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1. Bevezetés

1.1 Fehérjék poszttranszlaciés médositasa

A poszttranszlacios fehérje modositisok (PTM) sordn megvéltoznak a fehérjékben
1évé aminosav oldalldncok kémiai tulajdonsdgai. Ezek a valtozasok a DNS-ben tarolt
genetikai informdcié RNS-re, majd fehérjére torténd atiréddsa utdn jonnek létre és
hozzajarulnak a fehérjék szerkezetének és funkcidjanak sokféleségéhez. A legtobb fehérje
kémiai valtozdsokon megy keresztiil a szintézisét kovetden, mieldtt elnyeri végleges
funkcigjat. A PTM noveli a fehérje formdk szdmat ill. szabdlyozza a fehérjék funkcidjat
azaltal, hogy moddositja aktivitdsukat és sejten beliili elhelyezkedésiiket. A PTM-ok két nagy
csoportba sorolhatéak. Az egyik kategéridba tartozik minden olyan enzim éltal katalizalt
kovalens modositds, amelynek sordn a fehérje egy vagy tobb aminosav oldallancahoz
valamilyen kémiai csoport adddik hozza. Ilyen funkcids csoport lehet példaul az alkil-,
foszfat- ill. glikozilcsoport, de nagyobb egységek (lipidek, szénhidritok) és més prosztetikus
csoportok is kotédhetnek a fehérjékhez. A fehérjeszintézis utan bekovetkezd kovalens
szabdlyozds mdsik nagy csoportjdba sorolhatdéak azok a mechanizmusok, amelyek sordn a

fehérjék peptidkotéseinek irreverzibilis hidrolitikus hasitdsa kovetkezik be.

1.2 Fehérjék foszforilacioja és defoszforilacioja

A fehérjék reverzibilis foszforiliciéja az egyik leggyakoribb PTM, amely mind a
prokariota, mind az eukaridta szervezetekben elofordul. A foszforilacids reakciét a protein
kinazok katalizaljak dgy, hogy az ATP, ritkdbban a GTP gamma-foszfatcsoportjat kapcsoljak
a fehérjék szerin, treonin illetve tirozin oldalldncaihoz. A sejtek altal termelt ATP koriilbeliil
20 %-a hasznalédik fel a reakcid sordn. Az eukaridta fehérjék aminosav oldallancaihoz
kapcsolhaté foszfat nagy része (mintegy 99%) a Ser ill. a Thr aminosav maradékokhoz
kapcsolddik és csupan kis része kotdédik a Tyr oldallincokhoz. A foszforildcié soran az
elektrosztatikus kolcsonhatdsok dtrendezddése kovetkeztében megvaltozhat a fehérjék
konformécidja, amelybdl kifolydlag a funkcidéjuk is moédosulhat. A fehérjék reverzibilis
foszforilicija szerepet jatszik a sejtek energia metabolizmusanak, osztdddsanak,
novekedésének és differencidlédasidnak, mozgdsdnak, valamint anyagcsere folyamatainak
szabdlyozasaban. Ez a PTM csak akkor képes hatékony reguliciés szerepet betolteni,
amennyiben lehetdség nyilik a protein kindzok altal beépitett foszfatcsoport lehasitisara, tehat

ha a folyamat megfordithat6. A foszfatcsoport hidrolitikus eltavolitasat specifikus protein



foszfatizok katalizdljdk. A szabdlyozdst a protein kindzok és protein foszfatdzok
mikodésének Osszhangja teremti meg. Nem meglepd tehat, hogy a szubsztratfehérjék
foszforildltsagi fokat ezen két nagy enzimcsoport aktivitdsa €s az egymdshoz vald viszonya

hatdrozza meg.

1.2.1 A protein foszfatazok csoportositasa

A protein kindzok népes csoportot alkotnak, melynek minden tagja ugyanazon
enzimcsaladba sorolhatd. Ezzel szemben a protein foszfatdzok szdma jéval kevesebb, mégis
tobb csoportba oszthatéak konvergens evolicidjuk kovetkezményeképpen. A foszfatdzok
szubsztrat specificitdsuk, reakciomechanizmusuk és szerkezetilk alapjan osztilyozhatdak.
Egy résziik a fehérjék Ser és Thr oldallancat defoszforilalja, mig masok a fehérjék Tyr
oldallancara specifikusak. Ezek mellett 1éteznek tn. kettds specificitasu foszfatdzok (DSP),
amelyek a fehérjék Ser/Thr és Tyr oldallancairdl egyarant képesek a foszfatot lehasitani. A
Ser/Thr specifikus foszfatizok tovabbi alcsalddokra bonthatéak. Ide sorolhatéak a
foszfoprotein foszfatizok (PPP), a fémion-fiiggd protein foszfatizok (PPM), a haloacid
dehalogendz (HAD) szerti foszfatdzok, valamint az RNS polimerdz II C-termindlis régidjara
specifikus foszfatdzok (SCP). A PPP és PPM kategdridba tartoz6 enzimek kozos jellemzdje,
hogy aktiv centrumukban két fémiont tartalmaznak, amelyek eldsegitik a fehérjék Ser vagy
Thr oldalldncdhoz kapcsolddd foszfitcsoportok hidrolizisét. A PPP alcsalddhoz tartoznak a
PP1, PP2A és a PP2B enzimek, melyek elkiilonitése eredetileg szubsztrat specificitasuk és
hostabil gatl6 fehérjékkel szembeni érzékenységiik alapjan tortént. Ide sorolhatdéak még az uj
tipusu protein foszfatdzok is, amelyek szerkezetiik alapjan atmenetet mutatnak az elébb

emlitett hdrom csoport kdzott.

1.2.2 A protein foszfataz Z (PPZ) jellemzése

Az 4j tipusu enzimek kozott két olyan foszfatazt sikeriilt azonositani, mely csak
gombdkban fordul elé (PPZ és PPG). Ismert, hogy PPZ fehérjét S. cerevisiae-ben a PPZI és
PPZ2, a S. pombe-ben a pzhl, N. crassa-ban a pzl-1, mig a C. albicans-ban a CaPPZI gén
kédolja. A fehérjék harom jdl elkiiloniil6 részre bonthatéak. Az enzim aktivitasaért felelos C-
termindlis katalitikus domén ill. a fehérjék N-termindlis végén elhelyezkedd, kb. 50
aminosavbdl 4llo peptidszakasz, amely a fehérje mirisztildldsdhoz és membrianhoz val6
kotodéséhez sziikséges nagyfoki azonossidgot mutat mindegyik fehérjében. Mivel a
katalitikus domén a PP1 katalitikus alegységéhez is hasonlit, igy a PPZ enzimeket az 1.

tipusu Ser/Thr foszfatdzok kozé soroltak. Az N-termindlis domén tobbi része és a két domént



Osszekotd szakasz viszont nagyon véltozatos. Az eredendden rendezetlen szerkezetii N-
termindlis régid reguldcids szereppel rendelkezik. A S. cerevisiae PPZ protein foszfatdzok
részletes jellemzése mar megtortént. Tudjuk, hogy ozmotikus stressz koriilmények kozott a
PPZ fontos szerepet jatszik a gombasejtek ozmotikus stabilitdsdnak, sejtméretének és
integritdsdnak fenntartdsdban. A sejtfalszintézis, ez 4ltal a sejtintegritds fenntartdsdnak
érdekében a PPZ kolcsonhat a PKC dltal aktivalt mitogén aktivélt protein kindz (MAPK)
ttvonallal. A legijabb eredmények azt bizonyitjak, hogy a PPZ a Trk1/2 K' transzport
szabdlyozéasa révén fejti ki hatdsat. A S. cerevisiae PPZ protein foszfatdzokhoz hasonlé C.
albicans PPZ1 funkcidja eddig még nem ismert, csak annyit tudunk, hogy a diploid
organizmusban a gén egyik vagy mindkét alléljanak kiiitése nem okoz letalitdst. Munkank

soran a C. albicans protein foszfatdz Z1 gént szerettiik volna tanulmanyozni.

1.3 Fehérjék limitalt proteolizise

A fehérjék poszttranszlacids kovalens modositdsdnak masik nagy csoportjdba tartozik
a fehérjék irreverzibilis proteolizise. A folyamatot protedzok katalizdljadk. Amennyiben a
fehérje teljes mértékben aminosavakra bomlik, teljes proteolizisrdl, degradiciordl beszéliink,
ha azonban csak Kkitiintetett helyen/helyeken megy végbe a hasitds, akkor limitalt
proteolizisrdl van sz6. A fehérjék peptidkotéseinek hidrolitikus hasitdsa 1ényeges eleme a
homeosztazis fenntartdsanak, szabdlyozza a fehérje turnover dinamik4jat. Mivel a protedzok
muikodése irreverzibilis folyamat, aktivitdsuk szigord szabdlyozds alatt all. Limitalt
proteolizis kategdridjaba sorolhaté az autokatalitikus hasitds, mely specifikus, jol definialt
peptidkotés/ek mentén megy végbe és a protein prekurzor aktivdlodasdhoz vezet. Az
érdeklodésiink kozéppontjdban 4ll6 papain szupercsaladba tartozd kalpainok is ezzel a
mechanizmussal aktivalédnak, ugyanis Ca**-jel hatdsdra 6nmagukat hasitjak a fehérjék N-

terminalis részén és ezaltal aktivva valnak.

1.3.1 A kalpainok jellemzése

A kalpain Ca’*-aktivalt neutralis, citoplazmatikus cisztein protedz, amely
szubsztratfehérjéin limitalt proteolizist hajt végre. A kalpainok szdmos fajban el6fordulnak.
Eml6ésokben 16, a Drosophila-ban 4 kalpain gén talalhat6. A tipikus kalpainokban a nagy
alegység négy doménbdl all, mig az atipikus kalpainokban ezek a domének mas szerkezetliek
vagy éppen hidnyoznak. Néhdny kalpainrél elmondhaté, hogy heterodimer szerkezettel
rendelkeznek, ahol a nagy és a kis alegység dimert képez, a legtobb kalpain azonban csak

egy nagy alegységbdl all. Az emlds kalpainok legjobban jellemzett tagjai a u- és a m-



kalpainok. Neviiket az aktivdléddsukhoz sziikséges mikromdlos ill. millimélos [Ca®*] alapjan
kaptdk. Heterodimer szerkezetiiek, egy nagy 80 kDa és egy kis 30 kDa nagysédgu alegységbdl
allnak. Ezen emlésokben létfontossdgu protedzok pontos szabdlyozdsa nem ismert, ugyanis
az aktivalédasukhoz sziikséges, fizioldgidsnak nem mondhaté mikro- és millimolaris [Ca2+]
azt sugallja, hogy egyéb tényezdk is kozrejatszanak a kalpainok aktivdldsaban. Ismert, hogy a
foszforildcid, mint poszttranszliciés esemény vagy szabdlyozé anyagok, mint példdul a
foszfolipidek moédosithatjdk a kalpain aktivitasat illetve Ca** érzékenységét. Ezek mellett a
kalpasztatin, mint gatld fehérje és az autolizis is befolydsoljak az aktivitidst. A kalpain
rendszer fiziol6giai funkciéja még nem teljesen koriilirt normdl sejtekben, ennek ellenére
tudjuk, hogy fontos szerepet jatszik a jeldtvitelben, a citoszkeleton szerkezetének
szabdlyozéasaban, a sejtciklusban, az apoptdzisban és a sejtmozgdsban. Szdmos patoldgids
folyamat ismert, amelyek a kalpainok genetikai rendellenességére vagy a megviltozott Ca**-
homeosztazis kovetkeztében 1étrejovo kalpain aktivitds valtozdsra vezethetdek vissza. A
kalpainok részt vehetnek a gyomorrak, 2-es tipust diabetes, az Alzheimer-kor, a katarakta, az

izomdisztréfia, a sclerosis multiplex és a stroke kialakuldsdban.

1.3.2 A kalpain B jellemzése

A Drosophila melanogaster genomjaban négy kalpain gén taldlhat6 (A, B, C és D),
amelyek koziil a kalpain A és B aktiv protedzt kédol, mig a kalpain C és D gén termékei
proteolitikusan inaktiv enzimek. A Drosophila kalpainok nagyfokd hasonlésdgot mutatnak
az emlds m-kalpain nagy, 80 kDa méretii alegységéhez. Ko6zos jellemzdjiik, hogy egyetlen
polipeptid lancbdl allnak. Kis alegységet nem tartalmaznak. A kalpain B egy 104 kDa
nagysagu fehérje. Jellemz6 rd, hogy egy nagyon hosszi, 224 aminosavbél allé N-termindlis 1.
domént hordoz. Ez egy Ca**-fiiggé protedz, a félmaximalis aktivaldsahoz sziikséges [Ca*'] a
millimoldris tartomanyba esik. Aktivaléddsa sordn az N-termindlis vége Ca**-fiiggé médon
lehasad az autoproteolitikus reakcié sordn. A Ca**-kotédésrél megdllapitottdk, hogy olyan
konformécid valtozds sorozatot indit meg a V., kalmodulin-szerti domén feldl a III. domén
savas régidja irdnydba, amely végiil a katalitikus domén Ila és IIb részének zarédasahoz és a
fehérje aktivalédasahoz vezet. A kalpain B aktivalédasahoz tehat elengedhetetleniil fontos a
citoplazma [Ca®*] novekedése. Azonban in vitro koriilmények kozott a félmaximalis
aktivalodasdhoz sziikséges [Ca™] messze van a fiziol6gids tartomanytol. A foszfolipidekrol
(PIP2, PIP, PI) kimutattdk, hogy mind az aktivalédas sebességét, mind a maximalis aktivitast
kis mértékben megnovelték. Ugyanakkor a fehérje Ca2+—érzékenységét csak kis mértékben

csokkentették. A foszforildcidt, mint mdsik lehetséges Ca2+—igény csokkentd tényezot



Drosophila kalpainok esetében még nem frtak le. Tekintettel arra, hogy az emlés m-kalpain
foszforildlhatésagdt mér igazoltdk és bizonyitottdk, hogy ez a posztszintetikus moddositds
befolydsolja a proteolitikus enzim aktivitasat, lehetséges, hogy a Drosophila kalpain B is

szabdlyozhat6 foszforilacidval.

2. Célkitiizések

Munkank sordn két kérdésre kerestiink valaszt és az aldbbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

A Drosophila kalpain B foszforilaciojanak vizsgalata

Kérdés: Foszforildlhaté-e a Drosophila kalpain B és ha igen, ennek milyen hatdsa van az

aktivitasara?

Célkituzések:

1. Rekombindns kalpain B foszforildldsa in vitro koriilmények kozott protein kindz A
(PKA), extracellularis jel-reguldlt protein kindz 1 és 2 (ERK1 és ERK?2) enzimekkel

A foszforil4cid sztochiometridjanak meghatdrozasa

A foszforilacids hely(ek) azonositidsa tomegspektrometriai médszerekkel

Az in vitro foszforilacié hatasa az enzim mukodésére

A

Az in vivo foszforilaci6 igazolasa

A Candida albicans protein foszfataz Z.1 gén polimorfizmusanak vizsgalata

Kérdés: Milyen a C. albicans PPZI génjének szerkezete? Kimutathaté-e a gén

polimorfizmusa, €s ha igen, felhasznalhat6-e diagnosztikai célokra?

Célkitlizések:

1. A C. albicans PPZI gén azonositasa

2. Kulonbozé C. albicans torzsekbdl szarmazé PPZI gének szekvencidjanak
meghatdrozasa

3. A genetikai polimorfizmus elemzése, szerkezeti vonatkozasainak felderitése

4. A polimorfizmus felhaszndlasa klinikai C. albicans mintdk jellemzésére



3. Anyagok és mddszerek

3.1 Anyagok

A kisérletekben felhasznalt vegyszerek tobbségét a Sigma-Aldrich cégtdl szereztiik be.
A S. cerevisiae PPZI cDNS-t tartalmazé pSP72 vektort Prof. Joaquin Arifio-t6] (Barcelonai
Autonom Egyetem, Barcelona, Spanyolorszag); a rekombindns vad tipusd, inaktiv és mutdns
kalpain B enzimeket ill. a MAP2c fehérjét Dr. Alexa Anitat6l (MTA, SZBK, Enzimoldgiai
Intézet, Budapest); a kalpain B ellen nytlban termeltetett szérumot Prof. Erdei Annatdl
(ELTE, Budapest) kaptuk. A vektorspecifikus primereket (SP6 és a T7) a DNS szekvenél6
laborok (MTA SZBK és BIOMI Kft) biztositottdk; a CaPPZI génspecifikus oligonukleotid
primereket az Integrated DNA Technologies Incorporation-tdl szereztilk be. A klinikai
izolatumokbdl szdrmazdé Candida albicans torzsek a DEOEC Orvosi Mikrobioldgiai
Intézetébdl szarmaztak. A Candida albicans referencia torzseket az ATCC-t0l, az Escherichia
coli DH5a torzset a Novagen-t6l, a Drosophila Schneider S2 sejtvonalat az Invitrogen cégtdl

vasaroltuk.

3.2 Médszerek
3.2.1 Tenyésztési eljarasok

A Candida albicans referencia és klinikai torzsek tenyésztése folyékony Sabouraud
tapoldatban tortént. Az ATCC 10231 teszt torzs higitott tenyészetéb6l mikromanipulatorral
kiilonallé gombasejteket izoldltunk €s egyetlen sejtbdl szubkultirdkat novesztettiink fel. A C.
albicans torzsek azonositisit CHROMagar Candida teszt, API ID32C panel és Micronaut-
Candida rendszer felhaszndlasaval végeztiik.

A Drosophila Schneider S2 sejteket L-glutaminnal kiegészitett rovar tapoldatban

tenyésztettiik, amely FBS-t ill. penicillin/streptomicin-t tartalmazott.

3.2.2 Nukleinsav vizsgdlé modszerek
Genomi DNS izoldldsa és ellendrzése

A genomi DNS-t a tomény gombaszuszpenzidbdl fenol-kloroformos moédszerrel
izolaltuk. A DNS koncentraciét a 260 nm-en mért fényelnyelés alapjin, a DNS tisztasdgit az
OD»60/ODygp arany alapjan hataroztuk meg, ill. agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik 1 %-

os gélben.



Polimerdz ldncreakcio és klonozds

Az NCBI adatbéazisdban taldlhaté C. albicans protein foszfatdz Z gén szekvencidja
alapjan oligonukleotid primereket terveztiink. A gén kb. 2,7 kbp nagysdgi szakaszit Long
PCR polimerdz enzimkeverékkel, a CaPPZI gén hipervaridbilis régidjat Pfu polimerdzzal
amplifikdltuk. Az PCR termékeket agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik.

A PCR termékeket kdzvetlen szekvendldshoz Microcon YM-100 oszlop segitségével
tisztitottuk. A Pfu polimerdzzal eldallitott tompa véggel rendelkezd6 PCR termékek
klénozasahoz sziikséges volt egy tilnyulé A-vég kialakitisa. A pGEM-T Easy vektorba
ligalast T4 DNS ligdzzal végeztikk. E. coli DH5a kompetens sejteket allitottunk eld és
transzforméltunk. A beépiilt DNS szakaszt tartalmazé plazmidot plazmid izoldl6 kit
segitségével izolaltuk. A beépiilt DNS méretét a plazmid EcoRI restrikcids enzimmel torténd

emésztését kovetden agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

DNS szekvendlds
A DNS szekvendlast az MTA SZBK Szegedi Bioldgiai Kutaté Kozpont DNS
Szekvendl6é Laboratériumdban illetve G6dollon a BIOMI Kft-nél vektorspecifikus T7 és SP6

primerek, illetve foszfatidz-specifikus primerek felhasznaldsaval végezték.

RFLP analizis
A CaPPZl gén hipervaridbilis régidjanak felszaporitisakor keletkezett PCR
termékeket kozvetleniill emésztettik Accl, Alul, és Ddel enzimek kombinicidjaval. A

fragmentek méretét 5 % SDS-PAGE-sel ellendriztiik.

3.2.3 Fehérje vizsgalé moédszerek
A fehérje mintdk méretét és tisztasagat SDS-PAGE-sel ellendriztiik fehérje standard

segitségével. A fehérje koncentracié mérését Bradford szerint végeztiik.

Fehérje foszforildacio

Rekombinéns vad tipusd, inaktiv €s mutans kalpain B fehérjék in vitro foszforilaciéjat
PKA, ERK1, ERK2 enzimekkel végeztiik. Radioaktiv foszforildcié esetében [y °P] ATP-t is
tartalmazott a reakcidkozeg. A beépiilt radioaktivitist Cserenkov sugirzds mérésével
hatdroztuk meg. A 2p beépiilést SDS-PAGE utdn autoradiografidval detektaltuk. A nem

radioaktiv foszforilalasi reakciok utan a mintakat MS analizisre kiildtiik.



Kalpain B in vivo foszforildcidja sordn az S2 sejteket 100 %-os konfluencidig
novesztettiilk. A PKA ttvonal stimuldldsa érdekében a sejteket forskolin-nal, az ERK titvonal
aktivilasdhoz EGF-fel kezeltik. Mindkét esetben calyculin-A-val gétoltuk a fehérje
defoszforildcidjat. A kezelések utdn a kezelt és a kezeletlen sejteket lizdltuk, majd a

centrifugdlds utdn kapott feliiliszékat immunprecipitacids kisérletekhez hasznaltuk.

Immunprecipitdcio

A kalpain B in vivo foszforilici6jat immunprecipiticioval mutattuk ki. A nem
specifikus kotddések elkeriilése végett az S2 sejtek kezelése, majd feltdrdsa utdn kapott
feliildszot Protein A-Sepharose-zal eldtisztitottuk. Ezzel parhuzamosan Protein A-Sepharose-t
inkubdltunk anti-kalpain B antitesttel lizis pufferben, majd az eldtisztitott lizatumot anti-
kalpain B ellenanyaggal 6sszekapcsolt Protein A-Sepharose-zal kevertettiik. A gyantat lizis
pufferrel mostuk, majd SDS-mintapufferrel foztilk. A mintdk egy részét Western blottal

analizaltuk, masik részét MS vizsgdlatokra kiildtiik.

Tomegspektrometria

A foszforilaci6 alkalmaval ill. az immunprecipitacids kisérletek sordn kapott mintdkat
SDS-PAGE-sel vilasztottuk el, majd a 104 kDa méretii kalpain savokat kivagtuk. A mintdkat
MS analizisét a DE OEC Proteomika Laboratériuma ill. az MTA SZBK Tomegspektrometriai

Laboratériuma végezte. A foszfopeptid fragmenteket LC-MS/MS segitségével azonositottak.

Kalpain B aktivitdsmérés

Aktivitdisméréshez a kalpain B fehérjéket PKA-val, ERK 1 és ERK2 enzimekkel
foszforilaltuk ill. kontroll (nem foszforilalt) mintdk eldallitisa végett a fehérjéket azonos
koriilmények kozott inkubaltuk kindz hozzdadasa nélkill. A mintdk gélsziirését kovetden
harom kiilonb6z6 moddszerrel hatdroztuk meg a kalpain prepardtumok autoproteolitikus
aktivalodasat és aktivitasat: fluorimetridsan, fluoreszcens szubsztrat felhasznalasaval; SDS-

PAGE mddszerrel, MAP2c szubsztrat alkalmazasaval ill. autolizis alapjan.

3.2.4 Adatok elemzése, kiértékelése

A DNS amplifikdcidhoz és a szekvendldshoz felhaszndlt primereket a pDraw32
programmal terveztiik. A restrikciés helyek josldsa szintén ezen szoftverrel tortént. A DNS és
fehérje szekvencia adatok dsszehasonlitdsat a ClustalW?2 szoftver segitségével végeztiik el. A

filogenetikai - és szekvencia analizist a MEGA 4.1 szoftver alkalmazasdval készitettiik. A
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Drosophila kalpain B foszforilacids helyeit a Motif Scan programmal, szerkezetét az [UPred
szerverrel analizdltuk. Az enzimkinetikai adatok matematikai modellezését Dr. Takdcs Géabor
(ELTE, Elméleti Fizikai Tanszék) végezte. A C. albicans PPZ1 fehérje Kkatalitikus
doménjének homolég modellét Dr. Bagossi Péter (DE OEC Biokémia és Molekularis
Bioldgiai Intézet); a Drosophila kalpain B homolég modellét Dr. Bozoky Zoltin (MTA
SZBK Enzimoldgiai Intézet) készitette. Az eredmények 4tlagdnak ill. szdérdsdnak

meghatdrozdsdhoz az Excel szoftvert (Microsoft Corporation) hasznaltuk.

11



4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1 A Drosophila melanogaster kalpain B szabalyozasa foszforilacioval
4.1.1 Rekombindns kalpain B in vitro foszforildcioja

A Drosophila kalpainok foszforilacidja kordbban nem volt ismert. Ezért munkéank
kezdetén elvégeztik a Drosophila kalpain B elsddleges szerkezetének bioinformatikai
analizisét, mely alapjan o6t PKA és szamos ERK foszforiliciés hely jelenléte
valészintsithetd. A szerkezeti josldsok bizonyitdsa érdekében elvégeztiik a rekombindns
kalpain B fehérje in vitro foszforiliciéjat PKA, ERKI és ERK2 enzimekkel, [y °P]ATP
felhasznalasaval. A reakcidk soran a PKA 0,20 £ 0,09 (n=5), az ERK1 0,62 £ 0,27 (n=6), az
ERK?2 0,73 = 0,17 (n=7) mdl foszfitot épitett be 1 mol rekombindns kalpain B fehérjébe. A
foszforilacids hely(ek) azonositdsa érdekében [f *P]ATP helyett nem radioaktiv ATP-t
hasznéltunk a kalpain B foszforildcidja sordn. A mintdkat MS vizsgdlatokra kiildtik. A
foszfopeptid fragmentek analizise sordn kideriilt, hogy a vad tipusi kalpain B fehérjében a
PKA a Ser240 és Ser845, mig az ERKI/ERK2 enzimek Thr747 aminosav oldalldncot

foszforilaljak.

4.1.2 A kalpain B foszforildcios helyeinek lokalizdcioja

A Drosophila kalpain B 3D-s szerkezete még nem ismert. gy a human m-kalpaint
hasznéltuk fel homoldgia modellezéshez és igy hatdroztuk meg a foszforilacidés helyek
lokaliz4cigjat. Ennek alapjan a Ser845 PKA hely a IV. domén méasodik EF-kéz motivumaban
helyezkedik el. Ez idedlis kornyezetet biztosit a PKA szdmara. A masik PKA hely, a Ser240
az I. domén végén taldlhatd, az aktivicids hasito hely kozelében. Ezt a PKA szdmara kevésbé
kedvelt kornyezetben 1évo oldallincot masodlagos PKA helynek tekintettiik. Az ERK1/
ERK?2 foszforilacios helyként azonositott Thr747 a III. és a IV. domén kozott elhelyezkedd
un. transzducer régidban taldlhato, amelynek kulcsszerepe van az aktivdlédasban, ugyanis
ezen keresztiil terjed a Ca**-jel a IV. Ca**-k6té6 doménrdl a II. katalitikus domén felé. A
homolégia modell alapjdn megéllapithatd, hogy a PKA és ERKI1/ERK2 enzimek altal
foszforildlt aminosavak a molekula olyan régidéiban foglalnak helyet, melyek szerepet

jatszhatnak az enzim aktivitdsdnak és aktivdldddsdnak szabalyozasdban.
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4.1.3 A foszforildcio hatdsa az enzim aktivitdsdra és aktivdloddsdra

Hérom kiilonb6z0 modszert hasznéltunk annak kideritésére, hogy a foszforilaci
miként befolydsolja az enzim aktivdlédasat és aktivitdsat. El0szor az aktivitdst hatdroztuk
meg nagy [Ca™] mellett fluoreszcens dipeptid szubsztrattal (LY-AMC). A kinetikai gorbék
elemzése sordn azt taldltuk, hogy a foszforillt formak gyorsabban aktivdlédnak és nagyobb
aktivitdst mutatnak, mint a nem foszforildlt formdk. A legnagyobb hatdst az ERK2 esetében
kaptuk, ami valdszintileg a magasabb foszforilacids szinttel magyarazhat6. Ismeretes, hogy a
MAP2c (mikrotubulushoz asszocidlt fehérje 2c) jO szubsztratja a kalpainnak, ezért
kisérleteink sordn MAP2c-t emésztettiink alacsonyabb [Ca**]-ndl. SDS-PAGE segitségével
kovettitk a 62 kDa méretli MAP2c sav eltiinését. Megallapitottuk, hogy a foszforildlt enzim
gyorsabban emészti a szubsztratot, tehat aktivabb, mint a nem foszforilalt enzim. Azt
tapasztaltuk, hogy minél kisebb a [Ca®*], anndl jobban érvényesiil a PKA foszforilicié
aktivitast noveld hatdsa. Ezzel a moddszerrel a kalpain B gyors aktivdloddsat nem tudtuk
kovetni. Az autolizis vizsgilatdra tervezett kisérlet sordn a nativ 104 kDa méretli kalpain B
sav eltiinését kisértiik figyelemmel az id6 fiiggvényében. Bar a foszforilacié hatdsa csupan
kismértéki volt az enzim aktivaléddsara, a foszforildlt kalpain B lathatéan gyorsabban
aktivalodott, mint a nem foszforildlt enzim. Tehdt bizonyitottuk, hogy a foszforil4cié

egyardnt noveli a kalpain B aktivdléddsdnak sebességét és az enzim maximadlis aktivit4sat.

4.1.4 Foszforildciot imitdlo mutdciok hatdsa a kalpain B aktivitdsdra és aktivdloddsdra
Elvégeztiik az aktivitisméréseket foszforilacids hely mutdnsokkal (T747E és S845E)
is, amelyekben a pontmutdcidval kialakitott Glu negativ oldallanca imitédlta a foszforilacid
hatdsat. A fluorimetrids mérések alapjan megallapitottuk, hogy a muticié tobbféle modon is
befolyasolta a fehérje miikodését. Egyrészt novelte a kalpain B Ca**-érzékenységét, illetve a
reakciésebességét. Ez az aktivitasnovekedés nagyobb volt alacsony [Ca®*]-ndl. Kimutattuk,
hogy a vad tipusii enzimhez képest a mutdnsok alacsonyabb [Ca®*]-ndl aktivalédnak, tovabba
kevésbé érzékenyek a [Ca®*] véltozdsira. Megéllapitottuk, hogy a mutdciék aktivdlédds
novekedést okoztak a vad tipushoz képest. Annak ellenére, hogy a foszforilicié és a
pontmutécié nem teljesen egyenértékii, a muticiés kisérletek megerdsitették a foszforilacios

kisérletek eredményeit.

4.1.5 Kalpain B in vivo foszforildcidja
A kalpain B foszforilacidjat Drosophila S2 sejtvonalon is megvizsgaltuk, hogy

feltdrjuk az in vitro eredményeink lehetséges fizioldgiai jelentdségét. A sejteket kindz
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aktivatorokkal kezeltilkk, majd az immunprecipiticié €s SDS-PAGE utin izolalt kalpain B
fehérjét MS analizisnek vetettiikk ald. Megéllapitottdk, hogy a MAP kindz/ERK ttvonalat
aktivdlo EGF kezelés hatdsdra a S2 sejtekben a fehérje transzducer régidjdban taldlhatd
Thr747 illetve az 1. doménben elhelyezkedd Ser240 oldalldnc foszforildlédott. Az utdbbi
foszforildcidjdra nem szadmitottunk, féleg azért, mert a PKA jeldtviteli utvonalat aktivald
forskolin-kezelés utdn nem volt kimutathat6 ezen hely foszforildcidja. Valdszintileg az EGF-
kezelés hatdsira az EGF-indukdlt Ca**-bedramlds kovetkeztében a CaMKII kindz
aktivalodott és foszforildlta a Ser240-et. Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy ERKI1/2
enzimek in vitro és in vivo korilmények kozott is foszforildljadk a Thr747 oldalldncot,

amelyrdl kordbban igazoltuk, hogy szerepet jatszik az enzim aktivalasaban és aktivitdsaban.

4.2 A Candida albicans protein foszfataz 7.1 gén polimorfizmusanak vizsgalata
4.2.1 A C. albicans PPZ gén azonositdsa Southern hibridizdcioval

Az irodalmi adatok és NCBI adatbdzisdban szerepld informdci6 alapjan a C. albicans-
ban a protein foszfatiz Z-t kédolé gén egy képidban fordul eld. Southern hibridizacids
kisérleteink megerdsitették, hogy a C. albicans-ban egyetlen PPZI gén van, amelyet

CaPPZI-nek neveztiunk el.

4.2.2 A CaPPZI gén polimorfizmusa

A CaPPZI] gén szekvencidja alapjan tervezett oligonukleotid primerek és a C.
albicans torzsekbdl izolalt genomi DNS felhaszndldsaval PCR segitségével amplifikaltuk,
majd klonoztuk és szekvenaltattuk a gént tartalmazé kb. 2,7 kbp hosszisdgi genomi DNS
szakaszt. A DNS szekvencidk analizise sordn megfigyeltiink, hogy a szekvencidk tobb
ponton is eltértek egymastol és az adatbazisban 1évo szekvencidktol. Kiilonbségeket kaptunk
akkor is, amikor egy adott torzsbol szarmazé klénok szekvencidit elemeztiik. Ezért az ATCC
10231 referencia torzsbol kiilonalld C. albicans sejteket izolaltunk és egyetlen sejtbol
noveltiink fel szubkultirdkat, melyekbdl a klonozds utin nyert szekvencia részleteket
egyértelmiien két csoportba tudtuk osztani. Igazoltuk tehdt, hogy a vizsgdlt diploid torzs
heterozigéta a CaPPZI génre nézve és a kimutatott két 4j allélt a CaPPZI-2 és CaPPZI-3
jelzovel lattuk el. Az adatbazisban taldlhaté Ca019.726 szekvencianak a CaPPZI-1 allél
nevet adtuk. Ezutin egy klinikai mintdban sikeriilt a gén djabb, negyedik alléljat
azonositanunk, amelyet CaPPZI-4-nek neveztiink el. Kisérleteink sordn bebizonyosodott,
hogy a kontroll torzsben kimutatott szekvencia varidcidk a klinikai gyakorlatbdl szdrmazd

mintdkban is el6fordulnak. Megdllapitottuk, hogy az eltérések (nukleotidcsere, inzercid,
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delécid) a gén kddold és nemkodold régidiban is eldfordulnak. A legnagyobb variabilitast a

CaPPZ] gén 3’-nemkddolé régidja mutatta.

4.2.3 A genetikai polimorfizmus szerkezeti vonatkozdsai

A CaPPZI gén kédol6 régidjaban taldlhaté nukleotid eltérések kovetkeztében kilenc
aminosavcsere jott 1étre a PPZ1 fehérjék elsddleges szerkezetében. A PPZ rendezetlen N-
termindlis regulaciés doménjérél nem all rendelkezésiinkre 3D-s szerkezet, igy nem tudjuk
megjésolni a polimorfizmus hatdsat. Viszont a nydl vazizom PP1 katalitikus alegység atomi
koordindtdi alapjdn homoldgia modellezéssel sikeriilt megjdsolni a fehérje C-termindlis
katalitikus doménjének szerkezetét. Ennek segitségével arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a katalitikus centrumhoz kozel helyezkedd Asp261Asn aminosavcsere befolydsolhatja
az enzim aktivitdsat, az enzim szerkezetét biztosité B-redok teriiletén taldlhatéo Cys337Arg
véaltdas modosithatja az enzim stabilitisidt, mig a fehérje felszinén 1évé Gly333Glu csere
minden bizonnyal nincs hatdssal a foszfatdz miikodésére. Ezen kiviil tobb kiilonbség taldlhatd
a gén nemkodold régidiban is, azonban ezen eltérések jelentdségét nem ismerjiik.
Mindenesetre megdallapithatd, hogy a C. albicans torzsek heterozigdtasiga, az
allélkombindciok és sporadikus pontmuticiok okozta mikrovariabilitds fokozza az

opportunista patogén gomba génkészletének sokoldalisigat.

4.2.4 Klinikai C. albicans izoldtumok genotipizdldsa

A CaPPZl gén polimorfizmusdnak vizsgilata alapjan azt taldltuk, hogy a
hipervaridbilis régidban taldlhat6 jellegzetes szekvencia eltérések elemzése alkalmas lehet C.
albicans klinikai izolatumok genotipizdlasara. Feltevésiink igazolasa érdekében a DEOEC
Orvosi Mikrobioldgiai Intézetének Candida gylijteményébol véletlenszertien kivélasztottunk
14 db szisztémdas candidiasis-ban szenvedd betegb6l szarmazd C. albicans izoldtumot. A
DNS szekvendlds eredményét RFLP analizissel erdsitettik meg. A tipikus szekvencia
motivumok alapjan olyan restrikciés enzimeket valasztottunk, melyek az egyes allélokra
nézve szekvenciaspecifikusak voltak. A DNS szekvendlds és az RFLP segitségével azt
kaptuk, hogy mindossze 6t CaPPZ1 allélkombinicié fordul elé az altalunk vizsgalt C.
albicans torzsekben. Két paciensnél nem egyezett a vérbdl €s a fertdézés helyérdl szarmazo
izoldtum genotipusa, ami minden valészinlis€ég szerint nozokomidlis fert6zéssel
magyarazhatd. A munkank bebizonyitotta, hogy a CaPPZI gén 3’-nemkd6dold hipervaridbilis
régidjanak polimorfizmusa jo eszkoz lehet klinikai izoldtumok genotipizaldséra és a fert6zés

eredetének azonositasara.
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5. Osszefoglalas

A sejtek intracellularis jelatviteli folyamatainak szabdlyozdsa enzimrendszerek bonyolult
kolcsonhatésa révén valsul meg. Erdekes 6sszefonéddst lehet megfigyelni a proteolitikus és a protein
kinaz/foszfataz rendszerek kozott. A kalpainok ugyanis irreverzilibilis limitalt proteolizis révén, mig a
protein kindzok és foszfatizok reverzibilis foszforilacidval szabdlyozzdk célfehérjéiket, ezéltal 4j

funkcionalis dllapotba hozva azokat.

Munkénk els6 felében megvizsgéltuk a Drosophila melanogaster kalpain B foszforilaciojat.
Az elbzetesen josolt potencidlis foszforilacids helyek jelenlétét in vitro kisérletekkel bizonyitottuk. Azt
kaptuk, hogy a rekombinans kalpain B foszforildlhaté PKA, illetve ERK1 és ERK2 kinazokkal.
Tomegspektrometrids mddszerekkel azonositottuk, hogy a PKA a Ser240 és a Ser845, az ERK1/2
enzimek pedig a Thr747 oldalldncot foszforildljak. Ezt kovetden harom kiilonboz6 médszerrel mértiik
a foszforilacié hatasat az enzim miikodésére. Megéllapitottuk, hogy a foszforilacié novelte a kalpain
autoproteolitikus aktivalédasat és aktivitdsat. A kinaz kezelés az enzim Ca**-érzékenységét is fokozta.
Foszforilaciés hely mutdnsokkal (Thr747Glu és Ser845Glu) elvégzett kisérleteink megerdsitették a
fenti eredményeinket. In vivo foszforilaciés kisérletekkel igazoltuk a Thr747 foszforilaciéjat EGF-fel
stimuldlt Drosophila S2 sejteken. Eredményeink azt sugalljak, hogy az extracelluléris jel hatdsira
aktivalod6 ERK ttvonal az ecetmuslica kalpain B foszforilaciéjat és aktivalédasat eredményezi.
Kimutattuk még, hogy EGF-kezelés hatdsdra a Ser240 is foszforilalédik in vivo, amely azonban
feltehetden nem a PKA, hanem a CaMKII mtkodésével magyardzhaté. Eredményeink azt igazoljk,

hogy a kalpain B proteolitikus aktivitdsa foszforiladcidval/defoszforilacidval szabdlyozhato.

Munkank masodik részében a Candida albicans jeléatviteli folyamatdban jelentOs szerepet
jatsz6 protein foszfatdz Z gént tanulmanyoztuk. Az irodalmi adatokkal 0sszhangban Southern blot
kisérlettel igazoltuk, hogy a C. albicans-ban egyetlen PPZ gén taldlhat6, amelyet CaPPZI-nek
neveztiink el. Az ATCC 10231 teszttorzsbdl szdrmazé CaPPZI klénozésa és szekvendldsa utdn deriilt
fény a gén polimorfizmusara, illetve a torzs heterozigéta természetére. Klinikai és referencia
torzseken végzett vizsgalataink sordn a CaPPZI gén négy kiilonbozo alléljat ismertiik fel. A CaPPZI
gén 3’-nemkddoléd régidja kiilonosen nagyfokd variabilitdst mutatott. Kisérleteink sordn
szekvendltattuk ezt a génszakaszt és azt tapasztaltuk, hogy a 27 klinikai és referencia torzsbol
szarmazd hipervariabilis régié mindegyike besorolhatd volt a korabban azonositott allélok valamelyik
csoportjdba. A DNS szekvendlds eredményeit RFLP analizissel is aldtamasztottuk. Osszesen ot
CaPPZ] allélkombinéciét mutattunk ki a kiilonb6zd C. albicans torzsekben. Tovabbi pontmutacidkat
is detektaltunk, amelyek novelik a patogén gomba genetikai sokféleségét. Eredményeink alapjan a
CaPPZI gén hipervariabilis régiéja alkalmas lehet klinikai mintdkbol szarmazd C. albicans

izolatumok genotipizéldséra és a fertdzés eredetének felderitésére.
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