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1. El6zmények

Az élévilagban a proteolitikus
(fehérjebontd) enzimeknek kulcsszerepiikk van
szamos léfontossagti folyamatban, mint pl. a
taplalékban talalhatd fehérjék lebontasiban, a
fehérjék szintézis utdni modositdsaban, a
sejtciklus  szabdlyozasaban, a  metasztazis
kialakulasaban stb.

A proteazok kétféle modon fejthetik ki
hatasukat:  korlatozottan (féleg szabalyozé
protedzok) 1ill. korlatlanul (lebontd protedzok).
Nagyfoku heterogenitdsuk miatt az osztalyozasuk
tobb szempont alapjan torténik. A katalizis

kémiai mechanizmusa szerint
megkiilonboztethetjiik a szerin -, cisztein -,
treonin -, aszpartat -, aszparagin - ¢és

metalloprotedzokat. A katalizis lokalizacidja
szerint vannak exo-, endo- és omegapeptidazok.

Rendellenes miikodésiik sulyos
betegségekkel van asszocidlva. A  matrix
metalloprotedzok részt vesznek ugy a rdkos
daganatok kialakuldsaban, mint azok gétldsdban
is (pl. MMP9, MMP12, MMP26). A cisztein
proteazok szerepet jatszanak a heveny
hasnyalmirigy-gyulladasban,  malaridban. A
szerin proteazok befolydsoljak a trombozis, 2-es
tipusu cukorbetegség kialakuldsat.

A kalpainok neutralis pH optimumon (pH
7,1-7,3), a citoszolban miikodé és Ca®" altal
aktivalt  cisztein  proteazok. = Valamennyi
eukariotadban,  egyes  baktériumokban  és



ndvényekben is jelen vannak. Drosophilaban 4
kalpain gén (CalpA, CalpB, CalpC, CalpD)
talalhat6, amelyek koziil csak 2 kodol egyszerre
tipikus és mitkodoképes fehérjéket (CalpA és
CalpB). Mivel a Drosophila-bdl hidnyzik az
emlds kalpainoknal jelen levd kis regulator
alegység, feltehetéen monomerként mitkodnek. A
tipikus kalpainokon 4 domént (DI, DII, DIII,
DIV) kiilonboztethetiink meg, amelyek koziil a
DII tartalmazza a funkcidért felelds katalitikus
aminosav  triddot (Cys, His, Asn). Az
aktivaciohoz sziikséges Ca -ot elsésorban a DIV
koti meg.

A kalpainok ¢és a  sejtvandorlas
kapcsolatara mar '90-es években fény deriilt.
Kinai horcség - (CHO) és egér embriondlis
fibroblaszt sejtvonalakon kisérletezve kimutattak,
hogy a kalpainok inhibicidja a sejtek vandorlasat
akadalyozza.

2. Célkitlizések
* a Drosophila kalpainok Osszehasonlitdsa
az eml6s kalpainokkal
e a két tipikus és mikddoképes Drosophila

kalpain (Calp4, CalpB) szerepének
vizsgalata



a CalpA és CalpB kozotti feltételezhetd
funkcionalis redundancia tanulmanyozésa

* invivo tanulmanyozni a kalpainok hatésat
a sejtvandorlasra

* lehetséges genetikai interakcios partnerek
azonositasa

* a kalpainok  hatdsmechanizmusanak
részletesebb feltarasa
3. Alkalmazott modszerek
*  Ovariumok boncolasa és festése
¢ Klonozas
* PCR
e RT-PCR
* SDS-PAGE és Western blot
* Immunprecipitacid
* Talin in vitro emésztése

e Altalanos kalpain aktivitas mérés



4. Eredmények

a. A Drosophila kalpainok nem
esszencidlisak.

A CalpA génbél a p{SUPor-P}KG""",
mig a CalpB génbSl a p{EPgy2 }JEY"""
transzpozont remobilizaltuk. Mindkét esetben a
P-elemek pontatlan kivagddasaval delécios
vonalakat hoztunk 1étre.

A CalpA®® mutansban egy 2.490 bp
méretll delécidt képeztiink, amely a P-elemtdl
mindkét iranyba terjedt. igy nem csak a Calp4
génbdl hidnyzott egy szakasz, hanem a
szomszédos hts génbdl is. A CalpA-hts kettOs
mutansok ndstényei sterilek voltak, de a Ats gén
részleges poOtlasa menekitette a fenotipust. A
CalpA muténsrél nem képzédott mRNS (RT-
PCR) ill. fehérje atirodasa sem volt detektalhatod
(SDS-PAGE és Western blot).

A CalpB-nél tobb deléciés vonalat
(CalpB™,  CalpB*”,  CalpB’*”  CalpB®,
CalpB’®") izolaltunk, mint a CalpA esetében.
Ezek kozil a CalpB’” vonal egy 1.047 bp
deléciot, mig a CalpB’®" egy 922 bp deléciot
hordozott. A CalpB mutdnsokrol képzddtek
csonka mRNS-ek, de ezekrél semmilyen
transzlacié nem volt megfigyelheto.

Ugy a CalpA, mint a CalpB delécidja
¢letképességgel ¢és fertilitdssal — jart, ezért
kijelenthetjiik, hogy a gének nem esszencialisak.




b. A CalpB  delécidja  kovetkeztében
lecsokken az altalanos kalpain aktivitas.

A Dabcyl-TPLKSPPPSPRE-EDANS
mesterségesen  eldallitott  altalanos  kalpain
szubsztrat hasitdsa az EDANS altal kibocsatott
fluoreszcens szignal novekedésével jar. Ez azért
lehetséges, mivel az érintetlen
szubsztratmolekuldkban a Dabcyl elnyeli az
EDANS altal kibocsatott energiat (FRET). Ennek
a szubsztradtumnak a felhasznalasaval két
kiilonbozé  CalpB  mutansban is  (CalpB’”,
CalpB’”) kimutattuk, hogy a kalpain aktivitas az
eredeti érték felére csokkent. Ez a rezidudlis
aktivitas vagy a CalpA fehérjének vagy/és a
mutansokban jelen levd funkcionalis CalpD-nek
tulajdonithato.

c. A CalpB részt vesz a hatarsejtek
vandorlasanak szabalyozasaban.

Annak ellenére, hogy a CalpA és a CalpB
delécidja nem okozott lathatd fenotipust, nem
zarhaté ki, hogy valamilyen strukturalis ill.
funkcionalis  valtozds mégis bekdvetkezett.
Sejtvonalakon végzett kisérletekbdl mar ismert
volt a kalpainok hatdsa a sejtvandorlasra, ezért
megvizsgaltuk, hogy a kalpain delécids
mutansainkban torténik-e valamilyen
rendellenesség a hatarsejtek vandorlasaban. Mig
a CalpA®  esetében nem tapasztaltunk
semmilyen rendellenességet, a CalpB™” ¢és
CalpB’*" mutansokban a hatarsejtek mar jelentés




mértékben késtek. A megvizsgalt petekamrak 30-
40%-ban  volt kiilonbozd mértékli  késés
tapasztalhatd. A legnagyobb aranyban azok a
mutansok voltak képviselve, amelyekben a
hatarsejtek az ut 75%-at teljesitették, mig a
legkisebb aranyban azok, amelyekben egyaltalan
nem tortént véandorlds. A megvizsgalt CalpA-
CalpB kettds mutansokban a késést mutatd
petekamrak aranya ugyancsak 30-40% volt, ami
fenotipus menekithetd volt, ha a szervezetbe
visszajuttattuk a vad CalpB gént. A
hatarsejtekben  kifejeztetett ~ (driver  torzs
slbo-Galy) CalpA és CalpB RNS; (RNS
interferencia) konstrukciok reprodukaltdk a
deléciok altal okozott fenotipust.

d. A CalpA és CalpB gének funkcionalisan
nem redundansak.
A redundancia hidnyat tobb eredmény is
alatamasztja:
* a CalpA-CalpB kettds mutansok az egyes
mutansokkal 6sszhangban, életképesek ¢és
fertilisek voltak

* a CalpA-CalpB kettds mutansokban, csak

crer

hatérsejt vandorlasi késés volt
tapasztalhato



e. A CalpB a fokalis adhézid egyes
komponenseinek interakcios partnere.

A genetikai  interakciot = vizsgélo
kisérleteinket 3 fokalis adhézi6 komponensre
terjesztettik ki a  B-PS-integrint  kodold
myospheroid (mys) génre, az o-PS2 integrint
kodolo inflated (if) génre és a talint kodold rhea
génre. Mindharom esetben a  genetikai
kolcsonhatas 1étrejott, amelynek kovetkeztében a

crer

hatarsejt vandorlasi késés 58-75%-ra emelkedett.
A megemelkedett penetrancia mellett az
expresszivitas is megnovekedett.

f. A CalpB hasitja a talint és ezaltal integrin
szabadul fel.

Mivel a talin a CalpB szubsztratja
megvizsgaltuk, hogy az A&ltalunk alkalmazott
rendszerben a két fehérje fizikai kolcsonhatasba
Iép-e egymaéssal. Immunprecipitacioval sikeriilt
kimutatnunk, hogy a talin kdlcsonhatasba 1ép a
CalpB-vel ¢és azt is sikeriilt bizonyitanunk
(SDS Page, Western blot), hogy a CalpB hasitja a
talint.

Vad tipustt legyekben, a vandorlo
hatarsejtek csoportja mogott integrin  foltok
figyelhetok meg. A fokalis adhéziokban, a talin
koti Ossze az integrin fehérjék egyik végét a
sejtek aktin sejtvazaval. Az integrinek masik
vége azzal a feliilettel érintkezik, amelyen a
sejtek vandorolnak. Ahhoz, hogy az integrin a



vandorlds sordn felszabaduljon, a talinnak
valosziniileg hasadnia kell. Ez biztosithatja a
vandorlasi feliilet és a sejtek kozotti kapcsolat
fellazulasat. A CalpB deléciés mutansokban
ezeknek az integrin foltoknak a képzddése
elmaradt. Ez talan annak tulajdonithatd, hogy a
hidnyz6 kalpain aktivitas miatt a talin nem hasad,
aminek kovetkeztében az integrin nem tud
felszabadulni. Ennek kovetkeztében a kapcsolat a
sejtek és a vandorlasi feliilet kozott stabilizalodik,
ami a vandorlo sejtek lemaradd végének a
lassabb visszahuzddasahoz vezet. Ez pedig
végeredményben a hatarsejtek vandorlasdnak a
lelassulasaval jar. Ha a mutansokba visszajuttatuk
a talin fehérje feji részét, az menekitette a
fenotipust ¢és a normadlis szintli integrin
felszabadulas helyreallt.

Munkdnk  sordn  azonositottuk  a
sejtvandorlds egy ujabb regulatorat és ezzel
eredményeink hozzajarulnak ennek a rendkiviil
fontos eseménynek a megismeréséhez.
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