGGGCATGACGCTGCTGC-TGTCCC-3’ szekvencidju szensz
és ezekkel komplementer antiszensz primereket haszndltuk. (Az aldhtizds a mddositott
nukleotidokat jeloli.) A PCR kozeg és profil tervezése, a templat DNS Dpnl emésztése és az
XL10-Gold szuperkompetens coli transzformacidja sordn a gyarté altal megadott protokollt
kovettiik. A coliban felszaporitott, kitisztitott plazmidban a muticiok jelenlétét szekvendlassal
ellendriztiik, melyhez a 5’-CGCTTCAAGCTGCTGAAC-3’ szekvencidju primert hasznaltuk.

A mutins NLS2 fehérjét BL21(DE3) coliban expresszdltuk. Az expresszid
koriilményei, a lizis, ultrahangos feltdrds és a 2 M ureds mosds megegyezett az expr.NLS2
esetében alkalmazottal (3. 12. fejezet). A fehérjét 4 M guanidin HCI tartalmu lizis pufferben
oldottuk, majd Ni-agarézon tisztitottuk (Qiagen). A gyantdra kotott fehérjét az eldbbi
pufferben oldott 10 mM imidazollal mostuk majd 300 mM imidazol tartalmd pufferrel
eludltuk és Centriprep-10-ben (Amicon) koncentrdltuk. A fehérje fluoreszcens jelolését
Alexa-488-maleimiddel az el6z0 fejezetben leirtak szerint végeztik, az {igy nyert

expr.NLS2mut-Alexa488 fehérje transzportjat import kisérletben vizsgaltuk.

3. 14. A sejtmagi import in vitro vizsgalata

A PI4K230, a szintetizdlt NLS-ek és az expresszdlt NLS2 sejtmagi transzportjat
permeabilizalt HelLa sejteken vizsgéltuk, amihez a sejteket a kisérlet elott 36 ordval iiveg
feddlemezekre passzaltuk, 4x10* /em® stiriségben.

A permeabilizdldshoz digitonint haszndltunk, ami a koleszterol precipitdldsaval
perfordlja a membrant. Rovid idejli (<10 perc) digitonin kezelés sordn elérhetd, hogy a
citoplazmamembran permeabilizdlodjon, a maghartya viszont intakt maradjon. A digitonint
60 pg/ml koncentracidéban hasznéltuk, import pufferben (20 mM HEPES/KOH (pH: 7,3), 110
mM K-acetit, 5 mM Na-acetit, 2 mM Mg-acetat, | mM EGTA, 2 mM DTT) oldva.

Az alaposan mosott, permeabilizalt sejteket olyan oldatban inkubdltuk, amely az
importalandé molekuldk mellett minden mas importhoz sziikséges komponenst is tartalmaz.
A kontroll vizsgilatokhoz a permeabilizélt sejteket buzacsira lektinnel kezeltilk, amely a
magpérus  komplexekhez (NPC) kotddve gatolja az NPC-n keresztiili  specifikus

transzlokaciot. Kisérleteinkben alapvetden két import kozeget alkalmaztunk:

Impot kozeg retikulocita lizatummal (import pufferben oldva):
- Vizsgilt ligandok: expresszalt PI4K230 tartalmu Sf9 lizatum (import kézegben 10x higitva),
NLS1-Alexa488BSA,  NLS2-Alexa488BSA,  NLS3-Alexa488BSA,
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NLS2-NLS1-Alexa488BSA, NLS2/1-NLS1-Alexa488BSA, NLS2/2-
NLS1-Alexad488BSA, (az emlitett anyagokat 0,1 mg/ml = 1,2 uM
koncentraciéban hasznéltuk) expr.NLS2-Alexa488 (700 nM, 90 pg/ml),
import ligand: SV40 virus NLS-BSA-rodamin (Sigma, 750 nM),
Alexa488-BSA (Molecular Probes, 750 nM, 120 pg/ml)

- Retikulocita lizaitum (Sigma) (import pufferrel szemben dializdlt, végkoncentricidja
150ug/ml)

- ,.BEnergia regenerdl6 rendszer”: ATP (1 mM), GTP (0,5 mM), kreatin-foszfat (10 mM),
kreatin- kindz (Sigma) (50 pg/ml) import pufferben

- Protedzgatldk: aprotinin, leupeptin, pepstatin (mindegyik 1 pg/ml koncentraciéban)

- Lektin (negativ kontrollok esetén, Sigma, 20 pg/ml)

Az import folyamat specifikus gétldsira az ,.Energia regenerdlé rendszer” részeként nem

hidrolizal6 GTP anal6got, GTPyS-t hasznaltunk, 0,2 mM koncentraciéban (GTP nélkiil).

Import kozeg importinokkal (import pufferben oldva):

- A vizsgalt ligandok, ,energia regenerdlé rendszer”, protedzgatlok és az esetenként
alkalmazott buizacsira lektin a fenti kozeggel azonos koncentracioban alkalmazva

- Ran mix: Ran-GDP (3 uM), RanGAP (150 nM), NTF2 (Sigma, 300 nM)

- Importinok: Importin al, importin a3, importin a5, importin § (Az importinokat 6nalléan

vagy importin B-val egyiitt hasznéltuk, 1 uM végkoncentraciéban.)

A sejtmagvacskdba irdnyuld transzport vizsgilatidra haszndlt tripszin inhibitorral (trp.inh.)
kapcsolt peptidek méretiikbdl adéddan szabad diffiziéval mozognak az NPC-n keresztiil. A
kisérletek soran retikulocita lizdtumot és ,,energia regenerdld rendszert” tartalmazod, vagy ezek
nélkiili import-pufferben vizsgaltuk az aldbbi ligandumok transzportjat: Alexa488trp.inh.,
NLSI1-Alexa488trp.inh, = NLS2-Alexa488trp.inh, = NLS2/1-Alexa488trp.inh, = NLS2/2-
Alexa488trp.inh (mindegyiket 0,1 mg/ml koncentraciéban hasznéltuk).

A Kkisérlet menete: A sejteket kétszer PSB-sel, egyszer import pufferrel, majd
permeabilizaltuk 60 pg/ml téménységii digitoninnal, 7 percig. Ujabb mosasok utdn (3x import
pufferrel) a lektines kisérletek esetén 5 perces lektin elokezelést alkalmaztunk 20 pg/ml
toménységli, import pufferben oldott lektin oldattal. Az import kisérlet kozegével 15 percig
inkubdltuk a feddlemezt, majd ismételt mosasok utdn (3x import pufferrel) abszolut etanollal
fixaltuk -20 °C-on, 10 percig. Az Sf9 lizitum importjat vizsgilva, a PI4K230-at anti-N

antitesttel indirekt médon detektdltuk, ami a nukleolin jeloléssel és propidium-jodidos
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magfestéssel egyiitt az Immuncitokémia (3. 4.) fejezetben ismertetett médon tortént. A tobbi
vizsgalt peptid transzportja, direkt fluoroférral vald jelolésiik alapjan, fixalast kovetden

azonnal vizsgalhato. A kisérletek eredményét konfokélis mikroszképpal vizsgaltuk.

3. 15. Fehérje-fehérje kdlcsdnhatas vizsgalata dot-blot felllrétegzéssel

1,5 pg Alexa488BSA-hoz kapcsolt NLS peptideket és exprNLS2-Alexa488 peptidet 2
ul import pufferben oldva csoppentettiink fol nitrocellul6z membranra és szaradast kovetden
5% (m/v) BSA és 20 pg/ml leupeptin tartalmi import pufferrel blokkoltuk 4 oriig. Ezt
kovetden az importinok 1 uM oldatdval 1% (m/v) BSA és 20 pg/ml leupeptin tartalmd import
pufferben 4 °C-on, 16 6rdig inkubéltuk a membranokat. Az importin o - importin 3 tartalmu
oldatokat a heterodimerképz6dés biztositisira 15-30 percig szobahOmérsékleten
eldinkubaltuk 1:1 molardnyban. A membranok intenziv PBS mosédsa utan (3x10 min) 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 (Pierce), rontgen filmen

detektaltuk.

3. 16. Nukleinsav és fehérje koncentraciomérés

A DNS és RNS tartalmu oldatok koncentricigjat az UV 260 nm-en mért abszorbancia
alapjin, a kovetkezd ardnyossdg szerint szadmitottuk: OD260=1 érték a DNS esetében 50
ng/ul, az RNS esetében 40 ng/ul koncentracionak felel meg.

A fehérje koncentracigjat modositott Bradford mdédszerrel hatidroztuk meg (Read és
Northcote, 1981). 5-10 pl mintdhoz 1 ml reagenst adva az A595 értékbdl szdmitottuk ki a
koncentracidt, a standard 1,0 mg/ml BSA oldat A595 értéke alapjan.

3. 17. SDS-Poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) és immunoblot

A mintdkhoz Laemmli-puffert (10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) B-merkaptoetanol, 3%
(v/v) SDS, 0,1% (m/v) brémfenolkék 60 mM Tris pufferben pH: 6,8) adtunk, legaldbb a

mintdval azonos térfogatban, majd 10 percig forraltuk a fehérjék denaturdlasira. A mintdkat a
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fehérjék modlsulya alapjan megvalasztott toménységii poliakrilamid gélen futtattuk Laemmli
(1970) médszere szerint.

A gélelektroforézis sordn elvélasztott fehérjéket PVDF-membranra blottoltuk. Az
elektrotranszfert kovetéen a membrant 5% (m/v) sovany tejpor és 1% (v/v) NS (2. antitest
allatanak széruma) tartalmi PBST-vel (0,1 m/v % Tween-20 PBS-ben) blokkoltuk, (1 éra), majd
1 6ran 4t szobahomérsékleten inkubdltuk az els6 antitestekkel, melyeket 1% sovany tejport és
1% NS-t tartalmazé PBST-ben higitottunk (Koncentraciok: anti-N: 50 ng/ml, anti-C: 60
ng/ml, anti-PI4KIIla: 40 ng/ml, N-19 antitest: 100 ng/ml, HRP jelzett anti-poli-His: 5 ng/ml,
anti-GST: 20 ng/ml). Mdasodik antitestként az elsd antitestekre specifikus, HRP jelolt 1gG-t
hasznéltunk (szobahdmérséklet, 1 6ra) 2 ng/ml koncentridcidban, 1% tejpor 1% NS tartalmu
PBST-vel higitva. Az egyes 1épések kozott PBST-vel mosdsokat végeztiink 3x5 és 1x15
percig. A masodik antitest kot0dését peroxiddz-reakcidoval (ECL kit, Amersham) tettiik

lathatova. Az igy kapott kemilumineszcens jeleket rontgen filmen rogzitettiik.

3. 18. Konfokalis mikroszkopia

A konfokélis mikroszképos felvételeket egy Zeiss LSM 510 tipusd (Géttingen,
Németorszdg) mikroszkdppal készitettik. A vizsgdlatokhoz Plan-Apochromat 63x/1,4NA
immerziés objektivet haszndltunk. Az Alexa Fluor488 festéket Ar ion lézerrel (488 nm)
gerjesztettiik és egy 505-550 nm emisszids sziirdn keresztiil detektéltuk. A propidium-jodid és
az Alexa Fluor594 gerjesztéséhez HeNe 1ézert (543 nm) hasznéltunk és 560-615 nm, illetve
585-615 nm emisszids sziir0kon keresztiil detektaltuk. Az Alexa Fluor647 festéket HeNe (633
nm) lézerrel gerjesztettiik és 650 nm LP sziird segitségével detektdltuk. A konfokalis blende
méretét az 1 um-es optikai rétegvastagsag eléréséhez megfeleld értékre allitottuk. A képeket
az alabbi bedllitasokkal vettitk fol: 512x512 pixel, 12 bit felbontas, 6,4 us pixel id6, 2x
soronkénti-atlagolés (line-averaging). Minden, tobb csatornaban detektalt felvételt multi-track
tizemmodban készitettiink. Az egy-egy fluoroférral jelolt kontrollok azonos beallitas mellett a

tobbi csatorndba nem vilagitottak at.

3. 19. Digitalis képelemzés

A kiilonboz6 sejtalkotokban a PI4K230 immunreaktivitds-mértékének meghatarozasat

SCIL Image program segitségével ifj. Dr. Vereb Gyorgy (DE OEC Biofizikai és Sejtbioldgiai
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Intézet) készitette. A TX-TPBS kezelés hatdsara a PI4K230 jelolés eloszldsanak idofiiggd
valtozasat a teljes sejt, citoplazma, magvacska nélkiili sejtmag és a sejtmagvacska teriiletén

hataroztuk meg.

3. 20. Molekulamodellezés

A PI4K230 NLS1, NLS2 és NLS3 szekvencidk importin alfaval képzett komplexeinek
modellezéséhez az SV40 monopartit NLS-e (PDB code: 1EJL) (Fontes és mitsai., 2000), a
nukleoplazmin bipartit NLS-e (PDB code: 1EJY) (Fontes és mtsai., 2000) és a foszfolipid
szkramblaz nem klasszikus NLS-e (PDB code: 1Y2A) (Chen és mtsai., 2005) szolgalt
mintaként. A fehérjestruktirdk elemzését Dr. Bagossi Péter (Debreceni Egyetem OEC

Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet) végezte.
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4. Eredmények

4. 1. A PI14K230 detektalasa az etanollal fixalt sejtek magvacskajaban

Immunfluoreszcencids vizsgdlatainkat idegsejteken kezdtiik, ugyanis az érdeklddésiink
kozéppontjdban 4ll6 PI4K230 expresszidja itt domindl. Differencidlt primer neurondlis
HCNI1A sejtek immuncitokémiai vizsgalatival egy érdekes jelenségre figyeltink fol: a
varhat6 citoplazmatikus jelolédés mellett az etanollal fixdlt sejtek magvacskdja anti-N
antitesttel (mely a PI4K230: 873-1145 aminosavnyi peptidszakaszara specifikus) nagyon
intenziv festddést mutatott (5. dbra a), viszont a nukleoldris immunreakcid teljes hidnyat
tapasztaltuk ugyanezen sejtek PFA fixdlasdval (5. dbra b). Ez a festddési mintdzat a nem
differencialt HCNI1A sejteknél is megfigyelhetd volt. A kisérletet megismételve
gyorfagyasztasos technikdval preparalt, etanollal fixdlt gerincveldi metszeteken, a
motoneuronok citoplazmatikus PI4K230 jelolodése mellett itt is jelen volt az intenziv
nukleoldris festddés (5. dbra. c). Ezzel szemben a PFA-val perfundalt patkdnyok gerincvel6i
metszeteinek motoneuronjaiban a PI4K230 immunreaktivitidsa kizdrolag a citoplazmara
korlatozédott (5. 4dbra d). A gyorfagyasztott, utdlag PFA-val fixdlt metszetek
immunhisztokémiai festddése azonos a PFA perfizidval fixalt metszetekével, itt is hidnyzik a
nukleolusz jelolédés (12. dbra c). A PI4K230 immunfluoreszcencids kimutatdsdnak
specifikussdgit igazolé kontroll kisérletben az anti-N antitestet nem specifikus csirke
immunglobulinnal (IgY) helyettesitve csak gyenge hattérfestddés tapasztalhatd (5. dbra e).
Etanollal fixalt gerincvel6i motoneuronok PI4K92 tartalmdnak immunfluoreszcens
jelolésekor nem taldltunk sejtmagi lokalizaciéra utalo jeleket (5. dbra f) (5. dbra f).

A szovetekben 1évé PI4K230 PFA-val és etanollal torténd fixdlds utdni eltérd
immunfestédése 4ltalanos jelenségnek tekinthetd, amit alatamasztanak a kiilonb6z6
agyrégiokon végzett vizsgalataink. A nagyagy kéreg, hippocampus és kisagykéreg teriiletérdl
szarmaz0, etanol-fixalt metszeteken a PI4K230 feltlind nukleolaris jelét taldltuk (6. dbra a, b,
¢), mig ugyanez hidanyzott a PFA-perfundalt allatok hasonlé metszeteirdl (6. dbra d, e, f).

Bér a PI4K230 intracelluldris lokalizdcidjat mar tobben vizsgaltdk, senki sem szdmolt
be az enzim sejtmagi el6forduldsardl. Mivel ezek a kutatocsoportok kiilonbdzd antitestekkel
dolgoztak, kivancsiak voltunk, hogy mds PI4K230 izoforma specifikus antitesttel is

tapasztaljuk-e a fent bemutatott jelenséget. Ezzel a nem specifikus, esetleges keresztreakciok
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5. abra: A PI4K230 immunfluoreszcens
detektdldsa etanol és PFA-fixdlt HCNIA
sejteken és motoneuronokon

A PI4K230-at anti-N antitesttel és Alexa
Fluor 488 jelolt masodik antitesttel
detektaltuk. Az etanol-fixdlt HCNIA
sejteken (a) és gyorfagyasztott
motoneuronokon (c) feltind nukleolaris
jelolodés lathat6 az intenziv
citoplazmatikus mellett, mig a PFA-fixalt
HCNI1A sejtek (b) és PFA-perfundalt
gerincvel6i motoneuronok (d) magjabol
teljesen hidnyzik a fluoreszcens jel.
Kontroll kisérletként a gyorsfagyasztott,
etanollal fixalt gerincveldi metszetet nem
specifikus csirke IgY-nal és Alexa Fluor
488 jelolt masodik antitesttel inkubaltuk
(e). A felvétel a mellsé szarv
motoneuronban gazdag részérdl késziilt. A
képen csak gyenge hattér-jelolodés
tapasztalhatdé. Az etanol-fixdlt metszetek
motoneuronjainak PI4K92 jelolése (f)
nem mutat magi lokalizdciéra utal6
jeleket. Méroléc: 20 um

agykéreg hippocapus kisagy

etanol

PFA

6. abra: PI4K230 detektdldsa a patkdnyagy kiilonbozd régiciban

A PI4K230-at anti-N antitesttel indirekt immunfluoreszcencidval detektaltuk etanol (a, b,
c) és PFA (d, e, f) fixalt, agykéreg (a, d), hippocampus (d, e) és kisagy (c, f) metszeteken.
SO: stratum oriens, PY: piramis sejtek rétege, SR: stratum radiatum, MOL: stratum
moleculare, PU: Purkinje sejtek rétege, GR: granulosa sejtek rétege. Mérdléc: 20um
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lehetdségét is kikiiszoboltiik. A vizsgilathoz csirke anti-N (873-1145 aminosavakat
tartalmazé peptidszakasz elleni) (7. édbra a-f), kecske N-19 antitestet (1201-1220
peptidszakaszra specifikus) (7. dbra g-1) nyul anti PI4KIlla antitestet (1361-1378 aminosavak)
(7. abra m-r) és ezekre specifikus Alexa488 jelolt masodik antitesteket valamint direkt jelolt
csirke anti-C antitestet (1566-1863 aminosavak) (7. dbra s-x) haszndltunk. Az
immunfestéseket etanol- és PFA-fixdlt B50 sejteken (patkdny neuroblastoma) végeztiik,
nukleolin jeloléssel egyiitt, amely segitséget nyujt a jelolés nukleoldris jellegének
megitélésében. Az etanol-fixdlt B50 sejteken valamennyi antitesttel igazolni tudtuk a
PI4K230 jelenlétét a magvacskdban (7. dbra 1-3. oszlop), mig a PFA-fixdltaknal csak a
nukleolin jelolés lathatd, PI4K230 kolokalizacié nélkiil (7. dbra 4-6. oszlop). Mivel a PFA-
fixdlt B50 sejtek PI4K230 jelolése a citoplazmdban jol lathaté és kismértékben a
nukleoplazméban is, igy megdallapithatjuk, hogy a PFA kizdrdlag a sejtmagvacskdban
taldlhaté PI4K230 immunreaktivitdsat sziinteti meg. Ugyanezen kisérleteket metanol-
ecetsavval, illetve acetonnal fixdlt sejteken megismételve az eredmény megegyezik az
etanolos fixalasnal kapottal. Felteheto tehat, hogy kizardlag a PFA éltal okozott kémiai
reakcio felelds a PI4K230 immunreaktivitdsdnak maszkirozdsaért.

Az el6z6 kisérletek sordn haszndlt négyféle, kiilonbozd epitdpok felismerésére képes
antitestek specifikussdgat immunoblottal is ellendriztik. Az SDS-PAGE segitségével
elvalasztott, membranra blottolt, expresszalt PI4K230 tartalmid SF9 sejt lizdtumban mind a
négy antitest az anti poli-His antitesttel kapott sdvval azonos magassidgban detektdlja a
PI4K230-at (8. dbra). (Az anti-N és anti-C antitestek altal kimutatott kis mdlsilyd sav
valészintileg az adott minta PI4K230 tartalmédnak fragmental6dasabol adddik.)

A PI4K230 nukleoluszon beliili helyzetérél a nagy méreti magvacskdval rendelkezd
HeLa sejtek immuncitokémiai vizsgdlatdval prébaltunk pontosabb képet kapni (9. dbra).
Vizsgalataink sordn az etanol-fixdlt sejtek PI4K230 lokalizdcidjat egyiitt vizsgaltuk a
nukleolin és fibrillarin nukleoldris fehérjékkel. A nukleolin (rDNS transzkripciéban, preRNS
érésében, riboszoma alegységek Osszeszerelésében és transzportjdban vesz részt) nagyobb
részt a denz-fibrillaris komponensben, kisebb mennyiségben a granuldris komponensben
taldlhat6; a fibrillarin (snoRNP tagja, a preRNS érésében is résztvesz) fleg a denz fibrilléris
komponensben van jelen. A PI4K230 mindkét fehérjével részleges kolokalizdcidt mutat. A
jelolések helyzete alapjan a nukleoldris PI4K230 elsOsorban a denz-fibrillaris komponensre

lokalizalhato.
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etanol fixalas PFA fixalas

P14K230 nukleolin  kolokalizacio Pl14K230 nukleolin kolokalizacio

7. abra: A PI4K230 kimutatdsa etanol- és PFA-fixdlt B50 sejteken, kiilonbozé antitestekkel

A PI4K230 kimutatdsdhoz négy -a fehérje kiillonbozd epitdpjait felismerd- antitestet
hasznaltunk: anti-N (1. sor) (873-1145 aminosavak); N-19 antitest (2.sor) (1201-1220 as.);
anti PI4KIIIa (3. sor) (1361-1378 as.); anti-C (4. sor) (1566-1863 as.). Az els6 3 antitestet a
rdjuk specifikus, Alexa488 jelolt (z6ld) mdsodik antitesttel, mig az anti C-t direkt Alexa488
jeloléssel tettiik lathatéva. Valamennyi antitest esetében a nukleoldris jel konnyebb megitélése
végett indirekt nukleolin jeldlést (piros) is alkalmaztunk. A két csatorna kolokalizicigjat a 3.
€s 6. oszlop képei mutatjak. Az antitestes jeloléseket etanollal (1.-3. oszlop) és PFA-val (4.-6.
oszlop) fixalt B50 sejteken egyidejlileg végeztikk. A PI4K230 az etanol-fixalt B5SO sejtek
magvacskdjdban valamennyi antitesttel kimutathatd, ugyanakkor teljesen hidnyzik a PFA-
fixalt B50 sejtek magvacskdjabol. Méroléc: 10 pm
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kDa 1 2 3 4 5
8. abra: Antitestek specifikussdgdnak
tesztelése immunoblotton.
A rekombindns PI4K230 tartalmu Sf9
005 —p W S - sejt lizditum fehérjetartalmat SDS-
PAGE (6% gél) technikaval
elvalasztottuk, majd PVDF membranra
116 — y blottoltuk. Az immundetektédlds sordn 5
kiilonb6z6 primer antitestet
hasznaltunk: 1. sdv: anti poli-His, 2.
sav: anti-N, 3. sav: anti-C, 4. sav: anti

- PI4KIIIc, 5. sdv: N-19 antitest.
66 — ‘
-

97 —

Pl14K230 kolokalizacio

-
/
d e

9. abra: A PI4K230 és nukleoldris marker fehérjék kolokalizdciojdnak vizsgdlata

HeLa sejtek magvacskdjdban az anti-N antitesttel indirekt médon jelolt PI4K230 (b,e) a
szintén indirekt jelolt nukleolin (a) és fibrillarin (d) fehérjékkel részleges kolokalizaciot
mutat (c,f). A nyilak altal jelolt sotét teriiletek a magvacska fibrillaris centrumai, ahol a
PI4K230, a kolokaliz4cidban vizsgalt fehérjékhez hasonl6an nem jelenik meg.

Meéroéléc: 5 um

nukleolin

fibrillarin
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Osszehasonlitottuk a PI4K92 és a PI4K550 immunreakci6jit is etanol- és PFA-fix4lt

B50 sejteken (10. abra). Ezen kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a fixdl6szer nem okoz

észrevehetd kiilonbséget a két PI4K izoforma festddési mintdzatiban. A PI4K92 nagy

mennyiségben jelenik meg a Golgiban és halvanyabb, rogos festddést mutat a citoplazma

tobbi részén. A sejtmagban a PI4K92 csak elszértan, pontszeri immunreakciok forméjdban

detektalhatd, nukleolaris felddsulas nélkiil (10. abra a-f.). A PI4K550 gyenge, rogos

citoplazmatikus immunreakcidjdval szemben a sejtmagban intenziv, egész magot kitoltd

festddés lathatd, fixdldszertdl fiiggetleniil (10. dbra g-1). Immuncitokémiai vizsgdlataink

alapjan megéllapithatjuk, hogy valdsziniileg sem a PI4K92, sem a PI4K55a nem rendelkezik

egyedi nukleoldris funkciéval.

Pl4K nukleolin  kolokalizacié

P14K92

etanol

PFA

Pl4K55a

etanol

PFA

10. abra: A PI4K92 ¢és
PI4K550.  szubcelluldris
lokalizdciojdnak
vizsgdlata etanol- és PFA-
fixdlt B50 sejteken

A PI4K92 (af) és a
PI4K55a (g-1) indirekt
immunfluoreszcencidval
z0ld, a nukleolin piros. A
PI4K92 gyenge, rogos és a
PI4K550 diffiz sejtmagi
festodését a  fixdlészer
tipusa nem befolydsolja.
Bar a PI4K55a
valdszinlleg jelen van a
magvacskédban is (g-1), a
PI4K230 esetében
tapasztalt kifejezett
nukleoldris feldisulds nem
lathat6. Mérdléc: 10 pm



4. 2. A PFA hatasa a Pl14K230 immunreaktivitasara

Kovetkezd kisérletiink arra iranyult, hogy megallapitsuk, milyen kozvetlen hatast
gyakorol a PFA a PI4K230 fehérje immunreaktivitasara. Ebbdl a célbdl a PI4K230 tartalmu
Sf9 sejt lizatumot novekvd koncentraciéji (0-1 %) PFA-val kezeltiikk 10 percig, majd SDS-
PAGE utdn a fehérjét immunoblottal detektaltuk. A 11. dbra A részében jol lathatd, hogy a
PFA kezelés utan (a gélbe jutott PI4K230 fehérje savjat Coomassie festéssel megjelenitve) a
fehérjesavok vastagsdga ardnyos az anti-C antitestes immundetektdldssal kapott siavok
vastagsdgdval. Megéllapithatd, hogy még a nagy koncentriciéji (1%) PFA kezelés sem
befolyasolja szamottevoen a PI4K230 immunreakcidjat. A 11. dbra B részében lathatd, hogy a
PI4K230 j6l detektilhaté abban az esetben is, ha a fehérjét PVDF membranra blottolast
kovetden PFA-val (1%) kezeltik. A formaldehid epitop-maszkirozé hatdsdért tehat nem
onmagéban a PI4K230 formaldehiddel val6 reakcidja a felelds. Feltételezhetden a fehérje és a
vele kozvetleniil érintkez6 molekuldk kozott kialakult keresztkotések akaddlyozzak az antitest

lekotédését a PI4K230-hoz.

A PFA-koncentracié % 11. abra: A PFA hatdsdnak vizsgdlata

immunoblotton
0 0,01 0,1 1 A: Az S9 sejtekben expresszalt PI4K230-at
novekvo koncentriciéji (0-1%) PFA-val
Coomassie kezeltiik, majd SDS-PAGE (6% gél) utin
immunoblottal detektdltuk. A fehérjefestéssel
és immunoblottal kapott sdvok vastagsdgat
Osszehasonlitva megallapithat6, hogy a PFA
kezelés a PI4K230 immunreativitisit még
nagy koncentracioban sem csokkenti.
B: A PFA kezelés akkor sem okoz
immunoreaktivitas csokkenést, ha a PVDF-

) membranra  blottolt PI4K230  fehérjén
B Anti G — alkalmazzuk.

Anti C .

4. 3. Immunreaktiv epitopok feltdrasa PFA-fixalt sejtek nukleoluszaban

A gyakorlatban elterjed médszer a PFA-fixdlaskor maszkirozott epitépok feltarasa
forrd citratos kezeléssel (Bagdi és mtsai., 2001). Ezzel a modszerrel sikeriilt kimutathatova
tenniink a nukleoluszban 1évé PI4K230-at (12. dbra). A PFA-val fixdlt B50 sejtekben 1évo

PI4K230-at anti-N antitesttel indirekt médon detektdlva a sejtmag iiresnek tiinik (12. dbra a)
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(a PFA perfundalt szévetekhez hasonl6an) ha azonban a PFA fixélast kovetéen a B5S0 sejteket
citrat pufferben (pH: 6,0) forrasig hevitettiik, a lehiilés utan végzett anti-N antitestes jeloléssel
intenziv nukleoldris jelet kaptunk (12. dbra b). Erdekes médon a PFA maszkirozé hatdsa
elkeriilhetd volt, ha a gyorsfagyasztott metszeteket PBS-sel mostuk a PFA fixalas elott (12.
dbra d). Bar ezekben a sejtekben a PI4K230 részben kidiffunddlt a magvacskdbodl, a
nukleoldris jel még igy is intenziv maradt. A kontroll kisérletben a gyorsfagyasztott

metszeteket PFA-val fixaltuk elémosas nélkiil (12. dbra c).

12. abra: A PI4K230 PFA dltal elfedett immun-

reaktiv epitopjainak feltdrdrsa

A PFA-val fixalt B50 sejtekben (a) a nukleoléaris

PI4K230 kimutathatéva valik, ha a fixalast

kovetéen a sejteket citrat pufferbe (pH: 6,0)

meritve forrdsig hevitjiikk (b). A horizontdlis
a _ metszeten a segédvonalak metszéspontjdban 1évo

jel intranukledris jellegét bizonyitja, hogy a jel a

két fiiggbleges siki metszeten is megjelenik (b

kép fols6 és jobb oldala). PI4K230 detektalas

PFA-fixélt gyorsfagyasztott metszeten, fixalast

: megel6z6 elémosds nélkiil (c) ill. 10 perc PBS

elémosast (szobahd) kovetéen (d). Utébbi

c & d B csetben a PI4K230 PFA-fixdlds ellenére is

lathat6. Az inkubdcié alatt a PI4K230 részben
kidiffundélt a magvacskabdl. Mér6léc: 20 um

4. 4. A P14K230 sejten bellli lokalizaciéjanak valtozasa siRNS-sel kezelt
COS-7 sejtekben

Azzal a céllal, hogy képet kapjunk a magvacskaban talalhat6 PI4K230
mobilizalhat6sagardl (ezzel is alditdmasztva a nukleolaris PI4K?230 jel specifikussagat) a COS-
7 sejteket olyan siRNS-sel kezeltiik, amely a PI4K230 mRNS-sel specifikusan hibridizal6dva,
annak lebontdsat indukdlja, igy az expresszidt hatékonyan gitolja (Balla és mitsai., 2005). A
COS-7 sejtek ismételt siRNS transzfekcidjit kovetd 3. napon az etanol-fixalt sejtek PI4K230
tartalma mar jelentOsen lecsokkent (13. dbra). Az siRNS-sel nem kezelt COS-7 sejtekkel
szemben (13. dbra a-c) az siRNS kezelt sejtek citoplazmdjabol szinte teljesen eltlint a

PI4K230 és nagymértékii csokkenés tapasztalhat6 a nukleoldris PI4K230-jel intenzitasaban is.
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A propidium-jodidos festéssel vald kolokalizaci6 alapjan a megmaradt PI4K230 a
sejtmagban, azt diffiz mddon kitoltve jelenik meg (13. dbra d-f).

Az siRNS kezelés dltal okozott PI4K230 mRNS szint csokkenést a kezelést kvetden
24 6ra mulva vizsgaltuk. Hosszabb ideig tartd kezelés nagymértékil sejtpusztulast okozott. Az
RNS preparilast kovetden elvégzett RT-PCR majd hagyomdnyos PCR reakcié eredménye
azonban mar 24 dras kezelés utan egyértelmiien mutatja a PI4K230 mRNS szint csokkenését,

ugyanakkor a kontrollként hasznalt GAPDH mRNS szintje nem véltozott (13. dbra g).

kontroll

P14K230 PJ kolokalizacio
Pl4k230  GAPDH

-
si ktrl si ktrl
S J— Y
e i )

13. abra: PI4K230 specifikus siRNS-sel kezelt COS-7 sejtek immuncitokémiai vizsgdlata
A COS-7 sejteket PI4K230-ra specifikus, dupla szald siRNS-sel kezeltiik. A hdrom nap
utan kialakult PI4K230 szintet etanol-fixalds wutdn anti-N antitesttel, indirekt
immunfluoreszcencidval detektaltuk. A kontroll COS-7 sejtekhez képest (a) az siRNS
kezelés kovetkeztében szinte teljesen eltlint a citoplazmatikus és a prominens
nukleoldris jel és csak gyenge diffiiz magi festodést tapasztaltunk (d). A sejtmagok
helyének konnyebb megéllapitisa érdekében a PI4K230 jelolést propidium-jodidos
magfestéssel (PJ) egyiitt végeztiik (b,e). Mérdléc: 20 pm.

A 24 6ras siRNS kezelést kovetden a PI4K230 mRNS szintjében jelentds csokkenés
kovetkezett be a kezeletlen (ktrl)-hez képest, mikozben a GAPDH mRNS szintje nem
valtozott (g). Az mRNS meghatarozasa a Mddszerekben leirt médon tortént.

siRNS

61



4. 5. A TX-100 kezelés hatasa a P14K230 lokalizaciojara

Az a tény, hogy (a citopazmatikus formdval szemben) a nukleoldris PI4K230 antitestes
detektdlasa csak nem-keresztkotd fixaldszer haszndlataval lehetséges, a sejtmagvacskdban
taldlhat6 egyedi szerkezeti kornyezetre utalhat. Mivel mar tobb magban taldlhatéd
foszfoinozitid kindzrdl kimutattak, hogy detergenssel nem oldhaté proteo-lipid komplexekben
talalhaté (Boronenkov és mtsai., 1998), ezért teszteltiik a Triton X-100 (TX-100) kezelés
hatdsat a PI4K230 sejten beliili eloszlasiara. A B50 sejteken alkalmazott, fixdlast megel6z6 5
perces 0,5% TX-100 kezelés a citoplazmatikus PI4K230 jel csokkenését eredményezte, a
nukleoldris jel intenzitdsdra azonban nem gyakorolt jelentds hatést, ugyanakkor erdsodott a
nukleoplazmédban (14. abra e). A parhuzamosan detektdlt nukleolin jel intenzitdsa ugyan
csokkent és fragmentdlodasa is bekovetkezett, a kolokalizdcié azonban megmaradt (14. dbra
g-h).

A kiilonboz6 ideji (5-60 perc) TX-100 kezelésnek kitett B5S0O sejtek konfokélis
mikroszkdpos szeletein a PI4K230 jelolés eloszlasat elemeztiik és grafikusan dbrazoltuk (14.
abra). Eredményeink alapjan a PI4K230 egy jelentds része mar 5 perces TX-100 kezeléssel
kivonhat6 a sejtbdl de ez tilnyomdrészt a citoplazmabdl szdrmazik. Ez id6 alatt a sejtmagban
kis mennyiségli novekedés, a magvacskaban pedig csokkenés tapasztalhat6. Hosszabb idejii
TX-100 inkubdci6 utan a citoplazmatikus enzim eloszldsa egy dllando szinten stagndl, mig a
nukleoldris frakcié lassd de folyamatos csokkenést mutat, bar ez a nukleoldris jel mindvégig
megOrzi intenziv jellegét. Ezen megfigyelések alapjan megdallapithatd, hogy a PI4K230 a

sejtmagvacska komponenseihez TX-100 rezisztens formaban kotédik.

4. 6. DNaz és RNaz elokezelés hatasa a Pl4K230 nukleolaris

lokalizacidjara

A sejtmagvacskaban a PI4K230 enzimmel kolcsonhaté komponens felderitése céljabol
megvizsgiltuk a DNz és RNéaz kezelés hatdsat a PI4K230 immunfestddésére. A kezelést
megel6zd 0,5% TX-100-zal (TX-TPBS) végzett 5-60 perces permeabilizicié nem okoz
feltin valtozast a PI4K230 nukleolaris festddésében (14. abra grafikon). Ha azonban a
sejteket a permeabilizaciét kovetéen 20 percig DNaz I vagy RNdz A oldatban inkubdltuk a
PI4K230 nukleolaris jelolodése eltiinik (15. dbra a,e).
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PI4K?230 nukleolin kolokalizacio

kezeletlen

TX-100 kezelt

1400
—m— teljes sejt
’ —£+-  citoplazma
1200 -\ A~ sejtmag
—s  magvacska
s
1000 A TT—
U
800 + \%
600

Atlagos pixel intenzitas

-

Id6 (perc)

14. abra: A PI4K230 lokalizdcidjdnak vizgdlata TX-100 kezelt sejtekben

A.: PI4K230 kimutatdsa kezeletlen (1. sor), valamint fixdlast megel6z6en 5 percig 0,5%
TX-100 tartalmi TX-TPBS kezelésnek kitett B50 sejtekben (2. sor) anti-N antitesttel
indirekt immunfluoreszcencidval tortént (a,e), propidium-jodidios DNS festéssel (b,d) és
nukleolin jeloléssel (b-d, f-h) kiegészitve. A detergens kezelés kovetkeztében a PI4K230
csokkent citoplazmatikus jelével szemben a nukleoldris festddés nem mutat jelentds
valtozast. Mérdléc: 10 um.

B.: TX-100 kezelésnek kitett sejtekben a PI4K230 fest6dés ido-fiiggd
intenzitdsvaltozasat grafikusan abrazoltuk. A vizsgalat sordin 10 db random mddon
kivélasztott sejt citoplazmédjaban, sejtmagjaban (magvacska nélkiil), magvacskdjaban
valamint a teljes sejtben megjelend fluoreszcencia-intenzitds atlagat (szordssal egyiitt)
tiintettiik fel a TX-100 kezelés id6tartamanak fliggvényében.
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PI4K230 nukleolin kolokalizacid
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15. abra: DNdz és RNdz kezelés hatdsa a PI4K230 nukleoldris lokalizdcidjdra

A B50 sejteken 15 perces TX-TPBS permeabilizaciét kdvetden 20 percig DNéaz [ (17pg/ml)
(1. sor) ill. RNaz A (70 pg/ml) (2.sor) kezelést végeztiink, majd etanol-fixalds utdn a
PI4K230-at anti-N antitesttel indirekt médon detektaltuk (a, e). PI4K230 mobilizicidja a
nukleoluszb6l mind DNaz I (a) mind RNaz A (e) kezelés hatdsidra megfigyelheto. A
parhuzamosan alkalmazott propidium-jodidos festés (b,f) és nukleolin jelolés (c,g) jol
mutatja a sejtmag/magvacska szerkezeti valtozasat. Mér6léc: 10 um.

4. 7. COS-7 sejtekben expresszalt Pl14K230 holoenzim és delécids

mutans formainak vizsgalata

A PI4K?230 sejtmagi (nukleoldris) transzportjat COS-7 sejtekben expresszalt PI4K230
és deléciés mutansai: PI4KA130, PI4KA97, PI4KA68, PI4KAS6 segitségével kivantuk
tanulmanyozni (méretardnyos doménszerkezetiiket mutatja a 16. dbra A része).

Vizsgalatainkhoz a PI4K230 cDNS pHM6 plazmidba, a deléciés mutdnsok pedig
pEGFP plazmidba klénozva a rendelkezésiinkre alltak. A rekombindns PI4K230 fehérjét az
N-termindlisan taldlhaté6 HA-tag elleni antitesttel indirekt médon, a deléciés mutdnsokat pedig
az N-termindlis GFP fluoreszcencidjan keresztiil kozvetleniil detektdltuk, konfokalis
mikroszkoéppal.

Meglep6 médon a COS-7 sejtekben expresszalt rekombindns PI4K230 két napos
kifejez6dési id6 alatt nem jelent meg a magvacskédban (16. dbra B/b), ugyanakkor ezen sejtek

endogén PI4K230 fehérjéje jelen volt a nukleoluszban.
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NLS Leu zippzar Bip. NLS

Hélix-hurok-hélix L[ ST SIS Transzkripc. fakt. Leu zippzdr
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N I— T NN PI4KA130
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[T N PI4KA68
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B. endogén expresszalt kolokaliz&cio
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PI14KA130 PI14KA97 Pl14KA68 PI4KA56

-

16. abra: Az expresszdlt PI4K230 és delécios mutdnsainak lokalizdcidja COS-7 sejtekben

A.: A PI4K230 és deléciés mutans formdinak doménszerkezete. B.: A COS-7 sejtekbe

transzfektalt pHM6-PI4K230 plazmidrél  expresszalt rekombindns  PI4K230-at
hemagglutinin fzids partner elleni antitesttel és erre specifikus Alexa Fluor 594 festékkel
jelolt masodik antitesttel (b), az endogén PI4K230-at pedig anti-N antitesttel és Alexa Fluor
488 jelolt masodik antitesttel detektéltuk (a). A két jelolés kolokalizacidjat mutatja a c kép.
A deléciés mutansok génjét tartalmazé pEGFP-C2 plazmidrdl atirédé GFP-fizids fehérjék
helyzetét a GFP fluoreszcencidja alapjan detektdltuk (d-g). C.: Az expresszalt PI4K230 10
ng/ml LMB kezelést (4 6ra) kovetden megjelenik a sejtmagban (h); a pEGFP-PI4KA130
plazmidrdl 4tir6do fehérje (LMB kezelés nélkiil) megjelenik a magvacskdban (i, nagyitva: j)
Meéro6léc: 20um
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Ezt igazolja a 16. dbra B/a képe ahol a transzfektalt sejtek teljes PI4K230 tartalmat anti-N
antitesttel detektdlva egyértelmii nukleoldris fest6dés lathatd, szemben a rekombinéns fehérje
kizardlag citoplazmatikus megjelenésével (16. abra B/a).

Ha az expresszdlt PI4K230 lokalizacigjait a Crml sejtmagi export rendszert
specifikusan gitlo Leptomycin B (LMB) kezelést kovetéen vizsgiltuk (10 ng/ml, 4 6ra),
néhany esetben a fehérje feldusult a sejtmagban, diffiz médon kitoltve a nukleoplazmat (16.
abra C/h). A jelenség magyardzata lehet a nukleoluszban kotott PI4K230 hosszu életideje, igy

£99

a két napos kifejez6dési id6 alatt ,,nem valik sziikségessé” a nukleoluszban 1évé endogén
PI4K230 (detektdlhaté mennyiségben) rekombindnsra cserélése. A Crml export gitldsaval
bekovetkez6 sejtmagi akkumuldcié a nukleo-citoplazmatikus korforgalom 1étére utal, de az a
tény, hogy a jelenség csak a sejtek kis szazalékandl figyelhetd meg, a magi transzport
Osszetett szabdlyozdsaval fiigghet 6ssze.

A deléciés mutiansok esetében szintén nem volt jellemz6 a nukleolaris akkumulacié (16. dbra

B/d-g), azonban a PI4KA130 fehérje néhany esetben megjelent a magvacskdban (16. dbra
C/ij).
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4. 8. A PI4K230 sejtmagi importjanak vizsgalata

Korabbi megfigyeléseinket Osszegezve elmondhatjuk, hogy a PI4K230 detergens
rezisztens médon jelen van a sejtmagvacskaban ahol (direkt vagy indirekt) kdlcsonhatasba 1ép
annak DNS és RNS komponenseivel. Arra a kérdésre viszont, hogyan jut a PI4K230 a
mukleoluszba, expreszids kisérleteink nem adtak valaszt. Megfigyelhet6 volt azonban, hogy
mig LMB hatdsira az expresszalt PI4K230 a nukleoplazmédban dusult fel, a fiziol6gias
eléfordulds és a pEGFP-PI4KA130 megjelenése a magon beliill a nukleoluszban volt
észlelhetd. Ezek alapjdn a sejtmagi transzport Osszetett szabdlyozdsat, esetleg tobbféle
transzport mechanizmus 1étét feltételezhetjiik. A transzportban résztvevd potencidlis nukledris

lokalizacids szigndlok szerepét modell-kisérletekben tanulmanyoztuk.

4. 8. 1. Sf9 sejtekben expresszalt PI4K230 sejtmagi importja
permeabilizalt HeLa sejtekben

A nukledris/nukleolaris import tanulméanyozasat célzé kisérleteinket permeabilizalt
HeLa sejteken végeztik az Adam és mitsai. (1990) éltal bevezetett mddszerrel, illetve,
Timinszky és mtsai. (2002) 4ltal megadott leirds felhasznéldsdval. Az els6 magtranszportos
kisérletiinkben Sf9 sejtekben expresszalt PI4K230 sejtmagi importjét vizsgéltuk digitoninnal
permeabilizalt citoplazmamembrand Hela sejteken, a transzporthoz sziikséges 0Osszes
komponenst tartalmazo6 retikulocita lizatumos kozegben, ,.energia regenerdlé rendszerrel”
(ATP, GTP, kreatin-foszfat, kreatin-kindz) kiegészitve. A vizsgalathoz teljes Sf9 lizatumot
hasznaltunk, és a PI4K230-at anti-N antitesttel indirekt mdédon detektaltuk. A 17. éabra
mutatja, hogy az anti-N antitesttel detektalt endogén PI4K230 intenziv nukleolaris festddése a
HeLa sejteknél is jol megfigyelhetd (17. dbra a) és digitonin kezelést kovetden is megmarad
(17. ébra b). A permeabilizlt sejthez adott expresszdlt PI4K230 hatdsiara a PI4K230
hatdrozott sejtmagi feldusuldsat tapasztaltuk (17. dbra c), mely elmaradt, ha a sejteket
elézetesen €s a transzport sordn buzacsira lektinnel kezeltiik (17. dbra d). A mddszer
bedllitdsdnak ellendrzésére, pozitiv kontrollként a kereskedelmi forgalomban kaphaté un.
~import ligand” (rodaminnal jelolt BSA-hoz kapcsolt SV40 virus NLS) transzportjat
vizsgaltuk. Az import ligand vézlatos szerkezetét mutatja a 19. dbra. Az import ligand

fentihez hasonlé retikulocita lizdtumos kézegben tapasztalt sejtmagi transzportja (17. dbra e) a
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rendszer miikodoképességét, mig a lektines gatolhatosag (17. abra f) a maghartya intaktsagat
bizonyitja. Fontos megjegyezni, hogy a lektin az import ligand maghartydhoz valé szallitasat
és a mag-péruskomplexhez vald kotédését nem gatolja, csak a nuklaris transzlokaciét. Ezt
mutatja a lektin jelenlétében kapott éles perinuklaris jelolodés (17. abra f).

Eredményeink egyértelmiilen mutatjdk, hogy a rovarsejtekben expresszilt PI4K230
retikulocita lizitummal transzportdlédik a sejtmagba. Nukleolaris transzport ellenben nem
itélhetd meg a nagyfokd endogén PI4K230 jel6lddés miatt. Ennek tisztdzdsara izoldlt,
fluoreszcensen jelolt enzimre lett volna sziikség, ilyet azonban nem tudtunk elddllitani az
expresszalt fehérje nagyfokd aggregicids hajlama és nem megfeleld tisztasdga miatt. Emiatt,
és a feltételezett NLS szakaszok izoldltan torténd vizsgélata céljabdl, az ,,import ligandhoz”
hasonl6 modellekkel tanulmanyoztuk a PI4K230 feltételezett NLS szakaszainak hatdsat a

kémiailag hozz4a kapcsolt fluoreszcensen jelolt BSA nuledris/nukleoldris transzportjara.

+ digitonin

17. abra: Endogén, és import kisérlettel
bejuttatott expresszdlt PI4K230 kimutatdsa
HelLa sejtekben

Kezeletlen (a) és digitoninnal (b)
permeabilizalt HelLa sejtekben az endogén
PI4K230 citoplazmatikusan és
nukleoldrisan taldlhaté. Az Sf9 sejtekben
expresszalt PI4K230 hozz4adésakor
sejtmagi feldusulas lathaté a retikulocita
lizatos import soran (c), ami lektin kezelés
mellett elmaradt (d). Az endogén ¢és
hozzdadott PI4K230-at anti-N antitesttel
indirekt médon mutattuk ki. A kontrollként
alkalmazott import ligand retikulocita
lizattal akkumuldlédott a HeLa sejtek
magjidban (e), melyet gatolt a kozeg lektin
tartalma (f). Mér6léc: 20 pm

endogén
P14K230

endogén

import ligand +expr. PI4K230

+ lektin

4. 8. 2. A PI4K230 monopartit NLS-e (NLS1) sejtmagba iranyitd
informaciét hordoz

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy mely szekvencidk kozremiikodésével, és milyen
transzport mechanizmussal torténik a PI4K230 sejtmagi importja.

A PI4K230 szerkezetében -szekvenciahomoldgiai vizsgalatok alapjan két klasszikus,
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egy monopartit NLS (tovabbiakban NLS1) és egy bipartit NLS (NLS2) talalhaté (Gehrmann
és mtsai., 1999). Az azonban, hogy ezen szekvencidk valéban hordoznak sejtmagba iranyitd
informéciot, még nem bizonyitott. Emellett a PI4K230 egy szakasza részleges
szekvenciahomolégiat mutat a foszfolipid szkrambldaz ncNLS-ével (Ben-Efraim és mtsai.,
2004), ami alapjdn ezt a szakaszt a PI4K230 harmadik potencidlis NLS-ének (NLS3)

tekintettiink. A feltételezett NLS szekvencidkat mutatja az 5. tablazat.

Importin kitéhelyek "

NLS szekvenciak minor major

P/ P, Py P/ Ps P, P, P P, Ps
Monopartit NLS:
PI4K230 920.927 " HKRI RIRYV
SV40 12613 " P[K KKRK|V
NSI1A 3441 ¢ DRLRRDQK

Bipartit NLS
PI4K230 1415.43%2° |[K K T NRIGS QLHKYYMKRRT
NPM i55.170° KRPAATIKKA G QA KKK K
RB 360876 KRS A E|IGS NPPKPIL KKLR
NS1A 219037° KRKMA RTAR|/S KVRRDKMAD
Kotohelyek

NLS szekvenciak major

P, P, Py P, Ps Si S S; Si Ss

ncNLS

PI4K230 934.947" GLVDIKFPHLLWSGT
PLSCRI1 257266 GKI S K HWTGI

a: SV40 nagy T NLS (Fontes és mtsai., 2000); b: NSA1, influenza A virus ,,nonstructural” fehérje 1 (Melen és
mtsai., 2007); c: NPM, nukleoplazmin (Xenopus Laevis) (Fontes és mtsai., 2000); d:RB, retinoblasztoma fehérje
(Fontes és mtsai., 2003); e: PLSCR1, foszfolipid szkramblaz 1 (Ben-Efraim és mtsai., 2004)

5. tablazat: A PI4K230 feltételezett NLS szekvencidinak dsszehasonlitdsa néhdny ismert NLS
szekvencidval

Az importin a krisztallografiai vizsgéalatdval feltart minor €s major NLS kotohelyek a mono és
bipartit NLS-ek egyes aminosavainak ,,befogadasara” képesek, ezeket P1’-P5’, P1-P5 és S1-
S5 jeloli (Fontes és mtsai., 2000). Az aldhtzott béazikus aminosavak a transzport
szempontjabol kritikusak.

Ezen régidk tovabbi vizsgilatdhoz a harom feltételezett NLS szekvencidjat magaba
foglalé peptideket szintetizéltattunk, figyelembe véve a kornyezd aminosavak moduldld
szerepét €s a szabad mozgas biztositasat (Fontes és mtsai., 2003; Harreman és mtsai., 2004).

A szintetikus peptideket méretndvelés céljabol Alexa Fluor 488 festékkel jelolt BSA-hoz
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kapcsoltuk (18. dbra) és az {igy kapott NLS peptid-Alexad88BSA komplexek magi
transzportjat retikulocita lizdtumos import kisérletekben vizsgaltuk. A fenti kisérleti
koriilmények kozott az NLS1-Alexa4d88BSA transzportdlddott a sejtmagba és egész magot
kitoltoé diffiz megjelenést mutatott (19. abra a). Ezzel szemben sem az NLS2-Alexa488BSA
(19. abra e) sem az NLS3-Alexa488BSA (19. dbra h) esetében nem tapasztaltunk nukledris
akkumulaciét, amit aldtdmaszt, hogy a lektin tartalmu retikulocita lizdtumos import
eredménye (19. dbra f, i) megegyezett a nem gétolt transzportndl kapott képekkel. Az NLS1-
Alexa488BSA retikulocita lizdtumos rendszerben tapasztalhaté sejtmagi transzportja lektin
jelenlétében nagymértékben gatlédott (19. dbra b). Az NLSI-Alexa488BSA sejtmagi
felddsuldsa abban az esetben is elmaradt, ha az energia regenerdlé rendszerben GTP helyett
nem hidrolizal6 GTP anal6got, GTPyS-t hasznaltunk (19. dbra c). A kapcsolt peptidet nem
hordozé Alexa488BSA sem szamottevd perinukledirs akkumuldciét, sem nukledris
transzlokaciét nem mutatott (19. dbra d), igazolva, hogy az NLS1-Alexa488BSA transzportja
a szintetizalt peptid hatdsdnak tulajdonithat6. Tovabbi kontroll kisérletekben megvizsgaltuk
az Alexa488BSA-hoz kapcsolt mutins NLSI1 peptid transzportjit, mely az import
szempontjabol kritikus bazikus aminosavak helyett alanint tartalmaz (19. abra d). Mivel
nukledris transzport igy nem kovetkezett be, megallapithatd, hogy az NLSI1 szekvencia az

importinokhoz klasszikus médon kotédve képes egy fehérjét a sejtmagba ,,irdnyitani”.

Alexa 488
NLS1/2/3

NLS 1/2/3 ANNUNNNNSMCC e
Rodamin

Import ligand SV40-NLS _

(Sigma)

Alexa 488

Kontroll :

(Molecular Probes) @

18. abra: A receptor-fiiggd import kisérletekben haszndlt ligandok sematikus képe
SMCC: a BSA-val és peptiddel kapcsolédé szulfo-SMCC szarmazék; SV40-NLS: Az SV40
T-antigén NLS szekvencidjit magaba foglal6 CGGGPKKKRKVED peptid.
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Bar az NLS2-Alexa488BSA nem mutatott sejtmagi transzportot (19. dbra e), a
fluoreszcens jel sejtmag koriili -az NLS3-Alexad88BSA-tdl joval intenzivebb- feldisulésa, az
NLS2 peptid és a transzport faktorok kozotti kdlesonhatdsra utalhat. Az importinokkal vald
kapcsolddas lehetdségét tdmasztja ald a mutdns NLS2mut-Alexa4d88BSA peptiddel (4.
tablazat) végzett import kisérlet eredménye is: ebben az esetben a perinuklearis fluoreszcens
jel hidnyzott, ezért a bazikus aminosavakban mutélt peptid nem volt képes importinokhoz

kapcsolddni és perinukledrisan kotddni (19. dbra g).

- lektin + lektin + GTPyS

NLS1mut-
A488BSA

NLS2mut-
A488BSA

NLS3-A488BSA NLS2-A488BSA NLS1-A488BSA
A488BSA

19. abra: Alexa488BSA-hoz kapcsolt NLS szekvencidk sejtmagi importjdnak vizsgdlata
Permeabilizalt HelLa sejteken elvégzett retikulocita lizatumos import kisérletben az NLS1-
Alexa488BSA hatarozott sejtmagi feldisuldst mutatott (a), mely gatlédott lektin kezelés
mellett (b) vagy GTPyS tartalmi (c) import kozegben. A transzport elmaradt bazikus
aminosavakban mutdlt NLS1 peptid (NLSImut-Alexa488BSA) esetén (d). Az NLS2-
Alexa488BSA intenziv (e) az NLS3-Alexa488BSA gyenge (h) perinuklearis jelet adott, a
lektin tartalmi koézeghez hasonléan (f, i). NLS2mut-Alexa488BSA (g) és NLS szekvenciat
nem hordozé Alexa488BSA (j) csak hattér intenzitdsu jelet ad. Mér6léc: 20 um
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4. 8. 3. Az NLS1 sejtmagi transzportja importin a1/B és importin a3/B
heterodimer transzport faktorok k6zremikodésével térténik

A retikulocita lizdtum az import rendszer komponenseit fiziolgids koncentraciéban
tartalmazza, azonban a retikulocita lizdtummal végzett import kisérletekb6l nem lehet
megallapitani, hogy az importinok koziill melyek a feleldsek valamely molekula
transzportjaért. A transzport részleteinek vizsgdlatira a digitoninnal permeabilizalt sejtek
inkubécids kozegében az import rendszer minden egyes komponensét tisztitott formdban
kiilon-kiilon biztositottuk. A ,.szintetikus” import koézegben az aldbbi komponensek
szerepeltek: ATP regenerdlé rendszer, NTF2 fehérje (kereskedelmi), valamint tisztitott
rekombindns importin alvagy importin a3 vagy importin a5, tovdbbd importin B, Ran és

RanGAP fehérjék. Az izolalt rekombinédns fehérjék tisztasdgat mutatja a 20. dbra.

kDa 1 2 3 4 5 6 20. abra: Baktériumokban expresszdlt
rekombindns fehérjék tisztitdsi eredménye

97 —» i A rekombindns fehérjéket a Modszerekben
66 —> il - : leirt modon tisztitottuk. A preparatumok
— fehérje osszetételét SDS-PAGE val (10%-

45 — os gélen) és Coomassie festéssel
. vizsgéltuk. 1.:His- importin al, 2.: GST-

30 — | — importin a3, 3.: GST-importin a5, 4.: His-
importin B, 5.: His-Ran, 6.: His-Ran-GAP.

A tobbségében homogén prepardtumok a
jellemzd molekulasdlyt mutatjak.

Expresszalt importinokat tartalmazé kozegben az NLS1-Alexa488BSA sejtmagi
felddsulasa (21. dbra) abban az esetben volt megfigyelhetd, ha az import kézeg heterodimert
l1étrehoz6 importin al és importin § (21. dbra b) vagy importin a3 és importin  (21. dbra d)
transzportinok keverékét tartalmazta. Ezzel szemben az importin a5/f dimert (21. dbra f) vagy
az importinokat izoldltan tartalmazé kozegekben (21. dbra a, c, e, g) a transzport elmaradt.
Ugyanezen kisérleti rendszert az NLS2-Alexa488BSA és NLS3-Alexa488BSA fehérjékre is
bedllitottuk de egyetlen esetben sem tapasztaltunk sejtmagi felddsuldst (nincs bemutatva). A
kontrollként hasznalt import ligand importin al/p (21. dbra h.), importin a3/p (21. dbra i.) és
importin o5/p komplexekkel (21. dbra j) egyarant transzportalédott a sejtmagba, mig az 6nallé

importin B-val nem (21. dbra k).
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NLS1-Alexa488BSA import ligand

+ importin B + importin B

importin a5 importin a3 importin a1

importin B

21. abra: Az NLS|1 dltal vezérelt magtanszport importin-fiiggoségének vizsgdlata

Az NLS1-Alexad488BSA sejtmagi importjat (az NTF2, Ran-mix, energia regenerald
rendszer mellett) a megadott expresszalt importinokat illetve importin o/ff dimereket
tartalmazé import kozegekben vizsgaltuk. Az NLS1-Alexa488 fehérje importin al/f (b) és
importin a3/f (d) tartalmu kozegben transzportalddott a sejtmagba, mig monomer importin
alfdkkal (a,c,e), vagy importin B-val (g) €s importin a5/f dimerekkel (f) a magi felddsulds
elmaradt. A rendszer miikod6képességét import liganddal teszteltiik, ami importin al/f (h),
importin a3/B (i) és importin aS5/p (j) dimerekkel egyardnt sikeresen transzportdlodott a
sejtmagba, mig 6nallé importin B-val nem (k).

Az NLS-ek és az importinok kozotti kdzvetlen kolcsonhatdst feliilrétegzéses dot-blot
kisérlet segitségével is megvizsgaltuk (22. dbra). A transzport kisérleteinkkel 6sszhangban a
membranon immobilizdlt NLS1-Alexa488BSA nem, vagy csak kis mértékben kotddik
kiilondllé importin al, importin a3 és importin B transzportinokhoz, de erésen asszocidl
importin a1/B és importin a3/p dimerekkel. Erdekes médon az NLS2-Alexa488BSA szintén
erésen koti az importin al/f és a3/p dimereket, emellett az importin -val valé kolcsonhatdsa

felveti az el6z6ektdl eltérd sejtmagi transzport lehetdségét is. Importin aS-tel €s importin a5/
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dimerekkel az NLS1 és NLS2 szdrmazékok csak nagyon gyengén vagy egydltalin nem
asszocialnak (nincs feltiintetve). Az NLSImut- és NLS2mut-Alexa4d88BSA mono- és dimer
importinokkal sem asszocidl. Az NLS3-Alexa4d88BSA ¢és a kontrollként alkalmazott
Alexad488BSA egyetlen monomer és dimer importinnal sem l€p kolcsonhatidsba (nem
dokumentalt).

Ezen megfigyelések megerdsitik, hogy a PI4K230 sejtmagi importja receptor-fiiggo
folyamat, amely a fehérje NLS1 szekvencidjaval kozvetlen kolcsonhatdsba 1ép6 importin al/p

és importin a3/p dimerek 4ltal vezérelt titvonalakon torténhet.

antitestek anti poli-His anti GST
(importin al + importin ) | (importin a3)

importinok @ ?—1 iz}
=% o o

£ | B B

+ + +

2z |z l21%1% |&

T £ |2 e ]e |©

— ~ — on on (e}

3 =N 3 3 3 3

g, g, g, = s S,

£ E |E |E|E |E
NLS1-Alexa488BSA O/ O | @ ([ © ([
NLS1mut-Alexa488BSA O O O O O O
NLS2-Alexa488BSA O ([ [ [ © ([
NLS2mut-Alexa488BSA O O O O O O
expr.NLS2-Alexa488 (His) O ©
expr.NLS2mut-Alexa488 (His) O O

22. abra: Az import kisérletekben alkalmazott PI4K230 NLS-szdrmazékok asszocidcidja
importinokkal: dot blot kisérlet

Az import pufferben oldott expr.NLS2-Alexa488 ¢és NLS-Alexad88BSA peptideket
nitrocellul6z membrinra cseppentettiik és blokkoldst kdvetden a feltiintetett importinokkal
inkubéltuk. PBS mosdsok utin az importinok kotddését antitestek segitségével ECL
reakcidval tettiik 1athatova.

Jelolések: @ - erés immunreakcid, © - gyenge immunreakcié, O - nincs immunreakcid.
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Az expr.NLS2-Alexa488 (4.8.4. fejezet) nem koti az importin a3 fehérjét de
specifikusan asszocidl importin 03/p dimerekkel. A mutdns expr.NLS2 forma és az importin
a3/p dimerek kozott nem jon létre kolcsonhatds. Az expr.NLS2 és importin ol kozotti
asszocidcié lehetosége jelen kisérleti rendszerben nem vizsgilhaté (mivel mindkét
rekombindns fehérjén N-termindlisan poli-hisztidint hordoz), importin al elleni antitesttel

azonban az asszociacio kimutathaté volt (nem dokumentalt).

4. 8. 4. Az expresszalt NLS2 peptid (1166-1667 aminosavak)
hatékonyan transzportalddik a magvacskaba

Ahogy azt kordban bemutattuk, az NLS2-Alexa488BSA fehérje esetében nem
tapasztaltunk nukledris transzlokdciét, sem retikulocita lizatumos kozegben, sem
importinokkal vizsgilva. Mivel irodalmi adatok szerint egyes esetekben a nukelolaris
transzport csak nagyobb peptidszakaszok hatdsara jon 1étre, az NLS2-t tartalmazd nagyobb
enzim fragment, az expresszalt NLS2 transzportjat is megvizsgaltuk. Az éltalunk klénozott
rekombindns fehérje magaba foglalja a PI4K230 1166-1667 aminosavnyi szakaszat (18. dbra),
melynek 57 kDa-os molsilya meghaladja az NPC-k diffiziés hatarértékét. Az izolalt

expr.NLS?2 tisztasdgat mutatja a 23. dbra.

kDa
205 —p 23. abra: Az expr.NLS?2 tisztasdga
Az altalunk klénozott rekombindns His-NLS2
2% :: fehérjét BL21(DE3) E. coliban expresszéltuk, majd a
- lizatumbol SP-sepharose kromatogréfidval
45 —» tisztitottuk. Az dbra az eludlt fehérje tisztasagat
mutatja Coomassival festve 10% SDS-PAGE utan.
30 —

Alexa Fluor 488 festékkel torténd jelolése utdn az expr.NLS2 import kisérletekben a
sejtmagon beliil tilnyomdéan a sejtmagvacskdban akkumulalédott (24. édbra a-d). A
parhuzamosan alkalmazott indirekt immunfluoreszcencias nukleolin jelolés (24. abra 2.
oszlop) és a propidium-jodidos magfestés (24. dbra 3. oszlop) biztositotta a vizsgalt peptid
pontos lokaliziciéjanak meghatarozasat. Az expr.NLS2-Alexa488 importja lektin-érzékeny és
Ran-fiiggd, ugyanis lektin (24. dbra e-h) valamint GTPyS (24. dbra i-1) jelenlétében végzett
import kisérletben gyakorlatilag megsziint. A transzport szempontjabol kritikusnak tartott

bazikus aminosavakban mutins expr.NLS2mut-Alexa488BSA fehérje — melyben az
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NLS2mut szintetikus peptiddel azonos moddon a lizinek €s argininek: alaninra, metioninra,
glicinre vannak cserélve — retikulocita lizitumos rendszerben vizsgidlva nem jelent meg a

sejtmagban (24. dbra m-p).

expr. NLS2-A488 nukleolin kolokalizacio
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24. abra: Az expr.NLS2-Alexa488 és mutdns formdjdanak magtranszportja

A PI4K230 1166-1667 aminosavnyi szakaszat magaba foglald klénozott NLS2 peptidet és
kritikus bazikus aminosavakban mutdns (expr.NLS2mut) formdjat Alexa Fluor 488
festékkel jeloltiik majd mozgasukat retikulocita lizatos import rendszerben vizsgaltuk. A
kisérlet soran az expr.NLS2-Alexa488 peptid feldiisuldsat tapasztaltuk a Hela sejtek
magvacskdjaban (a) mely elmaradt lektin (e) vagy GTPyS (i) tartalmd retikulocita lizatos
kozegben. A sejtmagi transzport az expr.NLS2mut-Alexa488 peptid esetében sem
figyelheté meg (m). A nukleoldris jel konnyebb megitélése végett az Alexad88-jeldlt
peptidek (1.oszlop) indirekt jeldlt nukleolinnal (2. oszlop) és propidium-jodiddal (3. oszlop)
kolokalizaciéban (4. oszlop) lathatok. Méroléc: 20 um
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Vizsgaltuk az expr.NLS2 magi transzportjat izolalt importinokat tartalmazd import
rendszerben is (25. 4bra). Az altalunk Osszedllitott import rendszerben az expr.NLS2-
Alexa488 nukleolaris feldusuldsat tapasztaltuk nem csak -a dot blot eredményekkel
Osszhangban 1évo- importin a3/p dimerekkel (nincs bemutatva) hanem importin ol/f
dimereket tartalmazé kdzegben is (25. dbra a-d), mig 6ndllé importin -val (25. dbra e-h) és

importin a5/p dimerekkel a transzport elmaradt (nincs bemutatva).

expr.NLS2 nukleolin kolokalizacio

-

25. abra: Az expr.NLS2-Alexa488 sejtmagi transzportja importinokkal

Az expr.NLS2-Alexa488 sejtmagi transzportjanak importin-fiiggdségét vizsgilva azt
tapasztaltuk, hogy a peptid importin al/p tartalmd kozegben sikeresen transzportdlodik a
magba, ahol a magvacskdban akkumulalédik (a), mig 6nallé importin B-val (importin al
példdjan: e) a transzport elmarad. Az exprNLS2-Alexa488 transzportjat nukleolinnal (2.
oszlop) és propidium jodidos magjeloléssel (3. oszlop) kolokalizdcioban (4. oszlop)
mutatjuk be. Méréléc: 20um

Importin a1 +8

Importin B

Bar a szintetikus NLS2-Alexa488BSA esetében nem tapasztaltunk sejtmagi importot,
a PI4K230 bipartit NLS-e funkciondlé NLS lehet, amit aldtimaszt az expr.NLS2-Alexa488
receptor-fiiggd importja és a dot blot eredmények. Ezek szerint az exprNLS2 importin o/
dimerek kozremiikodésével transzportdlédik a sejtmagon beliil féleg a nukleoluszba. A
szintetikus és expresszdlt NLS2 import kisérletben tapasztalt eltérd viselkedésének okaként
felmeriill a kornyez6 aminosavak szerepe, melyek hatast gyakorolhatnak az NLS altal
kozvetitett importra (Harreman és mtsai., 2003). Ezért egy hosszabb, szintetikus NLS2 peptid
(M STISKKSGMSKKTNRGSQLHKY YMKRRTL'**) transzportjat is vizsgéltuk, amely

azonban azonos kisérleti koriilmények kozott szintén nem transzportalddott a sejtmagba (nem

dokumentalt).
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4. 8. 5. Az NLS2, mint sejtmagvacskaba iranyito szignal

Tovabbi vizsgélataink annak felderitésére iranyultak, hogy mely szekvencidk
kozremitkodésével valosul meg az expr.NLS2-Alexad488 sejtmagvacska-transzportja. Bar
konszenzus nukleoluszba iranyité (targeting) szignal (NTS) szekvencidkat az irodalom nem
irt le, a megismert NTS-ek kozos jellemzdje a bazikus aminosav-gazdagsidg, amely NLS
szigndl részét is képezheti (Dynes és mtsai., 2004). Szekvenciahomoldgiai vizsgdlatainkkal
nagyfokd hasonlésagot taldltunk a humdan angiogenin NTS-e (Lixin és mtsai., 2001) és a

PI4K230 bipartit NLS-ének C-termindlis bazikus fele kozott.

angiogenin NTS: IMRRRGL
P14K230 NLS2: SKKTNRGSQLHKYYMKRRT L

* a k% *
.

( *- azonos aminosav, :- csoportazonos aminosav, aldhizds- kritikus bazikus aminosav)

Az NTS-ek bdzikus sajatossdgat alapul véve 3 szintetizdlt peptid esetében is
megvizsgaltuk a nukleoluszba irdnyité képességet: az NLS2 N-termindlis bazikus részét és
0sszekotd szakaszat (NLS2/1), az NLS2 angiogenin homolég C-termindlis bazikus részét

(NLS2/2) és a teljes hosszisagi NLS2-t tartalmazo peptideket:

NLS2 - "414SKKTNRGSQLHKYYMKRRTL14

NLS2/1 - M14SKKTNRGSQLHKY,' 428 :
NLS2/2 - 1421y MKRRTL{1423

A szintetizalt peptideket Alexa Fluor 488 festékkel jelolt tripszin inhibitorhoz (trp.inh.)
kapcsoltuk. Az igy kapott fehérjék molsilyuk alapjan szabad diffizidval juthatnak az NPC-n
keresztiil, igy a kisérletek sordn tapasztalt nukledris/nukleoldris akkumuldcié kizdrdlag a
sejtmag/nukleolusz valamely komponensével val6 kozvetlen kdlcsonhatdssal magyardzhato.
A nukleoldris transzport vizsgalata sordn a permeabilizlt HeLa sejtekhez adott kozeg
megegyezett a retikulocita lizitumos importndl haszndlttal. A jelolt fehérjéket -helyzetiik
pontosabb meghatdrozdsa végett- kolokalizaciéban vizsgaltuk indirekt jel6lt nukleolinnal (26.
és 27. dbra 2. oszlop) és propidium-jodidos magfestéssel (26. és 27. dbra 3. oszlop).
Kontrollként az Alexa488trp.inh.-t hasznaltuk, amely a permeabilizalt HeLa sejtek magjaban

semmilyen akkumuldciét nem mutatott (26. dbra a-d).
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nukleolin kolokalizacio

-
-

26. abra: Alexa488trp.inh-hoz kotott NLS peptidek lokalizdcioja permeabilizdlt HeLa
sejtek magjdban

Az NPC diffiuziés hatdrértékétdl kisebb méretli, fluoreszcensen jelolt tripszin
inhibitorhoz (Alexa488trp.inh) kapcsolt NLS szekvencidk megjelenését vizsgéltuk
permeabilizilt HeLa sejtek magjdban. Magi feldustldst sem 6ndllé (a), sem az NLSI
szekvencidt hordoz6 (e) Alexa488trp.inh esetében nem tapasztaltunk. Ezzel szemben az
NLS2-t (q) ill. fragmentjeit (i,m) hordoz6 Alexa488trp.inh a gyenge karioplazmatikus
megjelenés mellett a magvacskdban akkumuldlédott, amely a teljes NLS2-
Alexa488trp.inh esetén (q) volt a legkifejezettebb. 2. oszlop: nukleolin jelolés, 3. oszlop:
propidium-jodid, 4. oszlop: 1-3 oszlop kolokalizdcidja. Méroléc: 20 um

A488trp.inh

NLS1-
A488trp.inh

NLS2/1-
A488trp.inh

NLS2/2-
A488trp.inh

NLS2-
A488trp.inh
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Az NLS1-Alexa488trp.inh. esetében a hattérintenzitasu halvany jeltdl eltekintve szintén nem
volt nukledris/nukleolaris feldiisulds, ami arra utal, hogy az NLS1 peptid nem 1ép erds
kapcsolatba magi komponensekkel és nem transzportdlodik a nukleoluszba (26. dbra e-h).
Viszont a gyenge, diffiz nukleoplazmatikus jelolés mellett hatdrozott nukleoléris
akkumuldciét tapasztaltunk az NLS2/1-Alexa488trp.inh. esetében (26. dbra i-j), mig az
NLS2/2-Alexa488-trp.inh ennél gyengébb nukleolaris megjelenést mutatott (26. dbra m-p). A
permeabilizdlt HelLa sejtek sejtmagvacskdjdban tapasztalhaté feldusulds a teljes NLS2-
Alexa488trp.inh. esetében volt a legkifejezettebb, joval meghaladva azt a mértéket, amit az
NLS?2 fragmentjei esetében tapasztaltunk (26. dbra g-u).

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az el6zd peptidek (NLS2/1, NLS2/2,
teljes NLS2) a receptor-fiiggd importtal magba juttatott fehérjét is feldusitjdk-e a
magvacskdban. Ennek érdekében az NLS2-t és fragmentjeit NLS1-Alexa488BSA-hoz
kapcsoltuk és retikulocita lizdtumos import kisérletben vizsgaltuk. A kordbbiakkal megegyezd
modon, a kontrollként alkalmazott NLS1-Alexa488BSA belépett a sejtmagba de nem mutatott
nukleolaris akkumulaciét (27. abra a-d). Az NLS2/1-NLS1-Alexad88BSA (27. dbra e-h) és az
NLS2/2-NLS1-Alexa488BSA (27. dbra i-1) fehérjék nukleolaris megjelenésében mutatkozo
kiilonbségek hasonlitottak az Alexa488trp.inh.-hoz kapcsolt NLS2/1 és NLS2/2 esetén
tapasztaltakhoz (26. dbra i-p). A teljes NLS2 szigndl magvacskaba iranyité képességét jol
szemlélteti az NLS2-NLS1-Alexa488BSA-val elvégzett import kisérlet, melynek
eredményeként az 0Osszes sejtmagba transzportalédott molekula a sejtmagvacskdban
akkumulalédott (27. dbra m-p).

Osszegezve eredményeinket elmondhatjuk, hogy az NLSI kizdrélag sejtmagba
irdnyité informdaciét hordoz szemben az NLS2-vel, amely kdzremiikddik mind a sejtmagi

(kornyezd szekvencidkkal egyiitt), mind a nukleolaris import folyamatokban
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nukleolin kolokalizacio

27. abra: Szintetizdlt peptidek nukleoluszba irdnyito képességének vizsgdlata.

Az édbra azt mutatja, hogy az NLS2/1, NLS2/2 és teljes NLS2 milyen lokalizacid-
modositd hatdsat fejt ki az NLS1 éltal sejtmagban juttatott Alexa4d88BSA-ra. Az NLSI-
Alexa488BSA diffiz magi megjelenéséhez képest (a) az NLS2/1-NLS1-Alexa488BSA
esetében nagyobb (e), mig az NLS2/2-NLS1-Alexa488BSA esetében kisebb (i) mértéki
nukleoldris felddsulést tapasztaltunk A teljes NLS2 erds nukleoluszba iranyit6 képességét
mutatja, hogy a sejtmagba importdlédott NLS2-NLS1-Alexa488BSA szinte teljes
mennyisége a magvacskdban akkumuldlédott (m). 2. oszlop: nukleolin jel6lés, 3. oszlop:
propidium-jodid, 4. oszlop: 1-3 oszlop egymasravetitett képe. Méroléc: 20 um

NLS1-

NLS2/1-

Alexa488BSA Alexa488BSA Alexad488BSA Alexa488BSA

NLS2/2-

NLS2-
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5. Megbeszélés

A foszfoinozitidek sejten beliili komplex szerepében 1j fejezetet jelentett az a
felismerés, hogy jelen vannak a sejtmagban is és szdmos sejtmagi funkcidéban
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak. El6forduldsuk szubnuklearis kompartmentekhez kothetd
ahol, a citoplazmatikus formahoz hasonléan, sokféle szabalyozé hatast fejtenek ki. Mivel a
teljes klasszikus foszfolipid szignalitvonal intermedierjei jelen vannak a sejtmagban, igen
korén felvetddott egy, a citoplazmatikustdl fiiggetlen magi foszfoinozitid jelpélya lehetdsége.
Kimutattak, hogy a DAG a PKC transzlokdcigjat indukalja, az IPs pedig Ca**-ot szabadit fel a
belsé maghartydban IP; receptorokon keresztiil. Emellett kiilonféle foszfoinozitidek szerepet
jatszanak a sejtosztdddsban, a sejtciklus szabdlyozdsdban, differencidléddsban (Divecha és
mtsai., 1995; Martelli és mtsai.,, 1999) kromatinszerkezet valtozdsiaban, (Gonzales és
Anderson, 2006), génexpresszidban (Martelli és mtsai., 1999), mRNS érésében (Osborne és
mtsai., 2001) és apoptotikus folyamatokban (Furuta és mtsai., 2003).

A magi foszfoinozitidek bioszintézisének elsd és meghatirozé 1épése, legtobb esetben
a magi Ptdlns 4P képzddése (Gonzales €s Anderson, 2006). A folyamat katalizisében
potencidlisan valamennyi PI4K izoforma részt vehet, mivel szerkezetiikben NLS szekvencidk
valészintisithetok. A PI4KSS5 jelenlétét kimutattak sejtmagi aktinhoz asszocidltan (De Graaf és
mtsai., 2002) de pontos magi funkcidjat még nem allapitottdk meg. A PI4K92 izoformat is
megtalaltdk tobb sejtvonal magjiban (De Graaf és mtsai., 2002) és LMB hatdsara annak
feldusulasat tapasztaltak. Késobb Szivak és mtsai. (2006) a PI4K92-t a nukledaris spekle-ekben
detektéltdk, tovdbbd kimutattdk, hogy a PI4K92 magi transzlokicidja foszforilacids
szignédlhoz kotott (Szivak és mtsai., 2006). Sejtvonalakon végzett vizsgalatainkban a PI4KS55
és PI4K92 magi jelenlétét, izoforma-specifikus antitestekkel, mi is meg tudtuk erdsiteni. A
PI4K230-at azonban munkacsoportunkon kiviil eddig senki sem mutatta ki a sejtmagban, bér
szubcellularis lokalizaciéjara vonatkoz6 vizsgalatok folytak gerincveldi neuronokon (Balla és
mtsai., 2000) és kiilonféle sejtvonalakon (Nakagawa és mtsai., 1996; Wong és mtsai., 1997)
is.

A doktori munka {6 célkitiizése a PI4K230 izoforma sejtmagi lokalizdcidjanak,
funkcidjanak és maghdrtydn 4t torténd transzportjdnak vizsgilata volt. Ennek sordn uj
eredményeket a kovetkezd teriileteken értiink el:

1. Kimutattuk a PI4K230 nukledris, azon beliil nukleoldris eloforduldsdt.

Immunhisztokémiai/immuncitokémiai vizsgalataink szerint a PI4K230 jelen van az

agy neurondlis sejtjeiben, tovdbbd ideg- és nem ideg eredetii sejtvonalakban, ahol a

82



sejtmagban, elsdsorban a nukleoluszban feltlinden intenziv immunreakciét mutat (5-7 abrak).
A nukleolaris PI4K230 kimutathatd volt a patkanyagy kiilonb6zo régidibol késziilt
gyorsfagyasztott metszeteken (6. dbra), €s valamennyi vizsgélt sejtvonalban (HCN1A, B50,
COS-7, HeLa). A nukleoldris jelenlét azonban csak dehidratacion alapild fixalas esetén volt
észlelhetd (etanol, metanol, metanol-ecetsav, aceton), a keresztkotést 1étesité formaldehid
(PFA) alkalmazasat kovetben nem. Mivel az immuncitokémiai/immunhisztokémiai
kimutathatésdg fixdlds-fliggd volt, ki kellett zdrni immunoldgiai keresztreakciokbol szarmazo
esetleges mitermékek keletkezését. A kimutatds specificitdsit timasztja ald, hogy a PI4K230
négy kiillonbozd epitopja elleni antitesttel végzett immunreakciok egységes nukleoldris
megjelenést mutattak. Emellett a formaldehid fixdldassal maszkirozott epitépok visszanyerték
immunreaktivitdsukat forrd citratos feltards utan (12. dbra), valamint a PI4K230-ra specifikus
siRNS kezelés hatdsdra nemcsak a citoplazmabdl, hanem a nukleoluszbdl is eltlint az
immunreaktiv fehérje (13. dbra). A fixalas-fiiggd kimutathatésag csak a PI4K230 nukleolaris
formdjara jellemz0, hiszen a citoplazmatikus forma PFA és etanol fixdlast kovetden is hasonld
megjelenést mutatott, masrészt a PI4K92 és PI4K550 immunreakciéja a nukleoluszban
etanolos fixalas utan sem volt észlelhet6 (10. dbra).
2. A PFA maszkirozo hatdsa a PI4K230 és a vele szorosan asszocidlt molekuldk kozotti
keresztkotésen alapszik

A PFA-fixdlds maszkiroz6 hatdsara feltételeztiik, hogy a PI4K230 és vele szorosan
asszocialodé makromolekuldk kozott hoz létre keresztkotést, amely megakaddlyozza az
antitestek kapcsolddasat az epitopokhoz. Ennek igazoldsara kimutattuk, hogy az expresszalt,
és gélelektroforézissel elvélasztott PI4K230 PFA kezelést kovetden is megtartja
immunreaktivitdsiat. A PI4K230-at tiltermeld Sf9 sejtek lizdtumdt PFA-val kezelve sem
csokkent az immunoblotton az immunreaktivitds, igazolva, hogy a PFA nem hoz létre az
immunreakcidt zavar6 keresztkotést a PI4K230 és citoplazmatikus fehérjék kozott (11. dbra).
Ez a megfigyelés Osszhangban van azzal a tapasztalattal, hogy a PFA-val fixélt sejtek
citoplazmdjdban az immunreakcié nem kiilonbozik a mds mddon fixdltakétol. A
nukleoluszban tapasztalt maszkirozé hatds reverzibilis, mivel az epitopok ismét
immunreaktivvd védlnak forr6 citritos kezelést kovetéen. A nukleoluszra korldtoz6dé
keresztkothetOség egyuttal felvetette azt a kérdést is, melyek lehetnek a PI4K230-al szorosan
asszocial6do nukleolusz-specifikus molekulak.
3. A PI4K asszocidcidja nukleoldris komponensekkel

Szamos kordbbi megfigyelés igazolja, hogy a sejtmagi foszfoinozitidek detergens

inszolubilis nukleinsav-lipid-protein komplexben fordulnak elé (Irvine és Divecha,1992;
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D'Santos és mtsai., 1998). Ez a szerkezeti sajatsag jellemzo a PI4K230-ra is., B50 sejtek
nukleoldris PI4K230 tartalmat vizsgalva megfigyelhettitkk, hogy 60 perces triton X-100
kezelés utdn, a kiinduldsi immunreaktiv fehérje tobb mint 60%-a jelen van. A kocsonhatod,
maszkirozast eredményez6 molekuldra az is jellemz6, hogy a gyorsfagyasztott metszetek
PFA-fixdlast megel6z0 5-10 perces PBS mosdsa a PFA-val keresztkoté molekulat
»eltavolitja” és a PFA maszkiroz6 hatdsa mar nem érvényesiil (12. dbra). A folyamat lehet
egyszerli kimosédds, de mivel minden sejten bekovetkezett, igy feltételezhetden inkédbb a
kolcsonhaté partner enzimatikus lebontdsaval kell szamolnunk. Figyelembe véve, hogy a
nukledzok és protedzok perces nagysigrendben fejtik ki hatdsukat, a keresztk6tddé molekula
lehet fehérje és nukleinsav is. Eredményeink szerint triton X-100-permeabilizélt sejtek RN4az
A és DNaz I kezelésének hatdsdra egyarant eltint a nukleolaris PI4K230 immunreaktivitas.
DNS-sel és RNS-sel nem tudtuk kimutatni, feltételezziik, hogy tobb molekuldabdl all6
asszociatum bomlik meg a fenti kezelések sordn, amelynek épsége a nukleoldris RNS és
rDNS.intaktsagahoz kotott.
4. PI4K230 specifikus siRNS kezelésbol levonhato kovetkeztetések

Az siRNS hatékonysdgit mutatja, hogy 24 0Ords kezelés utdn csokkent a COS-7
sejtekben a PI4K230 mRNS szintje (13. dbra). A sejtek hirom napi kezelése utin jol
észlelhetéen lecsokkent a citoplazmatikus és nukleoldris immunreaktiv PI4K230 fehérje
mennyisége. A két kompartment enzimszintjének csokkenése a benniik 1év6 enzim genetikai
azonossdgit igazolja és egyben megerdsiti az immundetektalds specifikussdgit. Az siRNS
kezelés egyik feltind kovetkezménye volt a kezelt sejtek pusztuldsa és feddlemezrdl torténd
levdldsa (ennek alapjan a megmaradt sejtek feltehetéen a kevésbé karosodottak kozé
tartoztak). Ez a jelenség megnehezitette az immuncitokémiai vizsgélatot, masrészt viszont
fényes bizonyitéka ezen izoforma vitdlis fontossdgdnak. Az siRNS-sel kezelt sejtek
nukleoplazmédjidban megjelend megndvekedett immunreaktivitds a nukleoluszbdl kidiffundalo
és/vagy a citoplazmdbdl bedramldé enzimbdl szdrmazik, sét lehetséges, hogy éppen a
karosodott sejtek apoptotikus folyamataiban jatszik valamilyen szerepet.
6. A PI4K230 delécios mutdnsainak szubcelluldris lokalizdcidja

A PI4K230 szerkezeti jellegzetéssége gazdag doménszerkezete, amely sokféle fehérje-
fehérje, fehérje-lipid és fehérje-nukleinsav kolcsonhatdst tesz lehetévé. A PI4K230-ban
feltételezett NLS-ek helyzete alapjan azt vartuk, hogy az NLS-t nem tartalmazo delécids
mutansok (16. abra) a PI4KAS56 és PI4KA68 GFP-fiziés szarmazékai nem tudnak a

sejtmagba bejutni a tranziensen transzfektdlt COS-7 sejtekben. Annak alapjan, hogy a
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PI4KA97 mar rendelkezik a bipartit NLS2-vel, a PI4KA130 pedig az NLS1 és NLS2-vel is,
ezek nukledris transzlokaci¢jabol kivantunk az NLS-ek szerepérol felvilagositast nyerni. A
transzfekcié kisfokd, néhany %-os hatékonysdga miatt jol értékelhetdé megfigyelést nem
tudtunk tenni, de néhdny esetben a PI4KA130 nukleoldris megjelenését figyeltilk meg. Ez
felvetette annak lehetdségét, hogy a két NLS egyiitt lehet hatékony, esetleg a koztiik 1évo
peptidszakasz, vagy a nativhoz jobban hasonlité szerkezet jatszhat szerepet a nuklearis
transzportban és a nukleoluszba torténd irdnyitdsban. Az expresszalt PI4K230 holoenzim
viszont a nukleo-citoplazmatikus korforgalomra utal6 felddsuldst mutatott néhany leptomycin
B-vel (LMB) kezelt transzfektélt sejt nukleoplazmdjaban. Az LMB hatdsa azon alapszik, hogy
a CRMI/exportinl kritikus Cys-jéhez kovalensen kotddve géatolja a magbdl kifelé irdnyuld
exportot (Kudo és mtsai., 1999). A deléciés mutidnsok €s féleg az expresszalt holoenzim jol
észlelhetd nukledris/nukleoldris transzportjdnak hidnyéit okozhatja, hogy a nukleoluszban a
PI4K230 igen stabil nukleo-proteo-lipid komplexekben lehet jelen, amelyben az egyes
komponensek kicserélodésére kicsi a lehetdség. A sejtmagi transzlokicidra végiil is a
permeabilizalt sejteken végzett transzport kisérletek szolgéltattak jol értékelhetd adatokat.

Az egyes deléciés mutansok citoplazmatikus megjelenése a transzfektialt COS-7
sejtekben eltérd volt. EbbOl arra kovetkezthetiink, hogy doménjeik befolydsolhatjdk a
citoplazmatikus kompartmentekkel (ER, Golgi) val6 asszociaciét. A kolcsonhaté domének és
a mechanizmus pontosabb ismerete nélkiil azt a kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy a delécié
fokanak novelésével az expresszalt GFP-fiiziés mutdnsok a sejteket a periféridig kitoltotol a
perinukledris régié felé koncentralédtak (16. dbra).

6. A PI4K230-ban feltételezett NLS szekvencidk asszocidcidja importinokkal

A PI4K230-ban feltételezett monopartit NLS (NLS1) nagy hasonlésidgot mutat a
monopartit NLS-ek prototipusaként szdmontartott SV40 T-antigén NLS-ével. A feltételezett
bipartit NLS2 aminosav sorrendje viszont a nukleoplazmin NLS szekvencidjahoz hasonlit
(18. tablazat). A klasszikus NLS-ekkel irdnyitott nukledris transzport importin o/ff
heterodimerek kozvetitésével torténik. llyenkor az importin a adaptorként szerepel, mig az
importin 3 a magpérus komplexekkel (NPC) asszocidlédik (dokkolédik), elészor az NPC
citoplazmatikus filamentumjai, majd a centrdlis csatorna citoplazmatikus bejaratdnal (Panté és
Aebi, 1996), végiil végrehajtja a cargo transzlokdcidjat facilitalt diffiziéval. Az importin o
importin B-k6td doménje (IBB) az NLS szerkezeti analdgja, ennek révén autoinhibitor
funkcidval rendelkezik: visszahajolva az NLS-kotOhelyre gatolja az NLS kotodését
(Harreman és mtsai., 2003). Emiatt csak importin B-hoz kotott allapotban johet 1étre erds

kapcsolat az importin o és a cNLS kozott. Az importin o/B-szdllitandé fehérje asszocidcié
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kialakuldsa tobbféle moédon is mérhetd: az NLS-hez fiziondlt GFP fluoreszcencia
depolarizacidjaval (Fanara és mitsai., 2000), ELISA mddszerrel, vagy az importin o
asszocidjanak dot-blottal torténé kimutatdsaval. Hiibner és mtsai. (1997) munkédja alapjan a
dot-blot kisérleteket valasztottuk. Kisérleteinkben fontos volt, hogy a nitrocelluléz
membrianon kotott NLS-fehérjékhez asszocidlodé importinok kotédését az expresszalt
importinok N-termindlisan 1év0 GST vagy poli-His jelolésével mutassuk ki, mivel ezeket nem
befolydsolta az importin o/f heterodimer képzddése. Dot-blot kisérleteink szerint az importin
a kotodését az NLS1- é€s NLS2-Alexa488BSA-hoz az importin f jelenléte egyarant fokozta,
vagyis a cNLS-ekre jellemzd importin o/f3 - NLS-fehérje komplex jott 1étre. Ennek alapjan
mind az NLS1, mind az NLS2 kozremiikodhet a magi transzportban. A dot-blot kisérletek azt
is igazoltdk, hogy az NLS nélkiili és a mutdns NLS-t hordozé Alexa488BSA nem asszocidl
sem a monomer importinokkal sem az o/p heterodimerekkel.

7. A nukledris transzlokdcio vizsgdlata import kisérletekben

Modell kisérleteinkben a feltételezett NLS-ek szekvencidjaval azonos (Alexa488BSA-
hoz vagy Alexa488trp.inh.-hoz kapcsolt) szintetikus peptidek nuklearis/nukleoléris
transzportjat vizsgaltuk. Eredményeink kisérletes bizonyitékokkal szolgidlnak a PI4K230
monopartit bazikus szakaszdnak szerepérdl a sejtmag-transzportban és a feltételezett bipartit
NLS sejtmagba/magvacskaba irdanyitd funkcidjarol.

A szintetikus NLS1-Alexa488BSA retikulocita lizatumos, illetve importin al/p és
a3/ expresszalt transzport faktorokat tartalmazé import rendszerben, Ran-fiiggd mddon,
hatékonyan transzportdlédott a sejtmagba. A sejtmag-transzport Osszetett folyamat, jelenti a
széllitand6 fehérje-importin kdlcsonhatés 1étrejottét a citoplazmaban, a komplex dokkolédasat
az NPC-n, importin B-altal kozvetitett atjutist a péruson, a komplex Ran-GTP fiiggd
disszocidcidjat a sejtmagban, az importin molekula CAS-Ran-GTP kotott exportjat a magbol
és az 6ndll6 importin felszabaduldsat. Lektin vagy GTPyS csak a péruson vald transzlokaciot
gitolja, ezaltal perinukledris akkumuldciét eredményez. gy a normal import kisérletek soran
a maghdrtya koriil megjelend intenziv fluoreszcens jel azt is jelentheti, hogy az importin-
fehérje komplex dokkolodott a maghartydan de a tovabbi lépések nem kovetkeztek be.
Feltételezhetden ez tortént az NLS2-Alexa488BSA fehérje esetében is, melynek importin o/3
dimerekkel valé kapcsolodasi készségét a dot blot kisérletek is igazoljak. Ezt a feltevést
tdmasztja ald az is, hogy a kontroll Alexa488BSA, illetve NLS2mut- vagy NLS3- konjugalt
fomai esetében sokkal gyengébb perinukledris fluoreszcencia tapasztalhatdé, ami kisfoku
aspecifikus kotodésnek tekinthetd. Nem tisztizott azonban, hogy az NLS2-Alexa488BSA

transzportja sordn az import folyamat dokkoldddst kovetd fazisai miért nem mentek végbe.
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A PI4K230 NLS3-ként jelolt szekvencidjardl bebizonyosodott, hogy nem rendelkezik
NLS aktivitassal: retikulocita lizatumos import rendszerben nem képes az Alexa488BSA-t
sejtmagba juttatni és dot blot kisérletekben egyetlen importinnal sem asszocidl. A PI4K230
NLS-ek és az importin a5 kozott valdszintileg azért nem jott 1étre kolcsonhatds, mert az
importin a5 hajlamosabb szelekiv asszocidcidra pl. STAT dimerekkel (Melen és mtsai., 2003)
és virdlis proteinekkel (Kitamura és mtsai., 2006).

8. Az NLS-ek importin a-hoz valo kotédésének molekuldris modellezése

Az NLS2 transzportjidban tapasztalt ellentmonddsok arra 6sztondztek benniinket, hogy
megvizsgiljuk, a PI4K230 NLS-ei mennyire felelnek meg az importin o-hoz vald kotddés
szerkezeti feltételeinek. A PI4K230 NLS-ek importin alfival képzett komplexeinek
modellezéséhez az SV40 monopartit NLS-e (Fontes €s mtsai., 2000), a nukleoplazmin bipartit
NLS-e (Fontes és mtsai., 2000) és a foszfolipid szkrambldz nem klasszikus NLS-e (Chen és
mtsai., 2005) szolgélt mintaként.

Az importin o rontgenkrisztallografids vizsgalatdval egy major és egy minor NLS
kotohelyet allapitottak meg (Conti €s mtsai., 1998), melyek magukba foglaljak a 2-4 illetve a
7-8/9 armadillo ismétlodéseket (Goldfarb és mtsai., 2004). A 28. dbra ,,A” részén lathaté
molekulamodellezés eredménye szerint a PI4K230 NLS1 szekvencidja jol illeszkedik az
importin a major kotéhelyére, melyrdl azt tartjdk, hogy a monopartit NLS-ek fiziol6gias
megkdotéséért felelds (Conti és mtsai., 1998).

Szekvenciahomolégia vizsgalatok szerint a PI4K230 NLS2 szekvencidja jol illesztheto a
bipartit NLS-eknél meghatarozott konszenzus szekvencidkhoz: KRX;(_;,-KRK/XK (Fontes és
mtsai., 2003) vagy (K/R):Xjo.12(K/R); (Fontes és mtsai.,, 2000). Krisztallografiai
megfigyelések és kisérleti adatok hangsilyozzdk azon bdzikus aminosavak kiemelkedd
jelentdségét, melyek a minor kdtéhelyhez P1° és P2’ pozicidban, illetve a major kdtShelyhez
P2, P4 és PS5 pozicioban (Fontes és mtsai., 2003) illeszkednek. A PI4K230 NLS2
szekvencidjaban a P,'-P,' és P,-P, pozici6ji bazikus klaszterek illeszkednek a mintaként
szolgél6 nukleoplazmin bédzikus szekvencidira, kovetkezésképpen megfelelnek az importin a-
hoz val6 kotodés feltételeinek (28. abra B). Szekvencia szinten megjelenik azonban egy nagy
kiilonbség: a PI4K230 NLS2-ben nem béazikus aminosav van PS5 poziciéban. Az importin o —
nukleoplazmin egyiittkristalyositdsaval nyert molekulaszerkezet elemzése szerint viszont a P5
helyzetl lizin oldalldncai nem lépnek kapcsolatba az importin a-val (Fontes és mtsai., 2000).

Mas kisérletekben kimutattak, hogy az SV40 NLS akkor is megdrzi NLS aktivitasat, ha a C-

termindlis lizinjét, treoninra cserélik (Kalderon és mtsai., 1984).
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A bipartit NLS-ek legvaridbilisabb része a bazikus klaszterek kozotti 0sszekotd
szakasz, azonban kriszallografidval ezen a teriileten is kimutattak a receptorral specifikus
kolcsonhatast 1étrehoz6 aminosavakat (Fontes és mtsai., 2003). Az NS1A (Melen és mtsai.,
2007) és Nop25 (Fujiwara és mtsai., 2006) fehérjék bipartit NLS-ének 6sszekotd szakaszaban
szintén taldltak a kotddésben fontos badzikus aminosavakat. Valéjaban valamennyi dltalunk
vizsgalt NLS -koztiik a PI4K230 NLS2- 0sszekotd régidjaban van kazikus szekvencia (18.

abra).

A 28. abra: A PI4K230 NLS-ek és az

importin o kapcsolatinak  homoldg
modellezése

A: A PI4K230 NLS1 - importin «
kotédésének modellje (piros) ravetitve az
importin o (A1-69) — SV40 NLS (zold)
egyiittes  kristalyositdsaval megallapitott
molekulaszerkezetre (Fontes és mitsai.,
2000), PDB koéd: 1EJL. NLS peptidek
megjelenitése: gobmb-palcika modellként.
B: A PI4K230 NLS2 - importin o
kotodésének modellje. Az importin o
szalag szerkezetében a major €és minor
kotohelyekre bekotodod peptidek
helykitoltdé megjelenitése (narancs €s
piros).

C: A PI4K230 NLS3 P2 kotéhelyének
Osszehasonlitdsa az importin alfaval (Al-
69) kolcsonhatdsban 1évé  foszfolipid
NLS3 szkrambldz ncNLS-ének azonos helyével
(Chen és mtsai., 2003)

A fehérje oldallancok

Leu235 megjelenitése:  gdmb-pélcika
~ modellként. A H-kotések
\ A kialakuldsashoz megfeleld
y tavolsagokat zold nyilak jelzik,
\ | a szamok Angstromben
’ T R értenddk.

Bar a szintatikus, Alexa488BSA-hoz kapcsolt NLS2 peptid import kisérleteinkben
nem transzportalddott a sejtmagba, a molekulamodellezés szerinti strukturdlis hasonldsag, a
transzport szempontjabdl kritikus bazikus aminosavak egyezése és a dot blot asszociacids
eredmények egyarant az NLS2 sejtmagi transzportjanak lehetéségére utalnak. Noha Xiao és

mtsai. (2003) javaslata szerint a tdvolabbi aminosavak is hatdst gyakorolhatnak az importra,
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egy hosszabb, szintetikus, Alexa488BSA-hoz kapcsolt NLS2 peptid
(M STISKKSGMSKKTNR-GSQLHKYYMKRRTL'**)  transzportjat ~ vizsgilva sem
tapasztaltunk magi felddsuldst. Masrészt viszont, egy joval hosszabb expresszdlt peptid
(expr.NLS2) mely a PI4K230 1166-1667 aminosavnyi szakaszit tartalmazta akadaly nélkiil
bejutott a sejtmagba €s azon belill a nukleoluszban dusult fel. Mindez azt sugallja, hogy
tovéabbi strukturdlis elemek jelenléte sziikséges a sikeres sejtmag/magvacska transzporthoz. A
jelenség egyik magyarazata lehet hidroféb oldallancok jelenléte az Gsszekotd szakaszban,
melyek a hatékonysdgot csokkentik (Robbins és mitsai., 1991). Az NLS2 esetében
elképzelhetd, hogy ezen aminosavak kedvezOtlen hatdsa kompenzdlodik a nagymérett
expr.NLS2 megfelel? térbeli elrendezddésekor.

A PI4K230 NLS3 — importin a kolcsonhatdsanak molekulamodelljéhez a foszfolipid
szkrambldz 1- importin a kristdlyszerkezetével nyert adatok szolgdltak mintaként (Chen és
mtsai., 2005). Ezek szerint a szkrambldz *’GKISKH*** szekvencidja az importin o major
kothelyéhez kapcsolédik  és  részlegesen illeszthetd a PI4K230 ***GLVDKF™
szekvencidjara. A legnagyobb kiilonbség a dontd P2 pozicidoban van ahol az NLS3 hidroféb
leucinjdhoz képest a szkramblazban pozitiv toltésh lizin talalhaté (28. dbra). Bar a szkramblaz
ezen lizinjének alaninra mutdldsa nem sziinteti meg teljesen a nukledris lokalizaciét (Chen és
mtsai., 2005), a mi esetiinkben azonban nem csak ez a K258L hanem a H262F csere és egy
inzert szakasz jelenléte a GLVDK és WTGI szekvencidk kozott egyiittesen okozhatja az
importin o/f komplexhez valé k6t6dés hianyat.

9. Az NLS2 sejtmagvacskdba irdnyito hatdsa

Az NLS2 sejtmagvacskdba irdnyité funkciéjat transzport kisérletekben vizsgéltuk,
melyben tripszin inhibitorhoz vagy NLS1-Alexa488BSA-hoz kapcsolt peptidek (teljes NLS2
ill. fragmentjei) mozgdsat kovettiik. Az NLS2 C-termindlis fele az angiogenin NTS-sel
nagyfoki homoldgidt mutat, a transzport szempontjdbdl viszont nem bizonyult
meghatarozonak. Val6jdban az NLS2 mindkét fragmentje transzportalddott a magvacskdba de
kisebb hatékonysdggal, mint a teljes NLS2, azonban az expr.NLS2 nukleolaris megjelenése
volt a legkifejezettebb. Itt is felvetddik a kornyezd szekvencidk €s a megfeleld térszerkezet
jelentdsége, amelyek nemcsak a sejtmagi, hanem a nukleoldris transzport szempontjabodl is
fontosak lehetnek. Mindez 6sszhangban van az irodalmi adatokkal, melyek szerint a bazikus
aminosavak szdmdnak novelése a bipartit NLS-ben vagy kornyezetében, eldsegiti a
nukleoldris transzportot, bar néha ezek sem bizonyulnak elégségesnek a nukleoldris

transzlokacio 1étrehozasahoz (Russo és mtsai., 1997; Melen és mtsai., 2007).
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10. PI4K230 szerepe a sejtmagban és nukleoluszban

A magi PI4K230 elsodleges funkcidja valésziniileg, hogy a PtdIns (4)P termelésével
prekurzort szolgaltat a PtdIns (4,5)P, képzéséhez (Gonzales és Anderson, 2006). A kiilonb6z6
térbeli lokalizaci6ji Pl4-kinazok kozremiikodésével kompartmentalizalt Ptdlns (4)P
bioszintézis valosulhat meg, melynek foszforildldsdval még jobban elkiiloniilt PtdIns (4,5)P;
pool-ok képzédhetnek. Igy johet Iétre a magon beliil az a tobb kiilonallé foszfoinozitid ciklus,
melyek lipid termékei -a célfehérjék foszfoinozitid kotd6 doménen/motivumon keresztiili
toborzdsaval- mds-mds folyamatokra gyakorolhatnak szabdlyozd hatést.

A sejtmagvacska DNS/RNS komponenseivel asszocidcidban 1évé PI4K230 a
fentiekhez hasonlé médon specifikus funkcidk prekurzoraként szolgédlé PtdIns (4)P-t termel.
Osborne és mtsai. (2001) a PtdIns (4,5)P, jelenlétét tdlnyomorészt a magvacska fibrillaris
kozpontjdban és a denz fibrillaris komponensben mutattdk ki. Mivel a PI4K230 jelenléte
elsésorban a denz fibrillaris komponensre tehetd (9. abra), kézenfekvo a szerepe a prekurzor
PtdIns (4P) termelésében. Bar a PI4K230 és foszfoinozitid termékeinek nukleolaris szerepe
ezidaig feltaratlan maradt, azonban az ismert sejtmagi funkciok alapjan jelentOségére tobb
lehetdség is felmeriil:

- Zhao és mtsai.(1998) kimutattdk, hogy a PtdIns (4,5)P, részt vesz a kromatinszerkezet
megvaltoztatdsasban, kotddésével ugyanis fokozza a kromatin remodelling BAF komplex
mukodését. Ehhez hasonléan elképzelhetd, hogy a nukleoldris foszfoinozitidek szerepet
jatszanak az rDNS eukromatikus allapotban valé tartdsaban.

- A foszfoinozitidek, elsésorban a PtdIns (4,5)P,, RNS polimeraz II-h6z, valamint a H1 és H3
hisztonhoz k&tddve a transzkripcié indukdldsdra képesek (Yu és mitsai., 1998; Osborne és
mtsai., 2001). Az rDNS transzkripciéjanak folyamatos indukciéja a hisztonok gatl6 hatdsédnak
,kivédésével” a nukleoldris foszfoinozitideknek egy masik funkcidja lehetne, mely esetleg (az
elézéek mintdjara) az RNS polimerdz I aktivacidval is kiegésziilhet.

- A nukledris speckle-ekben 1év6 PtdIns (4,5)P, reguldlé és/vagy szerkezetstabilizdld
szereppel bir az mRNS érési folyamataiban (Osborne és mtsai., 2001). Az rRNS-ek korai
érése a denz fibrillaris komponensben, késoi érése a granularis komponensben torténik. Sajat
kolokalizdcids vizsgdlati eredményeink szerint a PI4K230 a nukleolusz ezen teriiletein
talalhat6. Felmeriil tehat annak a lehetdsége is, hogy a foszfolipidek a rRNS érése soran
jutnak fontos szerephez.

A PI4K230 és lipidtermékeinek a felsorolt folyamatok barmelyikében vald részvétele
megmagyarazna az Osszefiiggést a neurondlis sejtek intenziv riboszéma-biogenezise és a

nagymértékii neurondlis PI4K230 expresszid kozott.
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-Furuta és mtsai. (2003) szerint a PI4K230 apoptotikus, illetve stressz-adaptacios
szigndlitvonal részese lehet, hiszen ischemia reperfuzié utin a hippocampus neuronok
szamos vizsgalt fehérjéje koziil a PI4K230 expresszids szintjében valamint a PtdIns (4,5)P,
mennyiségében tapasztaltak drasztikus csokkenést. A PI4K230 tultermeltetésésvel a hipoxia
egyes hatdsai kivédhetéek voltak. Mds eredmények a PI4P (PISP) mennyiségének jelentOs
novekedésérdl szamoltak be ultraibolya sugarzas és oxidativ karosodast kdvetden.
Ezen tények és a nukleoldris lokalizacié kozotti parhuzam elég kézenfekvd, hiszen a
sejtmagvacskdrdl ismert, hogy integritisdnak véltozdsdn keresztiil mint stressz szenzor
funkciondl. Szdmos tumor szupresszor és protoonkogén a riboszomaképzOdés szintjén hat
(Ruggero és Pandolfi, 2003). A riboszéma képzés csokkenése apoptdzist indukal p53-fiiggd
és -fiiggetlen tton (David-Pfeuty és mtsai., 2001; Pestov és mitsai., 2001), a nukleolusz
sériilése pedig pS53 stabilizdciét eredményez (Rubi és Milner, 2003). Ha feltételezziik a
PI4K230 részvételét a folyamatban, akkor maris felmeriil potencidlis effektorként az ING2
(inhibitor of growth protein 2). Az ING2 kromatin asszocidlt fehérje, melynek PHD ujjarol
igazoltdk, hogy monofoszfoinozitideket kot, melyek aktivicidjahoz sziikségesek: tumor
szupresszor, novekedés megallast és apoptdzist indukal p53-fiiggd uton (Jones és Divecha,
2004; Gozani és mtsai., 2003).

A PI4K230 pontos nukleolaris funkciéjanak megismerése tovabbi izgalmas kisérletek
tirgya lehet. Fontos azonban megemliteni, hogy a PI4K230 akkor is jelen lehet a
nukleoluszban ha nem rendelhetd hozzd egyértelmi nukleolaris funkcié, hiszen a
magvacskdban nagy szdmban raktdrozdédnak olyan proteinek, amelyek részt vesznek az
apoptozisban, sejtciklusban, sejtosztédasban (Cockell és Gasser, 1999; Visintin és Amon,

2000).
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6. Osszefoglalas

A PI4K230 sejtmagi jelenlétét bizonyitd, tovdabbd a magi fehérje kolcsonhato
partnereit vizsgdlé és sejtmagi, illetve magvacskdba torténd transzportjdnak megismerését
célzo kisérletes munkdnk eredményei az aldbbiakban foglalhat6k Ossze:

A PI4K230 fehérje 4 kiillonb6z6 epitdp-specifikus antitest felhaszndldsaval, indirekt
immunfluoreszcencidval kimutathaté az etanollal fixalt neurondlis és nem-neurondlis sejtek
nukleoluszdban, ahol a kolokalizaciés vizsgdlatok szerint els6sorban a denz fibrillaris
komponensben jelenik meg.

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

Az siRNS kezelés kovetkeztében tapasztalhaté endogén PI4K230-szint csokkenés
elsésorban a citoplazmatikus és a nukleolaris format érinti. A megmaradt fehérjék jelentds
része a sejtmagban akkumulalédik.

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

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

A PI4K230 monopartit NLS-e (NLS1) éltal kozvetitett sejtmagi import lektin-
érzékeny, energia-fliggd folyamat, amely az NLS1 szekvencidval kozvetlen kolcsonhatdsba
1ép6 importin al/p €s importin a3/ dimer transzport faktorok altal vezérelt dtvonalakon
torténik.

A PI4K230 bipartit NLS-ét magaba foglalé expresszalt peptid (506 aminosav) lektin
és energia-fiiggd moddon, importin al/f és importin o3/f 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 molsulyu tripszin
inhibitorhoz kapcsolva, mely akaddlytalanul halad 4t az NPC-n, annak nukleoléris
felddsulasat okozza. Ebben a tekintetben a teljes NLS2 hatékonyabb nukleoldris akkumulaciot

eredményez, mint fragmentjei.
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Summary

We set as an aim to investigate the possible nuclear occurrence of PI4K230, to find its
interaction partners, and to uncover molecular mechanisms by which nuclear and nucleolar
transport of PI4K230 occurs. Our results are summarized as follows:

The presence of PI4K230 in the nucleoli of ethanol fixed neuronal and non-neuronal
cells with indirect immunofluorescence using antibodies to four of its distinct epitopes. Based
on our colocalisation results, nucleolar PI4K230 exhibits prominent staining in dense fibrillar
components.

PFA treatment had no effect on immunoreactivity of PI4K230 in cell lysate or
immunoblot but masked reversibly the immunoreactive epitopes of PI4IK230 in the nucleolus
by crosslinking PI4K230 with tightly associated nucleolar components.

In experiments with siRNA interfering with the expression of PI4K230, elimination of
PI4K230 immunoreactivity from the cytoplasm and nucleoli was observed, while the
remaining PI4K230 accumulated in the nucleus.

The PI4K230 exists in detergent-resistant proteolipid complexes of the nucleolus
interacting with nucleolar DNA and/or RNA, either directly or through associated nucleic
acid-bound constituents.

Though recombinant PI4K230 expressed in COS-7 cells does not accumulate in the
nucleolus even after 2 days but in transport assays PI4K230 expressed in Sf9 cells enriches in
the nucleoplasm of digitonin permeabilized HeLa cells.

Nuclear import directed by the monopartite NLS (NLS1) of PI4K230 is a WGA-
sensitive and energy-dependent process mediated by importin al/p and importin o3/p
complexes that interact directly with NLS1.

An expressed 506 amino aid fragment of PI4K230 containing its bipartite NLS is
effectively transported to the nucleolus with importin a1/p and importin a3/p heterodimers in
a WGA-sensitive and energy-dependent manner. Although the bipartite NLS sequence
(NLS2) itself linked to BSA does not translocate to the nucleus, but when linked to trypsin
inhibitor that small enough to pass freely the NPC it directs the cargo to the nucleolus. In this

capacity, the complete NLS2 is more potent than either of its two fragments.
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