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Részletes szakmai beszamolé a palyazat munkaterve alapjan

Kalpainok foszforilaciojanak vizsgalata

Rekombinans fehérjékkel megvizsgaltuk a patkany m-kalpain, a human kalpasztatin és
a Drosophila kalpain B in vitro foszforilalhatosagat. Igazoltuk a kalpain m foszforilacijat
PKA-val, azonban az irodalmi adatokkal ellentétben nem sikeriilt bizonyitanunk a fehérje
foszforilacigjat ERK1 és ERK2 protein kindzokkal. Az utobbi negativ eredmények miatt ezt a
fehérjét nem vizsgaltuk tovabb. Eldkisérletekben azt talaltuk, hogy a kalpasztatint a PKA és
ERK2 foszforilalja jol detektalhaté mértékben.

A Drosophila kalpainok foszforilacigjat korabban még nem irtak le. Kisérleteinkben
els6ként bizonyitottuk, hogy a kalpain B aktiv és inaktiv (mutans) formdaja egyarant
foszforilalhato PKA, ERK1 és ERK2 kindzokkal. Az eldallitott mintak LC-MS/MS
analizisével azonositottuk az in vitro foszfoszforilaciés helyeket. Meghataroztuk a kinaz
kezelések hatasat a proteaz aktivalodasi sebességére és aktivitasara. Uj eljarasokat vezettiink
be a foszforilalt fehérje aktivitasanak ¢és aktivalddasanak tobboldali bizonyitdséra.
Kovetkeztetéseink alatamasztasara elvégeztiik két fontos foszforilacios hely in vitro
mutagenézisét, és megvizsgaltuk a mutans fehérje enzimoldgiai sajatsagait. Drosophila S2
sejtek EGF kezelésével kalpain B in vivo foszforilacidjanak kimutatasa alkalmas mintakat
allitottunk eld, ami lehetdveé tette az ¢élo sejtekben foszforilalodd aminosav oldallancok

tomegspektrometrids meghatarozasat.

Poliklonalis antitestek eléallitasa Drosophila kalpainok vizsgalata céljabol

Rekombinans Drosophila kalpain A-val szemben nyulakban poliklonalis antitestet
allitottunk el6. Western blot és immunhiszokémiai kisérletekben bizonyitottuk, hogy az
antitest alkalmas az antigén specifikus detektalasara. Igazoltuk, hogy a kalpain A a 2. larva
stadiumban, illetve a kifejlett imagokban talalhato meg a legnagyobb mennyiségben. Az
antitestet a Drosophila kalpain A mutansok tesztelésére is felhasznaltuk.

Rekombinans Drosophila kalpain C ellen nyulakban poliklondlis antitestet

késziteniink. Az antitest felhasznalasaval igazoltuk, hogy a kalpain C fehérje els6sorban az



embriokban és a korai larva stadiumokban fejezédik ki. Az antitestet lokalizacios kisérletek
elvégzésére, illetve kalpain C RNS interferencia Drosophila torzsek ellenérzésére is

hasznaltuk.

Drosophila protein foszfatazok vizsgalata

Korabban azonositottuk a Drosophila protein foszfataz 1 CG9238 jelti glikogénkotd
alegységének homoldgjat, melynek funkciondlis vizsgalatara klasszikus és molekularis
genetikai kisérleteket végeztiink. Bebizonyitottuk, hogy a mutans torzsekben nem torténik
meg a CG9238 gén expresszidja. A mutans jellemzése jelenleg is folyamatban van.

Az uj tipusu tesztisz specifikus PPY ¢és PPN protein foszfatdzok funkcidjanak
meghatarozasara RNS interferencian alapuld kisérleteket végeztiink. Létrehoztuk a két gén
csendesitésére alkalmas konstrukciokat, eldéllitottuk ¢és jellemeztik a megfeleld
transzforménsokat, majd kiillonb6z6 driver torzsekkel keresztezve indukéltuk az RNS
interferenciat. Ha az aktiv aktin drivert hasznaltuk a transzgén allatok ¢letképessége
jelentdsen csokkent. Kimutattuk, hogy a letalitds az erdteljes interferald6 RNS expresszid miatt
kialakul6 off-target hatds kovetkezménye. A tovabbiakban tesztisz specifikus expressziot
biztositd driver torzset hasznaltunk. Ily modon sikeriilt kizarnunk az off-target hatast. Azt
tapasztaltuk, hogy transzgén Drosophilak életképesek, jol detektalhatdo fenotipust nem
mutatnak. Feltételezziik, hogy a foszfatdzok géncsendesités miatti aktivitas csokkenését egyéb
tesztiszben kifejez6dd foszfatdzok kompenzaljak.

Az adatbankok bioinformatikai ellendrzése soran tobb Uj tipust protein foszfataz gént
talaltunk. RT-PCR kisérletekkel igazoltuk, hogy a PP1-Y1, PP1Y2, PPDS5 és PPD6 gének
aktivak Drosophila melanogasterben, a génexpresszio a fejlodés késéi stadiumaiban, a him
egyedek tesztiszében figyelhetdé meg. A him specifikus génkifejezddést mutans drosophilak
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kisérleteket végziink.

Kalpainok in vivo szubsztratjainak azonositasa

A Kalpain funkcio felderitéséhez elengedhetetleniil fontos a kdlcsonhato partnerek, igy a kalpain
szubsztratok pontos ismerete. Szabdlyozo protedz 1évén, a kalpain kiilonbozik az altalanos
lebont6 enzimektdl. Az eddig ismert szubsztratjait nagyrészt in vitro, mesterséges kornyezetben

talaltak, ezért célul thztik ki egy In vivo szubsztratkeresési technika kidolgozasat.



Kisérleteinkhez az S2 sejteket valasztottuk, melyekben elészor immunfestési eljarassal
igazoltuk a muslicaban talalhato két tipikus kalpain forma jelenlétét, majd az altalunk korabban
megtervezett és szintetizalt kalpain szuperszubsztrat segitségével megmértikk a sejtekben
talalhat6 kalpain aktivitasokat. A szubsztratok kereséséhez harom kiilonb6z6 modon kezelt S2
sejt csoportot hasonlitottunk 6ssze. Egy kontoll mintat, melyben a sejteket nem érte semmilyen
behatas, egy aktivalt mintat, mely sejtekben talalhat6é kalpaint aktivaltuk, és egy inhibitoros
mintat, melyben specifikus kalpain inhibitort hasznalva gatoltuk az enzimet. A kalpain
aktivalasaval és szelektiv gatlasaval olyan fehérjemennyiségbeli kiilonbségeket kerestlink, mely
kalpain hasitasnak tudhat6 be. Kisérleteink soran 11 lehetséges kalpain szubsztratot talaltunk. A
fehérjéket tomegspekrometria segitségével azonositottunk, egy koziilik ismert kalpain
szubsztrat Volt. A tobbi fehérje koziil véletlenszertien kivalasztottunk 4-et, melyeket klonoztunk

és in vitro modszerekkel is igazoltuk, hogy valddi kalpain szubsztratok.

Sejtpermeabilis kalpain szubsztrat kifejlesztése

Az el6zd periddus alatt kifejlesztett szintetikus kalpain szubsztrat (Dabcyl-TPLKSPPPSPR-
EDANS) a kisérleti eredmények alapjan a jelenleg hasznalt szubsztratok koziil a legjobbnak
bizonyult, igy megfeleld alapot adott egy sejtpenetrans valtozat elkészitésére. A szubsztrat C-
terminalis végére sejtpenetrans hepta-arginin tag-et kapcsoltunk, amelyet mar szamos
munkédban hasznaltak kiilonb6z6 anyagok sejt belsejébe juttatdsara. Az igy szintetizalt
szubsztrat nemhogy megtartotta szubsztrat mivoltat, hanem még jobb szubsztratnak bizonyult a
korabbi, nem sejtpenetrans valtozatnal. Fluoreszcens mikroszkopiaval és dramlési citometrias
eljarassal vizsgaltuk a szubsztrat felvételét. Az oligoarginin tag-gel rendelkezd szubsztrat
nagyobb hatasfokkal jutott be COS7 sejtekbe, mint a normal véltozat. Az 1j, sejtpermedbilis
kalpain szubsztrat fontos része lehet egy komplex, sejten beliili kalpain aktivitds-mérd

modszernek.

Sejtpermeabilis kalpain aktivator kifejlesztése

Korabbi megfigyeléseink alapjan, az inhibitor kalpasztatin egyes szerkezeti elemeinek

felhasznalasaval (A és C szubdomének) a fenti metodika alapjan membran-permeabilis kalpain

aktivatort allitottunk e16. Lasd alabb.



Kalcium-mentes kalpain aktivalodas hatasa az idegi ingerlékenységre

A kalpasztatin A és C szubdoménje 19 aminosav hosszu fragmenseinek keveréke alacsony
kalcium koncentracié mellett aktivalja a kalpainokat in vitro. A fragmensekhez oligo arginin
tag-et kapcsoltunk, amivel 1étrehoztunk egy sejtpermeabilis in vivo kalpain aktivalo rendszert. A
sejtpenetrans peptid szubsztrat segitségével bizonyitottuk, hogy az aktivator par idegsejtekbe
jutva aktivalja a kalpainokat agyszeletekben, ex vivo. A rendszer segitségével hippokampalis és
szomatoszenzoros kérgi szeleteket vizsgaltunk. A specifikus kalpain aktivalas hatdsara a
hippokampalis szeletekben az alap - ingerlékenység és az LTP szignifikans novekedését
tapasztaltuk. Ez a rendszer feltételezésiink szerint barmilyen emlds sejtekben hasznalhato,
segitségével oly modon aktivalhatjuk a kalpainokat, hogy kdzben nem valtoztatjuk meg az

intracellularis kalcium szintjét.

A Kkalpain aktivalodas régio és idofiiggésének elemzése

A kalpain aktivator par hatasara a koncentracio, illetve id6fliggés szerint aktivitascsokkenés is
kialakult, feltehet6en talaktivacié miatt. Az aktivalodo sejtek szamszer(i valtozasat vetettiik
Ossze a szomatoszenzoros kéreg és a hippocampus bizonyos régidiban. Eredményeink azt
mutattak, hogy az aktivacio egy felfutdsi majd egy lecsengési szakaszt indukal, ahol a
kiilonboz6 agyi teriiletek és ezek egyes régioi kiilonboz6 mértékben aktivalodnak. Hasonld
tendenciat lattunk mindkét agyteriileten, de a hippocampusnal kisebb mértékben. A
hippocampus esetében az 5. percben szamoltuk a legtobb erdsen fluoreszkald sejtet, mig a
kéreg esetében a 10. percben. A hippocampusban eleve atlagosan magasabb jelolt sejtszamot
tapasztaltunk, mint a kéreg rétegeiben. Ez jelentheti azt is, hogy a hippocampus hamarabb
aktivalodik a kéreghez képest, amit korabbi elektrofiziologiai méréseink is alatdmasztanak.

Mind a két agyteriileten lattunk aktiv sejteket mar az aktivator nélkiili kontroll csoportokban
i1s, ami valoszinlileg a szeletelési beavatkozas kovetkezménye. Az adatfeldolgozéaskor
megfigyelhetd volt a jelolt sejtek nemcsak szambeli, hanem intenzitasbeli valtozésa is. Ezen
kiilonbségek pontos elemzését a késébbiekben még tervezziikk. Az aktivatorral kezelt
csoportokndl elmondhatjuk, hogy fokozatosan novekszik az aktiv sejtek szama. A kéreg
rétegeiben ez erdteljesebb, mint a hippocampus egyes régioiban, de ez utdbbinal is
CAL régiokban. Feltételezziik, hogy a GD érzékenyebben reagal, mint a hippocampus mas

régioi. Erre utalhat az is, hogy példaul epileptikus aktivitast generadlva a GD magas aktivaciot
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folyamataiban pedig altalaban szerepet jatszik a kalpain is. A szeletekrdl késziilt felvételeken
lathatjuk, hogy a kalpain aktivitdssal rendelkezé sejtek eloszldsa nem egyenletes. A
principalis piramissejtek sem a kéreg, sem a hippocampus teriiletén nem mutatnak erds
jelolédést, ezért feltételezziik, hogy az erésen fluoreszkalo sejtek GABA-erg interneuronok,
amire eloszlasukbol és morfologiajukbol kovetkeztethetink. A GABA-erg sejtek gyors
miikodését a citoszolban. Az erGs aktivitast mutatd sejtek azonositasa folyamatban van
immuncitokémiai modszerek alkalmazasaval. Szamos humén betegségben a kalpain
rendellenes modon miikddik. A fokozott aktivacid rendszerint a sejtek elhalasahoz vezethet,
idegrendszeri megbetegedések koziil példaul a Parkinson korban, Alzheimer betegségben és
sclerosis multiplexben bizonyitottan szerepet jatszik, féleg a masodrendii regulacios
folyamatokban. A kalpain rendszer méodositasa finom beavatkozasi lehet6séget kinal a koros

folyamatok befolyasolasara.

Calpain A, Calpain B és CalpainA/B mutans Drosophila vonalak eléallitasa
A CalpA gén

A CalpA gén in vivo funkcidjanak tanulmanyozasahoz két delécidos mutanst izolaltunk
(CalpA®®* és CalpA®®) - a génben iild P{SUPor-P}CalpA“®®%® Pp clem remobilizalasaval -
melyek molekularis toréspontjait meghataroztuk. A CaIpA634 delécio csak a CalpA gént érinti,
eltavolitja az elsé 4t nem ir6dd exont és az elsé intront, ez azonban nem befolyasolja a
géntermek expresszios szintjét, s ennek megfeleléen nem okoz fenotipus valtozast a vad
tipushoz képest. A CalpA®® delécio az elsé 4t nem irodd exont, az elsd intron egy részét,
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valamint a CalpA gén promoter régiojat tavolitja el, érintve a szomszédos hts gén szabalyozo

szakaszat is. A CalpA®®

homozigota mutans életképes, de ndstény-steril, a CalpA fehérje nem
mutathaté ki benne Western blottal. A  CalpA gént teljesen eltavolitd Df(2R)ED3716
delécioval létrehozott CalpA®® hemizigota ndstények fertilisek, amibdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a ndstény-sterilitast a hts gén érintettsége okozza. A ndstények altal
lerakott peték 10%-aban a dajkasejtek citoplazma-transzportjanak hianyossaga mutathaté ki,

ami annak a kovetkezménye, hogy a Df(2R)ED3716) delécié is érinti a hts gént.



Eredményeink arra utalnak, hogy Drosophilaban a CalpA nem esszencialis gén, hianya nem

okoz letalitast vagy sterilitést.

A CalpA fehérje elleni specifikus ellenanyag segitségével kimutattuk, hogy a CalpA az
egyedfejlodés minden szakaszaban jelen van, és a sejteken beliil elsésorban a kortikalis aktin

sejtvaz mentén helyezkedik el.

A CalpB gén

A P{EPgy2}CalpBF'®"? P eclem segitségével harom intragénikus deléciét (CalpB361,
CalpB502, CalpB505) hoztunk Iétre a CalpB génben. A molekularis toréspontok
meghatarozasa mellett, Western blot és RT-PCR segitségével kimutattuk, hogy ezekben a
mutansokban a CalpB génrél nem képzddik géntermék. Ezek a CalpB mutansok teljesen
¢letképesek és fertilisek. Mivel a korabbi vizsgalataink kimutattak, hogy a CalpB fehérje
jelentds mennyiségben fejezédik ki a petekamrak follikularis- és hatarsejtjeiben (Farkas et al.
Biochem. J. (2004) 378, 299), megvizsgaltuk, hogy a CalpB fehérje hidnya okoz-e valtozast a
hatarsejtek vandorlasaban. Mind a harom CalpB mutansban a hatarsejtek vandorlasa a vad
tipushoz képest lassabb. A CalpB361 mutansban a petekamrak 38%-aban mutathatd ki a
hatarsejtek késése, ez az érték a CalpB502 és a CalpB505 mutansok esetében 27% illetve
32%. Ezt a vandorlasi késést egy, a CalpB gént hordozo6 P elem helyreallitja, annak jeleként,
hogy az észlelt fenotipust a CalpB fehérje hianya hozza létre. A CalpA gén nem vesz részt a
hatarsejtvandorlas szabalyozasdban, mert a CalpA’®/ Df(2R)ED3716 transz-heterozigota
petekamrakban nem talaltunk vandorlasi késést. Specifikus Gal4 forrast (slbo-Gal4)
hasznalva, RNS interferencia segitségével csendesitettik a CalpA és CalpB  gének
expresszidjat a hatarsejtekben. A CalpA gén csendesitése nem okozott hatarsejtvandorlasi
fenotipust, mig a CalpB gén esetében a mutanshoz hasonlo késést figyeltiink meg. Ezek az
eredmények megerdsitik a mutdnsokkal kapott adatokat, €s egyben arra is utalnak, hogy a

CalpB génre a hatarsejtekben van sziikség a vandorlas soran.

A véndorlas soran a sejtek nyulvanyokat fejlesztenek, melyek fokalis adhéziok segitségével
rogziilnek az extracellularis matrixhoz. A sejtek elmozduldsanak feltétele, hogy a mozgas
iranyaval ellentételes oldalon a régi fokalis adhézidk megsziinjenek. Emlds sejtek esetében
igazolt a calpainok szerepe a fokalis adhéziok lebontasaban. A fokalis adhéziok létrejottében

kulcsszerepe van az Integrin és a Talin fehérjéknek. Drosophilaban az alfalntegrint az if, a



béta integrint a mys és a Talint a rhea gének kodoljak. Ezek szerepét a hatarsejtek
vandorlasdban RNS interferencia segitségével vizsgaltuk: a mys gén csendesitése a
petekamrak 31%-aban hoz létre sejtvandorlasi késést, mig ez az érték a rhea és az if gének
esetében 26% illetve 31%. Mivel az if, a mys és a rhea gének csendesitése hasonld
sejtvandorlasi fenotipust hoz létre mint a CalpB mutaciok, feltételezhet6, hogy kozos
szabalyozéasi folyamatban vesznek részt a hatarsejtekben. Ezt a lehetdséget genetikai
kolcsonhatasok segitségével tanulmanyoztuk. Homozigota CalpB505 mutans hattéren
csendesitettiik az if, a mys és a rhea géneket a hatarsejtekben. RNS interferencia segitségével
Mind a harom esetben fokozodott a vandorlasi fenotipus: az if gén esetében 22%-al, a mys
génnél pedig 17%-al tobb petekamraban mutatkozott késés, mint a CalpB505 mutansban, ami
genetikai k6lcsonhatasra utal. Leger6sebb kolcsonhatast a rhea génnel tapasztaltunk, ebben az
esetben 30%-al tobb petekamra mutatott hatarsejtvandorlasi késést a CalpB505 mutanshoz
képest. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a CalpB hatassal van az if, a mys és a rhea gének
funkciojara a hatarsejtek vandorlasa soran. Eredményeinkbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a
CalpB gén fontos szerepet jatszik a hatarsejtvandorlasban, és ezt a funkcidjat az Integrin és

Talin fehérjékkel kolcsonhatva, a fokalis adhézidk szabéalyozasan keresztiil valdsitja meg.
Calpain A, Calpain B, CalpainA/B és Calpain C RNS interferencia vonalak eléallitasa

Eléallitottunk transzgenikus RNS interferencia vonalakat a calpain A (calpA®™) a calpain B
(CaIpBRNSi) és a calpain C (CaIpCRNSi) génekre, ¢s elvégeztiik jellemzésiiket.

Kimutattuk, hogy a calpA>?® ¢s calpBF°"? P-clem inszerciés mutinsok a vérakozassal
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ellentétben nem hipomorfok, hanem hipermorfok. A homozigéta calp allatok

¢letképesek, és fertilisek, mig a CaIpBEP972 homozig6otak életképesek, de csokkent fertilitast

mutatnak. Mivel a két fehérje felépitése hasonlé egymdshoz, ezért felmeriilt annak a
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lehet6sége, hogy funkcidjuk redundans. Ezt calp calp

elédllitasaval ¢és fenotipus-analizisén keresztiil vizsgaltuk. A calpA®**"

calp
kettdsmutansok szintetikus szemiletalitdst mutatnak, és az adult kort eléré allatok ndstény
sterilek. Ez a genetikai interakcid legaldbb részleges redundanciat igazol a CalpA és CalpB
fehérjék kozott.

Eléallitottunk UAS-calpA és UAS-calpB transzgenikus vonalakat is, amelyek lehetové teszik a
két fehérje GAL4-fiiggd tultermelését az egyedfejlédés folyamén. Transzkripcids szinten

kimutattuk a tultermelés tényét actinSC-GAL4 driveres indukciot kovetéen. A CalpA és



CalpB taltermelés nem eredményezett lathaté fenotipus valtozast, és mind az egyes, mind
pedig a kettds taltermeld allatok életképeseknek és fertiliseknek bizonyultak.

Elsallitottunk calpA™' ¢s calpB™' transzgenikus RNS interferencia (RNSi) vonalakat,
amelyek lehetévé teszik a két gén expresszidjanak gatldsat az egyedfejlédés folyaman.
Kimutattuk, hogy actin5C-GAL4 driveres indukciot kovetéen kb. 10 %-ra csokken a calpA és
calpB gének expresszidja ezekben a vonalakban. A calpA és calpB gének funkcidjanak
kiesése nem okozott lathatdé fenotipus valtozast még a caIpAR’\ISi - caIpBRNSi kettés-RNSI
esetében sem.

Vizsgaltuk a kiilonb6zo calpain mutansok eltérd stressz hatasokkal szembeni érzékenységét,
¢s apoptotikus fenotipusat is. Nem tudtunk kimutatni a vad tipustol eltéré apoptozist a calpA
¢s calpB mutansokban, a taltermeld és RNSi vonalakban sem. Stressz hatasok koziil az
oxidativ, alacsony ¢és magas hdmérséklet, extrém PH, nehézfémek ¢és éheztetés hatisat
vizsgaltuk. Sem a calpA és calpB mutansok, sem pedig a tltermeld ¢és RNSi vonalak nem
mutattak a vad tipustdl eltérd érzékenységet, vagy rezisztenciat a vizsgalt stressz-hatasokra.
Akkor sem tapasztaltunk eltérést, ha mindkét gén expressziojat egyszerre gatoltuk, vagy
egyszerre tulhajtottuk.

Ismert, hogy fonalférgek neurodegeneracios folyamataiban aszpartil-protedzok és calpainok is
részt vesznek. Megvizsgaltuk ezért, hogy calpain hianyos és taltermeld vonalak mutatnak-e
vad tipustdl eltérd érzékenységét neurodegeneraciot indukald szerekkel szemben. El6szor 6-
hydroxidopamin (6-OHDA) hatasat vizsgaltuk, majd pedig thapsigarginra tértiink at, mivel a
6-OHDA gyorsan elbomlott a kisérletekben. Ezek a kisérleteink még folyamatban vannak.
Noha a calpain C gén (calpC) katalitikusan inaktiv fehérjét kodol, megvizsgaltuk, hogy
expresszidjanak gatlasa okoz-e fenotipus valtozast. A vizsgalatokhoz transzgenikus RNS
interferencia vonalakat allitottunk elé (calpC™™"), és a calpC csendesitését actin5C-GAL4
driverrel indukaltuk. Meghataroztuk, hogy specifikus RNS-interferencia a calpC gén
expressziojanak mintegy ~90%-0s csokkenését és polifazisos letalitdst eredményez a

calpCf™s

transzgenikus allatok egyedfejlédésének bab stadiumaban. A calpC gén tehat
ellentétben a calpA és calpB génekkel Iétfontossagu funkcidkért felelds.

Az actin5C-GAL4 driver altalanosan, minden szdvetben gatolja a génexpressziot, ezért 18
szovet-specifikus driverrel is megismételtilk a géncsendesitési kisérletet. Ezek koziil négy
driver, a trachea specifikus btl-GAL4, az imagokorong specifikus dll-GAL4, az izom
specifikus 24B-GAL4 és a glia specifikus repo-GAL4 eredményezett késé letalitast az RNSi
indukcigjat kovetden. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a calpain C fehérjének ezekben a

szovetekben lehet 1étfontossagh szerepe. A gén funkcionalis vizsgalata jelenleg is folyik.



A palyazatban szereplé, csak részben megvalosult projektek

A kalpain hasitohelyek modositasa a Drosophila PKC-ben és PKD-ben, illetve ezek hatasa a
memoria folyamatokra projekt megvaldsitasa csak részben sikertilt, ugyanis a rendelkezésiinkre
allo metodikdk alapjan nem sikeriilt hasznalhat6 fehérje prepardtumokat késziteniink. Az
egyittmikodokkel egyeztetve ezt a kutatasi tervet elvetettiik.

A kalpain szubsztratok proteomikai azonositasa kiilonféle sejtekben, tovabba a sejtciklus
szabalyozasaban részt vevO kalpain szubsztratok azonositdsa még nem tortént meg, a
kidolgozott modszer azonban a jovoben lehetdséget ad erre.

Az axon degeneracios modell kidolgozasa a kalpain aktivatorok és inhibitorok hatasara még
folyamatban van, a jelentésben ismertetett idegi ingerlékenységgel kapcsolatos eredmények

ennek a kisérlet sorozatnak az eléfutarai.
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