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ZAROJELENTES

A plazmamembran Ca®* ATPAaz 4b izoforma apoptotikus fragmentjét reprezentilé mutans sejten beliili

lokalizAcidja, stabilitasa, hatasai a sejtek Ca’* haztartasara és szerepe az apoptézis folyamataban

TUDOMANYOS HATTER:

A plazmamembran tipusii Ca* ATP4zok (PMCA) a sejtek Ca’" homeosztazisaban jatszanak kitiintetett szerepet.
A PMCA fehérjék az ATP kémiai energiajat felhasznalva képesek a Ca®" citoszolbol extracellularis térbe torténd
eltavolitasara, igy biztositjak a sejtek szamara létfontossagi alacsony intracellularis Ca>" szintet.

A PMCA egyetlen polipeptidlancbol felépiild, 10 transzmembran hélixszel rendelkez6, kb.130 kDa
molekulatomegi integrans membranfehérje. A fehérje 1ényeges funkcionalis egysége a citoszolban elhelyezkedd
C-terminalis szabalyozd régio, mely beépitett autoinhibitorként mikodik: gatolja a Kkatalitikus domének
mozgasat, és ezaltal az enzim aktivitdsat. A PMCA f6 aktivatora a Ca®"-kalmodulin komplex, amely a C-
terminalis régioban talalhato kalmodulin-kot6 szekvenciahoz kotédik, melynek hatasara a fehérje felszabadul a
bels6é gatlas aldl. Ezenkiviil a C-terminalis régié egyes szakaszain keresztil a PMCA olyan multiprotein-
komplexekhez kapcsolddhat, melyek specialis szignalizaciés membrandoménekbe iranyitjak a fehérjét [1-4].

A PMCA fehérjéket 4 gén kodolja, melyekrdl alternativ “splicing” révén tobb mint 20 kiilonféle izoforma
keletkezhet. A PMCA izoformak C-terminalis regulator régidja nagy mértékben kiilonbozik egymastol, ami
lehet6vé teszi a variansok miikodésének eltérd szabalyozasat [5].

A PMCA fehérjék koziil a PMCA4b izoforma mindenféle sejttipusban megtaldlhatd. A PMCA4b C-terminalisan
talalhatdé PDZ-k6td motivuman keresztiil kiilonb6zé PDZ-domént tartalmazo, un. allvanyfehérjékhez képes
kapcsolodni. Ilyenek a membran-asszocialt-guanilat-kindz (MAGUK) csalad tagjai, amelyek fontos szerepet
jatszanak sejt-sejt kapcsolatok illetve multiprotein-komplexek kialakitdsaban; pl. epitél sejtekben az ,,adherens
junction”, idegsejtben a posztszinaptikus denzitas fehérjedsszetételét a MAGUK csalad - SAP97, PSD-95, stb -
tagjai befolyasoljak. Ezek a PDZ fehérjék tobbféle fehérje-fehérje interakciés domént tartalmaznak
(PDZ,SH3,SH2). Tagjai koziil tobbek kozott a PSD-95, PSD-93, SAP102 esetében igazoltak, hogy
kolcsonhatnak a PMCA4b fehérjével [6, 7].

KUTATASI ELOZMENYEK:
Els6ként munkacsoportunk mutatta be, hogy a PMCA4b izoformat az apoptdzis folyamata soran a kaszpaz-3
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120 kDa molekulatomegii fragment képzodik. A jelen kutatasi program keretein belill vizsgaltuk e szerkezeti
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valtozas kdvetkezményeit a fehérje miikodésére és megoszlasara a sejten beliil. A PMCA C-terminalis PDZ-k&to

crcr

allvanyfehérjék milyen hatassal vannak a PMCA4b megoszldsara a plazmamembranban.

KUTATASI EREDMENYEK:

1. Vadtipusu PMCA4b-t és a PMCA4b apoptotikus fragmentjének megfelelo csonkolt mutanst
expresszalo sejtvonalak eléallitasa. Az apoptotikus fragment tulajdonsagainak vizsgalatara olyan PMCA4b
csonkolt mutans konstrukciot készitettiink, melynek C-terminalisar6l 125 aminosav hianyzik (PMCA4b-ct125),
igy az ebbdl atirodé mutans fehérje a PMCA4b 120 kDa molekulatomegii apoptotikus fragmentjének felel meg.
A vadtipust illetve mutans konstrukciot tartalmazé DNS fragmentet SPsLdS retroviralis vektorba helyeztiik,
mellyel Phoenix-Ampho pakolosejteket transzfektaltunk. A pakolosejtek révén eldallitott virusfeliiluszoval
MDCK (Madin-Darby Canine kidney) sejteket fertoztiink. A transzdukciot kdvetden a sejteket Geneticinnel
szelektaltuk, majd a PMCA4b varidnsokat stabilan expresszalo sejtvonalakat hoztunk létre. Western blot
technikaval kimutattuk, hogy a PMCA4b és a PMCA4b-ct125 fehérjék expresszids szintje a szelekciot megel6zo
kezdeti érték 5-10-szeresére nétt [9].

2. A vadtipusi PMCA4b és mutans PMCA4b-ct125 fehérjék jellemzése. A fehérjék aktivitdsat a megfeleld
konstrukciét stabilan expresszalo MDCK sejtvonalakbol késziilt membranvezikulak aktiv Ca®" felvételével
hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogy a PMCA4b és a PMCA4b-ct125 fehérjék aktivitasa az expresszios
szintnek megfeleld mértékii. Kimutattuk tovabba, hogy mig a vadtipusu fehérje aktivitdsa kalmodulinnal
jelentésen fokozhaté, a mutans fehérje kalmodulin nélkiill is magas aktivitassal rendelkezik, aktivitasa
kalmodulinnal nem szabalyozhatd. Mivel a PMCA fehérjék fiziologias mikddésének alapfeltételét képezik a
megfeleld targeting folyamatok, ezért konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkop segitségével vizsgaltuk a fehérjék
sejten beliili lokalizaciojat. Bizonyitottuk, hogy a PMCA4b-ct125 mutans a vadtipust fehérjéhez hasonldan az
MDCK sejtek bazolateralis membranjaban helyezkedik el. Osszefoglalva, eredményeink azt bizonyitjak, hogy a
PMCA4b apoptotikus fragmentje konstitutiven aktiv — tovabbiakban ,,szuper” aktiv, valamint hogy a C-
terminalis régio eltavolitisa nem befolyasolja alapvetéen a fehérje lokalizacidjat polarizalt MDCK sejtekben

[9].

3. A PMCA4b fehérje eltéré6 modon viselkedik az apoptozis illetve az oxidativ stressz folyamataiban. Az
apoptozist kivaltd kiilonbozé kezelések hatasara (staurosporin, anti-FAS antitest, TNFa, anoikis) a PMCA
fehérjét a kaszpaz-3 hasitja, és a kivaltd oktdl fiiggetleniil - mitokondrialis ut vagy halalreceptoron keresztiil - a

jellegzetes 120 kDa-os fragment képzodik. Megallapitottuk, hogy a PMCA4b apoptotikus fragmentje megtartja
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eredeti plazmamembran lokalizacidjat, ezaltal feltételezhetden aktivan vesz részt a sejtek Ca" szintjének
szabalyozasaban az apoptdzis folyamata soran [10]. Ezzel szemben arzenit (As,O;) kezeléssel kivaltott oxidativ
stressz hatasara a fehérje nem fragmentalodik, viszont a kezelést kovetd 5-6 o6ran beliil jelentds mértekii
internalizacio figyelheté meg (kozlésre elokészitve). Ezzel 6sszhangban hippokampalis neuronokban citotoxikus
mennyiségl glutamat kezelés szintén a PMCA4b fehérje internalizacidjat okozta. Kimutattuk, hogy a glutamat
kezelés hatasara megnovekedett Ca®" eltavolitasa a sejtekbél - feltehetéen a PMCA internalizacio kovetkeztében
- idében elnyujtott folyamat. Az internalizdcié miatt hosszabb ideig fenntartott magas Ca’" szint a sejtek

nekrotikus pusztulasahoz vezethet, amely szamos neurodegenerativ betegség alapjat képezi [11].

4. Az intracelluliris Ca*" koncentracié szabalyozisa az apoptézis soran. A tovibbiakban azt vizsgaltuk,
hogy az apoptotikus sejtek mennyire képesek a citoszolikus Ca>" koncentracié szabalyozasara. Kisérleteinkben
EGFP-vel jelolt PMCA4b és PMCA4b-ct125 plazmiddal tranziensen transzfektalt HeLa sejteket hasznaltunk. Az
apoptozis indukcidt koveté kiilonboz6 idépontokban a sejteket X-Rhod-1 (Abs/Em = 580/602 nm) Ca®"
indikatorral t6ltottiik majd a sejtekhez ionomicint adtunk. Kisérleteink azt mutattak, hogy az anti-FAS antitest
altal kivaltott apoptozist kovetden a sejtek nagy szazalékaban az ionomicinnel kivaltott Ca** sokk utan a nyugvo
Ca®™" szint helyreall. Nagy problémat jelentett azonban, hogy az anti-FAS antitesttel kezelt morfoldgiailag
lekerekedett és a tenyésztd edény aljardl levalt apoptotikus sejtek nagy része a toltés és mosogatasok soran
jelentOsen sériilt és elveszett.

Ezért fordult érdekl6désiink a genetikailag kodolt Ca®" szenzorok felé. A genetikusan kodolt rendszerek esetében
ugyanis nincs sziikség a kisérletek elott a sejtek festékkel torténd feltoltésére, és segitséglikkel valamennyi
hosszabbtavu celluléris hatas folyamatosan kovethetd. Az altalunk kivalasztott konstrukcidt (GCaMP2) kutatasi
célra mar megkaptuk Junichi Nakai (RIKEN Brain Science Institute, Saitama, JAPAN) csoportjatol [12], majd
tranziensen tobb sejtvonalban is expresszaltuk. Mind az irodalmi adatok [13], mind sajat el6kisérleteink alapjan a
rendszer magas fluoreszcencia intenzitassal, nagy stabilitassal, kitin jel/zaj arannyal, masodperces feloldassal
miikédve képes a citoplazmikus kalcium szint monitorozasara, mind receptor-fiiggd, mind apoptotikus
valtozasok kdvetésére. Ezekben a kisérletekben a PMCA molekulat mCherry fluoreszcens fehérjével (Abs/Em =
587/610) jelsltiik. Ily médon a GFP alapu Ca”" szenzor mellett az mCherry-PMCA jel sejten beliili megoszlasa
konfokalis mikroszkop segitségével egyidében kovethetd. Az 1.4. dbran lathatd, hogy 6 6ras anti-FAS antitesttel
torténod kezelés hatasara a sejtek lekerekednek és jellegzetes apoptotikus holyagok jelennek meg. A B/C panelek
az ionomicinnel kivaltott atmeneti Ca’" jelet mutatjadk a GCaMP2 és mCherry-PMCA4b fehérjéket egyiitt
kifejez0 sejtekben. Kisérleteink azt bizonyitjdk, hogy a sejtek az apoptozis indukciot kévetden tobb ordan keresztiil
képesek a citoszélikus Ca’" szint szabdlyozdsdra, amelyben a PMCA feltehetden fontos szerepet jatszik (Pdszty et

al. kozlésre elokeszitve).
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1. dbra: Az apoptotikus sejtek hosszu
ideig képesek a citoszdlikus Ca*
szint szabalyozasasra. HeLa sejteket
GCaMP2, valamint mcherry-
PMCA4b konstrukciokkal
200 sec transzfektaltuk, majd 1 ug/ml anti-
FAS ellenanyaggal (+1ug/ml
ActinomycinD) apoptozist
b indukaltunk. A 6 ords kezelést
kovetéen 500 nM  ionomycinnel
valtottunk ki a sejtekben Ca’*
szignalt. A, GCaMP2 (kék) és
mCherry-PMCA4b (piros)
koexpresszidja. B, Ca’"  szigndl
apoptotikus sejtekben. A felvételek az
egyes abrdakon feltiintetett
idopontokban késziiltek. Az
ionomycin  hozzdaddasa a mérés
kezdete utan 50 masodperccel tortént.
C, Az A panelen fehér nyillal jelzett
sejtekben lezajlé  Ca’"  szigndlok
gorbéi. A fekete nyil az ionomycin
hozzdadasat jeloli.

5. A ,szuper aktiv’ PMCA hatisa a sejtek Ca’" anyagcseréjére. Tanulmanyoztuk, hogyan befolyasolja a

regulaciojatol megfosztott ,szuper aktiv’ mutans bevitele a sejtek Ca® anyagcseréjét. Az intracelluléris kalcium

szint meghatarozasahoz vadtipusi PMCA4b és PMCA4b-ct125 mutans fehérjéket stabilan expresszalé6 MDCK

sejteket GCaMP2 fehérjét kodold plazmiddal tranziensen transzfektaltunk. A transzfekciot koveté masodik

napon a Ca”" jelet purinerg receptorokon keresztiil ATP-vel valtottunk ki.
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2. dbra: 100 uM ATP-vel kivaltott Ca** szignal
MDCK  sejtekben.  Kontrol, PMCA4b és
PMCA4b-ct125 mutanst stabilan kifejez6 MDCK
sejtekben a 100 uM ATP-vel kivaltott Ca’" jelet
tranziensen expresszalt GCaMP2  indikator
segitségeével kovettiik. Az adatok minden esetben
20-30 sejt atlagat mutatjak. A szines gorbék a
meérési pontokat kétik ossze (0.4 mp/pont). A
modell alapjan illesztett gérbéket az abran fekete
vonallal  jeloltiik. A modellhez  felhasznalt
sebességi dllandok megtalalhatoak: [14-16].
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A 2. ébra a konfokalis mikroszképpal detektalt kalcium jel id6beli lefutasat mutatja. Az alacsony endogén
PMCA4b-t kifejezé kontroll sejtekben stimulus hatdsara jelentés intracellularis Ca*" koncentracionovekedést
figyeltiink meg, amely idében lassan, elnyujtva tért vissza a nyugvo szintre. A vadtipusi PMCA4b-t nagyobb
mennyiségben kifejez6é (kb. 10-15x) sejtekben a Ca®" jel amplitidoja nem valtozik a kontrollhoz képest, viszont
rovidebb id6 alatt cseng le. A ,,szuper aktiv’ PMCA4b-ct125 mutanst kifejezo sejtekben egy szignifikansan
alacsonyabb amplitidoju és igen gyorsan lecsengd Ca”" jelet figyeltink meg. A 2. abra azt is demonstralja, hogy
a kisérleti pontok kivaldan illeszkednek a [17] kozleményében leirt modellhez, amely figyelembe veszi a
kiilonb6zo csatornak, valamint a PMCA fehérjék in vitro meghatarozott kinetikai paramétereit. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a PMCA fehérjék aktivalodasi folyamataiban bekiovetkezé valtozasok (a C-terminalis régio
médosulatai alternativ splice révén vagy proteolitikus emésztés hatdsdra) jelentésen médosithatigk Ca’" jel

dinamikdjat (eredmeények kozlésre elokészitve).

6. Fehérje-fehérje kolcsonhatasok szerepe a PMCA4b eloszlasara a plazmamembranban. A | szuper” aktiv
PMCA4b fehérjérdl hianyzo szakasz fontos eleme a fehérje C-terminalisan talalhaté PDZ-k6té szekvencia [7,
18, 19]. Ezért a tovabbiakban tanulmanyoztuk e motivum szerepét a PMCA4b plazmamembran lokalizacidjaban.
Feltételeztiik, hogy a vizsgalt sejtek PDZ fehérje készlete nem elegendd, hogy a tranziens transzfekciot kdvetden
képz6dé nagyobb mennyiségii PMCA fehérjéhez kotddve befolyasolja annak viselkedését. Ezért a PDZ-koto
szekvencia szerepét ugy tanulmanyoztuk, hogy kiilonféle sejtekben a PMCA4b fehérjével egyiitt fejeztiik ki a
MAGUK fehérjecsalad egyik ismert tagjat, a harom tandem PDZ domént tartalmazé PSD-95 (post-synaptic
density-95) allvanyfehérjét. Bar irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a PSD-95 kotodik a PMCA4b molekuldhoz
annak PDZ-ko6té motivuman keresztiil, ennek a kdlcsonhatasnak a PMCA szubcellularis lokalizaciojara kifejtett
hatdsa még nem ismert. Ezért megvizsgaltuk, hogy az egylittes expresszio befolyasolja-e a PMCA4b sejten
beliili mozgasat illetve lokalizaciojat. Eredményeink azt mutattak, hogy a PSD-95 allvanyfehérje 1. eldsegiti a
PMCA4b megjelenését a plazmamembranban; 2. hatisara a PMCA4b molekula szigetszerii csoportokba
rendezodik, 3. a PSD-95 részlegesen immobilizalja a PMCA4b molekulakat a sejtfelszinen; és 4. az ép aktin halo
jelentos szerepet jatszik a PMCA4b szigetszerti elrendezodésének stabilizalasaban [20]. Vizsgalataink szerint
tehat a PDZ kolcsonhatasok nagymértékben befolyasolhatiak a PMCA4b specialis membran kompartmentbe

16rténé szervezédését, és ezdltal feltehetéen a PMCA Ca’" jeldatvitelben betoltott szerepét is.

OSSZEFOGLALAS

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a PMCA4b fehérjét - fiiggetleniil az apoptdzist kivaltd oktol — a kaszpaz-3

proteaz hasitja és egy 120 kDa molekulatomegli fragment képzodik. A fehérje kdzben elvesziti C-terminalis

crer
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védelme alatt, az apoptotikus sejtek hosszu ideig képesek a citoszolikus Ca®" szint szabalyozasara. Oxidativ
stresszt kivaltod szerek hatasara a PMCA fehérje nem fragmentalddik, viszont ebben az esetben jelentds mértékii
internalizacio és a citoszolikus Ca®" szint hosszan tart6 megemelkedése figyelheté meg. A C-terminalis régi6
meghatarozonak bizonyult a PMCA4b plazmamembranban torténd eloszlasanak szempontjabdl is. Kimutattuk,
hogy a PSD-95 allvanyfehérje a PMCA C-terminalisan taldlhaté PDZ-k6td motivumon keresztiil eldsegiti a
PMCA kijutasat a plazmamembranba, és itt a képz6dd fehérje-komplex szigetszerii csoportokba rendezddik.
Kisérleteink arra utalnak, hogy kiilonféle PDZ kolcsonhatasok nagymértékben befolyasolhatjdk a PMCA4b
specialis membran kompartmentbe torténé szervezédését, ezaltal a PMCA Ca®" jelatvitelben betdltott szerepét.
Tovabbi kutatasaink soran szeretnénk feltarni, hogy a variabilis C-terminalis régi6é egyes motivumai milyen
szerepet jatszanak a PMCA fehérjék dinamikus megoszlasaban, a lokalis és globalis Ca®" jel szabalyozasaban,
valamint a Ca>" koncentracidvaltozasok altal modulalt jelatviteli folyamatokban. Vizsgalataink el3segithetik a
Ca®" homeosztazis felborulasara visszavezetheté egyes malignus elvaltozasok illetve degenerativ betegségek

kozotti osszefliiggések jobb megismerését.
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