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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATCC - American Type Culture Collection

BSA - borju szérum albumin

bp - bazispar

CaMKII - kalcium/kalmodulin-fiiggd protein kinaz II
¢DNS - komplementer DNS

cpm - beiités per perc (counts per minute)

dNTP - dezoxi-nukleozid-trifoszfat

DEAE - dietil-amino-etil csoport

DTT - ditio-treitol

EGF - epidermalis névekedési faktor

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA - etilén-glikol-bisz-(2-amino-metil-éter)-tetraccetsav
ERK - extracellularis jel-regulalt protein kinaz

FBS - fotalis borjuszérum

IPTG - izopropil-B-D-tio-galaktopiranozid

LC-MS - folyadékkromatografia- tomegspektrometria
LY-AMC - N-szukcinil-Leu-Tyr-7-amino-4-metil-kumarin
MAP2c - mikrotubulushoz asszocialt fehérje, 2¢ forma
OD - optikai denzitas

PBS - foszfattal pufferolt séoldat (phosphate buffered saline)
PBST - PBS + 0,01 % Tween

PKA - cAMP-fiiggd protein kinaz, protein kindz A
PMSF - fenil-metil-szulfonil-fluorid

PPZ - protein foszfataz Z

RFLP - restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

rpm - percenkénti fordulatszam

SDS - natrium-dodecil-szulfat

PAGE - poliakrilamid gélelektroforézis

SOC - SOB (Super Optimal Broth) + 20 mM gliikoz
SSC - natrium-klorid, natrium-citrat puffer oldat

St - standard

TCA - triklér-ecetsav

Tris - tris-(hidroxi-metil)-amino-metan

X-gal - 5-brém-4-klor-3-indol-p-D-galaktozid



3. BEVEZETES

3.1 Fehérjék poszttranszlacios modositasa

A poszttranszlacios fehérje moddositdsok (PTM) olyan reakciok, amelyek soran
megvaltoznak a fehérjékben 1évé aminosav oldallancok kémiai tulajdonségai. A modositasok
a DNS-ben tarolt genetikai informaci6 RNS-re, majd fehérjére torténd atirédasa utan jonnek
1étre és hozzdjarulnak a fehérjék szerkezetének és funkcidjanak sokféleségéhez. A Human
Genom Projekt legtjabb adatai alapjan a human gének becsiilt szdma 21000, a fehérjék szadma
mégis 300000 €s 3000000 kozé teheté (Walsh, 2005). Ahhoz, hogy a fehérjék szama tobb
nagysagrenddel nagyobb legyen, mint amennyi a genomban kdodolva van, mind az elsddleges
mRNS alternativ szerkesztési mechanizmusa, mind a fehérjék poszttranszlaciés modositasa
hozzajarul.

A legtobb fehérje kémiai valtozasokon megy keresztiil a szintézisét kovetden, mielott
elnyeri végleges funkciojat. A PTM noveli a fehérjék izoformainak a szamat, emellett olyan
konforméciok kialakulasat teszi lehetdéve, amely kedvez mas fehérjék felismerésének, illetve
kiilonbozd kolcsonhatasok kialakitdsanak. A mddositds képes szabdlyozni a fehérjék
funkciojat azaltal, hogy megvaltoztatja a fehérjék aktivacios allapotat és sejten beliili
elhelyezkedését.

A poszttranszlacios modositasokat két nagy csoportba sorolhatjuk. Az egyik
kategoriaba tartozik minden olyan enzim altal katalizalt kovalens modositas, amelynek soran
a fehérje egy vagy tobb aminosav oldallancdhoz valamilyen kémiai csoport adodik hozza.
Ilyen biokémiai funkcios csoport lehet példaul az alkil, acetil, foszfat, glikozil csoport vagy
éppen kiilonbo6zd lipidek és szénhidratok.

A fehérjeszintézis utan bekovetkezd kovalens szabalyozdsok masik nagy csoportjaba
sorolhatdak azok a mechanizmusok, amelyek sordn a fehérjék peptidkotéseinek hidrolitikus
hasitasa kovetkezik be protedzok vagy autokatalitikus hasitas révén.

Elmondhaté tehat, hogy a poszttranszlacids mddositasok kdzponti szerepet jatszanak a
fehérjék heterogenitasanak kialakitasaban és hozzajarulnak ahhoz, hogy ugyanazon fehérjék

kiilonbo6z6 sejttipusokban kiilonbozo feladatokat tudjanak ellatni.



3.2 Fehérje foszforilacio és defoszforilacio

A fehérjék reverzibilis foszforilacidja az egyik leggyakoribb poszttranszlacios
szabalyozd mechanizmus, amely mind a prokaridta (Cozzone, 1988), mind az eukaridta
(Chang ¢és Stewart, 1998) szervezetekben eldfordul. A foszforilaciés reakciot a protein
kindzok katalizaljak, a foszforildonor ATP, ritkdbban a GTP gamma-foszfatjat kapcsoljak a
fehérjék szerin, treonin illetve tirozin oldallancaihoz. A sejtek altal termelt ATP koriilbeliil 20
%-a hasznalédik fel a reakcid sordan. Az eukaridta fehérjék aminosav oldallancaihoz
kapcsolhat6 foszfat nagy része, mintegy 99%-a Ser illetve Thr és csupan kis része, kevesebb
mint 1%-a kapcsolddik Tyr oldallancokhoz (Ingebritsen és Cohen, 1983). A protein kindzok
Osszessége a kinom, és becslések szerint a kinazok tobb mint 500 képviseldje talalhatdo meg a
human kinomban (Manning €s mtsai, 2002).

A foszforilacio soran az elektrosztatikus kolesonhatasok kovetkeztében megvaltozik a
fehérjék konformacidja, amelybdl kifolyolag a funkcidjuk is mddosulhat. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a fehérjék aktivalodasa é&s gatldsa is bekovetkezhet ezen
poszttranszlacids modositas eredményeképpen. Ismeretes, hogy a foszfatcsoport kapcsolodasa
utan a fehérje alegységein belill kialakulé kapcsolatok miatt allosztérikus konformécio
valtozas jon létre a glikogén foszforilaz enzim mindkét alegységében, aminek hatdsara
megtorténik a fehérje allosztérikus aktivacidja (Barford és mtsai, 1991; Johnson és Lewis,
2001). Ezzel ellentétes, amikor a foszforilacié soran a citrat ciklusban szerepet jatszo izocitrat
dehidrogenaz inaktivacioja kovetkezik be a fehérje aktiv helyének kozvetlen gatlasa révén
(Dean és Koshland, 1990).

A fehérjék reverzibilis foszforilacidja szerepet jatszik a sejtek energia
metabolizmusanak, a sejtek osztodasanak, novekedésének és differencidlodasanak,
mozgasanak, valamint anyagcsere folyamatainak szabalyozasdban. Ez a poszttranszlacids
modositas ugyanakkor csak akkor képes regulacios szerepet betdlteni a sejtek életében,
amennyiben lehetoség nyilik a protein kindzok altal beépitett foszfat csoport lehasitisara,
tehat ha a folyamat megfordithatdo. A foszfatcsoport hidrolitikus eltavolitasat protein

foszfatazok katalizaljak (1. abra).
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1. dbra. A fehérje foszforildacio és defoszforildacio mechanizmusa

A human genom kozel 150 foszfatazt kddol (Jackson és Denu, 2001). Ahhoz, hogy a
foszforilacié megfeleloképpen tudja biztositani a fehérjék szabalyozasat, a protein kindzok
¢s protein foszfatdzok milkodésének Osszhangban kell lennie, egyébként a fehérje tul-
vagy éppen alul foszforilalt allapotba keriilhet, ami a funkcidjanak elvesztéséhez vezetne.
Nem meglepd tehat, hogy a szubsztrat fehérjék foszforilaltsagi fokat ezen két nagy

enzimcsoport aktivitasanak az egymashoz vald viszonya hatarozza meg (Hunter, 1995).

3.2.1 A protein foszfatazok csoportositasa

A protein kindzok népes csoportot alkotnak, melynek minden tagja ugyanazon
enzimcsaladba sorolhatd, mivel divergens mddon alakultak ki. Ezzel szemben a protein
foszfatazok szdma joval kevesebb, mégis tobb csoportba oszthatdak konvergens evoluciojuk
kovetkezményeképpen (Cohen, 1997). A foszfatdzok szubsztrat specificitasuk,
reakciomechanizmusuk ¢€s aminosav szekvencidjuk alapjan kiilonallo csoportokba
sorolhatoak (2. abra). A foszfatdzok egy része a fehérjék szerin és treonin oldallancat
defoszforilalja, a tobbi a fehérjék tirozin oldallancat defoszforilalo csaladokba tartozik
(Hunter, 1995). A human genom altal kodolt 150 foszfatdz mintegy 112 képviseldje az
utobbi kategodridba tartozik (Almo és mtsai, 2007). Ezek mellett 1éteznek még a kettds
specifitasu foszfatazok (DSP), amelyek a fehérjék Ser/Thr és Tyr oldallancairdl is képesek a
foszfatot lehasitani (Barford, 1995). A Tyr-specifikus foszfatazok (PTP) illetve kettds

specifitdsu foszfatdzok (DSP) kozos jellemzoéje, hogy kétlépéses folyamatban, kovalens



tiofoszforil enzim intermedier képzddése mellett végzik a defoszforilaciot. A katalitikus
reakcidban Kkitiintetett szerepe van az aktiv centrumban elhelyezkedd cisztein aminosavnak,
amely az Osszes PTP csaladtagban megtalalhaté konzervalt motivumon beliil helyezkedik el

(Almo ¢és mtsai, 2007).
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@

2. dabra. Az eukariota protein foszfatazok csoportositisa

(Dombradi és mtsai, 2002 alapjan)

A Ser/Thr specifikus foszfatazok tovabbi alcsalddokra bonthatoak. Ide sorolhatoak
a foszfoprotein foszfatazok (PPP), a fémion-fiiggd protein foszfatazok (PPM), a haloacid
dehalogendz (HAD) szerli foszfatdzok, valamint az RNS polimerdz II C-termindlis
régidjara specifikus foszfatdzok (SCP) (Almo €s mtsai, 2007). A PPP és PPM kategoridba
tartozo enzimek kozos jellemzdje, hogy aktiv centrumukban két fémiont tartalmaznak,
amelyek segitségével képesek a fehérjék szerin vagy treonin oldalldncahoz kapcsolddod
foszfatcsoportot hidrolizalni. Szekvencia hasonldsaguk alapjan a PPP alcsalddhoz
tartoznak a Zn/Fe tartalmu enzimek (PP1, PP2A és a PP2B), melyek -elkiilonitése
eredetileg szubsztrat specifitasuk €s hostabil gatlé fehérjékkel szembeni érzékenységiik
alapjan tortént (Ingebritsen és Cohen, 1983). Ide sorolhatdoak még az uj tipust protein
foszfatdzok is, amelyek szerkezetiik alapjan dtmenetet mutatnak az el6bb emlitett harom
csoport kozott (Cohen, 1997). A PPM csoporthoz tartozo PP2C aktivitasa Mn2+/Mg2+
fiigg6. A HAD-szerli és az SCP foszfatdzok a haloacid dehalogenaz szupercsaladhoz



tartoznak, jellemz6 rajuk, hogy Mg”'-fiiggé médon a katalitikus helyen 1évé aszpartat
oldallanc kozremiikodésével végzik a defoszforilacidt foszfo-aszparaginsav koztitermék

keletkezése kozben (Almo és mtsai, 2007).

3.2.2 A protein foszfataz Z. (PPZ) jellemzése

A Ser/Thr specifikus foszfatdzok klasszikus biokémiai vizsgalatokkal torténd
besorolasat kovetden, klonozasi munkdk eredményeképpen, egyre tobb olyan foszfatazt
azonositottak, melyek aminosavszekvencidja hasonlosagot mutatott a PP1, PP2A és PP2B
enzimekéhez. Ezek a fehérjék a kiillonbségek mértéke miatt 6nallé csoportot alkottak és az uj
tipusu protein foszfatdz elnevezést kaptak (Cohen, 1997). Kozottiik szamos olyan foszfatazt
sikerlilt azonositani magasabbrendli eukaridta szervezetekben, melyek homologjai
gombdkban is eléfordulnak (Sit4, Glc7, Cdcl4), ugyanakkor kimutattak csak gombakban
eléforduld specifikus foszfatazokat is (PPZ és PPG) (Arino, 2002).

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy PPZ fehérjét Saccharomyces cerevisiae-ben a
PPZI és PPZ2 (Posas és mtsai, 1992), a Schizosaccharomyces pombe-ben a Pzhl (Balcells
és mtsai, 1997), Neurospora crassa-ban a PzIll (Sz66r és mtsai, 1998), mig a Candida
albicans-ban a CaPPZl gén (Jones ¢és mtsai, 2004) kdédol. A géntermékek aminosav
sorrendjének Osszehasonlitdsa utan lathatd, hogy a fehérjék harom jol elkiiloniil részre
bonthatdak (3. dbra). A C-terminalis katalitikus domének (piros szakasz) valamint a fehérjék
N-termindlis (zold rész) végén elhelyezkedd, kb. 50 aminosavbol allé peptidszakaszok (*)
nagyfoku hasonldsdgot mutatnak mindegyik fehérjében, tovabba a katalitikus domének a PP1
katalitikus alegységéhez is nagymértékben hasonlitanak (Arino, 2002). Ennek kovetkeztében
a PPZ fehérjéket az 1. tipusu Ser/Thr foszfatazok koz¢é sorolhatjuk. Az N-terminalis domén
tobbi része és a két domént 6sszek6td szakasz (fehér rész) viszont kiillonbozik a fehérjékben.
A globularis szerkezetl katalitikus domén az enzim aktivitasaért felel. Az N-terminalis kb.
50 aminosavbol all6 rész a fehérje mirisztilalasahoz €s membranhoz vald kotddéséhez
sziikséges (Clotet és mtsai, 1996). A rendezetlen szerkezetli N-termindlis régio regulacids
szerepét igazolja az a tény, miszerint a kiilon expresszalt katalitikus domén nagyobb
aktivitassal rendelkezik, mint a teljes hosszusagu fehérje (Posas és mtsai, 1995a; Vissi és

mtsai, 2001). Ez azt sugallja, hogy az N-terminalis domén gatolja a foszfataz aktivitasat.



S. cerevisiae
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* Mirisztilacios hely
3. abra. A PPZ fehérjék aminosayv sorrendjének osszehasonlitisa

(Vissi és mtsai, 2001 alapjan)

A S. cerevisiae PPZ protein foszfatdzok molekularis biologiai és funkcionalis
jellemzése érdekében intenziv kutatdomunka folyt. Kimutattak, hogy a PPZ fontos szerepet
jatszik a gombasejtek ozmotikus stabilitdsdnak, sejtméretének és integritasanak
fenntartasaban (Lee €s mtsai, 1993, Posas és mtsai, 1993; Hughes és mtsai, 1993). A két PPZ
gén inzercids inaktivaldsa a gombasejtek liziséhez vezetett, ez a hatds még kifejezettebb volt
alacsony (5 mM) koffein koncentracié alkalmazasa mellett, ugyanakkor a sejtek 1 M
szorbitol jelenlétében tuléltek (Posas és mtsai, 1993). A sejtfalszintézisben a PPZ kolcsonhat
a PKC altal aktivalt mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) utvonallal, ugyanis a Ppzl vagy
a Ppz2 tultermelése ellensulyozza a PKCI (protein kindz C) és MPKI (mitogén aktivalt
protein kinaz) mutacidé hatasara bekovetkezd sejtlizist, ugyanakkor PPZ1 PPZ2 delécidt a
Bckl1 (bypass of C kinase), és Mpk1 tultermelése kompenzalja (Lee és mtsai, 1993).

A PPZ génnek fontos szerepe van a sejtek sohdztartdsanak szabalyozasaban (Posas €s
mtsai, 1995b). A PPZI PPZ2 deléci6 hatasara a sejtek megndvekedett Na' és Li” ion iranti
toleranciat mutattak, ugyanis fokozodott a két ion kidramldsa. A ppzA mutansokban megnott
az ENAI gén 4ltal kodolt P-tipusi Na'-ATPaz pumpa expresszidja, mig a PP2B (kalcineurin)

delécioja hatasara csokkent sotolerancia mutatkozott az ENAI gén expressziojanak

10



csokkenése miatt. Tehat a két foszfatdz egyiittesen, de ellentétes mddon jatszik szerepet a
gombasejtek sohdztartasanak szabalyozéasaban.

Kidertilt, hogy a Hal3 fehérje taltermelése kalcineurin-fiiggetlen moédon noveli,
ugyanakkor hidnya csokkenti a sejtek Na' és Li" ionnal szembeni tolerancijat, méghozza az
ENAI gén kifejezddésének szabalyozéasa révén (Nadal és mtsai, 1998). PPZ hidnyaban a Hal3
tultermelése és a mutacioja is hatastalannak bizonyult, ami kolcsonhatast sejtet a Hal3 fehérje
¢s a Ppz fehérjék kozott. Bizonyitottak, hogy a Hal3 a Ppz1 negativ regulatora és a foszfataz
C-terminalis katalitikus részéhez kotddve fejti ki gatlo hatasat.

Felismerték, hogy a PPZ-nek a sejtciklus szabdlyozasaban is van szerepe (Clotet és
mtsai, 1999). A Ppzl taltermelése lassu sejtnovekedést eredményez, ugyanis a G1/S atmenet
soran gatlast fejt ki. A SIT4 gén terméke a G1/S fazison valo athaladdshoz sziikséges,
mutacidja miatt a sejtek szintén lassan nonek. Ez a novekedési defektus a Hal3
tultermelésével helyreallithatd. Tovabba kimutattdk, hogy a PPZI delécidja részben kivédi a
sit4A mutans lassu sejtnovekedését. Tehat igazolodott, hogy a Ppzl és Sit4 foszfatdznak
ellentétes hatdsa van a sejtciklus szabalyozasaban.

Kidertlt, hogy a PPZ foszfatazok a fehérje transzlacid szabdlyozasaban is részt
vesznek, méghozzd az elongéaciés faktor 1Boa (Tef5) foszforilaltsagi 4allapotanak
befolyasolasa révén. Az EF1Ba in vivo korilmények kozott a Ser86 oldallancon
foszforilalddik. Kisérletes tton igazoltak, hogy a PPZ gének delécidja €és a HAL3 fokozott
expresszioja a fehérje foszforilacidjdnak novekedését eredményezi ugyanezen a helyen
(Nadal és mtsai, 2001).

Ujabb bizonyitékok azt mutatjdk, hogy a PPZ a K'-érzékenységet a Trk1/2 medialt
K" transzport szabalyozasa révén végzi (Yenush és mtsai, 2002). A PPZ muticidja noveli a
Trk rendszer aktivitdsat. Ennek kovetkeztében a plazma membran depolarizalodik a
kaliumion felvétele miatt. Az intracellularis kaliumion koncentracié novekedése miatt megnd
a sejten bellili nyomdas, ami a sejt integritasat veszélyezteti. Tovabba az ionegyensuly
fenntartasa végett a K bearamlast H' kiaramlas koveti, ez pedig intracellularis pH
novekedést okoz. A bekovetkezd alkalikus sokk eredményeképpen megvaltozik a gének
expresszids szintje valamint a sejtciklus szabalyozasa is. 2004-es adatok szerint ezen feliil a
Ppz protein foszfatdz a Trk-fiiggetlen kis affinitasti kdlium influxot is szabalyozza (Ruiz és
mtsai, 2004).

A PPZ fenti funkcidinak ismeretében a PPZ-hidnyos mutansok viselkedése jol

magyarazhat6 a 4. dbra segitségével.
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4. abra. A PPZ aktivitds csokkenésének kiovetkezményei

A hasaddélesztd S. pombe és a fonalas gomba N. crassa is kdédol PPZ-szer(i
foszfatazokat a genomjaban, amelyek N-terminalis résziikben kiillonboznek egymastol (lasd 3.
abra). A S. pombe esetében megfigyelték, hogy a pzhl delécidja Na™ hipertoleranciat és K"
érzékenységet eredményez, ¢€s ezaltal szerepe van a sohdztartds szabalyozasaban (Balcells és
mtsai, 1997). Azonban a mechanizmusa eltérést mutat a S. cerevisiae Ppz1-tdl. A pzhl hidnya
kovetkeztében nem torténik valtozas a natrium ¢és a litium kiaramlasban, de csokken ezen
kationok bedramldsa, tovabba a mutacié redukalja a kalium kidramlast (Balcells és mtsai,
1999). Komplementacids kisérletek soran megfigyelték, hogy a Phzl képtelen helyreéllitani a
Na' toleranciat S. cerevisiae ppzIA mutansban (Balcells és mtsai, 1997). Ezzel szemben,
amikor N. crassa PZL-1 fehérjét S. cerevisiae ppzIA mutansban expresszaltdk PPZI
promoterrel, az képes volt a mutans torzs koffein és litium ionnal szembeni megvaltozott
tolerancidjat visszaallitani (Vissi és mtsai, 2001). Ezen feliil a PZL-1 taltermelése csokkenti a
S. cerevisiae-ben a SLT2/MPK 1 mitogén aktivalt protein (MAP) kindz mutécioja altal okozott
letalitast. Kovetkezésképpen az N-terminalis régioban talalhato eltérések ellenére a PPZ-szerti
PZL1 foszfataz képes teljesiteni minden jol ismert PPZ funkciot. A C. albicans PPZ1 szerepe
eddig még nem ismert, de azt irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a diploid organizmusban a

gén egyik (Xu és mtsai, 2007) vagy mindkét (Hanaoka ¢és mtsai, 2008) alléljanak kititése nem
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okoz letalitast. Munkank soran ezért a C. albicans protein foszfatdz Z1 gént szerettiik volna

tanulmanyozni.

3.3 Fehérjék limitalt proteolizise

A fehérjék poszttranszlacids kovalens mddositasanak masik nagy csoportjaba tartozik
a fehérjék irreverzibilis proteolizise. A folyamatot proteazoknak nevezett enzimek
katalizaljak, amelyeket a genom kb. 2%-a kodolja (Barrett, 2001). Amennyiben a fehérje
teljes mértékben aminosavakra bomlik, teljes proteolizisrdl, degradaciorol beszéliink, ha
azonban csak Kkitiintetett helyen/helyeken megy végbe a hasités, akkor limitalt proteolizisrdl
van sz0. A fehérjék peptidkotéseinek hidrolitikus hasitdsa lényeges eleme a homeosztazis
fenntartasanak, szabalyozza a fehérje turnover dinamikajat (Creighton, 1993). A proteazok
tulajdonképpen minden olyan fehérjét lebontanak, amelyek potencidlisan veszélyt jelentenek
az €16 sejtnek, mivel azonban fiziologids korilmények kozott termodinamikailag és
kinetikailag is irreverzibilis folyamatrdl van szd, aktivitasukat szigor szabalyozas alatt kell
tartani. Kontrollalatlan proteolitikus aktivitds ugyanis apoptotikus sejthaldlhoz vezethet
(Walsh, 2005). Szabalyozasuk torténhet idoben és térben egyarant. Az id6beli szabalyozasra
jo példa a hasnyalmirigyben termelddd szerin protedzok esete. Ezek az emésztdé enzimek
inaktiv proenzim forméaban (zimogén) szintetizadlédnak, majd a felszabaduldsuk helyén
proteolitikus  hasitds révén aktivdlodnak. A térbeli szabdlyozds leggyakrabban
kompartmentalizacié révén jon 1étre, jol tiikkrozi ezt a citoplazmatdl elzarva, a lizoszdmakban
talalhato enzimek esete. Fontos sejten kiviil lezajlo térbeli kontroll mechanizmus a proteazok

olyan fehérjékkel (inhibitorok) torténd kolcsonhatasa, amelyek gatoljak mikodéEsiiket.

Nagyszdmu protedz jellemzése megtortént mar (Rawlings és mitsai, 2005),
osztalyozasuk szamos szemszogbol lehetséges. Az €16 szervezetekben vald eléfordulasuk
alapjan léteznek extracelluldris, intracellularis, lizoszomalis vagy az emésztd traktusban
eléforduld protedzok. A polipeptidlanc hasitdsi helye alapjan endopeptidazokat és
exopeptidazokat kiilonithetiink el (5. é&bra). Az exopeptiddzok aminopeptidazokra és
karboxipeptiddzokra oszthatéoak. Az endopeptiddzok az aktiv helyiikon 1évé aminosavak
vagy kofaktorok, tehat katalitikus mechanizmusuk alapjan csoportosithatéak: lehetnek
szerin- (tripszin, kimotripszin), cisztein- (papainok, kaszpazok, kalpainok), metallo-

(kollagenazok, szekretazok) és aszpartat (pepszin) proteazok. A human genom altal kodolt
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553 proteaz tilnyomd tobbségét (>90 %) besorolhatjuk ez utobbi négy csoportba (Puente és
mtsai, 2003).

Endopeptidazok Exopeptidazok

|

NH, COO  NH, l CoO

|
|

NH;

NHg= -—CO0"
Aminopeptidazok  Karboxipeptidazok
Peptidil-peptidazok Peptidil-dipeptidazok

COO~
5. dabra. Proteolitikus enzimek osztdalyozdsa

(Prof. Tozsér Jozsef engedélyével)

Az eukariota sejtek fehérjekészletének nagy része atesik a limitalt proteolizisen a
normal érési folyamat soran. Szemben az emésztd enzimekkel, melyeknek az a feladatuk,
hogy teljes mértékben degradaljak a taplalékban megtaldlhatd fehérjéket, a szabalyozd
protedazok csupan limitdlt proteolizist hajtanak végre szubsztratjaikon. Megvaltoztatjak a
fehérjék térben vald elhelyezkedését, aktivitasat és életidejét, ezaltal befolyasoljak a proteom
Osszetételét €s funkciojat. A limitalt proteolizis egyik esete, amikor a szignal peptidaz nevi
enzim az endoplazmatikus retikulum (ER) membréanjahoz ko6tott riboszémakon szintetizal6do
fehérjék N-terminalis végén talalhatod szignal szekvenciat lehasitja (Paetzel és mtsai, 2002).
A szignal szekvencia specifikusan az ER lumenébe irdnyitja a fehérjét. Ez az elsd 1épés a
fehérjék érése soran, ezt kovetden a profehérje tovabbi atalakitdsokon fog atesni a Golgi
apparatusban (Molloy és mtsai, 1999; Rockwell és mtsai, 2002). Eléfordulhat, hogy a
proteazok tobblépcsds folyamat eredményeképpen hatdrozzak meg a fehérjék sorsat. Jo példa
erre a Notch protein érése, melynek soran a fehérje négy gondosan iddzitett hasitds révén
az autokatalitikus hasitas, mely specifikus, jol definidlt peptidkotés/ek mentén megy végbe és

a protein prekurzor aktivalodasdhoz vezet. Az érdeklddésiink koézéppontjaban allé papain
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szupercsaladba tartozo kalpainok is ezzel a mechanizmussal aktivalodnak, Ca*'-jel hatésara

onmagukat hasitjadk N-termindlis résziikon €s aktivva valnak (Suzuki €s mtsai, 1981).

3.3.1 Kalpainok jellemzése

A kalpain Ca®"-aktivalt neutralis, citoplazmatikus cisztein protedz (CANP), amelyet
az 1960-as években irtak le eldszor (Guroff, 1964). Patkanyok agyabdl és vazizmabol
izolaltak a fehérjét s megallapitottak, hogy katalitikus hatdsat nem lizoszémalisan, hanem a
citoplazmaban fejti ki, és optimalisan kozel neutralis pH-n miikodik. A kalpain (kalcium
aktivalt papain) elnevezést késobb kapta, amikor is felismerték, hogy szerkezetében a papain-
szeri cisztein protedz domén a kalmodulin-szerli kalciumkotd doménnal kombinalddik

(Ohno ¢€s mtsai, 1984).

A kalpainok szamos fajban el6fordulnak. Emlds6k genomjaban 16, a Drosophila-ban
4, a C. elegans -ban pedig 7 kalpain gén talalhato. A 2001-es FASEB Konferencian a korabbi
elnevezéseket kiss€ modositottdk és megallapodtak egy wjabb nomenklaturdban [URL:

http://ag.arizona.edu/calpains/nomenclature.html]. A humén kalpain szupercsalad tagjai

csoportosithatoak szovetben vald lokalizaciojuk alapjan. Vannak 4altaldnos eldfordulasu
enzimek, ezek minden szOvetben megtaldlhatdéak (pl.: p- és a m-kalpain). Ugyanakkor
vannak szovetspecifikus el6fordulast mutatd kalpainok is (pl.: az izomszdvet- és szemlencse
specifikus p94 ¢és az emészttraktusra jellemzd nCL-4). Szerkezetiik alapjan
megkiilonboztetiink tipikus és atipikus kalpainokat. A tipikus kalpainokban a nagy alegység
négy doménbdl all, mig az atipikus kalpainokban ezek a domének mas szerkezetiick vagy
éppen hidnyoznak. Néhany kalpainrdl elmondhatd, hogy heterodimer szerkezettel
rendelkeznek, amelyben a nagy ¢és a kis alegység dimert képez, mig a legtobb kalpain csupan

a nagy alegységbdl all.

Az emlds kalpainok legjobban jellemzett tagjai a p- és a m-kalpainok (kalpain-1: EC
3.422.52 és a kalpain-2: EC 3.4.22.53). Neviiket az aktivalodasukhoz sziikséges Ca®'-
koncentraciorol kaptak, ugyanis a p-kalpain mikromoélos, mig az m-kalpain millimdlos
[Ca®] mellett aktivalodik (Cong és mtsai, 1989). Heterodimer szerkezetiick, és jellemzé
rajuk, hogy egy nagy, 80 kDa méretli €s egy kis, 30 kDa nagysagu alegységbdl allnak (6.

abra). Az aminosav szekvencidik nagymértékben konzervalédtak (Suzuki, 1990), eleddig
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semmilyen bizonyiték nincs az alternativ splicing mechanizmusdra a kalpain gének

expresszidja soran.
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6. abra. Drosophila kalpainok és a patkdny m-kalpain doménszerkezete
A savok hossza aranyos a polipeptid lancot alkoto aminosavak szamaval. A
kiilonbozo domének a dI-dV1 jeloleést kaptak. A Cys, His és Asn a dll-ben az aktiv helyen lévo
aminosavakat jelolik, ezek a kalpain C-ben hianyoznak (X). A fiiggoleges vonalak a dIV-ben
és dVI-ban az EF-kéz motivumokat jelzik. A kalpain A-ban a 76 aminosav hosszusagu beékelt

peptid szakasz (INS) a dIII és a dIV kozott helyezkedik el (Friedrich és mtsai, 2004 alapjan)

A nagy alegységet aminosav szekvencia alapjan négy doménra (I-IV) osztottak
(Suzuki, 1990) (6. dbra). Az N-termindalis I. domén nem mutat szekvencia azonossagot
egyetlen polipeptiddel sem, tovabba a kiilonb6zd fajokban is eltérd, mindossze 72-86 % a
homologia mértéke ezen a teriileten. Funkcidja pontosan nem ismert. A katalitikus II.
doménban a cisztein proteazokra jellemzo katalitikus triad kialakitasdban a Cys, His és Asn
aminosavak vesznek részt. A cisztein a Ila, a hisztidin és az aszparagin a IIb részben
talalhat6, ugyanis a katalitikus domént egy arok osztja két részre, aminek kovetkeztében Ca*"
tavollétében az enzim inaktiv formdban van. Rontgenkrisztallogragidval kimutattdk, hogy a

Ila és IIb képesek egy-egy Ca®* megkotésére &s aktivalodasukkor a Ca*'-indukalt
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konformacié valtozds kovetkeztében l1étrejon a katalitikusan funkciondlis komplex
(Moldoveanu és mtsai, 2002). A III. domén szerkezete hasonl6 a C2-doménre, amely szamos
jelatviteli (PKC) és membran folyamatban (synaptotagmin) szerepet jatszé fehérjében
megtalalhaté (Rizo és Siidhoff, 1998). Tulajdonképpen ez a fehérje Ca*'-szabalyozott
foszfolipidkotd része, amely Osszekoti a molekula kalciumkotd és katalitikus doménjét
(Tompa ¢és mtsai, 2001). A IV. domén 6t EF-kéz motivumot tartalmaz, amelybdl az elsd négy
a Ca’’-kotésért, az 6todik a kis- és a nagy alegység dimerizacidjaért felelés (Graham-

Siegenthaler és mtsai, 1994).

A kis alegység szerkezete a két kalpainban azonos mddon két részre oszthatd (6.
abra). Megkiilonboztetjiik az N-termindlis V. domént (1-101 aminosav) és a C-terminalis VI.
domént (102-268 aminosav). Az V. domén eleje egy glicin gazdag régio, de emellett
nagyszamu hidroféb aminosavat is tartalmaz. Gyakran hidrofob doménként azonositjak,
amely a foszfolipid kotésben jatszik szerepet (Imajoh, 1986). A VI. domént kalmodulin-szeri
doménként tartjak szamon, ugyanis 6t Ca**-k6td EF-kéz motivumot tartalmaz, ezaltal az 6t-
EF-kéz csalad tagjaként azonositjadk (Maki és mtsai, 1997). Azonban ezek koziil csak négy
jatszik szerepet a Ca*"-kotésben, az 6todik a dimerképzésben vesz részt (Xie és mtsai, 2001).
A 268 aminosav hosszusagu kis alegység (CSS1) utan felfedeztek egy rovidebb, 248
aminosav nagysagu kis alegységet (CSS2) is, amely az V. domén N-terminalis részében
kulonbozik és in vitro kisérletben ugy tlint, hogy csak gyengén koti a nagy alegységet (Schad
¢s mtsai, 2002).

A kalpain 6 feladata, hogy szabalyozé protedzként a szubsztratfehérjéin csak limitalt
proteolitist hajt végre, ezaltal irreverzibilis mddon kozvetleniil modositja mas proteinek
aktivitasat és funkciojat (Friedrich és Bozoky, 2005). A kalpain rendszer fizioldgiai funkcidja
még nem teljesen koriilirt, ennek ellenére tudjuk, hogy fontos szerepet jatszik szamos
sejtfolyamatban, mint példaul a citoszkeleton szerkezetének szabalyozasdban, a
sejtciklusban, az apoptdzisban €s a sejtmozgasban (Goll és mtsai, 2003; Friedrich és mtsai,

2004).

Ezen emldsokben Iétfontossagu proteazok pontos szabalyozdsa a mai napig nyitott
kérdés, ugyanis az aktivalodasukhoz sziikséges, fizioldgiasnak nem mondhaté mikro- és
millimolaris kalcium koncentracié azt sugallja, hogy egyéb tényezdk is kozrejatszanak a
kalpainok szabalyozasdban. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a foszforilacid, mint
poszttranszlaciés esemény vagy szabalyozo anyagok, mint példaul a foszfolipidek

modosithatjak a kalpain aktivitasat illetve Ca**-érzékenységét (Glading és mtsai, 2004; Shao
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¢s mtsai, 2006). Ezek mellett ismert, hogy a kalpasztatin, mint gatlo fehérje és az autolizis is

befolyasoljak az aktivitast (Suzuki €s mtsai, 1981; Murachi, 1989).

Kezdetben azt talaltdk, hogy a kalpain in vivo nem foszforilalodik (Adachi és mtsai,
1986), azonban a késobbiek folyaman sikeriilt kimutatni, hogy p- és az m-kalpain is tobb
aminosav oldallancon (9 illetve 8) foszforilalodik (Cong és mitsai, 2000). A kalpainok
atlagosan 2-4 foszfatot tartalmaznak molekuldnként, amelyek eltavolitasa katalitikusan szinte
teljesen inaktiv proteazt eredményez (Goll és mtsai, 2003). Az m-kalpainban két f6
foszforilacids helyet azonositottak (Ser50 és Ser369/370). A kisérletek azt mutatjdk, hogy a
Ser50 oldallanc foszforilacioja ERK kindzokkal noveli a kalpain aktivitasat (Glading és
mtsai, 2004). Ugyanakkor a PKA Ser369/370 foszforilacioja gétolja a kalpaint (Shihara és
mtsai, 2002). Megfigyelték azt is, hogy nikotin indukalt PKCt foszforilacio mind a kalpain

s

Szamos kisérletben kimutattdk, hogy bizonyos foszfolipideknek szerepiik van a
kalpainok szabalyozaséban azéltal, hogy az autolizisikhoz sziikséges Ca”’-koncentraciot
lecsokkentik (Goll és mtsai, 2003). Ennek ellenére az még igy is tavol van a fiziologias
tartomanytol. Feltételezések szerint a kalpain a plazmamembranban a Ca*'-csatornak
kornyékén kolesonhat a foszfolipidekkel, és ez a kolesonhatas csokkenti le a sziikséges Ca”'-

koncentraciot. A pontos mechanizmus azonban a mai napig nem ismert.

A kalpasztatint régdta a kalpain természetes inhibitoraként tarjak szamon. Jellemz6
tulajdonsaga, hogy hdstabil és denaturdlé agensekkel szemben széles korben ellendlld
(Okitani ¢€s mtsai, 1976; Geesink és mtsai, 1998; Otsuka és Goll, 1987). Tovabbi jellemzdje,
hogy rendezetlen szerkezetli (Tompa, 2002). A kalpasztatin az egyetlen olyan fehérje, amely
specifikusan gatolja a kalpaint. Az L és H-kininogen tobb mas proteaz mellett a kalpaint is
gatolja. Ugyanakkor tudjuk, hogy a kalpasztatin a kalpainon kiviil semmilyen més preoteazt
nem gatol (Crawford, 1990). Szerkezetére jellemzd, hogy egyetlen polipeptid lancbol épiil
fel, amely tartalmaz négy hasonl6 szerkezetli gatlé domént és egy N-terminalis L-domént, ez
utobbi hossza nagy valtozatossagot mutat az alternativ splicing kovetkeztében (Lee €s mtsai,
1992a; Lee és mtsai, 1992b). Funkcigjat tekintve az L-domén a kalcium csatorndkhoz vald
kotddésben jatszik szerepet (Hao €s mtsai, 2000) és nem rendelkezik gatld hatéssal (Takano
¢s mtsai, 1988), mig a gatlo domének kiilon-kiilon egy-egy kalpain megkotésére képesek
egyszerre (Emori és mtsai, 1988). Minden egyes gatl6 domén magaba foglal harom aldomént
(A, B és C), melyek koziil az A és a C aldomén a kalpain IV. és VI. doménhez vald

kotodésért felelds (Takano és mtsai, 1995), a B aldomén pedig a kalpain gatlasaért felel
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(Kawasaki és mtsai, 1993). Gerincesekben egy kalpasztatin gént mutattak ki, azonban a
kiilonb6z6 promdtereknek és az mRNS érésének koszonhetden szamos izoformédja 1étezik.
Gerinctelenekben sem kalpasztatint, sem kalpasztatin-szeri aktivitast nem sikeriilt eddig

kimutatni (Goll és mtsai, 2003).

1981-ben irtdk le, hogy kalcium jelenlétében a kalpain autolizissel aktivalodik és
mindkét alegység N-termindlis részérdl lehasitodik egy-egy darab (Suzuki és mtsai, 1981).
Erre azért van sziikség, mert a kalpain a cisztein protedz csalad tagjaként inaktiv formaban
szintetizalodik. A folyamat kovetkezményeként csokken a félmaximalis proteolitikus
aktivitasahoz sziikséges Ca” -koncentracié (Goll és mtsai, 1995). A 80 kDa méretii nagy
alegység autolizise kétlépcsds mechanizmus révén megy végbe, amikor is a p-kalpain-rél
egy 26 aminosavbol (Zimmerman ¢és Schlaepfer, 1991), az m-kalpain-rol pedig egy 19
aminosavbol allo peptidszakasz hasitodik le (Brown €s Crowford, 1993). A 30 kDa méretii
kis alegységbdl haromlépcsds folyamat eredményeképpen 91 aminosavbdl allo rész

tavolitédik el (McClelland és mtsai, 1989).

Szamos patoldgias folyamat ismert, amelyek a kalpainok genetikai rendellenességére
vagy a megvaltozott Ca*"-homeosztazis kovetkeztében 1étrejové kalpain aktivitas valtozasra
vezethetdek vissza. A kalpainok részt vehetnek a gyomorrdk, a 2-es tipusu diabetes, az
Alzheimer kor, a katarakta, az izomdisztrdfia, a sclerosis multiplex és a stroke kialakulasaban

(Goll és mtsai, 2003).

3.3.2 Drosophila kalpainok

Drosophila-ban eldszor 1988-ban irtak le kalpain-szer(i aktivitast (Pintér és Friedrich,
1988). Késobb tisztitottdk az egyetlen polipeptid 1ancbol 4llé fehérjét, melyet kalpasztatinnal
gatolni tudtak, illetve meghataroztak, hogy a félmaximalis aktivitdsdhoz sziikséges kalcium

koncentraci6 az emlés m-kalpainnal mutat azonossagot (Pintér és mtsai, 1992).
A Drosophila genomjaban négy kalpain gén talalhato (A, B, C és D). A géntermékek
doménszerkezetét Osszevetve (6. abra) lathatd, hogy a Drosophila kalpain A ¢és B

hasonlitanak az emlds kalpainok nagy, 80 kDa méretii alegységére, illetve kis alegységet nem

tartalmaznak.
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Jellemzd rajuk, hogy egyetlen polipeptid lancbol allnak és négy doménre oszthatdk.
Az N-terminalisan elhelyezkedd 1. domént a katalitikus II. domén koveti, az utdbbi aktiv
centrumaban helyezkednek el a katalitikus tridd kialakitasaban résztvevé aminosavak (Cys,
His és Asn). A III. domén a fehérje Ca®"-szabalyozott foszfolipidkotd része, mig a IV. domén
6t EF-kéz motivumaval a Ca®>" megkétésében vesz részt. Ezen feliil kisebb-nagyobb eltérések
taldlhatoak a kalpain A és B szerkezetében (6. dbra), ennek ellenére mindketten a tipikus

kalpainok k6z¢ sorolhatoak.

A 94 kDa méretii kalpain A jellegzetessége még, hogy tartalmaz egy 76 aminosavbdl
allo beékelt peptid szakaszt a III. és a IV. domén kozott. Ennek kozepén talalhato egy 16
aminosavbol allo hidrofob rész (GAGACGLLSLICGPFL), amelynek a membranhoz vald
kihorgonyzasban tulajdonitanak szerepet. Az I. domén N-terminalis régidja ugyanakkor nem
mutat homoldgiat egyetlen mas fehérjével sem (Jékely és Friedrich, 1999). A kalpain A
génrdl alternativ splicing révén kétféle izoforma jon létre. Kimutattdk, hogy mig az 1.
izoforma tartalmazza, a 2. izoformdban nem taldlhaté meg a IV. domén. Az ¢élélény
egyedfejlodése soran minden egyes fejlédési stddiumban megjelenik a kétféle transzkript,
felndttben azonos gyakorisaggal, mig az embridban az elsé forma tobbszordose a masiknak.
Annak ellenére, hogy a kalpain A mRNS-e szamos sejttipusban megtalalhat6, a fehérje
szovetspecifikus megjelenést mutat, a kozponti idegrendszer és a kozépbél bizonyos

sejtjeiben €s a vérsejtekben koncentralodik (Theopold és mtsai, 1995).

A kalpain B egy 104 kDa nagysagu fehérje. Jellemz6 rd, hogy egy nagyon hosszu,
224 aminosavbol 4all6 N-terminalis domént hordoz, amely 22%-ban prolint és kilenc
ismétlédd PYP motivumot tartalmaz. Eredetileg rendezetlen szerkezettel rendelkezik
(Tompa, 2002), de rendezetté valik a célfehérjével vald kotddéskor. A kalpain B-nek csak
egyetlen atirata van. A mRNS ¢és a fehérje szintek kozel parhuzamosan valtoznak az
egyedfejlodés soran. A fehérje expresszid embrioban magas, a korai larvalis stadiumban a
legkisebb, a 3. larvalis stadiumtol Gjra emelkedik, a babban és az imagdban pedig allando
szintet mutat. Kiilondsen nagy mennyiségben van a larva nyalmirigyében (Farkas és mtsai,

2004a).

A kalpain C szerkezetileg hasonld a masik két kalpainhoz, tehat tipikus forma,
ugyanakkor nem rendelkezik katalitikus aktivitdssal, ugyanis az aktiv helyen [évo
aminosavak mutaciot szenvedtek (Cys — Arg, His — Val, és Asn — Ser). Lényegében egy
csonkolt kalpain forma, ugyanis hidnyzik a teljes 1. domén és egy kb. 20 aminosav

hossztsagu rész a II. doménbdl. A kalpain C II. és III. doménjét dsszehasonlitva a kalpain B
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megfeleld doménjaival 30 és 35 %-os azonossagot taldltak. A kalpain C mRNS mindentitt
kimutathat6 a fejlddés soran, extrém magas szinten taldlhato a babban. A fehérje lathatdan

nagy mennyiségben a nyalmirigyben jelenik meg (Spadoni és mtsai, 2003).

A Drosophila kalpain csalad els6é tagjaként a kalpain D gént fedezték fel, amelyet
eredetileg SOL-nak (small optic lobe) neveztek. Kimutattdk, hogy a gén muticidja
kovetkeztében a muslica latolebenye csokevényesen fejlddik €s az idegi defektus hatdsara az
¢l6lény repiilése illetve jarasa megvaltozott (Delaney és mtsai, 1991). A gén homoldgja
megtalalhaté az emlésokben is (SOLH), terméke, a Solh protein a szaglogumoban talalhatd
¢s az érz0 neuronok fejlodésében jatszik szerepet (Kamei és mtsai, 2000). Szerkezete
nagymértékben eltér a tobbi kalpain formatol. A polipeptidlanc hdrom doménbdl all, amely
egy hosszu, cink-ujj-szerli ismétlodésekbdl all6 domént, a kalpain-szerli protedz domént és
egy ismeretelen funkcidju C-termindlis domént (SOL) tartalmaz. Mindezek kovetkeztében a
kalpain csalad atipikus tagjaként tartjdk szamon, bar az aktiv centrumban tartalmazza a

kalpainokra jellemzd harom Kkitiintetett aminosavat.

3.3.3 Kalpain B

A kalpain B Ca*'-fiigg$ protedz, a félmaximalis aktivalodasahoz sziikséges Ca®'-
koncentracio a millimolaris tartoméanyba esik. Aktivalodasa soran az N-terminalis része Ca”'-
fliggd moddon lehasad az autoproteolitikus reakcié sordn. A szubsztrat hasitds kinetikai
gorbéjét tanulmanyozva megfigyelhetd, hogy a vad tipust kalpain B esetében a gorbe egy
aktivacids féazissal indul, miel6tt az enzim elérmé a teljes aktivitast. Annal a kalpain B
mutansnal, amelybdl hidnyzott a fehérje N-terminalis doménjének az autolizis soran lehasado
része, nem volt megfigyelhetd ez az aktivacids fazis, ami azt mutatja, hogy az autolizisnek
szerepe van az aktivalodasban (Jékely és Friedrich, 1999). Az autolizis két 1épcsOben zajlik,
aminek eredményeként a 104 kDa méretii kalpain B 81 kDa nagysaguva degradalddik
(Farkas ¢és mtsai, 2004a). Iranyitott mutagenezissel olyan mutans kalpain formakat hoztak
1étre, amelyekben az autolizis helyeket megvaltoztattak annak érdekében, hogy felderitsék,
milyen Osszefliggés van az autolizis és aktivalodas kozott. Korabban az m-kalpain esetében
azt kaptak, hogy a mutéacio kivédte az autoproteolizist, a fehérje nem autolizalt, ennek
ellenére mégis teljes aktivitassal rendelkezett (Elce és mtsai, 1997). Ezzel szemben a kalpain

B muténsok esetében az autolizis lejatszodott, méghozza az eredeti hasité helyektdl nem
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messze, majd csak ezt kovetden aktivalodott az enzim. Tehat a kalpain B esetében az
autolizis eldfeltétele lehet a kalpain B aktivalodasdnak, mivel a teljes hossziusdgi N-
termindlis rész minden valdsziniliség szerint galtd hatassal rendelkezik (Farkas és mitsai,
2004a). Ugyanakkor a Ca®’-fiiggd konformacié valtozasrol megallapitottik, hogy a
katalitikus hely kialakitisaban fontos szerepe van. Az elmélet szerint Ca**-kotédés hatasara
olyan konformacidvaltozas sorozat indul meg a IV. kalmodulin-szeri domén feldl a III.
domén savas régidja irdnyaba, amely végil a Ila és IIb zarddasahoz ¢és a fehérje
aktivalddasahoz vezet (Alexa ¢s mtsai, 2004).

A kalpainok aktivalodasahoz tehat elengedhetetleniil fontos a citoplazma Ca®'-
félmaximalis aktivalodasahoz sziikséges 2-4 mM Ca”*"-koncentracié igencsak messze van a
fizioldgias tartomanytdl (Jékely és Friedrich, 1999). Minden bizonnyal egyéb tényezok is
kozrejatszanak az aktivalddashoz sziikséges kalcium igény lecsokkentésében. A
foszfolipidek (pl.: PIP2, PIP, PI) mind az aktivalddas sebességét, mind a maximalis aktivitast
megnovelték a kalpain A esetében, azonban a kalpain B-nél mérsékelt hatast eredményeztek.
Ugyanakkor a fehérje kalcium érzékenységét csak kis mértékben csokkentették (Jékely és
Friedrich, 1999). Az emlds kalpain aktivator fehérje homoldgjat megtalaltak Drosophila-ban
is, de annak semmilyen hatdsa nem volt a fehérje aktivalodasara (Farkas és mtsai, 2004b).
Ezzel szemben az emlds kalpain inhibitoraval, a kalpasztatinnal homolog fehérjét eddig nem
sikertilt kimutatni Drosophila-ban, bar korabban muslica kivonatban detektéltak egy kalpain
gatld hatast (Pintér és Friedrich, 1988). A Drosophila kalpainok foszforilalhatdsagat még
nem mutattak ki. Tekintettel arra, hogy az emlés m-kalpain foszforilaciojat mar igazoltak és
bizonyitottdk, hogy ez a posztszintetikus modositas befolyasolja az enzim aktivitdsat
(Glading és mtsai, 2004; Shihara és mtsai, 2002), lehetséges, hogy a Drosophila kalpainok is

szabalyozhatoak foszforilacioval.
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4. CELKITUZESEK

Munkank soran két kérdésre kerestiink valaszt és az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

A Drosophila kalpain B foszforilacidjanak vizsgalata

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

aktivitasara?

Célkitizések:

A

Rekombinéns kalpain B foszforildldsa in vitro koriilmények kozott PKA, ERKI1 és
ERK2 enzimekkel

A foszforilacid sztochiometridjanak meghatarozasa

A foszforilacids hely(ek) azonositasa tomegspektrometriai modszerekkel

Az in vitro foszforilacié hatasa az enzim miikodésére

Az in vivo foszforilacio igazolasa

A Candida albicans protein foszfataz 7.1 gén polimorfizmusanak vizsgalata

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

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

Célkitiizések:

1. A C. albicans PPZ1 gén azonositasa

2. Kiilonb6z6 C. albicans torzsekbdl szarmazd6 PPZI gének szekvencidjanak
meghatarozasa

3. A genetikai polimorfizmus elemzése, szerkezeti vonatkozasainak felderitése

4. A polimorfizmus felhasznalasa klinikai C. albicans mintdk jellemzésére
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Anyagok

5.1.1 Vegyszerek

A kisérletekben felhasznalt vegyszerek tobbségét a Sigma-Aldrich cégtol szereztik be. A
tovabbiakban megadom az ettdl eltérd beszerzési forrasokat. Amersham Biosciences:
Rediprime II. DNS jelold készlet, Hybond N+ membran, Sephadex G-25, Hybond ECL
nitrocellul6z membran. Becton Dickinson: CHROMagar Candida teszt. Biomérieux: API
ID32C panel. Bio-Rad.: agardz és alacsony olvadaspontt agardz. Calbiochem: PKA, ERK 1 és
ERK2. Fermentas: Long PCR polimeraz, Pfu polimerdz, Taq polimerdz, dNTP készlet, 100
bp DNS [étra, restrikcids enzimek; Accl, Alul, Ddel, elofestett fehérje standard. Gibco: FBS,
penicillin, streptomycin. Invitrogen: 1 kbp DNS létra. Izotop Intézet Kft.: [0°*P] dCTP, [y**P]
ATP. Merlin Diagnostika GmbH: Micronaut-Candida rendszer. Merck: B-merkaptoetanol,
proteinaz K. Millipore: Microcon YM-100 oszlop. Pierce: Supersignal West Pico
kemilumineszcens szubsztrat. Promega: ,,Wizard SV gel and PCR clean-up system” készlet,
T4 DNS ligaz, restrikcids enzimek; EcoRl, Hindlll, Sall, Bgll. Roche: EDTA-mentes protedz
inhibitor koktél tabletta. Qiagen: QIAquick gélextrakcids készlet, QIAprep Spin Miniprep
plazmid izolal6 készlet. Upstate: PKA. Whatman: DEAES2-celluléz gyanta, P81 papir.

5.1.2 Tapoldatok, taptalajok

LB (Luria-Bertani-féle) agar: 10 g/l tripton, 5 g/1 éleszt6 kivonat, 10 g/l NaCl, 1,5 % agar, pH
7,0

LB tapoldat: 10 g/l tripton, 5 g/1 élesztd kivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,0

SOC: 20 g/ tripton, 2 g/l élesztd kivonat, 0,6 g NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQy, 20 mM
gliikoz, pH 7,0

2xYT: 16 g/l tripton, 10 g/l élesztd kivonat, 5 g/l NaCl, pH 7,0

Sabouraud agar: 5 g/l kazeinpepton, 5 g/l huspepton, 40 g/l D-gliikoz, 0,5 g/l kloramfenikol,
20 g/l agar, pH 5,6
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5.1.3 Pufferek, oldatok

10x PBS (pH 7,4): 35,6 g/l dinatrium-hidrogén-foszfat, 61,5 g/l NaCl

10x PBST (pH 7,4): PBS + 0,1 % Tween 20

1x TE puffer:10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8,0

50x Denhardt oldat: 1% Ficoll, 1% borji szérum albumin, 1% polivinil-pirrolidon

20x SSC: 3 M Na(Cl, 0,3 M Na-citrat, pH 7,0

5x SDS-mintapuffer: 50% glicerin, 10% SDS, 310 mM Tris, 100 mM DTT, 0,01 %
brémfenolkék

Transzfer puffer: 120 mM Tris-HCl, 40 mM glicin, 20 v/v% metanol
5.1.4 Vektorok

A S. cerevisiae PPZI cDNS-t tartalmazéd pSP72 vektort Prof. Joaquin Arifio
(Barcelonai Autonom Egyetem, Barcelona, Spanyolorszag) biztositotta szamunkra.

A pGEM-T Easy vektort a Promega cégtdl vasaroltuk.
5.1.5 Rekombinans fehérjék

A rekombinans vad tipusu, inaktiv és mutans kalpain B fehérjék, illetve a MAP2c
expresszidjat és tisztitasat Dr. Alexa Anita (MTA, SZBK, Enzimolodgiai Intézet, Budapest)
végezte a korabban leirtak szerint (Alexa és mtsai, 2004).

5.1.6 Poliklonalis kalpain B antitest

A kalpain B ellen nyulban termeltetett szérumot Prof. Erdei Annatél (ELTE, Budapest)
kaptuk.

5.1.7 Oligonukleotid primerek

A vektorspecifikus SP6 promoter primert (5-TATTTAGGTGACACTATAG - 37) és

a T7 prométer primert (5'- TAATACGACTCACTATAGGG - 37) a DNS szekvenal6 laborok
(MTA SZBK ¢és BIOMI Kft) biztositottak.
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A CaPPZI gén vizsgalatara a PCR reakcidkhoz és a DNS szekvenalashoz felhasznalt
CaPPZI gén-specifikus oligonukleotid primereket az Integrated DNA Technologies

Incorporation-tdl szereztiik be (1. tablazat).

1. tablazat. CaPPZ1 gén-specifikus oligonukleotidok dsszefoglaldsa

Elnevezés* DNS szekvencia Célszekvencia**
CaPPZ1U 5’- CGT TGT GTA ATG GCT AGG AG -3’ (-499) - (-480)
CaPPZI1L 5’- GTA CTT GAT GCT ATG GTATCG G -3’ 2184 -2163
CaPPZ2U 5’-AACTTG TTG TCT TTT CTT CTT CCC - 3’ (-120) - (-97)
CaPPZ2L 5-ATA TTT TTG GTC CGT GTG C -3’ 1792 - 1774
CaPPZ3U 5’- CAG CAA CTT CAG AAAATCC-3 219 - 237
CaPPZ3L 5’- TAA AGC AGC ACT ATC TAA AGG -3’ 1396 - 1376
CaPPz4U 5’- ATG TGC CAA TGT CACTCG -3’ 862 - 879
CaPPZ4L 5’- GAG TGA CAT TGG CACATTC-3’ 878 - 860
CaPPZ5U 5’- ATC CTT TAG ATA GTG CTGC -3’ 1374 - 1392
CaPPZ5L 5’- GAT GACTTG TGA GATGTTG-3¥ 429 - 411
CaPPZ6L 5’-GGA CCTTCT CAGTCT TATTG -3’ 100 - 81

* U-val jeloltiik az upper (forward), L-lel a lower (reverz) oligonukleotidokat.
** A célszekvenciat a CaPPZI gént kodolo szdl szekvenciaja alapjan adtuk meg, ahol az elso

nukleotid a start kodon (ATG) A-ja.

5.1.8 Biologiai mintak

A Candida albicans 10231 és 14053 referencia torzseket az ATCC-t6l szereztiik be.
A klinikai izoldtumokbdl szarmaz6d Candida albicans torzsek a DEOEC Orvosi
Mikrobiologiai Intézetébol szarmaztak. Két eset kivételével ugyanazon betegbdl két minta allt
rendelkezésiinkre, az egyiket vérbol izolaltak, a masik minta a fertdzés helyérdl szarmazott (2.

tablazat).
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2. tablazat. A Candida albicans klinikai izolatumok eredete

Kodszam | Beteg neme | Beteg kora Diagnozis Minta eredete
19890 trombotikus szovetvaladék
N6 59 év
19888 thrombocitopénias purpura vér
20072 o hastireg
Férfi 34 év hasnyalmirigy-gyulladas
19627 vér
10934 tracheotémiai kaniil
N6 45 év vastagbélrak
10920 vér
10668 szovetvaladék
Férfi 82 év vastagbélrak
10477 vér
8387 Langerhans sejtes szajlireg
N6 10 év
16053 hisztocitdzis vér
4774 vizelet
N6 42 ¢v szivelégtelenség
4780 vér
17433 ) ) tracheotomiai kaniil
Férfi 35¢év angina pectoris
17471 vér
9054 N6 5év mellhartyagyulladas vér
7111 N6 70 év leukémia vér

Az Escherichia coli DH5a torzset a Novagen-t6l szereztiik be.

A Drosophila Schneider S2 sejtvonalat az Invitrogen cégtdl vasaroltuk.
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5.2 Médszerek

5.2.1 Tenyésztési eljarasok

5.2.1.1 Candida albicans torzsek tenyésztése

A C. albicans torzsek tenyésztése folyékony Sabouraud tapoldatban tortént Fekete és
mtsai (2008) szerint. Egy kacsnyi gombat egy éjszakan at novesztettink 5 ml folyékony
Sabouraud tapoldatban. Ebbdl inditottunk 100 ml-es tenyészetet és inkubaltuk 15-16 6ran at,
28 °C-on 140 rpm-mel. A kiindulasi ODg4o = 0,1 volt. A gombaszuszpenzidt 1x PBS-sel
mostuk, majd centrifugaltuk. Az igy kapott gombatenyészetet folyékony N,-ben
lefagyasztottuk és -70 °C-on taroltuk.

5.2.1.2 Egyetlen sejtbél 1étrehozott tiszta klonok tenyésztése

Az ATCC 10231 teszttorzs folyékony, higitott tenyészetébdl a DE OEC Biofizikai és
Sejtbiologiai  Intézetében rendelkezésiinkre bocséjtott mikromanipulator segitségével
kiilonallé gombasejteket izolaltunk, amelyeket folyékony Sabouraud tapfolyadékba juttattunk,
majd a korabbiakban leirtak szerint tenyésztettiink. Ezaltal kiilonalld C. albicans sejteket

izolaltunk és egyetlen sejtbdl szubkulturdkat novesztettiink fel.
5.2.1.3 Candida albicans torzsek azonositasa

A C. albicans torzsek azonositasit CHROMagar Candida teszt (Becton Dickinson),
API ID32C panel (Biomérieux) és Micronaut-Candida rendszer (Merlin Diagnostika GmbH)
felhasznalasaval végeztiik (Fekete és mtsai, 2008; Szabo és mtsai, 2008).
5.2.1.4 A Drosophila S2 sejtvonal fenntartasa

A kisérleteink soran hasznalt Drosophila Schneider S2 sejteket (Invitrogen) 20 mM L-

glutaminnal kiegészitett rovar tdpoldatban (Sigma) tenyésztettiik 23 °C-on, amely 10 % FBS-t
(Gibco), 50 unit/ml penicillin-t (Gibco) és 50 pg/ml streptomycin-t (Gibco) tartalmazott.
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5.2.2 Nukleinsav vizsgalé modszerek

5.2.2.1 Genomi DNS izolalasa

A genomi DNS-t tomény gombaszuszpenzidbol Lee €s mtsai (1988) leirdsa alapjan
izolaltuk. A DNS mintdk abszorbancidjat 260 nm-en ill. 280 nm-en vizsgaltuk 1x TE-
pufferrel szemben. A DNS koncentraciot a 260 nm-en mért fényelnyelés alapjan, a DNS
tisztasdgat az ODjyep / ODyg aradny alapjan hataroztuk meg, illetve 1 % agardz

gélelektroforézissel ellendriztiik.

5.2.2.2 Agaroz és poliakrilamid gélelektroforézis

A nagyobb DNS fragmenteket 1 %-os agar6z gélben (Bio-Rad) valasztottuk el. Az
agardz gélelektroforézis soran alkalmazott 1 kbp DNS 1étrat az Invitrogen cégtdl vasaroltuk.
Az RFLP analizis utdan a kisebb DNS fragmentek méretét 5%-os poliakrilamid (Sigma)
gélelektroforézissel (Sealey ¢€s Southern, 1990) ellendriztik 100 bp DNS standard

(Fermentas) alkalmazaséval.

5.2.2.3 Southern blot

A kivant mennyiségli (1-2 pug) genomi DNS-t olyan restrikcidés endonukledz enzimmel

crcr

A restrikcios emésztést az enzim leirasa szerint 37 °C-on, két 6ran at végeztiik.

A préba eldéllitasdhoz Prof. Joaquin Arifio (Barcelonai Autonom Egyetem)
munkacsoportjatdl Saccharomyces cerevisiae PPZ1 cDNS-t tartalmazd plazmidot kértiink. Ha
a PPZI cDNS proba pSP72 vektorbdl vald kivagasdhoz csak a HindIll és Sall enzimeket
(Promega) hasznaltunk volna, akkor a préba és vektor mérete kozel azonos lett volna. Ezért
sziikséges volt az emésztést a Bgl/l enzimmel (Promega) is elvégezni, ami a vektort
kettéhasitotta, igy lehetdvé valt a keletkezd DNS fragmentek agardz gélelektroforézissel valo
hatékony elvalasztdsa. A megfeleldé méretli 2257 bp nagysagu savot kivagtuk €s a DNS
tartalmat gél extrakcids készlet (Qiagen) segitségével nyertiik ki. A DNS probat random

primer jelolési mddszerrel, Rediprime II. kit (Amersham Biosciences) alkalmazéasaval
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készitettiik a cég leirasa szerint [o*°P] dCTP izotép (Izotdp Intézet Kft) felhasznaldsaval. A be
nem épiilt nukleotidokat a reakcidelegy Sephadex G-25 oszlopon végzett kromatografidjaval
tavolitottuk el. A beépiilés hatasfoka 86,2 % volt.

A restrikcidés enzimmel emésztett DNS mintat 1 %-os agaroz gélen (Bio-Rad)
valasztottuk el, majd vakuum késziilék (BioRad Model 785 Vacuum Blotter) segitségével
g¢lbol Hybond N+ membranra (Amersham Biosciences) blottoltuk at. A DNS membranhoz
valo kotése céljabdl a membrant 80 °C-on, 30 percig hdkezeltiik, majd két ciklusban 245 nm
hulldmhossza UV-fénnyel (1200 kJ/cm® energiasiiriiséggel) megvilagitva keresztkotéseket
alakitottunk ki. A prehibridizaciot 50 °C-on 3 oran at Mini Dual 14 (HYBAID) késziilékben
végeztiik az alabbi pufferben: 5x SSC, 5x Denhardt oldat, 0,1 % SDS, 100 pg/ml hddenaturalt
heringsperma DNS. A hibridizacié céljabol a prehibridizacios oldathoz hédenaturalt *2P-
jelzésti DNS probat adtunk 10° cpm/ml koncentracidban. A hibridizacié 50 °C-on, a
hibridizacids cs6 allandd forgatdsa kozben 16 Ordn at tortént. A hibridizacié utan az aldbbi
mosasokat alkalmaztuk: 2 x 15 perc szobahémérsékleten, 2x SSC; 0,1% SDS oldattal, majd
30 perc 40 °C-on, 0,5x SSC; 0,1% SDS oldattal.

A detektalas 2 napos autoradiografiaval tortént Fuji RX rontgenfilm felhasznalasaval.
A film el6hivasa utan a membran mosasat magasabb hdmérsékleten, kisebb ionerdsségii

oldatban is elvégeztiik (60 °C, 0,1x SSC, 0,1% SDS) és megismételtiik az autoradiografiat.

5.2.2.4 Polimeraz lancreakcio és klonozas

Az NCBI adatbazisaban [URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore] talalhato C.

albicans protein foszfatdz Z gén nukleotid szekvencidja alapjan oligonukleotid primereket

crer

crcr

kovetden a termékeket eloszor pPGEM-T Easy vektorba ligaltuk, majd DHS5a E. coli sejtekbe
transzformaltuk. Az PCR reakciokat Eppendorf Mastercycler PCR késziilékben végeztiik.

A kb. 2700 nukleotid nagysdgu genomi DNS szakaszt Long PCR polimeraz
enzimkeverékkel, CaPPZ1U ¢és CaPPZIL oligonukleotid primerpar felhasznéalasaval

szaporitottuk fel a kovetkez6 reakciokozegben:
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PCR puffer +MgCl, (10x cc — 1x cc)* 2,5 ul

dNTP (10 mM — 0,2 mM)* 0,5 pl
Primer 1-2 (5pM — 0,2 pM)* I-1 pl
Long PCR polimeraz 5 U/ul 0,2 ul
genomi DNS (4-500 ng) 1 ul
steril H,O 18,8 ul
végtérfogat 25l

* — mutatja a végkoncentraciot

A homérsékleti profilt az alabbiak szerint allitottuk 6ssze:

Lépés hémérséklet 1d6
1. 94 °C 2 perc
2 57°C 1 perc
3. 72 °C 3 perc
4 94 °C 0,5 perc
2-4. ismétlése 30 ciklusban
5. 72 °C 10 perc

crer

felhasznalasaval amplifikaltuk a kovetkezokben leirt reakciokozeg alkalmazasaval:

PCR puffer -MgSO, (10x cc — 1x cc)* 2,5 ul
dNTP (10 mM — 0,2 mM)* 0,5 ul
Primer 1-2 (5uM — 0,2 pM)* I-1pl
MgSO4(25 mM — 2 mM)* 2ul
Pfu polimeraz. 2,5 U/ul 0,5 ul
genomi DNS (4-500 ng) Il
steril H,O 16,5 wl
végtérfogat 25 ul

* — mutatja a végkoncentraciot
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A hémérsékleti profil a kovetkezd volt:

Lépés homérséklet 1d6
1. 95°C 2,5 perc
2. 54 °C 1 perc
3. 72 °C 1 perc
4. 95°C 0,5 perc

2-4. ismétlése 30 ciklusban

5. 72 °C 10 perc

Az PCR termékek méretét agaroz gélelektroforézissel vizsgaltuk 1 % gélen.

A PCR termékeket kozvetlen szekvenaldshoz Microcon YM-100 oszlop (Millipore)

segitségével tisztitottuk, A-tailing reakciohoz, illetve klonozashoz agardz gélelektroforézissel

szeparaltuk, majd Wizard SV gel and PCR clean-up system kit (Promega) segitségével gélbol

izolaltuk a cég leirasa szerint.

A Pfu polimerdzzal eldallitott tompa véggel rendelkezd PCR termékek esetében a

tisztitast kovetden sziikséges volt egy tulnyuld A-vég kialakitasa a pGEM-T Easy vektorba

torténd sikeres ligalashoz. A reakciot Taq polimerdzzal (Fermentas) végeztiik 70 °C-on 30

percig az alabbiak szerint:

Tisztitott, Pfu-val eldallitott tompa végii PCR termék (10-15 ng) X ul
10 x Taq puffer +(NH4)SOy; -MgCl, (10x cc — 1x ce)* 1 ul
MgCl, 25 mM — 1,5 mM)* 0,6 ul
dATP 2mM — 0,2 mM)* 1 ul
Taq DNS polimeraz 5U/ul I ul
steril H,O 6,4-x pl
végtérfogat 10 pnl

* — mutatja a végkoncentraciot
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A PCR termékeket T4 DNS ligdzzal (Promega) pGEM-T Easy vektorba (Promega)

ligaltuk. A ligalasi kozeget az alabbi tablazat szerint allitottuk ossze:

Ligaz puffer (10x cc --- 1x cc)* 5ul
pGEM-T Easy vektor (50 ng/ul) 1l
PCR termék Il
T4 DNS ligaz (3U/ul) 1 ul
steril H,O 2 ul
végtérfogat 10 pl

* — mutatja a végkoncentraciot

A ligalasi elegyet 4 °C -on inkubaltuk egy éjszakan at.

Kompetens E. coli DH5a sejtek készitése soran az Inoue és mtsai (1990) altal
kidolgozott mddszert vettiik alapul. Kompetens sejtek preparalasahoz E. coli DH5a LB
taptalajra szélesztett koloniaibol indultunk ki. Egyetlen teleppel inokulumot inditottunk 60 ml
2xYT taptalajban egy éjszakan at 37 °C-on, 200 rpm-mel val6 razatassal. Ebbol a tenyészetbdl
100x higitast készitettiink, majd az elobbi koriilmények kozott novesztettiik OD 0,3-0,5 érték
eléréséig. Ezutdn a tenyészetet 5 perc jégen allast kovetden centrifugaltuk (5000 rpm, 5 perc,
4 °C-on); a tapoldatot maradéktalanul ledntottiik, €s a sejteket szuszpendaltuk 30 ml jéghideg
50 mM CaCl, oldatban (pH 7,4), majd 30 percig jégben vald inkubalas utdn a fentiek szerint
centrifugaltuk. A feliiliszot eltavolitottuk, és a sejteket ujraszuszpendaltuk 3 ml jéghideg 50
mM CaCl, oldatban, majd a sejtszuszpenzio 340 ul térfogat részleteit Eppendorf csévekbe
adagoltuk és 60 ul steril glicerin hozzdadasa utdn a sejtek transzformaldsaig -70 °C-on
taroltuk.

A transzformalas soran 50 ul kompetens sejthez 5 ul ligaléasi elegyet adtunk, és jégen
inkubaltuk 40 percig. 42 °C-on 50 masodpercig alkalmazott hdsokkolas, majd két perc jégen
allas utan a sejtekhez 200 ul SOC taptalajt adtunk, majd egy 6ran at razattuk 37 °C-on, 150-
200 rpm sebességgel. A baktériumsejteket ezutan 100 pg/ml ampicillint, 0,5 mM IPTG-t és
80 ug/ml X-gal-t tartalmazé LB-agar taptalajra szélesztettiik és egy éjszakan at 37 °C-on
inkubaltuk.

A plazmid izolélas els6é 1épéseként a beépililt DNS szakaszt tartalmazd plazmidot
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hordozd6 fehér E. coli telepeket 100 pg/ml ampicillint tartalmazé 5 ml LB folyékony taptalajba
oltottuk le és inkubaltuk egy éjszakan 4t 37 °C-on, 200 rpm fordulatszdmu razatds mellett. A
plazmidot QIAprep Spin Miniprep plazmid izolalo kit (Qiagen) segitségével izolaltuk a cég
leirasa szerint. A beépiilt DNS méretét a plazmid EcoRI (Promega) restrikcids enzimmel

torténd emésztését kovetden agardz gélelektroforézissel ellendriztiik 1 %-os gélen.

5.2.2.5 DNS szekvenalas

A klonok ellendrzésére a beépiilt DNS-t szekvenaltattuk az MTA SZBK Szegedi
Bioldgiai Kutato Kozpont DNS Szekvenald Laboratoriuméban illetve Godollon a BIOMI Kft-
nél vektorspecifikus T7 és SP6 primerek, illetve az 1. tadbldzatban talalhaté foszfataz

specifikus primerek felhasznalasaval.

5.2.2.6 RFLP analizis

s

keletkezett PCR termékeket kozvetleniil emésztettiik Accl, Alul, és Ddel (Fermentas) enzimek
kombinacidjaval a cég leirdsa alapjan Tango'™ pufferben egy éjszakan at 37 °C-on. A

fragmentek méretét 5 % SDS-PAGE-sel (Sealey és Southern, 1990) ellenériztiik.

5.2.3 Fehérjevizsgalo modszerek

5.2.3.1 SDS poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjék méretét és tisztasagat SDS-PAGE-sel (Laemmli, 1970) ellendriztiik 10 %-

os gélen eldfestett fehérje standard (Fermentas) segitségével.

5.2.3.2 In vitro és in vivo fehérje foszforilacio

A kalpain B in vitro foszforilacidja soran 80 pug rekombindns vad tipusu és mutans
kalpain B fehérjét foszforilaltunk 200 pl-es reakciokozegben (50 mM Tris-HCI, pH= 7.5;
ImM benzamidin, 1 mM PMSF, 1 mM EGTA, 2 mM DTT, 10 mM NaF, 0,05 mM Na-
vanadat, 25 mM MgCl,, 0,5 mM ATP). A radioaktiv és nem radioaktiv foszforilalasi
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reakciokat azonos koriilmények kozott egymassal parhuzamosan végeztiik. A reakcidkat
protein kindz hozzaadaséaval inditottuk - (0,08 pg (90U) PKA (Upstate, Calbiochem); 0,6 pg
(3,6U) ERK1 (Calbiochem) vagy 0,6 pg (3,3U) ERK2 (Calbiochem) - és 50 mM EDTA-val
allitottuk le.

Radioaktiv foszforilacié esetében 10’ cpm [y°°P] ATP-t (Izotép Intézet Kft) is
tartalmazott a reakciokozeg. A reakcidelegyet 30 °C-on inkubaltuk két 6ran at, kozben
meghatarozott idokozonként (0, 30, 60 €s 120 perc) 5-5 ul mintat vettink és 2x SDS-
mintapufferhez adtuk, illetve kationcseréld papirra (Whatman P81) cseppentettiik. Utobbit 3x
10 percig mostuk 0,5 % H3;PO4, 10 % TCA oldatban, majd 5 ml 0,25 N NaOH oldatot
tartalmazo folyadékszintillacids csobe helyeztiik ¢s megmértiik a mintak Cserenkov sugarzast.
Ezt kovetden kiszamoltuk, hogy hany mol foszfat épiilt be 1 mdl rekombinans fehérjébe az
adott idopontokig (Witt és Roskoski, 1975). A mintdk masik részletét SDS-PAGE-sel
valasztottuk el 10 %-os gélen (Laemmli, 1970), majd a Coomassie Brilliant Blue R250 festést
kovetéen a gélt beszaritottuk. A *’P beépiilést autoradiografiaval detektaltuk Fuji RX
rontgenfilm felhasznéalasaval.

A nem radioaktiv foszforilalasi reakcidk esetében a két oras inkubdcio utdn a mintakat
SDS-PAGE-sel valasztottuk el 10 %-os gélen (Laemmli, 1970), majd a gél festését kovetden a

megfeleld méretli savokat kivagtuk és tomegspektrometriai analizisre kiildtiik.

A kalpain B in vivo foszforilacidjat megeldzden az S2 sejteket 100 %-os konfluencidig
novesztettilk. PBS-sel torténd mosast kovetéen a PKA utvonal stimuldldsa érdekében a
sejteket 20 puM forskolin-nal (Sigma) és 100 nM calyculin-A-val (Sigma) 15 percig
inkubéltuk; az ERK utvonal aktivalasahoz a sejteket eldszor 10 nM EGF (Sigma) jelenlétében
egy oran at, majd 100 nM calyculin-A-val 10 percig inkubaltuk 23 °C-on. A kezelések végén
a kezelt és a kezeletlen sejteket centrifugalassal (3600 rpm, 5 perc, 4 °C) gytjtottiik dssze,
jéghideg PBS-sel mostuk, lizis pufferben (20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 1 mM NaF, 1 mM Na-vanadat, 1 % Triton X-100, 0,01% mM B-merkapto-etanol és
EDTA-mentes protedz inhibitor mix) szuszpendaltuk, majd 4x 15 masodpercig jégen
ultrahanggal kezeltiik (Branson 250 Sonifier). Az ultrahangos kezelést kovetden a lizdtumot
centrifugaltuk (14000 rpm, 10 perc, 4 °C). Az igy kapott feliilliszét immunprecipitacios

kisérletekhez hasznaltuk fel.
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5.2.3.3 Tomegspektrometria

A vad tipusu és a mutans kalpain B fehérjék foszforilacioja alkalmaval illetve az
immunprecipitacios kisérletek sordn kapott mintakat 10 % SDS-PAGE-sel vélasztottuk el
(Laemmli, 1970), majd Coomassie Brilliant Blue R250 festést kovetéen a 104 kDa méretii
savokat kivagtuk. A mintdkat tomegspektrometriai analizisre elkiildtiik Prof. Tézsér Jozsef
(DE OEC, Proteomika Labor), illetve Dr. Klement Eva (MTA SZBK, Témegspektrometriai
Laboratérium) szamara. A géldarabokat a szokésos moédon
(http://donatello.ucsf.edu/ingel.html) tripszinnel emésztették redukalas &s alkilalas utan 4 6ran
at, 37 °C-on. A foszfopeptid halaszatot TiO,-dal végezték Hlavanda és mtsai (2007) alapjan.
A foszfopeptid fragmenteket LC-MS/MS segitségével azonositottak.

5.2.3.4 Kalpain B aktivitasmérés

Aktivitasméréshez a kalpain B-t PKA-val egy 6ran at, ERK1 és ERK2 enzimekkel két
oran at foszforilaltuk. Kontroll (nem foszforilalt) mintak eléallitasa végett a fehérjéket azonos
kortilmények kozott inkubaltuk kindz hozzdadasa nélkil. Ezt kovetden a mintdkat Sephadex
G-25 mini-oszlopra vittiik gélszlirés céljabol, amit elozetesen ekvilibraltunk (kalpain puffer +
1 mM benzamidin, 0,25 mM PMSF, 10 mM B-merkapto-etanol és 10 mM NaF). Az oszlopot
a puffer 100 pl-es részleteivel mostuk, majd az els6 két frakciot 6sszeontottik és az aktivitas
méréséig jégen tartottuk. A mintdk kalpain B tartalmat SDS-PAGE-sel (Laemmli, 1970) és
denzitométerrel ellendriztik BSA standard alkalmazasaval. A kiilonb6z6 kalpain
preparatumok  aktivalédasat és aktivitdsat fluorimetriasan, fluoreszcens szubsztrat
felhasznalasaval; SDS-PAGE modszerrel, MAP2c¢ szubsztrat alkalmazasaval és autolizis
alapjan vizsgaltuk meg.

A fluorimetrids enzimaktivitdis mérés Alexa ¢s mtsai (2004) alapjan tortént
fluoreszcens szubsztrat, LY-AMC (Sigma) hasitasa altal a DE OEC Biofizikai €s Sejtbiologiai
Intézetében taldlhatd Fluorolog-3 (Jobin Yvon, Cedex France) fluoriméter segitségével. A
gerjesztési hulldmhossz 380 nm volt, a fénykibocsajtast 460 nm-en detektaltuk. A kisérletek
50 ul kalpain pufferben végeztikk, amely 1 mM LY-AMC-t és 0,4-0,8 uM kalpain B-t is
tartalmazott. A szabad Ca®"-koncentraciot 9 mM-ra illetve 19 mM-ra allitottuk be. A reakciot
az enzim hozzaadaséval inditottuk.

A MAP2c fehérje szubsztrat felhasznalasaval torténd aktivitismérést kis szabad Ca®'-

koncentracio mellett végeztikk Baki és mtsai (1996) alapjan. A szabad Ca®’-koncentraciot
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(50, 100, 350 és 2000 uM) EDTA-val allitottuk be és kalcium szelektiv elektrdd segitségével
ellendriztiik. A reakciot 80 pl kalpain pufferben végeztik 2 mM DTT, 10 mM NaF, 0,1
mg/ml MAP2¢ és 0,1-0,25 pM kalpain B jelenlétében. A reakciét CaCl, hozzdadaséaval
inditottuk, majd meghatarozott idék6zonként (0, 0,5, 1, 2, 4 és 6 perc) mintat vettiink ugy,
hogy a reakciokozeg 15 pl-ét hozzaadtuk 50 mM EDTA-t tartalmaz6 4x SDS-mintapufferhez,
ami ledllitotta a reakciot. A mintakat 3 percig foztik, 10 % SDS-PAGE-sel valasztottuk el
(Laemmli, 1970), majd Coomassie Brilliant Blue R250 festést kovetéen a megmaradé MAP2c
savok intenzitasat denzitométerrel (BioRad Fluor-S™ denzitométer, Multi-analyst szoftver,
1.1-es verzid) hataroztuk meg.

Az autolizis vizsgélat soran a kalpain B autokatalitikus hasitasat vizsgaltuk Baki és
mtsai (1996) alapjan. A reakciot 50 pl kalpain pufferben végeztiik, ami 2 mM DTT-t, 10 mM
NaF-t és 25 g kalpain B-t is tartalmazott. A reakciét CaCl, hozzdadasaval inditottuk, a
szabad Ca*'-koncentraciot 19 mM-ra allitottuk be. A szabalyos 1dokozokben (0, 0,5, 1, 1,5 és
2 perc) vett mintdkat SDS-PAGE-sel szeparaltuk (Laemmli, 1970), majd az emésztetlen 104
kDa méretti kalpain savokat intentitasat denzitométerrel hatdroztuk meg a korabbiak szerint.
Vizsgalataink soran elvégeztiik a radioaktiv [**P]-vel jelslt kalpain B autolizisét is, amelyet a

mintdk SDS-PAGE analizisét kovetden a beszaritott gél autoradiografidjaval detektaltunk.

5.2.4 Immunoldgiai moédszerek

5.2.4.1 Poliklonalis kalpain B ellenanyag tisztitasa

Az anti-kalpain B szérumot felhasznalas el6tt ammonium-szulfatos kicsapassal
tisztitottuk Mark Page és Robin Thorpe leirdsa (2002) alapjan. 1 ml szérumhoz 0,243 g
NH,4SO4-¢t adtunk €és jégen inkubaltuk 30 percig. Centrifugaltuk (14000 rpm, 10 perc, 4 °C),
majd a feliiluszo eltavolitasat kovetden a csapadékot 0,5 ml 5 mM foszfat pufferben (pH 8,0)
oldottuk fel. Dializaltuk 2x 1 6rdn 4t 500 ml 5 mM foszfat pufferben (pH 8,0), majd DEAE
52-celluloz (Whatman) oszlopra vittiikk és 30 mM foszfat pufferrel (pH 8,0) mostuk. 1 ml-es
frakcidkat szedtiink, melyeket SDS-PAGE-sel (Laemmli, 1970) illetve Bradford-féle
modszerrel (Bradford, 1976) ellendriztiink. Ezutan a tisztan IgG-t tartalmazd frakcidkat
Osszeontottiik €s 100 pl-ként szétporcidzva -20 °C-on taroltuk. Az igy tisztitott szérumot dot
blot kisérlettel ellendriztiik, majd immunprecipiticios és Western blot kisérletekhez

hasznaltuk fel.
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5.2.4.2 Dot blot

A kisérlet soran rekombinans kalpain B fehérjét kiillonboz6 mennyiségekben (10 ng,
50 ng, 100 ng) cseppentettiink fel kozvetleniil, elektroforetikus szétvalasztas nélkiil Hybond
ECL nitrocellul6z membranra (Amersham Biosciences), majd a membrant blokkold oldatban
(5 % sovany tejport tartalmaz6é PBST-oldat) egy ordn 4t razattuk. A blokkolast kovetden egy-
egy Oran at inkubaltuk a tisztitott kalpain B elleni elsddleges antitesttel, majd a torma
peroxidazzal konjugalt anti-nyil mésodlagos antitesttel (Sigma). Az antitestek higitasahoz 5
% sovany tejport tartalmazé PBST-t hasznaltunk. A két antitesttel torténd kezelés kozott a
membrant 3x 10 percig mostuk PBST-vel, a masodik antitestet kovetden 2x 10 percig, majd
Ix 10 percig végeztik a mosast PBST-vel, illetve PBS-sel. Az immunreakciot Supersignal
West Pico kemilumineszcens szubsztrattal (Pierce) és Fuji RX rontgenfilm felhasznélaséval

detektaltuk.

5.2.4.3 Western blot

A kisérleteink sordn kapott mintdkat 10 % SDS-PAGE-sel (Laemmli, 1970)
valasztottuk el fehérje standard (Fermentas) alkalmazdsa mellett Bio-Rad elektroforézis
késziilékben, majd Hybond ECL nitrocellul6z membranra (Amersham Biosciences) vittiik at
100 V-on 90 percig Bio-Rad transzfer késziiléket hasznalva. Ezutdn a membran szabad
kotohelyeit 5 % zsirszegény tejport tartalmazé PBST-vel blokkoltuk egy éran keresztiil. A
blokkolast kovetden a membrant mostuk, majd anti-kalpain B elsddleges antitesttel inkubaltuk
egy €jszakan at 4 °C-on. A membrant 3x 10 percig mostuk PBST-vel, majd egy orat at
inkubaltuk a torma peroxidazzal konjugalt anti-nyul masodlagos antitesttel (Sigma). A
membrant 2x 10 percig PBST-vel, majd 1x 10 percig PBS-sel mostuk. Az immunreakciot
Supersignal West Pico kemilumineszcencia elohivo oldattal (Pierce) detektaltuk Alpha
Innotech késziilékben. Az elsddleges €s masodlagos antitestek higitdsahoz 5 % zsirszegény

tejport tartalmazd PBST-t hasznaltunk.
5.2.4.4 Immunprecipitacio
Az immunprecipitacids kisérleteket Kiss és mtsai (2008) alapjan végeztiink. A nem

specifikus kotodések elkeriilése végett az S2 sejtek kezelése, majd feltdrasa utan kapott

feltiluszot eldtisztitottuk 100 pl Protein A-Sepharose-zal (Sigma) 3-4 6ran at, 4 °C-on torténd
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kevertetéssel, majd centrifugaltuk (14000 rpm, 10 perc, 4 °C). Ezzel parhuzamosan 50 pl
Protein A-Sepharose-t inkubaltunk 40 pg affinitds kromatografiaval tisztitott anti-kalpain B
antitesttel lizis pufferben allando keverés mellett, majd a gyantat centrifugéalassal (14000 rpm,
5 perc, 4°C) gytjtottik Ossze. Az el6tisztitott lizdtumot anti-kalpain B ellenanyaggal
Osszekapcsolt Protein A-Sepharose-zal inkubéltunk egy ¢&jszakan at 4 °C-on  torténd
kevertetéssel. A gyantat hdromszor mostuk 200 pl lizis pufferrel, majd 200 pl 1x SDS-
mintapufferrel foztiik 10 percig. Az igy kapott mintdk egy részét Western blottal analizaltuk,

masik részét tomegspektrometriai vizsgalatokra kiildtiik.

5.2.5 Adatok elemzése, kiértékelése

Az amplifikédcidhoz és a szekvenalashoz felhasznalt oligonukleotid primereket a

pDraw32 program [URL: http://www.acaclone.com] segitségével terveztiik. A restrikcids

helyek joslasa szintén ezen program felhasznalasaval tortént.
A DNS ¢és fehérje szekvencia adatok Osszehasonlitdsat a Clustal W2 szoftver [URL:

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html] segitségével végeztiik el.

A filogenetikai - és szekvencia analizist a MEGA 4.1 szoftver [URL:

http://www.megasoftware.net] alkalmazasaval készitettiik. A Neighbor Joining algoritmust

alkalmaztuk az elemzések soran.
A Drosophila kalpain B foszforilacios helyeit a Motif Scan (URL:

http://scansite.mit.edu/motifscan_id.phtml) programmal, szerkezetét az IUPred szerverrel

[URL: http://iupred.enzim.hu] analizaltuk.

Az enzimkinetikai adatok matematikai modellezését Dr. Takécs Gébor (ELTE,
Elméleti Fizikai Tanszék, Budapest) végezte a Kovacs és mtsai (2009) cikkben leirtak szerint.

A C. albicans PPZ1 fehérje katalitikus doménjének homolog modellét Dr. Bagossi
Péter (DE OEC Biokémia és Molekularis Bioldgiai Intézet); a Drosophila kalpain B homolég
modellét Dr. Bozoky Zoltan (MTA SZBK Enzimoldgiai Intézet) készitette.

Az eredmények atlaganak illetve szdérasanak meghatirozasdhoz az Excel szoftvert

(Microsoft Corporation) hasznaltuk.
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6. EREDMENYEK

6.1 A Drosophila melanogaster kalpain B szabalyozasa foszforilacioval

6.1.1 Rekombinans kalpain B in vitro foszforilacidja

A Drosophila kalpainok foszforilaciéja kordbban nem volt ismert. Ezért munkank
kezdetén elvégeztik a Drosophila kalpain B elsddleges szerkezetének bioinformatikai

analizisét. A Motif Scan (http://scansite.mit.edu/motifscan_id.phtml) informaciéi alapjan

alacsony foku szigorusagi paraméterek kozott 6t PKA és szamos ERK foszforilacids hely

jelenléte volt valosziniisithetd (7. abra).
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7. abra. A kalpain B foszforildcios helyeinek joslasa

A kalpain B négy kiilonbozé doménje a dI, diI, dIII és dlV jelolést kapta. A josolt PKA (A) és
ERK (B) foszforilacios helyek a felso paneleken lathatoak, mig az aminosavak felszini
hozzaférhetoségét az also panelek mutatjak.
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A szerkezeti joslasok bizonyitdsa érdekében elvégeztiik a rekombinans kalpain B
fehérje in vitro foszforilaciojat PKA, ERK1 és ERK2 enzimekkel [y**P]JATP jelenlétében (8.
abra). Mindharom enzim esetében azt kaptuk, hogy ha kiilonb6zé mértékben is, de
foszforilaljak a kalpain B-t. A legkisebb mértékii hatast a PKA esetében kaptuk, az enzim
0,20 = 0,09 (n=5) mol foszfatot €épit be 1 modl fehérjébe. Az ERK enzimek ennél
hatékonyabbnak bizonyultak, ugyanis az ERK1 0,62 + 0,27 (n=6) mol foszfatot, mig az ERK2
0,73 £ 0,17 (n=7) mol foszfatot épit be 1 mdl kalpain B fehérjébe (8/B. abra).
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8. dbra. A kalpain B in vitro foszforildacidja

(A) A rekombinans kalpain B fehérjét in vitro foszforilaltuk PKA, ERKI és ERK2 enzimekkel
[7°PJATP jelenlétében. A mintdk analizise SDS-PAGE-t kivetd autoradiogrdfidval tortént. A
panelek bal oldaldn a fehérje standard (St) és 2 ug foszforildalatlan kalpain B fehérje (P)
lathatéo Coomassie Blue-val festve, a jobb oldalon a mintdk autoradiogramjai lathatoak. A
mintavétel idépontjat percben alul adtuk meg. (B) A foszforilacio (PKA - B, ERKI - 'V,
ERK?2 - A) kovetése a TCA-val kicsapott fehérjébe beépiilt radioaktivitas meghatdrozasaval
tortént. A grafikonon hét fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat + SD értéket tiintettiik fel.
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A  mintdk SDS-PAGE-sel torténd elvalasztdsat kovetden autoradiografidval
azonositottunk egy 104 kDa méretli savot, amely a rekombinans kalpain B-nek felelt meg.
Megallapithat6 tehat, hogy a foszfatcsoport csak a kalpain B fehérjébe épiilt be (8/A. abra).

A foszforilaciés hely(ek) azonositisa érdekében elvégeztik a foszforilacids
kisérleteket az el6zdvel azonos koriilmények kozott azzal az eltéréssel, hogy a [y *P]ATP
helyett nem radioaktiv ATP-t hasznaltunk a vad tipust aktiv és a mutans inaktiv kalpain B

fehérjék foszforilacidja soran. Az inaktiv mutanst (Cys — Ala csere a fehérje aktiv

crer

minta kezelése soran. A reakcidt kovetden a mintdkat SDS-PAGE-sel szeparaltuk, a kalpain

savokat kivagtuk és tomegspektrometriai vizsgalatokra kiildtiik.
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9. abra. In vitro foszforildcios helyek azonositisa kalpain B fehérjében

Az A, B és C abrdkon a tomegspektrometriai analizis sordan meghatdrozott foszforildacios
helyekhez kotheto CID spektrumok lathatoak: Ser240 (A), Ser845 (B) és Thr747 (C). A
foszforilacios helyek azonositasahoz felhasznalt csucsokat nyillal jeloltiik. A foszforilacios
helyeket a (D) dbra foglalja dssze. (Az dbra A, B és C része Dr. Klement Eva munkdja.)

A foszfopeptid fragmentek LC-MS/MS analizise soran kideriilt (9. abra), hogy a vad
tipusu kalpain B fehérjében a PKA a Ser240 és Ser845, mig az ERK1 és ERK2 enzimek
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ugyanazon Thr747 aminosav oldallancot foszforilaljak. Az inaktiv kalpain B vizsgalata sordn

a Ser240 kivételével ugyanezeket a foszforilacios helyeket azonositottuk.
6.1.2 A kalpain B foszforilacios helyeinek lokalizacidja
A Drosophila kalpain B haromdimenzios szerkezete még nem ismert, igy a human m-

kalpain atomi koordinatait (Reverter és mtsai, 2001) felhasznalva homolégia modellezéssel

hataroztuk meg a foszforilacids helyek lokalizaciojat (10. abra).

ERK 1/2

10. abra. A Drosophila kalpain B homolog modellje

Sotétkek, keék, tiirkizkek, zold és sarga szinekkel jeloltiik a kalpain B DI, DIla, DIIb, DIII és
DIV doménjeit. A rendezetlen szerkezetii DI domén nem volt modellezhets, csak az m-
kalpainnal homolog része lathato (DI). A DII domént két aldoménra bontottuk (DIla és DIIb).
Sarga karikaval abrazoltuk az aktiv helyet, kiemelve az inaktiv mutans esetében modositott
Cys314 aminosavat. Piros és fehér nyilak mutatiak a PKA és ERK foszforilacios helyeket. (A
homolog modellezést Dr. Bozoky Zoltan végezte.)

A Motif Scan szoftver elorejelzésével (7. ébra) Osszhangban azt kaptuk, hogy a
Ser845-6s PKA hely a IV-es domén masodik EF-kéz motivumaban (831-859 aminosav)
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helyezkedik el. Ezt megeldzi két bazikus aminosav (Arg841 és Arg842), amelyek idedlis
kornyezetet biztositanak a PKA enzim felismeréséhez (9/D. dbra). A masodik PKA hely, a
Ser240 az I-es domén végén taldlhatd, az aktivacids hasitd hely kozelében. Mivel a PKA
szamara ez a kornyezet kevésbé kedvelt, ezért ezt a pozicidt méasodlagos PKA foszforilacios
helynek neveztiik el. Az ERK1 és ERK2 foszforilacios helyként azonositott Thr747 N-
termindlis oldalan harom Pro taldlhatd, amely az Osszes ugynevezett prolin-irdnyitott
szerin/treonin protein kinaz felismerd helye (9/D. dbra). A Thr747 a Ill-as és a IV-es domén
kozott elhelyezkedd tugynevezett transzducer régidban taldlhaté (10. &bra), amelynek
kulcsszerepe van az aktivalodasban, ugyanis ezen keresztiil terjed a Ca*"-jel a DIV Ca* -kot6

doménrol a DII katalitikus domén felé (Alexa és mtsai, 2004; Bozoky és mtsai, 2005).

6.1.3 A foszforilacio hatasa az enzim aktivitasara és aktivalodasara

A foszforilacids helyek lokalizacidja azt sugallta, hogy a foszforilacionak szerepe lehet
a kalpainok Ca’’-ionok 4ltali szabalyozasaban. Ezért kisérletes koriilmények kozott

megvizsgaltuk a foszforilalt €s a nem foszforilalt (kontroll) enzimek kinetikai sajatossagait.

6.1.3.1 Fluorimetrias mérés peptid szubsztrattal

Az aktivitas mérése nagy Ca’'-koncentracié mellett fluoreszcens dipeptid szubsztrat,
N-szukcinil-Leu-Tyr-7-amino-4-metil-kumarin (LY-AMC) felhaszndlasaval tortént. Irodalmi
adatok alapjan tudtuk, hogy a kalpain B félmaximalis aktivalodasahoz 8,6 = 0,8 mM szabad
Ca”"-koncentracio sziikséges (Alexa és mtsai, 2004). Ennek megfeleléen 9 és 19 mM szabad
Ca’"-koncentracional az enzim 50 %, illetve 90 %-os hatékonysaggal mikodik. Ilyen
koriilmények kozott a reakeid eléggé gyors ahhoz, hogy elérje a maximalis reakciosebességet
(Vmax). Ezt az ¢értéket haszndltuk fel a foszforiladlt és a foszforildlatlan forma
Osszehasonlitdsdhoz.

Mindkét kinetikai gorbe (11/A. abra) lag fazissal indul, amely az autoproteolitikus
aktivalodasnak felel meg, késobb a gorbe kiegyenesedik, amint az enzim eléri maximalis
aktivitasat. Lathato, hogy a foszforilalt enzim gyorsabban aktivalodik (11/B. abra), illetve
nagyobb az aktivitasa (Vmax) (11/C. é&bra), mint a nem foszforilalt enzimnek. Hasonld
eredményeket kaptunk 9 mM és 19 mM szabad Ca®’-koncentracional is. Lathaté az is, hogy
ERK2 esetében kaptuk a legnagyobb aktivitds és aktivalédas novekedést, ami minden

bizonnyal a magasabb foszforilacios szinttel magyarazhato (11/B. és C. dbra)
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11. abra. Kalpain B aktivitas mérése dipeptid szubsztrattal

Az dbra (A) részén a fluorimetrids aktivitasmérés soran kapott gorbék lathatoak. Egy példan
keresztiil mutatjuk be a foszforilacio hatasat, jelen esetben egy PKA kezelés (szaggatott vonal)
hatdsat a kontroll mintdhoz (folytonos vonal) viszonyitva 9 mM szabad [Ca’" ] jelenlétében. A
kalpain B aktivalodasi ratdjat (k.. illetve maximalis reakciosebességét (Vimay) a gorbe alapjan
szamoltuk. A foszforilacio hatasdara bekovetkezo aktivalodas novekedeést (B) és aktivitas
novekedest (C) szazalékban kifejezve adtuk meg a nem foszforilalt kontrollhoz viszonyitva. A
diagram 3-4 fiiggetlen kisérlet eredményének dtlagat + SD értéket mutatja.

6.1.3.2 Aktivitasmérés fehérje szubsztrattal

Ismeretes, hogy a MAP2c (mikrotubulushoz asszocialt fehérje 2¢) jo szubsztratja a
kalpainnak (Alexa és mtsai, 2002). A kisérleteink sordn MAP2c-t emésztettiink alacsony
Ca*"-koncentréacional Drosophila kalpain B-vel, majd SDS-PAGE-t kévetéen az épen maradd
62 kDa méreti MAP2c sav intenzitdsat denzitométerrel hatdroztuk meg (12/A. &bra).

Szemmel lathatd, hogy a foszforilalt enzim gyorsabban emészti a szubsztratot, mint a nem

foszforilalt forma.
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12. abra. Kalpain B aktivitas mérése MAP2c szubsztrattal

(A) Egy példdn keresztiil mutatjuk be a MAP2c emésztését 50 uM szabad [Ca’'] mellett. A
proteolizist PKA-val foszforildalt és nem foszforildlt (kontroll) kalpain B-vel végeztiik, a
reakciot SDS-PAGE madszerrel kovettiik. (B) A MAP2c fehérje savok (also nyil) intenzitasat
denzitometraldssal hatdroztuk meg, melyb6l megdllapitottuk a foszforilalt (M) és nem
foszforilalt (L) enzim  sebességi dllandojat. (C) A foszforilacio hatdasdra bekovetkezd
reakciosebesség novekedeést szazalékban kifejezve adtuk meg a nem foszforilalt formdhoz
viszonyitva. A diagram 7-11 fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat + SD értéket tiinteti fel.
A reakciét 350 uM szabad [Ca’”] jelenlétében végeztiik. (D) A PKA foszforildcié hatdsdt
megvizsgaltuk a Ca’ -koncentrdcié fiiggvényében is. A szabad Ca’ -koncentrdciét mol/dm’ -
ben adtuk meg. A gorbét 3-5 fiiggetlen kisérlet eredményének dtlaga alapjan szerkesztettiik a
szordsok feltiintetésével.

Elvégeztik az adatok kvantitativ analizisét is gy, hogy az egyes mintavételi
1dépontokhoz rendelheté MAP2c sav intenzitasat elosztottuk a kiindulasi intenzitassal, ennek
vettiik természetes alapu logaritmusat [(In(A/Ay)], €s ezt adbrazoltuk az i1d6 fliggvényében,
végiil meghataroztuk a gorbék meredekségét (12/B. abra). Feltételezve, hogy az aktiv enzim
mennyisége konstans a reakcid sordn, a meredekségbdl meghatarozhat az elsdrendii reakcid
sebességi allanddja. Mi ezt az allandét hasznéltuk fel az enzimaktivitas jellemzésére. A gorbe
alapjan lathato, hogy a foszforilalt enzim aktivabb a nem foszforilalthoz képest. A grafikon
alapjan (12/C. é&bra) pedig megallapithatdo, hogy ERK2 enzimmel torténd foszforilacio

hatasara kovetkezett be a legnagyobb aktivitasnovekedés.
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Kisérleteink soran megvizsgaltuk a PKA hatas Ca*'-fiiggéségét is (12/D. 4bra), és azt
tapasztaltuk, hogy minél kisebb a Ca*’-koncentracié, annal jobban érvényesiil a PKA
foszforilacié aktivitast noveld hatdsa. Ezzel a moddszerrel azonban nem 4allt modunkban
adatokat gytjteni a reakcid kezdeti szakaszarol, igy a gorbe nem volt alkalmas arra, hogy

elemezziik a foszforilacid hatasat a kalpain B aktivalddasara.
6.1.3.3 Autolizis vizsgalat

Mivel az el6z6 modszert nem tudtuk felhasznalni annak megallapitdsara, hogy a
foszforilacié miként befolyasolja a kalpain B aktivalodasat/autolizisét, erre tjabb modszert
dolgoztunk ki. Modositott koriilmények kozott, az emésztetlen, 104 kDa méretii kalpain B sav
eltlinését kisértikk figyelemmel az id6 fiiggvényében (13/A. 4bra) és a korabban leirtakhoz
hasonloan hataroztuk meg a reakcio sebességi allandojat (13/B. abra). Feltételezésiink szerint
a 224. és 225. aminosavak kozott 1étrejovo elsd autokatalitikus hasitas elegendd a fehérje
aktivalédasdhoz, igy a 104 kDa méretii inaktiv forma eltiinésének sebessége nagyjabol
aranyos az aktivalédas sebességével. A grafikon alapjan (13/C. dbra) megéllapithatd, hogy ha
kis mértékben is, de a foszforilacid hatasira 19 mM szabad Ca®'-koncentracié mellett
gyorsabban aktivalodik a foszforilalt enzim a nem foszforilalt formahoz képest. A kisérleteket
elvégeztiik 1 mM szabad [Ca®]-nalis, itt a hatas elhanyagolhatd volt.

Az autolizis vizsgalatot elvégeztiik radioaktiv [y’*P]JATP-vel foszforilalt kalpain B
fehérjével is, a radioaktiv jel eloszlasat pedig autoradiografiaval kovettiik (13/D. dbra). Annak
ellenére, hogy az autolizis sebessége kozel azonos volt a két kinaz esetében (kgrxo= 0,039 s™'
and kpga= 0,034 s'), az autoradiogram teljesen mas képet mutatott. A PKA altal beépitett
radioaktiv [*°P] nagyon gyorsan elimindlodott a 104 kDa méretli savbol és a teljes
radioaktivitasnak tobb mint 85%-a a 75 kDa méretli fragmentben halmozddott fel az autolizis
elsd 1épése utan. A kalpain B aktivaciés modellje szerint (Farkas és mtsai, 2004a) az utdbbi
fragmentum a fehérje C-termindlis részét képviseli. A radioaktivitds eloszlasa 6sszhangban
van azon korabbi eredményiinkkel, miszerint a kalpain B PKA foszforilacios helyei ezen a
szakaszon beliil helyezkednek el. Az ERK2 esetében azonban a beépitett radioaktivitas
koriilbeliil hiromnegyed része eltlinik a gélbdl 30 masodpercen beliil. A radioaktiv [**P]-nak
csak kozelitbleg 21-26 %-a marad vissza a 75 kDa C-terminalis proteolitikus részben.
Feltételezésiink szerint a Thr747 mellett mas aminosav(ak) is foszforilalddik(nak) a fehérje N-

crey

autoproteolitikus aktivalodas soran.

47



ERK2 kontroll

kalpB

- — — - E— —

0 05 1’ 1.3 22 0 05 1" 1.5 2

Idé (perc)
c D ERK2 PKA
§ ka]pB_. w - 104 kDa
g2.] 0 pEmmwmes  mmmme “5kDa
E 30 1 SRS
2
220 -_— -—
E kal ;" - = “104KkDa
£ 10 e
—_ e E— S - - . iy —
e ] 75 kDa
2z 0
ERK2 PKA
005 1’15225 00051 1. 2258
1d6 (perc)

13. dabra. A kalpain B aktivdloddsdnak kovetése autolizis alapjan

Az dbra (A) részén a rekombinans kalpain B autolizisét mutatjuk be ERK2-vel valo kezelést
kivetGen, illetve kezelés nélkiil 19 mM Ca’-koncentrdciondl. A folyamatot SDS-PAGE
modszerrel kovettiik. (B) A 104 kDa méretii kalpain B savok (nyil) denzitometralasat kovetoen
meghatdroztuk a fehérje eltiinésének sebességi dllandojat (A - foszforilalt, [1 - nem
foszforilalt). (C) A foszforilacio hatasara bekévetkezo aktivalodas novekedest szazalékban
kifejezve adtuk meg a nem foszforilalt formahoz viszonyitva. A diagram 3-4 fiiggetlen kisérlet
eredményének datlagat + SD értéket mutatja. (D) [ v PJATP-tal torténd foszforilalast kévetden
a radioaktiv jel eloszldsa lathato az autolizis sorvan. A felsé panelen SDS-PAGE-sel és
Coomassie festéssel, az also panelen autoradiogrdfiaval kovettiik a valtozasokat.

6.1.4 Mutans kalpain B fehérjék vizsgalata

A foszforilacié hatasanak vizsgalata soran az eredmények magyarazata Kkissé
bonyolultnak bizonyult, ugyanis a PKA esetében alacsony volt a foszforilacios szint, illetve az
ERK esetében el6fordulhatott olyan helyek foszforilacidja is, amelyeket kisérleteink soran
nem sikeriilt azonositanunk. Annak bizonyitdsa érdekében, hogy az altalunk kimutatott
foszforilacids helyeknek valdban szerepe van a kalpain B szabalyozasaban, Smith és mtsai
(2003) eljarasat kovetve elvégeztiik az aktivitasméréseket foszforilacios hely mutansokkal.
Iranyitott mutagenezissel Dr. Alexa Anita (MTA, SZBK, Enzimologiai Intézet, Budapest)
olyan mutansokat (T747E és S845E) hozott létre, amelyekben az altalunk foszforilacids
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helyként azonositott Thr és Ser aminosavakat Glu-ra cserélte. A Glu negativ oldallanca
imitalja a foszforilaci6 hatasat. A mddositas helyének ismerete mellett a megkozelités eldnye
még, hogy a modositas sztochiometrikus ¢s allandd. A kapott mutdns fehérjék tisztasagat
SDS-PAGE modszerrel ellendriztiik. A gélképek alapjan lathatd volt, hogy az altalunk

vizsgalt haromféle kalpain B tisztasdga kozel azonos (14/A. dbra).
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14. abra. Pontmutdciok hatdsa a kalpain B aktivitisdara

(A) A vad tipusu (Wt), a T747E (ERK hely) és az S845E (PKA hely) mutans fehérjék
tisztasaganak vizsgalata SDS-PAGE modszerrel. St a fehérje létrat jeloli, a méreteket kDa-
ban adtuk meg. (B) Enzimaktivitds vizsgdlata kiilonbézé [Ca’ ]-ndl fluoreszcens LY-AMC
szubsztrat felhaszndlasaval. Vad tipus (L), T747E (&), S845E (). Az dbra nyolc fiiggetlen
kisérlet eredményének dtlagat + SD értéket mutatja. (C) A nativ (L) és a mutans (A), (M)
fehérjék autolizisének vizsgalata SDS-PAGE madszerrel. (D) A mutdciok hatasa az enzim
aktivaléddsdra 19 mM szabad Ca’*-koncentrdciondl. Az aktivdlédds névekedést szdzalékban
adtuk meg a vad tipushoz viszonyitva. Fehér oszlopok: fluoreszcencia mérés, fekete oszlopok:
SDS-PAGE. A grafikon 3-7 fiiggetlen kisérlet eredményének datlagat + SD értéket tiinteti fel.

A korébbiakhoz hasonloan fluoreszcens mddszerrel elvégeztilk a mutans enzimek
aktivitdsanak kinetikai elemzését kiilonboz6 Ca® -koncentracioknal (14/B. &bra). A
vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a mutaciok széles [Ca®'] tartoméanyban aktivaljak a

kalpain B-t, illetve, hogy a mutansok alacsonyabb Ca®-koncentracional aktivalodnak, de
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kevésbé érzékenyek a Ca”"-koncentracié valtozasara, mint a vad tipusu enzim. A Ca*'-fiiggés

matematikai elemzését az 3. tdblazatban foglaltuk ossze.

3. tdbldzat. Az enzimaktivitis [Ca’"] fiiggésének kinetikai paraméterei

Aktivitas Aktivitas
Kalpain B | [Ca®']» Amax dx novekedés magas | novekedés alacsony
(mM) [Ca®]-nal [Ca®]-nal
Vad tipus | 6,4+04 | 110£5 | 0,34+0,02 - -
T747E 55+0,8 | 150+ 12 | 0,46 +0,03 1,44 £ 0,15 1,66 +0,2
S845E 55+08 | 170+10 | 0,44 +0,03 1,86 + 0,25 23 £0,15

A [Cd ]y jeloli a félmaximdlis aktivdloddshoz sziikséges Ca’*-koncentrdciét. A dx
paraméter az aktivitast jellemzi a Ca” -koncentracio logaritmusanak a fiiggvényében. Ez egy
olyan dimenzié nélkiili mennyiség, amely megadja az enzimaktivitds érzékenységét a [Ca’ ],
erték koriili ionkoncentracioban bekovetkezo kismértékii valtozasokra. A dx nagyobb értéke
azt mutatja, hogy a mutdinsok a Ca’ -koncentrdacioban bekivetkezd vdltozdsokra kevésbé
érzekenyek.

Megallapitottuk még, hogy bér a pontmutéci6 novelte a kalpain B Ca®"-érzékenységét,
a félmaximalis aktivalodashoz sziikséges [Ca’’] még igy is messze van a fiziologiai
tartomanytol. Elmondhat6 az is, hogy mindkét mutdcid novelte a maximalis reakciosebességet
és ez a hatés alacsony Ca”'-koncentracional még kifejezettebben érvényesiilt.

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a mutacidk miként hatnak az enzim autokatalitikus
aktivalddasara. A kisérletek soran az ép 104 kDa mérett kalpain B savjanak eltiinését SDS-
PAGE mddszerrel és denzitométerrel kovettiik nyomon (14/C. abra) a kordbban leirtak szerint
(lasd 13/A. és B. abra). A kapott eredmények teljes mértékben Osszhangban voltak a
fluoreszcens mddszerrel kapott eredményekkel, amelyek szerint T747E mutacié nagyobb, mig

az S845E mutécio kisebb aktivalddas novekedést okoz a vad tipushoz képest (14/D. abra).

6.1.5 Kalpain B in vivo foszforilacidoja

Miutan in vitro koriilmények kozott bebizonyitottuk, hogy a kalpain B foszforilalhato,
kivancsiak voltunk a poszttranszlacios modositas lehetséges élettani jelentoségére. Ezért
Drosophila S2 sejtvonalon megvizsgaltuk, hogy a kalpain B foszforildlodik-e in vivo.
Kontroll kisérletben kezeletlen sejtekbdl immunprecipitacidval és SDS-PAGE-sel kalpain B
fehérjét izolaltunk (15/A. 4bra), majd tomegspektrometriai analizisre kiildtik, hogy a
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foszforilacidés helyek 4llapotat feltérképezzikk. Az MS/MS analizis soran nem volt
detektalhatéd foszfopeptid (15/B. ébra), amibdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy nyugvd
sejtekben a kalpain B foszforildlatlan forméaban van jelen. Ugyanezt az eredményt kaptuk,
amikor a sejteket foszfatdz inhibitorral, calyculin-A-val kezeltik. Ezt kovetden a sejteket
kindz aktivatorokkal torténd kezeléseknek vetettiikk ald és Ujra megvizsgéaltuk a kalpain B

foszforilacids allapotat.
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15. abra. A kalpain B in vivo foszforildcioja

(A) A Drosophila S2 sejteket EGF-el és calyculin-A-val (+EGF) illetve ezek hozzaaddsa
nélkiil inkubaltuk (-EGF). Immunprecipitaciot kovetéen a fehérjéket SDS-PAGE modszerrel
ellencriztiik. A gélképen a C jelolés 200 ng rekombindns kalpain B-t jelent. St a fehérje
standardot jeloli, méretiiket kDa-ban adtuk meg. (B) A tomegspektrometriai analizis sordn
azonositott foszfopeptidek kromatogramjain az RT a retencids idét jeloli. Az m/z 690 az
Thr747-es ERK hely, az m/z 765 pedig a Ser240-es PKA hely azonositasara hasznalt MS
csticsnak megfelelé kromatogramot mutatja. (Az ébra B része Dr. Klement Eva munkdja.)

A MAP kinaz/ERK utvonalat aktivalo epidermalis novekedési faktorral és a calyculin-
A-val torténd egyiittes kezelés utan azt tapasztaltuk, hogy az SDS-PAGE uténi gélfoton a
kalpain B savja kis mértékben kettévalt (15. abra). Feltételezésiink szerint ez a jelenség a
fehérje poszttranszlacios modositasanak az eredménye. Az MS vizsgalat alkalmaval

azonositott foszfopeptidek ion kromatogramjai (15/B. dbra) alapjan lathato, hogy a kalpain B
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fehérjében a Thr747 és a Ser240 aminosav oldallanc foszforilalodott EGF kezelés hatasara. A
foszfopeptidek tomegspektrumai nagyon hasonlitanak az in vitro kisérletek sordan kapott
spektrumokhoz (lasd 9/C. és 9/A.). Tehat kisérleteink soran igazoltuk, hogy az altalunk
legfontosabb ERK1/ERK2 foszforilacidés helynek tartott Thr747 oldallinc EGF kezelés
hataséra in vivo koriilmények kozott foszforilalddik. Ugyanakkor meglepetéssel tapasztaltuk,
hogy egy feltételezett PKA hely, a Ser240 oldallanc is foszforilalodott ERK kezelés hatasara,
noha ezt nem sikeriilt detektalnunk akkor, amikor az S2 sejteket in vivo forskolinnal és

calyculin A-val kezeltiik (nem dokumentalt adat).
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6.2 A Candida albicans protein foszfataz Z.1 gén polimorfizmusa

6.2.1 A C. albicans PPZ gén azonositasa

Az NCBI adatbazisaban [URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore] talalhato

informécio alapjan a Candida albicans SC5314 torzsben a szerin-treonin foszfataz Z (PPZ)
génnek két azonositoja van, a Ca019.726 (génbank azonositdo: XM _707992) és a Ca019.8345
(génbank azonosito: XM _708015). Az adatbazisban szerepld informdaciot, miszerint C.
albicans-ban a protein foszfatdz Z-t kédold gén egy kopidban fordul eld, Southern blot
kisérlettel kivantuk megerdsiteni. Ezért a fent emlitett szekvencidkat Osszehasonlitottuk a
rendelkezésiinkre allo N. crassa pzll, S. pombe pzhl, illetve S. cerevisiae PPZI és PPZ2 gén
szekvenciakkal. Megallapitottuk, hogy a munkacsoportunk éltal korabban klonozott N. crassa
pzll gén szekvencidja nagymértékben kiillonbozik az adatbazisban taldlhatd C. albicans PPZ
szekvenciatdl, ugyanakkor a C. albicans PPZ gén nagy hasonlosagot mutatott a S. cerevisiae
PPZI és PPZ2 génekkel. igy a C. albicans PPZI azonositasira nem a rendelkezésiinkre 4116
N. crassa PZL-1 prébat, hanem egy S. cerevisiae PPZI probat hasznaltunk, amit Prof.
Joaquin Arifio munkacsoportjatdl szereztiink be. Kisérleteinkkel megerdsitettiik, hogy a C.

albicans-ban egyetlen PPZI gén van, amit CaPPZI-nek neveztiink el.

6.2.2 A CaPPZI gén polimorfizmusa

A CaPPZIl gén szekvencijja alapjan tervezett primerek (CaPPZ1U és CaPPZI1L),
valamint a C. albicans torzsekbdl izolalt genomi DNS felhaszndldsdval PCR segitségével
amplifikaltuk, majd klonoztuk és szekvendltattuk a gént tartalmazd kb. 2700 bazispar
hossztisagu genomi DNS szakaszt.

A DNS szekvencidk analizise soran megfigyeltiink, hogy az adatbédzisban talalhatd
(SC5314 torzsre vonatkozd) és az altalunk meghatarozott szekvencidk jelentés mértékben
kiilonboznek egymastol, rdadasul az altalunk vizsgalt ATCC 10231 teszttorzsbol szarmazo
klonok két eltérd szekvenciaval jellemezhetd csoportot alkottak. Ezért egyetlen gombasejtbdl
kiindulva kolonidkat novesztettiink fel, majd ujra megvizsgaltuk a gén szekvencidkat. A
kisérleteink soran ismételten megtalaltuk a két allélnak megfeleld klonokat. Megallapitottuk,
hogy az ATCC 10231-es torzs a CaPPZI génre nézve heterozigdta és a két 0j szekvencia a
diploid organizmus két 0j alléljat képviseli (CaPPZI-2 és CaPPZI-3). Ezért az adatbazisban
talalhatdé Ca019.726 szekvencianak a CaPPZI-1 allél nevet adtuk. Hasonld jelenséget
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tapasztaltunk szamos klinikai izolatumbdl szarmazo6 C. albicans tenyészetben is, és a 9054-es
vérminta esetében megtaldltuk a gén egy ujabb alléljat (CaPPZI-4) (lasd 16. abra). Az
altalunk azonositott uj allélokat a GQ357914, GQ357913, GO357912 azonositoval helyeztiik
az NCBI adatbazisba [URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/294459027; /294459025;
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Hipervariabilis régié

16. abra. A CaPPZI1 gén polimorfizmusa

(A) A sematikus rajzon a polimorf helyek (fiiggdleges vonalak) eloszlasa lathato a CaPPZ1
gen kb. 2,7 kbp hosszusagu DNS szakaszan. A kodolo régiot tomor vonal, a hipervariabilis
régiot nyitott sav jeloli. A PCR primerek helyét szaggatott nyillal, mig az allélspecifikus
restrikcios enzimek felismerd helyeit folytonos nyillal abrazoltuk. (B) Hdarom szekcioban
lathato az egyedi nukleotid eltérések és az inzerciok/deléciok eloszlasa a négy CaPPZI allél
és a WO-1 varians génjeben. A szamozas megegyezik a konszenzus szekvenciaval. A kodolo
régioban elofordulo mutdciokat bekereteztiik, mig az in/del valtozasokat alahuztuk. Az abra
szerkesztése soran az kovetkezd génbank azomositoval ellatott szekvencidkat hasznaltuk:

Ca019.726, GO357914, GO357913, GO357912 és CAWG_01946.1.

Tovabbi vizsgalataink sordn homoldgia kutatassal a C. albicans WO-1 torzs esetében
talaltunk egy olyan gén szekvenciat, amely nagyon hasonlé az altalunk meghatarozott
CaPPZI-4 allélhoz, annak ellenére, hogy ezt kordbban Ser/Thr protein foszfatdz PPly

katalitikus alegységeként irtdk le. Az ot teljes CaPPZI szekvenciat dsszehasonlitottuk és azt
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kaptuk, hogy az eltérések (nukleotidcsere, inzercid, delécid) mind a kddolo, mind a nem-
kodold régiokban eléfordulnak (16. abra).

Ezek az eltérések olyan jellegzetes mintdzatokat alkottak, amelyek alkalmasak voltak az
allélok elkiilonitésére. Ennek fényében Osszehasonlitottuk a CaPPZI gén variabilitdsat hét
olyan héztartasi gén (4AT1a: aszpartat aminotranszferaz, ADPI: ATP-fuggd permeaz, ACCI:
acetil-koenzim-A karboxilaz, MPIh: manndz-foszfat izomerdz, SYAI: alanil-tRNS szintetaz,
VPS13: vakuolaris fehérje osztilyozd fehérje és ZWFIb: glikoz-6-foszfat dehidrogendz)
variabilitdsaval, amelyeket korabban C. albicans mintdk genotipizaldsdra hasznaltak
(Bougnoux ¢s mtsai, 2002, 2003). A 4. tdblazatban lathatd, hogy a CaPPZI gén kddolo
(Bougnoux, 2003), azonban a 3’-nemkddold régidé az atlaghoz képest sokkal nagyobb

valtozatossagot mutat (18,7 %).

4. tabldazat. A CaPPZ]1 gén variabilitisa

Eltéro

szama szama delécié | szama (%)

CaPPZ]1 gén 5 2645 47 27 39 113 4,3

Kodolo régid 5 1457 14 6 9 29 2,0

Hipervariabilis 27 310 21 14 23 58 18,7

régio

6.2.3 A genetikai polimorfizmus szerkezeti vonatkozasai

Homoldgia alapu modellezés segitségével kovetkeztetéseket szerettiink volna levonni
azzal kapcsolatban, hogy a polimorfizmusnak milyen fehérjeszerkezeti vonatkozasi lehetnek.

A C. albicans PPZI gén terméke a tobbi PPZ fehérjéhez hasonldan (Arino, 2002) két
fo szerkezeti részbdl, az N-termindlis reguldtor doménbdl és a C-termindlis katalitikus
doménbdl all (17. ébra). A gén kodold régidjaban taldlhaté nukleotid eltérések (hat
nukleotidcsere ¢s harom inszercid/delécid) kovetkeztében eltérések talalhatéak a kodolt

fehérjék aminosav sorrendjében is (17. abra). A géntermék N-terminalis részén harom
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inzercidt azonositottunk (QS55, S65 és Q66), amelyet a DNS polimerdz ,,megcsuszasa”
okozhat az ismétlodo szakaszokon. A CaPPZI-1 allél esetében Q — E csere talalhato az 54-es
pozicidban, az elsd inzercids hely kozelében. A CaPPZI-2 allélban a Q55 inzercidé mellett
tovabbi négy specifikus aminosavcsere is fellelhetd, kettd az N-terminalis doménban (Q48G

¢s HI37Y) és kettd a C-terminalis doménban (G333E and C337R).

48 54 55 65 66 137 261 333 337 Fehérje
D E H D G C CaPPZ1-1
G Q Q Y D E E' CaPPZ1-2
DQ QS Q H D G C CaPPZ1-3
D Q S Q H D G C CaPPZ14
D Q s Q H IEI G ¢ CaPPZ1-WO1
1 \W ( 1!’|>0 ‘ 300 ‘( 375 4!;:0
rendezetlen reglo katalltl kus reglo | |

™ Yy A A A A

esszencialis aminosavak

17. abra. A CaPPZ]1 fehérje polimorfizmusa

A sematikus abran a leghosszabb CaPPZ1-3 fehérje (485 aminosav) elsédleges szerkezete
lathato. Feltiintettiik a fehérje rendezetlen N-terminalis regulator doménjét és a globularis C-
terminalis katalitikus domeénjét. A haromszogek az aktiv hely esszencidlis aminosavait jelolik.
A polimorf aminosavak helyeit kiilon kiemeltiik az abra felsé részén. Bekereteztiik azokat az
aminosavcseréket, amelyek feltehetéen befolyasoljik az enzim aktivitasat. Az aminosav
maradekok szamozasa a CaPPZI-3 fehérje szekvenciaja alapjan tortént.

Haromdimenzids szerkezet hianyaban nem tudjuk megjosolni a polimorfizmus hatasat
a regulaciés doménban. Ugyanakkor a PPZ enzim C-termindlis katalitikus részének
szerkezete hasonlit a protein foszfatdz 1 katalitikus alegységéhez (Arino, 2002), igy a nyul
vazizom protein foszfatdz 1 (Goldberg és mtsai, 1995) atomi koordinatait felhasznalhatjuk a
CaPPZ]1 izoformak homologia alapt modellezéséhez. A szerkezeti joslas azt sugallja, hogy a
katalitikus centrumhoz kozel helyezkedé6 D261N aminosavcsere befolyasolhatja az enzim
aktivitdsat, az enzim szerkezetét biztositdé P-redok teriiletén taldlhaté C337R valtas
modosithatja az enzim stabilitasat, mig a fehérje felszinén 1évé G333E csere minden

bizonnyal nincs hatdssal a foszfataz miikodésére (18. abra).
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18. dabra. A C. albicans PPZ]1 fehérje katalitikus doménjének homolog modellje

Pirossal az a-hélixet, kékkel a f-redot, sargaval az dsszekoto régiot, sziirkével az esszencidlis
fémionokat, lilaval az aktiv centrum kialakitasaban részt vevo aminosavakat, mig barnaval az
aminosavcseréket jeloltiik. (A modellt Dr. Bagossi Péter készitette.)

Megallapitottuk azt is, hogy tobb jellegzetes kiilonbség taldlhaté a gén nemkodold

régidiban is, azonban ezen eltérések jelentdségére ez iddig nem dertilt fény.

6.2.4 Klinikai C. albicans izolatumok genotipizalasa a CaPPZ1 gén hipervariabilis

régioja alapjan

e

crey

elemzése alkalmas lehet a klinikai mintdkbol szarmazd C. albicans haplotipusok
azonositasara. Hipotézisiink igazoldsa érdekében a DEOEC Orvosi Mikrobiologiai

Intézetének Candida gyljteményébdl véletlenszertien kivalasztottunk olyan C. albicans
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izoldtumokat, melyek hét szisztémds candidiasis-ban szenvedd betegbdl szarmaztak.
Mindegyik betegbdl két minta allt rendelkezésiinkre, az egyik minta a fert6zés helyérdl, a
masik vérbdl szarmazott (2. tdblazat). Analizaltunk tovabba két olyan vérmintat (7111 és
9054) is, melyekhez nem tartozott a test mas részérdél szarmazo minta.

Polimeraz lancreakcidban amplifikaltuk a CaPPZ1 gén kb. 420 bazispar nagysagu 3’
hipervaridbilis régiojat CaPPZ5U és CaPPZ2L primerek, illetve a kiilonboz6 C. albicans
torzsekbol preparalt genomi DNS felhasznalasaval. Kisérleteink soran kontrollként hasznaltuk
az ATCC 14053 teszttorzset, amely a CaPPZI-1 allélra nézve homozigoéta, a heterozigota
ATCC 10231 referencia torzset, amely a CaPPZI-2 és CaPPZI-3 allélokat hordozza,
valamint a 9054 klinikai izoldtumot, amelyben megtalalhat6 a CaPPZ1-4 allél.

Kezdetben a PCR termékeket klonoztuk és szekvenaltattuk, azonban néhany esetben
az amplikonok direkt szekvendlasara is sziikség volt az allélok egyértelmli azonositasa
érdekében (lasd 6. tablazat). Az altalunk meghatarozott 26 db DNS részszekvenciat
feltoltottik az NCBI adatbazisba, a rajuk vonatkozé adatokat kiegészitve a WO-1

szekvenciaval az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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5. tablazat A CaPPZ1 gén 3’-hipervariabilis régiojdt tartalmazo DNS szekvencidk

NCBI génbank azonosito C. albicans torzs Allél tipus
GQ487293 ATCC 14053 CaPPZI-1
GQ487294 19890 CaPPZI-1
GQ487295 19888 CaPPZI-1
GQ487296 17433 CaPPZI-1
GQ487297 17471-A CaPPZI-1
GQ487298 4780 CaPPZI-1
GQ487299 20072-B CaPPZI-1
GQ487300 19627-B CaPPZI-1
GQ487301 10934 CaPPZI-2
GQ487302 10920 CaPPZI-2
GQ487303 10668 CaPPZI-2
GQ487304 10477 CaPPZI-2
GQ487305 4774-A CaPPZI-3
GQ487306 7111 CaPPZI-2
GQ487307 ATCC 10231-A CaPPZI-2
GQ487308 ATCC 10231-B CaPPZI-3
GQ487309 9054-A CaPPZI-3
GQ487310 20072-A CaPPZI-3
GQ487311 8387-B CaPPZI-3
GQ487312 16053-A CaPPZI-3
GQ487313 4774-B CaPPZI-4
GQ487314 17471-B CaPPZ1-4
GQ487315 16053-B CaPPZI-4
GQ487316 19627-A CaPPZI-4
GQ487317 8387-A CaPPZI-4
GQ487318 9054-B CaPPZI-4

CAWG 01946.1* WO-1 CaPPZ1-4

*URL: http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/candida_group/MultiHome.html

26 DNS fragmentum szekvenciajat valamint a WO-1 t6rzsbol szdrmazod szekvenciat
Osszehasonlitottuk, majd elemeztiik a filogenetikai kapcsolatukat. A Mega 4.1 szoftver altal
szerkesztett csaladfat a 19. abrdn mutatjuk be. Néhany egyedi eltérés ellenére az dsszes DNS
szekvenciat be tudtuk sorolni abba a négy kategdridba, amelyek megfelelnek annak a négy 6
allélnak, amelyeket korabban a teljes hosszusagu genomi DNS klonok szekvenalasakor

hataroztunk meg (16. ébra).
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19. abra. A CaPPZ1 gén hipervariabilis régioinak filogenetikai elemzése

A két ATCC referencia torzsbol és a 16 klinikai mintabol szarmazo dltalunk meghatarozott 26
DNS szekvencia illetve a WO-1 gén szekvencia, tehat dsszesen 27 egymastol fiiggetlen DNS
részszekvencia filogenetikai viszonya lathato az dabran. Amennyiben egy heterozigota torzs
esetében két kiilonbozo szekvenciat kaptunk, akkor az egyik szekvenciat A-val, a masikat B-vel
jeloltiik. A skala 0,5 % szekvencia eltérést jelol, az elagazasi pontokban a szamok a bootstrap
értéket mutatjak szazalékban kifejezve.

A DNS szekvenalas eredményét RFLP analizissel kivantuk megerdsiteni (20. abra). A
szekvencia motivumok alapjan olyan restrikcios enzimeket valasztottunk, melyek az egyes
allélokra nézve szekvencia specifikusak voltak. A Ddel enzim a CaPPZI-1, az Accl a
CaPPZI-3, mig az Alul a CaPPZI-4 allélre-re volt specifikus. Ennek kovetkeztében, ha a
PCR termékeket a fent emlitett restrikcios enzimek kombinécidjaval emésztjilk, mind a négy

allél esetében jellegzetes restrikcios mintazatot varunk (20/A. abra).
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20. abra. A CaPPZ1 gén hipervariabilis régiok RFLP analizise

Az (A) panelen a pDraw32 szoftver altal josolt, a (B) részen a klonozott kontroll plazmidok
(19890/1, 10920/1, 16053/8 és 19627/15) hasitasa soran kapott allélokra jellemzo restrikcios
fragment mintdzat lathato. Az abra (C-F) részei a kisérleteink soran vizsgalt teszttorzsek és
klinikai mintak RFLP mintazatat mutatjak. A mintak a (C) panelen a CaPPZI1-1 allélra, a (D)
panelen a CaPPZI-2 allélra nézve homozigotdk. Az (E) részen a CaPPZI-3 és CaPPZI-4
allélokat hordozo heterozigota klinikai mintdk és a CaPPZI1-2 valamint CaPPZI-3 allélokkal
rendelkez6 ATCC 10231 teszttorzs lathatoak. Az (F) panel olyan klinikai mintak RFLP
mintazatat mutatja, melyek feltehetéen nozokomidlis C. albicans fertézésben szenvedo
betegekbdl szarmaztak.

Feltevésiinket klonozott CaPPZ1 allélok emésztésével igazoltuk (20/B. é&bra). Ezt
kovetden elvégeztiik a klinikai mintdk RFLP vizsgélatat, majd a kapott restrikcids fragment
mintazatot (20/C-F. abra) osszevetettiik a kontroll plazmidokéval. A savok szdma €s mérete
alapjan meghataroztuk, hogy az adott minta mely allélt illetve allélokat tartalmazza. Azt
tapasztaltuk, hogy a CaPPZI-3 allélt tartalmazé mintadk esetében minden egyes alkalommal
megjelent egy kb. 250 bp nagysagi gyenge sav is az eldzetesen megjosolt sdvok mellett,
habar ezt az enzim felismerd helyének ismerete alapjan nem vartuk. Az 6. tdblazat alapjan
lathatd, hogy a PCR amplikonok hasitasaval kapott restrikcids mintazat dsszhangban volt a

szekvenalasi adatokkal. Mindkét moddszer alkalmazasdval ugyanazt az eredményt kaptuk,
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miszerint minddssze 6t CaPPZ] allélkombinécio detektalhatd az altalunk vizsgalt C. albicans
torzsekben. Lathato, hogy a CaPPZI-1 és a CaPPZI-2 a leggyakrabban el6forduld allélok,
mig a CaPPZI-3 és CaPPZI-4 allélok kevésbé gyakoriak és csak heterozigdta torzsekben
jelennek meg (6. tablazat). Ha Osszehasonlitjuk az egy adott betegbdl szarmazod torzsek
genotipusat, akkor kovetkeztethetiink a fertdzés eredetére. Az allélok azonossdga esetében
endogén fertdzEésrol beszélhetiink, amikor is a beteg a sajat Candida torzse altal fert6zodott,
mig a kiilonb6z6 allélok minden bizonnyal kiilsd fert6zésre utalnak. Az utdbbira két példat

talaltunk (4774-4780 és 17443-17471 mintak).

6. tablazat. Klinikai mintakbol szarmazo C. albicans torzsek genotipizdaldasa

s . PPZI allél PPZI allél
Kodszam Minta eredete (DNS szekvendlds) (RFLP)
19890 szovetvaladék 1 1
19888 vEr 1 1
20072 hasiireg 1* 1
19627 vér 1* 1
10934 tracheotdémiai kaniil 2 2
10920 vEr 2 2
10668 szOovetvaladék 2 2
10477 vér 2 2
8387 szajiireg 3 és 4* 3és4
16053 vEér 3és4 3és4
4774 vizelet 3¢és4 3és4
4780 vér 1 1
17433 tracheotdémiai kaniil 1 1
17471 vEr 1 és 4* 1és4
9054 vér 3és4 3és4
7111 vEr 2 2
ATCC 10231 - 2¢s3 2¢és3
ATCC 14053 - 1 1

* A PCR termék direkt szekvenaldsa alapjan

Az egy betegbdl szarmazo6 mintakat keretezéssel jeloltik.
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7. DISZKUSSZIO

7.1 A Drosophila melanogaster kalpain B szabalyozasa foszforilacioval

A kalpainokrél korabban kimutattak, hogy Ca”'-fiiggé modon szamos sejtfolyamatban
vesznek részt (Goll és mtsai, 2003; Friedrich és mtsai, 2004). A kalpain szupercsalad
legjobban jellemzett tagjai a pu- és a m-kalpainok, ennek ellenére pontos szabéalyozasuk a mai
napig nem ismert. Az  aktivdlédasukhoz  sziikséges  kalciumion-koncentracid
nagysagrendekkel magasabb a sejtek nyugalmi kalciumkoncentracidjanal (Cong, 1989), ami
arra enged kovetkeztetni, hogy egyéb tényezdk is befolyasolhatjdk az enzimet. Ilyen lehet a
foszforilacid, amit kordbban m-kalpainok esetében mar leirtak (Glading és mtsai, 2004;
Shihara és mtsai, 2002). Munkédnk soran a Drosophila kalpain B fehérjét tanulmanyoztuk.
Azért valasztottuk ezt a fehérjét, mert kordbban mar részletesen jellemezték (Friedrich és
mtsai, 2004), illetve domén szerkezete nagyfoku hasonldsagot mutat az emlds m-kalpainnal.
A Drosophila kalpainok foszforilacidjarol korabban még nem sziiletett publikacio, ezért a
lehetséges foszforilacios helyek megéllapitasa érdekében elemeztiik a Drosophila kalpain B
elsddleges szerkezetét. Az analizis szdmos potencidlis PKA és ERK foszforildcios hely
jelenlétét mutatta, ezért munkank sordn in vitro és in vivo koriilmények kozott megvizsgaltuk
a Drosophila melanogaster kalpain B fehérje foszforilalhatdsagat és a foszforilacio hatasat az
enzim aktivitasara és aktivalddasara.

Els6é korben radioaktiv in vitro foszforilacids kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a
predikcidoval 6sszhangban a rekombinans kalpain B fehérje foszforildlhatdé PKA, ERK1 és
ERK2 enzimekkel. Az in vitro foszforilacié igazoldsa utan szerettiik volna megtudni, hogy a
radioaktivan jelolt foszfatok a polipeptidlanc mely aminosav oldallancaihoz kapcsolddtak.
Ezért a foszforilacios hely(ek) meghatarozésanak érdekében foszforildlatlan és nem radioaktiv
médon  foszforilalt inaktiv és aktiv kalpain B-b6l mintdkat készitettiink eld
tomegspektrometriai analizisre. A vizsgalatok soran harom foszforilacids helyet sikertilt
azonositani. Megallapitottuk, hogy a PKA esetében a Ser240 ¢s Ser845, az ERKI1/ERK2
enzimek esetében ugyanazon Thr747 aminosav oldallancon tortént a foszforilacid. Az in vitro
foszforilacids helyek azonositasa volt az els6 1épés abban az irdnyban, hogy jobban megértsiik
a kalpain B szabalyozasat.

Ezek utan kivancsiak voltunk arra, hogy a foszforilacids helyek hol helyezkednek el a

fehérje szerkezetén beliill. Homolog modellezéssel megallapitottuk, hogy a Ser240 PKA hely
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az [-es domén végén talalhato, kozel az aktivacids helyhez. A Ser845 PKA hely a IV. domén
mésodik EF-kéz motivumaban helyezkedik el és befolyasolhatja az enzim Ca®"-kotését. A
Thr747 ERK hely a III. és a IV. domén kozott fekvd transzducer régidban foglal helyet,
amelynek a Ca’'-jel tovébbitasiban tulajdonitanak szerepet. Tehat a modell alapjan
feltételezhetd, hogy a PKA és ERK1/ERK2 enzimek altal foszforilalt aminosavak a molekula
olyan régidiban foglalnak helyet, amelyek kozvetve vagy kozvetleniil szerepet jatszanak az
enzim aktivitdsanak és aktivdlodasanak szabalyozasaban. Osszehasonlitva az emlds
enzimekkel, a kalpain B foszforilacios helyeinek egyike sem taldlhaté meg az p - vagy m-
kalpainban, de ennek igaz a forditottja is, az emlds kalpainok esetében ismert foszforilacios
helyek hidnyoznak a muslica kalpain B enzimbdl. Mindent 6sszevetve bebizonyitottuk, hogy
a kalpain B foszforildlhaté6 harom kinazzal harom kiilonb6z6 aminosav oldallancon és hogy
ezek a helyek kiilonboznek a mar korabban emlds fehérjékben leirtaktdl (Glading €s mtsai,
2004; Shao és mtsai, 2006). Ennek kovetkeztében a Drosophila kalpain B szabalyozésa
eltérhet a kozismert emlds kalpainokétol.

Ezt kovetéen harom kiilonb6z0 modszert hasznaltunk annak kideritése érdekében,
hogy a kalpain B foszforilacidja miként befolyasolja az enzim aktivalodasat és aktivitasat.
Minden esetben kontroll (nem foszforildlt) mintdhoz viszonyitottuk a kezelt (foszforilalt)
mintdk kinetikai sajatossagait. Elészor fluorimetrissan nagy Ca®’-koncentracio és
fluoreszcens dipeptid szubsztrat (LY-AMC) felhasznaldsaval végeztink méréseket. A
kinetikai gorbék elemzése soran azt kaptuk, hogy a foszforilalt forma egyrészt gyorsabban
aktivalodik, masrészt az aktivitasa is nagyobb, mint a nem foszforilalt formanak. A
legnagyobb hatist az ERK2 esetében kaptuk. Ezutan kis Ca’'-koncentracié mellett egy
fehérje szubsztrit (MAP2c) ¢és SDS-PAGE modszer alkalmazdsaval nemcsak az
enzimaktivitas valtozasat, hanem a foszforilacio hatasanak Ca®’-fliggdségét is megvizsgaltuk.
A kapott adatok kiértékelése utdn megallapitottuk, hogy a foszforilalt enzim gyorsabban
emésztette a szubsztratot, tehat aktivabb volt, mint a nem foszforiladlt enzim. Ennél a
modszernél is az ERK2 bizonyult a leghatékonyabbnak. Tovabba megtfigyeltiikk, hogy
alacsony Ca”’-koncentracional jelentds szerepe van a PKA foszforilacionak, tehat a Ca”'-
koncentracio csokkenésével egyre jobban érvénye jut a poszttranszlacidos mddositas aktivitast
noveld hatasa. Utoljara a kalpain B autolizisét nagy Ca’'-koncentracié mellett SDS-PAGE
modszerrel kovettiik nyomon. A kisérletek soran két kérdésre kerestiikk a valaszt. Egyrészt
hogyan hat a foszforilacié az enzim autolizisére, masrészt milyen lehet a radioaktiv jelolés
eloszlasa az autolizis folyaman. Bar a foszforilacio hatasa csupan kismértékli volt az enzim

aktivalodasara, de lathato volt, hogy a foszforilalt kalpain B gyorsabban aktivaldédott, mint a
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nem foszforilalt enzim. A radioaktiv vizsgalatok soran pedig azt kaptuk, hogy amikor PKA-
val foszforilaltuk a kalpain B fehérjét, akkor az autolizist kovetden a radioaktivitas
legnagyobb része elozetes varakozdsunknak megfelelden a keletkezd C-terminalis
fragmentben halmozddott fel. Az ERK2 esetében meglepetéssel tapasztaltuk, hogy a beépitett
radioaktivitds mindossze egynegyed része maradt vissza ugyanezen fragmentumban, ami
minden valoszinliség szerint azzal magyarazhato, hogy a fehérje degradalodott N-terminalis
részébe is tortént foszfitbeépiilés. Osszességében megallapithatd, hogy kindz kezelés hatdsira
n6 az enzim aktivitdsa valamint autoproteolitikus aktivalodasanak a sebessége. A foszforilacio
a protedz Ca’-érzékenységét is fokozta. Minden esetben az ERK2 hatdsa bizonyult a
legnagyobbnak, ami minden valdsziniliség szerint annak tudhato6 be, hogy ez a kindz miikodott
a leghatékonyabban, azaz az ERK?2 épitette be a legtobb foszfatot a kalpain B-be.

A fluorimetrias méréseket, illetve az autolizis vizsgalatot foszforilacios hely mutans
(Thr747Glu és Ser845Glu) enzimekkel is elvégeztiikk. Erre azért volt sziikség, mert
bizonyitani akartuk, hogy ténylegesen a korabban meghatarozott foszforilacidés helyeken
bekovetkezd poszttranszlacids modositdsok jarulnak hozzd az enzim szabalyozasdhoz. A
mutaciok hatdsa nem fiigg a mddositds hatasfokatol, minden esetben 100 %-os.
Megallapitottuk, hogy a mutacid tobbféle modon is befolydsolja a fehérje miikodését.
Egyrészt novelte a kalpain B Ca*'-érzékenységét, illetve a reakcid sebességét. Az
aktivitasnovekedés nagyobb volt alacsony Ca*'-koncentraciénal, amib8l arra lehet
kovetkeztetni, hogy a foszforilacié hatdsa markansabb lehet a fiziologiai koriilményekhez
kozel 1évé Ca® -koncentracional. Masrészt kimutattuk, hogy a vad tipusu enzimhez képest a
mutansok alacsonyabb Ca®’-koncentracional aktivalodnak, tovabba kevésbé érzékenyek a
Ca’"-koncentraci6 valtozasira. Az ERK mutans esetében a hatas kifejezettebb volt, mint a
PKA mutdns esetében. Az autolizis vizsgéalatok soran azt kaptuk, hogy mindkét mutans
esetében hamarabb kovetkezett be az autolizis, bar a T747E mutdcid nagyobb aktivalodas
novekedést okozott. A fluoreszcens €s az SDS-PAGE modszerrel kapott eredmények teljes
mértékben Osszhangban voltak. Nyilvanvald, hogy a Glu mutaciok és a Ser vagy Thr
oldallancokon torténd foszforildcio nem teljesen egyenértékii modositas, ennek ellenére a
vizsgalt mutans fehérjék megerdsitik a foszforilalt fehérjékkel elért eredményeinket.

A szerkezeti joslasok €s rekombinans fehérjékkel torténd in vitro kisérletek olyan
biokémiailag lehetséges mechanizmusokat tarnak fel elottiink, amelyek nem feltétleniil
mikodnek egy él6 szervezetben. Annak érdekében, hogy megvizsgéaljuk az in vitro
eredményeink lehetséges fizioldgiai jelentdségét, S2 Drosophila sejtvonalon teszteltik a

kalpain B foszforilalhatosagat. A kisérletek soran a foszforilacids jelpalydkat EGF ¢és
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forskolin aktivatorokkal stimulaltuk, majd az immunprecipitacié soran nyert kalpain mintdkat
tomegspektrometriaval vizsgalatuk. Megallapitottuk, hogy EGF-fel stimulalt S2 sejtekben a
oldallanc foszforilacioja kovetkezik be. A PKA hely foszforilaciojara nem szamitottunk, foleg
annak a fényében, hogy a PKA jelatviteli utvonalat aktivald forskolin kezelés hatdsdra nem
volt tomegspektrometridval kimutathatd foszforilacio. Nyilvanvald, hogy a MAP kinaz
jelatviteli utvonal aktivalédasa sokkal hatékonyabb, mint a PKA ttvonal 6nmagaban.
Ugyanakkor a két utvonal interakcidjat sem lehet kizarni, de akkor felmeriil a kérdés, hogy
miért nem az elsédleges Ser845 PKA hely foszforilalodik. A legvalosziniibb magyarazat az,
hogy a Ser240 nem a PKA 4ltal, hanem masik kinaz altal foszforilalédik az €16 sejtben.
Szerkezeti joslasok alapjan a Ser240-et kozrefogd szekvencia kedvelt célpontja a CaMKII
kinaznak is. igy lehetséges, hogy EGF kezelés hatasira az EGF-indukalt Ca®'-bearamlas
kovetkeztében ez utobbi kindz aktivalodik (Moolenaar és mitsai, 1986) és foszforilalja a
Ser240-et. Hogy még komplikaltabb legyen a dolog, a joslasok alapjan a CaMKII képes
foszforilalni a Ser845-6t is, igaz kisebb hatékonysaggal. Ezt azonban nem sikeriilt detektalni
in vivo kisérleteink sordn. Mindent Gsszevetve, az él0 sejtekben a Ser240 foszforilacidja is
bekovetkezhet és hozzdjarulhat a kalpain B szabalyozdsdhoz. Azonban ezt a folyamatot
valdsziniileg nem a PKA katalizalja. Az viszont egyértelmtien kimondhat6, hogy az ERK
enzimek in vitro és in vivo koriilmények kozott foszforilaljak a Thr747-et.

Eredményeink azt sugalljak, hogy az extracellularis jel hatdsara aktivalod6o MAP
kinaz/ERK 1tvonal - egyéb mas valtozadsok mellett - a Drosophila melanogaster kalpain B
foszforilacigjat és ennek kovetkeztében aktivalddasat eredményezi. Feltételezésiink szerint a
kalpain B szabdlyozdsa muslicdban minden bizonnyal kiilonbozik az emldsdkben
megtalalhatd homologétdl, ugyanis a foszforilacios helyek elhelyezkedése nem
konzervalodott az evoltcid sordn. Eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy két fehérje
elsddleges szerkezetének hasonldésaga még nem garancia az azonos funkcidk ellatasara,
ugyanis az egy-két aminosavat érintd latszolag kis mértékii valtozasok is fontosak a regulécid

szempontjabol.
7.2 A Candida albicans protein foszfataz Z1 gén polimorfizmusa
Munkank soran a Candida albicans genomjaban taldlhatd protein foszfatdz Z1

(CaPPZ1) gént vizsgaltuk, amely egy gombaspecifikus szabalyozo enzimet kddol (Jones €s
mtsai, 2004). A PPZ a foszfoprotein foszfataz (PPP) enzimcsalad egy uj tagja, amelyet
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eldszor Saccharomyces cerevisiae-ben irtak le (Posas és mtsai, 1992). Az irodalmi adatok és
adatbéazisban szerepld informacidk alapjan tudjuk, hogy a PPZ enzimet kodold gének csak
gombakban fordulnak eld, tovabba ismert, hogy a Candida albicans-ban egyetlen protein
foszfatdz Z-t kodold gén van. Munkénk kezdetén Southern hibridizacidval megerdsitettiik,
hogy a C. albicans-ban egyetlen protein foszfatdz Z1 enzimet kodold gén taladlhato, amit
CaPPZI-nek neveztiink el.

A C. albicans SC5314 és WO-1 torzsek genomjanak szekvendldsa alatamasztotta a

diploid szervezet heterozigota jellegét (Jones és mtsai, 2004), [http://www.broad.mit.edu/

annotation/genome/candida_group/Info.html]. A genetikai polimorfizmus egy adott olvasasi

kereten beliil (ORF) tobbféle fehérjét eredményezhet, amelyek kiillonbozhetnek aminosav
sorrendjiikben. Kovetkezésképpen szignifikdnsan nohet a genom altal kodolt fehérjék szama.
Tovabba a gének szabalyozé régidiban bekovetkezd polimorfizmusok kiillonb6zé moédon
befolyasolhatjdk a gének expresszidjat. Ezért a CaPPZI gén polimorfizmusat részletesen
tanulmanyoztuk referencia és klinikai mintak felhasznalasaval.

Annak ellenére, hogy C. albicans-ban csak egy PPZI gén talalhato, a gén klonozasa és
szekvenalasa utan szamos egymastol eltérd génszekvenciat tudtunk meghatarozni. Ezek a
szekvencidk tobb ponton egymastol és az adatbazisban 1évd szekvencidktol is eltéréseket
mutattak. Kiilonbségeket kaptunk akkor is, amikor egy adott torzsbol szdrmazd kloénok
szekvenciait elemeztiik. Ezért ATCC 10231 referencia torzsbol kiilonallo C. albicans sejteket
izolaltunk és egyetlen sejtbol noveltiink fel szubkultirakat, melyekbdl molekularis klonozas
utan nyert szekvencia részletek egyértelmien két csoportba tudtuk osztani. Tehat igazoltuk,
hogy a vizsgalt diploid torzs heterozigéta, az altalunk kimutatott két 0j allélt pedig a CaPPZI-
2 és CaPPZI-3 jelzovel lattuk el. Az adatbazisban elérhetd Ca019.726 szekvencia kapta a
CaPPZI-1 nevet. Egy klinikai mintadban (9054) egy negyedik allélt is azonositottunk, amit
CaPPZI-4-nek neveztiink el. Kisérleteink sordn bebizonyosodott, hogy a kontroll térzsben
kimutatott szekvencia valtozatossagok a klinikai gyakorlatbdl szarmazo mintdkban is
eléfordulnak. Az egyes allélok kozotti kiillonbségek €s az egyes izoldtumok heterogenitasa
egyiittesen jarul hozza a C. albicans nagyfoku genetikai polimorfizmusdhoz. Annak
meghatarozasa érdekében, hogy hol helyezkednek el ezek az eltérések a gén szekvencidjaban,

Osszehasonlitottuk az eldbb emlitett négy allél szekvencidjat. Megallapitottuk, hogy a

crcr

crcr

szakaszt elemezve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ez a régio jellegzetes
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szekvenciamotivumainak  koszonhetéen  felhasznalhaté  lehet a  f6 allélok
megkiilonboztetésére. Kivancsiak voltunk arra, hogy az altalunk vizsgalt gén véltozatossaga
hogyan viszonyul mas, allando expresszios szinttel rendelkezd gének variabilitdsdhoz. Az
Osszehasonlitds sordn valasztdsunk olyan haztartdsi génekre esett, amelyeket C. albicans
izolatumok genotipizalasara hasznaltak (Bougnoux ¢és mtsai, 2002, 2003). Az dsszehasonlitd
analizis soran azt kaptuk, hogy a CaPPZI gén STOP kodon utani régionak variabilitasa (18,7
%) tobbszorose a haztartasi gének atlagos variabilitdsanak (2,90 %).

Osszesen kilenc aminosavcserét talaltunk a PPZ1 fehérjék elsddleges szerkezetének
Osszehasonlitdsa sordan a kodold régidban taldlhaté nukleotid kiilonbségek miatt. A PPZ
rendezetlen N-terminalis regulaciés doménjérdl nem all rendelkezésiinkre 3D-s szerkezet, igy
nem tudjuk megjésolni a polimorfizmus hatdsat. Viszont homoldég modellezéssel sikeriilt
megalkotni a fehérje C-termindlis katalitikus doménjének szerkezetét, amely alapjan
megallapitottuk, hogy a hdrom aminosavcsere koziil az egyik minden valdszinliség szerint
hatéssal van az enzim aktivitasara, a masik eltérés mddosithatja az enzim stabilitasat, mig a
harmadik kiilonbség nem okoz lényeges valtozast. A CaPPZI gén 5’- és 3’-nemkddolo
régidiban taldlhatdo szamtalan nukleotid kiilonbség jelentdségét nem ismerjiik, bar ezek a
valtozasok hozzajarulhatnak a génexpresszido mddositasahoz. Ezzel 6sszhangban DNS chip-
pel nemrég kimutattdk, hogy RPMI 1640 tapfolyadékban zajlo tenyésztésiik soran masképpen
expresszalodott a CaPPZI foszfatiz gén a négy f0 klad tagjaiban (MacCallum és mtsai.,
2009). Osszegzésképpen elmondhatd, a CaPPZI gén példija megerdsiti, hogy a
heterozigdtasdg, a kiillonbozd allélkombindciok és a szorvanyos pontmuticidk okozta
mikrovariabilitds fokozza a széles korben elterjedt opportunista patogén gomba
génkészletének sokoldalusagat, illetve genetikai divergencidjat (Larriba és Calderone, 2008).
talaltuk, munkank kovetkezd fazisaban ezt a hipervariabilis régiot analizaltuk. Megvizsgaltuk
a hipervariabilis régioban felismert jellegzetes szekvencia eltérések felhasznalhatosagat C.
albicans klinikai izoldtumok genotipizalasara. Ennek tesztelésére olyan klinikai torzseket
valasztottunk ki, amelyek egy adott beteg vérébdl illetve a fert6zott szovetébol szarmaztak. A
mintadk analizisét tobbféleképpen végeztiik el: szekvenaltattuk az amplifikalt és klonozott
hipervaridbilis régiot, kozvetleniill a PCR terméket szekvenaltattuk illetve RFLP-vel
vizsgaltuk a PCR amplikont. Az adatok kiértékelésekor azt tapasztaltuk, hogy a kapott
szekvencidk minden egyes esetben megfeleltek a mar korabban azonositott allélok
valamelyikének. Tovabba megfigyeltiik, hogy az allélok valtozatos kombinacioban jelentek

meg az egyes klinikai mintakban. Kimutattuk, hogy 6t CaPPZI allélkombinacio fordult el6 az
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altalunk vizsgalt izolatumokban. Ezek koziil tizenegy minta homozigota, 6t minta
heterozigdta volt a CaPPZIl génre nézve. A CaPPZI-1 és a CaPPZI-2 allélok mind a
homozigota, mind a heterozigoéta térzsekben eléfordultak, a CaPPZI-3 és CaPPZI-4 allélok
csak heterozigdta torzsekben jelentek meg. Figyelemre méltd, hogy az ATCC14053 teszttorzs
¢s szamos klinikai izoldtum homozigéta a CaPPZI-1 allélra. Mivel szekvencidjuk
nagymértékben hasonlit a SC5314 torzs génszekvenciajara, azt gondoljuk, hogy mindegyikiik
besorolhatd a leggyakoribb kladként szamon tartott 1-es kladba (Odds és Jacobsen, 2008).
Masrészt nem talaltunk egyetlen olyan torzset sem, amely homozigdta lett volna a CaPPZI-4
allélra, ami azt sugallja, hogy a kevésbé gyakori 6-o0s klad, melyet a WO-1 képvisel, hidnyzott
a mi gyljteménylinkbol.

Egy korabbi tanulmany soran tizenegy beteget vizsgaltak MLST (multilocus
szekvencia tipizalas) modszerrel. A mintdk egy adott paciens esetében a vérébol €s a fert6zés
helyérdl szarmaztak és azt talaltdk, hogy mindegyik beteg a sajat maga kommenzalista
torzsével volt fertézve (Odds és mtsai, 2006). A legtobb eredményiink dsszhangban van ezzel
az elképzeléssel. Két paciensnél azonban azt kaptuk, hogy nem egyezett a vérbol és a fertdzés
helyérol szarmazd izoldtum genotipusa. Az egyik esetben (4774 ill. 4780) a beteg minden
valészinliség szerint egy genetikailag fiiggetlen torzstdl nozokomialis fertézésesen esett at. A
masik eset (17433 ill. 17471) bonyolultabbnak tlinik. Lehetséges, hogy a heterozigdta térzsbol
a CaPPZI-4 allél elveszett. De a legvaldszinlibb az lehet, hogy beteg tiideje egy kiilsd
Candida forrassal fert6zodott. Ezek az észrevételek Osszhangban vannak Jacobsen és mtsai
(2008) azon megfigyeléseivel, miszerint egy beteg tobb genetikailag kiilonb6z6 C. albicans
torzset is hordozhat. Ezek az eredmények egyiittesen megerdsitik azt a tényt, hogy egy
immunszuppresszalt személy hajlamos arra, hogy sajait kommenzalista kdrokozodja
tulszaporodjon benne és fogékony legyen a kiilsé forrasbol szarmazd gombas fertdzésre is.

A munkank soran felhivtuk a figyelmet arra, hogy a CaPPZIl gén 3’-nemkodold
hipervaridbilis régidja sokkal valtozatosabb a jelenleg genotipizalasra hasznalatos géneknél,
ami Uj lehetdséget ad a klinikai izolatumok genotipizdlasdra és epidemioldgiai

kovetkeztetések levonasara.
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8. KONKLUZIOK

A Drosophila kalpain B foszforilaciojanak vizsgalata

1. A rekombinans kalpain B az aminosav szekvencian alapul6 predikcidval dsszhangban
in vitro foszforilalhato PKA, ERK1 és ERK2 enzimekkel. /n vitro koriilmények kozott
a PKA a Ser240 és Ser845; az ERKI1/ERK2 enzimek a Thr747 oldallancot

foszforilaljak.

2. A foszforilacid illetve a foszforilaciot mimikald irdnyitott mutaciok a kalpain B

aktivalddasat és aktivitasat is novelik.

3. Az EGF-kezelés hatasara aktivalodé ERK utvonal a kalpain B Thr747 oldallancanak
foszforilacidjat és aktivalodasat eredményezi Drosophila S2 sejteken. EGF-kezelés
hatasara a Ser240 is foszforilalédik, ami feltehetoen nem a PKA, hanem a

kalctum/kalmodulin fiiggd protein kinaz II miikkodésével magyarazhato.

Tehat igazoltuk, hogy egy Ca’'-fliggh proteaz aktivitasa foszforilacioval szabalyozhatd, ami

alatamasztja a kiilonboz6 jelpalyak 6sszekapcsolodasat.
A Candida albicans protein foszfataz Z1 gén polimorfizmusanak vizsgalata

l. A C. albicans-ban egyetlen CaPPZI-nek nevezett protein foszfatdz Z gén taldlhato,

amely jelentds szekvencia polimorfizmust mutat. Kimutattuk a gén 3 uj alléljat és

crer

2. A CaPPZIl gén hipervaridbilis szakaszanak vizsgalatdra két kiilonboz6 modszert
dolgoztunk ki, amely alkalmas klinikai C. albicans izolatumok genotipizalasara és

epidemiologiai kovetkeztetések levonasara.

Eredményeinkkel megerdsitettiik ¢és kibdvitettikk a parazita gomba nagyfoku genetikai

variabilitasara vonatkozd ismereteket.
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9. OSSZEFOGLALAS

A sejtek intracellularis jelatviteli folyamatainak szabalyozasa enzimrendszerek bonyolult
kolcsonhatasa révén valésul meg. Erdekes 6sszefonodast lehet megfigyelni a proteolitikus és a protein
kinaz/foszfataz rendszerek kozott. A kalpainok ugyanis irreverzilibilis limitalt proteolizis révén, mig a
protein kindzok és foszfatazok reverzibilis foszforilacioval szabalyozzak célfehérjéiket, ezaltal 1j

funkcionalis allapotba hozva azokat.

Munkank elsé felében megvizsgaltuk a Drosophila melanogaster kalpain B foszforilacidjat.
Az eldzetesen josolt potencialis foszforilacios helyek jelenlétét in vitro kisérletekkel bizonyitottuk. Azt
kaptuk, hogy a rekombinans kalpain B foszforilalhatdé PKA, illetve ERK1 és ERK2 kinazokkal.
Tomegspektrometrias modszerekkel azonositottuk, hogy a PKA a Ser240 és a Ser845, az ERK1/2
enzimek pedig a Thr747 oldallancot foszforilaljak. Ezt kovetden harom kiilonb6zé mddszerrel mértiik
a foszforilacio hatasat az enzim miikodésére. Megallapitottuk, hogy a foszforilacié novelte a kalpain
autoproteolitikus aktivalodasat és aktivitasat. A kinaz kezelés az enzim Ca*'-érzékenységét is fokozta.
Foszforilaciés hely mutansokkal (Thr747Glu és Ser845Glu) elvégzett kisérleteink megerdsitették a
fenti eredményeinket. /n vivo foszforilacios kisérletekkel igazoltuk a Thr747 foszforilaciojat EGF-fel
stimulalt Drosophila S2 sejteken. Eredményeink azt sugalljak, hogy az extracellularis jel hatasara
aktivalodo ERK tutvonal az ecetmuslica kalpain B foszforilacigjat és aktivalédasat eredményezi.
Kimutattuk még, hogy EGF-kezelés hatasara a Ser240 is foszforilalddik in vivo, amely azonban
feltehetden nem a PKA, hanem a CaMKII miik6désével magyarazhatd. Eredményeink azt igazoljak,

hogy a kalpain B proteolitikus aktivitasa foszforilacidval/defoszforilacioval szabalyozhato.

Munkank masodik részében a Candida albicans jelatviteli folyamataban jelentds szerepet
jatszo protein foszfataz Z gént tanulmanyoztuk. Az irodalmi adatokkal és a DNS szekvencia
adatbazisban 1évd informaciokkal 6sszhangban Southern blot kisérlettel igazoltuk, hogy a C.
albicans-ban egyetlen PPZ gén talalhato, amelyet CaPPZI-nek neveztink el. Az ATCC 10231
teszttorzsbol szarmazo CaPPZI klonozasa és szekvenalasa utan deriilt fény a gén polimorfizmusara,
illetve a torzs heterozigota természetére. Klinikai és referencia térzseken végzett vizsgalataink soran a
CaPPZI] gén négy kulonbozo alléljat ismertiik fel. A CaPPZI gén 3’-nemkddold régidja kiillondsen
nagyfoku variabilitast mutatott. Kisérleteink soran szekvenaltattuk ezt a génszakaszt és azt
tapasztaltuk, hogy a 27 klinikai és referencia torzsbol szarmazo hipervariabilis régiok mindegyike
besorolhatd volt a kordbban azonositott allélok valamelyik csoportjdba. A DNS szekvenalds
eredményeit RFLP analizissel is alatdmasztottuk. Osszesen 6t CaPPZI allélkombinaciot mutattunk ki
a kiilonb6z6 C. albicans torzsekben. Tovabbi pontmutacidkat is detektaltunk, amelyek novelik a
patogén gomba genetikai sokféleségét. Eredményeink alapjan a CaPPZI gén hipervariabilis régidja
alkalmas lehet klinikai mintakbol szarmazdé C. albicans izolatumok genotipizalasara és a fertdzés

eredetének felderitésére.
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10. SUMMARY

The intracellular signaling pathways are regulated by complex networks of enzyme systems.
There is a remarkable interplay between the proteolytic and the protein kinase/phosphatase systems.
Calpains regulate their target proteins via irreversible limited proteolysis, while protein kinases and
phosphatases alter proteins by reversible phosphorylation, turning them into various conformations and
functional stages.

In the first part of our work we studied the phosphorylation of calpain B in Drosophila
melanogaster. We confirmed the presence of the predicted hypothetical phosphorylation sites with in
vitro experiments. We found that recombinant calpain B can be phosphorylated by PKA as well as by
ERK1 and ERK2 kinases. Mass spectrometric analyses revealed that PKA phosphorylates Ser240 and
Ser845, in addition, Thr747 was identified as the site of phosphorylation of either ERK1 or ERK2. We
employed three independent methods to investigate the effects of phosphorylation on enzyme functions.
We demonstrated that phosphorylation increased both of the autoproteolytic activation and the activity of
calpain B. Moreover, the kinase treatment enhanced the Ca™" sensitivity of the enzyme. Experiments with
phosphorylation mimicking mutants (Thr747Glu and Ser845Glu) supported our previous conclusions.
The in vivo phosphorylation of Thr747 was detected in EGF stimulated Drosophila S2 cells. Our results
indicate that ERK signaling pathway activated by extracellular signals result in the phosphorylation and
activation of fruit fly calpain B. We also demonstrated the in vivo phosphorylation of Ser240 that is
presumably not caused by PKA, but by CaMKII. Collectively our data support the notion that the
proteolytic activity of calpain B is regulated by protein phosphorylation/dephosphorylation.

In the second part of our work we investigated the gene of protein phosphatases Z, an important
regulatory enzyme in Candida albicans. As the first step of the study we proved with Southern blot
experiments that, in accordance with data in the literature. C. albicans has only one PPZ gene termed
CaPPZI. The cloning and sequencing of the CaPPZI of the ATCC 10231 reference strain revealed the
polymorphism of the gene and the heterozygosity of the strain. By the analyses of the gene in clinical
samples and reference strains we discovered the existence of four distinct CaPPZ]I alleles. Characteristic
nucleotide replacements and insertions/deletions were detected at the coding and noncoding regions. The
3'-noncoding regions of the CaPPZI alleles showed an exceptionally high degree of variability. The
sequencing of this area showed that the hypervariable regions from 27 clinical and reference strains fall
into one of the previously identified four alleles. The DNA sequencing data were confirmed by RFLP
analysis. Altogether we found no more than five CaPPZI allele combinations in different C. albicans
strains. In addition, we detected individual point mutations, which elevated the genetic heterogeneity of
this pathogenic yeast. According to our results, the hypervariable region of the CaPPZI gene may be
suitable for genotyping C. albicans isolated from clinical samples. By comparing the haplotypes of the

strains one can reveal the origin of the infection.
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