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, Gliik6z metabolizmus szerepének vizsgélata az intracellularis Ca** jelatviteli
folyamatokban”

Bevezeto

A gliik6z a sejtek szamara nemcsak mint energia hasznosithatd, hanem szdmos egyéb
fiziologias és patofizioldgids intracellularis folyamatnak részese, példaul a taplaltsagi fok
szabalyozasa, diabéteszes komplikacidk, stressz valasz, vagy fehérjék poszt-transzlacios
modositasa. Tézisem a gliikoz altal befolyasolt folyamatok 2 sziikebb teriiletét targyalja.
Egyrészt a hexzamin-ut és az Un. protein asszocialt O-glcNAc szerepét intracellularis Ca™" -
jelatvitelben, masrészt a glilkéz — galaktdoz metabolizmus ¢és a foszfoglikomutaz enzim
jelatviteli folyamatokban jatszott szerepét.

A tartdsan magas gliikoz-koncentracié karos hatasaival ellentétben, talan kevésbé
koztudott, hogy bizonyos esetekben a magasabb gliikkdz-szint hasznos, a sejtek tulélése
szempontjabol elényds is lehet. Példa erre az intenziv terapids intézetekben jol ismert GIK
infuzi6 — azaz Gliik6éz — Inzulin — Kalium -, melynek protektiv hatasat figyelték meg az akut
nem csupan energiaforrasként szolgalhat, hanem egyéb mechanizmusokon keresztiil, a
jelatviteli utakat is befolyasolhatja. Ennek egyik legfontosabb eleme a [Ca*']; homeosztazis,
¢s annak kapcsolata a gliikkoz metabolizmussal szerepelt kutatdsom kozéppontjaban.

A 4 {6 (elsOsorban diabetesben vizsgalt) gliikoz-asszocialt mechanizmus koziil a
hex6zamin utat valasztottam kutatasom célpontjanak. A sejtek altal felvett gliikoz kb. 2-4%-a
Iép be a hexdzamin tutba, a glutamin-frukt6éz-6P aminotraszferdz (GFAT) a kulcsenzim,
hatasara glukozamin-6P (glcN-6P) képzddik. Ha gliikozamint adunk a sejtekhez, hexokinaz,
illetve gliik6zamin-kinaz segitségével gliikozamin-6P-ta alakul, igy a GFAT-et megkeriilve,
direkt tudjuk a hexdézamin-utat stimuladlni. A hex6zamin-it utolsé metabolitja, az UDP-
glcNAc, tobbek kozott a fehérjék O-tipusu glikozilalasanak is sziikséges alapanyaga. Ez
utobbi poszt-transzlaciés moddosulds egyre nagyobb figyelmet kap az irodalomban és a
kutatasokban, ugyanis mechanizmusaban nagyban hasonlit a foszforilacid-defoszforilacidhoz,
azonkiviil egyre nyilvanvalobba valik, hogy a jelatviteli folyamatokban a foszforildciohoz
hasonldan nagyon fontos szerepet jatszik.

Az O-glikozilaci6 a szerin, threonin aminosavak OH csoportjan torténik és szdmos
fehérje esetében kompeticioba 1ép a foszforilacioval, vagyis ugyanazon a lokacion
foszforilalt, vagy O-glikozilalt is lehet egy fehérje. Reverzibilis folyamat, tovabba
dinamikusan valtozd, azaz gyorsan reagdl a kornyezeti valtozasokra, jelekre. Az O-
glikozilaciot mitogének, novekedési faktorok, a sejtciklus aktudlis allapota, sejt-differenciacio
befolyasolhatja, ezenkiviil akut stressz, és természetesen extracellularisan megemelkedett
gliikoz vagy éppen gliikozamin. Egyre tobb fehérjérdl fedezik fel, hogy alanya lehet az O-
glikozilacionak, igy pl. mitogének, novekedési faktorok, sejtciklus és sejt-differenciaciot
szabalyozo fehérjék, stb. Azon megfigyelések, melyek a hyperglikémia és Ca®" szabalyozas
kapcsolatat irjak le, valamint az O-glikozilaci6 ilyetén széles spektruma eldre vetiti, hogy a
hexézamin 1t szintén szerepet jatszhat a Ca®” homeosztazisban.

Szivizomsejteken is, akarcsak mas, nem ingerelhetd sejteken, megtalalhatd a receptor
kozvetitette Ca™" szabélyozas. Erre jellemz6 példa a pozitiv inotrop hatast Fenilefrin, illetve
az Angiotenzin II. A stimulus hatdsara aktivalodik a foszfolipaz C (PLC), majd diacil-glicerol
(DAG) és inozitol-trifoszfat (IPs) szabadul fel. Az IPs, direkt kapcsolatban van a Ca’" szinttel;
a szarkoplazmas retikulumbol, IPs-receptorok kozvetitésével Ca*-ot szabadit fel. Az IP;
kivaltotta Ca*" emelkedés csak egy része szarmazik a szarkoplazmas retikulumbol; az Gn.
CCE - capacitative calcium entry — soran a kezdeti, IP; indukalta Ca®" emelkedést egy
masodik, extracellularis térbdl szarmazé Ca’" bearamlas kovet. A Ca®" amellett, hogy



kozvetiti az akut inotrop valaszt, génexpresszios valtozasokat indukal, megemelkedése
apoptozist, hypertr6fidt okozhat, szabdlyozza a sejtproliferaciot, metabolikus enzimeket
befolyasol. Néhany molekularis célpontja a Ca*"-nak: kalmodulin és kalmodulin regulalta
kinazok, kalcineurin, PKC és MAP kinazok, cPLA,, protedzok, kaszpazok.

Munk4m sordn arra kerestem a vélaszt, hogy a Ca’" szabalyozasi folyamatokra,
kiemelten stressz -allapotban, van-e befolyasa a gliikoz metabolizmusnak, és ha igen, hogyan,
milyen utvonalakon keresztiil teszi ezt. Angiotensin II altal kivaltott Ca®" stressz hatasat -
pusztan az O-glikozilacid valtoztatdsdval — modulalni, valtoztatni lehet. Gliik6zamin emeli a
protein asszocialt O-glcNAc-et, az intracellularis, Angll kivaltotta Ca>" emelkedésre pedig
gatld hatasa van. Ez az észlelet azt sugallja, hogy nem kozvetleniil a metabolitok, hanem
valamely O-glikozilalt fehérje, vagy fehérjék medialjak a gatlast. Munkam soran azt talaltam,
hogy a CCE-re az O-glikozilaci6 hatast gyakorol, s ezen CCE szintén részt véllal a sejtek
stressz valaszaban.Tovabbi kutatas célja ezen fehérjék felkutatasa.

Foszfoglilkomutaz

A glikéz metabolizmus egy masik ,,oldaldga” szintén kapcsolatban all az
intracellularis Ca*" szabalyozassal. A foszfogliikomutiz enzim, mely a gliikoz-6P - gliikoz-1P
atalakulést katalizalja, egyrészt a galaktdz,- masrészt a glikogén metabolizmust kapcsolja
Ossze a gliikkdz metabolizmussal. Ezen enzim delécidja, munkacsoportunk kordbbi eredményei
alapjan, gliikdz helyett galaktézon ndvesztett élesztében magas Ca’'- tartalmat eredményez,
sét a Ca®" - jelatvitel is zavart szenved.

Mig a galaktdéz metabolizmusaban jelentds galaktokindz, epimeraz és dehidrogenaz
enzimek defektusai a galaktozémia ismert formdihoz vezetnek, addig PGM estében csak
sporadikus kozlemények vannak arr6l, hogy mutdcidja az aktivitas csokkenésén at
megbetegedéshez vezethet. Ennek oka lehet az, hogy a legtdbb fajban tobb mint egy PGM
izoenzim létezik. Ezeknek az egyiittes sériilése viszont letalis kovetkezményli. Emberben a
klasszikus PGM aktivitas (Glc-1-P — Glc-6-P konverzio) mellett egy olyan PGM aktivitasa is
mérhetd, amely az 5 és 6 szénatomos cukrokat egyarant szubsztratnak ismeri fel. Ez
valdszinlileg a PGM3 izoenzim aktivitdsanak is koszonhetd. A PGM3, masnéven
foszfoacetilgliikozamin-mutaz egyrészt rendelkezik klasszikus PGM aktivitassal, masrészt az
glcNAc-6P = glcNAc-1P atalakulast katalizalja, ami a hex6zamin ut fontos lépése. A PGM3
nagyfokl szekvencia homologiat mutat a PGM-el, azonkiviil akarcsak a PGM, mitkddéséhez
Mg*" -t igényel.

Irodalomban ismert, hogy Li" hatsara a foszfoglikomutiz enzim gatlodik. Ez
valosziniileg a Mg®" kompetitiv leszoritasa révén kovetkezik be. Mivel a Li™ -ot ménias-
depresszidos betegek manids szakaszdban a terdpiaban is alkalmazzdk, s mivel a
hatdsmechanizmusa maig nem tisztazott, a Li" a foszfogliikomutaz enzim gatlasan keresztiil
kifejtett hatasvizsgalata nemcsak az intracellularis Ca®" véltozasok elemzésére adhat
lehetdséget, hanem a terdpids hatds molekularis okara is fényt derithet.



Célkitiizések

- Mivel a gliikoz anyagcsere feltehetben kapcsolatban van az intracellularis Ca®*
szabalyozassal, ezért arra kerestiik a valaszt, vajon a hex6zamin utnak szerepe van-e ebben a
szabalyozasban?

- Amennyiben a hexdzamin ut befolyasolja az intracellularis Ca®" szintet, melyik
eleme felelos ezért? Feltételeztilk, hogy a protein O-glikozilacidé involvalt, ez azonban
bizonyitasra szorult.

- Melyek azok a Ca®" szintet novels folyamatok, melyeket a gliikoz anyagcsere
modositani képes? Kapcsolatba hozhat6-e a CCE-vel?

- Vélaszt kerestiink arra, vajon azonosithatd-e konkrét fehérje, mely a fenti folyamatok
kozvetitésében részt vesz?

- Kivalthat6-e Lit+ hatdsdra valtozas a hexd6zamin ut-ban, tekintettel arra, hogy a
PGM3 aktivitasa sziikséges a hexdézamin ut egyik metabolikus Iépésének megfeleld
lebonyolitasahoz?



Anyag és modszer

Sejtkultarak:

Neonatalis szivizomsejt izolalds (neonatal rat ventricular myocytes - NRVM): 2-5 napos
ujsziilott patkanyokat hasznaltunk erre a célra. Az eltavolitott patkdny sziveket kollagendz
emésztésnek vetettiikk ald. Az igy izolalt sejtszuszpenzidt 1 kozos pool-ba gylijtottik, un.
’overnight médiumban’ reszuszpendaltuk (DMEM:M199 (4:1) + 15% FBS + penicillin (100
U/mL) + streptomycin (100 pg/mL) + arabinose C (10 uM)). Kollagénnel fedett petri-
csészékbe vagy un. ’chambered coverslip’-re Ontottilk a sejtszuszpenzidt. A sejtsiirliség
~1*#10°/mL volt, ez elegendé volt ahhoz, hogy a kitapadd cardiomyocytik Osszefiiggd
haldzatot alkossanak és spontan, ritmusosan kontrahaljanak.

A Jurkat sejtvonalat glikozmentes RPMI-1640 médiumban tenyésztettilk, a kisérleti
koriilményektdl fiiggéen 5-10 mM gliikozzal vagy galaktézzal kiegészitetve, illetve 1-4 mM
LiCl —dal vagy MgCl, —vel.

Mikroszképos Ca’" mérések:

A spontan kontrahald cardiomyocytdk Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) —val lettek
mosva, majd friss HBSS-ben, 3 uM Fluo3-AM (Molecular Probes) és 1% bovin szérum
albumin (BSA) jelenlétében 45 percig, 37°C —on inkubaltuk. Mosas utan, a végsdé puffer
szintén HBSS volt, 1,2 mM CaCl,—ot és 1.0 mM MgSOs—ot tartalmazott. A fluoreszcens
fényképek 37 °C-on, egy Olympus IX70 invertalt mikroszkop segitségével késziiltek.
Western blot:

Cardiomyocytakat vagy Jurkat sejteket jéghideg PBS-ben mostunk majd RIPA pufferben
feltartunk. Elektroforetikus elvalasztasra 7.5% SDS-PAGE gélt hasznéaltunk, majd PVDF
membranra (Millipore) transzferaltuk a mintdkat. A PVDF membrénra transzferalt mintakat
un. CTD110.6, monoklonalis egér IgM antitesttel jeloltiik, mely antitest specifikus az O-
glikozilalt proteinekre. A CTD jeldlés vizualizalasara masodlagos, HRP konjugalt anti egér
IgM ellenanyaggal jeldltiik meg a blottot.

Immunfluoreszcens mikroszkopia:

A fed6lemezekre kitapadt sejtek, 3% formaldehid/PBS —ben fixalodtak, majd permeabilizalas
¢s PBS-s mosas utdn 5% BSA/PBS -ben 5 percig blokkoltuk. CTDI110.6 elsddleges
antitesttel, ill. mosas utan masodlagos, fluoreszcens antitesttel valo inkubalas kovetkezett.
HPLC mérések:

A sejteket 0.3 M-os perklorsavban (PCA) precipitaltuk. Vortexelés és centrifugalas utan a
PCA extrahdlasdra 1:4 aranyu trioktilamin:freon keveréket hasznaltunk. A vizes féazist
pipettaval dvatosan leszivva, a mintak készek a HPLC-oszlopra vald injektalasra. A mintakat
anion-cser¢ld HPLC oszlopra (Partisil 10 SAX, Beckman) t6ltottiik fel és a nukleotid-
cukrokat 262 nm-en detektaltuk, 2 mL/perces ataramlast hasznalva. Linearis s6 és pH
gradienst alkalmaztunk: 5 - 750 mM -os (NH4)H,PO4 koncentraci6 és parhuzamos 2.8 - 3.7-es
pH gradiens).



Eredmények és megbeszélés

Mivel feltételeztilk, hogy a hexdézamin ut befolyasolja a sejt stressz allapotanak
kimenetelét, ezért megvizsgaltuk egyrészt a Ca*'-homeosztazisban betdltott szerepét,
masrészt, a hexdzamin uton beliil, az O-glikozilacio [Ca*']i-szabalyzasban valo részvételére
fokuszaltunk. Stresszorként Angll agonistat hasznaltunk. Az Angll pozitiv inotrop hatasu,
azonkiviil hypertrofiat és apoptozist is indukalhat. Els0sorban az Angll kivaltotta bazalis
(vagy ’diasztolés’) Ca®" emelkedésre fokuszaltam (1.abra), melyet az Angll IP; —on keresztiil
indukal.

Gliik6zamin modulalo hatasa Angll kivaltotta stresszben:

A glikozamin a GFAT-et megkeriilve, direkt 1ép be a hexdzamin-metabolizmusba,
emeli az intracellularis UDP-glcNAc szintjét és ezaltal a protein asszocialt O-glcNAc-et is.
Ennek bizonyitdsara, izolalt szivizomsejtekbél HPLC-vel UDP-glcNAc —et, illetve western
blot és immunfluoreszcencia segitségével a fehérjék O-glcNAc szintjét tudjuk megallapitani.
Kidertilt, hogy egy viszonylag rovid, 5-10 perces gliikdzamin kezelés is megemeli az UDP-
glcNAc szintjét, és feltehetleg az UDP-glcNAc, feleslegben jelenlevé szubsztratként, az
OGT fokozott aktivitasaval, kovetkezményesen magasabb protein asszocialt O-glcNAc
szinttel jar (2. abra).

Amennyiben ¢l6, spontan ’szivverésre’ képes cardiomyocytakat Ca®" szenzitiv
festékkel megfestiink, fluoreszcens mikroszkop alatt megfigyelhetjiik és rogzithetjiik a Ca*"
szintekben lejatsz6dd valtozasokat Angll hatasara. Azt talaltuk, hogy egyrészt prompt
frekvenciandvekedés, masrészt szignifikans diasztolés Ca®” emelkedés zajlott le. Glitkozamin
elsésorban a bazalis Ca®” emelkedést akadalyozta meg (1. abra).
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1. dbra: 10 perces gliikézamin elGkezelés megakaddlyozza az Angll diasztolés Ca’™* emeld
hatasat.

Mivel munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a CCE kivalthatd neonatalis
patkany cardiomyocytakban, ezért valaszt kerestiink arra is, vajon a gliikozamin a CCE-re is
hatassal van-e? Ha thapsigargin-nal, a SERCA specifikus inhibitoraval kezeltiik a sejteket,
nem kovetkezett be észreveheté frekvenciaemelkedés, azonban a bazalis Ca’" szint, nagyon
hasonldan az Angll-h6z, emelkedést mutatott. Ezt a hatast a glilkdzamin szintén meglehetds
hatékonysaggal blokkolta.

O-glikozilacio modulalé hatasa Angll kivaltotta stresszben:

Fenti eredmények alapjan a glikozamin, azaz a hexdzamin ut szerepét a Ca’’
szabalyozasban megalapozottnak talaltuk, de felmeriilt a kérdés, vajon hogyan ¢és melyik
eleme felelds a szabalyozasért.



Western-blottal szignifikdnsan magasabb O-glikozilacidt mértiink, 5 mM-os, 10 perces
gliilkozamin kezelés utan (2. dbra). Szamos protein bizonyult O-glcNAc asszocidltnak, melyek
legtobbjének O-glikozilaltsagi foka szignifikansan emelkedett gliikozamin adasat kovetden.
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2. abra: CTD 110.6 western-blot, jobbra 3 fiiggetlen kisérlet statisztikai kiértékelése. 10
perces, 5 mM gliikozamin szignifikans O-glikozilacio emelkedését okozta, melyet az alloxdn
eredményesen gatolt. PUGNAc jelentos emelkedést okozott az O-glikozilalt proteinek
szamadban.

Azt bizonyitando, hogy az O-glikozilacio direkt hatasa felelés a glikézamin Ca**
homeosztazis modulalasaért, specifikus inhibitorokat hasznaltunk. Az alloxdan az OGT
enzimatikus aktivitasat gatolja, a PUGNAc (O-(2-acetamido-2-deoxy-D-
glucopyranosylidene)-amino-N-phenylcarbamate) pedig az O-glcNAc-azt bénitja (2. abra).
Mivel az UDP-glcNAc csak egy része forditodik O-glikozilaciora, nagyobb részét az exportra
termelt fehérjék, illetve a membranfehérjék poszt-transzlacids modosulasara hasznalja fel a
sejt, ezért nem vartunk jelentds eltérést a metabolitok és az UDP-glcNAc szintekben sem
alloxan, sem PUGNAc esetében, nem okozott szignifikans eltérést egyik inhibitor sem. Igy
elmondhatjuk, hogy amennyiben az Angll hatast modositani képesek, az elsdsorban a
specifikus O-glikozilacion keresztiil érvényesiil.

Az Angll kivaltotta diasztolés Ca*" emelkedést az O-glikozilacié a kovetkezSképpen
befolyésolta: eldzetesen alloxannal kezelt sejtek hasonloan reagaltak Angll-re a normal
kezeletlen szivizomsejtekhez képest. Ha az alloxan kezelés megeldzte a gliikdzamint, akkor
az jelentésen gatolta a gliilkdzamin hatdsat. PUGNAc, éppen ellenkezdleg, a glilkézamin
hatasat utanozta; csokkent az Angll kivaltotta bazalis Ca®" szint emelkedés. Ezen kisérlet
bizonyitja, hogy feltehetden valamely fehérje, fehérjék O-glikozilacidja felelds az Angll
okozta stressz, Ca’-terhelés tompitasara. A thapsigargin indukalta CCE esetén is nagyon
hasonl6 eredménnyel jart az alloxan illetve a PUGNACc kezelés, azaz az O-glikozilacié nagy
valdszintiséggel szerepet jatszik a CCE szabalyozasaban.

Az O-glikozilacionak szdmos ’célpontja’ van; transzkripcios faktorok, citoszkeleton
fehérjék, membranproteinek, kinazok, stb. Feltehetéleg az O-glikozilacio Ca*" -ra gyakorolt
hatdsa sem 1 kitlintetett fehérje izolalt hatdsa, hanem tobb, Gsszetett folyamat ereddjeként
alakulhat ki. Azonban, a szekvencidja ismeretében, pl. a TRPCI fehérje, elméleti szamitasok
alapjan jo eséllyel rendelkezhet O-glcNAc predilekcios helyekkel. Ez a membranfehérje tagja
annak a proteincsalddnak, amely valdsziniileg részt vesz a CCE —csatorna felépitésében.



A Li hatasa a PGM-re és az O-glikozilaciora:

A foszfogliikomutaz aktivitas, korabbi eredmények szerint szoros kapcsolatban all a Ca®'
homeosztazissal. A PGM-mutans, genetikailag deletalt S. cerevisiae torzseken kiviil, a Li" -
ion PGM-et gatlé hatasat kihasznédlva, szdmos kisérleti lehetdség tarul fel a jelenség
tanulmanyozasara. Mindezidaig a PGM aktivitasa és a Ca’" homeosztazist dsszekdtd kapocs
nem ismert részleteiben. Felvetddott annak a lehetdsége, hogy a PGM ¢és a Ca** szabalyozas
kozotti egyik lehetséges hidnyzé lancszem az O-glikozilacio lenne. A PGM3, fontos elem a
hex6zamin utvonalon, azonkiviil nagyfoku szekvencia-azonossaggal rendelkezik a PGM-mel.
A Li' inhibitora a PGM aktivitasnak. Logikusnak tiinik, hogy a Li" miatt kiesett PGM
funkciét megemelkedett PGM3 expresszid igyekszik kompenzélni, és ezaltal kozvetve a
hexézamin utat is serkentheti. Ezen hipotézis tesztelésére, 2 mM Li -mal kezeltem Jurkat
sejteket, majd megvizsgaltam a sejtek O-glikozilacios szintjét. Azt kaptam, hogy Li+ hatasara
emelkedett az O-glcNAc asszocialt protein mennyisége. A jelenség természetesen tovabbi
vizsgalatot igényel, az azonban joggal feltételezhetd, hogy a PGM ¢és a PGM3 egymadstol nem
fiiggetlenek, funkcidjuk és valtozasaik hatassal vannak egymasra.
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