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OSSZEFOGLALAS

Az MTA doktori cim elnyerésére benyujtott értekezésemben vizsgaltam, hogy fehérje kinaz alapu
jelatviteli rendszerekben az egyes enzimek hogyan alakitanak ki specifikus fehérje-fehérje
komplexeket, ezeknek milyen funkcionalis jelentségiik van, s vajon ezek miképp valtozhattak az
evolicio soran. Mindehhez sziikséges volt az atomi felbontasu fehérje szerkezeti vizsgalatok, a
sejtes szintli funkciondlis és a rendszer biologiai szintli integral6 megkozelitések egységes keretbe
foglalasa. Kisérleteinket el6szor ezért konkrétan az éleszt6 és human mitogén-aktivalt protein
kinazokra (MAPK) épiil6 jelatviteli folyamatok mechanisztikdjanak a megértésére terveztiik, amik
aztan késébb kiegésziiltek mas szerin/treonin kinaz altal szabalyzott folyamatok vizsgalataival is. A
fékuszban a kinazok fehérje-fehérje kolcsonhatasainak tanulméanyozasa allt. Itt bemutattuk, hogy
rovid (10-15 aminosavas) lineéris kotémotivumok specifikus médon képesek MAPK-okat kotni, s
ezek nagy szamban fordulnak el6 a human proteém rendezetlen fehérjeszakaszaiban. Utobbi miatt a
konzervalt struktiraji MAPK-ok fehérje-fehérje kolcsonhatasai mechanisztikai értelemben
konnyen, evolucios értelemben pedig plasztikus médon valtozhatnak. Ez lehetvé teszi, hogy
MAPK-ok a sejtes folyamatokat széles korben és specifikus médon szabalyozzak foszforilacio
révén. Munkank ravilagit arra, hogy a MAPK-okon részletesen vizsgalt fehérje-fehérje
kolcsonhatasi mechanizmusok elterjedtek lehetnek mas fehérje kinaz alapu jelatviteli rendszerekben
is. Fehérje kindzok magasabb rendli komplexekbe val6 szervezddését feltar6 eredményeink
Osszességében megteremtették az elméleti keretét annak a munkanak, mely soran a jévoben Uj
reagensek, hatdanyagok segitségével majd a fehérje kinaz alapu jelatviteli hal6zatok miikédésének

specifikus mddositasat tervezziik.
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1. BEVEZETES

A sejteket folyamatosan bemenetek (ingerek) érik, amire jelatvitel révén kimeneteket (biolégiai
valaszokat) generalnak. Sok esetben a jel érzékelése a sejtmembranban elhelyezkedd receptorokhoz
vald kot6dés utan a sejtmagban valamilyen génexpresszios valaszhoz vezet. A sejtmembranban és
sejtmagban zajlo jelatviteli események kozott a kapcsolatot legtobbszor egy fehérje kinazoktol
fligg6 citoplazmatikus jelatviteli hal6zat teremti meg. Hogyan miikédnek a fehérje kindz alapui
halézatok? Miért szervezddnek kaszkadokba? Miért osztoznak kozos szabalyzo elemeken? Mik a
fizikai alapjai a komponensek kozotti kdlcsonhatasi mintazatoknak? Utébbiak az evolucio soran
hogyan véltoztak? Osszességében: Mi az a molekuléris logika, ami mentén fehérje kinaz alapu

jelatviteli halozatok felépiilnek és specifikus médon miikodhetnek?

Ertekezésemben azt a tobb mint tizéves kutatémunkat foglalom keretbe, mely a Kaliforniai
Egyetemen elt6ltott posztdoktoralis, illetve a hazatérésem utan itthon elkezdett 6nall6 kutatasaim
eredményeib6l merit. Meggy6z6désem, hogy az €16 rendszerek komplex miikddése mogott
egyszerli biokémiai torvényszerliségek rejlenek. Utobbiak feltarasahoz azonban elengedhetetlen a
modern biologia kiilonb6z6 vizsgalati szintjeit egyszerre kezelni képes kutatoi tapasztalat.
Akarmilyen teriileten is dolgoztam, mindig arra térekedtem, hogy egy komplex biolégiai rendszer
vizsgalatakor a szerkezeti biokémikusi végzettségembdl fakadd, atomi szintli fehérje-térszerkezek
feltarasara iranyulé érdeklédésem kiegésziiljon magasabb (pl. sejtes, organizmus, evolicios és
rendszer biologiai) szintli vizsgalatokkal. Ezt a megkozelitést sejtes jelatviteli teriileten el6szor az
éleszt6 gomba (Saccharomyces cerevisiae) MAPK jelpalyainak mechanisztikus vizsgalatara

alkalmaztam.

2007-ben a Wellcome Trust tamogatasaval létrehoztam a Fehérje Kolcsonhatas
Laboratériumot az Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetemen, majd 2014-t61 a munkat az MTA
Természettudomanyi Kutatokdzpont Enzimoldgiai Intézetében folytattuk csoportommal az MTA
Lendiilet Program tdmogatasaval. Munkank itt féleg a human MAPK jelatviteli palyak miikodésére
fokuszal. Az itt elért eredményeinket tettem az értekezésem gerincévé, amihez a korabbi élesztd
MAPK jelatviteli palyakban szerepet jatszé fehérjék tanulmanyozasa, illetve a néhany éve
elkezdett, mas fehérje kinazokra, példaul az AGC kindzok csoportjaba tartoz6 NDR/LATS

kinazokra kiterjesztett munkank is szervesen kapcsolodik.
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2. CELKITUZESEK

Munkank soran az éleszt és human MAPK jelatviteli mechanizmusokat vizsgaltuk. Célul tiiztiik ki,
hogy kutaték tobb évtizedes munkaja alapjan 6sszegylilt funkciondlis tuddsnak megteremtsiik a

molekuléris mechanizmus szintii alapjait. Ezen beliil az alabbi kérdéseket tettiik fel:

1) Milyen mechanizmusok alapjan éri el a Ste5 vazfehérje a Saccharomyces Cerevisae (éleszt0)

konjugacios jelpalyajanak megfelel6 MAPK alapu szabalyozasat?

2) Mik a szerkezeti biokémiai alapjai a MAPK-ok és partner fehérjéik kozotti binaris kapcsolatokat

létrehozo6 rovid linearis (dokkold) motivumok specificitasanak?

3) Hogyan lehet organizmusok MAPK kolcsonhatasi mintazatait proteém szinten feltarni?

4) Hogyan jonnek 1étre MAPK alapti magasabb rendii jelatviteli komplexek?

5) Mi a szerepe és szerkezeti alapja az AGC kinazok csaladjaba tartozo éleszt6 Cbk1 kinaz

jelatvitelben megfigyelt dokkolé kolcsonhatasoknak?
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3. MODSZEREK

Az alkalmazott kisérletes megkozelitéseinket a jelatviteli fehérje-fehérje kdlcsénhatasok biokémiai,
szerkezeti és funkciondlis analizisére a lenti abra 0Osszegzi. Rekombindns moédon, heterolog
expresszioval el6allitott, tisztitott fehérjék segitségével vizsgaltuk a fehérjék kolcsdnhatasait,
egymasra gyakorolt hatasat in vitro, feltartuk a kodlcsonhatasért felel6s régiok/komplexek harom-
dimenziés atomi felbontdsui szerkezetét, majd célzott mutaciok segitségével vizsgaltuk egy-egy
fehérje-fehérje kolcsonhatds jelentGségét sejtes alapt esszékben egy-egy jelatviteli folyamat

kimenetelére.

3D szerkezet I;;;:éﬁli(kclﬁ
meghatarozas mutaciok

ina Ari Fehérje
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4. EREDMENYEK

Szamos fehérje kindzr6l mar régota ismert, hogy az aktiv helytdl fiiggetlen mechanizmusokon
keresztiil valasztja ki célfehérjéit; nevezetesen un. dokkol6 motivumokon, modularis doménen vagy
vazfehérjékkel torténd asszociaciok révén. A legegyszeriibb esetben a foszforildland6 aminosav
kortili régio kotodik a kinaz aktiv helyéhez, és ennek a régionak a térbeli szerkezete hatarozza meg
a szubsztrat-specificitast. Dokkold kolcsonhatasok esetében a kinaz aktiv helyétol kiilonallo felszine
(az un. dokkold hasadék) és a szubsztrat fehérjébdl szarmazo rovid ,linearis” régié (tin. dokkold
peptid) kozotti kotédés biztositja a kinaz-szubsztrat funkcionalis kapcsolat szelektivitasat. Tobb
esetben azonban a szubsztrat fehérje és az azt foszforilalé kinaz csak egy harmadik fehérje (tn.
vazfehérje) kozremiikodése révén lépnek interakciéba. Ebben az esetben a kinaz-szubsztrat par
specificitasa a vazfehérjével alkotott kolcsonhatasokban rejlik. Illetve lehetséges, hogy a fehérje
kindz rendelkezik egy szubsztrat kot6dést el6segit6 extra moduldris doménnel is. (Az utobbiak
szerepét azonban kiilon nem tanulmanyoztuk, mert ez a MAPK modulokon beliili jelatvitelben nem

elterjedt, illetve a tirozin kinazokon alapul6 jelatvitelben mar egyébként is régota intenziven

kutatott.)
BEMENET: KIMENET
- S > szubsztrat
regulatorok effektorok
AKTIV HELY DOKKOLO PEPTID VAZFEHERJE MODULARIS DOMEN

Az értekezésemben bemutatom, hogy a MAPK-okon keresztiili jelatviteli folyamatok remek
modellrendszerekként  hasznalhatok, akar szélesebb korben is elterjedt molekularis
torvényszerliségek feltarasara. Mindenesetre, dokkolé hasadékon keresztiili illetve vazfehérjék
hasznalatan alapulé fehérje-fehérje kolcsonhatasok fontos szerepet jatszanak funkcionalis MAPK
jelatviteli halézatokban. Az itt feltart torvényszerliségek - példaul az evoliiciésan gyorsan valtozni

képes dokkold motivumok vagy a jelatviteli enzimek kombinatorikus alkalmazasat lehetové tévo
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adapterek/allvanyfehérjék hasznalata - valosziniileg érvényesek mas fehérje kinaz alapu
rendszerekre is. Az értekezésem utols6 tanulméanyaban az utobbira ra is mutatok. Ugyanis
vizsgaltuk a linearis motivumok és a dokkold koélcsonhatasok jelent6ségét egy az AGC kinazok
csaladjaba tartozé éleszt6 NDR/LATS kinaz-koaktivator komplexen (Cbk1-Mob2) keresztiili

jelatviteli folyamatokban is.
Konkrét eredményeinket részletesebben az alabbiakban ismertetem:

4.1. A Ste5 vazfehérje szerepe az éleszt konjugdcios MAPK jelpdlydban

Ste5 jelatviteli fehérje két jol elkiilonithetd funkcidval rendelkezé kindz interakcidos domént
tartalmaz: pepSte5 és Ste5_MS. A pepSte5 allosztérikus mdédon néveli Fus3 autoaktivitasat, ami
azonban a jelpalya aktivitasat negativan befolyasolja in vivo (-). Ugyanakkor intakt Ste5_MS
domén sziikséges Ste7 altali hatékony Fus3 foszforilacidhoz, s ez a domén a jelpalya aktivitasat
noveli (+). A vazfehérje tehat a feltételezett egyszerli panyvazo szerepén tul ,aktivan” befolyasolja
az éleszt6 Fus3 MAPK alapu jelatvitelt, mint allosztérikus ,,negativ” hatasd regulator egyrészt és
mint egyfajta ,pozitiv’ hatdsi koenzim masrészt. Fenti ,aktiv” vazfehérjék altal kozvetitett
mechanizmusok révén lehetséges, hogy kozos kinazokat (pl. Ste7) is hasznalo MAPK alapu éleszt6

jelpalyak (pl. Fus3 és Kss1) adott stimulaciora a megfelel6 kimenetet generaljak.

4.2. MAPK kété linedris motivumok specificitdsa ds protedm szintil azonositdsa

Eleszté és human MAPK alapti jelatviteli halézatokban vizsgaltuk a lineéris dokkolé motivumok
szerepét. A Fus3 és Kss1 éleszt6 MAPK palyak eltérd aktivacidja mogotti molekularis folyamatokat
vizsgalata soran azt taldltuk, hogy révid, 10-15 aminosav hosszi linearis motivumok k&t6dési
specificitdsa hatdrozza meg a MAPK-ok fehérje partnereikkel kialakitott funkciondlis kapcsolatait.
Ezt a munkat a klasszikus human MAPK-okbdél (ERK2, p38a, JNK1 és ERKD5) felépiil6 jelatviteli
halézatokra is kiterjesztettiik. Ezek a tanulmanyok is megerdsitették a linearis motivumok
segitségével létrejott kdlcsonhatasok fontos szerepét, majd tovabbiakban feltartuk a MAPK-partner
fehérjék kozotti dokkold kolcsonhatasok specificitdsdnak szerkezeti alapjait. Ez a szerkezeti
bioldgiai megkozelités aztan attérést hozott a human proteomban talalhato6 MAPK dokkolo (D)
motivumok azonositasaban. fgy lehet6vé véalt a human MAPK-okhoz kotni képes, a fehérjék
rendezetlen régidiban elhelyezkedé D-motivumok eloszlasanak nagy 1éptékii, evolicios és rendszer
biolégiai tanulmanyozasa. Itt azt taldltuk, hogy MAPK kot szakaszok fehérjék rendezetlen
régioiban evoltcids értelemben meglepGen gyorsan johetnek létre, mig a MAPK dokkold

hasadékok konzervaltsaga ezzel ellentétben dramain nagy.
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4.3. MAPK alapt magasabb rendii jeldtviteli komplexek

D-motivumok magasabb rendili (negyedleges szerkezettel biro) jelatviteli fehérje-fehérje komplexek
Osszeallasaban betoltott szerepe korabban ismeretlen volt. Ezt konkrétan két olyan jelatviteli
komplexen vizsgaltuk, ahol egy MAPK kot6 linearis motivum nélkiilozhetetlen a produktiv
jelatviteli komplex kialakuldsahoz. Az ERK2 és egy az altala kozvetitett sejtndvekedési palyaban
szerepet jatszo in. MAPK aktivalt protein kindzok (MAPKAPK) csalddjaba tartozé RSK1 kozotti
heterodimerikus kindz dimert illetve az ERK5 MAPK aktivaciéjaban fontos MKK5-ERKS5 illetve
MEKK3-MKKS5-ERKS komplexeket vizsgaltuk szerkezeti biologiai modszerekkel. Mindkét
esetben a jelatviteli komplexek rontgendiffrakcios analizissel nyert harom-dimenzios szerkezetének
meghatdarozasa révén betekintést nyertiink a jelatviteli szempontbdl relevans, magasabb rendi
komplexek 6sszedllasaba, illetve feltartunk olyan rendszerszintli mechanizmusokat is, melyek fenti
jelatviteli komplexek sejten beliili ©sszeallasara vannak hatassal (pl. nem-degradativ tipusu

ubikvitinacio vagy egy modulator fehérje expresszioja révén).

4.4. Linearis motivumok az éleszt6 NDR/LATS kinaz alapu jelatvitelben

Klasszikus MAPK-D-motivum szer( fehérje-peptid dokkold koélcsonhatasok mas fehérje kindzok,
sOt foszfatazok esetében is ismertek. [YF]xFP motivumok példaul a szerkezetileg korabban
ismeretlen NDR/LATS kinaz csalad éleszt6bdl szaraz6 Cbk1 nevil kindzahoz kotddnek és ezek a
dokkold kolcsonhatdsok a Cbk1 alapu jelatvitelben fontosak. Az NDR/LATS kinazok tdgabb
értelemben az AGC kinazokhoz tartoznak, s meglep6 modon az [YF]xFP motivum az AGC
kinaznak abba a hasadékaba kot6dik, ami topoldgiai értelemben a MAPK-ok D-motivum kétd

arkanak felel meg, bar ez a hasonldsag nyilvan csak konvergens evolicié révén alakulhatott ki.

Osszefoglaléan elmondhat6, hogy organizmus szintli fenotipusos valtozatossag és
komplexitds inkdbb rejlik a regulaciés halézatok elemei kozotti kapcsolatok sokféleségében,
mintsem az Uj elemek folyamatos generalasaban. Napjaink szamitastechnikai fejlesztéseinek sikere
is ennek a stratégianak a gyakorlati alkalmazasahoz kd&thetd: fantasztikusan komplex maédon
miikodo logikai aramkorok épithetok egyszerii elektronikus elemekbol azok valtozatos mddon
torténd Osszekapcsoldsa révén. Munkank néhany fehérje kindz alapu jelatviteli rendszer részletes
tanulmanyozasa soran ravilagitott arra, hogy uj bemenet-kimenet Osszefiiggések sejten beliili
regulacios halézatok esetében hogyan jonnek létre, s hogy azok milyen molekularis logika mentén

szervezodnek.
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5. SAJAT KUTATASI EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkankban bemutattuk, hogy

a klasszikus vazfehérjének tekintett éleszt6 Ste5 fehérje ,,aktiv’ mdédon vesz részt a MAPK

kozvetitett jelatvitelben.

rovid, 10-15 aminosavas fehérje fragmentumok is képesek MAPK-okhoz specifikus mo6don

kotddni.

MAPK specificitast meglepé mdédon a konszenzus szekvencidk kozbiils6, a fehérjét gyakran

kozvetleniil nem érintd részei hatarozzak meg.

MAPK-lineéris motivumok kolcsonhatasainak szerkezeti biokémiai feltarasa utan lehetséges

.....

MAPK koto linearis motivumok meglep6en nagy szamban azonosithatdéak sejten beliili

fehérjék szerkezet nélkiili régidiban.

valtozatos genetikai mechanizmusok révén létrejovo rovid MAPK kotd fehérje szakaszok
lehet6vé teszik egy Osi jelatviteli enzim csalad tagjai szamara fiziologiai folyamatok

specifikus, evolticiés szempontbol dinamikus szabalyozasat.

magasabb rendi MAPK komplexek sszeszerel6dése linearis motivumok révén ,,passziv”
modon, mig rendszerszinti mechanizmusok (pl. nem-degredativ ubikvitinaci6 vagy egy

modulator fehérje expresszioja) révén ,,aktiv’ modon befolyasolhato.

a fehérje-peptid tipustu dokkolas az éleszté Cbk1 (AGC) kinaz alapt jelatviteli palyakban az
enzim-szubsztrat kapcsolatok robusztussagat noveli, ami arra utal, hogy dokkold

kolcsonhatasok az eml6s AGC kinazoknal is elterjedtek lehetnek.
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Ebbol elso/utolso szerzos kozlemények 200,84
Idézettség (teljes/fiiggetlen) 1576/1424
Hirsch-index 16
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Koszonetnyilvanitas

Az USA-ban remek diakokkal dolgozhattam egyiitt: Roby Bhattacharyya, Caleb Bashor, Mathew
Good és Grace Tang. Hélas vagyok Wendell A. Lim-nek, akkori fon6komnek, hogy egy dinamikus
fiatal csapatban, remek hangulati laborban és szakmailag stimulal6é kérnyezetben kezdhettem meg a
munkat a jelatviteli folyamatok térvényszeriiségeinek feltarasara. Legtobbet t6le és az 6 laborjaban
tanultam, bar sokszor erre mar csak évekkel késébb jottem ra. Hazatérésemben Graf Laszlo segitett
és csoportom megalakulasat az ELTE Biokémiai Tanszéken a Wellcome Trust-t6l elnyert palyazat
tette lehet6vé. Jelenlegi munkankat az MTA TTK Enzimoldgiai Intézetében az MTA Lendiilet
Program tamogatja. Az utébbi években a legfontosabb egylittm{ik6dé partnereim Eric Weiss (USA),
Olga Kalinina (Németorszag), Krishna Rajalingam (Németorszag), Hetényi Csaba és Nyitray
Laszl6 (ELTE Biokémia Tanszék) voltak. Az utébbi nyolc évben itthon legfontosabb munkatarsam
Alexa Anita volt, akivel a labort egyiitt épitettiik fel. A labor ,,normalis” miikddtetése pedig mar jo
par éve Rakacs Marianna odaad6 munkajanak koszonhet6. Patthy Andrasnak pedig rengeteg
kémiailag szintetizalt peptid eldallitasat koszonhetjiik. A laborban az évek soran, kiilénbdzo
projekteken szamos didk fordult meg. A teljesség igénye nélkiil 6k a kovetkez6k: Gogl Gergd, Garai
Agnes, Varga Janos, Zeke Andras, Glatz Gabor, Fordos Ference, Radli Martina, Kirsch Klara, Sok
Péter és Poti Adam Levente. Kisebb vagy nagyobb mértékben ugyan, de 6sszességében
mindannyiuk munkaja, hozzajarulasa kellett ahhoz, hogy az értekezésemben leirt eredményeink

megsziilessenek, s hogy MTA doktori palyazatomat megirhattam.
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