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Részletes zarojelentés

A kalpain Ca**-indukalt aktivalasat kisér6 intramolekularis
szerkezetvaltozasok, helyre iranyitott mutagenezis vizsgalatok alapjan

Nem ismert olyan rontgenszerkezet, melyben egy teljes hosszasagu kalpaint kalcium
ionok jelenlétében kristalyositottdk, igy nem tisztdzott, hogy milyen molekuldris
atrendezOdések zajlanak le az enzim aktivalodasa soran.

Az inaktiv kalpain proenzimben a katalitikus aminosavak egymastol tavol helyezkednek
el, igy a Il-es domén egy kifeszitett konformacidban rogziil. Ezt a nyitott allapotot tobbek
kozott a Ill-as doménben talalhaté savas aminosavakban gazdag hurok régié séhidakon
keresztiil stabilizdlja. Az a tény, hogy a 0, kalcium kd&tésért felelés domének a molekula
ellentétes oldalan helyezkednek el, a katalitikus centrumhoz képest, azt valoszinusiti, hogy a
kalcium-ion altal okozott kis konformécios valtozasnak a molekula egészén végig kell
terjednie. Az egyik ilyen lehetséges utvonal a Ill-as ¢és IV-es domént Osszekotd Un.

A kalpain szerkezet egyes elemeinek, igy a savas huroknak és a transducer régionak, az
aktivalodasban betoltott szerepét iranyitott mutagenezis technika segitségével vizsgaltuk (1.
abra), megfigyelve az enzim és a mutansok aktivalodasanak kiilonbségeit. Altalanossagban
elmondhatd, hogy azok a mutaciok, melyek az aktivalddas soran megsziind kolesonhatasokat
érintenek, csOkkentik, mig azok melyek lényeges ¢€s az aktivalodds soran megmarado

kolesonhatdsokat rombolnak le, novelik az aktivalodas kalcium-ion igényét.
al VI
m-kalpain DI ) I s 11 N ]\
Cyn Mk My \

SAVAS HURDK TRANSDUCER RECIO
[¥ad = ipas [emuuEncETeEs 2 [ad vipun [EEEanTgrvnD-2 .fn‘--‘l‘l-:.rn’!"..:_
. e - :
o AE
i ESATYOT
I L
mE -
L
r
|
i g
e

Kalpain B | Dl o T —— |

SAVAS HUROK
Nad tipis _JEor I noakg|
¥ NN

1. abra: A patkany m-kalpainon és Drosophila kalpain B-n kialakitott mutacios pontok
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Az iradnyitott mutagenezissel moddositott kalpainokat rekombindans modszerrel
kifejeztettilk, majd az egyes enzimek aktivitdsdnak kalciumfiliggését Osszevetettiik. Ezen
kisérletek alapjan egy modellt allitottunk fel, melynek Iényege, hogy a savas hurok régi6 és a
transducer lanc, noha nem egy szerkezeti egység, de funkcionalisan egy olyan egységet alkot,
ami kozvetiteni képes a kalcium kotd doménekben a kalcium ionok megkotése soran
bekovetkezd kis konformécios valtozast a katalitikus centrum felé. Egyfajta aktivalodasi
kapcsoloként (savas hurok régid) €s erdsitoként (transducer lanc) is szolgal, mely nem csak
kozvetiti a jelet, hanem fel is erdsiti azt. Ezt a modellt ,,extended transducer”-nek, azaz egy

kiterjesztett eréatviteli egységnek neveztiik el (2. abra).
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2. abra: A kalpain aktivalodas sematikus modellje, a Ca”*-ionok hatasara bekovetkezé domén mozgasok
A felallitott modell j6 egyezést mutat a mult novemberben publikalt kalcium-ionokat és

kalpasztatint, a kalpain endogén inhibitorat, tartalmazé kalpain rontgenszerkezettel (3. dbra).

Kalcium-inok i -1 [ A kalcivwmos és kalcium
nélkil* kalpain imhibitor nélkiili szerkezet
jelenléhicsben” illesztése

3. abra: A kalpain kalciummentes (1kfu) és kalciumos (3df0) szerkezete. A piros szakaszok a savas hurok régiot
¢s a transducer szakaszt jelzik.
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A kalpain A és kalpain B sejten beliili iranyitasanak kérdése (targeting)

A citoplazmatikus szabélyoz6 enzimek funkcidjuk kifejtéséhez elengedhetetleniil fontos
egy pontos lokalizacios (kompartmentalizaciés) mechanizmus. A kalpainok esetében is
felmeriill a kérdés, vannak-e a kalpainok szerkezetében a feladatra alkalmas elemek?
kalpain A Ill-as és IV-es doménje kozott, mas kalpainokban nem talalhatd, 76 aminosav
hosszisagu szakasz fordul eld, melynek elvégeztiik rendezetlenségi joslasat. A szakasz
kdzepén egy hidrofob jellegli rendezett, két sz€lén inkdbb rendezetlenségre hajlamos régiok
vannak, mely igen hasonlit egy fehérjehorgonyzd régido szerkezetére. A kalpain B
jellegzetessége, az igen hosszi N-termindlis domén, mely nagyrészt rendezetlen szerkezetii
(IUP). Lokalizécios vizsgélataink soran a kalpain A hidrofoéb szakaszanak ¢€s a kalpain B N-
terminalisanak szerepét vizsgaltuk, ezért mind a vad tipusokbdl, mind a kérdéses szekvenciak
deléciés mutansaibol elkészitettiink egy GFP-hez fuzionalt DNS konstrukcidt, majd
Drosophila Schneider S2 sejtekben kifejeztetve vizsgaltuk a fehérjelokalizacioban
bekovetkezo kiilonbségeket. Azt talaltuk, hogy a két régié molekulabol valé eltiintetése nem
okoz lényeges valtozast az enzim lokalizaciojaban a vad tipushoz képest. E két peptidszakasz

szerepét tehat masfelé kell keresniink.

"€k GFP-s hanstrubcid (kemtradl] [ Vad halpain & konstrukeié [ Mutéins kelpain A kenstrukcid
kslpain A-ro fastve |

Camk GFP-3 kasstrubcid (kontroll) Vad kalpoin B kenstrukeié Mutirs kalpoin B konstrukeid
kaolpain B-re festve
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Kalpainok gatlasanak ill. aktivalasanak hatasa idegrendszeri folyamatokra

A kalpainok specifikus endogén gatld fehérjéje a kalpasztatin. Gatlé doménjei A, B és C
szubdoménre bonthatok, amelyek kozil az A és a C felelds a kotddésért, a B pedig a
gatlasért.. A kalpasztatin A és C szubdoménjeinek 19 aminosav hosszisagu szakaszai
(aktivator par) aktivaljak a kalpainokat in vitro.

Az aktivator par sejtpermeabilissa tételéhez oligo-arginin taget kapcsoltunk hozzéajuk. A
peptidek bejutottak COS7 sejtekbe ¢€s agyi szovetszeletekbe is, amit konfokalis
mikroszkopiaval ellendriztiink.

Ezzel lehetdségiink nyilt a kalpainok in vivo aktivalasara, az intracelluléris kalcium szint
megemelése nélkiil. Ugy tudunk beavatkozni a kalpain rendszer miikodésébe, hogy kozben
nem aktivaljuk a kalcium-fiiggd egyéb jelatviteli palydkat, csak a kalpain hatasat
vizsgalhatjuk. Ennek alapjan felallitottunk egy ex vivo kisérleti rendszert. Patkany
hippokampuszat és a kortikdlis régiot szeleteljiik, majd az aktivatort tartalmazd oldatban
inkubaljuk, ezt kovetden nézziik az alapingerlékenység és az LTP valtozasat.
¢s 10 puM koncentracidban jelentds alapingerlékenység ndvekedést tapasztaltunk a
hippokampalis  szeletekben. A  koncentraci6 tovabbi ndvelése csokkentette az
ingerlékenységet, 100 uM koncentracional pedig teljesen megsziint a szeletek valaszreakcioja.
A kérgi szeletek esetében az aktivator par okozta valtozas nem volt jelentds.

Nagy frekvencias ingerléssel hossza tavu szinaptikus valtozas alakulhat ki, LTP, vagy
LTD. A hippokampalis szeletek esetében az aktivator par szignifikdns LTP novekedést
generalt, az LTP-t a tetanizalas elStti és utani amplitddo kiilonbségekeént definidljuk. A
szomatoszenzoros kortexnél ebben az esetben is elhanyagolhatd valtozast tapasztaltunk,
vagyis a kalpain-hatas megjelenése az egyes agyteriileteken kiillonb6zo.

Eredményeinket szamos kontroll elvégzésével tdmasztottuk ald. Rekombindns, tisztitott
m-kalpainon teszteltiik, hogy az oligo-arginin tag nem befolyasolja a peptidek aktivalo
hatasat. A hippokampalis szeletek 2,5 uM aktivator par koncentracié mellett 15 perc alatt
jelentds alapingerlékenység €s LTP novekedést produkaltak. Ha az egyik aktivator peptid
inverz szekvenciajat adtuk a masik aktivator peptiddel k6zdsen, elmaradt. Ugyancsak elmarad
a hatas, ha az aktivator par mellett egy specifikus kalpain inhibitort, a PD150606-ot
alkalmaztuk.

Bizonyitottuk azt is, hogy a sejtekbe jutd kalpain valdban aktivalodik. Kordbban
szintetizaltunk egy Un. kalpain szuper-szubsztratot, ez a szubsztrat a kalpain altal kedvelt
aminosavakat tartalmazza. A szubsztrat két végére fluorofort tettiink, igy detektalni tudjuk a

kalpain aktivalodasat a szubsztrat elhasadasa révén. Ezt a molekulat ugyancsak oligo arginin
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tag segitségével juttattuk be a sejtekbe, a képen is lathaté hippokampusz szeletbe. Ha a
sejteket a szubsztrat mellett A és C peptiddel is inkubaltuk, a hasitas megtortént.

Elektronmikroszkopidval megvizsgaltuk okoz-e valamilyen lathaté valtozast az
aktivatorok bejuttatasa. A mérési koncentracioknal semmilyen jelentds valtozast nem
tapasztaltunk, azonban 100 uM koncentraciondl a sejtek integritdsa szétesett, ultrastrukturajuk
jelentdsen sériilt. Ez a kalpainok erételjes aktivalodasanak lehet a kovetkezménye, ezért ennél
a koncentracional az idegsejtek nem reagaltak egyik ingerre sem.

Az igy kidolgozott rendszer alkalmas a kalpainok kutatdsdban jelentés hatéoanyagok

kifejlesztéséhez, a tuléld agyszeletek mellett specialis technikakkal (pl. Alzet-pumpa) €16 allat

agyi részeiben is jol felhasznalhaté ez a modszer. Hippocampal Neuron
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4. abra: A hippokampalis LTP kivaltisanak két utja.
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5. abra: Hosszu tava potencirozas (LTP) kialakulasa hippokampalis és szomatoszenzoros kérgi teriileteken.
A hippokampalis szeletekben 2.5 puM ill. 5 uM aktivator par inkubalast kovetd tetanizalas az LTP
szignifikans novekedését idézte elé (A). Ugyanez a kezelés a szomatoszenzoros kortexben csak kis mértékii
valtozast idézett elé (B). Az aktivator koncentracié tovabbi emelése nem novelte a jel nagysagat, 100 pM
koncentraci6 esetén pedig a jelentds kalpain tilaktivacio hatasara a szeletek valaszado képessége teljesen
megsziint
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Kalpain A gén in vivo funkciojanak vizsgalata

Vizsgalataink kezdetén a Kalpain A génre még nem voltak ismert mutansok, ezért célul
tlztiik ki 0j Kalpain A funkciovesztéses mutansok eldallitdsat. Erre a célra a Kalpain A gén
kozelében taldlhatdo P elem inszercids torzseket probaltuk felhaszndlni. Harom kiilonb6zo
helyzetii P elemet (552-3979, 55Z-3179 és KG5080) remobilizaltunk a delta2-3 transzpozaz
forras segitségével. Ezekben a kisérletekben tobb mint ezer egyedi P-elem ugrasztast
hajtottunk végre, és a P elem elvesztését a fehér szemszin megjelenése alapjan azonositottuk.
P-elem mentes vonalakbol torzseket hoztunk létre, amelyekben PCR segitségével vizsgaltuk,
hogy keletkezett-e olyan mutacid, amelyik a Kalpain A gént érinti. Kisérletek eredményeként
két ilyen mutaciot sikeriilt azonositani. Ezek koziil a KG5080/634-ben egy 1kb hosszu delécio
a Kalpain A gén elsd intronjat tavolitotta el. Ez a mutacio homozigdta életképesnek bizonyult,
¢s Western-blott segitségével kimutattuk, hogy a Kalpain A géntermék mennyisége némileg
csokkent. A masik mutacio, KG5080/808 szintén homozigota életképes, de ndstény steril
fenotipust mutat. Ezekben Western-blott analizissel Kalpain A génterméket nem lehetett
kimutatni, ezért ezt a mutaciot null mutansnak lehet tekinteni. A hozzavetdlegesen 1kb hosszu
delécio az elsd at nem ird6do exont tavolitja el. Ennek a mutacionak a ndstény steril fenotipusa
nem a Kalpain A gén hidnyanak tulajdonithat6. Ezt mutatja, hogy a KG5080/808 mutacio6 a
Df(ED3716) delécioval transzheterozigota allapotban nem csak életképes de fertilis is és
egyuttal nem tartalmaz Kalpain A génterméket . Az Df(ED3716) ugyanis egy olyan delécid
amely teljesen eltavolitja a Kalpain A gént.

A Kalpain A fehérjével szemben ellenanyagot allitottunk eld, amellyel megvizsgaltuk a
Kalpain A fehérje kifejezodését az egyedfejléddés sordn, illetve néztiik az intracellularis
eloszlasat a kiillonb6zé szovetekben. A Kalpain A fehérje az egyedfejlddés minden

stddiumaban jelen van, kifejezddési szintje allando (6. dbra).
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6. abra: A Kalpain A fehérje egyedfejlodési mintazata
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Az anti-Kalpain A ellenanyaggal kiilonb6z6 larvalis szovetekben, tesztiszben ¢€s
ovariumban néztiik a fehérje sejten beliili eloszlasat. Minden vizsgélt szovetben a Kalpain A
elsdsorban a sejtmembranok mentén volt kimutathatd, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a

Kalpain A fehérje szorosan kapcsolodik a subkortikalis aktin sejtvazhoz.

Kalpain B gén in vivo funkciéjanak vizsgalata

Kalpain B génre a Kalpain A-hoz hasonlo stratégiat alkalmaztunk. A Kalpain B gén
transzkripcids start helyének kozelében taldlhatdo EY8042 homozigota életképes P elem
inszercidt remobilizaltuk transzpozaz forrds segitségével. Tobb mint 300 egyedi P elemet
ugrasztottunk és a szemszin elvesztése alapjan szelektaltunk az egyedi torzsekre. A torzseket
a megfeleléen megvalasztott primerek segitségével PCR reakcioval vizsgaltuk. A torzsek
kozott 5 homozigota életképes és fertilis, csak a Kalpain B gént érintd torzset tudtunk
azonositani. Ezekben a torzsekben RT-PCR-el és Western-blottal nem tudtunk génterméket
kimutatni. Az enzimaktivitds mérések is arra utalnak, hogy ezek valoban Kalpain B mutansok
(7. abra). A kisérletek eredményei egyértelmiien mutatjak, hogy a Kalpain B gén nem
esszencialis az ¢letképesség és a termékenység szempontjabol. Elézetes eredményeink
azonban arra utalnak, hogy a Kalpain B gén a petekamrak hatarsejtjeinek vandorlasaban
jatszik szerepet.

A Kalpain B null mutansok és a Kalpain A hianyos transzheterozigéta kombinacidjaval
a Kalpain A és Kalpain B kettds mutanst is eldallitottuk. Mindkét géntermék hianyaban
¢letképes és fertilis utdédokat kaptunk, ami azt jelzi, hogy egyik gén sem sziikséges egylitt,

sem az életképességhez.

7. abra: A Kalpain B mutinsok enzimaktivitis mérési eredménye

Aktivitas %
w1118 6.4 100%
EY0B042hom 6.1 95%
CalpB502hom 3.2 ’5[}%
CalpB505hom 3.2 : 50%
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