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Szakmai zardjelentés ,, A foszfatidilinozitol 4-kinaz PI4K230 izoformajanak szerepe a
kozponti idegrendszerben: szubcellularis lokalizacidjanak és SH-csoportjainak
Jjelentosége fiziologias és koros koriilmények kozott” OTKA T 042975 kutatasi temarol

Kutatasi hatter és célkitiizések
A palyazat beadasa ota eltelt idészakban tovabb er6sodott az a felismerés, hogy a
foszfoinozitidek a jelatvitelben, citoszkeletalis atépiilésben €s vezikularis transzportban
betoltott funkciodik mellett fontos szerepet jatszanak a sejtmagban is, résztvéve a kromatin
¢s szubnuklearis organellumok miikodésének szabalyozasdban. A képzddésiikhéz vezetd
enzimek sejtmagba keriilése és ott torténd szabalyozasa csak kevéssé ismert.
Vizsgalataink a foszfoinozitidek bioszintézisében meghatdroz6 foszfatidilinozitol
4-kindz (PI4K) izoformai koziil a PI4K230-ra irdnyultak. Emlds szervezetekben a PI4K
négy izoforméaja kiilonboztetheté meg szerkezetiik, biokémiai tulajdonsagaik €s sejten
beliili funkcioik alapjan (1. tablazat). Az izoformak megjel6lésére munkankban a relativ
moltdmegen alapulé nomenklaturat (Gehrmann and Heilmeyer, 1998; Heilmeyer et al.,
2003) alkalmazzuk.

1. tablazat. A foszfatidilinozitol 4-kinaz (PI4K) izoforméi

Izoforma egyéb név sejten beliili lokalizacid ismert funkcio

PI4K55a PI4KIIa plazmamembran, Golgi foszfoinozitid jelpalya

PI4K55p3 PI4KIIB plazmamembran, endoszoma, foszfoinozitid jelpalya
transzport vezikulumok feltoltése

PI4K92 PI4KIIIP Golgi, sejtmag vezikularis transzport

PI4K230 PI4KI1Ia ER, vezikulumok, nukleolusz vezikuldris transzport

A PI4K230 jellegzetessége, hogy valtozatos doménszerkezettel rendelkezik
(Gehrmann et al., 1999; Heilmeyer et al., 2003), ezaltal tobbféle fehérje-fehérje, fehérje-
lipid és fehérje-nukleinsav kolcsonhatasra képes. Funkcidja az izoformak koziil
legkevésbé ismert, ujabb adatok szerint szerepe van a plazmamembran foszfatidilinozitol
(4,5)P, reszintézisében is (Balla et al., 2008a).

Jelen kutatasaink célkitiizése a PI4K230 nuklearis/nukleolaris el6fordulasanak,
tovabba nuklearis/nukleoléris transzportjanak vizsgalata és funkciojanak felderitése volt.
Célul tiiztiik ki tovabba az enzim SH-csoportjainak vizsgalatat és lehetséges szerepét
oxidativ karosodéasokban.

1. A PI4K230 nukleolaris elofordulasa

Vizsgalatainkban abbdl indultunk ki, hogy a kdzponti idegrendszer neuronalis sejtjeiben
a PI4K230 feltiinéen nagy koncentracidoban fordul eld, ahol az ellene termelt antitesttel
korabban citoplazmatikus membranokhoz asszocidltan tudtuk kimutatni (Balla et al.,
2000). Késébb immunfluoreszcencids vizsgalatokkal bizonyos fixalasi modszereket
alkalmazva a neurondlis sejtek magjaban is, ezen beliil a nukleoluszban feltiin
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immunreaktivitast talaltunk. Megfigyelésiink értékelésében bizonytalansagot okozott,
hogy csak a dehidratacion alapuld etanolos, metanolos, vagy acetonos fixalas
alkalmazasakor volt észlelhet6 a nukleolaris immunreakcio, viszont a keresztkotést
1étesité formaldehides (PFA) fixalas utdn nem. Sajatos modon a PFA maszkirozo6 hatasa
csak a nukleolaris immunreakciora korlatozodik. A PFA-fixalas maszkirozé hatdsanak
magyarazatara feltételeztiik, hogy keresztkotést 1étesit a PI4K230 és vele asszocialodo
makromolekulak kozott és igy az epitop az antitest szamara felismerhetetlenné valik. Az
immunreakcié valodisagat a P14K230 négy kiilonbozo szakasza elleni antitest
alkalmazasaval, a PFA maszkiroz6 hatasanak a fixalast koveto forro citratos
revertalasaval és PI4K230-specifikus siRNS alkalmazaséaval igazoltuk.

A PI4K230 fixalas-fiiggd nukleolaris eléforduldsa nemcsak patkanyagy frissen
fagyasztott metszeteiben volt kimutathato, hanem az altalunk vizsgalt neuralis és nem-
neuralis sejtvonalakban (SK-N-MC ¢s B50 patkany neuroblastoma, A172 human
glioblastoma, HeLa és COS-7 sejtek) is. Primer human neuralis HCN1A sejtek
feltételezett Gsszefliggés a nukleolaris jelenlét és az idegsejtek differencidlodasa kozott
nem igazolodott.

A PI4K230-al feltételezetten kereszkétodo dagens

A PFA nukleoléris maszkirozé hatésa frissen fagyasztott metszetek fixalas eldtti kb 10
perces PBS-mosasaval megelézhetd volt. Ennek magyarazata lehet a keresztk6tddo agens
kimoso6dasa, vagy enzimatikus lebontasa proteazokkal vagy nukledzokkal. Kimutattuk,
hogy a PI4K230 a nukloluszban detergens-rezisztensen fordul eld, de triton-X-100
permeabilizalas utani ribonukleaz-A kezelés az immunreakcidt megsziinteti.
Feltételezziik, hogy ilyenkor tobb komponensbdl allo asszocidtum szerkezete bomlik meg
¢s a szabadda valo PI4K230 kimosodik a permeabilizalt sejtbdl.

A felsorolt eredményeket két kzleményben publikaltuk (Heilmeyer et al., 2003),
(Kakuk et al., 2006) és egy Osszeallitas alatt 4116 doktori értekezés részét képezik (Kakuk
Annamaria: A PI4K230 foszfatidilinozitol 4-kinaz mint sejtmagi / nukleolaris
foszfoinozitid generator).

2. A PI4K230 nuklearis/nukleolaris transzportja

A PI4K230 nukleolaris el6fodulasa felveti a nuklearis/nukleolaris transzport kérdését.
Tapasztalat szerint a 40 kDa-nal nagyobb fehérjék csak transzporterek segitségével jutnak
at a maghartya porusain. A legtobb transzportalt fehérje egy vagy két rovid bazikus
aminosavszekvenciabol allo klasszikus nuklearis lokalizacids szignal (¢cNLS) szakasszal
kapcsolodik a transzportot biztosité importin o/p heterodimer transzporterhez. A cNLS az
adapterként szolgal6 importin a-hoz kapcsolddik, mig az importin B biztositja a
transzlokaciot. Az NLS-ek egy része nukleolaris irdnyito hatassal is rendelkezik vagy
része a nukleoluszba iranyitd szekvencidnak.

permeabilizalt HeLa sejteken végzett ,,import assay”-vel (Adam et al., 1990) kimutattuk,
hogy az Sf9 sejtekben termeltetett PI4K230 bejut a permeabilizalt sejtek magjaba,
azonban nukleolaris transzlokacié megitélésére nem volt lehetdség a nukleoluszban
jelenlévo jelentds immunreakcidt add endogén enzim miatt. A nukledris transzlokacidért
felelds szekvenciat keresve a PI4K230 szekvencidjaban egy ,,monopartite” (NLS1), egy
,bipartite” (NLS2) klasszikus, tovabba egy nem-klasszikus NLS-t (NLS3)



valdszinisitettiink. Ezek szerepét a nuklearis/nukleoléris transzportban importinokhoz
valo asszociacidval, digitoninnal permeabilizalt HeLa sejteken végzett ,,import assay”-vel
¢s molekularis modellezéssel vizsgaltuk. Dot-blot kisérletekben az NLS1 é¢s NLS2
kotédott az expresszalt, tisztitott importin-al/ B és a3/ p komplexekhez, viszont az
importin a5/p heterodimerhez nem. A feltételezett NLS3 egyik importinnal sem mutatott
asszociaciot. Fentieket molekularis modellezés is alatdmasztotta. Import assay soran a
kérdéses (esetenként kémiailag szintetizalt) aminosavszekvenciat fluoreszkalé festékkel
jelolt bovin szérum albuminhoz (BSA) kapcsoltuk és vizsgaltuk, hogy bejuttatja-e azt a
permeabilizalt plazmamembrant, de ép maghartydju sejtek magjéba transzport faktorok
¢s ,,energiaregenerald rendszer” (GTP+ATP+kreatin-fosztat+ kreatin-foszfokinaz)
jelenlétében. A magban/nukleoluszban valé megjelenést konfokalis mikroszkoppal
ellendriztiik. Eredményeink szerint az NLS1 a hozzakapcsolt fluorescensen jelolt BSA-t a
sejtmagba (azon belill a nukleoplazmaba) iranyitotta az importinokkal valo
asszociacionak megfelelden. A BSA-hoz kapcsolt NLS2 meglepé modon nem okozott
magi transzlokaciot, viszont a kb 20 kDa-os, méreténél fogva a maghartyan passzivan
atjuto, fluoreszcensen jelolt tripszin inhibitorhoz kapcsolva megjelent a nukleoluszban és
az NLS1-hez kotott BSA-t is a nukleoluszba irdnyitotta. Ezek alapjan az NLS1 a
nuklearis transzlokécioért lehet felelds, az NLS2 pedig a nukleolaris irdnyitasban jatszik
szerepet. Tovabbi megfigyelésiink szerint a PI4K230 NLS2-t tartalmazo, 58 kDa-os
szakasza NLS1 nélkiil is bejut a permeabilizalt sejt nukleoluszéba. A transzlokécié ebben
az esetben is importin al/p és a3/B komplexekkel medidltan torténik, amit az
asszociacios kisérletek is megerdsitenek. Molekularis modellezéssel is alatdmasztott
eredményeink valdsziniisitik a PI4K230 nukleéris/nukleolaris transzportjanak
mechanizmusat. Publikaciok:Kakuk és mtsai, 2008, (pozitiv biralattal &tdolgozéasra
visszakiildve), Kakuk Annamaria: doktori disszertacio (A PI4K230 foszfatidilinozitol 4-
kinaz mint sejtmagi / nukleolaris foszfoinozitid generator; dsszeallitas alatt) .

3. A PI4K230 szerepe a nukleoluszban

A PI4K230 HeLa sejteken végzett vizsgalatok szerint fibrillarinnal és nucleolinnal
kolokalizalva, elsésorban a nukleolusz ,,fibrillaris centrumat” (FC) kortilvevo ,,dense
fibrillar component” (DFC) részében fordul eld. Ennek alapjan funkcidja a pre-rRNS
feldolgozasanak korai szakaszahoz, illetve a a DFC szerkezetének stabilizalasdhoz
kapcsolodhat. Immuncitokémiai vizsgalatokkal megjelenése kiillonbozo, a nukleolusz
szerkezetét befolyasold agensek hatasara az aldbbi valtozasokat mutatta:

D hatésara a nukleolusz kompartmentjeinek jellemzo6 valtozasai mellett (Puvion-Dutilleul
et al., 1992) a PI4K230 nukleolaris jel6lddése kompaktabba valt, az immunreakciot
mutato teriilet atmérdje HeLa sejtekben elsdsorban a fibrillarinnal és részben a
nucleolinnal kolokalizalva szignifikdnsan csokkent. Ez a jelenség a PI4K230 DFC-hez
kapcsolodo funkciodjat tamasztja ala.

PI4K230 pozitiv régi6 szabalytalan méretii részekre esett szét de a sejtmagon beliil
maradt. Ennek alapjan a citoplazmdban szintetizalodo fehérjék is sziikségesek a P14K230
nukleolaris szerkezetbe torténd integraldédasahoz.

3. A DRB (dikloro-ribofuranozil-benzimidazol) ATP analdg, amely a kazein-kinaz II
gatlasan keresztiil (a nucleolin és nucleophosmin foszforilaciojanak blokkolasaval) és



ezen tilmenden is tobbféle reverzibilis sejtmagi karosodast okoz: az rDNS jellegzetes
nyaklancszerti feldarabolodésat valtja ki annak a sejtmagba torténd betiiremkedéseivel
amelyekhez DFC komponensek is asszocialodnak, mikdzben a ,,granular component”
(GC), illetve annak markere a nucleophosmin a nucleolusban elkiilontilten marad (Louvet
et al., 2005). DRB hatasara a nukleoléris PI4K230 pozitivitas elsdsorban a fibrillarinnal
valo kolokalizaciojat megtartva fragmentalddott, és a sejtmagon beliil szorddott szét.

4. A sejtciklust kiilonboz6 stadiumokban megallitoé agensek (apigenin, MG132,
roscovitin, olomoucin) hatdsara a PI4K230 a DFC-ben kolokalizalodé enzimekkel egyiitt
korai (4-6 ora utani) feldarabolodast mutatott, majd teljesen dezintegralddott a
nukleoplazmaban.

5. HeLa és B50 sejttenyészet konfluenssé valasaval a sejtek nagy részében eltiint a
prominens nukleolaris PI4K230 jelolodés.

Mindezek a PI4K230 sejtproliferacioban valo részvételére és az azzal jard
riboszoma biogenezisben jatszott szerepre utalnak. Egyrészt a PI4P bioszintézisével
kozremiikodhet a DFC-ben kimutathat6 PI(4,5)P, (Osborne et al., 2001) képzddésében;
ezzel a P1(4,5)P,-kot6 doméneket tartalmazo fehérjék (PDZ csalad fehérjéi, aktin-
citoszkeletont modositod fehérjék) DFC-be gylijtésében. Masrészt a tobbféle
kolcsonhatéasra alkalmas doménszerkezetével kozvetlentil is hozhat 1étre fehérjékkel,
lipidekkel és nukleinsavakkal asszocidtumokat. A roscovitin hatasara bekdvetkezd korai
dezintegracioja alapjan feltételezziik, hogy alkalmas lehet a ciklin-dependens kinaz
gatlok (Wojciechowski et al., 2003) és mas nukleolaris dezintegralodast kivaltd antitumor
agensek hatdsanak tesztelésére.

Fenti munkardl kozlemény sszeallitdsa folyamatban van (Friedldnder et al.: Functional
changes in the nucleolar appearence of PI4K230, an isoform of phosphatidylinositol 4-
kinase).

4. A foszforilacio szerepe a PI4K230 miikodésében és szubcellularis lokalizaciojaban

A fehérjék foszforilacidja szamos esetben befolyasolja nuklearis transzportjukat. A
PI4K230 potencialis foszforilacids szabalyozasat kiilonféle olyan proteinkinazokkal
vizsgaltuk, melyek felismerési szekvencidit az enzim tartalmazza (Gehrmann et al., 1999)
—ezek a PKA, PKC izoenzimek, PKD, CDKS5, Kazeinkinaz I1, Erk. Koziiliik in vitro csak
a cAMP-fliggd proteinkinaz (PKA) volt hatékony. Foszforilacio hatasara azonban az
enzimaktivitas nem valtozott meg (Heilmeyer et al., 2003). A PKA aktivalasa vagy
gatlasa, és sejtpermeabilis proteinfoszfataz gatlokkal torténd kezelés a PI4K230

crer

kimutathat6 valtozast COS-7, HCN1A és HeL a sejttenyészetekben

5. A PI4K230 SH-csoportjainak funkcionalis jelentosége

Eredményeink szerint a PI4K230 enzimaktivitasdhoz sziikséges SH-csoportok két
kategoriaja kiilonboztethetd meg. A maleimidek méretiiktdl fliggd inaktivald hatast
fejtenek ki, amely a PI4K230-ban ¢és a cAMP-fliggd proteinkinazban (PKA) nagyfokt
hasonldosagot mutat; feltehetéen az ATP-kotéhelyhez térben kozeli Cys modositasaval
sztérikusan gétolva az ATP kotését és tijabb adatokat szolgéltatva a két enzim katalitikus
doménjének szerkezeti rokonsagara. A C-X-C aminosav szekvencidkkal specifikusan
reagalo fenil arzén (II1)-oxid (PAO) viszont a PI4K230-at puM-os koncentraciokban,
tiolok jelenlétében is inaktivalja, de a PKA-ra nem fejt ki gatlé hatast. Erdekes



megfigyelésiink, hogy a mellékvese kromaffin sejtjeiben in vivo szekrécio gatlast okozo
kb 20 uM PAO in vitro nem a targetként feltételezett PI4K55 (Wiedemann et al., 1996),
hanem a PI4K230 aktivitasat gatolja (Heilmeyer et al., 2003). A PAO-val a PI4K230-ban
specifikusan reagalo Cys-oldallancok azonositasara egylittmiikodést terveztiink dr. Balla
Tamas laboratoriumaval (NIH, Bethesda, Maryland). Ehhez Kakuk Annaméria 2004-ben
Eo6tvos 0sztondijat palyazott, azonban a palyazat sikertelensége miatt a k6z6s munka
elmaradt és a PAO-reaktiv ciszteinek azonositasa részvételiink nélkiil tortént meg (Balla
et al., 2008b).

Az enzimaktivitashoz szlikséges SH-csoportok reaktivitasa alapjan feltételeztiik,
hogy azok a PI4K230-ban gazdag neuronalis sejtek oxidativ kdrosodasaban is szerepet
jatszhatnak. Ezt a feltételezést azonban H,O, és peroxinitrit kezeléssel nem tudtuk
igazolni.
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