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Bevezetés 
 

A protein kináz D (PKD) a szerin-treonin kinázok egy nemrég elkülönített, önálló 

családja (Van Lint és mtsai., 2002). Az eddigi, nem-neurális sejteken végzett vizsgálatok 

alapján a PKD mindhárom izoformája (PKD1, PKD2 és PKD3) rendkívül szerteágazó 

hatással bír: szerepüket különbözı immunrendszeri folyamatokban, sejtosztódás, 

sejtvándorlás és programozott sejthalál alatt is kimutatták (Rykx és mtsai., 2003). A PKD 

molekulák egy része a Golgi készülékhez kötötten található, ahol a plazmamembrán irányába 

szállítandó vezikulák lefőzıdésében vesz részt (Liljedahl és mtsai., 2001). Polarizált sejtekben 

emellett azt is kimutatták, hogy a PKD kizárólag a bazolaterális irányú fehérjetranszportban 

játszik szerepet (Yeaman és mtsai., 2004). 

Egerek központi idegrendszerében a PKD mindhárom izoformája már korai embrionális 

korban expresszálódik (Oster és mtsai, 2006), a PKD idegsejtekben betöltött szerepérıl 

azonban nagyon kevés információ áll rendelkezésünkre. Mivel az idegsejtek kiemelkedı 

mértékő polarizáltságának és a rendkívül kiterjedt nyúlványrendszerének fenntartásához 

szigorúan szabályozott, nagy kapacitású transzportfolyamatokra van szükség, feltételezhetı, 

hogy a Golgi készüléknél lokalizálódó PKD az idegsejtek plazmamembrán irányú 

transzportfolyamatainak fenntartásában is fontos szerepet játszik. A közelmúltban megjelent 

közlemények alapján a PKD a dendritnövekedés szabályozásában (Ehlers és mtsai, 2005) és a 

dendritikus membránfehérjék irányított szállításában is részt vesz (Bisbal és mtsai, 2008). A 

PKD által irányított folyamatok jelentısége az idegsejtek polarizáltságának fenntartásában és 

mőködésében azonban még messze nem tisztázott. 

 

Célkitőzések 
 

Kísérleteink során egér embrionális hippokampális idegsejt-tenyészetek 

felhasználásával vizsgáltuk a PKD szerepét az idegsejtek mőködésében. Elemzéseink során 

különbözı, fluoreszcensen jelzett fehérjék túltermeltetésének hatását vizsgáltuk. Kísérleteink 

során a következı célokat tőztük ki:  

1. Fluoreszcensen jelzett, a PKD aktivitást detektáló konstrukció segítségével az 

endogén PKD aktivitás eloszlásának vizsgálata idegsejtek fejlıdése során.  

2. Kolokalizációs vizsgálatokkal fluoreszcensen jelzett vad típusú és mutáns PKD 

fehérjék intracelluláris eloszlásának és lehetséges kölcsönhatásainak felderítése érett 

idegsejtekben.  
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3. A PKD Golgi készülék morfológiájára és a dendritikus aborizációra gyakorolt 

hatásának tanulmányozása kináz inaktív és konstitutív aktív PKD mutánsok 

túltermeltetésének segítségével. 

4. A PKD axonális szállításának, illetve más axonális fehérjék szállítására gyakorolt 

hatásának elemzése gyors live cell imaging kísérletekkel. 

. 

Alkalmazott módszerek 
 

• primér hippokampális idegsejt-tenyészetek készítése és fenntartása 

• fluoreszcensen jelzett vad típusú és mutáns PKD fehérjék, különbözı dendritikus és 

axonális fehérjék expresszálása primér hippokampális idegsejttenyészetekben 

Lipofectamine alapú transzfekció során 

• immuncitokémiai festés fixált primér hippokampális idegsejtekben 

• mikroszkópos elemzések 

Morfológiai elemzés: 
• Golgi morfológia elemzése különbözıen transzfektált 

hippokampális idegsejtekben.  

• Dendritikus arborizáció kvantitatív elemzése különbözıen 

transzfektált hippokampális idegsejtekben.  

Intracelluláris lokalizáció: 
• Endogén PKD aktivitás eloszlásának vizsgálata egy PKD által 

specifikusan foszforilálódó, a PKD aktivitást detektáló 

konstukció segítségével. 

• Különbözı, fluoreszcensen jelzett dendritikus fehérjék 

eloszlásának összehasonlítása eltérı PKD mutánsok 

kotranszfekciója során.  

Live cell imaging: 
• Túltermeltetett, fluoreszcensen jelzett fehérjék mobilitásának 

elemzése FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) 

vizsgálattal. 

• Különbözı típusú axonális transzportok vizsgálata kettıs 

fluoreszcens, gyors live cell imaging segítségével. 

• Intracelluláris eloszlásban  fellépı változások követése PKD 

aktiválása során.  
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Eredmények (tézisek) 

1. Az endogén PKD aktivitás az idegsejtek fejlıdése során polarizált eloszlást mutat  

Az endogén PKD aktivitásának kimutatásához a hippokampális idegsejteket EGFP-vel 

jelzett, a PKD aktivitást detektáló konstrukcióval transzfektáltuk. A PKD aktivitását foszfo-

specifikus ellenanyaggal mutattuk ki, amely a konstrukcióban lokalizált PKD-target 

foszforilált szerinjét ismer fel.  

A fiatal idegsejtekben a PKD aktivitás egyöntetően kimutatható volt mind a sejttestben, 

mind az összes nyúlványban, míg az idegsejtek fejlıdésével párhuzamosan az aktivitás az 

axonból eltőnt. Érett idegsejtekben a PKD aktivitást detektáló konstrukció foszforilációja csak 

a szomatodendritikus részeken volt megfigyelhetı, az axonban ez hiányzott. 

Továbbá megmutattuk - olyan endogén PKD aktivitást detektáló konstrukció 

segítségével, amely a Golgi készülékhez való kötödéshez szükséges szekvenciát is 

tartalmazza - hogy az érett idegsejtekben a Golgi készülékéhez lokalizáltan is magas az 

endogén PKD aktivitás.  

 

2. A vad típusú és mutáns PKD konstrukciók intracelluláris eloszlása érett idegsejtekben 

különbözik és egyes dendritikus fehérjék eloszlását eltérıen befolyásolja 

Vizsgálataink alapján a fluoreszcensen jelzett vad típusú és konstitutívan aktív PKD 

(wtPKD1-EGFP és caPKD1-EGFP) a citoplazmás eloszlás mellett a neurális Golgi 

készüléknél is felhalmozódott. Ezzel ellentétben a kináz inaktív PKD (kdPKD1-EGFP) 

expressziója viszonylag alacsony volt a citoplazmában, de a sejtmag körüli területen és a 

dendritekben kismérető aggregátumok kialakulásához vezetett. A Golgi készüléknél a 

kdPKD1-EGFP felhalmozódása a vad típusú és konstitutív aktív PKD-t túltermelı sejtekhez 

képest jóval kifejezettebbb volt. Emellett FRAP vizsgálatok segítségével bizonyítottuk, hogy 

a kdPKD1-EGFP mobilitása a citoplazmában a vad típusú PKD konstrukcióhoz képest sokkal 

alacsonyabb.  

Emellett az érett idegsejtek fluoreszcensen jelzett PKD konstukciókkal és különbözı 

dendritikus fehérjékkel történı kotranszfekcióját követı mikroszkópos elemzéseink alapján 

megállapítottuk, hogy a PKD aktivitás bizonyos dendritikus fehérjék szállítását és/vagy 

lokalizációját befolyásolhatja. A PKD aktivitásának módosítása a Kv4.2-es ioncsatorna 

alegység intracelluláris lokalizációjának megváltozásához vezetett, míg a PSD-95 vagy az 

NMDA receptor 1-es alegységének eloszlására a megnövelt vagy csökkentett PKD aktivitás 

nem volt hatással. 
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3. A PKD aktivitás az érett idegsejtekben a Golgi struktúráját és a dendritikus 

arborizációt is szabályozza 

A Golgi készülék morfológiáját EGFP-vel, wtPKD1-EGFP-vel, kdPKD1-EGFP-vel és 

caPKD1-EGFP-vel transzfektált idegsejtekben vizsgáltuk. Immunfestéssel mind a cisz- mind 

a transz-Golgi hálózatot megfestettük, az elıbbinél GM130, az utóbbinál VAMP4 

ellenanyagot használva. A kdPKD1-EGFP-vel transzfektált sejtek nagy részében a Golgi 

készülék kisebb fragmensekre esett szét, amelyek cisz- és transz-Golgi elemeket egyaránt 

tartalmaztak. A kdPKD1-EGFP-vel ellentétben a wtPKD1-EGFP és a caPKD1-EGFP 

expressziója nem befolyásolta a Golgi apparátus fonalas struktúráját. A kdPKD1-EGFP 

túltermeltetésének hatását három párhuzamos tenyészetbıl történı kvantitatív elemzés is 

alátámasztotta: a fragmentált Golgi készüléket tartalmazó transzfektált sejtek aránya 

szignifikánsan magasabb volt a kdPKD1-EGFP-t expresszáló idegsejtek tenyészeteiben, mint 

a wtPKD1-EGFP-t, caPKD1-EGFP-t vagy EGFP-vel transzfektált tenyészetekben. 

A kdPKD1-EGFP túltermeltetés hatásának idıbeliségét vizsgálva a Golgi készülék 

morfológiáját 12, 18 és 24 órával a transzfekció után elemeztük. A fragmentált Golgit 

tartalmazó transzfektált sejtek aránya a transzfekció után eltelt idıvel párhuzamosan nıtt. 

Mivel a kdPKD1-EGFP átlagos expressziós szintje is arányosan nıtt a transzfekció után eltelt 

idıvel, eredményeink arra utalnak, hogy a Golgi struktúra szétesése és a kdPKD1-EGFP 

expressziós szintje összefügg.  

A PKD dendritmorfológiára és dendritikus átrendezıdésre gyakorolt hatását EGFP-vel, 

wtPKD1-EGFP-vel, kdPKD1-EGFP-vel és caPKD1-EGFP-vel transzfektált idegsejtekben 

vizsgáltuk. A transzfektált idegsejtek dendritfa-elágazódásának mértékét módosított Sholl 

elemzéssel vizsgáltuk. Az elemzések alapján a kdPKD1-EGFP túltermeltetése a dendritfa 

arborizációjának szignifikáns csökkenéséhez, míg a caPKD1-EGFP a dendritfa 

megnövekedéséhez vezetett az érett idegsejtekben. Ugyanabban a sejtben megvizsgálva a 

Golgi morfológiát és a dendritikus elágazódás mértéket, a Golgi készülék fragmentálódása és 

a redukált dendritfa arborizációja között összefüggést találtunk. 

 

4. PKD axonális transzportja - live cell imaging megfigyelések 

Annak ellenére, hogy a PKD aktivitása érett idegsejtek axonjában nem volt kimutatható, 

specifikus ellenanyaggal történı immunfestés alapján a PKD jelen van az axonban. Emellett 
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gyors live cell imaging felvételek készítésével igazoltuk, hogy a wtPKD1-EGFP asszociált 

vezikulák mindkét irányban, megtorpanásokkal megszakított mozgási mintázatot mutatva 

szállítódnak az axonban. Gyors, kettıs fluoreszcens live cell imaging mikroszkópia 

segítségével megmutattuk, hogy a túltermeltetett wtPKD1-EGFP molekulák a gyors 

komponenssel szállítódó szinaptofizintıl és szinaptotagmintól független transzportálódnak. 

Ezzel ellentétben a wtPKD1-EGFP az ismert, SCb komponenssel szállítódó szinapszinnal és 

miozin Vb-vel részlegesen együtt transzportálódott. Ezen kívül a wtPKD1-EGFP a 

preszinaptikus szinukleinnel és szinapszinnal axonális elágazódásokban és 

axonvégzıdéseknél lévı mozdulatlan felhalmozódásokban kolokalizált. 

A fixált idegsejt-tenyészeteken történı mikoszkópos vizsgálatok megmutatták, hogy a 

transzfekció utáni idı elteltével - ellentétben a wtPKD1-EGFP-vel - a kdPKD1-EGFP egyre 

kevésbé detektálható az axonban. A kdPKD1-EGFP asszociált struktúrák live cell imaging 

vizsgálatok során csak néhány esetben voltak az axonban kimutathatók, és rövid idejő, 

rendszertelen mozgás jellemezte ıket. A kotranszfekciós kísérletekben a kdPKD1-EGFP 

egyik vizsgált axonális fehérjével sem kolokalizált. 

Következtetés 

Eredményeink alapján az érett idegsejtekben az endogén PKD aktivitása polarizált, azaz 

a szomatodendritikus területeken erıs aktivitás mutatható ki, az axonban azonban hiányzik. A 

PKD polarizált aktivitása az idegsejtek érésével párhuzamosan alakult ki, mivel a PKD 

aktivitást detektáló konstrukció foszforilációja fiatal, nem-polarizált idegsejtekben mindenhol 

kimutatható. Ez alapján feltételezhetı, hogy a PKD az idegsejtek korai fejlıdésében is 

szerepet játszik. Ezt támasztják alá nemrégiben megjelent közlemények is, amelyekben 

megmutatták, hogy a PKD hozzájárul az idegsejtek korai fejlıdése során fellépı polarizációs 

folyamatokhoz (Watkins és mtsai, 2008; Yin és mtsai, 2008), és szerepet játszik a 

dendritfejlıdésben is (Horton és mtsai, 2005). Elızetes vizsgálataink alapján a PKD az 

idegsejtek fejlıdési folyamatait a nyúlványnövekedéshez szükséges membrán komponensek 

biztosításával vagy a szükséges citoszkeletális változások irányításával is befolyásolhatja. A 

PKD idegsejtek fejlıdésében betöltött szerepének feltárásához azonban még további 

kísérletek szükségesek.  

Annak ellenére, hogy az endogén PKD aktivitás nem mutatható ki az érett idegsejtek 

axonjában, immuncitokémiai festésekkel igazoltuk, hogy a PKD az axonban is jelen van. 

Emellett live cell imaging felvételekkel a PKD axonális transzportját is detektáltuk, jelezve, 
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hogy a PKD-nak szerep lehet axonális folyamatokban is. A wtPKD1-EGFP axonális 

szállításának jellemzıi alapján a PKD SCb típusú transzporttal szállítódik az axonban, amit 

alátámaszt az is, hogy a wtPKD1-EGFP asszociált struktúrák részben együtt mozogtak ismert 

SCb komponens fehérjékkel. A wtPKD1-EGFP-vel ellentétben a kdPKD1-EGFP a 

transzfekciót követı idı elırehaladtával eltőnt az axonból, ami arra utal, hogy a PKD 

szállítása az axonban a PKD aktivitásától függ. Mivel az endogén PKD inaktív az axonban, a 

kináz aktivitás feltehetıleg a motorfehérjékhez való direkt vagy adaptor fehérjéken keresztüli 

kapcsolódáshoz szükséges. Ismert, hogy a PKD C-terminusán lévı szerin 

(auto)foszforilációja a fehérjék közötti, PDZ doménokon keresztüli kapcsolódásban játszik 

fontos szerepet (Sanchez- Ruiloba és mtsai, 2006). Emellett számos PDZ fehérjérıl 

kimutatták, hogy mind a kinezinekhez, mind a transzportálandó molekulákhoz tudnak 

kötıdni, ezáltal szerepet játszanak a különbözı transzport folyamatok szabályozásában (Kim 

and Sheng, 2004). Ezek alapján feltételezzük, hogy a vad típusú PKD az axonban a 

mikrotubulusok mentén, a kinezinekhez - PDZ domént tartalmazó adaptor fehérjéken 

keresztül - kapcsolódva szállítódik, és hogy a kapcsolódáshoz a PKD aktivitására van 

szükség.  

Annak alapján, hogy az érett hippokampális idegsejt-tenyészetekben a PKD 

konstrukciók a Golgi készüléknél felhalmozódást mutattak, és hogy magas endogén PKD 

aktivitás volt detektálható a Golgi készüléknél, feltételezzük, hogy a nem-neurális sejtekhez 

hasonlóan a PKD szerepet játszik a idegsejtek Golgi készülékének mőködésében is. 

Kísérleteink során a kdPKD1-EGFP expressziója a neuronális Golgi készülék 

feldarabolódásához vezetett. Ennek magyarázata lehet, hogy a kináz inaktív PKD 

túltermeltetése megzavarja a Golginál elıforduló intenzív membrán dinamikát, vagy 

megváltoztatja a Golgi készülék fenntartásában fontos szerepet játszó citoszkeletális rendszer 

szerkezetét. A mi megfigyeléseinkkel ellentétben a nem-neurális sejtekben a kdPKD1 

expresszálása a TGN tubulizációját eredményezte, aminek általánosan elfogadott magyarázata 

az, hogy a kdPKD a Golgi készüléknél történı vezikulák lefőzıdését gátolja meg (Bard and 

Malhotra, 2006). A látszólagos ellentmondás magyarázata lehet az, hogy az idegsejtek és a 

nem-neurális sejtek a Golgi készülékük felépítésében és mőködésében alapvetıen 

különböznek. Ezért annak ellenére, hogy különbözı morfológiai változást látunk, 

eredményeink a következı pontokban egyeznek meg a nem-neurális sejteken végzett 

kísérletek eredményeivel: i) a sejtspecifikus Golgi struktúra fenntartásához szükség van a 

PKD aktivitására és ii)  a PKD aktivitásának módosítása a Golgi készülék integritásának gyors 

változásához vezet. 
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Amellett, hogy a kdPKD1-EGFP expressziója megváltoztatta a Golgi készülék 

struktúráját, a dendritfa kiterjedésének nagymértékő csökkenését is okozta az érett 

idegsejtekben. Az erıs korreláció, ami az elemzéseink alapján a Golgi apparátus szétesése és 

a dendritfa redukciójának mértéke között áll fenn, arra utal, hogy a dendritfa zsugorodása az 

elromlott szekréciós mőködés, és a következésképpen kialakuló csökkent membrán 

komponens ellátás eredményének következménye lehet. Nemrég megjelent közleményekben 

is hangsúlyozták a Golgi szervezıdésének fontosságát a dendritfa arborizációjának 

fenntartásában (Horton és mtsai, 2005; Ye és mtsai, 2007). Mivel az endogén PKD aktivitása 

nemcsak a Golgi készüléknél, hanem a dendritek citoplazmájában is detektálható volt, 

feltételezzük, hogy a PKD a Golgi készüléknél kifejtett hatása mellett lokálisan is 

befolyásolhatja a dendritfa struktúráját. Egyik lehetıség, hogy a PKD az endoszómális 

rendszerre hatva szabályozza a dendritfa arborizációját, mivel nemrég megjelent adatok 

alapján a kináz inaktív PKD megnöveli a dendritikus membránfehérjék endocítózisát (Bisbal 

és mtsai, 2008). Emellett ismert, hogy a PKD részt vesz a sejtvándorlás során fellépı 

citoszkeletális szervezıdés szabályozásában is (De Kimpe és mtsai, 2009; Scholz és mtsai, 

2009), tehát a PKD a citoszkeletális rendszer szabályozásán keresztül is kifejtheti hatását a 

dendritfa átrendezıdésében.  
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