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Az OTKA palyazat altal tamogatott kutatasunk f& célja a kapacitativ Ca*"
bearamlas beinditasaért felels jelatviteli molekula, a Ca®* influx faktor (CIF) sejten
beliili termelédésének és hatdsmechanizmusanak vizsgalata volt. Mivel eldzetes
kisérleteink feltételezték, hogy a CIF prekurzorai kozott a glilkdz-metabolizmus
molekulai is szerepelhetnek, illetve diabéteszes betegek limfocitdiban a kapacitativ
Ca®" bearamlas zavarat tapasztaltuk, kisérleteket végeztiink annak megéllapitasara is,
hogy szerepet jatszik-e a CIF koros termelddése a diabéteszben megfigyelhetd
immunzavarok kialakulédsaban.

A kutatds soran elvégzett munka és az elért eredmények a kovetkezd 3 {6
csoportba oszthatok:

1. A CIF hatdsmechanizmusanak vizsgalata

2. A glikoz-mebabolizmus és a Ca’” homeosztazis kapcsolatinak vizsgalata,
kiilonos tekintettel a CIF lehetséges prekurzorainak vizsgélatara

3. A diabéteszes immunzavarok hatterének vizsgalata

1. A CIF hatasmechanizmusanak vizsgalata

A kutatds munkatervében leirtak szerint egy korabbi kollaboraciot felélénkitve
azt vizsgaltuk, hogy miként hat a CIF a plazma membran Ca®" csatorndira: vajon az
aktivacio kozvetlen, vagy pedig a CIF egy masik molekulara hatva valtja ki a Ca®"
bearamlast?

Elézetes kisérleteink alapjan azt feltételeztiik, hogy a CIF a kalmodulin és a
plazma membran csatorndi kozott fennalld direkt gatld kapcsolodds megsziintetésével
aktivalja a csatornakat. Ehhez azonban a kalmodulin sokréti kapcsolatai miatt mas
célpontokat is meg kellett vizsgdlni. Korabbi kollabordtorunk (Victoria Bolotina,
Department of Vascular Biology, Boston University, Boston, USA) olyan kisérletekbe
kezdett, amelyek egy a Ca>" jelatvitellel eddig kapcsolatba nem hozott molekula (Ca*'-
independens foszfolipaz A,, iPLA;) és a kalmodulin kapcsolatat vizsgaltak. Mivel az ¢
laborjuk rendelkezik az ioncsatorna mérésekhez sziikséges miiszerekkel ¢és
tapasztalattal, logikus dontésnek tiint egyiittmiikodni veliik, és egy hosszabb tavu
kollaborécios kutatdsba fogtunk. A kollaboracié sordan Ok az ioncsatorna méréseket,
feladatunk volt, és sajat laborunkban végeztiik a CIF izolalasat, a CIF és iPLA,
kalmodulin-sepharose oszlopkromatografiat, kiilonbdz6 sejttenyészeti munkékat, az



iPLA, enzimatikus mérését ELISA kit segitségével, intracellularis Ca®" méréseket, és
mas, kisebb kisérleteket.

Roviden 6sszefoglalva a kovetkezdket allapitottuk meg:

e Az iPLA, fehérje sziikséges a kapacitativ Ca®" csatorndk sikeres
aktivalodasahoz. Az iPLA, gatlasa egy bromoenol-lakton nevii specifikus
gatloszerrel a Ca®" csatorndk inaktiv allapotat valtja ki, amelyet a szokasos
aktivaloszerek nem tudnak visszaforditani. Tovabba, egy iPLA, antisense
molekulaval kezelt szovettenyészeti sejtekben gatolt a Ca® bearamlas.

e Ugyanigy gatolhato a Ca®" csatorna kalmodulin kézvetlen adaséara (inside-out
patch preparatumokban), illetve ez a gatlas megfordithatd kalmodulin
antagonistik hatasara (pl. kalmidazol). Ez még magas Ca®" koncentracio
jelenlétében is igaz, tehat a CIF képes a kalmodulin — iPLA, kapcsolatot
megbontani. CIF hatdsdra a kalmodulinnal el6zdleg inaktivalt kalcium
csatornak megnyilnak.

e CIF hatasara a kalmodulinnal el6zéleg inaktivalt Ca®* csatornak megnyilnak,
ezt tovabbi kalmodulin ad4sa nem képes visszaforditani. Ezek a Ca®" csatorna
preparatumok tobb mas membranfehérjét is tartalmaznak, igy jelen van a
membranhoz kétve az iPLA, frakcid egy része is.

e Thapsigargin adasara (CIF szintézis beindul) a sejtekbdl lizalas utan emelkedett
iPLA, aktivitast tudtunk mérni, fiiggetleniil attol, hogy mekkora volt a Ca*"
koncentracio.

e Sejtek homogenatuméaban CIF hozzdadasat kovetden az EGTA hozzaadasahoz
hasonlé mértéki, megemelkedett in vitro iPLA, aktivitast detektaltunk, ami arra
utal, hogy a CIF ilyen koriilmények kozott is megsziintette a kalmodulin altali
gatlast.

e Sejtlizatumot toltottiink kalmodulin-sepharose oszlopra, mely igy tobb fehérjét
is megkotott. Az oszlopot eludltuk kiilonboz EGTA- és Ca®'-tartalmi
oldatokkal, amely igy elengedte a fehérjéket. CIF adasara levalt egy
fehérjefrakcid, amely tartalmazta az oszlopra feltoltott iPLA, aktivitds tobb,
mint 70%-4t.

e A kalmodulin — iPLA, kapcsolatot tovabb vizsgalva megallapitottuk, hogy a
kapcsolat fiziologias intracellularis viszonyok mellett is kialakul, illetve a CIF a
kapcsolatot megsziinteti. Tovabbi fontos megallapitasunk, hogy a kalmodulin a
kiilonb6zé 1PLA, altipusokhoz (membran-kotott, szabad citoplazmatikus,
illetve rekombinans révid forma) més és mas pH és Ca®" szint jelenlétében
kotédik, ez megmagyarazhatja, hogy a CIF miért specifikusan az iPLA, B
varidnsara hat.



e Kollaboratorunk megmutatta, hogy az iPLA, altal termelt lizofoszfolipid
termékek képesek kozvetleniil aktivalni a plazma membran Ca®* csatornait.

A fenti eredmények ismeretében egy
teljesen 0j modellt irtunk le a kapacitativ Ca>"
csatorndk aktivalodasanak magyarazatara (1. 4bra).
Modelliink szerint az endoplazmatikus retikulum
Ca®" raktarak kiiiriilése utan CIF termel8dik, amely
a gatlo kalmodulint leszakitja az iPLA, fehérjérdl,
ami ezzel aktivva valik. A membranhoz kotott
iPLA, kiilonboz6 lizofoszfolipid termékei révén @@
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megnyitja a sejtmembran Ca® csatornait, utat
engedve a fiziologiai szempontbol oly fontos Ca®"

bearamlasnak. 16 P
A csatorndk aktivitdsanak megsziinése @ 1 *3
ugyanilyen sorrendben zajlik le: amint a stimulus PR

megsziinik, az endoplazmatikus halozat Ca>"
raktarai feltoltodnek, és a CIF termelése leall, a
citoplazmaban talalhatdé CIF pedig degradalodik.
CIF hianyaban a kalmodulin hozzako6tédik az

. . ) i g ; Ca?* store
1PLA2 en‘21‘mhez, amely 1n'akt‘1va10d1k, e§ a t depletion by
lizofoszfolipidek csokkend szintje nem tudja a / any means
csatornat nyitva tartani; a kacitativ Ca>" influx leall. o

Mindez azt jelenti, hogy a CIF nem direkt Endoplasmic Reticulum

modon aktivalja a plazma membran Ca”" csatornait,
hanem egy ujonnan felfedezett enzimatikus kaszkddon keresztiil, amelynek
megismerése szamos potencialis farmakologiai alkalmazast tesz lehet6vé.

Ide vonatkoz6 eredményeinket a kovetkezo folyodiratokban mutattuk be:

Smani, T., Zakharov, S.I., Leno, E., Csutora, P., Trepakova, E., Bolotina, V.M.: Ca*'-
independent phospholipase A2 is a novel determinant of store-operated Ca”" entry.

J. Biol. Chem. 278: 11909-11915 (2003)

Impakt faktor: 6.482

Smani, T., Zakharov, S.I., Csutora, P., Leno, E., Trepakova, E.S., Bolotina, V.M.: A
novel mechanism for the store-operated calcium influx pathway.

Nature Cell Biol. 6: 113-120 (2004)

Impakt faktor: 20.649

Munkénkat tobb hazai és nemzetk6zi konferencian mutattuk be, melyek koziil
feltétleniil kiemelném a kovetkezd négyet, amelyeken mint meghivott eléado
szerepeltem:

2003. majus - XXXIII. Membran-transzport Konferencia, Stimeg — Kovacs Tibor dijas
Emlékeldadas



(Csutora, P., Smani, T., Miseta, A., Bolotina, V.: A kapacitativ kalcium csatornak
aktivalasanak uj modellje: kalmodulin és kélcium-independens foszfolipdz A2)

2003. julius - Gordon Research Conference on Calcium Signalling, Mt. Holyoke
College, South Hadley, MA, USA — Poszter és Poszter el6adas

(Smani, T., Zakharov, S.I., Csutora, P., Leno, E., Bolotina, V.B.: Calcium-
independent phospholipase A; is a crucial determinant in store-operated calcium influx
pathway)

Nagy megtiszteltetés, hogy meghivast kaptunk a kalcium metabolizmussal
foglalkoz6 legfontosabb nemzetk6zi konferenciara, a kétévenként megrendezett
Gordon konferenciara. Poszterlinket a birdlo bizottsag kivalasztotta, igy egy eldadast is
tarthattunk munkankbol, amelyet nagy érdeklddés kisért. A Gordon konferencian valo
részvételt Osszekapcsoltam kisérletes munkaval: 6 hetet toltdttem Boston-ban,
kollaboratorunk laborjdban. Ezalatt kidolgoztam egy modszert, amellyel az iPLA,
aktivitasat radioaktiv prekurzor mddszerrel igen kis mintdbol is mérni lehet, valamint
befejeztem néhany kisérletet kozos cikkiinkhoz.

2004. szeptember — European Life Scientist Organization (ELSO) 4th Conference,
Nice, France — El6adas
(Csutora, P: Calcium influx factor is synthesized by the endoplasmic reticulum)

2005. julius - Gordon Research Conference on Calcium Signalling, The Queen’s
College, Oxford, UK — Poszter

(Csutora, P., Péter, K., Zarayskiy, V., Litvinov, D., Bolotina, V.M.: Calcium influx
factor (CIF) and store-operated Ca>" entry: CIF properties, production and action)

2. A gliik6z-mebabolizmus és a Ca’’ homeosztizis kapcsolatinak vizsgalata,
kiilonos tekintettel a CIF lehetséges prekurzorainak vizsgalatara

A foszfoglikomutdz (PGM) enzim a
gliik6z-1-fosztat (Gle-1-P) — gliikoz-6-foszfat Galactose Glucose

(Glc-6-P)  atalakulast végzi (2.  abra). f

Laboratériumunk korabbi megfigyelése, hogy y v x
olyan ¢lesztdé (Saccharomyces cerevisiae) Galactose Glucose

sejtekben, amelyekben a PGM aktivitasa l l
lecsokkent vagy hianyzik genetikai modifikacio ‘
kovetkeztében, a Ca™" sejten beliili raktarozasa Gal-1-P — Gle-1-P > Gle-6-P
4 2+ r o ’ s .

¢s a Ca altal  kozvetitett  jelatviteli /—\'

mechanizmusok megvaltoznak. Munkank soran
ezért azt vizsgaltuk, hogy a PGM gatlas és a ,
2+ , . v - , Pentose  Glycolysis
Ca”™ homeosztazis kozti kapcsolat fennall-e
phosphate l

UDP-Glc UDP-Gal

emlés sejtekben is, illetve, hogy milyen pathway
informéciot tudunk nyerni ezen kisérletekbdl a l

CIF lehetséges prekurzoraira vonatkozodan. K Metabolites Energ/)




A kovetkezo eredményeket kaptuk:

e A PGM in vitro gatlasat eld lehet idézni litium adagolasaval is, ugyanis a litium
a PGM enzimet bénitja, azaltal, hogy a magnézium ionokat leszoritja az
enzimrol. Megmutattuk, hogy ez a gatlas in vivo is kivalthato.

e Litium hozzaadésara a Glc-1-P / Glc-6-P arany megemelkedett, jelezve, hogy a
PGM in vivo gatlasanak hatasara felborult a glilkoz-metabolitok egyensulya.
ATP méréseink ugyanakkor megmutattadk, hogy a sejten beliili energetikai
folyamatok nem sériiltek, igy a kovetkezményes Ca®* szint valtozisok nem
energetikai okokbol alakultak ki.

e Litium hatisdra megemelkedett az éleszté sejtek Ca®" tartalma, amennyiben a
médium galaktéz tartalmazott, de nem, ha kelld mértékii glikéz is
rendelkezésre 4llt. A litium hatisara megemelkedett a Ca®" bearamlas mértéke
(PCa®" felvétel), de a sejten beliili Ca®* eloszlas nem valtozott meg. Ezek a
valtozasok visszafordithatok voltak magnézium adagoldsaval, ami kompetitiv
modon felfiiggesztette a PGM litium altali gatlasat.

e Emlds sejteken vizsgalva azt taldltuk (patkany, Jurkat-sejtek, emberi
limfocitadk), hogy a litium hatdsosan csokkentette a PGM aktivitasat, amely a
Glc-1-P / Glc-6-P arany megemelkedéséhez vezetett. Megfigyelhetd volt
ugyanakkor egy kompenzatorikus PGM génexpresszio emelkedés, ez azonban
nem tudta visszaforditani a PGM litium altali gatlasat. Ez az eredmény azért is
kiilonosen érdekes, mert a litium kezelés nemcsak kisérletesen érhetd el, hanem
Tovabba, leirtak litium-kezelt betegekben olyan mellékhatasokat, amelyek
kapcsolatban 4llhatnak a Ca®" szint véltozasaival. Mindezek az adatok arra
utalnak, hogy a litium altali PGM gatlas és a kovetkeztében kialakulod
metabolikus valtozdsok szerepet jatszhatnak a litium hatdsmechanizmuséban
¢és/vagy mellékhatasainak kialakitasaban.

e Tovabbi fontos megfigyelésiink, hogy PGM-deletalt éleszté sejtek minden
tovabbi stimulus nélkiil CIF-et termelnek, vagyis a PGM gatlasa elegendd volt
az endoplazmatikus halozat Ca®" raktarozasanak olyan mértékii felboruldsahoz,
hogy a CIF szintézise be tudjon indulni. Ez a megfigyelés azért is
figyelemreméltd, mert bizonyitja, hogy amennyiben a CIF prekurzorai kdzott
gliilkoz-metabolitok is szerepelnek, azok a PGM altal katalizalt folyamat el6tti
molekulak korébdol kertil ki.

e A CIF prekurzorainak vizsgéalataban tovabbi eldrelépést hozott a CIF biokémiai
tisztitdsanak tovéabbfejlesztése. Megmutattam, hogy a CIF a nukleotidokhoz
hasonl6 HPLC motilitast mutat, azonban viszonylag kevés UV-abszorbenciaja
arra utalhat, hogy a nukleotid bdzis és a cukor oldallinc kapcsolata nem
hagyomanyos (hasonléan a cADP-riboz ciklikus szerkezetéhez). Radioaktivan
jelolt prekurzor kisérleteink folyamatban vannak.



Ide vonatkoz6 eredményeinket a kovetkez6 folydiratokban mutattuk be:

Csutora, P., Strassz, A., Boldizsar, F., Németh, P., Sipos, K., Aiello, D.P., Bedwell,
D.M., Miseta, A.: Inhibition of phosphoglucomutase activity by lithium alters cellular
calcium homeostasis and signaling in Saccharomyces cerevisiae.

Am. J. Physiology (Cell Physiology) 289: C58-67 (2005)

Impakt faktor: 3.939 (2004-es adat)

Csutora, P., Karsai, A., Nagy, T., Vas, B., Kovacs, G.L., Rideg, O., Bogner, P.,
Miseta, A.: Lithium induces phosphoglucomutase activity in various tissues of rats and
in bipolar patients.

Int. J. Neuropsychopharmacol. —2005. Nov 1;1-7 (2005)

doi: 10.1017/S146114570500622X

Impakt faktor: 4.128 (2004-es adat)

3. A diabéteszes immunzavarok hatterének vizsgalata

2004-ben eldkészitettiink néhany fontos kisérletet a CIF és a diabétesz
kapcsolatanak vizsgalatara, amely a palyazati munkaterv részét képezi. Diabéteszben
az immunrendszer koros miikddése tobb mddon jelentkezik, de taldn legszembetlin6bb
a T-sejtek altal termelt citokinek mennyiségének csokkenése. Eldzetes adataink azt
megmutattak, hogy ennek kozvetlen hatterében a kapacitativ Ca®" influx csokkenése
vagy teljes eltlinése szerepel. Kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy vajon ez a
csOkkenés a csatorna szintjén torténd gatlads miatt figyelheté-e meg, vagy pedig a CIF
molekula szintézise, vagy egy¢b aktivalod tényezdk hianya-e a kozvetlen kivaltod ok.

A kovetkezo eredményeket kaptuk:

szovettenyészeti médiumban tartottunk 1 hétig, majd a sejtekbdl CIF-et
izolaltunk. Az izolalt CIF bioaktivitasa nem kiilonbozott a normal gliikkoz-
glik6z-szint nem gatolja a CIF termelését. Ugyanezt az eredményt kaptuk
néhany diabéteszes betegbdl izolalt fehérvérsejt esetében is.

e Megvizsgaltuk, hogy ki lehet-e valtani az intracellularis Ca*" szintjének normalis
mértékli emelkedését a Ca’" csatornak direkt aktivaldsaval hiperglikémias
koriilmények kozott tartott sejtekben? Kontroll és magas gliikoz-koncentracio
mellett tartott izolalt fehérvérsejteken meghataroztuk az endoplazmas retikulum
kiiiritésével indukalhaté Ca*" influx mértékét, majd a sejtekhez adenofosztin A-t
adtunk a csatornak direkt aktivalasara. Eredményeink szerint a csatornak direkt
stimulalasa sem volt képes helyreallitani a csokkent Ca>" bearamlast, amely arra
utal, hogy a hiperglikémia kovetkeztében a csatornak valaszkészsége lecsokken.



e Ujabb irodalmi adatok azt mutattdk, hogy diabéteszben a megnétt diacil-glicerol
termelés és ezen keresz tiili protein-kindz C aktivalas, valamint a hex6zamin
metabolitok emelkedett termel6dése kozvetleniil is képesek a kapacitativ Ca"
csatorndk miikodésének gatlasdra. Ez, valamint a diabéteszes betegekben
talalhatd normalis mértékii CIF termelés (lasd fent) arra enged kovetkeztetni,

hogy a diabéteszes immunzavarok hatterében nem a CIF termelésének zavara
all.

Mindent 6sszefoglalva, az OTKA palyazat timogatasaval végzett kutatdsunk jszerli és
kozérdekli eredményeket hozott, amelyek szignifikdns mértékben novelik ismereteinket
a kapacitativ Ca>" influx szabalyozasarol és a CIF altal medialt jelatviteli folyamatokrol.



