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Bevezetés

A protein kinaz D (PKD) a szerin-treonin kindzokyegemrég elkulonitett, onallé
csaladja (Van Lint és mtsai., 2002). Az eddigi, reearalis sejteken végzett vizsgalatok
alapjan a PKD mindharom izoformaja (PKD1, PKD2 é&sDB) rendkivil szerteagazo
hatassal bir. szerepuket kulonB6zimmunrendszeri folyamatokban, sejtosztodas,
sejtvandorlas és programozott sejthalal alatt msukattak (Rykx és mtsai., 2003). A PKD
molekuldk egy része a Golgi készulékhez kototteainatod, ahol a plazmamembrén irdnyaba
szallitando vezikulak l&z6désében vesz részt (Liljedahl és mtsai., 2001 arRalt sejtekben
emellett azt is kimutattak, hogy a PKD kizarélapazolateralis iranya fehérjetranszportban
jatszik szerepet (Yeaman és mtsai., 2004).

Egerek kdzponti idegrendszerében a PKD mindhérafoimaja mar korai embrionalis
korban expresszalddik (Oster és mtsai, 2006), a Ri#dysejtekben betoltdtt szereflér
azonban nagyon kevés informacio all rendelkezésiinklivel az idegsejtek kiemelkéd
mértéki polarizaltsdgdnak és a rendkivil kiterjedt nyulwéndszerének fenntartasahoz
szigorlan szabalyozott, nagy kapacitasu transmppathatokra van sziikség, feltételefhet
hogy a Golgi késziléknél lokalizalodé PKD az idggde plazmamembran iranyu
transzportfolyamatainak fenntartasaban is fonteseget jatszik. A kézelmultban megjelent
kozlemények alapjan a PKD a dendritnbvekedés syai@daban (Ehlers és mtsai, 2005) és a
dendritikus membranfehérjék irdnyitott szallitaséismrészt vesz (Bisbal és mtsai, 2008). A
PKD éaltal iranyitott folyamatok jeletisége az idegsejtek polarizaltsaganak fenntartasédban

miikodésében azonban még messze nem tisztazott.

Célkitiizések

Kisérleteink sordn  egér embriondlis  hippokampalisdegsejt-tenyészetek
felhasznalasaval vizsgaltuk a PKD szerepét az ajgsmikodésében. Elemzéseink soran
kulonbo®, fluoreszcensen jelzett fehérjék tultermeltetékdraasat vizsgaltuk. Kisérleteink
soran a kovetkégzcélokat tiztuk ki:

1. Fluoreszcensen jelzett, a PKD aktivitast detéktéonstrukcié segitségével az
endogén PKD aktivitas eloszlasanak vizsgélata ejegsfejlbdése soran.

2. Kolokalizacios vizsgalatokkal fluoreszcenserzgél vad tipusu és mutans PKD
fehérjék intracellularis eloszlasanak és lehetségékcsonhatasainak felderitése érett

idegsejtekben.
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hatdsanak tanulmanyozasa kindz inaktiv és korstituaktiv. PKD mutansok

tultermeltetésének segitségével.

4. A PKD axonalis szallitasanak, illetve mas axiné&hérjék szallitasara gyakorolt

hatdsanak elemzése gyors live cell imaging kissdket.

Alkalmazott médszerek

. primér hippokampadlis idegsejt-tenyészetek késziddenntartasa

. fluoreszcensen jelzett vad tipust és mutans PK@rji@h kilénb6# dendritikus és

axonalis fehérjék expresszaldsa primér hippokampéiiegsejttenyészetekben

Lipofectamine alapu transzfekcidé soran

. immuncitokémiai festés fixalt primér hippokampatiegsejtekben

. mikroszkopos elemzések

Morfologiai elemzeés:

Golgi morfolégia elemzése kiulonbéen transzfektalt
hippokampalis idegsejtekben.
Dendritikus arborizacié kvantitativ elemzése kilonbgen

transzfektalt hippokampalis idegsejtekben.

Intracellularis lokalizacio:

Endogén PKD aktivitagloszlasanak vizsgalata egy PKD Aaltal
specifikusan foszforilalodd, a PKD aktivitast deatdé
konstukcio segitségével.

Kilonb6d, fluoreszcensen jelzett dendritikus fehérjék
eloszlasanak  0sszehasonlitasa @IltérPKD  mutansok

kotranszfekcidjaoran.

Live cell imaging:

Tultermeltetett, fluoreszcensen jelzett fehérjékbitdsanak
elemzéseFRAP (fluorescence recovery after photobleaching)
vizsgalattal.

Kllénb6 tipusu axonalis transzportok vizsgalaketvs
fluoreszcens, gyors live cell imagisggitségeével.

Intracellularis eloszlasban fell@pvaltozasok kovetése PKD

aktivalasa soran.



Eredmények (tézisek)
1. Az endogén PKD aktivitas az idegsejtek fefidése soran polarizalt eloszlast mutat

Az endogén PKD aktivitasanak kimutatasahoz a hippygdalis idegsejteket EGFP-vel
jelzett, a PKD aktivitast detektal6 konstrukciowanszfektaltuk. A PKD aktivitasat foszfo-
specifikus ellenanyaggal mutattuk ki, amely a kanatioban lokalizalt PKD-target
foszforilalt szerinjét ismer fel.

A fiatal idegsejtekben a PKD aktivitas egyofitat kimutathatd volt mind a sejttestben,
mind az dsszes nyulvanyban, mig az idegsejtekd@fiével parhuzamosan az aktivitas az
axonbol eltint. Erett idegsejtekben a PKD aktivitast detekkdastrukcio foszforilacioja csak
a szomatodendritikus részeken volt megfigyélhat axonban ez hianyzott.

Tovabba megmutattuk - olyan endogén PKD aktivit@lgdtektald konstrukcio
segitségével, amely a Golgi készilékhez val6 k&liele szikséges szekvenciat is
tartalmazza - hogy az érett idegsejtekben a Godgzlllékéhez lokalizaltan is magas az

endogén PKD aktivitas.

2. A vad tipusu és mutans PKD konstrukciok intracdularis eloszlasa érett idegsejtekben

kulonbozik és egyes dendritikus fehérjék eloszlas@&ltéréen befolyasolja

Vizsgalataink alapjan a fluoreszcensen jelzett tipdsu és konstitutivan aktiv PKD
(WtPKD1-EGFP és caPKD1-EGFP) a citoplazmas elosztéllett a neurdlis Golgi
készuléknél is felhalmozddott. Ezzel ellentétberkiméz inaktiv PKD (kdPKD1-EGFP)
expresszidja viszonylag alacsony volt a citoplazamalde a sejtmag koruli tertleten és a
dendritekben kismérét aggregatumok kialakuldsahoz vezetett. A Golgi ukEknél a
kdPKD1-EGFP felhalmozédasa a vad tipusu és kotistitktiv PKD-t taltermel sejtekhez
képest joval kifejezettebbb volt. Emellett FRAPsgalatok segitségével bizonyitottuk, hogy
a kdPKD1-EGFP mobilitasa a citoplazmaban a vadstipRKD konstrukciohoz képest sokkal
alacsonyabb.

Emellett az érett idegsejtek fluoreszcensen jelP&D konstukcidkkal és kulénbéz
dendritikus fehérjékkel torténkotranszfekcidjat kovét mikroszkopos elemzéseink alapjan
megallapitottuk, hogy a PKD aktivitas bizonyos d#tildis fehérjék szallitasat és/vagy
lokaliz&ciojat befolydsolhatja. A PKD aktivitAsanakodositasa a Kv4.2-es ioncsatorna
alegység intracellularis lokalizaciojanak megvéisi@hoz vezetett, mig a PSD-95 vagy az
NMDA receptor 1-es alegységének eloszlasara a meginéagy cstkkentett PKD aktivitas

nem volt hatassal.



3. A PKD aktivitas az érett idegsejtekben a Golgi teuktlrgjat és a dendritikus

arborizaciot is szabalyozza

A Golgi készulék morfologidjat EGFP-vel, wtPKD1-ERWel, kdPKD1-EGFP-vel és
caPKD1-EGFP-vel transzfektalt idegsejtekben vizsgallmmunfestéssel mind a cisz- mind
a transz-Golgi halézatot megfestettik, azbblnél GM130, az utébbindl VAMP4
ellenanyagot hasznalva. A kdPKD1-EGFP-vel trangafelsejtek nagy részében a Golgi
készllék kisebb fragmensekre esett szét, amelygzk éis transz-Golgi elemeket egyarant
tartalmaztak. A kdPKD1-EGFP-vel ellentétben a wWtRAKBGFP és a caPKD1-EGFP
expresszidja nem befolyasolta a Golgi apparatuslésnstruktarajat. A kdPKD1-EGFP
tultermeltetésének hatadsat harom parhuzamos testpéiszorténs kvantitativ elemzés is
alatamasztotta: a fragmentalt Golgi késziléketalimazd transzfektalt sejtek aranya
szignifikansan magasabb volt a kdPKD1-EGFP-t exqzd@é idegsejtek tenyészeteiben, mint
a wtPKD1-EGFP-t, caPKD1-EGFP-t vagy EGFP-vel trégidalt tenyészetekben.

A kdPKD1-EGFP tultermeltetés hatasanakbieliségét vizsgalva a Golgi készllék
tartalmazo6 transzfektalt sejtek aranya a transibektan eltelt idvel parhuzamosanott.
Mivel a kdPKD1-EGFP atlagos expresszids szintgréyosan étt a transzfekcid utan eltelt
idével, eredményeink arra utalnak, hogy a Golgi stikiszétesése és a kdPKD1-EGFP
expresszios szintje 6sszefiigg.

A PKD dendritmorfolégiara és dendritikus atrenstbsre gyakorolt hatasat EGFP-vel,
wtPKD1-EGFP-vel, kdPKD1-EGFP-vel és caPKD1-EGFP-transzfektalt idegsejtekben
vizsgaltuk. A transzfektalt idegsejtek dendritfagdzodasanak mértékét modositott Sholl
elemzéssel vizsgaltuk. Az elemzések alapjan a kdRPEGFP tultermeltetése a dendritfa
arborizaciojanak szignifikans csokkenéséhez, mig caPKD1-EGFP a dendritfa
megnovekedéseéhez vezetett az érett idegsejtekbgyandbban a sejtben megvizsgalva a
Golgi morfologiat és a dendritikus elagazddas nkéttéa Golgi készulék fragmentalodasa és

a redukalt dendritfa arborizacioja kozo6tt 6sszeé@gggalaltunk.

4. PKD axonalis transzportja - live cell imaging megfjyelések

Annak ellenére, hogy a PKD aktivitasa érett ideggepxonjdban nem volt kimutathato,

specifikus ellenanyaggal tori@mmmunfestés alapjan a PKD jelen van az axonbarellgth



gyors live cell imaging felvételek készitésévelzigituk, hogy a wtPKD1-EGFP asszocialt
vezikulak mindkét irAnyban, megtorpanasokkal megjsath mozgasi mintdzatot mutatva
szallitodnak az axonban. Gyors, Ksettfluoreszcens live cell imaging mikroszkdpia
segitségével megmutattuk, hogy a tdltermeltetetPKit1-EGFP molekuldk a gyors
komponenssel szallitddé szinaptofidineés szinaptotagmintdl flggetlen transzportaloédnak.
Ezzel ellentétben a wtPKD1-EGFP az ismert, SCb korapssel szallitddd szinapszinnal és
miozin Vb-vel részlegesen egyltt transzportaléddizen kivil a wWtPKD1-EGFP a
preszinaptikus  szinukleinnel és  szinapszinnal alk®na elagazédasokban  és
axonvégadéseknél |éy mozdulatlan felhalmozddasokban kolokalizalt.

A fixalt idegsejt-tenyészeteken tortémikoszkopos vizsgalatok megmutattak, hogy a
transzfekcid utani id elteltével - ellentétben a wtPKD1-EGFP-vel - a KBR-EGFP egyre
kevésbhé detektalhaté az axonban. A kdPKD1-EGFPoeisdtz struktarak live cell imaging
vizsgélatok soran csak néhany esetben voltak anbaxo kimutathatok, és rovid idej
rendszertelen mozgas jellemeziket. A kotranszfekcids kisérletekben a kdPKD1-EGFP

egyik vizsgalt axonalis fehérjével sem kolokalizalt
Kovetkeztetés

Eredményeink alapjan az érett idegsejtekben azgemdBKD aktivitasa polarizalt, azaz
a szomatodendritikus terlletekeb®nktivitds mutathatd ki, az axonban azonban hi&ngz
PKD polarizalt aktivitasa az idegsejtek érésévahpaamosan alakult ki, mivel a PKD
aktivitast detektalo konstrukcio foszforilaciojatal, nem-polarizalt idegsejtekben mindenhol
kimutathatd. Ez alapjan feltételezbethogy a PKD az idegsejtek korai faesében is
szerepet jatszik. Ezt tAmasztjdk ald nemrégibenjateeg kozlemények is, amelyekben
megmutattak, hogy a PKD hozzajarul az idegsejtekiliejlodése soran felléppolarizacios
folyamatokhoz (Watkins és mtsai, 2008; Yin és mts2008), és szerepet jatszik a
dendritfejbdésben is (Horton és mtsai, 2005)64etes vizsgalataink alapjan a PKD az
idegsejtek fefpdési folyamatait a nyulvanyndvekedéshez szikségaabrman komponensek
biztositdsaval vagy a szikséges citoszkeletalimzadok iranyitasaval is befolyasolhatja. A
PKD idegsejtek fefldésében betdltott szerepének feltardsahoz azonbég tovabbi
Kisérletek szikségesek.

Annak ellenére, hogy az endogén PKD aktivitds nemtathatd ki az érett idegsejtek
axonjadban, immuncitokémiai festésekkel igazoltuggyha PKD az axonban is jelen van.

Emellett live cell imaging felvételekkel a PKD axais transzportjat is detektaltuk, jelezve,



hogy a PKD-nak szerep lehet axonalis folyamatoklimnA wtPKD1-EGFP axonalis
szallitasanak jellendi alapjan a PKD SCb tipusu transzporttal szallkéai axonban, amit
alatamaszt az is, hogy a wtPKD1-EGFP asszocialktstrak részben egyttt mozogtak ismert
SCb komponens fehérjékkel. A wtPKD1-EGFP-vel eb#mtn a kdPKD1-EGFP a
transzfekcidt koveét idé elérehaladtaval elint az axonbdl, ami arra utal, hogy a PKD
kindz aktivitas feltehéteg a motorfehérjékhez vald direkt vagy adaptoefgiken keresztili
kapcsolédashoz szikséges. Ismert, hogy a PKD dresdn [é% szerin
(auto)foszforilacidja a fehérjék kozotti, PDZ dormkan keresztiili kapcsolédasban jatszik
fontos szerepet (Sanchez- Ruiloba és mtsai, 20B6)ellett szamos PDZ fehérfdr
kimutattak, hogy mind a kinezinekhez, mind a traastalandd molekulakhoz tudnak
kotédni, ezaltal szerepet jatszanak a kulorgbtianszport folyamatok szabalyozasaban (Kim
and Sheng, 2004). Ezek alapjan feltételezzik, hagyad tipusi PKD az axonban a
mikrotubulusok mentén, a kinezinekhez - PDZ domtartalmaz6 adaptor fehérjéken
keresztil - kapcsolddva szallitédik, és hogy a kafidashoz a PKD aktivitasara van
szikség.

Annak alapjan, hogy az érett hippokampalis idegeeiyészetekben a PKD
konstrukciok a Golgi készuléknél felhalmozddast attak, €s hogy magas endogén PKD
aktivitas volt detektalhato a Golgi készuléeknélidielezzik, hogy a nem-neuralis sejtekhez
hasonlban a PKD szerepet jatszik a idegsejtek Ghégizilékének ikodésében is.
Kisérleteink sordn a kdPKD1-EGFP expresszidja a ramglis Golgi készilék
feldarabolédasdhoz vezetett. Ennek magyarazatat, leimgy a kindz inaktiv PKD
tultermeltetése megzavarja a Golginabfetduld intenziv membran dinamikat, vagy
megvaltoztatja a Golgi készilék fenntartasdbanoksrzerepet jatszo citoszkeletalis rendszer
szerkezetét. A mi medgfigyeléseinkkel ellentétbernem-neuralis sejtekben a kdPKD1
expresszalasa a TGN tubulizaciojat eredményeztmeknaltaldnosan elfogadott magyarazata
az, hogy a kdPKD a Golgi késziléknél tottarezikulak lefizédését gatolja meg (Bard and
Malhotra, 2006). A latszélagos ellentmondas magatealehet az, hogy az idegsejtek és a
nem-neuralis sejtek a Golgi készlulékik felépitésébEs nikdodéseben alapwan
kilénboznek. Ezért annak ellenére, hogy kulésbdmorfolégiai valtozast latunk,
eredményeink a kovetkézpontokban egyeznek meg a nem-neurdlis sejtekerzettég
kisérletek eredményeivei) a sejtspecifikus Golgi struktira fenntartasahoizkség van a
PKD aktivitasara é8) a PKD aktivitasanak médositasa a Golgi készuligntasanak gyors

valtozdsahoz vezet.



Amellett, hogy a kdPKD1-EGFP expresszidja megvédtiia a Golgi készllék
strukturgjat, a dendritfa kiterjedésének nagymértésokkenését is okozta az érett
idegsejtekben. Az 8s korrelacio, ami az elemzéseink alapjan a Golgaeqtus szétesése €s
a dendritfa redukciojanak mértéke kozott all femma utal, hogy a dendritfa zsugorodasa az
elromlott szekrécios fikodés, és a kovetkezésképpen kialakulé csokkent bmdm
komponens ellatds eredményének kovetkezménye Iebeatrég megjelent kozleményekben
is hangsulyoztak a Golgi szenéelesének fontossagat a dendritfa arborizaciéjanak
fenntartasaban (Horton és mtsai, 2005; Ye és nf6ai7). Mivel az endogén PKD aktivitasa
nemcsak a Golgi készlléknél, hanem a dendritekpleitongjaban is detektdlhatd volt,
feltételezzilk, hogy a PKD a Golgi készlléknél kddj hatasa mellett lokélisan is
befolyasolhatja a dendritfa strukturgjat. Egyik d#éség, hogy a PKD az endoszomalis
rendszerre hatva szabalyozza a dendritfa arbodigicimivel nemrég megjelent adatok
alapjan a kinaz inaktiv PKD megnéveli a dendritiknembranfehérjék endocitozisat (Bisbal
és mtsai, 2008). Emellett ismert, hogy a PKD részz a sejtvandorlas soran fetiép
citoszkeletalis szervédés szabalyozasaban is (De Kimpe és mtsai, 2008yl5és mtsai,
2009), tehat a PKD a citoszkeletélis rendszer dyab@isan keresztll is kifejtheti hatasat a

dendritfa atrendémésében.
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