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Lizofoszfolipid jelatvivée molekulak - egy uj mediator csalad a jelatvitelben

Az elmult mintegy fél évszdzadban megjelent ugyan néhany szakcikk egyes
lizofoszfolipidek - elsésorban az lizofoszfatidsav (LPA) - érrendszeri hatasairdl,
mégis ezeket a vegyiileteket csak mint a lipid-anyagcsere koztitermékeit tartottdk
szamon. Kortlbeliil két évtizede azonban felismerték, hogy a glicerolipid LPA ¢és a
vele rokonithatd szerkezetli szfingolipid szfingozin-1-foszfat (S1P) a sejtélettani
folyamatokat kozvetleniil meghatarozd jelpalyakra hatnak, ezéltal befolydsolva a
elsdleges, a S1P-t és kozvetlen metabolitjait, a szfingozint (Sph) és a szfingozil-
foszforilkolint (SPC) mint mésodlagos hirvivot konyvelték el. A 90-es évek masodik
felében azonositottdk az EDG receptor csalddot, mint az LPA és S1P specifikus
plazma-membran receptorait - innentdl kezdve a kutatok tobbsége a lizofoszfolipidek
minden ¢élettani és patologias hatdsat ezen receptorok aktivalasanak tulajdonitotta. Az
utobbi évtizedben azonban vildgossa valt, hogy ennél sokkal komplexebb a kép - a
kétségtelentil fontos receptorok altal kozvetitett hatdsok mellett sejtélettanilag szintén
nagyon jelentdsek ezen lipidek intracelluldris aktivitasai is. A palyazat témavezetdje
részt vett kordbban az LPA ¢és S1P heptahelikalis receptorainak azonositdsaban és
vizsgalataban, szintigy késobb az intracellularis hatasponta jelatvitel bizonyitaséban,
els6sorban a Ca2+-jelatvitel tekintetében. Az elsddleges hirvivé hatdshoz azonositott
plazmamembran-receptorokkal szemben ismeretlenek voltak azok a jelatviteli
célfehérjék, amelyek a sejten belilli mdasodlagos hirvivo-jellegi hatdsokat
kozvetitették. Ezen fehérjék - legalabb részbeni - azonositasa és a kdlcsonhatasok
biokémiai jellemzése volt a jelen palyazat f6 célkitlizése.

Intracellularis célfehérjék azonositasa - kalmodulin

Elokisérleteink eredményei alapjan feltételeztiikk, hogy a szfingolipid mediatorok,
vagy azok valamelyike, kdlcsonhathat a kalmodulinnal (CaM). A szerkezetileg ¢és
funkcionalisan rokon lizofoszfolipidek koziil szisztematikusan vizsgaltuk az S1P, az
LPA, az SPC ¢és kiegészitésiil a lizofoszfatidil-kolin (LPC) hatasat. Ezen lipidek
szerkezetét mutatja az alabbi abra:
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Az S1P ¢és az LPA lipid foszfatok, az SPC és LPC lipid-foszfokolinok, rdadasul
ugyanaz az enzim képes a kolincsoport lehasitasaval az S1P-t, illetve az LPA-t
eldallitani SPC-bdl, illetve LPC-bol (mely aktivitas az LPA elsédleges forrasa
bioldgiai folyadékokban). Az LPA, S1P és SPC részlegesen atfedd hatas-spektrumu
fiziologiailag nagyon fontos lipid mediatorok, mig az LPC ebbdl a szempontbol
meglehetsen inert, jelatviteli aktivitdsa minimalis, inkabb az LPA eldanyagaként
jelentds. Ez a négy molekula tehat idedlis csoportot képezett vizsgalatainkhoz.

Fluoreszcencia spektroszkopiai ¢és feliileti plazmon rezonancia spektroszkdpiai
(Biacore) technikakkal kimutattuk, hogy a lizofoszfolipid mediator csalad tagjai koziil
az SPC szelektiven kolcsonhat a CaM-nal (Kovdcs and Liliom, Biochem J 2008). A
kolcsonhatds szelektivitdsa nem csak egyedileg vizsgalt lizofoszfolipidek esetén
nyilvanul meg, de megfigyelhetd lizofoszfolipid keverékekben, illetve kiilonb6zo
Osszetételll liposzomékban, amelyekhez az adott lizofoszfolipidiinket adalékoltuk. A
kolesonhatds biokémiai leirdsa soran azt tapasztaltuk, hogy alacsony SPC
koncentracioknal nem valdsul meg a kolcsonhatds, de a koncentracid emelésével
kialakul a komplex. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a CaM nem egyedi lipid
molekulaval, hanem azok asszociatumaival 1ép kolcsonhatasra, amely feltevésiinket
un. reverz titracios kisérletben igazoltuk:
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A reverz titralas adatait a legegyszeriibb 1:1 kotési modellhez illesztve mar sejthetd
volt, hogy a kotddés igen szoros, alacsony Kd értékkel jellemezhetd, amely
becslésiinket késébb stopped-flow (Kovdcs et al., J Biol Chem 2010) és izotermalis
titracios kalorimetria (Kovacs et al., FASEB J 2010) kisérletekkel igazoltuk.
Ugyanezekben a munkakban kimutattuk, hogy az SPC a CaM kompetitiv inhibitora
(Kovdacs and Liliom, Biochem J 2008, Kovacs et al., J Biol Chem 2010), valamint
meghatdroztuk a kotédés mechanizmusat és a kialakuldé komplex kristalyszerkezetét
(Kovdcs et al., FASEB J 2010).

Eredményeink talmutatnak azon a tényen, hogy azonositottuk a lizofoszfolipid
jatszik a sejtek Ca2+-jelatviteli folyamataiban, minden sejt elsddleges Ca2+-szenzora
¢és a kalcium-hatds f6 kozvetitje, amely tobb, mint negyven célenzim aktivitasat
szabalyozza. Eddig gy gondoltédk, hogy a CaM aktivitasat egyediil Ca2+-telitettsége
hatarozza meg. Az SPC az elsé jelatviteli molekula, amely képes a CaM aktivitasat a
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Ca2-+-ionoktol fiiggetleniil szabalyozni, a CaM endogén gatldszerének tekinthetd.
Természetesen a folyamat in vivo szerepét tovabbi kisérletekben kell felderiteni, de
ebbdl a szempontbdl nagyon érdekes az a megfigyelésiink, hogy az SPC gatolja mind
az apoCaM, mind Ca2+CaM aktivitasat (Kovdcs and Liliom, Biochem J 2008). Mésik
érdekes eredményiink, hogy a CaM-SPC komplex képzddése kétlépcsds folyamat: a
fehérje eldszor nagy affinitdssal kotddik a lizofoszfolipid micellahoz, majd egy
konformacids atalakulas figyelhetd meg, aminek kovetkeztében a CaM néhany lipid
molekulat kozbezarva un. zart konformaciot vesz fel:
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Ezt a zart konformaciés format sikeresen kristalyositottuk - a megoldott szerkezetben
a CaM két globularis fele egymasra visszahajolva 4 db SPC molekulat zar kozre:

Kiilon érdekessége a CaM-SPC complex szerkezetnek, hogy a CaM peptid-gerince
majdnem pontosan ugyanazt a konformaciot veszi fel, mint amit a CaM-trifluoperazin
(a CaM Kklasszikus szintetikus antagonistija) vagy a CaM-targetpeptid
térszerkezetekben és a 4 SPC ugyanazt a poziciot foglalja el, mint amit a bazikus
amfipatikus alfa-hélix targetpeptidek, mint példaul a miozin-kénnyiilanc-kinaz
peptidje (Kovacs et al., FASEB J 2010), amely megfigyelések mechanisztikus
magyarazatul szolgalnak a célenzimek esetén megfigyelt kompetitiv gatlasra (pl
kalcineurin aktivalasanak gatlasa: Kovdcs and Liliom, Biochem J 2008).

Kisérleteinket a palyazat iddszaka alatt harom irdnyban vittiik tovabb a CaM
lizofoszfolipid kolcsOnhatas vizsgdlatdban. Egyrészt a CaM-kotodési esszét
végigmértiik az S1P és SPC szfingolipid metabolikus rokonaira is, igymint a Sph,
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ceramid, ceramid-1-foszfat és szfingomielin. Megallapitottuk, hogy az Osszes
szfingolipid alapvazat szolgaltaté Sph nagyon hasonldé mddon 1ép kolcsonhatasba a
CaM-nal, mint az SPC, ugyantigy szoros kotést alakit ki vele, de szintén csak a CMC
feletti koncentracioban. Ezeket az eredményeinket a Magyar Biokémiai Egyesiilet
2010. évi Vandorgytilésén fogjuk ismertetni.

Vizsgaltuk tovabba a CaM-nal rokon un. EF-Hand szerkezeti fehérjék lehetséges
lizofoszfolipid-kotését és megallapitottuk, hogy a a jelatvitelben szintén fontos
szerepet betoltdé SI00A4 (kotdpartnerei az apoptdzis szabalyozasdban kulcsszerepld
pS3 fehérje, a sejtmotilitdsért felelds nem-izom miozin-IIA (myo2A) ¢és
extracellularisan az annexin-II) szintén szelektiven koti az aggregalt SPC-t (Kiss B,
Kovacs E, Liliom K, Nyitray L: Az SI10044 metasztazis fehérje protein-lipid
kélcsonhatasainak szerkezet-funkcio vizsgalata, Magyar Biokémiai Egyesiilet 2009.
evi Vandorgyiilése, Budapest).

Harmadik kutatési irdnyunk a CaM-SPC kolcsonhatas lehetséges szerepét vizsgalta a
rianodin-receptor (RyR1)-altali intracelluldris kalcium mobilizaciora. Korabbi
vizsgalatokban kimutattdk, hogy az SPC kozvetleniil intracellularisan hatva képes
mobilizalni az endoplazmas retikulumban tarolt Ca2+-ionokat, valamint publikalt
eredmények szerint az SPC befolyasolja a RyR1 miikodését. Szintén ismert, hogy a
RyR1 aktivitdsanak egyik f6 szabdlyozoja a CaM ¢és a RyR1 feliilletén mind az
apoCaM, mind a Ca2+-CaM szamdra van kotdhely. Logikus volt megvizsgalnunk,
hogy mia hozzédjarulasa az SPC-CaM kolcsonhatasnak a RyR1 aktivitdsanak
szabalyozasaban. Ezeket a kisérleteket kollaboracioban végeztiikk, amihez Kovacs
Erika PhD hallgatém 2009-ben EMBO Short-term Fellowship tdmogatassal két
hénapot t61tott prof Gerhard Meissner laboratoriumaban (Department of Biochemistry
and Biophysics, University of North Carolina, Chapel Hill, NC, USA). Eredményeink
alatamasztjdk, hogy az SPC-CaM koélcsonhatdsnak szerepe van a csatorna
szabalyozéasaban (E. Kovacs, Le Xu, D. A. Pasek, K. Liliom, and G. Meissner (2010)
Regulation of ryanodine receptors by sphingosylphosphorylcholine: involvement of
both calmodulin-dependent and -independent mechanisms, The FEBS Journal,
publikalasra bekiildve), azonban a pontos mechanizmus tisztdzadsdhoz tovabbi
kisérletek kellenek.

Extracellularis célfehérjék azonositasa - beta2-mikroglobulin

A lizofoszfolipid-fehérje kolcsonhatasok — szelektivitdsanak tanulmanyozasara
szisztematikusan vizsgaltunk tipikus fehérje motivumokat, elsésorban olyanokat,
amelyek fehérje-fehérje vagy fehérje-lipid kolesonhatdsokban vesznek részt. Az egyik
kivéalasztott un. PH-domén tartalmu fehérjék vizsgalatat a 61501 palyazat
tovabbvitelének tekinthetdé jelenleg aktiv 82092 palyazatomban végezzik. Egy
korabbi jeldltiink viszont az un. immunglobulin-fold tipuspéldanak tekinthetd beta-2-
mikroglobulin (b2M) volt. A lizofoszfolipid-kotés konformacios szelektivitdsanak
tanulmanyozasara jo ellentpontnak kinalkozott ez a csupa béta-lemez szerkezetii kis
globulédris fehérje a szinte csak alfa-hélixeket tartalmaz6 CaM-hoz képest.
Kimutattuk, hogy a b2M, amely vesedializises betegekben mozgéasszervi problémakat
okoz6 amiloid lerakodasokat képez, szelektiven kolcsonhat az aggregalt LPA-val,
melynek hatasara az egyébként stabil fehérje amiloidogén konforméciot vesz fel (Pdl-
Gabor et al., Biochemistry 2009). Ezen eredménylink jelent6ségét az adja, hogy
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nehezen érthetd, miként, milyen tényezdk hatdsira képez amiloid lerakddasokat a
b2M, amely egyébként a betegekben eléforduldé mar nagyon magas koncentraciot
joval meghaladé toménységben sem formal amiloidot fiziologias koriilmények kozott
in vitro. Megmutattuk, hogy az LPA micelldkhoz kotdédve fellazul a fehérje
szerkezete, un. molten globula konformaciot vesz fel, amely mar hajlamos amiloid
szalakat képezni fiziolégias pH-n ¢és sokoncentracioban (Pdl-Gabor et al.,
Biochemistry 2009). Miutan a vesedializis sordn a vérlemezkék és mas sejtek
véralkotok aktivalodasa miatt az LPA szintje ugrasszerlien megemelkedik, hissziik,
hogy az éltalunk felimert mechanizmus hozzdjarul az évek alatt stilyosbod6 amiloid
lerakodésok 1étrejottéhez. Jelenleg vizsgaljuk a kotddés mechanizmusanak részleteit,
amely eredményeinket varhatoan ez év masodik felében publikalhatjuk.

A CaM-SPC ¢és a b2M-LPA kolcsonhatdsok a lipid-fehérje kotodés ujfajta
modelljeinek tekinthetdk, amelynek soran a fehérje vagy fehérje-modul eldszor egy
specifikus lizofoszfolipid-feliilettel reagél, elsdsorban poldros kolcsonhatasok
kozvetitésével, majd kialakulhat egy szorosabb lipid-fehérje komplex. Az ilyen tipust
kotddések jelentdsek lehetnek jelatviteli folyamatokban, ahol az adott lizofoszfolipid
lokalis keletkezése aktivalodo foszfolipazok altal biztositott (ezeket a helyileg és
id6legesen lizofoszfolipidben feldusult membran-felszineket modellezi in vitro a
micella) és igy befolyast gyakorolhat a modularis felépitésti jelatviteli fehérjék
membranhoz val6, vagy a fehérjemodulok egymas kozotti kotddésére. Ezeket a
lehetdségeket vizsgaljuk a munkank tovabbvitelének tekintheté 82092 aktiv OTKA
palyazatomban.

Az S1P plazmamembran-transzportjanak azonositasa

Az S1P transzportmechanizmusanak vizsgalata vezikularis transzportmérésekkel és
radioaktiv szubsztrat-jeloléssel zajlott ABCAL, illetve tobbféle ABCC aktiv
transzportert expresszald Sf9 membran prepardtumokon. Eldzetes eredményeinket
hazai, valamint nemzetk6zi konferencian poszter formaban ismertettiik. Kimutattuk
hogy sejttipustol fliggéen mind az ABCAI, mind az ABCC1 képes részlegesen
atjuttatni az S1P-t a plazmamembranon, de ezeket az eredményeket kisérleteink
befejezése eldtt a nemzetkdzi szakirodalomban mas kutatdocsoportok kozoltek. A
palyazati idészak végén figyelmiink a Sph, S1P, SPC és LPA szallitofehérjéinek
azonositasa fel¢ fordult, biztatd eredményekkel egyes lipoproteinek szelektiv kotési
képességeinek vizsgalataban.
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