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Roviditések jegyzéke

alpha-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-

AMPA .
propionsav
BA Benzamidin
B-ME B-merkapoetanol
Css1 Calpain Small Subunit 1 -
Egyes tipusu kalpain kis alegység
Dabceyl 4-((4-(dimetilamino)fenil)azo)benzoesav
DTE 1,4-ditioeritritol
Eo4 Irreverzibilis kapain inhibitor
EDANS 5-((2-aminoetil)amino)naftalén-1-szulfonsav
EGF Epidermalis novekedési faktor
Fluorescence resonance energy transfer -
FRET . - s
Fluoreszcencia rezonancias energia atadas
GLUT4 Inzulin altal szabalyozott gliikdz transzporter
PG immobilized pH gradient -
immobilizalt pH gradiens
IPTG Izopropil-B-D-1-tiogalaktopirandz
Prediction of Intrinsically Unstructured Proteins —
IUPred Fehérjerendezetlenség joslo szoftver
(http://iupred.enzim.hu/)
LC-MS Folyadék kromatografia 6sszekotve egy

tomegspektrometrias azonositassal
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MAP2 Mikrotubulushoz asszocialt fehérje, 2-es forma
Nikkel-nitrulo-triecetsav — His
NiNTA affinitaskromatografidhoz hasznalt agardz alapu
oszlopgyanta
PBS Phosphate buffered saline —
foszfat alapu puffer
PD150606 Kalpain inhibitor
The Protein Data Bank —
PDB Fehérje adatbazis
(http://www.rcsb.org/pdb/)
PKC Ca®" aktivalt fehérje kinaz
PMSF Fenil-metil-szulfonil-fluorid
Predictor Of Naturally Disordered Regions
PONDR Fehérjerendezetlenség joslo szoftver

(http://www.pondr.com/)
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I. Bevezetés

A kalpaint a 60-as évek kozepén fedezték fel patkanyok agyaban (Guroff 1964) és
vazizmaban, mint egy kalcium-ionok altal aktivalt neutralis proteazt (,.calcium-activated-
neutral protease” CANP). Intracellularisan elhelyezkedd fehérjebontd enzim, melynek
aktivitds optimuma a neutralis pH kornyékén van. A kalpain nevet (kalcium-ionok altal
aktivalt papainszer(i proteaz) 1984-ban kapta (Ohno és mts. 1984). A kalpain szabalyozd
proteaz, mely ellentétben sok mas fehérjebontd enzimmel, szubsztratjait csak limitaltan
bontja, igy modositva azok funkcidjat. Felfedezése ota szamos fajban leirtak kiilonb6z6
kalpainokat, szamos forma és splice varians létezik, igy gyakorlatilag egy 06nalld
enzimcsaladot alkot (EC 3.4.22.52-54). Csoportunk nevéhez fiizddik az enzim felfedezése
Drosophilaban (Pinter és Friedrich 1988) és a Drosophila kalpainok jellemzése (Jekely és
Friedrich 1999, Spadoni és mts. 2003, Theopold és mts. 1995).

A kalpain kutatdsanak fontossagat az enzim betegségekben betoltétt szerepe indokolja.
Az izomdisztrofia (Branca 2004), az Alzheimer- (Huang és Wang 2001) ¢és Parkinson-kor
(Dufty és mts. 2007), a szemlencse egyes megbetegedései (Fukiage és mts. 2002), a II-es
tipust cukorbetegség egyes formai (Branca 2004), mind-mind olyan betegségek, melyekben a
kalpain abnormalis (tul erds, vagy elégtelen) aktivitasa okozza a problémat. Ezért a kalpainok
vizsgalata és behatobb megismerése orvosbioldgiai haszonnal jarhat.

A kalpainok nagy méretli, tobb doménbdl felépiild fehérjék, szerkezetiiket tobb
rontgenkrisztallografiai tanulmanyban is vizsgaltak (Hosfield és mts. 1999, Strobl és mts.
2000), am a teljes kalpain szerkezetet kalcium-ionok jelenlétében nem sikeriilt meghatarozni
(Pal és mts. 2001). Ugyanakkor ismerjiik az izolalt kalpain domének kalcium kotétt allapotat
(Blanchard és mts. 1997, Moldoveanu és mts. 2003), azonban mind a mai napig nem tudni,
hogy aktiv allapotaban hogyan néz ki a teljes enzim.

A sejtélettani folyamatokban bet6ltott szerepe miatt, a kalpain fontos és veszélyes enzim
a sejtben, melynek aktivitasat pontosan szabalyozni kell. A kalpain aktivitds szabalyozasa
igen sokrétii: endogén inhibitor, kalcium-ion koncentracio, autolizis, foszforilacio, mind-mind
olyan szabalyozasi eszk6zok, amik a kalpain aktivalodast és aktivitast befolyasoljak.

A kalpain kutatds két nagyon alapvetd ¢és még nyitott kérdése, hogy hogyan
szabalyozodik az €16 sejtben a kalpain, illetve, milyen fiziologias funkcidi vannak, azaz mik
az in vivo szubsztratjai (Goll és mts. 2003). Munkam soran ennek a két kérdésnek a
megvalaszolasaban szeretnék jelentds l1épéseket tenni. Arra kerestem a valaszt, hogy a kalpain

aktivalodas milyen mechanisztikus lépéseken keresztiil zajlik (hol vannak az
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enzimaktivalodas kulcspontjai), illetve, hogy in vivo milyen folyamatokat iranyit (mik a

fiziologias szubsztatjai).
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II. Irodalmi attekintés

A kalpain csalad kiilonboz6 expresszids mintazati, egy vagy két alegységbdl felépiild,
cisztein proteazok heterogén csoportja, melybe ubikviter el6fordulasu és szovetspecifikus
formak is tartoznak. A kalpainok szamos intracellularis, kalcium-ion szabalyozta folyamatban
vesznek részt, mint példaul a jelatvitel, a sejtosztodas és differencialodas, az apoptozis, a
tumor metasztazis, és a sejtvandorlas (Goll és mts. 2003). Az enzim inaktiv proenzimként

keletkezik a sejtben és kalcium-ionok hatasara N-terminalis autolizissel aktivalodik.

I1.1. Kalpain formak

I1.1.1. Human kalpain formak

A human genom szekvenalas befejezésével biztossa valt, hogy emberben 16 gén
sorolhatd a kalpain csaladba, ebb6l 14 nagy alegységet, 2 pedig kis alegységet kodol
(Fiiggelék 1. tablazat). Ezek koziil a kalpain 1, 2, 3, 8, 9, 11, 12 és 13 négy doménbdl allo
fehérjék, melyeket felépitésiik miatt tipikus kalpainoknak neveziink. A kalpain 1, 2 és 9
heterodimert alkot egy Un. kis alegységgel, azonban a kalpain 3, 8, 11, 12, annak ellenére,
hogy hasonlo felépitésti enzimek, nem lépnek kolcsonhatasba a kis alegységgel. A kalpain 5,
6, 7, 10 és 15 atipikus kalpainok, melyekbdl domének hidnyoznak, vagy mds domének
szerepelnek benniik, mint a tipikus kalpainokban és nem képesek a dimerizaciora a kis
alegységgel.

A kalpainok citoszolban elhelyezkedé enzimek. A kalpain 1, 2, 5, 7, 10, 13 és 15
ubikviter, minden szovetben eléforduld proteazok, mig a kalpain 3, 6, 8, 9, 11 és 12

szovetspecifikus formak.

I1.2. A kalpain szerkezete

A tipikus kalpainok legismertebb és legtobbet vizsgalt tagjai, az ubikviter eléfordulast
kalpain 1 és 2 (u- és m-kalpain), két alegységes fehérjék. Egy 80 kDa-os nagy és egy 30 kDa
kis alegységb6l allnak. A  fehérje adatbazisban (The Protein Data Bank:
http://www.rcsb.org/pdb/) talalhatd 28 eddig meghatarozott kalpain rontgenszerkezet koziil 22

e két fehérjének, vagy fragmenseinek szerkezete (1. abra).
Mivel nem ismert a teljes kalpain kalcium-ionokat kotott formajanak rontgenszerkezete,
ezért nincs pontos képiink arr6l, milyen konformacios valtozasok kovetkeznek be az ionok

kotédésekor.
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Katalitikus arok

Savas hurok

Domén II

Domeén III
Domén 1

Domén VI
Domén IV

Transducer

Patkany m-kalpain, 1kfu.pdb

1. abra: A teljes hosszu kalpain rontgenszerkezete. Pirossal a katalitikus centrum és az Gn.

transducer szakasz.

I1.2.1. A nagy alegység

A katalitikus aktivitasért felelds aminosavak (Cys, His, Gln) a négy doménbél felépiilé

nagy alegységben talalhatoak, ami mind az m-, mind a p-kalpain esetében 80 kDa méretii.

11.2.1.1. Az N-terminalis domén, Domén I

A kalpainok egyik jellegzetessége, hogy a katalitikus domén eltt egy, az adott kalpain
formara jellemzd N-terminalis domén talalhatd, melynek mérete igen szélséséges hatarok
kozott mozog (példaul az emlds m-kalpainban 19, a Drosophila kalpain B-ban 260 aminosav
méretll). A domén szerepét nem ismerjiik pontosan, de a kalpain aktivalodasakor az enzim

belehasit ebbe a doménbe.

11.2.1.2. A Kkatalitikus domén, Domén I1

A Il-es domént a katalitikus arok valasztja ketté, igy a katalitikus domén elnevezés
inkabb funkcionalis, mint szerkezeti egységre utal. A proteolitikus hasitasért felelds

aminosavak koziil a cisztein a szubsztratk6té zseb egyik, mig a hisztidin és glutamin a masik

10
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oldalan talalhat6, melyek az inaktiv proenzimben 10 angstrom tavolsagban helyezkednek el
(2. abra).

2. abra: A kalpain szerkezete a katalitikus arokba nézve. Pirossal a katalitikus aminosavak

Ez a tavolsag magyarazatot ad arra, hogy a proenzim miért inaktiv. A funkcionalis
aminosavak tulsagosan messze helyezkednek el a katalitikus hatés kifejtésé¢hez, azaz az enzim
aktivalodasakor a katalitikus aroknak Ossze kell zarulnia. Moldoveanu ¢és munkatdrsai
sikeresen megoldottak a kotott kalcium-iont tartalmazé katalitikus domén rontgenszerkezetét
(Moldoveanu és mts. 2002, Moldoveanu és mts. 2003), melybdl kidertilt, hogy egy Il-es
domén két kalcium iont képes megkotni, melyek stabilizaljak a peptidlancot a szubsztratkotd

zseb két oldalan (3. €s 4. abra) (Moldoveanu és mts. 2004).
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Katalitikus arok

Patkany p-kalpain, Domén II, 1kxr.pdb

3. abra: A patkany p-kalpain katalitikus doménje kalciumkotott (kalcium - lila) formaban

Katalitikus arok

Patkany m-kalpain, Domén II, Imdw.pdb

4. abra: A patkany m-kalpain katalitikus doménje kalcium-ion (kalcium - lila) k6tott formaban

11.2.1.3. A szabalyoz6 domén, Domén III

A molekula kozepén elhelyezked6 IlI-as domén szekvenciajahoz hasonld nem talalhato
mas ismert fehérjében, am a rontgenszerkezetek megoldasa utan kideriilt, a domén nagyfokt
szerkezeti analogiat mutat az Gn. C2-es doménnel. Az antiparallel B-szendvics szerkezetii C2-
es domént el6szor a protein kinaz C-ben fedezték fel, de azdta szamos mas, kalcium ionok

altal szabalyozott fehérjében megtalaltak (Rizo és Sudhof 1998). A C2-es domén egy kalcium

12
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¢és foszfolipidkotd domén, mely tulajdonsdgokat a kalpain izolalt Ill-as doménjérdl is
kimutattak (Tompa és mts. 2001).

A domén jellegzetessége az antiparallel B-szendvics mag, melynek két oldalan két
ellentétes toltésekben gazdag hurok régio talalhaté. Az m-kalpain esetén 392-404 aminosavak
kozotti szekvencia savas aminosavakban gazdag (10 darab Asp és Glu a 13 aminosav
hosszasaga hurokban), mig a 414-427 aminosavak kozotti szakaszon tobbségben bazikus

aminosavakat talalunk (8 darab Arg, Lys, vagy His a 14 aminosavas régioban).

11.2.1.4. A kalmodulinszeri domén, Domén IV

A TV-es domén, hasonloan a VI-os doménhez, kalmodulinszerti kalciumkoté domén,
mely 6t EF-hand motivumot tartalmaz (a kalmodulin és a p- valamint az m-kalpain IV-es
domén szekvenciakat Osszevetve 24-44%-ban azonos, illetve 51-54%-ban hasonld
aminosavakat talalunk). Ebbél négy kalciumion kotd, egy pedig, a kis alegységgel valo

dimerizacidért felelés motivum (Graham-Siegenthaler és mts. 1994).

I1.2.2. A kis alegység

A heterodimer felépitésii kalpainok jellegzetessége, hogy a kiilonb6z6 tipust nagy
alegységek ugyanazzal a kis alegységgel alkotnak komplexet, ez az altalanosan ismert 30
kDa-os kis alegység (CSSI). Csoportunknak sikeriilt egy 0j, 28 kDa-os kis alegységet
azonositania (CSS2), mely foként az N-terminalis doménben kiilénbozik a CSS1-t6] (Schad
és mts. 2002). Mindkét kis alegység két domént tartalmaz (az V-6s és VI-os domén). A CSS1
knock-out kisérletek sokaig sikertelenek voltak, igy azt feltételezték, hogy a kis alegység
hianya letalitast okoz (Arthur és mts. 2000, Zimmerman ¢és mts. 2000), am azéta sikeriilt

¢életképes CSS1 knock-out patkanyokat létrehozni (még nem publikalt adat).

11.2.2.1. A glicingazdag domén, Domén V

A kis alegység N-terminalis doménje egy hidrofob domén, a CSS1 esetében 101
aminosavat tartalmaz. Ebbdl 40 glicin, 5 prolin, és 30 egyéb hidrofob aminosav, szemben a 26
polaros vagy toltétt aminosavval. A magas glicintartalom a domén foszfolipidk6td
képességére utal, melynek a lokalizacioban lehet szerepe (Arthur és Crawford 1996).
Kimutattak, hogy a kis alegység chaperon-ként funkcional a nagy alegység szamara, azaz
segiti annak helyes feltekeredését, melyben az V-6s domén nagyrészt rendezetlen szerkezete

is szerepet jatszhat (Moldoveanu ¢és mts. 2002, Yoshizawa és mts. 1995). Szintén a
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rendezetlenség kdvetkezménye, hogy az eddig meghatarozott rontgenszerkezetek egyikén sem

latszik az V-6s domén.

11.2.2.2. A kalmodulinszerii domén, Domén VI

A kis alegység VI-os domén, hasonloan a IV-es doménhez, nagyfoku hasonlésagot
mutat a kalmodulin kalciumkétd fehérjével. Ot EF-hand motivumot tartalmaz, melybdl négy a
kalcium kotésért, egy pedig, a nagy alegységgel vald dimerizacioért felelds (Graham-
Siegenthaler és mts. 1994). A legnagyobb kiilonbség a IV-es és VI-os domén kozott, hogy az
N-terminalisukon 1év6 a-hélix a IV-es domén esetében harom, mig a VI-os domén esetében

négy csavarmenetet tartalmaz.

I1.2.3. Drosophila kalpain formak

Drosophilaban négy kalpain gén talalhato, a kalpain A, B, C és D. Ezek koziil kettd
katalitikusan aktiv, tipikus kalpain (kalpain A és B), egy tipikus, de inaktiv forma (kalpain C)
¢és egy pedig egy atipikus enzim (kalpain D). Muslicaban nem talalhato kis alegység, igy a
Drosophila kalpainok feltehetéleg monomer enzimek. Hasonloan az emlés kalpainokhoz a
katalitikusan aktiv Drosophila kalpainok is autolizisen mennek keresztiil az aktivalodas soran

(5. abra).

D1 D2 D3 D4
CalpA
— NS
CalpB o His Asn
[ [ I \
CalpC | o HisAsn
|
CalpD % 7646
| I [ | |
Cys HisAsn

5. ébra: A Drosophila kalpainok doménszerkezete

11.2.3.1. Kalpain A

A kalpain A a masodik kalpain forma, melyet Drosophildban felfedeztek (Theopold és
mts. 1995) és az elsé melyet laborunkban klonoztak meg el6szor (Pinter és Friedrich 1988).
Az Xkatalitikusan aktiv tipikus kalpain A ubikviter el6fordulasu, 94 kDa méretli, négy

doménbdl felépiild fehérje. Szekvencidjanak kiilonlegessége a hosszu, 54 szamt aminosavbol
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allo, N-termindlis domén, valamint a harmadik és negyedik domén kozotti 76 aminosav
hosszu szakasz, mely mas kalpain szekvenciaban nem fordul elé. Elvégezve ezen szakasz
PONDR rendezetlenségi joslasat, az inszert két szélén inkabb rendezetlenségre hajlamos, mig
a kdzepén egy erdsen rendezett struktira talalhatd, melyben sok hidrofob aminosavat talalunk

(6. abra). Feltételezések szerint ez egyfajta horgonyként szolgalhat az enzim szamara.
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6. abra: A kalpain A doménszerkezete ¢s inszertcids szakaszanak PONDR rendezetlenségi

joslasa. A 0,5 feletti PONDR pontérték rendezetlen az az alatti rendezett szerkezetre utal.

11.2.3.2. Kalpain B

A masodik laborunkban megklonozott Drosophila kalpain forma a kalpain B (Jekely és
Friedrich 1999), mely egy 104 kDa-os, ubikviter eléfordulast, tipikus felépitésti kalpain.
Jellegzetessége, az extrém hosszl, 224 aminosavbol allo, N-terminalis domén, melyben 49

darab prolin talalhato és er6sen rendezetlen hajlamot mutat (7. abra).
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7. abra: A kalpain B N-terminalis doménjének IUPred rendezetlenségi joslasa. A 0,5 alatti

IUPred pontérték rendezett allapotra, mig az a feletti rendezett allapotra utal.

11.2.3.3. Kalpain C

A kalpain C, a Drosophila inaktiv kalpain formaja, ami mindkét aktiv muslica
kalpainnal 6sszevetve 33,5%-ban azonos, vagy erésen hasonld aminosavat tartalmaz, azonban
a katalitikus aktivitasért felelds aminosavak mdas aminosavakkal vannak helyettesitve (Cys —
Arg; His — Val; Asn — Ser), igy ez egy biztosan inaktiv forma (Spadoni ¢s mts. 2003).

Egy szisztematikus munkdban inaktiv enzimek funkciojat vizsgaltdk (Pils és Schultz
2004), vagyis olyan enzimcsaladokat kerestek, melyeknek sok tagja van, és a szekvencidk
alapjan megjosoltak, hogy aktivak-e a kiilonbozé enzimformak. Azt talaltak, hogy a
jelatvitelben szerepet jatszo enzimcsaladok toleraljak legjobban az inaktiv tagok jelenlétét,
mig a magi enzimek a legkevésbé, azaz a jelatvitel a legflexibilisebb, és a magi folyamatok a
legkonzervaltabbak a vizsgalt csoportok kozott. Ebben a tanulmanyban vizsgaltak a kalpain
csaladot is. Azt josoltak, hogy Drosophilaban egy inaktiv és harom aktiv forma van, ami
megfelel jelenlegi ismereteinknek. Ugyanezen vizsgalat szerint az emberi kalpainok kozott tiz
aktiv és egy inaktiv forma létezik. Az inaktiv enzimek nagy szdma és konzervaltsaga azt
mutatja, hogy az ezen enzimek valamilyen szabalyozasi folyamatban vesznek részt és
valoszintsithetd, hogy az eddig még ismeretlen funkcioju inaktiv enzim homologok is

hasonld folyamatokban jatszanak szerepet (Pils és Schultz 2004), azaz a kalpain C is egy

szabalyozo enzim.
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11.2.3.4. Kalpain D

A kalpain D (mas néven SOL) volt az elsé kalpain forma, melyet Drosophildban
felfedeztek. Repiilési és jarasi rendellenességei voltak azoknak a legyeknek, melyek mutaciot
hordoztak a kalpain D génben (Delaney és mts. 1991). A mozgasi problémakat az érzé
idegpalyak fejlédési zavari okoztak. A kalpain D-vel homoldg fehérjét emlésokben, igy
emberben is talaltak (SOLH), ami szintén idegrendszeri el6fordulast mutat (Kamei és mts.
2000).

A kalpain D szekvencidja nagymértékben kiilonbozik a tobbi ismert kalpainétol, a

kalpainokra nem jellemzé DNS-kot6 cink-finger motivumokat is tartalmaz.

I1.3. Kalpain szabalyozas

A kalpain, lévén egy szabalyozd protedz, igen veszélyes fegyver a sejtben. Az
intracellularis kalciumion koncentracié barmily okbol torténd novekedése aktivalhatja a
kalpaint, mely a fiziologias szubsztrat hasitason tul patologias, kontrollalatlan és irreverzibilis
fehérjebontast is eldidézhet. Ennek kivédésére a kalpain aktivalodasi mechanizmusanak

szamos szabalyozasi pontja van.

I1.3.1. Autolizis

A kalpain inaktiv proenzimként szintetizalédik a sejtben. Az enzim kalcium-ionok
hatasara aktivalodik, aminek egyik elsé lépése az autolizis. Ez egy Onhasitasi folyamat,
melynek soran a kis és a nagy alegység N-terminalis doménjérdl is lehasad egy-egy peptid
(Saido és mts. 1994, Suzuki és mts. 1981). Ez az m- és a p-kalpain esetében is egy két
Iépesdben lejatszodd folyamat. Az m-kalpain esetében el6szor egy 9, majd egy 10
aminosavbol allo peptid hasad le, mig a p-kalpain esetén elszor egy 14, majd egy 12
aminosavas darab tavozik. A Drosophila Kalpain B esetében is két autolitikus hely van, a 74.
és a 224. aminosav utan hasad el a peptidlanc az aktivalodas soran. Iranyitott mutagenezis
kisérletekkel kimutattak, hogy az autolizis akkor is lejatszodik, ha ezeket az autolizis helyeket
megsziintetik, csak ekkor két 0j helyen, a korabbi hasitohely elétt (215.) valamint utan (230.)
torténik a hasitas (Farkas és mts. 2004). Az autolizalt kalpain katalitikusan aktivva valik és

alacsonyabb kalcium-ion koncetracio is elégséges az aktivitasahoz.

I1.3.2. Aktivalédashoz sziikséges kalcium igény

Az inaktivan képzdd6 kalpain proenzim aktivalodasahoz kalcium-ionok sziikségesek. A

két legtobbet vizsgalt kalpain forma, az aktivalodasukhoz sziikséges kalcium-ion
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koncentraciérol kapta a p- és m-kalpain (kalpain 1 és kalpain 2) elnevezést, miszerint
mikromolaris, illetve millimolaris Ca*'-ion koncentracio sziikséges az aktivalodasukhoz.
Kicsit szokatlan egy intracellularis enzimtdl, hogy a sejtekben atlagos 10-100 nM nyugalmi
Ca'-ion koncentracional 3-5 nagysagrenddel magasabb koncentracional aktivalédik. Ezt az
ellentmondast mind a mai napig nem sikertiilt feloldani. A legvalésziniibb magyarazat erre,
hogy a kalciumon kiviil mas faktorok is csokkentik az aktivalodas kalcium igényét, ilyen lehet
példaul a foszforilacio, illetve hogy a kalcium csatornak kozelében lokalisan magasabb lehet a
kalcium-ion koncentracidja, ami aktivalhatja az egyes kalpain formakat. Megfigyelték
tovabba, hogy a kiilonb6z6 kalpain formak egymast is képesek aktivalni (Tompa és mts.

1996).

I1.3.3. Kalciumkoté képesség

A kalpainban tobb kalciumkotd motivum is talalhato. Ilyenek a IV-es és VI-os
kalmodulinszerii doménben talalhaté EF-hand motivumok, melyekb6l 6t talalhatd egy-egy
doménben. Ebbél az 6tb6l csak négy felel a kalcium kotésért, egy a kis alegységgel valo
dimerizaciot teszi lehetévé. A p- és az m-kalpain fehérjék haromdimenzids szerkezetében az
EF-hand motivumok kozel azonos kdrnyezetben helyezkednek el, igy ez nem magyarazza,
hogy miért kiilonbozik oly nagymértékben a két forma kalcium igénye. A kalciumkotd
képesség megismerésében nagy elérelépést jelentett, hogy noha a teljes enzim kalcium kotott
szerkezetét nem sikertilt krisztallografiai modszerekkel meghatarozni, sikeresen megoldottak
a VI-os domén kalciummentes és kalcium kotott formainak szerkezetét (Blanchard és mts.
1997). Fluoreszcens vizsgalatokbol tudtak, hogy a kalcium kotédésekor csak kicsit modosul a
VI-os domén szerkezete, melyet a rontgendiffrakcios vizsgalatok is megerdsitettek. A
kalciumos és kalciummentes szerkezetek kozott csak 1-2 A-s elmozduldsokat talaltak,
egyedill az 1-es EF-hand motivumban keletkezik nagyobb elmozdulas, ahol a két hélix
egymashoz képest 18%-nyit mozdul el (8. abra). Ez a 4,34 A-6s valtozas a domén N-
terminalisanal kovetkezik be (Blanchard és mts. 1997). Ehhez képest érdekes megfigyelés,
hogy az l-es EF-hand kalcium kotését mutaciokkal elrontva nem valtozott az enzim
kalciumkotési allandoja. A 2-es EF-hand esetében nagyobb volt a valtozas, mig a 3-as EF-

hand-nek volt a legnagyobb hatdsa az enzim kalcium kotésére (Dutt és mts. 2000).
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Patkany kalpain kis alegység, Domén VI, 1dvi.pdb - 1kfu.pdb

8. dabra: A patkdny m-kalpain VI-os domén kalcium kotott és kalcium mentes

rontgenszerkezete egymashoz illesztve.

A kalpain domének tanulmanyozdsa soran mas doménekrdl is kimutattdk, hogy
szelektiven képesek a kalcium-ionokat megkotni. fgy a Il-es és a IlI-as doménben is talaltak
kalciumkot6é motivumokat. A Il-es katalitikus doménben két kalcium kotéhelyet azonositottak
a katalitikus arok két oldalan, melyek a Kkatalizisért felelés aminosavak kornyezetét
stabilizaljak (Moldoveanu és mts. 2004). Izolalt I1I-as domén kisérletek segitségével pedig a
domén savas aminosavakban gazdag hurok régiojarol igazoltak, hogy szelektiven képes a

kalcium-ionok megkdtésére (Tompa és mts. 2001).

I1.3.4. Foszfolipidek

In vitro kisérletekben megfigyelték, hogy a kalpain aktivalodashoz sziikséges kalcium-
ion koncentraciot a kiilonboz6 foszfolipidek kevesebb, mint felére csokkentik (Arthur és
Crawford 1996, Jekely és Friedrich 1999, Melloni és mts. 1996, Tompa és mts. 2001). A
foszfolipid ko6td helyként két régiot azonositottak eddig, a kis alegység N-terminalis

domént (Tompa ¢és mts. 2001).
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I1.3.5. Foszforilacio

A kalpain aktivitast a foszforilacio is szamos ponton befolyasolja. Megfigyelték, hogy
az ERK mitogén aktivalt protein kinaz a Serso-t foszforilalva képes aktivalni az m-kalpaint,
mely egy EGF (epidermalis novekedési faktor) indukalt foszforilacios jelpalya a sejtekben
(Glading és mts. 2004). Még érdekesebb ez a jelenség annak ismeretében, hogy a p-
kalpainban nincs ebben a régidban foszforilalhatéo aminosav, és a p-kalpain nem is vesz részt
az EGF indukalta sejtmozgéisban, mint ahogy azt az m-kalpain esetében kimutattak. A
foszforilacié nem csak aktivalhatja, hanem gatolhatja is a kalpaint. Az m-kalpain protein
kinaz A-val (cAMP-vel szabélyozott fehérje kinaz) torténd foszforilalasa, példaul gatolja az
EGF indukalta aktivalodast (Shiraha és mts. 2002).

I1.3.6. Szubsztrat specifitas

A proteazok egyik jellegzetessége, hogy altalaban egy igen pontosan meghatarozott
szekvencianal hasitjak el szubsztratjaikat. A kalpainok vonatkozasaban is igaz, hogy egy adott
szubsztratot csak meghatarozott helyeken hasit, azonban a kiilonboz6 szubsztratok
elemzésébol kideriilt, hogy nem adhaté meg egy altalanos szabaly a kalpain hasitohelyekre
vonatkozdéan. A kiilonb6zd szubsztratokban kiilonbozé szekvenciaju kornyezetben hasit a
kalpain. Tobb 6sszefoglald jellegli munka is foglalkozik a kalpain felismeréhely aminosav
preferencidjaval, mely az ismert hasitohelyek alapjan (Tompa és mts. 2004), vagy
peptidkonyvtarak elemzése altal (Cuerrier és mts. 2005) probal kalpain hasitast josolni.
Csoportunkban, ismert szubsztratok elemzésének segitségével sikeriilt egy ,,szuper-
szubsztratot” tervezni (Tompa és mts. 2004), mely peptidszekvencia nem talalhatdé meg az
ismert protedmok egyikében sem, azonban szintetikusan el6allitva igen jo szubsztratnak

mindsiilt (9. abra).

Dabcyl-TPLKSPPPSPR- EDANS

9. abra: A kalpain ,,szuper szubsztrat”-janak szekvenciaja (Banoczi és mts. 2008)
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I1.3.7. A kalpain természetes inhibitora, a kalpasztatin

A kalpasztatint, a kalpain természetes inhibitorat 1976-ban fedezték fel (Dayton és mts.
1976), m-kalpain izomszdvetbol vald tisztitasakor. A kalpasztatin nevet 1979-ben kapta
(Murachi 1989). Mar koran felfigyeltek kiilonos tulajdonsagaira, mint a hdstabilitas és kémiai
detergensekkel szembeni rezisztencia (Geesink és mts. 1998, Otsuka és Goll 1987), melyrdl
ma mar tudjuk, hogy rendezetlen szerkezetéb6l ered (Csizmok és mts. 2005).

Csak egy kalpasztatin gén talalhatd a magasabbrendll szervezetekben, mint példaul az
ember esetében is, azonban tobb splice varians (8 forma) is kifejezédik errdl az egy génrdl. A
képz6do termékek méretei 17,5 — 84 kDa kozott valtoznak. Ugyanakkor alacsonyabb rendii
¢l6lényekben eddig még nem sikeriilt a kalpasztatint vagy mas homolog fehérjét azonositani,
igy nincs ilyen ismert fehérje sem Drosophildban, sem C. elegansban. A teljes hosszisagu
kalpasztatin egy 5 doménbdl felépiild fehérje, melyben egy L domén és négy gatldé domén
taldlhatd. Az L domén egy L-tipusu kalciumcsatorndhoz vald lokalizacioért felelés, mely
némely splice variansban hidnyzik. A gatl6 domének, melyek nagyfoku homologiat mutatnak
egymassal, egy-egy kalpaint képesek megkotni, igy egy teljes kalpasztatin négy kalpaint
képes egyidejiileg gatolni. A gatlo domének kalpain gatlasi képességei az 1, 3, 2 és 4
sorrendben gyengiilnek (Hanna ¢és mts. 2007). Egy gatl6 doménen beliil harom
felismerchelyet (A, B, C szubdomént) szokas megkiilonboztetni. Az A és a C a kalpainhoz
valo kotoédésért a B pedig annak gatlasaért felelds. Sikeresen megoldottak a kalpain VI-os
domén ¢és kalpasztatin C peptid komplexének rontgenszerkezetét (Todd és mts. 2003),
melybdl kideriilt, hogy a kalpasztatin C szubdoménje hogyan kotddik a kalpain felszinéhez
(10. abra). A B szubdomén 6nnalldan is képes a kalpain gatlasara (Crawford és mts. 1993),
am nagyon gyengén egy teljes doménhez képest. Ugyanakkor kimutattak, hogy az A és C
szubdomének, melyek gatlasi tulajdonsagokkal nem rendelkeznek, képesek aktivalni a

kalpaint (Banoczi és mts. 2007) a kalcium-igény csokkentése révén.
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Kalpasztatin
(230.-240.)

Diszn6 kalpain kis alegység, Domén VI, Inx1.pdb

10. abra: Kalpain VI-os domén kalcium-ionokkal és kalpasztatin peptiddel alkotott

komplexének rontgenszerkezeti képe

A kalpasztatin az egyetlen ismert fiziologias kalpain inhibitor (Goll és mts. 2003, Wendt
¢és mts. 2004). Az irodalomban leirtak ugyan mas inhibitorokat is, mint példaul a kininogén
(Sasaki és mts. 1991), azonban azok lokalizacidja kiilénbozik a kalpainétol, mig a kalpain
kalpasztatin elhelyezkedés kozel azonos. A kalpasztatin valosziniileg nem csak, hogy az
egyetlen, hanem nagyon specifikus inhibitor is. Semmilyen mas, eddig megvizsgalt proteazt
(tripszin, kimotripszin, plasmin, trombin, pepszin, katepszin, termolizin, papain, bromelin,

fikin) nem gatol (Goll és mts. 2003).

I1.3.8. Szintetikus kalpain inhibitorok

A kalpain inhibitor 1 (ALLN) egy aktiv helyhez kot6d6 inhibitor, mely mar uM alatti
koncentracioban gatolja a kalpaint (pl,-xaipain = 0,086 uM; pliniaipain = 0,192 uM), ugyanakkor
nem csak a kalpaint gatolja, hanem a katepszineket is.

Specifikussagban egy jobb, a katepszineket nem gatolo, és nem az aktiv helyhez kot6d6
reverzibilis inhibitor a PD150606 (11. abra). Kicsit rosszabbak a kalpain gatlasi képességei
(Plykalpain = 0,21 pM; plinaipain = 0,37 uM), azonban 10 pM koncentracioban alkalmazva in
vivo is (Molt-4 sejteken vizsgalva) képes a kalpainok teljes gatlasara (Wang és mts. 1996). A

gatlasi képessége valoszinlileg azon alapszik, hogy a kalmodulinszeri f6 kalciumkotd
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doménekhez kotddve, megakadalyozza a kalcium-ionok hatasara bekovetkezé konformacios

valtozasokat, illetve a jel terjedését a molekulan beliil.

Diszn6 kalpain kis alegység, Domén VI, Inx3.pdb

11. abra: Kalpain VI-os domén kalcium-ionokkal és PDI150606 inhibitorral alkotott

komplexének rontgenszerkezeti képe
I1.4. Fiziologias és patoldagias funkciok

11.4.1. In vitro szubsztratok

A szazat is meghaladja azon fehérjék szama, melyekrdl legalabb in vitro koriilmények
kozott kimutattak, hogy szubsztratjai a kalpainnak. Egy népes csoportja ezen fehérjéknek a
citoszkeletalis szubszratok. Ide tartozik példaul a spektrin (Stabach és mts. 1997), a MAP2
(Johnson ¢és Foley 1993), a tau (Litersky ¢és Johnson 1992), a filamin (Kwak és mts. 1993) és a
talin (Muguruma ¢és mts. 1995). Egy masik csoport a kindzok és foszfatazok, mint példaul a
CaM kinaz II (Hajimohammadreza és mts. 1997), a PKC (Kishimoto és mts. 1989,
Yamakawa ¢és mts. 2001) és a miozin konnyii-lanc kindz (MLCK) (Ito és mts. 1987). A
szubsztratok népes csoportjat alkotjadk az integrans membran fehérjék, receptorok és
csatornak. Ilyen példaul az EGF receptor (Gregoriou és mts. 1994), az AMPA receptor (Bi és
mts. 1994), a G-fehérje (a alegysége) (Greenwood és Jope 1994) és az L-tipusi kalcium
csatorna (Hell és mts. 1996). Szamos transzkripcids faktorrdl is kimutattak, hogy képes a
kalpain hasitani, igy példaul a c-Fos (Hirai és mts. 1991), a c-Jun (Hirai és mts. 1991), a
PARP (Buki és mts. 1997), a p53 (Zhang és mts. 1997) és a c-Myc (Watt és Molloy 1993).
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Ezen kiviil még tobb fehérjérdl is megallapitottak, hogy a kalpain képes a limitalt hasitasukra,
ilyen példaul a kaszpaz 9 (Chua és mts. 2000), a glikogén szintaz (Hiraga és Tsuiki 1986)
vagy a Faktor V (Bradford és mts. 1988).

11.4.2. In vivo szubsztratok

Tobb esetben kimutattdk, hogy az in vitro kalpain szubsztrat nem fiziologias
szubsztratja az enzimnek. J6 példa erre az extracellularis elhelyezkedésti Faktor V, melyrdl
kimutattak, hogy jo szubsztratja a kalpainnak (Bradford és mts. 1988), am ezt lokalizacids
vizsgalatokkal in vivo nem sikeriilt még aldtamasztani (Goll és mts. 2003). A kalpain
kizarolagosan intracellularis elhelyezkedésii, kivéve kiilonbozd sejt sériiléseket, amikor
bekeriilhet a véraramba, am az ott talalhato kininogének (Sasaki és mts. 1991, Sasaki és mts.
1991) gatoljak a proteolitikusan aktiv kalpaint. Mindezek alapjan jelenleg nem eldonthetd,
hogy a Faktor V fiziologias szubsztratja-e a kalpainnak.

Annak eldontésére, hogy egy in vitro szubsztrat valédi in vivo szubsztrat-e,
leggyakrabban ellenanyagokat alkalmaznak. A lehetséges hasitott termék N-terminalisat
felismer6 monoklonalis ellenanyag segitségével megallapithato, hogy az adott fragmens

megjelenik-e a vizsgalni kivant szovetben (Martin és mts. 1995, Saido és mts. 1993).

I1.4.3. Szubsztratkeresés Drosophilaban

Az egyik korai munka soran, Drosophila kalpain szubsztratokat kerestek muslica pete
extraktumban (Amano ¢és mts. 1997). A Drosophila petéket frakcionaltdk, majd
rekombinansan eléallitott kalpain A-t adtak az elegyhez és SDS-PAGE-n kovették, hogy mely
fehérjesavok valtoznak a kalpain hatasara. A kontroll kisérletekben E64 irreverzibilis kalpain
inhibitort alkalmaztak, majd a feltételezett szubsztratokat tomegspektrometria segitségével
azonositottak. Négy kalpain szubsztratot talaltak, ezek koziil harom riboszomalis fehérje (LS,

L7, L8), egy pedig az elongacios faktor a-alegysége (EF-1a) (Amano és mts. 1997).

I1.4.4. Betegségek és a kalpain

A kalpainok szamos betegség, és azok tiineteinek kialakulasaban kozvetlen vagy
kozvetett modon is szerepet jatszanak, ezért vizsgalatuk igen indokolt (Suzuki és mts. 2004).

Az Alzheimer-korban amiloid B-peptidek felhalmozodasa és aggregacioja intracellularis
kalcium-ion koncentracionovekedéshez vezet, ami talaktivalja a kalpaint (Jordan és mits.
1997). Az aktiv enzim kozvetleniil is, és kaszpazok aktivalasa altal is, citoszkeletalis és a

citoszolban elhelyezkedé fehérjék bontasat idézi elé, ami sejtfunkcidés zavarokhoz ¢és
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apoptozishoz vezet. Egy masik utvonalon a p35 emésztésével keletkezd p25 aktivalja a cdk5-

A Il-es tipusu (nem inzulin-fliggd) cukorbetegség a vilag lakossaganak kozel 4%-at
sujtja. A sejtek rezisztenssé valnak az inzulinra, igy a gliikéz homeosztazis felborul. Genetikai
vizsgalatok egy, a 2-es kromoszoman talalhato egyik kalpain gént, a kalpain 10-et hoztak
Osszefliggésbe a betegség kialakulasaval (Horikawa és mts. 2000). Feltételezések szerint a
kalpain 10-nek az inzulin jelatviteli itvonalban és a gliilk6z metabolizmusban is szerepe lehet
(Cox 2001, Cox és mts. 2004). In vitro kisérletekben kimutattak, hogy a kalpain gatlasaval
inzulin rezisztencia csokkenés érhet6 el izolalt vazizomban (Sreenan és mts. 2001). Valamint,
hogy az m-kalpain in vitro koriilmények kozott képes a glilkoz transzport jelentds részéért
felelés GLUT4 receptort hasitani (Otani és mts. 2004). Mindezek ellenére, csak azt allithatjuk
biztosan, hogy a kalpain 10 gén defektusa noveli a cukorbetegség kialakulasanak kockazatat
(Branca 2004).

A 2A-tipusu izomdisztrofia (LGMD2A) egy autoszomalis recessziv betegség, melynek
kialakulasat a kalpain 3-mal (mas néven p94-el) hoztak Osszefiiggésbe (Bartoli és Richard
2005, Richard és mts. 1995). A kalpain 3 egy vazizom specifikus kalpain forma, amely a titin
normalis izomsejt fejlédéshez (Sorimachi és mts. 1995, Spencer és mts. 2002). A titin és mas
titinhez asszocialt fehérje hasitasa és a jelatvitel szabalyozasa az enzim f6 feladata. Pont
mutaciot hordozo betegek adatainak elemzése alapjan arra a megallapitasra jutottak, hogy a
kalpain 3 funkcionalis, és nem szerkezeti hibaja okozza a betegséget (Ono és mts. 1998).

A kalpain onkogén és tumorszuppresszor fehérjeszubsztratjai is ismertek (ras, c-fos, c-
jun, p53, merlin), igy nem meglepd, hogy rakos elvaltozasok kialakulasa is kothetd a kalpain
rendszerhez (Suzuki és mts. 2004). Egyes bélrakokat az emésztérendszerben specifikus
kalpain 9-el (nCl-4) hoztak Osszefiiggésbe. Azt talaltak, hogy ezekben a rakos sejtekben igen

alacsony a kalpain 9 szintje (Yoshikawa és mts. 2000), ami igy nem képes feladatat ellatni.

IL5. Kétdimenzi6s gélelektroforézis

Napjaink egyik, a proteomikai kutatdsok eldretorésével a kozéppontba keriild, nagy
felbontasu elvélasztas technikdja a kétdimenzios gélelektroforézis. Elso leirasa ota (Gorg ¢és
mts. 1988) szamos modositas és 0j eljaras is megjelent (Gorg ¢és mts. 2000), de a
hagyomanyos kétdimenzids elektroforézis lényege valtozatlan, vagyis elsd dimenzidban a
fehérjéket izoelektromos pontjuk, a masodik dimenziéban pedig molekulatomegiik szerint

valasztjuk szét.
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A két eletroforetikus technikat kombinalva egy nagy felbontoképességli fehérje
expressziés mintazatok Osszehasonlitasara, lokalizacios vizsgalatokra, és egyéb fontos
molekularis biologiai kutatasra lehet hasznalni (Lilley és mts. 2002).

A kétdimenzios géleletroforézis hasznalhatosagat tobb tényezd is befolyasolja.
Probléma lehet a reprodukalhatésaggal, a felbontoképességgel, azokkal a fehérjékkel, melyek
extrém izoelektromos ponttal rendelkeznek, a nagyon hidrofob fehérjékkel, mint példaul a
membranfehérjék, a nagyon nagy molekulatomegli fehérjékkel és azokkal, melyek
alulreprezentaltak a mintaban. Egy tipikus, nagyméretli 2D-s gélen koriilbelil 1-2000
fehérjefoltot lehet megbizhatéan megkiilonboztetni, mely egy atlagos organizmus génjeinek
(10-20000) maximum 10%-a (Miklos és Maleszka 2001, Zuo és mts. 2001). Ahhoz, hogy
detektalhato legyen egy fehérje, a sejteknek minimum 1000 kopiat kell tartalmazniuk bel6le
(Gygi és mts. 2000). Az is rontja a felbontoképességet, hogy vannak fehérjék, melyeknek
megegyezik az izoelektromos pontjuk és a méretiik is, azaz ezzel a technikaval nem
valaszthatdak szét. Ennek kikiiszobolésére, szamos eljarast kidolgoztak. Ezek mindegyikében
egy el6frakcionalas 1épést iktatnak be, ami még egy tulajdonsag alapjan szétvalasztja a
mintaban talalhato fehérjeket. Ilyen eljaras példaul egy ioncserélé kromatografia (Butt és mts.
2001), vagy egy stirliség centrifugalas (Hanson és mts. 2001), vagy egy hidrofob-
kolcsonhatason alapuld kromatografias 1épés (Stevanovic és Bohley 2001).

A fehérjék gélen valo detektalasara tobb festési eljaras is létezik. A hagyomanyos
Coomassie festésnél, a széles korben hasznalt eziistfestés érzékenyebb, am a kvantitativ
analizisre alkalmatlanok az eziist-festett gélek. A probléma kikiiszobolésére kiilonbozo
fluoreszcens festési eljarasokat dolgoztak ki, mint példaul a Sypro (Yan és mts. 2000), mely
joval érzékenyebb, mint a Coomassie. Egy masik ilyen napjainkban egyre népszertibb eljaras
a DIGE (differenciald gélelektroforézis) (Unlu és mts. 1997), melynek lényege, hogy két
Osszehasonlitani  kivant mintat, még a futtatas el6tt kétféle fluoreszcens festékkel
megfestenek, majd sszekeverik a mintakat, és egyiitt futtatjak. gy a gél egyenetlenségbl
szarmaz6 futasi rendellenességek mindkét mintdban azonos modon jelentkeznek. A kétfajta
festék segitségével megkiilonboztethetd, hogy melyik fehérje, melyik mintabol szarmazik. A

modszer érzékeny, mar 200 pg-os fehérjemennyiség is detektalhato.
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II1. Célkitiizések

Nem ismert olyan rontgenszerkezet, melyben egy teljes hosszusagu kalpaint kalcium
ionok jelenlétében kristalyositottak, igy nem tisztazott, hogy milyen molekularis
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 konformacioban rogziil. Ezt a nyitott allapotot tobbek
kozott a Ill-as doménben talalhatdo savas aminosavakban gazdag hurok régidé sohidakon
keresztiil stabilizalja, ezért célul tiztik ki, hogy megvizsgaljuk a hurok régid szerepét az
enzim aktivalodasa soran.

Az a tény, hogy a 6, kalcium kotésért felelés domének a molekula ellentétes oldalan
helyezkednek el, a katalitikus centrumhoz képest, azt valosziniisiti, hogy az kalcium-ion altal
okozott kis konformacios valtozasnak a molekula egészén végig kell terjednie. Az egyik ilyen
lehetséges utvonal a Ill-as és IV-es domént 6sszekotd n. transzducer szekvencia, ami egy 20
mutagenezis segitségével feltérképezziik ezen szakasz szerepét a konformacios valtozas
tovaterjedésében.

A kalpain molekularis megismerése mellett egy masik igen fontos és eddig még nem
megfelelden feltart teriilet a kalpainok sejten belilli funkcidja. Szabalyozd proteaz révén
szamos intracellularis folyamatban fejti ki hatasat, melyeknek pontos megismerése
nélkiilozhetetlen a betegségekkel szemben vivott kiizdelemhez. Ezeknek a folyamatoknak a
felderitésében az egyik kulcskérdés, hogy mely fehérjék mitkodését szabalyozza kozvetleniil a
kalpain, azaz, melyek a szubsztratjai. Szamos fehérjérél kimutattak mar, hogy in vitro
koriilmények kozott a kalpain képes a hasitasukra, am eddig csak kevésrol igazoltak, hogy a
fehérjebontas in vivo is lezajlik. Ezért célul tiiztik ki, hogy megalkotunk egy in vivo kalpain

szubsztratok keresére alkalmas technikat.

27



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 28. oldal

IV. Anyagok és modszerek
IV.1. ,Extended transducer” modell
IV.1.1. Mutansok eléallitasa

IV.1.1.1. A kalpain B és az m-kalpain konstrukcié

A kalpain B gént kédoldo ¢cDNS-t LD16770 szekvenalod vektorbol amplifikaltuk pfu
turbo (Stratagen) polimeraz, valamint

5’-CTAGCTAGCATGTACGGCATTGATAATTACCCC-3’ és

5’-CCGCTCGAGAGAGTAAATTGTTCGCTCCAG-3’ primerek segitségével. A PCR
terméket ezutan Ndel és Xhol restikcios endonukleazokkal emésztettiik, majd pET21c(+)
expresszios vektorba klonoztuk oly forman, hogy a kifejez6dd fehérje C-terminalisan egy 6
hisztidinbdl allo tag legyen a stop kodon elétt. A kialakitott konstrukciot T7 primerrel torténd
szekvenalassal ellendriztiik.

Mind az m-kalpain gén nagyalegységét kodoldo pET24b, mind a kisalegység C-
terminalis 184 aminosavat kodolo pACpET vektorokat Prof. J. S. Elce bocsatotta
rendelkezésiinkre (Queen’s University, Kingston, Ontario, Kanada) (Elce és mts. 1995). A
fehérjetisztitast el6segitendd a nagy alegység C-terminalisan, a kalpain B-hez hasonloan, egy

hat hisztidinbdl all6 tag talalhato a stop kodon elétt.

IV.1.1.2. Iranyitott mutagenezis

A mutaciokat (12. abra) QuikChange mutagenezis kit (Stratagene) segitségével
alakitottuk ki. Ehhez templat DNS-ként a fentebb emlitett kalpain B és m-kalpain plazmidokat
hasznaltuk. A reverz primerek minden esetben a forward primerek (1. Tablazat) reverz

komplementer szekvenciai voltak. A mutacios helyek kornyékét szekvenalassal ellendriztiik.
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. I
m-kalpain D] DIl | b | piv |
SAVAS HUROK TRANSDUCER REGIO

392 405 504 527
Vad tipus EEEDEDDEDGERGC| |Vad tipus EKKADYQTVDD-EIEANIE-EIEANE
M-E3960/D397N [EEEDQNDEDGERGC| [M-K5058 ESKADYQTVDD-EIEANIE-EIEANE
M-E3990Q/D400N EEEDEDDQNGERGC M-K505A/K5068 EASADYQTVDD-EIEANIE-EIEANE
M-D395-404 I e e M-K5055/K506S ESSADYQTVDD-EIEANIE-EIEANE
M-D397K EEEDEKDEDGERGC M-D513N/D514N EKKADYQTVNN-EIEANIE-EIEANE
M-E396K/D397K ||[EEEDKKDEDGERGC| [M-D513N/D514N/E515G || EKKADYQTVNN-NIEANIE-EIEANE

M-D515
M-Ins515G
M-E517P
M-E517K
M-E521Q/E5229Q
M-D522
M-Ins522G

EKKADYQTVDD--IEANIE-EIEANE
EKKADYQTVDDGEIEANIE-EIEANE
EKKADYQTVDD-EIPANIE-EIEANE
EKKADYQTVDD-EIKANIE-EIEANE
EKKADYQTVDD-EIEANIQ-QIEANE
EKKADYQTVDD-EIEANIE--IEANE
EKKADYQTVDD-EIEANIEGEIEANE

12. abra: A patkany m-kalpainon kialakitott mutaciok

A mutacio neve

Forward primer szekvencia

B-D613N/D614N

5’ -CGCTGGAGGATCCCAACAACGAGGATGACGATGGC-3"

B-D617N/D618N

5’ ~CCCGACGACGAGGATAACAATGGCAAATGCACGGC-3"

B-A613-620 5’ -GGGCCACAATAGCCGTGCAAGCATCCTCCAGCGAAATGATG-3"
M-E396Q/D397N 5’ -GCTGGAGGAAGAAGATCAAAATGATGAGGATGGGGAGAG-3’
M-E399Q/D400N 5’ -GGAAGAAGATGAAGATGATCAGAATGGGGAGAGGGGC-3"
M-A395-404 5’ ~CCTAATCAAGCTGGAGGAAGAATGTACCTTCCTGGTGGG-3"
M-D397K 5/ ~GCTGGAGGAAGAAGATGAAAAGGATGAGGATGGGGAGAGG-3"
M-E396K/D397K 5’ ~GCTGGAGGAAGAAGATAAAAAGGATGAGGATGGGGAGAGGG-3"
M-A515 5/ ~CCAAACTGTCGATGATATCGAGGCCAACATTG-3"
M-Ins515G 5/ ~CCAAACTGTCGATGGCGATGAAATCGAGGCC-3"

M-E517P 5’ ~CCAAACTGTCGATGATGAAATCCCGGCCAACATTGAAGAG-3
M-E517K 5/ ~CCAAACTGTCGATGATGAAATCAAGGCCAACATTGAAGAG-3'
M-A522 5’ ~CGAGGCCAACATTGAAATTGAAGCCAATGAGG-3"
M-Ins522G 5’ ~CGAGGCCAACATTGAAGGCGAGATTGAAGCCAATG-3"
M-K505S 5’ ~CCGAGTCTTCTCAGAGAGCAAGGCTGACTACCAAAC-3’

M-K505A/K5068

5" -CCGAGTCTTCTCAGAGGCCAGCGCTGACTACCAAACTGTCG-3"

M-K505S/K506S 5’ ~GCATCCGAGTCTTCTCAGAGAGCAGCGCTGACTACCAAACTGTCGATG-3"
M-D513N/D514N 5’ ~GGCTGACTACCAAACTGTCAATAATGAAATCGAGGCCAACATTG-3"
M-D513G/D514G/E515G 5’ -GCTGACTACCARACTGTCGGTGGTGGCATCGAGGCCAACATTG3"
M-E521Q/E522Q 5’ -GAAATCGAGGCCAACATTCAACAGATTGAAGCCAATGAGGAGG-3"

Tablazat: Az eldallitott mutaciok és a mutagenezisekhez hasznalt forward primerek

szekvenciai
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IV.1.2. Fehérje kifejeztetés és tisztitas

Az expresszios vektorokat standard eljarasokkal E. coli BL21 (DE3) sejtekbe
transzformaltuk. A sejteket ezutan NZYM tapoldatban (1% N-Z-Case Plus; 0,5% select yeast
extract; 0,5% NaCl; 0,2% MgCl,) antibiotikumok (kalpain B esetén: 100 pg/ml ampicillin; m-
kalpain esetében: 100 pg/ml ampicillin és 20 pg/ml kanamicin) jelenlétében novesztettiik 37
°C-on, 250 rpm-es razatas mellett 0,6-0,8-as abszorbancia eléréséig (Agn)-

A kalpain B-t citoszolbol és inkluzids testekbdl is preparaltuk. A citoszolbol vald
preparalasahoz az expresszids vektorokat tartalmazé sejteket 0,5 mM IPTG-vel 20 °C 3 éran
keresztiil indukaltuk, majd a sejtkultira jégen valé hiitése utan a sejteket centrifugélassal
gytjtottiik dssze (3000 x g; 20 perc; 4 °C). A lizis pufferben (50 mM NaH,PO4/Na,HPO, pH
7,50; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5 mM benzamidin; 1 mM PMSF) valo felszuszpendalast
kovetéen a feltarashoz a mintat szonikaltuk (6 x 10 sec; 16 mikron; 0 °C), majd
ultracentrifugalassal (100000 x g; 60 min; 4 °C) megszabadultunk a sejt nem oldodo
komponenseitdl. A feliiluszo frakciot ezek utan egy 5 ml térfogatu eldzetesen ekvilibralt Ni-
NTA oszlopra (Qiagen) vittiik (ekvilibralo puffer megegyezik a lizis pufferrel, azzal a
kiilonbséggel, hogy nem tartalmaz EDTA-t). Az oszlopot mostuk (50 mM
NaH,P04/Na,HPO,4 pH 7,50; 300 mM NaCl; 5 mM benzamidin; 1 mM PMSF; 2% glicerin;
1% tween 20; 10 mM imidazol), majd a fehérjét az oszloprol linearis imidazol gradiens
segitségével elualtuk (20-t6l 250 mM imidazolt tartalmazd EDTA nélkili lizis puffer). A
fehérjét ezek utan atdializaltuk (50 mM TRIS pH 7,50; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; | mM
benzamidin; 0,25 mM PMSF; 10 mM B-merkaptoetanol) és felhasznalasig 4 °C-on taroltuk.
Kalpain B-t inkluzios testekbdl is preparaltunk Jekely és Friedrich modszere szerint (Jekely és
Friedrich 1999). Ezekben az esetekben, 0,5 mM IPTG mellett 30 °C-on 3 6ran keresztiil
zajlott az indukci6. Az igy eldallitott enzim tulajdonsagai megegyeztek a citoszolbdl preparalt
kalpain B tulajdonsagaival.

Az m-kalpain esetében a sejtek fehérjetermelését 0,4 mM IPTG-vel indukaltuk 30 °C-
on, 3 oran keresztiil, majd a sejtkultira lehiitése utan a sejteket centrifugalassal gytijtottiik
Ossze (3000 x g; 20 perc; 4 °C). A sejteket lizis pufferben felszuszpendaltuk, majd
szonikalassal feltartuk. A sejt oldhatatlan részeitdl ultrcentrifugalassal (100000 x g; 60 perc; 4
°C) szabadultunk meg. A feliillusz6t 5 ml NiNTA oszlopra (Qiagen) vittiik, ahol mosast
kovetdéen 250 mM imidazolt tartalmazo pufferrel elualtuk. A preparalas soran hasznalt

pufferek osszetétele megegyezik a kalpain B esetében ismertetettekkel.
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Az igy eldallitott kalpain B és m-kalpain vad tipus, valamint mutansaik a preparalds
utan megfelelden tisztanak bizonyultak a kinetikai vizsgalatok elvégzésére, melyrdl 10%-os

SDS-PAGE-en valo futtatassal gy6zodtiink meg.

IV.1.3. Fluorimetrias aktivitasmérés

A kalpain aktivitast egy Jasco FP 777 spektrofluoriméteren mértiik, iddben kovetve a
szubsztrat (N-succinyl-Leu-Tyr-7-amino-4-methyl-coumarin (Sigma)) bontasabol szarmazo
fluoreszcencia novekedést 380 nm-es besugarzasi és 460 nm-es detektalasi hullamhosszon. A
kinetikai mérések 50 pl-es végtérfogatban szobahémérsékleten torténtek (50 mM TRIS-HCI
pH 7,50; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTE), ahol a szubsztrat koncentraciéo 1 mM
volt. A reakciot minden esetben a kalpain hozzaadasaval inditottuk, melyet elézetesen 2 mM
B-merkaptoetanollal 20 percig inkubaltunk, hogy az enzimmolekulak aktiv ciszteinjei redukalt
formaban legyenek. A szabad kalcium koncentraciot egy hagyomanyos kalcium szenzitiv
elektroddal mértiik meg.

A kalpain B ¢és az m-kalpain is egy allosztérikusan gatolt enzim, igy az
aktivitasgorbéjiik egy lag fazissal indul, mely az aktivalodasnak felel meg, majd az
enzimaktivitas eléri a maximalis sebességet, amely azutan a lasst inaktivalodas miatt letorik.
A maximalis aktivitdsokat az aktivitdsgorbe elsé derivaltjanak szélséértékébol allapitottuk
meg. A specifikus aktivitasokat az 5 mM szabad kalcium koncentraciohoz tartozo
aktivitasokbol szamoltuk, melyhez az enzimkoncentraciokat Bradford-féle moédszerrel
(Bradford 1976) hataroztuk meg. Csak frissen preparalt enzimet hasznaltunk, a specifikus
aktivitasok megallapitasa a preparalast kovetd napon tortént, miutan a mintat egy éjszakan
keresztiil dializaltuk 1 mM EDTA jelenlétében (50 mM TRIS-HCI pH 7,50; 150 mM NaCl; 1
mM EDTA; 5 mM BA; 0,5 mM PMSF; 10 mM B-ME). A dializist kdvetden az esetleges
denaturalt és aggregalt fehérjéktol ultracentrifugalassal szabadultunk meg (100000 x g; 30
perc; 4 °C), majd a preparatum homogenitasarol SDS-PAGE-n torténé futtatassal is
meggy6zddtiink.
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IV.2. Kalpain szubsztrat keresés

IV.2.1. Drosophila sejtkultara fenntartas

A kisérleteinkhez hasznalt Drosophila Schneider S2 sejteket (Invitrogen) szérummentes
rovar tapoldatban tartottunk (Sigma: Serum-free Insect Medium-1), melyet elézetesen L-
glutaminnal (Sigma) komplettaltunk. A sejtek védelmérdl penicillin-sztreptomicin (Gibco: 50

pg/ml) oldattal gondoskodtunk.

IV.2.2. Endogén kalpain formak immunolégiai detektalasa

1V.2.2.1. Western-blot analizis

Az S2 sejteket 1500 x g, 5 perc, 4 °C-os centrifugalassal 6sszegyUjtottiik, majd 50 mM
TRIS-HCI pH 7,50; 250 mM szachar6z pufferben mostuk. A felszuszpendalt sejteket, Gjabb
centrifugalassal gyujtottik ossze (1500 x g, 5 perc, 4°C), majd lizis pufferben (30 mM
TRIS-HCI pH 6,8; 10% glicerin; 3% SDS; 0,006% bromfenolkék) szuszpendaltuk fel dket,
mely egyuttal a SDS-PAGE mintakoktél is volt. A sejtek nem oldhatd részeitdl
ultracentrifugalassal (100000 x g; 15 perc; 4 °C) szabadultunk meg. A immunoblottot Towbin
és mts. (Towbin és mts. 1979) szerint végeztiik, poliklonalis kalpain A és kalpain B

elsédleges ellenanyagot hasznalva.

IV.2.2.2. Kalpain festés sejten beliil

A sejteket elészor PBS-sel mostuk, majd 3%-os paraformaldehiddel fixaltuk 10 percen
keresztil. A 0,1%-os Triton-X 100-as permeabilizalas utan a blokkolast 1%-o0s BSA oldattal
végeztiik harminc percen keresztiil, majd szintén harminc percig voltak a sejtek az elsddleges
ellenanyagban (kalpain A és kalpain B ellenanyag 1000x higitasban hasznaltuk 1%-os BSA
oldatban). Ezt egy 2 6ras PBS-es mosas kovetett, mely sordn haromszor cseréltiik a mosé
oldatot. A masodlagos ellenanyagban is 2 o6rat alltak a sejtek (Rhodamine Red™-X
(Molecular Probes)). A felesleges ellenanyagot 2 6ras PBS-es mosassal tavolitottuk el.
MOWIOL 4-88 ragasztoanyagot hasznaltunk a targylemezhez ragasztashoz, majd egy Leica
DMLS fluorescens mikroszképot és egy Spot RT szines digitalis kamerat alkalmaztunk a

felvételek elkészitéséhez (Diagnostic Instruments).
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IV.2.3. Kalpain aktivitismérés

A Drosophila S2 sejtekbél valo kalpain aktivitismérésekhez 1-1,5 x 107 sejtet
centrifugalassal gytjtottiink 6ssze (1500 x g; 5 perc ; 4 °C), majd PBS-sel haromszor mostuk.
Az Osszegyljtott sejteket 300 pl lizis pufferben szuszpendaltuk fel (50 mM TRIS-HCI pH
7,40; 150 mM NaCl; 10 mM EDTA; 10 mM B-merkaptoetanol; 10 mM benzamidin; 1 mM
fenilmetilszulfonil-fluorid), majd a jobb feltaras érdekében szonikaltuk (4 x 16 mikron; 10
sec). A sejtextraktumot ultracentrifugaltuk (100000 x g; 20 perc; 4 °C) és az
aktivitasméréseket a feliiliszobol végeztiik.

Modositott FRET szubsztrat (Tompa ¢és mts. 2004) segitségével egy FP
spektrofluoriméteren (Jasco) végeztilk a méréseket, 320 nm gerjesztési és 480 nm detektalasi
hullamhosszon. 50 pl-es végtérfogatban dolgoztunk, melyben 25 ul sejtkivonatot tartalmazott
(50 mM TRIS-HCI; pH 7,40; 150 mM NaCl). A kisérletek soran a minta 5 mM EDTA-t vagy
15 mM szabad kalciumot tartalmazott, illetve az inhibitoros mérések soran 20 uM kalpain

inhibitor I (CI-I) is volt a reakcidelegyben.

IV.2.4. 2D gélelektroforézis

Harom kiilonb6z6 modon kezeltdé mintat vizsgaltunk. A kontroll mintaban a sejtekhez
nem adtunk semmit. Az aktivalt mintaban a tapoldat 10 uM ionomicint és 10 mM CaCl,
tartalmazott. Az inhibitoros minta 10 uM ionomicin és 10 mM CaCl, mellett 10 puM
PD150606 kalpain inhibitort (Wang és mts. 1996) tartalmazott. 60 perces inkubalast
kovetden, a sejteket Osszegylijtottik, jégen hiitdttik, majd 3 ml moso pufferben mostuk (10
mM TRIS-HCI pH 7,50; 250 mM szachardz), hogy megszabaduljunk a médiumtoél, ami nem
kivant vezet6képességet okozott volna. A sejteket centrifugalassal gyujtottik ossze (1500 x g;
4 perc; 4 °C), majd felszuszpendaltuk egy un. rehidratacios pufferben (8 M urea; 0,2 %
BioLyte 3-10 amfolit (BioRad); 2 % CHAPS; 10 mM DTE; 0,001% bromfenolkék). A sejtek
biztos feltarasa érdekében a sejtszuszpenzidt szonikaltuk (5 x 16 mikron; 10 sec; 0 °C), majd
ultracentrifugaltuk (100000 x g; 20 perc; 4 °C). A rehidratacios talcara minden esetben 200 ul
feliiluszot helyeztiink, ahol az IPG strip-eket (BioRad pH 3-10) 60 percen keresztiil
rehidrataltuk. A strip-peket a fokuszalé talcara helyeztiik, majd az izoelektromos fokuszalast
két 1épésben végeztiik (1. 1épés: 2000V x 3 mA x 3 W x 20 min; 2. 1épés: 4000 V x 2 mA x 2
W x 2 ¢dra; X = 8600 V-hr). A masodik dimenzio futtatasa elétt az IPG strip-eket tobb
Iépésben SDS tartalmu pufferrel ittatuk at, minden 1épésnél 10 percig aztatva az IPG strip-pet
(ekvilibralo puffer I: 6 M urea; 50 mM TRIS-HCI pH 8,8; 2% SDS; 20% glicerin; 2% DTE;.
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ekvilibralo puffer I1I: 6 M urea; S0 mM TRIS-HCI pH 8,8; 2% SDS; 20% glicerin; 2,5%
jodacetamid;. ekvilibralo puffer I1I: SDS-PAGE futtatd puffer + 0,001% bromfenolkék). Az
aztatas utan az IPG strip-et 4%-os felsé gélbe polimerizaltuk, és a masodik dimenzioban a
fehérjéket egy 10%-os gélen valasztottuk szét (200 V x 200 mA x 200 W x 50 min). A geleket
Coomassie Brillant Blue R250-es festékkel festettiik meg (Serva).

IV.2.5. 2D gél kiértékelés

A megfuttatott és megfestett geleket 600 dpi-s felbontasban beszkenneltiik, majd a
képek hatterét levontuk Gustafsson és mts. szerint (Gustafsson és mts. 2002). A folt
intenzitasokat PDQuest 2-D analizalo programmal (BioRad) értékeltiik ki. Ahhoz, hogy a
fest6désbol szarmazo kiilonbségeket kikiiszoboljitk, normalizaltuk az intenzitas értékeket az
adott gél atlagos foltintenzitasara, majd az Osszetartozé gelek azonos foltjainak intenzitasat
atlagoltuk. Csak azokat a foltokat fogadtuk el, melyek intenzitasanak szorasa a 90%

konfidencia intervallumon beliil esett.

IV.2.6. Tomegspektrometrias azonositas

A lehetséges kalpain szubsztratként azonositott foltokat steril gélen torténd futtatds utan
sterilen kivagtuk, majd toémegspektrometrias analizisre a szegedi Proteomikai laborba kiildtiik.
A gélmintakat tripszines emésztésnek vettették ald, majd a peptid fragmenseket egy LC-

MS/MS segitségével azonositottak.

IV.2.7. Szubsztrat fehérjék rekombinans elgallitasa

A lehetséges kalpain szubsztratok ellendrzését négy kivalasztott fehérjén végeztik.
Ezek koziil az egyiket, a dUTPazt (#10) Dr. Vértessy Beata bocsajtotta rendelkezésiinkre. A
tovabbi harom gént, egy aldo-keto reduktazt (#4), egy glutation S-transzferazt (#8) és egy p23
co-chaperont (#9) pedig Drosophila S2 sejtekbdl szarmazd ¢cDNS-b6l pET-20b(+) (Novagen)
expresszios vektorba klonoztuk. A fehérjéket E. coli BL21(DE3) sejtekben fejeztettiik ki 3
oras, 37 °C-os 0,1 mM IPTG —vel torténd indukcid segitségével, majd a feltarast kovetéen a
fehérjéket Ni-NTA (Qiagen) affinitas oszlopon tisztitottuk. Ezeket a munkakat kollégam,

Alexa Anita végezte.
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IV.2.8. In vitro emésztési kisérletek

A rekombinansan eldallitott fehérjék emésztését Drosophila kalpain B-vel és patkany
m-kalpainnal is elvégeztiik. A reakcidelegy (50 mM TRIS-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; | mM
EDTA; 5 mM BA; 0,5 mM PMSF; 10 mM B-merkaptoetanol) a vizsgalni kivant fehérjébol
0,3 mgml'l koncentraciot tartalmazott, még az emésztéenzim koncentracio 0,02 mg'ml'I volt,
mind a kalpain B-vel, mind az m-kalpainnal végzett emésztések esetén. A két enzim eltérd
kalcium igénye miatt 5 mM, illetve 20 mM szabad kalcium-ion koncentraciot alkalmaztunk.
A reakciokat 25 mM EDTA és SDS mintakoktél hozzdadasaval allitottuk le, majd a mintakat
12,5% SDS poliakrilamid gélen futtattuk meg.

IV.3. Vegyszerek

A kisérletekhez tobbségéhez Sigma vegyszereket hasznaltunk, amennyiben nem, azt a
megfelelé helyen jeleztem. A restrikciés endonukleazok, valamint a protein- és DNS
markerek a New England Biolabs (Beverly, MA, USA)-t6l szarmaznak, mig a plazmid tisztitd
kiteket a Macherey-Nagel-t6l (Németorszag) vasaroltuk. A mutansok kialakitasat a Stratagene
(La Jolla, CA, USA) Quikchange iranyitott mutagenezis kittel végeztilk, melyeknek
szekvenalassal valo ellenérzése az MWG Biotech AG (Ebersberg, Németorszag) laborjaiban
tortént. A fehérje eldallitashoz hasznalt E. Coli BL21(DE3) sejtvonalat a Novagen-t6l
(Medison, WI, USA) vasaroltuk.
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V. Eredmények és értékelésiik
V.1. Savas hurok és az ,Extended transducer” modell

V.1.1. Savas hurok mutansok

hogy befolyasolhato-¢ az aktivalodashoz sziikséges kalcium-ion koncentracié a hurokban
talalhaté egyes aminosavak szelektiv lecserélésével. Csoportunk korabbi munkaibdl ismert,
hogy a C2 doménszerii IlI-as domén képes a kalcium-ionok szelektiv megkétésére és a
doménen beliil ez a savas aminosavakban gazdag hurok régio felelés az ionkotésért. A
mutacios helyeket az ismert kalpain rontgenszerkezetek alapjan terveztilk meg. Ezek alapjan
6t sohid rogziti a savas hurok kornyezetének szerkezetét. Az m-kalpainban ezek az E393-
K506, D395-K505, D397-K230, D400-K226 és E504-K234. A K234, K230, K226 a
katalitikus doménben talalhatoak, az E393, D395, D397, D400 a savas hurok régiot alkotd
aminosavak, az E504, K505 és K506 pedig kozvetleniil a transducer lanc N-terminalis el6tt
helyezkedik el.

Két kalpainon, a patkany m-kalpainon és a Drosophila kalpain B-n végeztiik mutacios
vizsgalatainkat. Harom kiilonb6z6 tipusu mutaciot alakitottunk ki a savas hurok régioban (13.
abra). Egyrészt a savas aminosavakat neutralisra cseréltik, hogy ezzel mind a sohidak
kialakulasat, mind a kalciumkotést meggatoljuk. Masrészt a savas aminosavakat bazikusra
cseréltiik, hogy még drasztikusabb hatast érjink el. Harmadrészt, pedig deléciés mutanst
készitettiink, mellyel a teljes hurok régiot tordltiik, megsziintetve minden lehetséges
kolcsonhatast.

Egy komplementer munkaban a savas hurok régioval sohidakat kialakito katalitikus
doménben talalhato lizineket cserélték le egyesével szisztematikusan (Hosfield és mts. 2001).
Azt talaltdk, hogy a 226-o0s és 230-as lizin lecserélése nem befolydsolja jelentsen sem a
specifikus aktivitast, sem a kalcium félértéket, azonban a 234-es lizin cseréje, mintegy 30-
35%-kal csokkenti az aktivitashoz sziikséges kalcium-ion koncentraciot a vad tipushoz képest

(Hosfield és mts. 2001).
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A

DIIb

13. abra: A patkany m-kalpain rontgenszerkezetének (1kfu) részlete (A), illetve a savas hurok
(B) és a transducer lanc (C) kinagyitott kornyezete. A kék karikak a mutaciok altal érintett

aminosavakat jelzik.
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A

Active site
cleft

14. abra: A patkany m-kalpain rontgenszerkezeti képe (A), a savas hurok és a transducer lanc
(B), valamin a savas hurok(C) és a transducer régi6 (D) kinagyitott kornyéke. A kék karikak a

mutaciok altal érintett aminosavakat jelolik.

V.1.2. Transducer mutansok

A transducer lanc vizsgalatakor arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy szerepe van-e
ennek hosszl, nyujtott lancnak a kalcium hatasara bekovetkezd valtozas katalitikus
centrumhoz vald kozvetitésében. A transducer, mint fogalom a kalpain rontgenszerkezetek
megoldasa utan keletkezett az m-kalpain 513-532 kozotti 20 aminosavas majdnem linearis
felépitésti domének kozotti szerkezet megnevezéseként (Hosfield és mts. 1999). Az N-
terminalis iranyban, a IlI-as doménben egészen a savas hurokig folytatodik ez a nyujtott
konformacioé (a doménen beliil f-redd szerkezetben), mellyel sohidakat is kialakit (E393-
K506, D395-K505). C-terminalis iranyban pedig egy a-hélixben folytatodik a lanc, mely mar
a IV-es doménhez tartozik és része az els6 EF-hand motivumnak. A 20 aminosavas
peptidszakaszon két rogzitési pont talalhatd. Egyrészt az ES21-K606 kozott kialakulo sohid,
masrészt az 517-519 aminosavak alkotta -lemez korlatozza a lanc mozgasat.

Iranyitott mutagenezis vizsgalatainkat patkany m-kalpainon végeztilk. Négy
funkcionalisan fontos régiot valasztottunk ki a transducer lancon (13. és 14. dbra). Az els6

régioban a savas hurokkal kolesonhaté lizineket cseréltiik le alaninra illetve szerinre, hogy
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feltérképezziik a transducer €s a savas hurok régio kozotti sohidak szerepét az aktivalodasban.
A masodik csoportba azok a mutacidk tartoznak, melyek a transducer lanc IlI-as doménbél
val6 kilépése (D513) és a 517-519 B-peptid kozotti aminosavakat érintették. Aminosavak
lecserélésével, kivagasaval, illetve uj aminosav beillesztésével arra voltunk kivancsiak, hogy a
lanchossz befolyasolja-e az aktivalodast. A harmadik tipusba a rogzité B-peptidet érintd
mutaciok tartoznak, melyektdl a kolcsonhatasok gyengiilését vagy teljes elromlasat vartuk. A
negyedik csoportba pedig a B-peptid és a transducer C-terminalisa kozotti régiot érintd
valtoztatasok tartoznak, amik az E521-K606-o0s kdlcsonhatas elrontasara iranyultak, illetve a
lanc rovidilését vagy nyulasat idézték elo.

Egy korabbi munkaban a transducer lanc és a savas hurok kozotti sohidak el6tti
glutaminsav (E504) szerepét vizsgaltak (Hosfield és mts. 2001), mely kozvetleniil a
katalitikus doménnel 1ép kolcsonhatasba. A glutaminsav szerinre cserélése kozel felére
csokkentette az aktivalodashoz sziikséges kalcium-ionok mennyiségét, mikozben a specifikus

aktivitas gyakorlatilag nem valtozott (Hosfield és mts. 2001).

V.1.3. Aktivitasmérések

A  mutansokat kifejeztettik, majd mindegyik fehérje esetében felvettik az
aktivitasgorbét kiilonbozé kalcium-ion koncentracié mellett, melybdl kiszamoltuk az
aktivalodashoz sziikséges kalcium félértéket, illetve a relativ specifikus aktivitast, ahol

kontrollként a vad tipust, mutaciét nem hordozé kalpain B-t és m-kalpaint hasznaltuk (2.

Tablazat).

A muticid neve jcatp, RO specias
Kalpain B vad tipus 8600 = 800 100
B-D613N/D614N 1300 + 200 144
B-D617N/D618N 9900 + 500 66
B-A613-620

m-kalpain vad tipus 240+ 30 100
M-E396Q/D397N 7+3 95
M-E399Q/D400N 150 +£20 23
M-A395-404 440 +26 90
M-D397K 100 £30 10
M-E396K/D397K 160+ 13 5
M-A515 67+13 67
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M-Ins515G 150 = 10 57
M-E517P 100 = 30 43
M-E517K 160 + 7 55
M-A522 210 =30 103
M-Ins522G 240 + 40 70
M-K505S 320+ 15 147
M-K505A/K5068 340 £ 26 75
M-K505S/K506S 370+ 11 24
M-D513N/D514N 150 =20 143
M-D513G/D514G/E515G 180 + 18 149
M-E521Q/E522Q 158 + 10 80

2. Tablazat: A mutansok jellemzése. A tablazat a létrehozott mutans azonositojat, kalcium
félértékét, valamint a relativ specifikus aktivitasat tartalmazza (a 100% a vad tipus specifikus

aktivitasanak felel meg).

Az elsé Iépésben a savas hurok régi6 savas aminosavait cseréltiik le parosaval
neutralisra. Két fontosabb kolcsonhatas megsziintetése volt a cél, egyrészt a D397-K230,
masrészt az E400-K226 kozott kialakulo sohid. Az aminosavakat parosaval cseréltiik le, mert
azt feltételeztiik, hogy az egyszeres csere esetén egy szomszédos savas aminosav atvenné a
lecserélt aminosav kolcsonhatasban betoltott szerepét. A mutaciok mindkét esetben
szignifikansan lecsokkentik az enzim aktivalodashoz sziikséges kalcium-ion koncentraciot,
azaz a so6hid elrontéasa elésegitette az aktivalodast. Ezeket a valtoztatasokat az m-kalpainon és
a kalpain B-n is elvégeztiik, és az eredmények mindkét esetben egybehangzoak voltak (15.
abra ¢és 16. abra). A M-E396Q/D397N mutacio volt nagyobb hatassal a kalciumfliggésre, igy
a masodik 1épésben, a savas aminosavak bazikusra cserélésekor, csak a 396/397-es
aminosavakat valtoztattuk.

A savas hurokban a negativ toltések pozitivra cserélése szintén lecsokkentette az enzim
kalcium igényét. A paros csere mellett, egyszeres cserét is végrehajtottunk (M-E397K),
melynek hatasa nagysagrendileg megegyezik a kettds cseréléssel, viszont egyik eset sem
kozeliti meg a neutralis aminosavra cserélés hatasat. Ennek magyarazata lehet egy hurok
région beliili uj sohid kialakulasa, mellyel mas savas aminosav keriil a szemkozti katalitikus
domén K230 aminosav kozelébe. Ezeket a mutdcios valtoztatdsokat m-kalpainon végeztiik el.

A harmadik tipust modositas a savas hurok région, annak teljes megsziintetése volt. Az

m-kalpainon a 395-404-es aminosavak delécidja nagymértékben, majd kétszeresére novelte az
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aktivalodas kalcium igényét. Azaz, annak ellenére, hogy olyan kolcsonhatdsokat sziintettiink

meg, melyeknek az aktivalodas soran is modosulniuk kell, nem csokkent, hanem pont

ellenkezdleg jelentésen novekedett a sziikséges kalcium-ion koncentréacio.

Relativ aktivitas /%

100
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4 B-D617N/D618N
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15. abra: A kalpain B és két savas hurok mutans aktivitasanak kalcium-ion koncentracié

fliggése
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16. abra: Az m-kalpain és két savas hurok mutans aktivitasanak kalcium-ion koncentracio

fliggése
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A transducer lanc mutansainak elsé csoportjaba olyan valtoztatasok tartoznak, melyek a
transzducer lanc és a savas hurok régié kozotti kolcsonhatasokat érintik. Ebben a régioban
két, az E393-K506 és a D395-K505 kozotti sohid jelenti az dsszekottetést. Egyszeres, illetve
kétszeres mutaciéval a lizineket neutralis aminosavakra cseréltiik. Ekkor az enzimek
aktivalodasahoz sziikséges kalcium igény jelentésen megnovekedett, ami azt valdsziniisiti,
hogy elonyds, ha ezek a kolesonhatasok az aktivalodas soran fennmaradnak.
vizsgaltuk. Arra voltunk kivancsiak, hogy mennyire fontos a Ill-as domént elhagy¢ lanc és a
B-peptid kozotti tavolsag, ezért inszercids és delécids mutacidt is kialakitottunk. Valamint a
D513-R628 és D514-R628 kozotti sohidak megsziintetésének hatasat is vizsgaltuk, egyszeres,
kétszeres és haromszoros mutacioval, ahol a savas aminosavakat neutralisra cseréltiik.
Minden esetben azt tapasztaltuk, hogy a mutacidé csokkentette az aktivalodas kalcium-ion
igényét, azaz a s6hidak megsziinése elényds az aktivalodas soran. A legjelentdsebb valtozast
a delécid okozta, ami érthet, hiszen az eredetileg is nyujtott allapotban 1évé lancot
roviditettiik, igy feszesebbé téve a szerkezetet.

A harmadik csoportba a transducer lanc kozepén elhelyezkedd B-peptidet érintd
mutaciokat soroltuk. Itt is kettds célunk volt, egyrészt egy ionos kolcsonhatas megsziintetése,
ami az ES517-K637 aminosavak kozott talalhatd a molekuldban, melyet egy bazikus
mutacioval kivantunk elérni (M-ES517K). Masrészt a rovid szerkezeti elemet kivantuk
megsziintetni, ezért egy prolin aminosavat helyeztiink a lemez N-terminalis végére (M-
E517P). Mindkét esetben azt kaptuk, hogy a mutans enzim kalcium-igénye alacsonyabb, azaz
kevesebb kalcium-ion is aktivalni képes az enzimet. Mas szoval elonyOs, ha ezek a
kolcsonhatasok is felszakadnak az aktivalodas soran.

A negyedik csoportba azok a mutacios valtoztatasok tartoznak, melyek a transducer lanc
rovid B-lemeztél C-terminalis iranyba érintik a lancot. Ezen a szakaszon elsésorban a
lancméret valtoztatdsanak hatasaira voltunk kivancsiak, ezért itt is beszurtunk, illetve
kivagtunk egy-egy aminosavat, valamint egy jelentds kolcsonhatas, az E521-K606 kozotti
sohid ellen iranyuldé mutacios valtoztatast alakitottunk ki, savas aminosavak neutralisra
cserélésével. A lancméret  valtoztatisa nem  befolyasolta  szamottevéen az
enzimaktivalodashoz sziikséges kalcium igényt, viszont a kolcsonhatds megsziintetése
jelent6sen csokkentette azt.

Altaldnossagban elmondhato, hogy azok a muticiok, melyek az aktivalodas soran

megsziind kolcsonhatasokat érintenek, csokkentik, mig azok melyek lényeges és az
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aktivalodas soran megmaradod kolcsonhatdsokat rombolnak le, novelik az aktivalodas

kalcium-ion igényét.

V.1.4. A modell (,Extended transducer”)

A kalpain inaktiv proenzimként keletkezik a sejtben. Az aktivitas hianyanak oka, hogy a
katalitikus aminosavak tilsagosan messze helyezkednek el egymastol, és a katalitikus arok
egy kifeszitett konformacioban rogziil. Ez a rogziilés két ponton valésul meg, egyrészt a Il-es
domén N-terminalis fele a kis alegységgel 1ép kolcsonhatasba, mig a katalitikus domén C-
terminalis oldala so6hidakon keresztiil a Ill-as domén savas aminosavakban gazdag hurok
a rogziilési pontoknak fel kell lazulniuk. Modelliink szerint, a savas hurokban k6t6d6
kalcium-ionok learnyékoljak a savas aminosavak negativ toltését, igy gyengitve a
kolcsonhatast a 1I-es doménnel. Egy masik kalcium-ionok hatasara bekovetkezé folyamat a
kalmodulinszerii domének kalcium-ion kétése. Ez egy olyan kis konformacios valtozast okoz,
ami sorén a IV-es domén N-termindlisa a molekula kdzéppontjatol kifelé mozdul el. fgy a IV-
es domén el6tti, mar eleve is egy kifeszitett, energetikai szempontbol kedvezétlen
konformacioban rogzitett ,,transducer” lanc egyik vége megrantodik. A lanc magaval htuzza a
I1I-as domént, s ezzel a IlI-as domén savas hurok régiojat is eltavolitja a II-es domént6l, mivel
a transducer lanc N-terminalisa kozvetlen sohidakkal rogziil a savas hurok régié N-terminalis
részéhez. Elképzelésiink szerint ezt az elmozdulast még jelentésebbé teheti, hogy a kifesziilt
allapotban 1évé transducer rogziilési pontjai fellazulnak, igy az flexibilisebbé valik, és igy
szabadon bejarhatja a konformacios sokasagot. A lehetséges konformaciok koziil csak kevés
ivel at ekkora tavolsagot, vagyis a konformerek atlagos hossza rovidebb, ami valoszinisiti,
hogy a lanc hiizoer6t is kifejt a I1I-as doménre.

Azok a mutaciok, melyek a IlI-as domén savas hurok régioja és a Il-es domén kozotti
kolcsonhatasokat sziintették meg, csokkentették az enzim aktivalodasahoz sziikséges kalcium-
ion igényét, hiszen kevesebb kotésnek kellett fellazulnia/felszakadnia a katalitikus arok
Osszezarulasahoz. Viszont azon mutaciok, melyek a savas hurok és a transducer lanc kozotti
kolesonhatasokat sziintették meg, novelték az enzim kalcium igényét, mert bar a trasducer
lanc elmozdul, a IllI-as doménben 1évé rogziilési pontjait megsziintettiik, igy nem tudja
magaval rantani a savas hurok régiot. A transducer lanc koOzepén tortént mutdcids
valtoztatasokkal a transducer belso rogziilési pontjait vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a kotédés

fellazulasat segitd mutaciok eldsegitik az aktivalodast, azaz kevesebb kalcium-ion sziikséges
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az enzim aktivalodasahoz. Ez érthetd is, ha meggondoljuk, hogy az aktivalédas szempontjabol
kedvezétlen kolcsonhatasokat sziintettiink meg.

Mindezen eredmények alapjan egy modellt allitottunk fel (17. abra), melynek Iényege,
hogy a savas hurok régido 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 bekovetkezo kis konformacios valtozast a katalitikus centrum
felé. Egyfajta aktivalodasi kapcsoloként (savas hurok régio) és erdsitdként (transducer lanc) is
szolgal, mely nem csak kozvetiti a jelet, hanem fel is erésiti azt. Ezt a modellt ,,extended

transducer”-nek, azaz egy kiterjesztett erdatviteli egységnek neveztiik el.

Katalitikus

Katalitikus
arok

DVI

17. abra: A kalpain aktivalodas modellje.
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V.2. Kalpain szubsztrat keresés

V.2.1. A keresési modszer elve

A szubsztrat-jeloltek kereséséhez a sejteket harom egyenld csoportba osztottuk. Az elsé
csoport a kontroll (kontroll minta), ezeket a sejteket nem érte semmilyen kiilsé behatas. A
masodik csoportban 1évé sejteket egy specifikus kalcium ionoférral, ionomicinnel kezeltiik,
mikozben a tapban a kalcium koncentraciot is megemeltik. Az ionomicin egy
kalciumcsatornat nyité vegyiilet, melynek segitségével megnévelhetd az intracellularis
kalcium-ion szint. Ez a citoplazmatikus kalcium koncentraciéo ndvekedés bekapcsolja a
kalpainokat, igy ebben az esetben kalpain aktivalodast értiink el (aktivalt minta). A harmadik
csoportban 1évé sejteket ugyanugy kezeltiink, mint az aktivalt mintat, azzal a kiilonbséggel,
hogy egy specifikus kalpain inhibitort is alkalmaztunk (PD150606), mellyel a kalcium-ion
koncentracio novekedés ellenére kalpain gatlast értiink el (inhibitoros minta). Ez az inhibitor
egy reverzibilis, nem az aktiv centrumhoz kot6do vegyiilet (11. abra).

A kontroll mintabol szarmazé fehérjék a sejt nyugalmi allapotat tikrozik, mig az
aktivalt mintaban, az intracellularis kalcium koncentracid novekedés hatasara bekovetkezd
Osszes valtozas megismerhetd. Ilyen valtozas tobbek kozt a kalcium ionok altal aktivalt
kalpain szubsztratbontasa. Az inhibitoros minta szintén valamennyi kalcium ion okozta
valtozasrol tantiskodik, kivéve, hogy a kalpain gatlasaval az enzim nem bontja szubsztratjait

ezekben a sejtekben.

V.2.2. Endogén kalpain formak immunoldgiai detektalasa

A kalpain szubsztratok kereséséhez Drosophila Schneider S2 sejteket hasznaltunk. A
Drosophilaban talalhatoé négy kalpain gén koziil kettd, a kalpain A és a kalpain B az, mely
aktiv ubikviter el6fordulasu forma, igy legalabb az egyik vagy mindketté jelenléte
valoszintisithetd. Ennek megallapitasahoz immunologiai analiziseket végeztiink. A kalpain A
¢és kalpain B formara specifikus poliklonalis ellenanyaggal megfestettilk a sejteket, amik
igazoltak mindkét kalpain forma jelenlétét az S2 sejtekben (18. abra). A keresztreakcid
kizarasahoz, azaz, hogy csak az egyik forma van jelen a sejtekben, amit mindkét poliklonalis
ellenanyag felismer Western-blot kisérletet is végrehajtottunk S2 sejtkivonattal (19. abra).
Nem kaptunk semmilyen keresztreakciot, a kétfajta ellenanyag segitségével sikeriilt mindkét

kalpaint kiilon kimutatnunk.
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18. abra: Endogén kalpain kimutatas S2 sejtekben. Kalpain A elleni ellenanyaggal (A) és
kalpain B elleni ellenanyaggal (B) festve.

A B C

175 kDa

1 | 83kDa
 62kDa

| 435kDa
i Pt s

19. abra: S2 sejtek Western analizise. A: kalpain A elleni elsédleges, B: kalpain B elleni

elsddleges ellenanyagot hasznélva. C: fehérje marker

V.2.3. Kalpain aktivitasmérés

Az endogén kalpain jelenlétének kimutatasa utan ellendriztiik, hogy a harom kiilonb6z6
mintdban az elvarasunknak megfeleld-e a mérhetd kalpain aktivitds, azaz, az aktivalt
mintaban valéban nagyobb aktivitds mérheté-e, mint a tobbi mintaban. Ezért kalcium
jelenlétében és hianyaban, valamint kalpain gatloszer mellett is megmértiik a sejtextraktbol a
kalpain aktivitsat (20. abra). Ezekhez a kisérletekben nem a kalpain szerkezet felderitéséhez

hasznalt dipeptid szubsztratot alkalmaztuk, mivel az extraktumban mas proteazok is, a
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kalpainnal Osszemérheté szinten bontottdk azt, hanem egy madsik, a csoportunk altal
kifejlesztett és a kalpainra sokkal specifikusabb, modositott peptidet alkalmaztunk (Tompa és
mts. 2004). A kapott eredmények Osszhangban vannak az altalunk elvartakkal, azaz az
aktivalt mintaban szignifinkasan nagyobb proteaz aktivitast mértiink, mint a kontoll, illetve az

inhibitor jelenlétében. Ezeket a méréseket Alexa Anita munkatarsam végezte.

A B C

Kalpain aktivit

5 )

20. abra: S2 sejtek endogén kalpain aktivitdsanak mérése. A: a kontroll mintaban mérhet
aktivitas, B: az aktivalt mintdban mérhet6 aktivitas, C: az inhibitoros mintaban mérhetd

kalpain aktivitas.

V.2.4. Reprodukalhatdsagi teszt

Ahhoz, hogy a moddszert hasznalni tudjuk a szubsztratok keresésére, meg kellett
gy6zOdniink arrdl, alkalmas-e az altalunk hsznalt rendszer a folt intenzitdsok megbizhatd
kiértékelésére. Ehhez kalibralo geleket készitettiink, amik segitségével ellendriztiik, hogy
aranyos-e mért jel, esetiinkben foltintenzitas, a felvitt fehérje mennyiségével. Ot kiilonbozd
mennyiségll sejt extraktumot vittiink fel és futtatunk meg a kétdimenzios geleken, majd 13
véletlenszertien kivalasztott folt intenzitasat vizsgaltuk. A foltokat igyekeztink ugy
kivalasztani, hogy intenzivebb és halvanyabb foltokat is értékeljiink, azaz minél jobban
lefedjiik a varhato intenzitas értékeket. Az atlagos foltintenzitasokat a gélre vitt sejtextraktum
fiiggvényében dbrazoltuk (21. abra). A diagramon abrazolt pontok kis szorassal ugyan, de egy
egyenesre illeszkednek, igy sikeriilt igazolnunk, hogy a gélen talalhato foltok intenzitasa

aranyos a fehérjemennyiséggel.
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21. abra: A 2D ELFO reprodukalhatosaganak ellen6rzése. A: 2D-s gélkép, a szamozott foltok
a kiértékelés ellenérzéshez felhasznalt foltok. B. A kivalasztott foltok foltintenzitas atlaganak
valtozasa a gélre vitt sejtextraktum mennyiségének fiiggvényében (a 100%-o0s mennyiségre
normalva; a hibazaszld a standard devidciot jelenti). A szaggatott vonaltdl vald eltérés az

elméleti idealis értékektdl valo eltérést jelenti.
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V.2.5. Azonositott szubsztratok

A 2D-s gelek kozil kivalasztottuk a legjobb 36-ot, 12-12 gélt a kiilonb6z6 tipustt mintak
koziil, és meghatarozzuk az egyes foltokhoz tartozd koncentracié kiilonbségeket. Az
Osszerendezett, normalizalt ¢és atlagolt foltok kozott 11 olyat talaltunk, melyek intenzitisa az
elvarasainknak megfelel6en valtozott. Azaz, abban a mintdban, melyben a kalpain aktivalva
volt szignifikdnsan kisebb koncentracidban volt jelen a folthoz tartozd fehérje, mint a

kontroll, illetve az inhibitor jelenlétében kezelt mintakban (22. abra,

3. Téablazat). A 11 foltban talalhato fehérjéket tomegspektrometria segitségével azonositottuk
(
4. Tablazat).

) # éﬁﬂ%ﬂ#ﬁ%ﬁg@#@@
Em B
%*%#% *% é%%ﬁ‘{**““@ﬂa&

€ €2 ¢ o o s €7 €8 M o
Folt azonositd

22. abra: A 2D-s gélrdl azonositott foltok (1-11) és 11 kontroll folt (C1-C11) statisztikai
analizise (box chart). Az abran minden folthoz a kontroll, az aktivalt és az inhibitoros gélen
meghatarozott foltintenzitas értékek lathatéak. A hasabok a 25-75%-o0s, a hibazaszlok a 1-

99%-o0s konfidencia intervallumhoz tartoznak.

49



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo

50. oldal

Foltazonosité Avs.B Avs.C Bvs.C
1 0,0044 0,2344 0,0225
2 0,0111 0,6948 0,0049
3 0,0033 0,9762 0,0025
4 0,0046 0,6928 0,0199
5 0,0005 0,1195 0,0008
6 0,0145 0,9310 0,0295
7 0,0117 0,1445 0,0014
8 0,0127 0,6992 0,0202
9 0,0041 0,9088 0,0240
10 0,0013 0,0968 0,0001
11 0,0001 0,0837 0,0000

Cl 0.3690 0.7296 0.6649
C2 0.6305 0.6788 0.8417
C3 0.6555 0.5147 0.7720
Cc4 0.7667 0.7024 0.8541
C5 0.6657 0.4266 0.7989
C6 0.5304 0.4936 0.9025
Cc7 0.7468 0.4306 0.6542
C8 0.3552 0.2565 0.7167
C9 0.8587 0.8368 0.7270
C10 0.5801 0.5468 0.3367
Cl1 0.9519 0.8457 0.9065

3. Tablazat: Az azonositott foltok (1-11) és 11 kontroll folt (C1-C11) Student t-test értékei. A

t-test két adatsor értékeinek Osszehasonlitasaval meghatarozza, hogy a két adatsor azonos,

vagy kiilonboz6 atlagérték koril ingadozik. Ha a meghatarozott p-érték kisebb, mint 0,05,

akkor a két adatsor szignifikansan kiilonb6z6 (ez sziirke hattér jelzi a tablazatban), ha

nagyobb, mint 0,95, akkor biztosan megegyez6 a két adatsor altal mért érték. A: kontroll, B:

aktivalt, C: inhibitoros kisérletek adatai.
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Folt GenBank A fehérie neve Egyedi Szekvencia
azonosito Koéd J peptidek® lefedettség %o
1 NP 572775 Regucalcin 9 36
2 NP 649757  Aldo/keto reductase 2 5
3 NP 649069 Acyl-Coenzyme A 3 9
dehydrogenase homolog
4 NP 649925 Homolog to co-chaperone p23 3 17
NP 651760 Nucleoplasmin 2 10
5 NP 611964  Glutathione S-transferase 2 8
NP 788765 Triosephosphate isomerase 2 5
6 NP 523532  Proteasome 35kD subunit 2 9
7 NP _650048 Translationally-controlled 6 41
tumor protein homolog (TCTP)
NP_731595  Jupiter 10
NP 609479  Deoxyuridine triphosphatase 1 5
8 NP 477354  Hsp70/Hsp90 organizing 2 5
protein
9 NP_524237  Vacuolar H[+]-ATPase 26kD E 2 4
subunit
10 NP 523683  Peroxiredoxin 2 10
11 NP 729726  Aldo/keto reductase 5 16

4. Tablazat: Az azonositott foltok tomegspektrometrias (LC-MS/MS) azonositasi adatai.

“Azokat a peptid talalatokat, melyek a szignifikancia szint felettiek voltak (érték > 58)

automatikusan elfogadtuk, azokat, melyek annak kézelébe estek egyedileg biraltuk el.

A #1 szaml mintaban regucalcint talaltunk. A regucalcin egy citoszolban elhelyezkedd

kalciumkoto fehérje, mely képes a membranok lipidjeihez kotni (Yamaguchi 2000). Az

intracellularis kalcium koncentraciot szabalyozza azaltal, hogy plazmamembranban kalcium-

pumpakat aktival, valamint el6segiti a mitokondrialis kalcium felvételt. In vitro kisérletekben

kimutattak, hogy a regucalcin képes a neutralis cisztein-proteazokat aktivalni, igy a

kalpainokat is, méghozza egy kalciumtdl fliggetlen utvonalon (Baba és Yamaguchi 1999,

Yamaguchi és Nishina 1995).
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A #2 és #11 szamu foltokban, egy-egy aldo-keto reduktazt azonositottunk. Az aldo-keto
reduktazok NADPH-fiiggé oxidoreduktazok, melyek széles tartomanyban katalizaljak a C-
tartalmu reakciokat, aldehidekbdl és ketonokbol alkoholokat allitanak elé. A fiziologias
funkciojukon kiviil detoxifikacios folyamatokban is részt vesznek (Inoue és mts. 1993).

A #3 szamu foltban egy acil-coenzimA dehidrogenaz homologot talaltunk. Az
enzimcesalad, melybe ez a fehérje is tartozik az acil-CoA észterek a,fB-dehidrogenaciojaért
felelosek, mikozben elektronokat adnak at a flavoproteineknek (Beinert és mts. 1956, He és
mts. 2003).

A #4 szaml foltban egy p23 cochaperon homologot és egy nukleoplazmint
azonositottunk. A p23 homoldg biologiai funkcidja Drosophildban még nem ismert. A
nukleoplazmin a legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérje a sejtmagban, melynek 6
feladata a kromatin atszervezés ¢és a helyes hiszton-DNS kapcsolat kialakitasa (Banuelos és
mts. 2003). Nukleoplazmin volt az elsé fehérje, melyrél a chaperon aktivitast kimutattak
(Laskey és mts. 1978).

A #5 szamt foltban két fehérjét azonositottunk, egy glutation S-transzferazt és egy
tridzfoszfat izomerazt. A Drosophila glutation S-transzferdz funkcioja nem ismert, de a GST
enzimek a detoxifikdcios folyamatokban jatszanak szerepet, azaltal, hogy az elektrofil
vegyiiletekhez glutationt kapcsolnak (Strange és mts. 2001). A masik azonositott fehérje, a
triozfoszfat izomeraz (TPI) egy, a glikolizisben szerepet jatszo enzim, a DHAP— G3P
reakciot katalizalja (Rieder és Rose 1959). Egy tanulmany szerint a glikolizisben résztvevd
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz, a triézfoszfat izomeraz és a piruvat kinaz része egy
nagy méretii K'-ATP csatorna komplexnek (Dhar-Chowdhury és mts. 2005). A mostani
kutatasok leginkabb a TPI patologias szerepét vizsgaljak. Megfigyelték ugyanis, hogy szamos
betegségben a TPl szubsztrat atalakitasi képessége megvaltozik, mikozben a sejt
energiaszintjében nincs valtozas (Celotto és mts. 2006).

A #6 szamu mintaban a proteoszoma a-tipust 35 kDa alegységét talaltuk. Az ubikvitin-
proteoszoma rendszer felelos a sejtben talalhato fehérjék 80%-anak lebontasaért (Wang és
Maldonado 2006). A proteoszoma egy 20S katalitikus, hordé alakt alapkomplexbdl, és egy
19S szabélyoz6 komplexbdl all. A katalitikus egység 4 gylriibél tevédik dssze, melyet 7-7
fehérjeegység alkot. A kozépso két gytirii B-egységekbdl, mig a két széElsé gyiiric homolog a-
egységekbol all (Powell 2006). A B-egységek felelsek a proteoszoma aktivitasaért. Az a-
egységeknek nincs proteolitikus aktivitasa, aktivitasszabalyozo szereppel rendelkeznek,
valamint a degradaciotol védik a proteoszomat annak inaktiv allapotaban (Groll és Huber

2003). A kalpainok ,,upstream” helyezkednek el a proteoszomahoz képest, ami azt jelenti,
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hogy képesek a proteoszomat aktivalni (Smith és Dodd 2007). Megtigyelték, hogy a kalpain
hasitas eredményeként keletkezd fehérje fragmensek fokozzak a proteoszoma aktivitdsat
(Jackman és Kandarian 2004). A kalpainrdl ismert, hogy hatassal van a fehérjeszintézisre
azaltal, hogy gatolja az Akt jelatviteli Gtvonalat (Smith és Dodd 2007). A proteoszoma
kalpain altali hasitasa felveti a ,,protein turnover” egy alternativ szabalyozasi utvonalanak
lehetdségét.

A #7 szamu foltban harom fehérjét is azonositottunk, egy transzlacio altal szabalyozott
tumor fehérje (TCTP) homologot, egy Jupitert és egy dezoxiuridin-trifoszfatazt. A TCTP egy
kalciumkoto képességgel rendelkezd, ersen konzervalt fehérje eukariota sejtekben (Feng és
mts. 2007). Funkcioi két f6, a novekedéshez kotheté (Hsu és mts. 2007) és immunitashoz
kothetd (MacDonald és mts. 2001) csoportba sorolhatéoak. A masodik, ebben a foltban
azonositott fehérje a Jupiter. Err6l a Drosophila fehérjér6l nagyon keveset tudunk, ellentétben
a harmadikként azonositott fehérjérdl, a dUTPazrol. A dUTP-dUMP atalakulast katalizalja
(Shlomai és Kornberg 1978), mely nélkiilozhetetlen a dTTP szintézishez, és igy a DNS
szintézishez és DNS javitas folyamatahoz (Bekesi és mts. 2004).

Az #8 szamu foltban a Hsp70/Hsp90 szervezéfehérjét (réviden: Hop) azonositottuk. A
Hop szervezé fehérje a szteroid receptorok felépiilését segiti, (mint példaul a gliikokortikoid
receptorét) azaltal, hogy kolcsonhatast alakit ki a szteroid receptor és a Hsp70 és/vagy Hsp90
kozott, ami nélkiilozhetetlen a szteroid receptor kotdzsebének kinyilasahoz (Pratt és Toft
2003). A human Hop kilén Hsp70 és Hsp90 kotohellyel is rendelkezik, mig Drosophila
megfeleldjében egy, eddig még kevéssé ismert funkcidji, domén hianyzik (Carrigan és mts.
2005). A Hsp90 az ¢16 sejtben szamos funkcidval rendelkezik, igy nem meglepd, hogy a sejt
fehérjéinek még nyugalmi allapotban is 1-2%-at alkotja (Pratt és Toft 2003). Korabbi
tanulmanyokban kimutattak, hogy a Hsp90 egy valodi kalpain szubsztrat (Minami és mts.
1994).

A #9-es szamu foltban egy H™ ATP4z 26 kDa-os E alegységét talaltuk, ami egy ATPvel
hajtott proton pumpa része (Guo és mts. 1996).

A #10 szamu foltban egy peroxiredoxint talaltunk. Emlésokben 16 gén alkotja a
peroxiredoxinok csaladjat. A peroxiredoxin egy antioxidans fehérje, melynek f6 funkcioja a
sejt HyO, tartalmédnak alacsony szinten tartdsa, ¢s az oxidativ stressz megakadalyozasa. A
NKEF-B (natural killer enhancing factor B), melynek human form4jat calpromotinnek is
neveznek, szintén egy peroxiredoxin, mely mar pM-s Ca®* koncentracio hatdsara
kolcsonhatasba 1ép a sejtmembrannal (Plishker és mts. 1986). Ez a kdlcsonhatas egy kalcium-

fiiggd kalium transzportot szabalyoz (Moore ¢€s mts. 1991). In vitro kisérletekben kimutattak,
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hogy mind az p- és mind az m-kalpain is képes az NKEF-B-t hasitani (Schroder és mits.
1998). Egy masik tanulmany szerint a peroxiredoxin-3, mely egy mitokondrialis
peroxiredoxin forma, szubsztratja az m-kalpainnak. Ezt a hasitast rekombinans fehérjékkel in

vitro és immunoblottolassal in vivo is kimutattak (Mukhopadhyay és mts. 2006).

V.2.6. A szubsztratok ellendrzése

A kisérleti rendszeriinkbdl 11 lehetséges kalpain szubsztrat fehérjefoltot azonositottunk,
melyben a tomegspektrometrias azonositas 15 fajta fehérjét talalt. Annak eldontésére, hogy
ezek a talalatok megbizhatoak-e, vagyis hogy képes-e a modszer a tényleges kalpain
szubsztratok kimutatasara, a talalatok egy részét rekombinans modszerrel ellendriztiink.

Az, hogy azokban a foltokban, melyekbdl tobbféle fehérjét is azonositottunk, csak az
egyik, vagy esetleg mindegyik fehérje szubsztratja-e a kalpainnak, a 2D-s kisérletekbdl nem
allapithaté meg. Ezért az ellendrzéshez ezek koziil, és a foltokban egyediilinek azonositott
fehérjék koziil is kivalasztottunk Gsszesen négyet. E négy fehérje koziil egyet, a dUTPazt,
Vértessy Beata csoportjatol készen kaptuk, mig a masik harmat — egy aldo-keto reduktazt, a
glutation S-transzferazt, és a p23 cochaperont — Drosophila ¢cDNS konyvtarbol klonoztuk
meg, majd E. coli expresszios rendszerben fejeztettiik ki.

A fehérjék in vitro emésztését patkany m-kalpain és Drosophila kalpain B segitségével
is vizsgaltuk (23. abra). Mind a négy esetben azt kaptuk, hogy a kivalasztott fehérjét hasitja
mindkét kalpain forma, azaz valodi kalpain szubsztratokat sikeriilt a 2D-os technikaval

azonositanunk.
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23. abra: Négy szubsztrat jelolt fehérje in vitro emésztési tesztje. Négy azonositott fehérjét
((A) aldo/keto reduktazt (#2); (B) p23 co-chaperont (#4); (C) glutation S-transzferazt (#5);
(D) dUTPazt (#7)) rekombiansan eléallitottuk és Drosophila kalpain B-vel emésztettiik
kalcium jelenlétében (3-6 oszlop) és kalcium nélkiil (1-2). A nyilak a teljes fehérje és a

fragmensei helyét jelzik.

V.2.7. Kalpain szubsztrat keresés osszefoglalasa

Célul tliztik ki, egy megbizhato, in vivo kalpain szubsztrat azonositdsira szolgalo
technika kidolgozasat. Modellrendszernek a Drosophila Schneider S2 sejteket valasztottuk,
melyekben kalpain hasitdsbol szarmazo fehérjekoncentracié csokkenéseket kerestiink. Az
intenzitas valtozasok detektalasara a hagyomanyos kétdimenzios gélelektroforézis technikat
alkalmaztunk kombinalva azzal, hogy a mintdk egy részében a kalpaint aktivaltuk, illetve
gatoltuk és ezen értékeket Osszevetettiik a normal, kezeletlen mintabol szarmazo értékekkel. A
kisérletek elején ellendriztiik, hogy a modellnek hasznalt sejtekben mindkét aktiv, ubikviter
kalpain forma jelen van, ezek aktivitasat mérni is lehet, illetve, a kétdimenzios gélen detektalt
jel aranyos a felvitt fehérjemennyiséggel.

A modszer beallitasa utan, 36 éles kisérlet eredményei alapjan 11 lehetséges kalpain
szubsztratot talaltunk, melyeket tomegspektrometria segitségével azonositottunk. Az

azonositott fehérjék koziil négyet, rekombinans tton eldallitott fehérjék alkalmazasaval in
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vitro koriilmények kozott is ellendriztiink. Azt talaltuk, hogy mindegyik kivalasztott fehérje
valodi kalpain szubsztrat, mely alatdmasztja a beallitott technika alkalmazhatosagat.

Az azonositott fehérjék koziil csak egy olyan van (egy peroxiredoxin), melyet az
irodalmi adatok kalpain szubsztratként emlitenek, a tobbi fehérje még nem leirt kalpain
szubsztrat. Feltételezésiink szerint a korabbrol ismert és most azonositott szubsztratok kozott
azért ilyen kicsi a hasonlésag, mert az altalunk alkalmazott technika mas iranybol kozeliti a
szubsztratok keresését, mint a korabbi modszerek. Ebbdl fakaddan az altalunk azonositott
szubsztratok akkor nyernek teljes bizonyitast, ha rekombinans technikaval, vagy egyéb
modszerrel is sikeriil igazolni azt, kivételt képez az a négy kivalasztott fehérje, melyeket in

vitro emésztésekkel mar alatamasztottunk.
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VL. Osszefoglalas

A doktori munkam sordn a kalpain enzimcsalad miikodését kutattam. Funkciojuk
megismerésé¢hez elengedhetetlentil fontos, hogy alaposan megismerjik magat az
enzimmolekulat. Az, hogy tudjuk mi a szekvencidja, milyen doménekbdl all és milyen
mechanizmus szerint fejti ki hatasat, még nem elég ismeret arra, hogy hatékonyan
szabalyozhassuk miikodését, és ezzel csokkenthessiink betegségek tiinetein.

Egyetlen kutatocsoportnak sem sikeriilt eddig teljes kalpain szerkezetet kalcium-ionok
jelenlétében kristalyositania, vagy mas szerkezet meghatarozé modszerrel feltérképeznie, igy
nem ismert pontosan, milyen szerkezeti atrendezddések zajlanak az enzim aktivalodasa soran.

Munkam els6é részében a kalpain szerkezet egyes elemeinek aktivalodasban betoltott
szerepét vizsgaltam iranyitott mutagenezis technika segitségével, megvizsgélva az enzim és a
mutansok aktivalodasanak kiilonbségeit. Az aktivalodasban valdsziniileg szerepet jatszo
pontokon befolyasoltuk az enzim szerkezetét és hlisz vizsgalt mutans eredményei alapjan egy
modellt (,,extended transducer”) allitottunk fel az aktivalodas soran végbemend konformacios
valtozasok magyarazatara. Ennek lényege, hogy egy nyujtott lanc (transducer) és egy sohidak
altal rogzitett hurok régid (savas hurok) egy szerkezeti ¢s funkcionalis egységet alkot,
melynek egyiittes elmozdulasa nélkiilozhetetlen a kalpain aktivalodasa soran. A mutacios
analizis segitségével feltérképeztilk, hogy mely kolcsonhatasok sziinnek meg és melyek
maradnak meg a kalcium-ionok altal okozott aktivalédas alatt. Azonositottunk egy olyan
mutanst, mely a vad tipusi enzimnél mar négy nagysagrenddel alacsonyabb kalcium-ion
koncentracional is eléri aktivitasanak 40%-at.

Kutatasaim masodik részében in vivo kalpain szubsztratok keresésével foglalkoztam. Az
irodalomban szamos fehérjérdl leirtak mar, hogy in vitro koriilmények kozott a kalpain
hasitja, de csak kevésrél igazoltak eddig, hogy egy sejtben, in vivo koriilmények kozott is
végbemegy a proteolizis. Ezért célul tiiztik ki egy in vivo kalpain szubsztratkeresési technika
kifejlesztését. Célrendszernek a Drosophila Schneider S2 sejteket valasztottuk. A modszeriink
elve, hogy Osszehasonlitjuk a kontroll sejtek fehérjemintazatait olyan sejtek
fehérjemintazataval, melyekben a kalpain aktivalva van egy specifikus kalcium ionofor
segitségével. Ahhoz, hogy a fals pozitiv taldlatokat kiszirjiik, melyek a kalciumkoncentracio
novekedés hatasanak kovetkezményei, de nem kalpain okozta valtozasok, a sejtek egy
harmadik csoportjat kalpain inhibitorral és ionoforral kezeltiik egyidejlileg. Olyan fehérjéket
kerestiink, melyeknek a kalpain aktivalas hatasara lecsokken a koncentracidja a kontrolhoz

képest, mig inhibitor jelenlétében nem valtozik jelentésen, azaz a valtozas kalpain hatasnak
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tudhato be. Az S2 sejtek fehérjéinek elvalasztdsara a hagyomanyos kétdimenzids
gélelektroforézist alkalmaztuk. Ellendriztikk, hogy a vizsgalt sejtekben kifejezédnek az
endogén kalpain formak, majd igazoltuk, hogy a beallitott rendszeriink képes a
fehérjemennyiségben meglévé kiilonbségek pontos kimutatasara. Kisérleteink segitségével
eddig 11 lehetséges kalpain szubsztratot talaltunk, melyeket tomegspektrometria segitségével
azonositottunk. Négy kivalasztott fehérje rekombinans formajarol pedig in vitro is igazoltuk,

hogy valddi szubsztratjai a kalpainnak.

58



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 59. oldal

VII. Irodalomjegyzék

Amano, S., Kawasaki, H., Ishiura, S., Kawashima, S., Suzuki, K. és Emori, Y. (1997)
Identification of endogenous substrates for Drosophila calpain from a salt-extracted fraction

of Drosophila ovaries; J Biochem, 122: 865-871

Arthur, J. S. és Crawford, C. (1996) Investigation of the interaction of m-calpain with
phospholipids: calpain-phospholipid interactions; Biochim Biophys Acta, 1293: 201-206

Arthur, J. S., Elce, J. S., Hegadorn, C., Williams, K. és Greer, P. A. (2000) Disruption of the
murine calpain small subunit gene, Capn4: calpain is essential for embryonic development but

not for cell growth and division; Mol Cell Biol, 20: 4474-4481

Baba, T. és Yamaguchi, M. (1999) Stimulatory effect of regucalcin on proteolytic activity in

rat renal cortex cytosol: involvement of thiol proteases; Mol Cell Biochem, 195: 87-92

Banoczi, Z., Alexa, A., Farkas, A., Friedrich, P. és Hudecz, F. (2008) Novel cell-penetrating
calpain substrate; Bioconjug Chem, 19: 1375-1381

Banoczi, Z., Tantos, A., Farkas, A., Tompa, P., Friedrich, P. és Hudecz, F. (2007) Synthesis

of cell-penetrating conjugates of calpain activator peptides; Bioconjug Chem, 18: 130-137

Banuelos, S., Hierro, A., Arizmendi, J. M., Montoya, G., Prado, A. és Muga, A. (2003)
Activation mechanism of the nuclear chaperone nucleoplasmin: role of the core domain; J

Mol Biol, 334: 585-593

Bartoli, M. ¢és Richard, 1. (2005) Calpains in muscle wasting; Int J Biochem Cell Biol, 37:
2115-2133

Beinert, H., Green, D. E., Hele, P., Hoffman-Ostenhof, O., Lynen, F., Ochoa, S., Popjak, G.

¢és Ruyssen, R. (1956) Nomenclature of enzymes of fatty-acid metabolism; Science, 124: 614-
616

59



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 60. oldal

Bekesi, A., Zagyva, 1., Hunyadi-Gulyas, E., Pongracz, V., Kovari, J., Nagy, A. O., Erdei, A.,
Medzihradszky, K. F. és Vertessy, B. G. (2004) Developmental regulation of dUTPase in
Drosophila melanogaster; J Biol Chem, 279: 22362-22370

Bi, X., Tocco, G. és Baudry, M. (1994) Calpain-mediated regulation of AMPA receptors in
adult rat brain; Neuroreport, 6: 61-64

Blanchard, H., Grochulski, P., Li, Y., Arthur, J. S., Davies, P. L., Elce, J. S. és Cygler, M.
(1997) Structure of a calpain Ca(2+)-binding domain reveals a novel EF-hand and Ca(2+)-
induced conformational changes; Nat Struct Biol, 4: 532-538

Bradford, H. N., Annamalai, A., Doshi, K. és Colman, R. W. (1988) Factor V is activated and
cleaved by platelet calpain: comparison with thrombin proteolysis; Blood, 71: 388-394

Bradford, M. M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding; Anal Biochem, 72: 248-
254

Branca, D. (2004) Calpain-related diseases; Biochem Biophys Res Commun, 322: 1098-1104

Buee, L., Bussiere, T., Buee-Scherrer, V., Delacourte, A. és Hof, P. R. (2000) Tau protein
isoforms, phosphorylation and role in neurodegenerative disorders; Brain Res Brain Res Rev,

33:95-130

Buki, K. G., Bauer, P. I. és Kun, E. (1997) Isolation and identification of a proteinase from
calf thymus that cleaves poly(ADP-ribose) polymerase and histone H1; Biochim Biophys
Acta, 1338: 100-106

Butt, A., Davison, M. D., Smith, G. J.,, Young, J. A., Gaskell, S. J., Oliver, S. G. és Beynon,

R. J. (2001) Chromatographic separations as a prelude to two-dimensional electrophoresis in

proteomics analysis; Proteomics, 1: 42-53

60



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 61. oldal

Carrigan, P. E., Riggs, D. L., Chinkers, M. és Smith, D. F. (2005) Functional comparison of
human and Drosophila Hop reveals novel role in steroid receptor maturation; J Biol Chem,

280: 8906-8911

Celotto, A. M., Frank, A. C., Seigle, J. L. és Palladino, M. J. (2006) Drosophila model of
human inherited triosephosphate isomerase deficiency glycolytic enzymopathy; Genetics,

174: 1237-1246

Chua, B. T., Guo, K. és Li, P. (2000) Direct cleavage by the calcium-activated protease

calpain can lead to inactivation of caspases; J Biol Chem, 275: 5131-5135

Cox, N. J. (2001) Challenges in identifying genetic variation affecting susceptibility to type 2
diabetes: examples from studies of the calpain-10 gene; Hum Mol Genet, 10: 2301-2305

Cox, N. J., Hayes, M. G., Roe, C. A., Tsuchiya, T. és Bell, G. I. (2004) Linkage of calpain 10
to type 2 diabetes: the biological rationale; Diabetes, 53 Suppl 1: S19-25

Crawford, C., Brown, N. R. és Willis, A. C. (1990) Investigation of the structural basis of the
interaction of calpain II with phospholipid and with carbohydrate; Biochem J, 265: 575-579

Crawford, C., Brown, N. R. ¢s Willis, A. C. (1993) Studies of the active site of m-calpain and
the interaction with calpastatin; Biochem J, 296 ( Pt 1): 135-142

Cuerrier, D., Moldoveanu, T. és Davies, P. L. (2005) Determination of peptide substrate
specificity for mu-calpain by a peptide library-based approach: the importance of primed side
interactions; J Biol Chem, 280: 40632-4064 1

Csizmok, V., Bokor, M., Banki, P., Klement, E., Medzihradszky, K. F., Friedrich, P., Tompa,
K. és Tompa, P. (2005) Primary contact sites in intrinsically unstructured proteins: the case of

calpastatin and microtubule-associated protein 2; Biochemistry, 44: 3955-3964

Dayton, W. R., Reville, W. J., Goll, D. E. és Stromer, M. H. (1976) A Ca2+-activated
protease possibly involved in myofibrillar protein turnover. Partial characterization of the

purified enzyme; Biochemistry, 15: 2159-2167

61



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 62. oldal

Delaney, S. J., Hayward, D. C., Barleben, F., Fischbach, K. F. ¢s Miklos, G. L. (1991)
Molecular cloning and analysis of small optic lobes, a structural brain gene of Drosophila

melanogaster; Proc Natl Acad Sci U S A, 88: 7214-7218

Dhar-Chowdhury, P., Harrell, M. D., Han, S. Y., Jankowska, D., Parachuru, L., Morrissey, A.,
Srivastava, S., Liu, W., Malester, B., Yoshida, H. és Coetzee, W. A. (2005) The glycolytic
enzymes, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, triose-phosphate isomerase, and
pyruvate kinase are components of the K(ATP) channel macromolecular complex and

regulate its function; J Biol Chem, 280: 38464-38470

Dufty, B. M., Warner, L. R., Hou, S. T., Jiang, S. X., Gomez-Isla, T., Leenhouts, K. M.,
Oxford, J. T., Feany, M. B., Masliah, E. és Rohn, T. T. (2007) Calpain-cleavage of alpha-
synuclein: connecting proteolytic processing to disease-linked aggregation; Am J Pathol, 170:

1725-1738

Dutt, P., Arthur, J. S., Grochulski, P., Cygler, M. és Elce, J. S. (2000) Roles of individual EF-
hands in the activation of m-calpain by calcium; Biochem J, 348 Pt 1: 37-43

Elce, J. S., Hegadorn, C., Gauthier, S., Vince, J. W. és Davies, P. L. (1995) Recombinant
calpain II: improved expression systems and production of a CI05A active-site mutant for

crystallography; Protein Eng, 8: 843-848

Farkas, A., Tompa, P., Schad, E., Sinka, R., Jekely, G. és Friedrich, P. (2004) Autolytic
activation and localization in Schneider cells (S2) of calpain B from Drosophila; Biochem J,

378:299-305
Feng, Y., Liu, D., Yao, H. és Wang, J. (2007) Solution structure and mapping of a very weak
calcium-binding site of human translationally controlled tumor protein by NMR; Arch

Biochem Biophys, 467: 48-57

Fukiage, C., Nakajima, E., Ma, H., Azuma, M. ¢és Shearer, T. R. (2002) Characterization and
regulation of lens-specific calpain Lp82; J Biol Chem, 277: 20678-20685

62



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 63. oldal

Geesink, G. H., Nonneman, D. és Koohmaraie, M. (1998) An improved purification protocol
for heart and skeletal muscle calpastatin reveals two isoforms resulting from alternative

splicing; Arch Biochem Biophys, 356: 19-24

Glading, A., Bodnar, R. J., Reynolds, 1. J., Shiraha, H., Satish, L., Potter, D. A., Blair, H. C.
és Wells, A. (2004) Epidermal growth factor activates m-calpain (calpain II), at least in part,
by extracellular signal-regulated kinase-mediated phosphorylation; Mol Cell Biol, 24: 2499-
2512

Goll, D. E., Thompson, V. F., Li, H., Wei, W. és Cong, J. (2003) The calpain system; Physiol
Rev, 83: 731-801

Gorg, A., Obermaier, C., Boguth, G., Harder, A., Scheibe, B., Wildgruber, R. és Weiss, W.
(2000) The current state of two-dimensional electrophoresis with immobilized pH gradients;

Electrophoresis, 21: 1037-1053

Gorg, A., Postel, W. és Gunther, S. (1988) The current state of two-dimensional

electrophoresis with immobilized pH gradients; Electrophoresis, 9: 531-546
Graham-Siegenthaler, K., Gauthier, S., Davies, P. L. és Elce, J. S. (1994) Active recombinant
rat calpain II. Bacterially produced large and small subunits associate both in vivo and in

vitro; J Biol Chem, 269: 30457-30460

Greenwood, A. F. és Jope, R. S. (1994) Brain G-protein proteolysis by calpain: enhancement
by lithium; Brain Res, 636: 320-326

Gregoriou, M., Willis, A. C., Pearson, M. A. ¢és Crawford, C. (1994) The calpain cleavage

sites in the epidermal growth factor receptor kinase domain; Eur J Biochem, 223: 455-464

Groll, M. és Huber, R. (2003) Substrate access and processing by the 20S proteasome core
particle; Int J Biochem Cell Biol, 35: 606-616

63



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 64. oldal

Guo, Y., Wang, Z., Carter, A., Kaiser, K. és Dow, J. A. (1996) Characterisation of vha26, the
Drosophila gene for a 26 kDa E-subunit of the vacuolar ATPase; Biochim Biophys Acta,
1283: 4-9

Guroff, G. (1964) A Neutral, Calcium-Activated Proteinase from the Soluble Fraction of Rat
Brain; J Biol Chem, 239: 149-155

Gustafsson, J. S., Blomberg, A. és Rudemo, M. (2002) Warping two-dimensional
electrophoresis gel images to correct for geometric distortions of the spot pattern;

Electrophoresis, 23: 1731-1744

Gygi, S. P., Corthals, G. L., Zhang, Y., Rochon, Y. és Aebersold, R. (2000) Evaluation of
two-dimensional gel electrophoresis-based proteome analysis technology; Proc Natl Acad Sci

U S A, 97: 9390-9395

Hajimohammadreza, I., Raser, K. J., Nath, R., Nadimpalli, R., Scott, M. és Wang, K. K.
(1997) Neuronal nitric oxide synthase and calmodulin-dependent protein kinase Ilalpha

undergo neurotoxin-induced proteolysis; J Neurochem, 69: 1006-1013

Hanna, R. A., Garcia-Diaz, B. E. és Davies, P. L. (2007) Calpastatin simultaneously binds
four calpains with different kinetic constants; FEBS Lett, 581: 2894-2898

Hanson, B. J., Schulenberg, B., Patton, W. F. és Capaldi, R. A. (2001) A novel
subfractionation approach for mitochondrial proteins: a three-dimensional mitochondrial

proteome map; Electrophoresis, 22: 950-959

He, M., Burghardt, T. P. és Vockley, J. (2003) A novel approach to the characterization of
substrate specificity in short/branched chain Acyl-CoA dehydrogenase; J Biol Chem, 278:
37974-37986

Hell, J. W., Westenbroek, R. E., Breeze, L. J., Wang, K. K., Chavkin, C. és Catterall, W. A.

(1996) N-methyl-D-aspartate receptor-induced proteolytic conversion of postsynaptic class C
L-type calcium channels in hippocampal neurons; Proc Natl Acad Sci U S A, 93: 3362-3367

64



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 65. oldal

Hiraga, A. és Tsuiki, S. (1986) Activation of a D-form of rabbit muscle glycogen synthase by
Ca2+-activated protease; FEBS Lett, 205: 1-5

Hirai, S., Kawasaki, H., Yaniv, M. és Suzuki, K. (1991) Degradation of transcription factors,
c-Jun and c-Fos, by calpain; FEBS Lett, 287: 57-61

Horikawa, Y., Oda, N., Cox, N. J., Li, X., Orho-Melander, M., Hara, M., Hinokio, Y.,
Lindner, T. H., Mashima, H., Schwarz, P. E., del Bosque-Plata, L., Oda, Y., Yoshiuchi, 1.,
Colilla, S., Polonsky, K. S., Wei, S., Concannon, P., Iwasaki, N., Schulze, J., Baier, L. J.,
Bogardus, C., Groop, L., Boerwinkle, E., Hanis, C. L. és Bell, G. I. (2000) Genetic variation
in the gene encoding calpain-10 is associated with type 2 diabetes mellitus; Nat Genet, 26:

163-175

Hosfield, C. M., Elce, J. S., Davies, P. L. és Jia, Z. (1999) Crystal structure of calpain reveals
the structural basis for Ca(2+)-dependent protease activity and a novel mode of enzyme

activation; Embo J, 18: 6880-6889

Hosfield, C. M., Moldoveanu, T., Davies, P. L., Elce, J. S. és Jia, Z. (2001) Calpain mutants
with increased Ca2+ sensitivity and implications for the role of the C(2)-like domain; J Biol

Chem, 276: 7404-7407

Hsu, Y. C., Chern, J. J., Cai, Y., Liu, M. és Choi, K. W. (2007) Drosophila TCTP is essential
for growth and proliferation through regulation of dRheb GTPase; Nature, 445: 785-788

Huang, Y. és Wang, K. K. (2001) The calpain family and human disease; Trends Mol Med, 7:
355-362

Inoue, S., Sharma, R. C., Schimke, R. T. és Simoni, R. D. (1993) Cellular detoxification of
tripeptidyl aldehydes by an aldo-keto reductase; J Biol Chem, 268: 5894-5898

Ito, M., Tanaka, T., Nunoki, K., Hidaka, H. és Suzuki, K. (1987) The Ca2+ -activated

protease (calpain) modulates Ca2+/calmodulin dependent activity of smooth muscle myosin

light chain kinase; Biochem Biophys Res Commun, 145: 1321-1328

65



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 66. oldal

Jackman, R. W. és Kandarian, S. C. (2004) The molecular basis of skeletal muscle atrophy;
Am ] Physiol Cell Physiol, 287: C834-843

Jekely, G. és Friedrich, P. (1999) Characterization of two recombinant Drosophila calpains.

CALPA and a novel homolog, CALPB; J Biol Chem, 274: 23893-23900

Johnson, G. V. és Foley, V. G. (1993) Calpain-mediated proteolysis of microtubule-associated
protein 2 (MAP-2) is inhibited by phosphorylation by cAMP-dependent protein kinase, but
not by Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II; J Neurosci Res, 34: 642-647

Jordan, J., Galindo, M. F. és Miller, R. J. (1997) Role of calpain- and interleukin-1 beta
converting enzyme-like proteases in the beta-amyloid-induced death of rat hippocampal

neurons in culture; J Neurochem, 68: 1612-1621

Kamei, M., Webb, G. C., Heydon, K., Hendry, 1. A., Young, 1. G. és Campbell, H. D. (2000)
Solh, the mouse homologue of the Drosophila melanogaster small optic lobes gene:

organization, chromosomal mapping, and localization of gene product to the olfactory bulb;
Genomics, 64: 82-89

Kishimoto, A., Mikawa, K., Hashimoto, K., Yasuda, I., Tanaka, S., Tominaga, M., Kuroda, T.
¢és Nishizuka, Y. (1989) Limited proteolysis of protein kinase C subspecies by calcium-
dependent neutral protease (calpain); J Biol Chem, 264: 4088-4092

Kwak, K. B., Kambayashi, J., Kang, M. S., Ha, D. B. és Chung, C. H. (1993) Cell-penetrating
inhibitors of calpain block both membrane fusion and filamin cleavage in chick embryonic

myoblasts; FEBS Lett, 323: 151-154

Laskey, R. A., Honda, B. M., Mills, A. D. és Finch, J. T. (1978) Nucleosomes are assembled
by an acidic protein which binds histones and transfers them to DNA; Nature, 275: 416-420

Lilley, K. S., Razzaq, A. és Dupree, P. (2002) Two-dimensional gel electrophoresis: recent

advances in sample preparation, detection and quantitation; Curr Opin Chem Biol, 6: 46-50

66



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 67. oldal

Litersky, J. M. és Johnson, G. V. (1992) Phosphorylation by cAMP-dependent protein kinase
inhibits the degradation of tau by calpain; J Biol Chem, 267: 1563-1568

MacDonald, S. M., Bhisutthibhan, J., Shapiro, T. A., Rogerson, S. J., Taylor, T. E., Tembo,
M., Langdon, J. M. és Meshnick, S. R. (2001) Immune mimicry in malaria: Plasmodium
falciparum secretes a functional histamine-releasing factor homolog in vitro and in vivo; Proc

Natl Acad Sci U S A, 98: 10829-10832

Martin, S. J., O'Brien, G. A., Nishioka, W. K., McGahon, A. J., Mahboubi, A., Saido, T. C. és
Green, D. R. (1995) Proteolysis of fodrin (non-erythroid spectrin) during apoptosis; J Biol
Chem, 270: 6425-6428

Melloni, E., Michetti, M., Salamino, F., Minafra, R. és Pontremoli, S. (1996) Modulation of
the calpain autoproteolysis by calpastatin and phospholipids; Biochem Biophys Res Commun,
229:193-197

Miklos, G. L. és Maleszka, R. (2001) Protein functions and biological contexts; Proteomics,
1:169-178

Minami, Y., Kimura, Y., Kawasaki, H., Suzuki, K. és Yahara, 1. (1994) The carboxy-terminal
region of mammalian HSP90 is required for its dimerization and function in vivo; Mol Cell

Biol, 14: 1459-1464

Moldoveanu, T., Hosfield, C. M., Lim, D., Elce, J. S., Jia, Z. és Davies, P. L. (2002) A Ca(2+)
switch aligns the active site of calpain; Cell, 108: 649-660

Moldoveanu, T., Hosfield, C. M., Lim, D., Jia, Z. és Davies, P. L. (2003) Calpain silencing by

a reversible intrinsic mechanism; Nat Struct Biol, 10: 371-378

Moldoveanu, T., Jia, Z. és Davies, P. L. (2004) Calpain activation by cooperative Ca2+
binding at two non-EF-hand sites; J Biol Chem, 279: 6106-6114

67



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 68. oldal

Moore, R. B., Mankad, M. V., Shriver, S. K., Mankad, V. N. és Plishker, G. A. (1991)
Reconstitution of Ca(2+)-dependent K+ transport in erythrocyte membrane vesicles requires a

cytoplasmic protein; J Biol Chem, 266: 18964-18968

Muguruma, M., Nishimuta, S., Tomisaka, Y., Ito, T. és Matsumura, S. (1995) Organization of

the functional domains in membrane cytoskeletal protein talin; J Biochem, 117: 1036-1042

Mukhopadhyay, S. S., Leung, K. S., Hicks, M. J., Hastings, P. J., Youssoufian, H. és Plon, S.
E. (2006) Defective mitochondrial peroxiredoxin-3 results in sensitivity to oxidative stress in

Fanconi anemia; J Cell Biol, 175: 225-235

Murachi, T. (1989) Intracellular regulatory system involving calpain and calpastatin; Biochem

Int, 18:263-294

Ohno, S., Emori, Y., Imajoh, S., Kawasaki, H., Kisaragi, M. ¢és Suzuki, K. (1984)
Evolutionary origin of a calcium-dependent protease by fusion of genes for a thiol protease

and a calcium-binding protein?; Nature, 312: 566-570

Ono, Y., Shimada, H., Sorimachi, H., Richard, 1., Saido, T. C., Beckmann, J. S., Ishiura, S. és
Suzuki, K. (1998) Functional defects of a muscle-specific calpain, p94, caused by mutations

associated with limb-girdle muscular dystrophy type 2A; J Biol Chem, 273: 17073-17078

Otani, K., Han, D. H., Ford, E. L., Garcia-Roves, P. M., Ye, H., Horikawa, Y., Bell, G. 1.,
Holloszy, J. O. és Polonsky, K. S. (2004) Calpain system regulates muscle mass and glucose
transporter GLUT4 turnover; J Biol Chem, 279: 20915-20920

Otsuka, Y. és Goll, D. E. (1987) Purification of the Ca2+-dependent proteinase inhibitor from
bovine cardiac muscle and its interaction with the millimolar Ca2+-dependent proteinase; J

Biol Chem, 262: 5839-5851

Pal, G. P., Elce, J. S. és Jia, Z. (2001) Dissociation and aggregation of calpain in the presence
of calcium; J Biol Chem, 276: 47233-47238

68



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 69. oldal

Pils, B. és Schultz, J. (2004) Inactive enzyme-homologues find new function in regulatory
processes; J Mol Biol, 340: 399-404

Pinter, M. és Friedrich, P. (1988) The calcium-dependent proteolytic system calpain-
calpastatin in Drosophila melanogaster; Biochem J, 253: 467-473

Plishker, G. A., White, P. H. és Cadman, E. D. (1986) Involvement of a cytoplasmic protein
in calcium-dependent potassium efflux in red blood cells; Am J Physiol, 251: C535-540

Powell, S. R. (2006) The ubiquitin-proteasome system in cardiac physiology and pathology;
Am J Physiol Heart Circ Physiol, 291: H1-H19

Pratt, W. B. és Toft, D. O. (2003) Regulation of signaling protein function and trafficking by
the hsp90/hsp70-based chaperone machinery; Exp Biol Med (Maywood), 228: 111-133

Richard, 1., Broux, O., Allamand, V., Fougerousse, F., Chiannilkulchai, N., Bourg, N.,
Brenguier, L., Devaud, C., Pasturaud, P., Roudaut, C. és et al. (1995) Mutations in the

proteolytic enzyme calpain 3 cause limb-girdle muscular dystrophy type 2A; Cell, 81: 27-40

Rieder, S. V. és Rose, 1. A. (1959) The mechanism of the triosephosphate isomerase reaction;

J Biol Chem, 234: 1007-1010

Rizo, J. és Sudhof, T. C. (1998) C2-domains, structure and function of a universal Ca2+-

binding domain; J Biol Chem, 273: 15879-15882

Saido, T. C., Sorimachi, H. és Suzuki, K. (1994) Calpain: new perspectives in molecular

diversity and physiological-pathological involvement; Faseb J, 8: 814-822

Saido, T. C., Yokota, M., Nagao, S., Yamaura, 1., Tani, E., Tsuchiya, T., Suzuki, K. és
Kawashima, S. (1993) Spatial resolution of fodrin proteolysis in postischemic brain; J Biol
Chem, 268: 25239-25243

Sasaki, M., Kunimatsu, M. és Ohkubo, I. (1991) Role of calpains and kininogens in
inflammation; Acta Biol Hung, 42: 231-242

69



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 70. oldal

Sasaki, M., Kunimatsu, M., Tada, T., Nishimura, J., Ma, X. J. és Ohkubo, 1. (1991) Calpain

and kininogen mediated inflammation; Biomed Biochim Acta, 50: 499-508

Schad, E., Farkas, A., Jekely, G., Tompa, P. és Friedrich, P. (2002) A novel human small
subunit of calpains; Biochem J, 362: 383-388

Schroder, E., Willis, A. C. és Ponting, C. P. (1998) Porcine natural-killer-enhancing factor-B:
oligomerisation and identification as a calpain substrate in vitro; Biochim Biophys Acta,

1383:279-291

Shiraha, H., Glading, A., Chou, J., Jia, Z. és Wells, A. (2002) Activation of m-calpain
(calpain II) by epidermal growth factor is limited by protein kinase A phosphorylation of m-
calpain; Mol Cell Biol, 22: 2716-2727

Shlomai, J. és Kornberg, A. (1978) Deoxyuridine triphosphatase of Escherichia coli.
Purification, properties, and use as a reagent to reduce uracil incorporation into DNA; J Biol

Chem, 253: 3305-3312

Smith, I. J. és Dodd, S. L. (2007) Calpain activation causes a proteasome-dependent increase
in protein degradation and inhibits the Akt signalling pathway in rat diaphragm muscle; Exp
Physiol, 92: 561-573

Sorimachi, H., Kinbara, K., Kimura, S., Takahashi, M., Ishiura, S., Sasagawa, N., Sorimachi,
N., Shimada, H., Tagawa, K., Maruyama, K. és et al. (1995) Muscle-specific calpain, p94,
responsible for limb girdle muscular dystrophy type 2A, associates with connectin through

1S2, a p94-specific sequence; J Biol Chem, 270: 31158-31162

Spadoni, C., Farkas, A., Sinka, R., Tompa, P. és Friedrich, P. (2003) Molecular cloning and
RNA expression of a novel Drosophila calpain, Calpain C; Biochem Biophys Res Commun,
303: 343-349

Spencer, M. J., Guyon, J. R., Sorimachi, H., Potts, A., Richard, I., Herasse, M., Chamberlain,
J., Dalkilic, I., Kunkel, L. M. és Beckmann, J. S. (2002) Stable expression of calpain 3 from a

70



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 71. oldal

muscle transgene in vivo: immature muscle in transgenic mice suggests a role for calpain 3 in

muscle maturation; Proc Natl Acad Sci U S A, 99: 8874-8879

Sreenan, S. K., Zhou, Y. P., Otani, K., Hansen, P. A., Currie, K. P., Pan, C. Y., Lee, J. P.,
Ostrega, D. M., Pugh, W., Horikawa, Y., Cox, N. J., Hanis, C. L., Burant, C. F., Fox, A. P.,
Bell, G. L. és Polonsky, K. S. (2001) Calpains play a role in insulin secretion and action;
Diabetes, 50: 2013-2020

Stabach, P. R., Cianci, C. D., Glantz, S. B., Zhang, Z. és Morrow, J. S. (1997) Site-directed
mutagenesis of alpha II spectrin at codon 1175 modulates its mu-calpain susceptibility;

Biochemistry, 36: 57-65

Stevanovic, S. és Bohley, P. (2001) Proteome analysis by three-dimensional protein

separation: turnover of cytosolic proteins in hepatocytes; Biol Chem, 382: 677-682

Strange, R. C., Spiteri, M. A., Ramachandran, S. és Fryer, A. A. (2001) Glutathione-S-
transferase family of enzymes; Mutat Res, 482: 21-26

Strobl, S., Fernandez-Catalan, C., Braun, M., Huber, R., Masumoto, H., Nakagawa, K., Irie,
A., Sorimachi, H., Bourenkow, G., Bartunik, H., Suzuki, K. és Bode, W. (2000) The crystal
structure of calcium-free human m-calpain suggests an electrostatic switch mechanism for

activation by calcium; Proc Natl Acad Sci U S A, 97: 588-592

Suzuki, K., Hata, S., Kawabata, Y. és Sorimachi, H. (2004) Structure, activation, and biology
of calpain; Diabetes, 53 Suppl 1: S12-18

Suzuki, K., Tsuji, S., Kubota, S., Kimura, Y. és Imahori, K. (1981) Limited autolysis of
Ca2+-activated neutral protease (CANP) changes its sensitivity to Ca2+ ions; J Biochem

(Tokyo), 90: 275-278
Theopold, U., Pinter, M., Daffre, S., Tryselius, Y., Friedrich, P., Nassel, D. R. és Hultmark,

D. (1995) CalpA, a Drosophila calpain homolog specifically expressed in a small set of nerve,
midgut, and blood cells; Mol Cell Biol, 15: 824-834

71



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 72. oldal

Todd, B., Moore, D., Deivanayagam, C. C., Lin, G. D., Chattopadhyay, D., Maki, M., Wang,
K. K. és Narayana, S. V. (2003) A structural model for the inhibition of calpain by
calpastatin: crystal structures of the native domain VI of calpain and its complexes with

calpastatin peptide and a small molecule inhibitor; J] Mol Biol, 328: 131-146

Tompa, P., Baki, A., Schad, E. és Friedrich, P. (1996) The calpain cascade. Mu-calpain
activates m-calpain; J Biol Chem, 271: 33161-33164

Tompa, P., Buzder-Lantos, P., Tantos, A., Farkas, A., Szilagyi, A., Banoczi, Z., Hudecz, F. ¢és
Friedrich, P. (2004) On the sequential determinants of calpain cleavage; J Biol Chem, 279:
20775-20785

Tompa, P., Emori, Y., Sorimachi, H., Suzuki, K. és Friedrich, P. (2001) Domain III of calpain
is a ca2+-regulated phospholipid-binding domain; Biochem Biophys Res Commun, 280:
1333-1339

Towbin, H., Stachelin, T. és Gordon, J. (1979) Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications; Proc Natl

Acad Sci U S A, 76: 4350-4354

Unlu, M., Morgan, M. E. és Minden, J. S. (1997) Difference gel electrophoresis: a single gel
method for detecting changes in protein extracts; Electrophoresis, 18: 2071-2077

Wang, J. és Maldonado, M. A. (2006) The ubiquitin-proteasome system and its role in

inflammatory and autoimmune diseases; Cell Mol Immunol, 3: 255-261

Wang, K. K., Nath, R., Posner, A., Raser, K. J., Buroker-Kilgore, M., Hajimohammadreza, 1.,
Probert, A. W., Jr., Marcoux, F. W., Ye, Q., Takano, E., Hatanaka, M., Maki, M., Caner, H.,
Collins, J. L., Fergus, A., Lee, K. S., Lunney, E. A., Hays, S. J. és Yuen, P. (1996) An alpha-
mercaptoacrylic acid derivative is a selective nonpeptide cell-permeable calpain inhibitor and

is neuroprotective; Proc Natl Acad Sci U S A, 93: 6687-6692

Watt, F. és Molloy, P. L. (1993) Specific cleavage of transcription factors by the thiol
protease, m-calpain; Nucleic Acids Res, 21: 5092-5100

72



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 73. oldal

Wendt, A., Thompson, V. F. és Goll, D. E. (2004) Interaction of calpastatin with calpain: a
review; Biol Chem, 385: 465-472

Yamaguchi, M. (2000) Role of regucalcin in calcium signaling; Life Sci, 66: 1769-1780

Yamaguchi, M. és Nishina, N. (1995) Characterization of regucalcin effect on proteolytic

activity in rat liver cytosol: relation to cysteinyl-proteases; Mol Cell Biochem, 148: 67-72

Yamakawa, H., Banno, Y., Nakashima, S., Yoshimura, S., Sawada, M., Nishimura, Y.,
Nozawa, Y. és Sakai, N. (2001) Crucial role of calpain in hypoxic PC12 cell death: calpain,
but not caspases, mediates degradation of cytoskeletal proteins and protein kinase C-alpha and

-delta; Neurol Res, 23: 522-530

Yan, J. X, Harry, R. A., Spibey, C. és Dunn, M. J. (2000) Postelectrophoretic staining of
proteins separated by two-dimensional gel electrophoresis using SYPRO dyes;
Electrophoresis, 21: 3657-3665

Yoshikawa, Y., Mukai, H., Hino, F., Asada, K. és Kato, I. (2000) Isolation of two novel
genes, down-regulated in gastric cancer; Jpn J Cancer Res, 91: 459-463

Yoshizawa, T., Sorimachi, H., Tomioka, S., Ishiura, S. és Suzuki, K. (1995) Calpain
dissociates into subunits in the presence of calcium ions; Biochem Biophys Res Commun,

208: 376-383

Zhang, W., Lu, Q., Xie, Z. J. és Mellgren, R. L. (1997) Inhibition of the growth of WI-38
fibroblasts by benzyloxycarbonyl-Leu-Leu-Tyr diazomethyl ketone: evidence that cleavage of
p53 by a calpain-like protease is necessary for G1 to S-phase transition; Oncogene, 14: 255-

263
Zimmerman, U. J., Boring, L., Pak, J. H., Mukerjee, N. és Wang, K. K. (2000) The calpain

small subunit gene is essential: its inactivation results in embryonic lethality; IUBMB Life,

50: 63-68

73



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 74. oldal

Zuo, X., Echan, L., Hembach, P., Tang, H. Y., Speicher, K. D., Santoli, D. és Speicher, D. W.
(2001) Towards global analysis of mammalian proteomes using sample prefractionation prior
to narrow pH range two-dimensional gels and using one-dimensional gels for insoluble and

large proteins; Electrophoresis, 22: 1603-1615

74



Bozdky Zoltan: Kalpainok szabalyozasa: az enzim aktivaldsa in vitro és iranyitasa in vivo 75. oldal

Osszefoglalé

A kalpain csaladot intracellularis elhelyezkedésti, kalcium-ionok altal aktivalt neutralis
cisztein-proteazok alkotjak, melyek szubsztratjaikat csak limitaltan hasitjak. Ubikviter és
szovetspecifikus el6éfordulasuak is lehetnek ezek az egy vagy két alegységes fehérjek, melyek
szamos, sejtszintli szabalyozo folyamatban vesznek részt. Ezért nem meglepd, hogy
rendellenes miikodésiik igen sulyos patologias elvaltozasokhoz vezet. Az Alzheimer- és a
Parkinson-kor, az izomdisztrofia, a 2-es tipust cukorbetegség, mind olyan betegségek, ahol
mar megfigyelték a kalpain rendszer hibas miikodését.

Az inaktiv proenzimként keletkez6 kalpaint a kalcium-ionok aktivaljak. Az els6
kalpain rontgenszerkezetek megismerése utan szamos kalcium-kotéhelyet azonositottak a
molekuldban, azonban mind a mai napig nem ismert olyan szerkezet, amiben a kalpaint
kalcium-ionok jelenlétében, aktiv konformacioban kristalyositottak volna. igy nem tudni,
milyen molekularis atrendezddések zajlanak az aktivalodas soran. Még Osszetettebb ez a
probléma, annak ismeretében, hogy a {0, kalciumko6td domének az enzimmolekula ellentétes
oldalan helyezkednek el a katalitikus centrumhoz képest.

Célul tztik ki, hogy iranyitott mutagenezis segitségével kialakitott valtoztatasok
hatasat vizsgalva feltérképezziik az aktivalodas folyamatat. Husz kiilonb6zé mutaciot hoztunk
létre, egy savas aminosavakban gazdag hurok régidban és egy nyujtott konformacioju
szegmensen. A mutans enzimekkel folytatott kisérletek eredményeinek segitségével egy
modellt allitottunk fel, melynek lényege, hogy a hurok régié és a nyujtott lanc egy
funkcionalis egységet alkot az aktivalodas soran. Azonositottunk egy olyan mutanst is, mely a
vad tipust enzimhez képest, mar négy nagysagrenddel alacsonyabb kalcium koncentracional
is eléri aktivitasanak 40%-at.

A kalpain fiziologias folyamatokban betdltott szerepének megismeréséhez
elengedhetetlen a kalpain szubsztratok pontos ismerete. Tobb mint szaz fehérjérdl kimutattak
mar, hogy a kalpain in vitro képes a hasitasukra, am csak kevés esetben igazoltak eddig, hogy
a bontas in vivo is lezajlik. Ezért célul tiiztiik ki egy in vivo kalpain szubsztrat azonositasra
alkalmas technika kifejlesztését. Kétféleképpen kezelt illetve kezeletlen —sejtek
fehérjemintazatat hasonlitottuk Ossze 2D-s géleletroforetikus fehérje szétvalasztds utan.
Kisérleteinkben 11 lehetséges kalpain szubsztratot azonositottunk, melyek koziil négyet
rekombinans médszerekkel torténd eléallitas utan in vitro koriilmények kozott is leteszteltiink,

¢s mind a négy fehérjérdl igazoltuk, hogy valodi szubsztratja a kalpainnak.
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Summary

The family of calpains consists of intracellular, calcium-activated, neutral, cysteine
proteases that cleave their substrates only limited manner. These enzymes are composed of
one or two subunits and are ubiquitous and tissue-specific. Plenty of cellular processes are
regulated by calpains, so abnormal action of these enzymes causes such pathological diseases
as Alzheimer- and Parkinson-diseases, muscular dystrophy or diabetes type 2.

Calpain is syntethised as an inactive proenzyme and is activated by calcium-ions.
After the first X-ray structures of calpain, several calcium binding sites of the molecule were
identified, though untill now there isn’t any structure where a calpain was crystallized in the
presence of calcium-ions. It is not known what kind of molecular rearrangement happens
during the activation. This problem is more complex, if we know that the main calcium
binding domains are located at the opposite side of the enzyme than the catalytic centre.

We aimed to explore the activation process by the affects of site-directed mutagenesis.
Twenty different mutations were developed on an acidic loop region and on an extended
segment. With the interpretation of the experimental results of the mutant enzymes we set up
a model. The substrance of the model is that the loop region and the extended chain together
compose a functional unit during the activation. We identified a mutant that reaches forty
percent of its activity at four-time lower calcium concentration than the wild-type enzyme.

For the recognition of the calpain’s role in physiological processes is crucial to know
the calpain substrates. About more than hundred proteins were reported that calpain can
cleave under in vitro conditions, though only a few of them were verified as in vivo substrates.
We put ourselves an aim to develop a technique to identify in vivo calpain substrates. The
protein patterns of two kinds of treated and of untreated cells were compared after separation
of the proteins by 2D electrophoresis. We identified eleven substrate candidates, from which
four proteins were selected for in vitro testing. We found that each of the four proteins is a

physiological calpain substrate.
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. 2
Fiiggelék
Kalpain # Kalpain gén Egyéb név EF-hand Szovet tipus Fajok Kromoszoma # Genebank #
human 11q13 X04366
Kalpain 1 capnl CAPN1 + ubikviter egér 19 NM_007600
patkany nem ismert NM_019152
) human 1q41 NM_001748
Kalpain 2 capn2 m(-j];a}l;;\?zm, + ubikviter egér nem ismert NM_009794
patkany nem ismert NM_017116
human 15q15.1 X85030
nCL-1, p94, - . NM_007601
. véazizomzat, egér 2 o
Kalpain 3 capn3 (Lp82, Lp85 + szemlencse, retina AF091998
RIES) atkan nem ismert NM_O17117
patkdny s 09636
ubikviter human 11ql4 NM_004055
. . (vastagbélben, .
Kalpain 5 capn5 htra3, nCL-3 vékonybélben, és egér 7 NM_007602
herében magas) patkany nem ismert nem ismert
human Xq28 NM_014289
. CAPNX, -
Kalpain 6 capn6 Calpamodulin - placenta egér X NM_007603
patkany nem ismert AF067793
human 3p24-p25 ABO028639
Kalpain 7 capn7 palBH - ubikviter egér nem ismert NM_009796
patkany nem ismert nem ismert
human 1g41 AA_043093
; ~ gyomor egér nem ismert nem ismert
Kalpain 8 capn8 nCL-2 + nyalkahartya : Diat.
patkany nem ismert D14480
human 1q42 NM_006615
Kalpain 9 capn9 nCL-4 + emésztd traktus egér nem ismert Ug9513
patkany nem ismert Ug9s514
i AF089088,
CAPNIO humédn 24373 AF089090 -96
. APN1 -
Kalpain 10 capnl0 ’ - ubikviter . . NM_011796,
CAPNS egér nem ismert AF089089
patkany nem ismert AF227909
human 6pl2 AJ242832
Kalpain 11 capnll CAPNI11 + here egér nem ismert nem ismert
patkany nem ismert nem ismert
ubikviter human nem ismert nem ismert
Kalpain 12 capnl2 CAPNI12 + (hajtiisz6ben egér 19q13 AJ289241
magas a szintje) patkany nem ismert nem ismert
Kalpain 13 capnl3 CAPNI13 + here/tiid6 human 2p22.2-p22.3 AC068689
Kalpain 14 capnl4 CAPN14 - ubikviter human 2p22.2-p22.3 ACO015980
human 16p13.3 UB5647
Kalpain 15 capnl5 Sol H - ubikviter egér 17A3.3 NMO015830
patkany nem ismert nem ismert
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o human 19q13.1 NM_001749
Kalpau} kis capn-sl vagy CAPN4 ubikviter egér nem ismert NM_009795
alegység 1 cpnsl
patkany nem ismert RNU10861
o human 16 AC026802
Kalpalr} s capn-s2 vagy nem ismert egér nem ismert AK009171
alegység 2 cpns2
patkany nem ismert nem ismert

1. tablazat: Az emlGs kalpain formak
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