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ZAROJELENTES

A plazmamembran tipusa Ca®*ATP4z 4b izoforma szerkezetbeli eltérései
polarizalt és nem-polarizalt sejtekben

TUDOMANYOS HATTER:

A Ca?* jelatvitel egyik kulcsfontossag eleme a plazmamembranban taldlhaté
Ca**ATPaz (PMCA), mely az ATP kémiai energidjanak terhére Ca®" ionokat tavolit el a
citoszolbol az extracelluldris térbe. A PMCA egyetlen polipeptidlancbol felépiilo, 10
transzmembran hélixszel rendelkezd, kb.130 kDa molekulatomegili integrans membranfehérje.
A fehérje Iényeges funkcionalis egysége a citoszolban elhelyezkedd C-termindlis szabéalyozo
régio, mely beépitett autoinhibitorként is miikddik: alacsony Ca®* koncentracié mellett gatolja
a katalitikus domének mozgésat, és ezaltal az enzim aktivitasat. A PMCA {6 aktivatora a
Ca’*-kalmodulin  komplex, amely a C-terminalis régioban taldlhato kalmodulin-koté
szekvencighoz kotddik. A Ca**-kalmodulin komplex kotddése olyan szerkezeti valtozasokat
indukal, melynek hatdsara a fehérje felszabadul a belsé gatlas alol. A C-termindlis régid
szamos egyéb regulacids lehetséget tartalmaz (foszforilacios helyek, protedz-hasité helyek,
fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasara képes szekvenciak). Ezeken a szabalyozo
egységeken keresztiill megvaltoztathatd a C-termindlis szakasz ¢és a fehérje katalitikus
doménjeinek viszonya, ¢és ezaltal a PMCA aktivitdsa. Ezenkiviil a C-terminalis régid egyes
szakaszain keresztil a PMCA olyan multiprotein-komplexekhez kapcsolodhat, melyek
specialis szignalizacios membrandoménekbe iranyitjak a fehérjét [1-3].

A PMCA fehérjéket 4 gén kodolja, melyekrdl alternativ “splicing” révén tobb mint 20
kiilonféle izoforma keletkezhet. A PMCA izoformék C-terminalis reguldtor régidja nagy
mértékben kiilonbozik egymadstol, ami lehetévé teszi a varidnsok muikodésének eltérd
szabalyozasat [4].

A PMCA fehérjek kozil a PMCA4b izoforma az egyik leggyakrabban el6forduld
varians, szinte mindenféle sejttipusban megtalalhat6. C-terminalisan talalhat6 egy PDZ-k6td
szekvencia, amelyen keresztiil kiilonb6z6 PDZ-domént tartalmazo fehérjékhez (PDZ-fehérje)
képes kapcsolodni. llyenek a membran-asszocialt-guanilat-kinaz (MAGUK) csalad tagjai,
amelyek fontos szerepet jatszanak sejt-sejt kapcsolatok illetve multiprotein-komplexek
kialakitasaban (pl. epitél sejtben a ,.tight juncion”, idegsejtben a posztszinaptikus denzitas
fehérjedsszetételét a MAGUK csalad (SAP97, PSD-95, stb) tagjai befolyasoljak). Ezek a PDZ
fehérjék tobbféle fehérje-fehérje interakcids domént tartalmaznak (PDZ,SH3,SH2). Tagjai
koziil tobbek kozott a PSD-95, PSD-93, SAP102 esetében igazoltak, hogy kolcsonhatnak a
PMCAA4b-vel [5, 6].

KUTATASI ELOZMENYEK:

Kiilonb6zd sejtvonalakban az expresszalt PMCA izoformak analizise soran azt
talaltuk, hogy mig polarizalt, adherens sejtekben a klonozott PMCA4b-nek megfeleld, teljes
hosszusagl fehérje expresszalodik, addig vordsvérsejtben, és mas nem polarizalt sejtekben a
PMCA4b izoforma C-terminalis szakaszan hianyzik egy rovid (kb. 20-30 aminosav
hosszusagl) peptidszakasz. Két olyan humén T sejt leukémia sejtvonalat talaltunk, amely
mind a rovid, mind a hosszl format tartalmazta (1. tablazat).
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1. tablazat

A rovid és a hossza PMCA4b forma eldfordulasa kiillonboz0 sejtekben

A tablazat elsé sora azt mutatja, hogy az egyes sejtvonalakban az endogén
PMCA4b hosszu illetve rovid formaban van-e jelen. A mdasodik sorban aszerint
rendeztiik a kiilonféle sejttipusokat, hogy benniik a PMCA4b-vel torténd tranziens
transzfekciot  kévetoen, milyen hosszusagu PMCA4b-t  detektaltunk. A
transzfekciot kévetéen 3 napig vizsgaltuk a sejtek PMCA4D oOsszetételét.

Jurkat valamint K562 sejtkulturak PMCA4b-vel torténd tranziens transzfekcidja soran
azt tapasztaltuk, hogy elOszor a teljes hosszisagh PMCA4b forma expresszalodik, majd a
transzfekciot kovetden idével megjelenik a rovid PMCA4b forma is (1.tdblazat). Ez alapjan
azt feltételeztiik, hogy a rovid forma kialakuldsat poszttranszlaciés modositas, a C-termindlis
szakasz lehasadasa hozza létre.

A hidnyzo C-terminalis szakasz tartalmazza a PDZ-ko6td szekvenciat is. E szekvencia
hidnya nem befolyésolja a Ca?*ATPéz biokémidjanak karakterisztikajat, illetve szabalyozasat
kalmodulinnal és foszforilacion keresztiil. Mivel azonban kiilonféle PDZ-kolcsonhatasok
nagymértékben befolydsolhatjdk a PMCA4b specidlis membrankompartmentbe torténd
szervezddését, a PDZ-kotd szekvencia hidnya alapvetden hatarozhatja meg a PMCA Ca*
jelatvitelben betoltott szerepét.

KUTATASI EREDMENYEK:
1. Hasitasi hely vizsgalata mutacio segitségével.

Irodalmi adatok alapjan (Amikor a PMCA4b fehérjét eloszor vorosvérsejtben
detektaltak, tripszines emésztést kovetden peptidszekvendldssal ellendrizték, hogy a PMCA4D
szekvenciaja megfelel-e cDNS-ének. Ennek soran nem sikeriilt azonositani a ¢cDNS alapjan
vart rovid C-termindlis szakaszt. Az utolso detektalt aminosav az 1176. tirozin volt [7])
elképzelhetonek tartottuk, hogy a ,révid” PMCA4b forma C-terminalisa az 1176. tirozin.
Olyan mutans PMCA4b fehérjét allitottunk el6, amelyben ezt a tirozint iranyitott
mutagenezissel alaninra cseréltiik (Tyr1176—>Ala mutans), és az N-terminalisdhoz kapcsolva
tartalmazta a zold fluoreszcens fehérjét (GFP). Tanulmanyoztuk, hogy a tirozin mutacioja
megvédi-e a fehérjét C-termindlisanak lehasadasatol. A GFP-hez kotott mutans fehérje
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expresszidjat kétféle sejttipusban vizsgaltuk: a, K562 sejtekben, amelyek eredetileg csak a
,,yovid” format tartalmazzak, illetve b, Jurkat sejtekben , amelyek mind a ,,r6vid” mind a teljes
hosszusagu format expresszaljak. Ezeket a sejteket tranziensen transzfektaltuk a GFP-vel
jelolt mutans és vad tipusi PMCA4b fehérjével, majd transzfekciot kovetden Western blot
analizissel idoben kovettiik a fehérje méretében bekovetkezett valtozast. A GFP-hez kapcsolt
PMCA fehérjék az elektroforézis soran lassabban futottak, mint az endogén PMCA4b fehérje,
igy attol konnyen elkiilonithettiik és fiiggetleniil elemeztik. A GFP-PMCA4b esetében a
hosszu €s a rovid forma aranya folyamatosan valtozik a tranziens transzfekciot kovetden: elsd
napon szinte kizarolag a teljes hosszisagt PMCA4b detektalhatd. A rovid forma a masodik
napon jelenik meg, majd fokozatosan nd az aranya. Ugy talaltuk, hogy a Tyr''°—Ala mutans
esetében a valtozas kinetikdja nem kiilonbozik szignifikdnsan a vad tipusut PMCA4b fehérje
kinetikajatol. Ez azt bizonyitja, hogy az 1176. tirozin mutacidja nem védi meg a fehérje C-
termindlisat a feltételezett proteolizissel szemben.

2. A PMCA4b szubcellularis lokalizaciojanak vizsgalata rovid format is tartalmazo
sejtekben.

Konfokalis mikroszkop segitségével tanulmanyoztuk a GFP-hez kapcsolt PMCA4b
fehérje sejten beliili lokalizaciojat ,,rovid” PMCA4b format is tartalmazo sejtekben (Jurkat,
K562). Azt talaltuk, hogy a transzfekciot kovetd elsé napon a fehérje féleg a citoplazmaban
helyezkedik el. Western blot analizissel ekkor csak a teljes hosszusaga GFP-PMCA4b-t
detektaltuk. A transzfekcidt kovetd masodik napon mar megjelenik a ,,rovid” forma is (kb
azonos mennyiségben van jelen a ,rovid” és a ,hosszi” forma). Ekkor konfokalis
mikroszkoppal diffuz, sejten beliili lokalizacid mellett mar plazmamembran lokalizaciot is
megfigyeltiink. Bar ezek a kisérletek még nem alkalmasak a modositds helyének pontos
meghatarozasara, de arra utalnak, hogy a ,,rovid” forma a plazmamembranban lokalizalodik.

3. Fehérje lokalizacios motivumok a PMCA4b C-terminalis doménjében.

Olyan GFP-hez kapcsolt mutans PMCA4b fehérjét készitettiink, amelyben a teljes C-
terminalis szabalyozé régiot eltavolitottuk (GFP-PMCA4b-ct125). Polarizalt (COS-7, HEK-
293) és nem-polarizalt (Jurkat, K562) sejtvonalakban konfokalis mikroszkép segitségével a
transzfekcidt kovetden tobb idépontban is vizsgaltuk a GFP-vel jelolt vad tipust és a mutans
fehérje szubcellularis lokalizaciojat. Kimutattuk, hogy a GFP-PMCA4b-ct125 mutans
nagyobb mennyiségben taldlhatdé a plazmamembranban, mint a teljes hosszusagi GFP-
PMCA4b.

Ezek a kisérletek azt bizonyitjak, hogy a C-terminalis szabadlyozo régioban olyan eddig nem
vizsgalt motivum(ok) talalhato(ak), amely(ek) szabdlyozzak a fehérje expressziojat a
plazmamembranban.
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1. 4bra

A C-terminalis régid eltavolitasa eldsegiti a PMCA fehérje megjelenését a
plazmamembranban

Konfokalis mikroszképpal készitett optikai metszetek GFP-PMCA4b-vel (A) illetve
GFP-PMCA-ct125 delécios mutanssal (B) transzfektalt HEK-293 sejtekrél 1
nappal a transzfekciot kévetéen. Hasonlo eredményt mutat az azonos koriilmények
mellett transzfektalt Jurkat sejtekben a GFP-PMCA4b (C) és a GFP-PMCA4b-
ctl25 (D) eloszlasa.

crer

is talaltunk, amelyek részt vehetnek a fehérje iranyitasaban (savanyl aminosavakban gazdag
régiok, di-leucin illetve tirozin alapti motivumok, illetve a mar emlitett PDZ-ko6t6 szekvencia)
(2.4bra).

ct125 ctil ct57 ctiS cti4
—1 ac HL ac Y PDZB
2. abra

crer

szubcellularis mozgast iranvito szekvenciak

Roviditések: LL: di-leucin motivum,Y : tirozin; AC: savanyi régioé (“acidic
cluster”); PDZB: PDZ-koto szekvencia
A nyilak a un. “ct” mutansok C-terminalisat jelzik.

A di-leucin és a tirozin alapi motivumok olyan szekvencidk, amelyeket — a fehérjék
vezikuldris transzportjat szabalyoz6 — Un. ,,adaptor protein” komplexek ismernek fel. Tobb
kiilonféle ,,adaptor protein” komplex létezik (AP-1 — AP-4 [8]), melyek tobbek kozott a
transz-Golgi halozat (TGN) és endoszomalis kompartmentek kozott iranyitjak a fehérjéket
(AP-1), illetve a plazmamembranbol segitik el6 az internalizaciot (AP-2).
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A — foként savanyl aminosavakbol all6 — savanya régioé (acidic cluster) olyan irdnyitd
szekvencia, mely a plazmamembran, az endoszoéma-Golgi rendszer illetve az endoplazmas
retikulum kozott szabalyozza a fehérjék mozgasat. A savanyl régio nem kozvetlentil kotédik
az ,,adaptor protein”’komplexekhez, hanem az Gn. PACS (Phosphofurin Acidic Cluster Sorting
proteins) fehérjéken keresztiil [9]. E mechanizmusra egy példa a polycystin-2 kation csatorna,
iranyit. Amennyiben ezt a kolcsonhatdst meggatoltdk, a polycistin-2 mennyisége a
plazmamembranban jelentdsen megemelkedett [10].

Ezek a sejten beliili mozgast iranyitd szekvencidk altalaban egy Osszetett szabalyozasi
rendszert alkotnak és a kiilonféle fehérjepartnereik jelenlététol, illetve a szekvencia
kornyezetének foszforilaltsagi allapotatol fliggden egyiittesen regulaljak a fehérjék
lokalizaciojat [11].

Rendelkezésiinkre allnak olyan PMCA4b mutansok, amelyek C-terminalisarol
kiilonb6z6é hosszsagh peptidszakaszokat tavolitottunk el (“ct” mutdnsok), lehetévé téve,
hogy az egyes szekvencidkat kiilon-kiilon vizsgaljuk (2. abra). A mutansok neve jelzi, hogy
hany aminosav hianyzik a PMCA4b C-terminalisar6l (pl. a ct24 mutans, 24 aminosavval
rovidebb, mint a vad tipusu PMCAA4D).

A kiilonféle mutansok sejten beliili eloszlasat COS-7 sejtvonalban vizsgaltuk, amely a
fehérjék szubcellularis mozgasanak vizsgalatara altalanosan hasznalt modellsejt. Az egyes
“ct” mutansokat tranziensen transzfektaltuk COS-7 sejtekbe. 1 illetve 2 nap utdn a sejteket
fixaltuk, permeabilizaltuk, S5F10 anti-PMCA ellenanyaggal, majd fluoreszcensen jelolt
masodlagos ellenanyaggal festettiilk. Az endoplazmas retikulumot anti-calnexin ellenanyaggal,
a Golgi kompartmentet pedig egy fluoreszcensen jelolt lektin (wheat germ agglutinin (WGA))
segitségével jeloltik. A WGA-t plazmamembran markerként is hasznaltuk, de ebben az
esetben fixalas eldtt adtuk a sejtekhez, majd rovid, kétperces inkubaladst kovetden a sejteket
mostuk, fixaltuk és a fentieknek megfelelden kezeltiik. Ilyenkor a WGA csak a sejtfelszini
szénhidrat csoportokat jeloli meg. Konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zo
PMCA fehérjék milyen kompartment markerrel kolokalizalédnak egyiitt, majd
Osszehasonlitottuk a mutansok és a teljes hosszisag PMCA4b szubcellularis megoszlasat.

Retencios vagy internalizdcios szigndl.
A vad tipust PMCA4b fehérjére jellemz0O, hogy a transzfekciot kovetd elsé nap a fehérje
foleg az endoplazmas retikulumban (ER) és kisebb mennyiségben a Golgi-ban figyelhetd
meg. A transzfekciét kovetd masodik nap a fehérje mar nagyobb aranyban talalhaté a
Golgiban, és megjelenik a plazmamembranban is. Amennyiben a PMCA4b C-terminalisarol
az utolso 48 aminosavat eltavolitjuk (ct48 mutans), a fehérje viselkedése nem valtozik. Ezzel
szemben meglepetésiinkre a ct24 mutanst a masodik nap utan is csak az ER-ban detektaltuk.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ct24 és a ct48 mutansok C-terminalisai
kozott elhelyezkedd régioban taldlhatd egy olyan szignal, amely a fehérjét az endoplazmas
retikulum felé iranyitja. Az egyik ilyen feltételezett motivum egy di-leucin alapu szignal [8,
12], mely ,adaptor protein” komplexeken keresztiil a fehérjét az intracellularis
kompartmentek felé iranyithatja. Ezért iranyitott mutagenezissel a PMCA4b fehérjében ¢és a
ct24 mutansban az 1167. leucinnal kezd6dé harom egymast kdvetd leucint alaninra cseréltiik
(PMCA4D-LLLM ™M ,AAA muténs és ct24-LLL™* ¥ ,AAA mutans), és vizsgaltuk a
mutansok sejten beliili viselkedését. A transzfekciot kovetd masodik napon - szemben a ct24
fehérjével - a Cct24-LLLM MO, AAA muténs megjelent a plazmamembranban. A sejtek
kozel 40%-aban tulnyomorészt plazmamembran lokalizaciot detektaltunk. A teljes
hosszusagh PMCA4b esetében a leucin-alanin cserék hatdsara kétszeresére nott azoknak a
sejteknek az ardnya, melyeknél féleg a plazmamembranban figyeltiik meg a PMCA-t. A
leucin-alanin  cserék hatasara tehat a PMCA4b molekula konnyebben kijut a
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plazmamembranba, ami azt bizonyitja, hogy az itt talalhat6 di-leucin alapu szignal a PMCA4b
fehérjét az intracellularis kompartmentek felé iranyitja.

Mivel az ER retenciés vagy internalizacios szignal ellenére a teljes hossziusagi PMCA4b
képes a Golgi és a plazmamembran kompartmentbe eljutni, valoszinli, hogy a PMCA4b
utols6 24 aminosav hosszusagu szakasza valamiképpen elfedi e szigndl hatasat, és lehetévé
teszi a vad tipusu fehérje kijutasat a plazmamembranba. Hasonlo6 jelenséget irtak le az NMDA
receptor NR2B alegységével kapcsolatban [13]. Ennek a fehérjének a C-terminalis részén
szintén talalhato egy endocitotikus motivum (ebben az esetben egy tirozin alapt szignal), ami
a fehérjét az AP-2 komplex segitségével az intracellularis kompartmentek felé iranyitja. Az
NR2B C-terminalisan taldlhato PDZ-ko6t6 szekvencia azonban képes meggatolni ezt a hatast.
A PSD-95 PDZ-fehérje kotddése az NR2B PDZ-koté szekvencidjdhoz megakadalyozza az
AP-2 medialt internalizacidt. Mivel a PMCA4b utols6 24 aminosav hosszisagu szakasza
szintén tartalmaz egy PDZ-kotd szekvenciat, ezért mi is megvizsgaltuk a PDZ-kotod
szekvencia szerepét a sejtfelszini expresszio szabalyozéasaban (lasd 4. és 5.bekezdés)

Savanyu régio.

Rovidebb ,,ct” mutansok segitségével tovabb vizsgaltuk a C-terminalis régid szerepét.
Szemben a vad tipusi PMCA4b és a ct48 delécidos mutans sejten beliili mozgésara jellemzd
kinetikaval, a ct57 mutans és a rovidebb konstrukciok mar a transzfekciot kovetd elsé napon
megjelentek a plazmamembranban, és a transzfekciot kovetd masodik napon mar szinte
kizarolag ebben a kompartmentben lokalizalodtak. A megfeleld idépontokban a ct57, illetve a
rovidebb mutansok bar sokkal kisebb mennyiségben, de detektalhatoak voltak mind az ER-
ban, mind a Golgi kompartmentben.

Hogy mennyiségileg is elemezziikk ezeknek a mutidnsoknak illetve a vad tipust
PMCA4b-nek a sejtkompartmentek kozotti eloszlasat, 1 nappal a transzfekciot kdvetéen
COS-7 sejtekb6l membrant preparaltunk. A plazmamembrant, illetve a sejten beliili
membranokat Percoll gradiens centrifugalas segitségével szeparaltuk. A szétvalasztott
frakciokat gél elektroforézist kdvetéen SF10 anti-PMCA ellenanyaggal megfestettiik. A
PMCA fehérjék mennyiségét Bio-Rad Molecular Imager System segitségével értékeltiik.
Kiszdmoltuk a plazmamembranban és az endoplazmas retikulum membranjaban talalhato
PMCA mennyiségének aranyat, és Osszehasonlitottuk az egyes ct mutansok és a vad tipusu
fehérjék esetében. A konfokalis felvételeknek megfeleld adatokat kaptunk. A transzfekciot
kovetd elsd napon a teljes hosszasagh PMCA4b ¢és a ct48 mutans fOleg intracellularis
membranokban helyezkedett el (PM/ERpmcasn=0,45; PM/ER145=0,28). Ezzel szemben ebben
az 1d6pontban a ct57 mutdns mar nagyobb aranyban megjelent a plazmamembranban
(PM/ER57=1,04)

A ct57 és a ct48 mutansok C-terminalisai kozott egy savanyt aminosavakban
rendkiviil gazdag régio talalhatd. Kisérleteink azt mutatjak, hogy ez a savanyu régié a
PMCA4b fehérjét az intracellularis kompartmentek felé irdnyitja, és lassitia a PMCA4b
fehérje megjelenését a plazmamembranban. Bdr tovabbi kisérletek sziikségesek a lokalizacios
szignalok meghatarozasara, reményeink szerint eredményeink rovid idon beliil kozlésre
alkalmasak lesznek.

PDZ-kété szekvencia.

Mivel a révid PMCA4b fehérjérdl hianyzo peptidszakasz ismerten fontos eleme a PDZ-koto
szekvencia [5, 6, 14, 15], ezért a tovabbiakban kitiintetett figyelemmel tanulmanyoztuk e
motivum szerepét a PMCA4b plazmamembran lokalizaciojaban.
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4. A PDZ-koto szekvencia-hianyos mutans lokalizacioja

Megvizsgaltuk, hogy befolyasolja a ,hossz0” PMCA4b varians C-terminalisan
talalhato PDZ-kot6 szekvencia illetve annak hidnya a fehérje sejten beliili lokalizacigjat.
Olyan mutans GFP-PMCA4b fehérjét allitottunk eld, amely C-terminalisarol hianyzik egy 6
aminosav hosszlsagl, a PDZ-kot6 szekvenciat is tartalmazo peptidszakasz (GFP-PMCAA4b-
ct6 mutans). A GFP-hez kotott mutans fehérjét és a teljes hosszasagat PMCA4b-t ,,rovid”
format tartalmaz6, nem polarizalt sejtekben (K562, Jurkat) és csak ,hosszt” format
tartalmazo, polarizalt sejtekben (N2A, COS-7) expresszaltuk. Konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk a fehérje szubcellularis lokalizacidjat. A GFP-PMCA4b-ct6 mutans és a GFP-
PMCAA4b hasonlo eloszlast mutatott. Mindkét fehérjére jellemzd, hogy a transzfekciot kdvetd
1. nap foleg intracellularis kompartmentben helyezkedik el, és a 2. napon jelenik meg a
plazmamembranban, ahol egyenletes, diffuz eloszlast mutat. Tehdt a PDZ-koté szekvencia
onmagaban nem befolyasolta a PMCA plazmamembran lokalizdaciojat heterolog expresszios
rendszerekben.

5. PMCAA4b koexpresszidoja PDZ-fehérjékkel

Feltételeztiik, hogy a vizsgalt sejtek PDZ fehérje készlete nem elegendd, hogy a
tranziens expressziot kovetden képzO0dd nagyobb mennyiségii PMCA fehérjéhez kotodve
befolyasolja annak viselkedését. Ezért a tovabbiakban a PDZ-kotd szekvencia szerepét ugy
tanulmanyoztuk, hogy kiilonféle sejtekben a PMCA4b fehérjével egyiitt fejeztiik ki a PSD-95
(post-synaptic density-95) PDZ-fehérjét. Bar irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a PSD-95
kotédik a PMCA4b PDZ-koté szekvencidjadhoz, ennek a kolcsonhatasnak a Ca** ATP4z
szubcellularis lokalizacidjara kifejtett hatdsa még nem ismert. Megvizsgaltuk, hogy az
egyiittes expresszid befolyasolja-e a PMCA4b sejten beliili mozgasat illetve lokalizacigjat.

A PSD-95 fehérje elosegiti a PMCA4b megjelenését a plazmamembranban

Tranziensen transzfektaltunk COS-7 sejteket GFP-hez kapcsolt PMCAA4b-vel PSD-95
fehérjével egyiitt illetve nélkiile, majd konfokalis mikroszkop segitségével a sejt kozép
magassagaban készitett optikai metszeten elemeztik a GFP-PMCA4b lokalizacidjat. A
sejteket WGA-val jeloltiik, fixaltuk, permeabilizaltuk, majd anti-PSD-95 ellenanyaggal, és
fluoreszcensen jelolt masodlagos ellenanyaggal tettiikk lathatova a PSD-95 fehérjét. A
PMCAA4b esetében a GFP szignalt analizaltuk.

A PMCA4b plazmamembran expressziojat ugy értékeltiik, hogy kiszamitottuk a sejtek hany
szazaléka mutat detektalhat6 PMCA jelet a plazmamembranban. Ugy talaltuk, hogy a
transzfekciot kovetd elsd napon a PSD-95 fehérje hidnydban a PMCA4b szinte kizardlag
intracellularis kompartmentekben lokalizdlodik. A sejteknek mindossze 14%-aban
(14,3 £ 1,3) mutatott a PMCA4b plazmamembran lokalizaciot iS. A transzfekciot kdvetd
masodik napon — bar még mindig megfigyelhetd volt intracellularis PMCA festodés — a sejtek
75%-aban (74,6 + 5,2) mar megjelent a plazmamembranban a Ca’*ATPaz.

PSD-95-tel torténd koexpresszio jelentésen megemelte a PMCA4b plazmamembran
expresszidjat: a transzfekciot kovetd elsé napon mar a sejtek kdzel 70%-aban (67,9 + 5,5)
megfigyelhetd volt PMCA szignal a plazmamembranban, és két nappal a transzfekciot
kovetden mar szinte az 0sszes sejtben (91,7 + 4,2) kijutott a Ca’*ATPaz a plazmamembranba.
Eredményeink azt bizonyitjiak, hogy a PSD-95 elosegiti a PMCA4b megjelenését a
plazmamembranban.

A PSD-95 jellegzetes szigetszerii PMCA4b eloszldast alakit ki a plazmamembrdnban
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Abbol a célbol, hogy alaposabban tanulmanyozzuk a GFP-PMCA4b eloszlasat a
plazmamembréanon beliil, konfokalis mikroszkoppal a COS-7 illetve N2A sejtek bazalis —a
fedélemezzel érintekez6 — felszinérdl készitettliink optikai metszeteket a transzfekciot kdvetd
masodik napon.

Az egyediil expresszalt PMCA4b diffiz ecloszlast mutatott a plazmamembranban.
Megvizsgaltuk a PSD-95 szubcellularis lokalizaciojat is ezekben a sejtekben. Irodalmi
adatoknak megfeleléen azt taldltuk, hogy a PSD-95 mind a citoplazmaban mind a
plazmamembranban megjelenik, ahol diffuz eloszlast mutat [16].

Amennyiben PSD-95-tel egyiitt transzfektaltuk, a GFP-PMCA4b plazmamembranon beliili
eloszlasa Iényegesen eltérd képet mutatott (3. abra). A koexpresszid hatasara a Ca**ATP4z
szabalytalan alakq, szigetszer( csoportokba rendezddott. A ,,szigeteken” beliil a PMCA4b és a
PSD-95 fehérje kolokalizalodott.

GFP-PMCA4b GFP-PMCA4b/PSD-95

3.4bra

PMCAA4b ..szigetek” kialakuldsa a PSD-95-tel torténd kotranszfekcio
kovetkeztében N2A sejtekben

2 nappal a transzfekciot kévetoen PSD-95 nélkiil (A) illetve PSD-95-tel egyiitt (B)
transzfektalt GFP-PMCA4b eloszlasa N2A sejtek bazalis plazma-membradnjaban.

Ismert, hogy a PSD-95 fehérje az idegsejtek szinaptikus membranjaban csoportokba
képes rendezni ioncsatornakat illetve neurotranszmitter receptorokat [17, 18]. A PSD-95
fehérje-csoportokat kialakito képességét gyakran modell sejtekben (COS-7, HEK) vizsgaljak,
ahol — hasonléan a PMCA4b-hez — szigetszer( strukturak kialakulasat indukalja [19-22]. A
kiilonféle fehérjepartnerek esetében azonban eltérd hatékonysdggal milkddik ez a
mechanizmus. Osszehasonlitasukra a ,,clustering efficiency”-t alkalmaztuk, ami megmutatja,
hogy a koexpresszalt sejtek hany szazalékaban alakul ki a szigetszerli rendezettség. A
PMCAA4b ¢és a PSD-95 esetében ez tobb mint 90% (93 + 3.5 %, n=150), ami igen magas a
tobbi fehérjéhez (csatornak, receptorok) képest (10% és 70% kozotti adatokat irtak le [23-26].
A PDZ-kot6 szekvenciat nem tartalmazo mutans (GFP-PMCA4b-ct6) segitségével igazoltuk,
hogy a PSD-95 fehérje PDZ-kolcsonhatason keresztiil fejti ki hatasat. Amennyiben a PSD-95
fehérjét a GFP-PMCA4Db-ct6 mutanssal expresszaltuk egyiitt COS-7 vagy N2A sejtekben,
nem észleltiik a vad tipust PMCA4b-re jellemzd szigetszerli elrendezddés kialakulasat.
Ezekben a sejtekben mind a PMCA fehérje mind a PSD-95 — az egyediil kifejezett fehérjékre
jellemzd — diffuz eloszlast mutatott a plazmamembranban. A PMCA4b-ct6 eloszlasat tehat
nem befolyasolta a PSD-95 jelenléte, ami arra utal, hogy a varakozdsnak megfeleléen a PSD-
95 fehérje PDZ kolcsonhatason keresztiil fejti ki hatasat.

A PMCAA4b lokalizaciojat hasonld modon befolyasolta egy masik PDZ-fehérjével, a PSD-93
(chapsyn 110) torténd koexpresszio is.
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Kisérleteinket elvégeztiik nem GFP-vel jelolt PMCA4b fehérjével is. Ebben az esetben SF10
anti-PMCA ellenanyaggal és fluoreszcensen jelolt masodlagos ellenanyaggal tettiik lathatova
a Ca’*ATPazt. Szignifikans eltérést nem tapasztaltunk a GFP-hez kapcsolt, illetve a GFP
nélkiili fehérjék viselkedésében.

6. A PDZ-interakcio hatasa a PMCA4b lateralis mobilitasara

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok korlatozhatjdk a PMCA lateralis mobilitdsat a
plazmamembranban, ezért 6sszehasonlitottuk a PMCA4b mobilitasat a diffuz és a szigetszerl
closzlas esetében. A GFP-PMCA4b-t egyediil és PSD-95-tel egyiitt COS-7 sejtekben fejeztiik
ki, majd mobilitdsit a fotokioltds utdni fluoreszcencia visszatérés (FRAP) technika
segitségével tanulmanyoztuk. Hogy meghatirozzuk a kezdeti fluoreszcens intenzitast a
plazmamembranban, a fotokioltas eldtt 5 felvételt készitettiink a COS-7 sejtek bazalis
felszinérdl. Ezutan egy kor alaku teriiletet (~2 um atmérdjli) nagy intenzitdsu 488 nm-es
1ézersugarral pasztaztunk, és igy kioltottuk a teriileten beliil talalhatdo GFP-PMCA4b
molekuldk fluoreszcencigjat. A fotokioltas utdn a szokasos intenzitdsu lézersugarral
sorozatfelvételt készitettiink, amelynek segitségével vizsgaltuk a mobilis fluoreszkaldé GFP-
PMCA4b molekuldk bedramlasat a vizsgalt teriiletre. A konfokalis mikroszkop Olympus
Fluoview programja segitségével meghataroztuk a vizsgalt teriilet atlagintenzitasanak
valtozasat, majd az adatokat a kettds normalizalas (“double-normalization”) modszerével [27]
normalizaltuk a fotokioltds el6tti kezdeti intenzitasra illetve a sorozatfelvétel kozben
bekovetkezd enyhe mértékii fotokioltasra. Az igy nyert adatokra GraphPad Prism program
segitségével exponencialis egyenletet illesztettiink, és igy meghataroztuk a fluoreszcencia
visszatérés kinetikai paramétereit.

» 1.04
s PMCA4b
N
g Ly e E'!'Iﬁ-lnl il .ll el Fl 1] -I “ |Il II
oo R A L P T T T TP alsle

‘E 0.81 -n'il"ih'!:.. L li l
— (P
2 oy
3 i I!l I .l.l. ..... Im%lg
N 069 & 774l '. ........ R oo T H)
e | X Lot G i ot
3 & .cpll
S F 1l PMCA4b + PSD-95
&= 0.4 7
= T80
© X
N %l
E v‘
£ 0.2
I
]
c

0.0 T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350
id6 (sec)
,
4.abra

A fluoreszcencia visszatérés kinetikdja a GFP-PMCA4b lateralis mozgasanak
kovetkeztében PSD-95 nélkiil illetve annak jelenlétében

Normalizalt fluoreszcencia intenzitasanak valtozasa idében a fotokioltast
kovetéen. A PSD-95 nélkiil transzfektilt GFP-PMCAA4b-vel nyert adatokat iires
négyzettel, mig a PSD-95 mellett szigetszerii csoportokba rendezodott GFP-
PMCA4b-vel kapott adatokat pedig iires kérrel jeloltiik. 5 kisérletbél nyert
adatokbol szamolt atlageértékek + S.D. vannak feltiintetve a grafikonon.
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Az egyediil expresszalt GFP-PMCA4b esetében a fluoreszcencia visszatérés nem volt
teljes mértékii (az adatokbdl meghatarozott mobilis frakcio: 0,81 + 0,06). Ezenkiviil a kisérleti
adatokra nem illeszkedett egyszeres exponencialis fliggvény, kétszeres exponencialis
fliggvényt kellett alkalmaznunk (t1= 5,43 S, 12 = 42,97 s). A részleges fluoreszcencia
visszatérés €s a tobbkomponensii egyenlet sziikségessége azt mutatja, hogy a GFP-PMCA4Db
molekulak mozgasat nem egyszer(i difftizio hatarozza meg a plazmamembranban.

PSD-95 jelenlétében a FRAP adatokra az elézéekhez hasonldan kétszeres

exponencialis fliggvényt illesztettiink. Ahogy azt a 4.abra is mutatja az eredeti fluoreszcens
intenzitds még kevésbé tért vissza. Osszehasonlitva, a ko-expresszilt rendszerben a mobilis
frakcio: 0,57 + 0,03, mig a PSD-95 nélkiil expresszalt PMCA4b esetén ez az érték
0,81 £ 0,06. Ennek ellenére az egyenlet idéallandoi nem kiilonboztek 1ényegesen (t1= 3,78 s,
T, = 47,85 s) a csak PMCA4b-t expresszalo sejtek vizsgalatabol nyert kinetikai
paraméterektol.
Osszefoglalva azt taldltuk, hogy a GFP-PMCA4b molekula a PSD-95 jelenlétének
koszonhetdoen szigetszerii csoportokba rendezodik és az immobilis frakcidja jelentosen
megemelkedik (~19%-rol ~43%-ra). Ez azt bizonyitja, hogy a PSD-95 részlegesen
immobilizalja a PMCA4b molekuldakat a sejtfelszinen.

7. A PMCAA4b “szigetek” és az aktin citoszkeleton kapcsolata

A ,szigetekbe” szervez6dott PMCA4b lassabb lateralis mobilitasa felvetette annak
lehetdségét, hogy a plazmamembran alatt taldlhatdo aktin citoszkeleton befolyasolja a
szigetszerli elrendezddésti PMCA4b molekuldk mozgasat. PSD-95-tel egyiitt kifejezett
PMCA4b lateralis mobilitasat kétféle mechanizmussal lassithatja az aktin halozat.
1) Kihorgonyozhatja a fehérjét a sejtvazhoz vagy 2) foleg nagyobb multiprotein-komplexek
kialakulasakor, keritésszertien korbevéve (“fence” modell [28]) akadalyozhatja a mobilitast. A
szigetszerli mintazat alapjan 0gy gondoljuk, hogy esetiinkben az aktin hal6zat keritésszertien
korbevéve gatolja a PMCA mozgasat. Hogy megvizsgaljuk a PMCA4b és az aktin
citoszkeleton kapcsolatat, konfokalis mikroszkoppal tanulmanyoztuk a PMCA4b és az F-aktin
lokalizaciojat PMCA4b-t és PSD-95 fehérjét egyiitt expresszaldo COS-7 sejtek bazalis
felszinén. A PMCA4b-t 5F10 anti-PMCA ellenanyaggal és fluoreszcensen jelolt masodlagos
ellenanyaggal, az F-aktint TRITC-phalloidinnal jeldltiik.

5.4bra
Aktinhaldval keritésszertien korbevett PMCA4b csoportok COS-7 sejtekben, illetve

megnodvekedett méretli PMCA4b ..szigetek” depolimerizalt aktin citoszkeleton mellett
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A PMCA4b | szigetek” (zold) és az aktinhalo (piros) elhelyezkedése bazdalis
plazmamembranban kezeletlen (A) illetve Cytochalasin D-vel kezelt (B) COS-7
sejtekben.

A PMCAA4b ,szigetek” és az F-aktin kozott nem figyeltiink meg kolokalizaciot. A TRITC-
phalloidin fluoreszcencia hianyzott a PMCA4b ,,szigetek” teriiletérdl. Csak a szigetek koriil —
keritésszertien elhelyezkedve — detektaltunk aktin filamentumokat. Ez a tipikus elrendezddés
alatamasztotta feltevésiinket, hogy az aktin citoszkeleton keritésszeriien kérbevéve gatolja a
PMCA4b molekulak mozgasat a plazmamembranban, és részt vesz a specialis PMCA4b
csoportok kialakitasaban.

Tovabb vizsgaltuk az aktin citoszkeleton hatasat a PMCAA4Db szigetek stabilizalasaban,
ezért a PMCA4b /PSD-95 fehérjéket koexpresszalo COS-7 sejteket — aktin polimerizaciot
gatld — cytochalasin D-vel (végleges koncentracio: 2,5 uM) kezeltiikk. Az 5. abran lathato,
hogy a kezelés hatasara a PMCA4b ,szigetek” mérete jelentésen megndtt. 500-500 sziget
méretét hataroztuk meg nem kezelt és cytochalasin D-vel kezelt sejtekben, majd az igy kapott
adatokat hisztogramon abrazoltuk (6. dbra). Az aktin citoszkeleton szétesésének hatdsira az
atlag sziget méret mintegy 6-szorosara megndtt. Cytochalasin D kezelés utan a szigetek kb.
80%-a, mig a kezelés nélkiil csak kb. 40%-a volt nagyobb mint 1 um? Az aktinhald szétesése
valosziniileg lehetdvé teszi kisebb ,,Szigetek” Osszeolvadasat, illetve hogy a PMCA4b
molekulak szabadabb mozgasanak kovetkeztében az egyes PMCA4b csoportok nagyobb
terlileten helyezkedjenek el a plazmamembranban. Ezek az adatok megerdsitik, hogy az ép
aktinhalo jelentos szerepet jatszik a PMCA4b szigetszerii elrendezodésének stabilizalasaban.

A PDZ-kélcsonhatasoknak a PMCA4b izoforma irdnyitisaban jatszott szerepérdl
jelenleg allitunk ossze egy kozlésre alkalmas anyagot, amelyet a kozeljévoben publikalunk.
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A PMCAA4b ,szigetek” mérete kezeletlen és Cytochalasin D-vel kezelt COS-7 sejtek
plazmamembranjaban

A hisztogramok a PMCA4b szigetek méretének valtozasat mutatjak Cytochalasin
D kezelést kévetoen (A, kezelés elott; B, 10 perc 2,5 mM Cytochalasin D kezelés
utan). A nyilfejek az drlagértéket jelolik (kezeletlen sejtekben: 1,48 um?, kezelt
sejtekben: 8,93 um?). A4 ,,B” dbrdn a sziirke oszlopok és a sziirke nyilfej a
kezeletlen sejtekbol nyert adatokat mutatjak (megegyezik a kontroll ,,A” abraval).
A hisztogramok elkészitéséhez 3 kisérlet soran 500-500 , sziget” teriiletét
hataroztuk meg.
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OSSZEFOGLALAS

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a PMCA4b sejten beliili mozgéasat a C-terminalison
talalhato Osszetett szabalyozasi rendszer befolyasolja: az intracellularis kompartmentek felé
iranyité (savanyu régio, retencids/internalizacios szignal) és a fehérje plazmamembranba valo
kijutasat eldsegité (PDZ-kotd szekvencia) motivumok. A PDZ-kotd szekvencia szerepe
meghatarozonak bizonyult a PMCA4b plazmamembranon beliili eloszlasanak szempontjabol
is. PDZ-fehérjék ezen a motivumon keresztiil befolyasolhatjak, hogy a Ca**ATPaz mely
specialis membrandoménben helyezkedjen el. Specidlisan vérsejtekben és egyéb nem
polarizalt sejtekben a PMCA4b elsddleges szerkezetének megvaltozasaval —a C-terminalis
lehasadasaval — atalakul e szabalyozasi rendszer Osszetétele. Ennek eredményeképpen
polarizalt és nem polarizalt sejtekben a PMCA4b varians sejten beliili mozgasa, eloszlasa a
plazmamembréanban és ezéltal részvétele a Ca® jelatvitelben nagy mértékben kiilonbozhet
egymastol.

Ezek az eredmények 1) irdnyt adtak kutatdsainknak. A hagyomanyos felfogas szerint a PMCA
Ca®" jelatvitelben betdltott aktualis szerepét komplexen szabalyozott aktivitdsa hatarozza
meg. Ezzel szemben az Aaltalunk javasolt 0j szemlélet szerint a megfeleld Ca®" jel
kialakitasahoz a PMCA aktivitasanak kozvetlen szabalyozasan til a PMCA lokalizacidjanak
finom szabdlyozasara is sziikség van. Bar a leglijabb irodalmi adatok sorra bizonyitjak, hogy a
PMCA fehérjék specialis membrankompartmentben talalhatéak, — amely lehetové teszi, hogy
adott Ca”* szignalizaciés doménen beliil fejtsék ki hatasukat —, a PMCA lokalizacidjanak
finom szabdlyozasa, és ezen beliil a C-terminalis régionak a fehérje sejten beliili irdnyitasaban
Jatszott szerepe egy még igen kevéssé vizsgalt teriilet. Tovabbi kutatdsaink soran szeretnénk
erre a teriiletre Osszpontositani, €s feltarni, hogy az igen varidbilis C-terminalis régio egyes
motivumai milyen szerepet jatszanak a PMCA fehérjék dinamikus lokaliz4ciojanak
szabalyozasaban.

Eredményeinket rovid idon beliil (max. 2 év) tervezziik publikalni (kutatdsi anyagunk egy
részét mar elfogadtak kozlésre ([29], PSD-95 hatasa a PMCA4b eloszlasara)), ezért kérjik,
hogy a jelentésben foglaltak alapjan sziiletett mindsitést az OTKA kiegészitd eljarasban
késobb modositsa, figyelembe véve a késébb megjelent kdzleményeket.
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