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Roviditesek

Roviditések

aTl — alternativ transzlacid-iniciaciod

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium

ER — endoplazmas retikulum (jelen dolgozatban a durva felszintire alkalmazom)
GFP — z61d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

GPI-horgony — glikozil-foszfatidil-inozitol-horgony

NLS — sejtmag lokalizacios szignal (nuclear localisation signal)

PrP — Prion fehérje

Sho — Shadoo fehérje

SRP — szignalfelismerd részecske (signal recognition particle)

SS — szekrécids szignal

YFP — sarga fluoreszcens fehérje (yellow fluorescent protein)




Absztrakt

Absztrakt

A prion csaladba tartozo Prion (PrP) és Shadoo (Sho) fehérjék membranfehérjék, melyek
szekrécios szignallal rendelkeznek N-termindlisukon, és igy a szekrécios utvonalra keriilnek
szintetizalddasuk soran. C-terminalisukon glikozil-foszfatidil-inozitol(GPI)-horgony talalhato,
ennek segitségével kapcsoldodnak a sejtmembranhoz. A fehérjék szubcellularis lokalizacigjat
fuzios konstrukciokban vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy mig a Prion fehérje az emlds sejtek
sejtmembranjaban volt megtalalhato, a Shadoo fehérje a normalis membranlokalizaci6 mellett
sejtmagi lokalizaciot is mutatott a sejtek egy részében. TDK munkamban ezen kettOsség

okanak feltarasara koncentraltam.

Kiilonbozo fuzids fluoreszcens jeloléssel ellatott konstrukcidkat emlds sejttenyészetben
expresszalva vizsgaltam, hogy a Shadoo fehérje melyik része felelés a szokatlan
viselkedésért. Mindkét fehérjében (PrP és Sho) talalhatd olyan szekvenciarészlet, amely a
citoszolbodl a sejtmagba képes iranyitani fehérjéket, azonban az, hogy egy szekrécids fehérje

hogyan keriilhet a citoszolba, nem vilagos.

Kisérleteim soran azonositottam a Prion és a Shadoo fehérjének azt a szegmensét, amely
eltérd szubcellularis lokalizacidjukért felelds: azt taldltam, hogy a Prion fehérje GPI-
szignaljanak jelenlétében a citoszolikus/magi lokalizaciéo minimalissa valik. Ezzel ellentétben
ugyanazon a fehérjekonstrukcion a Shadoo fehérje GPl-szignaljanak jelenlétében jelentOs
magi lokalizacié figyelhetd meg. Eredményeim arra utalnak, hogy fehérjék szadmara létezik
atmenet a szekrécids utvonal és a citoszol kozott, amely szigndltranszdukcidoban vald
részvétel, illetve kettds funkcid elldtdsa esetén birhat nagy jelentOséggel. Az atmenet

mechanizmusanak megértése tovabbi kutatdmunkat igényel.




Celkitiizes

Célkitizés

Laboratoriumunk fehérjekonformacios betegségekkel, kiilondsen a prionokkal kapcsolatos
betegségekkel foglalkozik. A prion csalad két tagja, a Prion €s a Shadoo fehérje viselkedése
all vizsgalodasaink kozéppontjdban, melyek mindketten a szekrécids utvonalra keriilnek

szintetizalddasuk soran.

A Shadoo fehérje a Prion fehérjéhez hasonléan GPI-horgonnyal kotodik a plazmamembran
kiils6 rétegéhez. Annak ellenére, hogy a fehérje a szekrécids utvonalra van elkételezve, egy
frakcioja a sejtek magjaban jelenik meg, ellentétben a Prion fehérjével, amely szinte kizardlag
membranlokalizaciét mutat. Mindkét fehérje N-terminalis felében azonositottak olyan
szekvenciat, amely az esetlegesen a citoszolban megjelené konstrukcié magi dasulasaért

felelds, am a két fehérje kozti szubcellularis lokalizacidbeli eltérés oka nem nyilvanvalo.

Munkam soran annak megfejtését tliztem ki célul, hogy mi okozza a két fehérje eltérd
viselkedését; pontosabban a Shadoo fehérje melyik szakasza felelds a szekrécios Utvonalra
szant fehérje egy frakcidjanak citoszolikus/magi megjelenéséért, illetve milyen mechanizmus

all a meglepd magi lokalizacio mogott.




[rodalmi attekintés

Irodalmi attekintés

A dolgozatban megjelend fogalmak és mechanizmusok érthetdsége kedvéért a kovetkezo
fejezetben a prion fehérjecsaladot, a szekrécio, illetve bizonyos kompartmentekbe iranyuld
transzport folyamatat, valamint a fluoreszcens jel6l6fehérjéket mutatom be nagyvonalakban a

szakirodalom segitségével.

A prion fehérjecsalad

A prionbetegségek, Osszefoglaldo néven a fert6z6 szivacsos agysorvadasok (angol nevén
TSE, transmissible spongiform encephalopathies) gyogyithatatlan, neurodegenerativ
betegségek, melyek legtobb esetben halallal végzédnek. A betegség soran a sejtben
(PrP>) jelenik meg és akkumulalodik az agyban. A prion kifejezést magara a fehérje
természetli, nukleinsavmentes, fertdz6 agensre hasznaljuk. A betegség kialakulasa lehet
sporadikus, genetikai vagy fert6zéses eredetli, velejaréja a Prion protein aggregacidja és az
idegsejtek pusztuldsa. A fertdzést altalaban orvosi beavatkozas (miitét, szervatiiltetés, stb.),
illetve egy beteg allat valamely részének (pl. hus, agy) elfogyasztasa okozza. A
prionbetegségek kozé soroljuk tobbek kozott emberben a kurut és a Creutzfeldt-Jacob kort
(CJD), birkaban a surlokort (vagy scrapie-t) €s a szarvasmarhakban megjelend kergemarha-
kort (BSE, bovine spongiform encephalopathy). Bar megjelenésiik aranya csekély, atvihetd,
"fert6z6" természetiik mind kozegészségiigyi, mind élelmiszer-biztonsagi szempontbol

kiemelkedd jelentdséglivé teszi dket. SAAS)

AR

Lipid kettGsréteg

1. 4bra: A PrP° szerkezete @

A sejtben megtalalhat6 Prion fehérje harmadlagos szerkezete. Sziirke vonallal a

strukturalatlan régio, piros/sargaval az a-hélix, kékkel a B-lemez szerkezetek lathatok.
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A prion csaladnak eddig harom tagja ismert, melyek hasonlo strukturdlis felépitéssel
rendelkeznek: a Prion fehérje (PrP), a Doppel (Dpl) és a Shadoo (Sho) (2. abra). A két
utobbinak sem fizioldgias funkcidja sem esetleges szerepe a prionbetegségekben még nem
teljesen ismert, mégis ugy tlinik, a PrP-nek és a Sho-nak atfedé a szerepe, igy képesek
komplementalni egymas funkcidjat. ) Mindhérom fehérje szekrécios és GPI-horgony
szignallal is rendelkezik. Szintetizalodasuk soran a szekrécios szignal segitségével keriilnek a
szekrécios utvonalra, majd azon keresztiil GPI-horgonnyal felszerelkezve a plazmamembran

kiils6 felszinére. @ ®

Shadoo

PrP

Doppel

Nativ allapotban strukturalatlan domén Strukturalt domén

2. abra: A prion csalad tagjai és felépitésiik ®)

Kék csikozassal a centralis hidrofob régio, CHO jeloléssel az N-glikozilacio lathato.

A diszulfidhidak fekete vonalakként az a-hélixek piros téglalapokként vannak feltiintetve.

Minthogy dolgozatom elsésorban a Prion ¢és Shadoo fehérjék szubcellularis
lokalizaciojaval foglalkozik, a kovetkezokben réviden attekintem, hogyan jutnak el a fehérjék
specializalt funkcidik ellatdsdhoz a sejt megfeleld6 kompartmentjébe. Azokba a
kompartmentekbe iranyuld fehérjeutvonalakat taglalom roviden, amelyeket dolgozatomban

késobb érintek a Shadoo fehérje sejten beliili , trafficking”-je kapcsan.
A szekrécios utvonal

Szignalhipotézis

A szignalhipotézis atyja, Giinter Blobel ravilagitott, hogy a fehérjék gyakran

szignalszekvencidk segitségével érik el sejten beliili vagy kiviili lokalizacids céljukat,
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melynek felfedezéséért 1999-ben Fizioldgiai és orvostudomanyi Nobel-dijjal tintették ki. © A
kezdeti hipotézis tovabbfejlesztéseként felfedezte, hogy nemcsak a szekrécios
kivalasztodashoz, hanem mas kompartmentek (pl. a sejtmag) eléréséhez is sziikség lehet

szignalszekvencidk jelenlétére. ©

SS - szekrécios szignal

A kivalasztddasra szant és a plazmamembran-fehérjék szekrécios szignalszekvenciajuknak
(SS) koszonhetden keriilnek a szekrécids utvonalra, melynek elsé allomasa az endoplazmas
retikulum (ER). Ennek az SS-nek a jelenléte a fehérjében elégséges feltétel az ER-membranon
valo atjutashoz, tehat nagyrészt azok a fehérjék jutnak be az ER lumenébe, amelyek
rendelkeznek ilyen szignallal. A 13-36 aminosavbdl all6 szignédlszekvencidk altaldban a
szekrécios utvonalra keriild fehérjék N-termindlisan taldlhatok, kozépsd résziikon 10-15

hidrofob aminosavval, ®

A szekrécio folyamata

A szignalhipotézis alapjan a szekrécios fehérjék utjukat kotranszlacios transzlokacioval
kezdik az ER lumenébe. A riboszéman elsdként szintetizalodd szignalszekvencidhoz
transzlacio kozben egy ribonukleotid tipusu jelfelismerd részecske (SRP, signal recognition
particle) kot, amely a riboszomat az ER-felszinén 1évé SRP receptorhoz irdnyitja. Ezzel
egyidoben a transzlokaciohoz sziikséges csatorna toborzasa IS megtorténik (3. abra). A
polipeptidlanc szintézise folytatdédik, mikozben az Osszedllt transzlokonon 4t bejut az ER-
lumenbe, ahol chaperone fehérjék gatoljak a feltekeredését a transzlacid ideje alatt. A

szignalpeptiddz lehasitja a szignalpeptidet, majd a transzlaci6 és transzlokacid végeztével a
gt DO O
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SRP

Szi ‘

szekvencia

SRP receptor

Lehasitott %‘
Szignal

szekvencia Erett fehérje

3. abra: A Kkotranszlaciés transzlokacié folyamata az ER lumenbe ®)

Az SRP kotédése a riboszomahoz (1), a komplex kapcsoloddsa az SRP-receptorhoz (2),
kotranszlacios transzlokacio, az SRP leszakadésa (3), a szignalpeptidaz lehasitja a szignalfehérjét
(4), a kotranszlacios transzlokacio folytatodik (5), a fehérje feltekeredése és a transzlacids

komplex szétesése (6).

Az ER lumenben a fehérje folyamatosan glikozilalodik és deglikozilalodik, amely jelenség
a helyes feltekeredés ellendrzésére szolgal. A fehérje transzportvezikulumok segitségével
tovabbvandorol a Golgi-apparatusba, ahol az esetleges poliszacharid részek modositasa
megtorténik. Ezen oldott fehérjék Golgiba iranyuld vezikularis transzportja nemspecifikus
mechanizmus annyiban, hogy nem igényel specifikus szignalt. Végiil a fehérje (térszerkezet
alapjan) osztalyozasra keriil, igy lizoszomékba, szekretaloddo granulumokba vagy a

plazmamembranba iranyitodik’ (8 (10

GPI-horgony

Bizonyos fehérjék sejtmembranhoz vald kapcsoldodasa glikozil-foszfatidil-inozitol(GPI)-
horgony segitségével torténik. Ennek 1étrejottéhez a szekrécids fehérjének rendelkeznie kell
GPl-szignalt kodold szekvenciaval. A 20-30 aminosav hosszisagi hidrofob GPI-szignal a
fehérje C-terminalisan talalhato, ez koti idOlegesen a fehérjét az ER-membranhoz. Egy eldre

elkésziilt GPIl-egység a szignalpeptid lehasaddsa utin a fehérje Uj C-terminalisihoz

10
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kapcsoladik, igy a glikozilalt polipeptidlanc a Golgiba juthat, ahonnan a plazmamembran
kiils6 részébe keriil. A GPI két zsirsavlanca a foszfolipid kettOsrétegbe nyulik, mig a polaris
rész kovalensen koti a horgonyt a fehérje C-terminalisdhoz. A GPI-horgonyos fehérjek

nagyrészt a plazmamembran lipidraft kompartmentumaban lokalizalédnak. ®©a

KDEL - egy ER-retencios szignal

Az szekrécios utra keriild fehérjék nem mindegyike hagyja el végérvényesen az ER-t,
ugyanis léteznek ER-rezidens fehérjék, melyek funkcidjukat az ER-ben kell, hogy betoltsék.
A bizonyiték, hogy az ER visszatart bizonyos fehérjéket abbdl a felfedezésbdl sziiletett, hogy
az immunoglubulin-k6t6 fehérje (BiP) és a protein diszulfid-izomeraz (PDI) tobb ER-rezidens
fehérjével egyiitt azonos szekvenciaval rendelkezik karboxi-terminalisan, amelyet ha
letorolnek, ezek a fehérjék szekretalodnak. Ha ezt a szekvenciat mas szekrécios fehérjék
C-termindlisara helyezik, a fehérjék az ER-ben maradnak, és nem hagyjdk el a sejtet. A
szekvencia 4 aminosavbol all: lizin-aszpartat-glutamat-leucin, egybetiis koddal KDEL, innen

kapta nevét a szignal. % 12

Miutéan kijutottak az ER-b6l, a KDEL szignallal jelolt fehérjék hozzékotnek a Golgiban
vagy egy koztes kompartmentumban taldlhatdé ERD2-nek elnevezett receptorhoz. A kotddés
kivaltja az ERD2 retrograd transzportutvonalra keriilését, igy magéval viszi a jelolt fehérjét.
Az ER-be torténd visszajutas utan a receptor-ligand komplex disszocial, felszabaditva ezzel
az ERD2 molekulat, hogy az kiinduldsi helyére visszajutva ujabb fehérjék transzportjat

kezdeményezhesse. (13)

Nuklearis lokalizacids szignal

A sejtmag fehérjéi a citoszolban 1év6 szabad riboszoémakon szintetizalodnak. Sok fehérjén,
mely a szintézist kovetéen a magba keriil, egy 4-10 nagyrészt bazikus aminosavbodl allo,
ugynevezett nukledris lokalizacidés szignal (NLS) taldlhaté. Ezt a szekvenciat egy
receptorfehérje (importin) ismeri fel, melynek kapcsolédasaval elindul a komplex
energiaigényes transzportja a magba a nukledris porusokon keresztiil. A bejutds utan a

receptor levalik a fehérjérdl, és visszaaramlik a citoplazmaba. ()

Sok fehérje azonban nem ezt a klasszikus tutvonalat hasznélja a sejtmagba torténd
bejutashoz. Erre példa a kisérleteimben hasznalt NLS, amely a QKI-5 fehérje (Quaking I-5

Protein) 7 aminosavbol all6 (RVHPYQR) szekvenciarészlete. Jiang Wu és tarsai kisérletei
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alapjan ez a szekvencia teszi lehetdvé a QKI-5 fehérje nukledris lokalizacidjat, és fuzios

fehérjeként mas peptidek (pl. GFP) nukleéris transzportjat is biztositja. (4

GFP és YFP

A szubcelluléris lokalizacid vizsgalatdhoz egyszerli megoldas a fehérje fuzios fluoreszcens
jelolése. Ehhez egy megvildgitas hatdsara fluoreszkald fehérje szekvencidjat egy leolvasasi
keretbe kell klonozni a vizsgalando fehérjével, igy az fluoreszcens mikroszkdppal vizsgalva
pontosan a tanulmdnyozni kivant fehérje helyét mutatja meg. Ilyen fluoreszkald fehérje

példaul a zblden vilagito GFP, vagy a sarga fényt emittald YFP.

Az eredeti z6ld fluoreszcens fehérjét (GFP, green fluorescent protein) biolumineszcens
medzabol (Aequorea victoria) izolaltak. Ebben a fajban fénykibocsatas akkor torténik
normalis besugarzasra, amikor kalcium kot az aequorin nevll fényérzékeny fehérjehez. Ez
onmagaban kék fényt bocsatana ki, 4m ezt a kék fényt elnyeli a szintén ebben a meduzafajban
talalhat6 zold fluoreszcens fehérje, mely igy a zold hullamhossz-tartomanyban detektalhato
fényt sugaroz ki. A GFP miikodéséhez nem igényel szubsztratot vagy koenzimet, ezért
hasznalata igen elterjedt lett a kutatdsban, mint génexpresszids marker. Rekombinans DNS-
a vizsgalni kivant fehérjéket, mig azok eredeti funkcidja altaldban megmarad, ezaltal
kiilonboz6 endogén folyamatok nyomon kovethetéekké és sokszor mennyiségileg is

meghatarozhatokka valnak. (87

A GFP-nek sok mutansat 1étrehoztak a dimerizacios hajlam és az érési id6 csokkentésére, a
fluoreszcens spektrum megvaltoztatasara, valamint a jobb expresszios tulajdonsagok és a
nagyobb stabilitas elérése érdekében. A GFP csalad tagjai 238 aminosavbdl allnak, benniik a
3-aminosavbol felépiilé fluorofor a 11 szali B-hordd szerkezetben talalhatd. (4. abra) A
csaladba tartozik a sarga fluoreszcens fehérje (YFP, yellow fluorescent protein), amely
struktirdjdban hasonld6 a GFP-hez, am 5 mutdci6 hatasdra nagyobb hulldamhosszon
gerjeszthetd, illetve nagyobb hulldmhosszon ¢€s megndvelt fényerdvel emittal fényt,
mindemellett viszont érzékenyebb a pH-valtozasokra és a magas halogénion-koncentraciora.
Az EYFP (enhanced yellow fluorescent protein) nevét onnan kapta, hogy expresszios szintjét
kodonoptimalizacioval megnovelték emlds sejtekben. Kisérleteimben magam is EYFP-t

hasznaltam fzios fluoreszcens jeldlésre. (16) (18) (19)
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4. abra: A vad tipusi GFP kromoforjanak és annak fehérjén beliili

elhelyezkedésének sematikus abrazolasa (15)

A 3 aminosavbél (Ser®®, Tyr®®, Gly®*") allo ciklikus kromofor a 11-szalii p-hordoban

talalhato kozponti a-hélix szerkezetben foglal helyet.

Munkdm soran tehat részben altalam készitett, tobbségében szekrécios (SS) és GPI-
horgony szignallal (valamint némely esetben NLS-sel, illetve KDEL szekvenciaval) ellatott
Prion és Shadoo fehérjekonstrukciok emlds sejtbeli szubcellularis lokalizacigjat vizsgaltam
fazios fluoreszcens jeldléssel (EYFP) konfokalis mikroszkdp segitségével. A kovetkezd
fejezetben a kutatdmunkahoz sziikséges modszerek pontos korilményeit €s az ezekhez

hasznalt anyagok eredetét részletezem.
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Felhasznalt anyagok, eszkozok és modszerek

Plazmidkonstrukciok

A plazmidokat a pEGFP-C1 (Clontech Laboratoties, Inc.) vektorbol szarmaztatott
konstrukciokbol allitottuk eld, amely tartalmazza az egér Prion, illetve Shadoo fehérje
génjének két szakaszat, a szekrécids szignalszekvenciat és a GPI-szignalt. (Uniprot azonosito:
P04925 ¢s Q8BWUL). A klénozashoz sziikséges enzimeket és a hozzajuk tartozo puffereket a
Fermentas cégt6l rendeltiik. A linker oligonukleotidok és a mutagenezis primerek szintézisét a
Microsynth AG (Ausztria) végezte. A munkalatokhoz sziirt Milli-Q (Millipore™) vizet
hasznaltam. Az 6sszes konstrukcio megfelel6ségét szekvenalas bizonyitotta (Microsynth AG,

Ausztria, Sanger-féle lancterminacidés modszerrel).

A plazmidkonstrukciok nagy részét munkatarsaim korabban készitették mas célokra.
Amikor elkezdtem foglalkozni a témaval, ezeket a konstrukcidkat nem kellett magamnak
klonoznom, a labor plazmidraktardban mar készen talaltam oOket — legtobbjiikért koszonet
Toth Eszter PhD hallgatonak (kodszamuk 4-gyel kezdddik), illetve Kulcsar Péter
szakdolgozonak (8-as kezddszamu konstrukcid). A sejtkultirds munkakat, a plazmidokkal
valé transzfekcidkat, a transzfektalt sejtek fluoreszcens mikroszkoppal torténd analizisét, a
sejtszamolast és az ebbdl készitett statisztikdt magam végeztem. Szintén magam készitettem
az ujabb, QKI-5 NLS-sel rendelkezd konstrukciokat, amikor a kutdémunka soran felmeriild
kérdések megvalaszolasdhoz elkészitésiik sziikségess¢ valt (kodszamuk 7-tel kezdédik). A
QKI-5 NLS ¢és KDEL szekvenciak bevitele linkerligalassal, a YFP kezd6 ATG tripletének
cseréje mutagenezis PCR-rel tortént (QuikChange®™ Site-Directed Mutagenesis Kit,

Stratagene).

Az altalam készitett konstrukcidk klonozasanak rovid folyamata:

(konstrukciolistat ld. alabb)

e 7005: 4017-b6l; NLS-hez két oligonukleotid tervezése, linkerré hibridizaltatasa, klonozasa
talnyulokkal az EYFP és a PrP GPI-szignal k6z¢é (HindIII és EcoRI hely k6z¢).

e 7011: 8009-bol; az elobbi hibridizalt, NLS-t tartalmazoé linker ligalasaval EYFP és Sho(d)
kozé (Hindlll és EcoRI hely).

e 7013: Két masik altalam készitett, a dolgozatban nem bemutatott konstrukcid
felhasznalasaval (Sho-szignalos konstrukciobol SS-EYFP-NLS rész attétele egy PrP GPI-t
tartalmazé vektorba Nhel-EcoRI hely kozé), majd mutagenezis PCR-rel (EYFP kezdd

metioninjanak elmutalasa).
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e 7015: Egy altalam készitett, a dolgozathan nem bemutatott Sho-szignalos konstrukcidban
(SS-EYFP-NLS-GPI) az EYFP kezd6 metioninjanak elmutalasa mutagenezis PCR-rel.

e 7024: 7015-ben GPI-szignal cseréje KDEL szekvenciara (oligonukleotid tervezése, linkerré
hibridizaltatas, klonozas talnytlokkal ECORI-BamHI hely kozg).

Kéd | SS | Jel Fehérje GPI

4013 EYFP Sho
4016 EYFP
4017 EYFP
4021 | Sho | EYFP Sho Sho
4022 | Sho | EYFP Sho
4030 EYFP Sho Sho

4045 EYFP
4098 | Sho | EYFP Sho
4101 | Sho | EYFP Sho
7005 |BBEPN EYFP | QKIS
7011 | Sho | EYFP | QKI5+Sho(d)
7013| Sho |[EYFP| QKIS
7015| Sho |[EYFP| QKIS
7024 | Sho | EYFP| QKI5
8009 | Sho |[EYFP|  Sho(d)

5. abra: Konstrukcidlista

Az oszlopok rendre: a konstrukcio laboratoriumunkban hasznalt azonosité szama, a szekrécios szignal
jelenléte és eredete, fluoreszcens marker fehérje, a vizsgalt fehérje vagy peptidrész, GPI-szignal jelenléte
és eredete. (QKI5: QKI-5 NLS, Sho(d): Sho az NLS szekvenciaja nélkiil, KDEL: ER retencios szignal)

Emloés sejtkultura

A transzfekciokhoz Hela (human méhnyakrak) sejtvonalat hasznaltam. A sejteket
37°C-0s, 5% CO,-ot tartalmazo parasitott inkubatorban tartottam fenn 10% hdvel inaktivalt
magzati szarvasmarha szérummal (fetal bovine serum, FBS, Lonza) és 100 egység/ml
penicillinnel valamint 100 pg/ml sztreptomicinnel (Lonza) kiegészitett magas gliikoztartalmu
Dulbecco’s Modified Eagle’s Médiumban (komplettalt DMEM, Lonza). A sejtkultira

passzalasa hetente kétszer tortént, 95-100%-0s konfluencia elérésekor.

Transzfekcio

A transzfektalas eldtt egy nappal kozel konfluens sejttenyészetbdl higitas, majd Biirker-
kamras sejtszamlalas utan 500 pl komplettalt DMEM-ben 2,5x10” sejtet tettem Labtek-1
nyolciiregli kamra (Labtek) welljeibe. Egynapos inkubalds utdn Turbofect reagens

(Fermentas) segitségével a gyartd altal megadott protokoll alapjan végeztem a transzfekciot.
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50 ul szérummentes DMEM-hez 500 ng plazmidot adtam, majd a keveréket 1 ul Turbofect
reagenssel 20 percig szobahémérsékleten inkubaltam, melynek végeztével a wellekben 1évé
sejtekhez 50-50 ul keveréket adtam cseppenként. A médiumot 3 6ras 37°C-os inkubalas utan
lecseréltem komplettalt DMEM-re, majd 24 6ran keresztiil folytattam a transzgén

expresszaltatast.

Fluoreszcens mikroszkadpia

Analizis el6tt a sejteket a kovetkezd modszerrel fixdltam: a médiumot leszivtam, a
welleket 200 ul PBS-sel (phosphate buffered saline) mostam, majd a PBS eltavolitasa utan
100 pl 4%-os para-formaldehidet (4% PFA, PBS-ben) 5 percig hagytam a sejteken. A PFA
leszivasat kovetden a kiszaradas elkeriilése végett a fixalt sejteket 200 pul PBS-ben taroltam

(4°C-on).

A transzfektalt sejteket sarga fluoreszcens fehérje Kifejezodése jelezte, igy annak
lokalizacigjat fluoreszcens, illetve konfokalis mikroszkop segitségével monitorozni tudtam. A
sejtek magjat a PBS leszivasa utan Hoechst 33342 festékkel 3,3 uM-os koncentracidban
festettem 5 percig, majd a festékoldat leszivasa utan PBS-ben taroltam a sejteket a
mikroszkopozashoz. A hasznélt pdsztazo 1ézerrel miikodd konfokalis mikroszkop tipusa
Olympus FluoView™ FV1000 (pasztazd egység IX81 inverz mikroszkoppal), melyet a
kovetkezo beallitdsokkal miikddtettiink:

e 60x-0s nagyitasu olajimmerzios objektiv (UPLFLN),

e mintavétel sebessége: 8 ps/pixel, soratlagolas 2x, pasztdzds moddja: szekvencidlis
egyiranyu,

e gerjesztd fény hullimhossza: Hoechst 33342 — 405 nm, EYFP — 515 nm,

e detektalas hullamhossza: Hoechst 33342 — 425 és 475nm kozott, EYFP —
530 és 630 nm kozott,

e atranszmisszios képeket 525 nm-en rogzitettiik.

Statisztika

A szamolas kozvetleniil a mikroszkopon tortént fluoreszcens lizemmodban, illetve képek
alapjan konfokalis iizemmodban. A konfokalis tizemmadd hasznalataért és a képek készitéséért
koszonet illeti Nyeste Antal és Toth Eszter PhD hallgatd csoporttarsaimat. A kisérleteket

haromszor ismételtem. Minden konstrukcidébol kisérletenként minimum egy wellt szdmoltam
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le ugy, hogy biztosan legyen 100 megvizsgalhato transzfektalt sejt wellenként. A

sejtszamolashoz a welleken beliil random modon valasztottuk ki a vizsgalni kivant teriileteket.

Minden wellben leszamoltam legalabb 100 transzfektalodott sejtet, és azon belill a
nuklearis YFP lokalizaciét mutatoéakat is. A konstrukcidk magi lokalizacidjanak aranya a
magi lokalizaciot mutatod sejtek szamanak és az Osszes transzfektalt sejt szamanak aranya
szazalékos formaban. A parba allitott konstrukciok maglokalizacids szézalékait Mann-
Whitney U-teszttel vetettem 0Ossze 5%-0s konfidenciaszinten. A kiértékeléshez a

STATISTICA programot hasznaltam. A statisztikai tdblazatok a fliggelék 2. abrajan lathatok.

Megjegyzés

Szakdolgozatomban kifejtettem, hogy a fluoreszcens fehérje elején talalhato ATG triplet és
kornyezete, mint transzlacio-iniciacios hely problémat okoz fazids fluoreszcens jeloléssel
ellatott szekrécios fehérjék szubcellularis lokalizacidjanak vizsgéalatakor, hiszen egy csonka —
szekrécios szignal nélkiili - fehérje szintézise indul meg a sejtek egy frakcidjdban. Ezen
jelenség mogott az alternativ transzlacio-iniciacio egyik formaja allhat. @)@ By g fehérje
nem keriil a szekrécidés tutvonalra, hanem a citoszolba jutva torzithatja a lokalizacids
mintdzatot. Ennek okdn jelen kisérleteinket az EYFP kezdd metioninjdban mutans
valtozataval végeztiikk, amelyek leucinnal, illetve szerinnel vagy glicinnel indulnak, igy

kikiiszobolve az alternativ transzlacio-iniciaciobol eredd esetleges hibas értelmezéseket.
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Eredmeények és diszkusszio

TDK témam a kovetkezé érdekes probléma felvetddésével indult. A Prion és a Shadoo
fehérje szubcellularis lokalizacidjat fuzios fluoreszcens jeloléssel vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy mig a Prion fehérje az emlds sejtek sejtmembranjaban volt megtalalhato, a Shadoo
fehérje az elvart membranlokalizacio mellett sejtmagi lokalizaciot is mutatott a sejtek egy

részében (6. abra).

Koéd | SS | Jel | Fehérje | GPI
4016
4021 | Sho | EYFP| Sho | Sho

A PrP és a Sho eltérd lokalizacidja

Magi lokalizacié aranya (%)
0 5 10 15 20 25 30 35

4016 (PrP) | 0

4021 (Sho) j—
27

6. abra: A PrP és a Sho eltéro lokalizacidja

Fent a konstrukciok szerkezete, a diagramon a magi lokalizacidos eredmények
lathatok. A PrP-s konstrukcid csak membranlokalizacidt mutatott, a Sho-S
konstrukcioban a magi lokalizacié aranya 27%. A két eredmény szignifikansan
kiilonbozik (Fiiggelék 2. bra).

Hogy megbizonyosodjak arrdl, hogy a magbamenetel a fehérje jelenlétéhez kothetd, olyan
konstrukciok lokalizacigjat vizsgaltam meg, amelyek csak a szignalszekvenciakat
tartalmazzak (7. ébra). A PrP-szigndlos konstrukci6 nem, mig a Sho-szignalos elenyé€szd
mennyiségben adott magjelet, habar minden kisérletnél a pozitiv kontrollként transzfektalt
4021-es konstrukcid a rd jellemzd 30% koriili maglokalizacidés aranyt mutatta. A két SS

hatdsaban a kiilonbség nem szignifikans (Fiiggelék 2. abra).
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Kéd | SS | Jel | GPI
4017
4022 | Sho | EYFP | Sho

Az SS és GPI-szignalok hatasa

Magi lokalizacié aranya (%)

? 5 10 15 20 25 30 35
4017 (PrP) 0
4022 (Sho) 2
4021 (kontroll) 27

7. abra: Csak szignalszekvencidkat tartalmazé konstrukciok

A Shadoo fehérje sejtmagi lokalizaciojat nemcsak azért talaltuk érdekesnek, mert ez
nagyon szokatlan egy szekrécids Utvonalra elkotelezett fehérje esetében, hanem azért is, mert
Yaping Gu és tarsai szerint a PrP szekvencidjaban két egymastol fiiggetlen nuklearis
lokalizacios szignal is talalhato. (22) Mindegyik szigndl hatékony egy masik fehérje
kontextusaban is, példaul a borju szérum albumin fehérjét képesek a sejtmagba kiildeni. (22)
Munkatarsaim kisérleteik sordan a Shadooban is talaltak ilyen szekvenciat, amely a
citoszolikusan, szignalpeptid nélkiil expresszalt fehérjéket képes a sejtmagban dusitani. Ezt a
szekvenciat eltavolitva [Sho(d)] a magi lokalizacié szinte teljesen megsziint. Ha a kiiitott
szekvencia helyére QKI-5 NLS-t tettem [QKI-5+Sho(d)], a magi lokalizacié aranya tjra
megemelkedett (8. abra). Ez a kisérlet ravilagitott, hogy a Shadoo fehérje NLS-e a fehérjének
csak a citoszolbdl a sejtmagba juttatasaban jatszik szerepet, a Shadoo fehérje ,trafficking”-

jének mas szakaszaban nincs szerepe, egy masik NLS-sel felcserélheto.
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Kéd | SS | Jel Fehérje GPI
4021 | Sho | EYFP Sho Sho
8009 | Sho | EYFP Sho(d) Sho
7011 | Sho | EYFP | QKI5+Sho(d) | Sho

NLS a Shadooban
Magi lokalizacié aranya (%)
0 10 20 30 40 50
4021 (Sho) 27
8009 (Sho(d)) 2

7011 (QKI-5+Sho(d))

8. abra: NLS a Shadooban

Fent a konstrukciok szerkezete, a diagramon a magi lokalizacios
eredmények lathatok.
Mivel a nuklearis lokalizacids szignal csak citoszolikus fehérjéket képes a magba
transzportalni, a fenti eredményekbdl ugy tiinik, hogy a Prion fehérje a szekrécids ttvonalon
marad, mig a Shadoo fehérje egy része a citoszolba és onnan a magba keriil. A kérdés tehat

az: hogyan kertilhet a Shadoo fehérje a citoszolba?

Elképzelhetd, hogy a szekrécids szignalok eltérd hatékonysagabol ered a kiillonbség. Neena
S Rane és munkatarsai in vivo kisérletekben mérték a PrP szignaljanak hatékonysagat. @ Az
eredmények alapjan a citoszolba keriil¢ fehérjemennyiség 5-15% kozé tehetd, azaz a PrP
szignalja nem tokéletes hatékonysaggal milkddik. Ugyanakkor azt is talaltdk, hogy még a
leghatékonyabb szignalszekvencidk is engednek at detektdlhatd mennyiségli fehérjét a
citoszolba. “® Mivel a Sho és a PrP szekrécids szignalszekvencidja igen kiilonboz (9. 4bra)
annak kideritésére, hogy kozottik van-e hatékonysagbeli eltérés kisérletesen probaltam
valaszt keresni. Olyan konstrukciok lokalizacigjat vizsgdltam, amelyek csak a
szignalszekvenciajukban kiilonboznek (10. abra). Mindkét esetben a magi lokalizacio 30%
kortli, az eredmények alapjan nincs szignifikans kiilonbség a két SS hatasaban, tehat ez nem

indokolhatja az eltérd viselkedést.
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CLUSTAL O(1.1.0) multiple sequence alignment

SP|sp|P04925|1-22|PRIO MOUSE --MANLGYWLLALFVTMWTDVGLC
SP|sp|Q8BWU1l|1-24|SPRN MOUSE MNWTAATCWALLLA

* Kk %

22
AAFLCDSCSA 24

9. abra: A PrP és a Sho SS-ének illesztése az

UniProt szekvencia-osszehasonlito segitségével

Kéd
4013
4021

Jel | Fehérje | GPI
EYFP Sho Sho
Sho | EYFP Sho Sho

Magi lokalizacié aranya (%)
5 10 15

20

A szekrécios szignalok hatasa

25

35

4013 (SS(PrP))

4021 (SS(Sho))

31

27

10. abra: Konstrukciok a Sho és a PrP szekrécios szignalok

hatasanak vizsgalatara

A két minta mogott allo sokasag nem bizonyult szignifikdnsan

kiilonbozének (Fiiggelék 2. abra).

Korabbi kisérleteim (8. dbra) megmutattdk, hogy a Shadoo fehérje NLS-e lecserélhetd,
nem jatszik szerepet a fehérje citoplazmatikus megjelenésében, csupan a fehérje magi
dusulasaért felelés. Igy csak a fehérje maradék C-terminélis fele, illetve a GPI szignal

szekvencia tartalmazhat olyan informéciot, ami megmagyarazza a Shadoo és Prion fehérjék

eltér6 szubcellularis eléfordulasat.

El6szor a két fehérje GPI szignal szekvenciajanak hatasat hasonlitottam 6ssze. Az UniProt

szekvenciaillesztével kapott eredményekbdl latszik, hogy a két szekvencia meglehetdsen

kiilonboz8 (L1. 4bra).
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CLUSTAL O(1.1.0) multiple sequence alignment

SP|sp|P04925[231-254|PRIO_MOUSE SSTVLFSSPPVILLISFLIFLIVG---—-—-—--—- 24
SP|sp|Q8BWU1[123-147|SPRN _MOUSE --SGSVHSPRI--—------ CLLLGGTLGALELLRP 25

* k. * o ok

11. abra: A PrP és a Sho GPI-szignaljanak illesztése
az UniProt szekvencia-osszehasonlito segitségével
Hogy megvizsgaljam, ad-e lokalizacios kiilonbséget a fehérjék ezen része, a 12. édbra
lathaté konstrukciokat transzfektaltam Hela sejtekbe. A két konstrukcié csak a GPI-horgony
szignalban kiilonbozik, a tobbi résziik teljesen megegyezik. A korabbi kisérletbdl kovetkezik
(10. abra), hogy mindegy, melyik SS-t tessziik a konstrukcidba, igy itt mindkét esetben a Sho

SS-ét hasznaltam.

Kéd | SS | Jel |Fehérje | GPI
4098 | Sho | EYFP | Sho
4021 | Sho |EYFP| Sho | Sho

A GPI-szignalok hatasa

Magi lokalizacié aranya (%)
0 5 10 15 20 25 30 35

4098 (GPI(PrP)) 5

4021 (GPI(Sho)) = 27

12. abra: A Sho és a PrP GPI-szignaljanak hatasa

A Mann-Whitney U-teszt szerint szignifikans kiilonbség mutatkozik
a két GPI-szignal magi lokalizaciora gyakorolt hatasaban (Fiiggelék 2. abra).
A Shadoo GPI-szignallal rendelkez6 fehérje szignifikansan nagyobb szazalékban mutatott

magi lokalizaciot, mint a Prion GPI-szignalos fehérje.

Ez az eredmény felvetette annak lehetdségét, hogy a Prion és Shadoo fehérjék szekrécios
utvonal helyetti eltéré aranya citoszolikus, illetve magi megjelenéséért teljes egészében a
GPl-szignalok kiilonb6z0sége a felelds, a fehérje maradék részének szekvencidja semmi ilyen

jellegli informaciot nem hordoz.
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Ezen lehetdség szambavételére megvizsgaltam, hogy egy fiiggetlen rendszerben is
tapasztalhato-e a Sho-s konstrukcié furcsan magas magi lokalizacidés viselkedése. A
kovetkezo kisérletben egy kisebb aminosav-szekvenciaval — a QKI-5 fehérje nuklearis
lokalizacios szignaljaval — helyettesitettem a PrP és a Sho szekvenciajat. gy, ha a konstrukci6
a Sho szekrécids szignaljaval a citoszolba is keriil, a QKI-5 NLS a magba fogja juttatni. Ha

pedig a PrP szekrécios szignaljaval nem, vagy csak nagyon kis mértékben kertil a konstrukcio

a citoszolba, akkor nem fogunk magi lokalizaciot latni.

Kéd | SS | Jel |Fehérje | GPI
7005 H EYFP | QKI5
7013 | Sho | EYFP | QKI5
7015 | Sho |EYFP | QKI5 | Sho

Az SS és GPI-szignalok QKI-5 rendszerben

Magi lokalizacié aranya (%)

10

20

30 40 50

0
7005 (PrP) i 1

7013 (GPI(PrP)) 0

7015 (GPI(sho)) ﬂ—| 39

13. abra: Szignalok vizsgalata a QKI-5 NLS-es rendszerben

A Sho-s és PrP-s eredmények szignifikansan kiilonboznek (Fiiggelék 2. abra).

Az eredmények a 13. abra alapjan igazoltadk ezeket az elvarasokat. A Shadoo-szignalos
konstrukcio (7015) itt is szignifikansan nagyobb szdzalé¢kban lokalizalodott a magban, mint a
PrP-szignalos (7005), amely elenyész6 szazalékban adott magjelet hasonldan az egész fehérjét
tartalmazo konstrukciohoz (4016, 6. abra). Természetesen elkészitettem azt a konstrukciot is,
amely csak a GPl-szignalban kiilonbozott. A PrP GPI-szignaljat tartalmaz6 konstrukcid

(7013) egyaltalan nem mutatkozott a magban, mig a Sho GPI-szignalosnal (7015) a sejtek

40%-aban magi dusulast figyeltem meg.
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Ezek az eredmények egyértelmilen megmutattak, hogy a két fehérje, a Prion és a Shadoo
szubcellularis lokalizaciojaban lathato kiilonbség a GPI-szignalszekvencidk kiillonbozoségére
vezethetd vissza. Ha a Shadoo GPI-szignélja felelés a fehérje egy részének a szekrécios
utvonal helyetti citoszolikus megjelenéséért, akkor a GPI-szignalszekvencia hianya meg kell

hogy sziintesse a fehérje nuklear-citoplazmikus kompartmentben valéo megjelenését.

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltam egy olyan konstrukcid lokalizacigjat, amelybdl
hianyzik a GPI-szignal (14. abra). Ezen konstrukci6é (4101) magi lokalizacids aranya nem
mutatott szignifikdns eltérést a Sho GPI-szignalt tartalmazo kontrollhoz képest (Fliggelék
2. abra).

Kéd | SS | Jel Fehérje GPI
4021 | Sho | EYFP Sho Sho
4101 | Sho | EYFP Sho

A GPI(Sho) eltavolitasa

Magi lokalizacié aranya (%)
0 5 10 15 20 25 30 35

4021 (GPI(Sho)) —— | 27

4101 (@) ’—~—‘ 32

14. abra: A GPI-szignal eltavolitisa

Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a Sho GPI-szigndljdnak jelenléte nem
valtoztatja meg a magba menetel ardnyat, tehat a fehérje ezen része nem hozhatja ki a

konstrukciot az ER-bol, illetve a szekréciods Gtvonalrol.

Alternativ magyaréazat lehet, ha nem a Sho GPI-szignalja tériti le a fehérje egy részét a
szekrécids utvonalrél, hanem a PrP GPl-szignal tarja rajta Oket. Christina Hélscher és
szerzOtarsai in vitro kisérleteikben 2001-ben azonositottak a PrP szekvencidjaban az N-
terminalis SS-en kiviil egy olyan részt, amely szekrécios szignalként képes miikodni, @ Eza
szekvencia a PrP 231-254-es hidrofob aminosavrészlete, nevezetesen a GPI-szignal.
Kisérleteikkel bebizonyitottdk, hogy ez a C-terminalis szignal poszttranszlaciosan miikodik,

tehat a transzlokéacio az ER membranjdba a szintézis utan torténik. Megmutattak, hogy SS
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nélkiili PrP konstrukciok is képesek ilyen modon az ER-be keriilni, bar csokkent
hatékonysaggal, a GPl-szignal tehat ,,menti” a citoszolba keriilt PrP-t a degradaciotol azaltal,
hogy bejuttatja az ER-be. A GPI-szignal poszttranszlacios transzlokacios hatékonysagat 5%-

nak mérték az N-termindlis SS hidnyaban.

Bar a Prion fehérje GPI-szignaljanak ez az 5%-os poszttranszlacios transzlokacios
aktivitdsa nem tlint nagyon hathatosnak, megvizsgaltam, hogy ez a mechanizmus elég
hatékony-e a fehérje magi lokalizaciojanak lecsokkentésére. Ebben a kisérletben SS nélkiili
konstrukciokat transzfektaltam, igy azok -citoszolikusan transzlalodnak (15. 4bra). A
kisérlethez felhaszndltam egyik munkatirsam, Toth Eszter eredményét, aki korabban azt
talalta, hogy az SS és GPI-szignal nélkiili Prion fehérje a sejtek 100%-anak a magjaban duasul.
Tehat az altalam vizsgalt PrP varians, amelyik nem rendelkezik SS-sel (4045), a citoszolban
expreszalodik és magi dusulast kell mutasson, hacsak a PrP GPl-szignaljanak jelenléte nem

cyey

nem kellene megtdrténnie.

Kéd | SS | Jel |Fehérje | GPI
4045 EYFP
4030 EYFP| Sho Sho

Az SS-ek eltavolitasa

Magi lokalizacié aranya (%)
0 20 40 60 80 100 120

4045 (dSS-PrP) 28

4030 (dSS-Sho) 100

15. abra: Szekrécios szignal nélkiili PrP és Sho konstrukciok

Az eredmények szignifikansan kiilonboznek (Fliggelék 2. dbra).

Az eredmények azonban kissé kiilonboztek a varttol: azt mutatjak, hogy a Prion fehérje
GPl-szignalja elegendden hatékony a citoszolba iranyitott fehérje magi dasuldsanak
szignifikans lecsokkentésére azaltal, hogy a fehérjevarians jelentds részét az ER-be irdnyitja.

A magi lokalizacié sokkal alacsonyabb a PrP-s konstrukci6 esetében, mint a Shadooéban. Ez

25



Eredmények és diszkusszio

az eredmény magyarazatot ad azon jelenség hatterére és mechanizmusara, amely a Shadoo ¢és
Prion fehérjék eltéré aranytn maglokalizaciojat okozza. Ugyanakkor kisérleteinkben a Prion
fehérje GPI-szignaljanak poszttranszlacios ER-transzlokaciés hatékonysdga jelentOsen

nagyobbnak tlinik az irodalomban leirtnal.

Mint azt Christoffer Lund és tarsai a Prion fehérjérdl irtak, szekrécios fehérjék citoplazmas
megjelenése harom f6 modon lehetséges. Az egyik feltételezett folyamat a sériilt fehérjevalasz
(UPR, unfolded protein response) kovetkeztében beinduld retrotranszlokacié az ER-bél,
amely csokkent proteoszoma aktivitds mellett a fehérje feldisuldsat eredményezi a
citoplazmaban. A masik valdszinlisithetd ok mar az ER import szintjén keresendd. A
kotranszlacios transzlokaci6 géatolva lehet, ha telitett az ER transzlokécids gépezete, vagy tal
sok a hibasan feltekeredett fehérje az ER lumenben. A harmadik az alternativ transzlacio-
iniciacié (aTl) jelensége, amely szekrécios szignal nélkiili konstrukciok megjelenését
eredményezheti, ha egy downstream (pl. a fluoreszcens fehérje elején 1évd) transzlacio-

iniciacios helynél kezdddik a transzlacio. (21) (29)

BSc szakdolgozatomban ezt a harmadik Iehetdséget vizsgaltam. Az aTI jelenség jelen
munkamban kizarhato, hiszen kisérleteimhez olyan konstrukciokat haszndltam, melyben az
SS utan kovetkezd fluoreszcens fehérje DNS-szekvencidjanak inditd ATG triplete meg van

valtoztatva, igy szignalpeptid nélkiili fehérje nem keletkezhet.

Kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a fehérje citoszolikus és igy magi
megjelenése a transzlokacidos mechanizmus talterhelésébdl kovetkezik-e be, azaz a fehérje
szoban forgd frakcidja be sem keriil az ER-be, vagy bekeriil a szekrécios utvonalra és a
membranba val6 utjanak egy késobbi adllomasabol, az ER-bdl vagy a Golgibdl keriil vissza a

citoszolba.

Ehhez a kisérlethez a GPl-szignalt KDEL szekvenciara, egy ER retencios szignalra
cseréltem (16. abra). Az irodalombdl tudhaté, hogy a KDEL szekvencia citoszolikus
megjelenésével. (26) fgy, ha a fehérje egy frakcidja be sem keriil az ER-be, a KDEL-t
tartalmazé konstrukcié ugyanolyan magi jelet fog mutatni, mint a GPI-szignalos konstrukcio.
Ha azonban a szekrécios utvonal egy késébbi szakaszarol keriil vissza a citoszolba, akkor az

ER-retencids szigndl megsziintetheti a fehérje magi megjelenését.
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Kéd | SS | Jel | Fehérie | GPI
7015| Sho |[EYFP| QKI5 Sho
7024| Sho |[EYFP| QKI5 [A0=0

A GPI(Sho) cseréje KDEL-re

Magi lokalizacié aranya (%)
0 10 20 30 40 50

7015 (GPI(sho)) — 39

7024 (KDEL)

16. abra: GPI-szignal cseréje KDEL-re

A 7024-es konstrukcié nem mutatott magi lokalizaciot, ami azt a magyarazatot tamasztja
ald, hogy a magi frakcido megjelenése a Shadoo fehérje esetén elsésorban nem a szekrécios
szignal elégtelen hatékonysdganak vagy az ER kotranszlacios transzlokaciés mechanizmus
tulterheltségének a kovetkezménye. Ez az eredmény arra utal, hogy a Shadoo fehérje egy
frakcioja az ER elhagyasa utan, vélhetéleg a Golgibdl, vagy a szekrécios utvonal késdbbi
allomasabol keriil vissza a citoszolba (17. abra). Ennek a kérdésnek az eldontése tovabbi

kutatomunkat igényel.
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17. abra: Az eredmények fényében feltételezett lokalizaciés utvonalak

Membranjelet akkor kaphatunk, ha az NLS-t tartalmazd szekrécios fehérjekonstrukeid
kotranszlacios transzlokacioval jut az ER-be, illetve ezt megkeriilve a citoszIbol (pl. a PrP GPI-
szignal kozremiikodésével) transzlokalodik az ER-be. Ezaltal érthetévé valik a PrP GPI-szignalt
hordozo6 fehérjék szinte kizardlagos membranlokalizacidja. Magjel akkor varhatd, ha a fehérje a
citoszolba keriil, amely torténhet transzlokacio nélkiili transzlacid esetén, illetve GPI-szignaltol
fiiggetlen, pillanatnyilag azonositatlan folyamattal az ER elhagyasa utan, vélhet6leg a Golgibol,
vagy a szekrécidés utvonal késébbi allomasabol, mely a Shadooban talalt NLS fényében

magyarazatot adhat a magi lokalizaci6 megjelenésére.

A Prion fehérje GPI-szignalszekvencidjanak itt leirt igen hatékony transzlokacios
képessége kiilondsen érthetd annak a ténynek a fényében, hogy a Prion fehérje citoszolikus
megjelenése toxikus hatasu bizonyos idegi sejtpopulaciokban. @ igy a GPl-szignalszekvencia

hatékonyan segiti a toxikus, citoszolikus Prion fehérje eltavolitdsat a citoszolbol.
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Osszegzés

Osszegzés

A Shadoo fehérje a Prion fehérjéhez hasonloan GPI-horgonnyal kotédik a plazmamembran
kiils6 rétegéhez. Annak ellenére, hogy a fehérje a szekrécids Utvonalon szintetizalodik, egy
frakcigja a sejtek magjaban jelenik meg. A fehérje N-termindlis felében azonositottak egy
szekvenciat, amely a citoszolban megjelend fehérje magi dasulasaért felelés. Munkam célja
annak megértése volt, hogy a fehérje melyik szakasza felelds a szekrécios utvonalra szant
fehérje egy frakcidjanak citoszolikus megjelenéséért, illetve milyen mechanizmus all a
szokatlan kettds, szekrécios utvonalhoz tartozd, illetve citoszolikus/magi lokalizacio mogott.
Kiilonos tekintettel voltam arra a tényre, hogy a Prion fehérje, amely szintén tartalmaz magi
lokalizaciot eredményezd szignalt (NLS-t), nem mutatja a szokatlan kettds lokalizaciot,

vélhetdleg azért, mert a Prion fehérje nem keriil a citoszolba, ott nem dusul.

Kisérleteim soran azonositottam a Prion és a Shadoo fehérjének azt a szegmensét, amely
eltérd szubcellularis lokalizacidjukért felelds: azt talaltam, hogy a Prion fehérje GPI-
szignaljanak jelenlétében a citoszolikus/magi lokalizdcié minimalissa valik. Ezzel ellentétben
ugyanazon a fehérjekonstrukcion a Shadoo fehérje GPI-szignaljdnak jelenlétében jelentds
magi lokalizacié figyelheté meg. Ennek a kiilonbségnek a hatterében, a Prion fehérje GPI-
szignaljanak az a képessége all, amellyel a citoszolikus fehérjéket képes poszttranszlacidsan
az ER-be transzlokalni. Eredményeink tdmogatjdk azt az interpreticidt, amely szerint a
vizsgalt szekrécids utra szant fehérjék elsésorban nem a szekrécidos szignalok gyenge
transzlokacios hatékonysaga vagy a kotranszlacios transzlokacidés mechanizmus talterheltsége

miatt keriilnek a citoszolba.

Eredményeim arra utalnak, hogy a szekrécios utvonalon szintetizalodo fehérjék szamara
1étezik dtmenet a szekrécios Utvonal és a citoszol kozott, amely szignaltranszdukcidban vald
részvétel, illetve kettds funkcio ellatasa esetén birhat nagy jelentdséggel. Az atmenet

mechanizmusdnak megértése tovabbi kutatomunkat igényel.

29



Tervezett kiserletek a temaban

Tervezett kisérletek a témaban

A munka folytatasaként a szekrécids utvonalrdl a citoszolba torténd feltételezett atmenet
mechanizmusanak megértésén dolgozom. Olyan konstrukcidkat fogok késziteni, ahol a
szekrécios szignalba egy tag-et épitek be, amely lehetdvé teszi a tag immundetektalasat és igy

a fehérjén a szekrécios szignal jelenlétének meghatarozasat.

Tovabba az itt hasznalt konstrukcidok egy részénél fotokonvertalhatd fluoreszcens fehérje
klonozasat tervezem az EYFP helyére, amely lehetové tenné a fehérje ,trafficking”-jének

kovetését egy adott kompartmentbdl kiindulva.
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DAPI YFP Atfedd Atesé
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Fiiggelék

DAPI YFP Atfedd Atesé

1. abra (fiiggelék): Konfokalis fluoreszcens fotok

A sorokban a konstrukciok képei, az oszlopokban rendre a magfotok, a YFP jel, (az mCherry

kotranszfekcios jel,) majd ezek atfedd képei, végiil az atesé fénnyel készitett fényképek lathatok.
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Mann-Whitney U Test By variable Groups Marked tests are significant at p <,05000

Valid N | Valid N
Rank Rank .
Z- - - 2*1sided
Sum Sum ] z p-value . p-value
Group 1 | Group 2 adjusted Group | Group | -exactp
1 2
4016-4021 6 30 0 |-2,09 10,0369 | -2,139 | 0,0325 3 5 0,0357
4013-4021| 25,5 195 |4,5|1,225|0,2207 | 1,2299 | 0,2187 4 5 0,1905
4017-4022 | 7,5 13,5 |1,5|-1,09 | 0,2752 | -1,291 | 0,1967 3 3 0,2
4021-4098 10 35 0 |-233| 0,02 | -2,337 |0,0195 4 5 0,0159
4021-4101| 26,5 18,5 |3,5| 1,47 | 0,1416 | 1,5013 | 0,1333 4 5 0,1111
8009-7011 10 26 0 |-2,17 | 0,0304 | -2,165 | 0,0304 4 4 0,0286
7005-7015 15 51 0 | -2,65 10,0081 | -2,666 | 0,0077 5 6 0,0043
7013-7015 15 51 0 | -2,65 10,0081 | -2,784 | 0,0054 5 6 0,0043
7015-7024 39 6 0 |2,195)0,0282 | 2,2419 | 0,025 6 3 0,0238

2. abra (fiiggelék): A Mann-Whitney U-teszt eredményei tablazatosan
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Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarol a

palyamiiben leirt eredményekhez
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