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Eloszo

Ertekezésemben azt a tobb mint tizéves kutatomunkat foglalom keretbe, mely a Kaliforniai
Egyetemen elt6lt6tt posztdoktoralis, illetve a hazatérésem utan itthon elkezdett 6énallo kutatasaim
eredményeib6l merit. Egy rovid kitekintés erejéig azonban emlitést teszek palyafutdsom korabbi
eredményeir6l is, mert koncepcionadlisan kapcsolodnak jelatvitelben fontos fehérje kinazokon
végzett kés6bbi munkdmhoz; bar mas teriiletr6l — génexpresszié szabdlyozds, transzkripcios
faktorok — szarmaznak. Meggy6z6désem, hogy az él6 rendszerek komplex miikodése mogott
egyszerli biokémiai torvényszerliségek rejlenek. Utobbiak feltardsdhoz azonban elengedhetetlen a
modern biologia kiilonb6zd vizsgalati szintjeit egyszerre kezelni képes kutatdi tapasztalat.
Akarmilyen teriileten is dolgoztam, mindig arra térekedtem, hogy egy komplex bioldgiai rendszer
vizsgalatakor a szerkezeti biokémikusi végzettségembdl fakadd, atomi szintli fehérje-térszerkezek
feltarasara iranyul6 érdekl6désem kiegésziiljon magasabb (pl. sejtes, organizmus, evolicios
rendszerbiologiai) szintli vizsgalatokkal.

Doktori munkamat az Eurépai Molekularis Biologiai Laboratériumban (EMBL) végeztem
(Heidelberg-Hamburg, Németorszag). Munkam soran eml6sok embrionalis fejlédésében fontos tn.
POU transzkripciés faktorok szerkezetének illetve funkcidinak a felderitésével foglalkoztam.
Valtozatos miikodésiiket ezek a transzkripcios faktorok egymassal és/vagy mas transzkripcios
faktor csaladok tagjaival komplexeket alkotva érik el. A DNS-hez kombinatérikus modon kétve
szabalyozzdk a gének kifejez6dését. Egy adott POU faktor a DNS enhanszer szekvenciajatol fiiggd
modon tobb interakcios partnerrel is képes kolcsonhatasba 1épni és ezaltal kiilonb6z6 aktivitasu
transzkripciés komplexeket létrehozni. Mik azok a molekularis mechanizmusok amik révén egy
organizmus szintli transzkripcids haldzat ezt a fajta valtozatos aktivitast viszonylag kis szamu
szabalyz6 fehérje hasznalatdn keresztiil is képes elérni? Munkdm soran azt taldltam, hogy az
embriondlis fejlédésben fontos gének enhancer régidjaiban olyan DNS szekvencidk taldlhatok,
melyek specifikus POU faktor dimerek, illetve a SOX transzkripcios faktor csalad egyes tagjaival
specifikus POU/SOX heterodimer komplexek létrehozasat teszik lehetdvé (Tomilin et al. 2000)
(Reményi et al. 2001) (Reményi et al. 2003) (Reményi et al. 2004).

A Kaliforniai Egyetemen folytatott posztdoktori kutatdsaimban is azokat a molekularis
mechanizmusokat vizsgaltam, melyek révén egy véges elembdl all6 szabalyoz6 rendszer a
folyamatosan valtozé koriilményekhez adaptalodni képes sejtszintli miikodést tesz lehetGvé. Itt
azonban a modell rendszer a Saccharomyces cerevisae (élesztd) MAP-kinazok (MAPK) altal

kozvetitett jelatviteli haldzatai voltak. Itt alapvetd probléma, hogy t6bb jelatviteli palya
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ugyanazokat a jelatviteli enzimeket hasznalja. A kdzponti szerepet jatszé regulaciés komponensek
tehat itt is limitdlé tényezdének tlinnek. Ezért felvetddik a kérdés, hogy hogyan lehetséges adott
bemenetre a hozzatartozé kimenet kozvetitése. Ebben a jelatviteli rendszerben két alapvetd
felfedezést tettem: (a) rovid 10-15 aminosav hosszu fehérje fragmensek (Gn. dokkol6 peptidek)
képesek MAPK-hoz szelektiv mddon kotddni és (b) jelatviteli halézatok korabban passziv
komponenseinek vélt vazfehérjéir6l bebizonyitottuk, hogy aktiv modon szabalyozzak jelpalyak
aktivitasat. Mindkét felfedezés hozzajarult annak a molekularis logikdnak a jobb megértéséhez,
mely lehet6vé teszi egy komplex sejtszint(i regulaciés feladat megoldasat véges szamu szabalyozo
elem hasznalatan keresztiil is (Reményi et al. 2005) (Bhattacharyya, Reményi, Good, et al. 2006)
(Good et al. 2009).

2007-ben a Wellcome Trust tamogatasaval létrehoztam a Fehérje Kolcsonhatas
Laboratériumot az Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetemen, majd 2014-t6] a munkat az MTA
Természettudomanyi Kutatékdzpont Enzimoldgiai Intézetében folytattuk csoportommal az MTA
Lendiilet Program tdmogatasaval. Munkank itt f6leg a human MAPK jelatviteli palyak miikodésére
fékuszal. Az itt elért eredményeinket tettem az értekezésem gerincévé, amihez a kordbbi élesztd
MAPK jelatviteli péalydkban szerepet jatszé fehérjék tanulméanyozésa, illetve a néhany éve
elkezdett, mas fehérje kinazokra, példaul az AGC kinazok csoportjaba tartoz6 NDR/LATS

kindzokra kiterjesztett munkank is szervesen kapcsolodik.

A kiilonb6z6 munkaimat eltér6 részletességgel mutatom be az értekezésemben, néhol
részletesebben s néhol csak a ,,lényegre” koncentralva. Toérekedtem arra, hogy az olvaso egy atfogo
képet kapjon arr6l az atomi és rendszerbiologiai ,felbontast” 6tvoz6 megkozelitésrdl, amir6l
hiszem, hogy elengedhetetlen komplex bioldgiai jelenségek megértéséhez. Munkam soran sokszor
meglep6dtem azon, hogy latszolag komplex jelenségek mogott milyen egyszer( torvényszeriiségek

rejlenek. Ezért mondom, hogy:

,» Mint biologus csoddlom az élet sokszintiségét, mint biokémikus csoddlom a vdltozatossdg mogott

rejlé molekuldris szintii torvényszertiiségek egyszeriiségét.”

dr Reményi Attila

Budaors, 2015. december
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1. Bevezetés

1.1. Sejtes jelatviteli palydk, sémdk

Sejtjeink a kornyezetiikb6l érkezd jelekre folyamatosan vdlaszolnak. A sejt szdmara ingerek
lehetnek olyan kémia vagy fizikai természetli hatdsok, melyek a sejtek vagy a bel6liik felépiilé
organizmusok szempontjabol fontosak. Kémiai hatas lehet példaul egy hormon jelenléte a
véraramban, vagy fizikai hatas lehet példaul a fény a retinaban elhelyezked6 palcikasejtek szamara.
Az ingerek jelatviteli palyak bemeneteinek tekinthetOk és érzékelésiik receptorokon keresztiil zajlik,
az ingerre adott bioldgiai valasz pedig olyan sejten beliil lejatsz6dd folyamatok Osszességeként
irhat6 le, melyek egy adott inger hatasara valtodnak ki. Biologiai valasz példaul a hamsejtek
osztodasa novekedési faktorok hatasara, vagy membran depolarizaci6 fény hatasara
palcikasejtekben. Sok esetben a kiilvilagbodl érkez6 ingerek a sejtmagban gének atirasat inditjak el.

Biolégiai véalaszok tehét a jelatviteli palyak kimenetei (1. Abra).
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1. Abra Sejtes jeldtviteli folyamatok sémdja

Feliil: A sejteket folyamatosan bemenetek (ingerek) érik, amire jelatvitel révén (szigndl transzdukcio) kimeneteket
(bioldgiai vdlaszokat) generdlnak (balra). Sok esetben a jel érzékelése a sejtmembrdnban elhelyezked receptorokhoz
valo kétédés utdn a sejtmagban valamilyen génexpresszids vdlaszhoz vezet (jobbra). A sejtmembrdnban és sejtmagban
zajlé jeldtviteli események kozott a kapcsolatot legtébbszor egy fehérje kindzoktol fiiggé citoplazmatikus jeldtviteli
kaszkdd teremti meg. Alul: Természetesen konkrét jeldtviteli komponenseket is részleteiben is hiien tiikroz6 (pl. egy JNK
MAP kindz kézpontu) dbrdzolds a fentieknél dltaldban sokkal komplexebb képet mutat. A panel bemutatja a kiilénbéz6
komponenseket megfelel6 térbeli kompartmentekben elhelyezve, melyek kézott vdltozatos jeldtviteli mechanizmusok (pl.
hierarchikus, de hdlozatos kaszkdd szervezGdés; porzitiv és negativ visszacsatolds; poszttranszldciés mddositds)
biztositjadk a mai tuddsunk alapjan a JNK alapt jeldtvitel megfelelé miikédését. JNK alaptu jeldtviteli pdlydk
aktivdcicjat tobb, a kiilvilagbol érkezé (pl. morfogének, citokinek, hormonok, patogének) vagy sejten beliil keletkez6

inger (pl. oxidativ stressz, DNS kdrosodds) indithatja el. Ezek aztdn (valésziniileg sejttipustdl fliggben) a hdrom JNK
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izoforma foszforildcidjdat eredményezik. A JNK-knak vannak citoplazmatikus és sejtmagi szubsztrdt fehérjéik illetve
kézvetlen, foszforildcio alapti (pl. MAP3K foszforildcid) vagy kozvetett, transzkripcids szintii (pl. MKP1,5 foszfatdzok
transzkripciojat serkentd) visszacsatoldsokban vesznek részt. A kézponti JNK modul fehérje kindz komponensei
narancstél (MAP3K) sététpirosig vdltoznak. A MAP3K-ok aktivitdsdt befolydsolo fehérjék zoldek, mig a téliik feljebb
elhelyezkedd fehérjék (pl. receptorok) vildgoskék sziniiek, a MAPK szubsztrdtok pedig sdrgdk. GPCR: G-fehérje
kapcsolt receptor, Ubi: nem-degradativ, K63, tipust ubikvitin ldncok. Folytonos vonalak direkt kétédési eseményeket,
enzimatikus reakciokat mutatnak, mig a szaggatott vonalt nyilak tobb lépéses folyamatokra utalnak, ahol a pontos

mechanizmust még nem ismerjiik.

Klasszikus értelemben a jelatviteli palya egy olyan fehérjékb6l és masodlagos hirvivo
molekulakbdl (pl. kalcium, foszfolipidek, stb) all6 kaszkad, amely egy bemenetet egy kimenettel
kapcsol 6ssze. Példaul inzulin koncentracio névekedés és egy gliikdz transzporter miikodése kozott
kapcsolatot teremt6 jelatviteli molekulak egy csoportjat nevezhetjiik a gliikoz felhaszndlast
stimuldlé palyanak. Ennek elemei a kdvetkezdk: inzulin, inzulin receptor, IRS, PI3 kinaz, PIP3
(foszfolipid), Akt kindz, GEF, Rab GTPaz, GLUT4. Ez a példa jol szemlélteti, hogy az inzulin és a
GLUT4 nevii gliikéz felvételét el6segitd transzporter fehérje aktivacioja kozott sok koztes 1épés
van. Ezek Osszessége sziikséges ahhoz, hogy a GLUT4-et tartalmazé intracellularis vezikulumok
fizidja a sejtmembrannal megtorténjen: a sejtek a vérbdl tehat gliikkdzt vesznek fel. A korabbi
példatdl eltéréen azonban jelatviteli palyak legtobbszor egy sejtmagi valasszal végzddnek. Ilyen
példaul a novekedési faktorok hatdsa a korai gének atirasara (pl. c-fos, c-jun), amelyek aztan ciklin
D atirast serkentenek. Egy konkrét novekedési faktor (pl. EGF) hatasara aktivalédo jelatviteli
molekuldk csoportjat nevezhetjiik példaul az EGF sejtosztoddst serkent6 palyajanak. Elterjedt
azonban, hogy egy szignal transzdukciés palyara a kdzponti komponens(ek) neve(i) alapjan utalunk
(pl. JINK, TNFa, TGFpB, vagy JAK-STAT). Ilyen esetekben a hangsuly a k6zos mechanizmusokon
keresztiil zajlé miikodésen van, ami sokszor vezet akar teljesen eltéré funkcionélis valaszokhoz
ugyanazon komponensek hasznalatan keresztiil is.

Sejtek bemenet és kimenet tarsitdsat mindenesetre nem linedris mddon szervezddott
jelpalyak o6sszességeként kell elképzelniink (2. Abra). A jelatvitel inkabb egy olyan folyamat,
melynek soran a sejt a kdrnyezetbdl érkezd ingerek hatasara egy erre specializalodott fehérjékbdl
felépiild halozat segitségével a beérkezd ingerek dsszességétdl fiiggd bioldgia valaszt ad. Az emberi
egymasba, és inkdbb hal6zatos felépitést mutatnak: az egyes jelatviteli fehérjéken tehat tobb
jelpalya is osztozhat egyszerre. Példaul a korabban emlitett gliikéz felhaszndldst stimuldlé péalya
példaul nem teljesen fiiggetlen az EGF sejtosztoddst serkentd palyajatol. Az inzulin példaul korai

gén aktivacion keresztiil sejtosztodast is tud serkenteni. Tovabba, a klasszikus linearis kaszkad
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tipust palya architektira aztan tovabb bonyolodik a komponensek kozotti pozitiv vagy negativ

elére- és visszacsatolasok révén (2. Abra).
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2. Abra Kiilonboz6 jelpdlya architektiirdk

Feliil: A jobb oldalon lathat6 inkédbb hal6zatszerti jelpalya kevésbé linearis, de még mindig hierarchikus szervez6dést
mutat. Alul: A valésagban ez a komplexebb szervezddés még tovabb ,bonyolddhat” kiilénbozd vissza- és
elérecsatolasok (serkent§ pozitiv vagy gatlé negativ) bevezetésével, ami a hierarchikusan szervez6dé linearis
kapcsolatokat a bemenetek és kimenetek kozott tovabb bontja. Ezek aztan valtozatos bemenet-kimenet kapcsolatokat
generalnak egy jelatviteli folyamatot jellemz6 dézis-valasz gorbe karakterisztikdjaban (fels6 két panel: klasszikus
hiperbolikus illetve ultraérzékeny viselkedés) illetve dinamikus viselkedésének tekintetében (alsé két panel: klasszikus

lecseng® vagy oszcillalo viselkedés) (Tyson et al. 2003). (B: bemenet, K: Kimenet)

1.2. Fehérje kinazok szerepe az intracelluldaris jelatvitelben

A jelatvivé apparatus fehérje komponensei valtozatos felépitésiiek: példaul receptor tirozin
kinazok (pl. inzulin receptor), foszfolipid kinazok (pl. PI3 kinaz), fehérje kinazok (pl. Akt kinaz,
MAP kinazok) vagy foszfatazok, kis GTP-azok (pl. Ras, Rab), stb. Jelatviteli fehérjék sokszor
molekularis kapcsolokként miikodnek (3. Abra). A Ras GTP-az, illetve az ERK2 nevii MAP kinaz

kétallapoti kapcsolokra szolgalnak jé példaként: mindkét molekulanak kézos tulajdonsaga, hogy az
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inaktiv, illetve aktiv allapotainak konformacidja kissé eltér. A két allapot kozotti konformacios
atmenetek reverzibilis médon szabalyozhaték egyéb fehérjékkel valé kdlcsonhatasaik révén, illetve

a két allapotnak is eltérd hatdsa van mas fehérjékre nézve.

Molekuldris kapcsolok: G-fehérjék Molekularis kapesolék: fehérje foszforilacié

GAP fosrialirok

3. Abra Molekuldris kapcsolok

Jelatviteli szabéalyzé fehérjék tulajdonsaga, hogy aktivitastdl fiiggéen kiilonb6z6 szerkezetet vesznek fel. A Ras G-
fehérje GDP- (inaktiv) és GTP-kotott (aktiv) allapotanak szerkezete (balra) kiilonbozik az tn. switch (kapcsold)
hurkokndl (piros és kék), mig az ERK?2 fehérje kinaz (jobbra) inaktiv (zo6ld, nem foszforilalt) és aktiv (kék, foszforilalt)
allapotdban az tn. aktivacios hurok (sarga) szerkezete eltérd. Mindkét esetben az aktiv és inaktiv éallapott fehérjék

eltérd jelatviteli szereppel birnak, féleg a megvaltozott fehérje-fehérje kolcsonhatasaiknak készonhetGen.

Egy receptor bekapcsolasa utan a sejt intracellularis jelfeldolgoz6 apparatusaban olyan
valtozasok torténnek, melyek elemi informdacidhordoz6 eseményeknek tekintheték. Ennek soran
megvaltozik a jelatviteli fehérjék kolcsonhatasa, aktivitasa illetve poszttranszlaciés modositasok
révén a fehérje-fehérje kolcsonhatasok (FFK) alapvet6en tranziens természetli allosztérikus hatasai
allandésulhatnak is, azaz idében az FFK megsziinése utan is fennmaradhatnak. Az él6lényekben a
kornyezeti hatdsok sejten beliili feldolgozasara kialakult egy fehérje-foszforilacio létrehozasara
(fehérje kindzok), kiolvasasara (foszfo-aminosavat kot6 domének) illetve megsziintetésére (fehérje
foszfatazok) alkalmas fehérje apparatus (Pawson & Scott 2005). Bar léteznek aszparaginsav és
hisztidin oldallancok foszforilaci6jara szakosodott enzimek (pl. névények és prokariotak un.
kétkomponensii rendszereiben (Stock et al. 2000), val6sziniileg ezen foszfo-aminosavak vizes
fazisban val6é instabilitisa miatt nem terjedtek el széles korben. Tirozin és szerin/treonin
foszforilaciéra szakosodott enzimek, foszfo-aminosavakhoz k&todni képes fehérjék illetve
foszfatazok viszont széleskoriien elterjedtek és nagy evoliciés valtozékonysagot és valtozatossagot
mutatnak. Mig a tirozin-foszforilaci6 megjelenése valo6sziniileg inkdbb kotheté a tobbsejtliség

megjelenéséhez, a szerin/treonin foszforilacio talan a legdsibb jelatviteli mechanizmus, ami

10
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jellemz6 a prokariotaktol az emberig (Lim & Pawson 2010).

A teljes emberi genom génjeinek 1,7%-at teszik ki protein kinazt kédol6 gének. Mig 518
human fehérje kindzt ismeriink, ugyanakkor csak kb. 150 foszfatdz gén ismert. A kindzok
csoportositasanak alapjaul a katalitikus doménjeik szekvenciait vették alapul (Hanks & Hunter
1995). Az eml6s kinazok osztalyozasa a kovetkezOképpen alakul. Az els6 nagy csoport az AGC
nevil csoport (pl. PKA, B, C). A kovetkezd nagy csoport a CaMK, amelyen beliil a Ca/calmodulin
fligg6 kindzok csalddja alkotja a csoport legnagyobb hanyadat. A harmadik csoport (CMGC) igen
valtozatos. Ide sorolhatok a ciklin-fiiggé kindzok (CDK), a mitogén aktivalt protein kinazok
(MAPK), valamint a glikogén szintaz 3 kinazok (GSK3) csaladja is. Ezt a csaladot sokszor
egyszerlien csak prolin-iranyitott kinazoknak nevezik, mert a foszforildlandé szerin/treonin
aminosavat egy prolin aminosav koveti. Tovabbi két nagy csoport a STE (pl. MAPK-okat aktivalo
MAP2K-0k) illetve a kazein kinaz I (CK1) szerin/treonin kinaz csoport. A tirozin kinazok (TK)
alkotjak a kovetkez6 nagy diverzitasu csoportot, amit kovet a kozeli rokonsagban all6 tirozin szer(i

kinazok (TKL) szintén nagy csoportja (4. abra) (Hanks 2003).

St

Tirozin foszfataziok

STE

TK TKL
Nem-katalitikus targetalo Tirozin kindzok @ é
elemek szama
o M (5

w5 =
= . S@ﬁ \

Szerinftreonin
kindzok

Szerinftreonin
foszfatazok

4. Abra A humdn kiném és foszfatom

A kiném nagy csoportjainak sematikus evoltciés viszonya a kindz domének szekvencidja alapjan van feltiintetve
(kozépen) illetve az dbra bemutatja, hogy melyek azok a kindz vagy foszfatdz csoportok ahol jellemz6 a katalitikus

doménen feliili targetalé domének, régiok megléte vagy annak hianya (jobbra) (Reményi et al. 2006).

A kinazok esetében fontos tényez6 a szabalyozhat6sag, ezért a protein kindzok jelentds
hanyada a katalitikus domén mellett olyan doménekkel is rendelkeznek, melyeknek a fehérjék
aktivitdsanak szabalyozasaban van kiemelkedd szerepiik. 83 kiilénb6z6 ilyen domén tipust
azonositottak, melyek 258 kinazban fordulnak el6. Ezek a domének egyrészt a sejten beliili

lokalizaci6 szabélyozasaval, masrészt jelatviteli elemek kotésével segitik a kinazok megfelel6
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miikodését. Ezek a szabalyozasban fontos elemek lehetnek mas fehérjék (citoszkeletalis fehérjék,
receptorok), RNS-ek, lipid tipusi molekuldk, GTP, kalcium/kalmodulin és foszforilalt tirozin
oldallancok kotését biztosito elemek. Sejten beliili elhelyezkedésiik szempontjabol szamos kinaz a
sejtmembranokhoz kozel talalhaté, mig a legtobb a citoplazmaban illetve a sejtmagban
lokalizalddik. Csupan harom kinaz talalhat6é az endoplazmatikus retikulumban, és szintén kevés (5)
a mitokondrialis (Manning et al. 2002).

Bar a mai magasabb rendii él6lényekben megfigyelhet§ fehérje-foszforilacion alapuld
poszttanszlaciés mechanizmusok dominancidjanak evolticiés okait pontosan feltarni valdsziniileg
sohasem lesz modunk, a kiilonb6z6 organizmusok fehérje kinaz illetve foszfataz 6sszesitéseibdl, az
un. kiném és foszfatom analizisekbdl, valamelyest kaphatunk betekintést a fehérje-foszforilacién
alapulé jelatvivé apparatusok kialakulasaba, jelentGségébe (Moses & Landry 2010).
Altalanossdgban példaul megfigyelhetd, hogy a tirozin foszforilaciéban résztvevé enzimek
gyakrabban tartalmaznak tn. moduldris targetalé elemeket (pl. transzmembran régiot vagy
valamilyen fehérje-fehérje kolcsonhatéasra szakosodott domént, pl. SH2, SH3, PDZ, stb) (4. Abra).
Mivel a huméan fehérje foszfatdzoknak csak kevesebb mint fele Ser/Thr foszfatdz, mig a 1ényegesen
tobb human kinaz kb. két-harmada pedig Ser/Thr kinaz, adodik, hogy a Ser/Thr alapu
posztranszlacios szabalyozas fizioldgiai enzim-szubsztrat kapcsolatai nagyon komplexek lehetnek
(4. Abra). Kiilonosen, ha azt is figyelembe vessziik, hogy talin a humén proteémban minden
harmadik fehérje foszforilalodik, az atlagos poszttranszlaciés modositasok (PTM) szadma pedig 2.5
per géntermék (s a protein foszforilacié valdsziniileg tobb mint a PTM-ek 80%-at teszi ki) (Papin et
al. 2005).

Tovabb4, szintén elmondhatd, hogy a foszforildlt aminosav oldallancokat felismer6 un.
modularis domének szama jelentdsen n6 a jelatviteli kapacitassal 6sszhangban (pl. egyszerii
eukariotatol az emlésokig az éallatvilagban; pl. SH2, PTB, WW, 14-3-3, stb, melyek a foszforilacion
alapuld poszttranszlaciés folyamatok hatasanak funkcionalis diverzitasat eredményezik)

(Bhattacharyya, Reményi, Yeh, et al. 2006).

1.3. Mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK)

Jelatviteli folyamatokban altalanos jelenség, hogy a millionyi kornyezeti inger sejten beliili
feldolgozasaban a jelatviteli fehérjéknek csupan egy meglep6en kisszamu csoportja vesz részt. A
fehérjék aktivitasat reverzibilis foszforilacio révén szabalyoz6 fehérje kindzok és foszfatazok
példaul egyszerre tobb jelpalya koztes enzimei is lehetnek. Ennek a jelenségnek a szemléltetésére
remek példa a MAP-kinazok (MAPK) csoportja (Schaeffer & Weber 1999) (Tablazat 1). Szamuk

eukariéta organizmusokban meglep6en kevés, bar a sejten beliili folyamatok szabéalyozasaban
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szerepiik sokrétli (pl. a S. cerevisiae-ban 5, mig az emberben 14 MAPK fordul el6) (Tablazat 2).

“Klasszikus” MAPK-ok

# Név Szisztematikus Egyéb nevek A gén UniProt ID
név kromoszémalis
helye (ember)
1 ERK1 MAPK3 p44mapk 16p11.2 P27361
2 ERK2 MAPK1 ERK, p42mapk 22q11.2 P28482
3 ERKS5 MAPK?7 BMK1 17p11.2 Q13164
4 JNK1 MAPKS8 JNK, SAPK, SAPKlc 10q11 P45983
5 JNK2 MAPKS9 SAPK1a, p54a 5q35 P45984
6 JNK3 MAPK10 SAPK1b, p54b 4q22-q23 P53779
7 p38a MAPK14 p38, CSBP1, CSBP2, SAPK2a 6p21.3-p21.2 Q16539
8 p38p MAPK11 SAPK2b 22q13.33 Q15759
9 p38y MAPK12 ERKS6, SAPK3 22q13.3 P53778
10 p388 MAPK13 SAPK4 6p21 015264
Atipikus MAPK-ok
11 ERK3 MAPK6 p97mapk 15¢g21 Q16659
12 ERK4 MAPK4 - 18g21.1 P31152
13 ERK7 MAPK15 ERKS 8q24.3 Q8TDO08
14 NLK - - 17q11.2 Q9UBES
Tablazat 1. Human MAPK-ok
MAPK Homo sapiens & Drosophila Caenorhabditis elegans Saccharomyces
alcsalad Mus musculus melanogaster cerevisiae
ERK1
ERK1/2 ERKD Rolled mpk-1 Fus3 és Kssl
ERK5 ERKS5 - - -
JNK1
JNK-k JNK2 Basket jnk-1
JNK3
p38a p38a pmk-1 Hog1, Mpk1
p38 p38p p38b pmk-2
kindzok p38y
p385 p38c pmk-3
ERK3
ERK3/4 - -
ERK4
ERK7 ERK7 (ERKS8) Erk7 C05D10.2 Smk1
NLK NLK Nemo lit-1

Tablazat 2. MAPK homolégok a legfontosabb modell organizmusokbél
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MAP-kindzok a szerin/treonin kinazok csoportjaba tartoznak, foszforilacio6 révén
aktivalédnak, mig 6k maguk szubsztrat fehérjéknek egy valtozatos palettajat foszforilaljak.
Utobbiak mind tartalmaznak egy MAPK foszforilaciés motivumot (az din. S/TP helyet), mely a
szubsztratnak a kinaz aktiv helyéhez val6 kot6déséhez sziikséges és egyben a foszforildlandé szerin
vagy treonin aminosavat is tartalmazza. Frdekes moédon ezek a szubsztrat-specificitidsukban
meglehetdsen ,liberdlis” enzimek a sejtben élet és halal urai: olyan alapvetden eltéré folyamatok
regulatorai, mint példaul a sejtproliferacié vagy a sejthaldl (Chang & Karin 2001). A jelterjedés
hiiségének fontossagat szem el6tt tartva az alabbi kérdés vetddik fel: hogyan lehetnek az ilyen
széles szubsztrat-spektrumu fehérje kinazok jelatviteli palyak kulcsenzimei?

A Mitogén Aktivalt Protein Kinazok (MAPK) a human kindom CMGC kinaz csoportba
tartoznak (Manning et al. 2002). A MAPK-ok szdmtalan fiziol6gias szerepben vallalnak fontos
szerepet, amelyek sordn az enzimek egy harom tagbol allé6 kaszkadban végzik feladatukat (Pearson
et al. 2001). A modul legalsé tagja egyben a jelpalya névado kinaza is, igy megkiilonboztetiink 4
klasszikus MAPK ttvonalat. Ezek sorrendben ERK1/2, JNK, p38 és ERK5 jelpalyak. Az Gket
aktivalé fehérjék, azaz MAPK kinazok (MAP2K) azonos sorrend mentén a MKK1/2, MKK4/7,
MKK3/4/6 és MKK5 nevet viselik. A legfels6 szintet a szerkezetileg igen diverz MAPK kinaz
kinazok (MAP3K) alkotjak (5. abra) (Lewis et al. 1998)
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Az atipikus MAPK-ok lényeges tulajdonsagokban kiilonbéznek a ,klasszikus” MAPK-
oktol. Legtobbjiiknek csak egy foszforilacios helye van az aktivaciés hurkukon (mig a klasszikus
MAPK-koknak mindig kett6: egy szerin/treonin €és egy tirozin aminosav), talan ezért nem is a
konzervalt MAP2K-ok csalddjaba esé fehérje kinazok &ltal aktivalédnak. Tovabba hidnyoznak
bel6liik olyan evoliciésan konzervalt aminosavak, melyek az 6sszes klasszikus MAPK-nak a
partner fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatasaiban szerepet jatszé dokkol6 hasadék karakterisztikajat
adjak. Ezért valosziniileg fehérje-fehérje kolcsonhatasaikat mas, ma még ismeretlen mechanisztikus
elvek alapjan szervezik. Funkcionalis jelentGségiik is ma még nagy részt feltaratlan (Coulombe &

Meloche 2007).

Ingerek alfa-faktor nitrogén  hiperozmozis  alacsony tép;]?gr)]l;g

feromon

¢ hiany l ozmolaritas

Valaszok Setciklus stop, Fonalas Glicerin Sejtfal Meibzis,
konjugacio novekedés szintézis atalakitas sporulacio

novekedési faktorok s P fejlédést
res h magas ozmolaritas, oxidativ stressz A .
Ingerek  osztodast serkents UV sugérzas, gyulladaskelts citokinek ~ S2aPalyozo
ingerek hatasok
¢ ERK1/2 #L’ltvonal ERK5 utvonaj |

&

* ,,,,,,,,,,,,,,,,, ‘{ j]' «v € b

A novekedes gyulladas, apoptdzis ér-endothelium
Valaszok sejtosztodas, novekedés/sejtciklus leallitasa, fejlédés, idegseijt
differencialédas sejt differencialédas differenciacio

5. Abra MAPK jeldtviteli modulok élesztében (feliil) és emberben (alul)
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A legjobban karakterizalt MAPK utvonal az ERK1/2 (Extracellular signal regulated kinase)
jelpalya, amit kiilonb6z6 novekedési faktorok inditanak be (pl. EGF, FGF, stb.). Az ERK1/2 titvonal
legfelsd aktivatorai kozé a RAF fehérjék tartoznak, melyek a MKK1/2 fehérjék felfoszforilalasan
keresztiil aktivaljak a kinazokat (Kyriakis et al. 1992). Az ERK1 és ERK2 fehérjék mind szerkezeti,
mind fizioldgids szempontb6l nagy mértékben hasonléak, példaul az ERK1 Kkiiitése (pl.:
géncsendesitéssel) nem eredményez latvanyos patolégids elvaltozast, mert a ERK2 fehérje képes
annak hianyat betdlteni (Pages et al. 1999).

A JNK kinazok (c-jun N-terminal kinase), melyeknek harom isoformaja van (JNK1, JNK2,
JNK3), sok esetben kiilonb6z6 stressz stimulusokra aktivalédnak, s apoptétikus folyamatokat
indithatnak be (Bode & Dong 2007). Fiziologias aktivalodasuk pl. GPCR-eken vagy Wnt
receptorokon keresztiil azonban kivalthat differenciaciot, de akar tulélést is. A JNK1 és 2 minden
sejttipusban és szovetben el6fordul6 fehérje, mig a JNK3 foleg az agyban fejezédik ki (Bode &
Dong 2007). A JNK jelpalydknak szdamos MAP3K aktivatora van, amelyek az MKK4 vagy MKK?7
MAP2K-okat foszforilaljak (Wang et al. 2007).

A p38 csaladba tartozo6 fehérjék (p38a, -3, -y, -6) foképp stressz valaszokban vesznek részt
(pl. ultraibolya sugarzas, ozmotikus sokk, gyulladas), de emellett fontos szerepiik van a kiilonb6z6
citokin-fiiggd jelpalyakban és ezzel kapcsolatban autofagias és apoptotikus folyamatokban (Han et
al. 1994)(Lee et al. 1994). A JNK és p38 ttvonalak felsd aktivatorai kozott sok az azonos elem, a
MAP3K szinten példaul a MLK3, TAK1, MEKK1 és MEKK4, valamint MAP2K szinten az
MKK4 kinaz. Az MKK3 és MKKG6 kinazok azonban csak a p38 jelpalyak mediatorai (Ono & Han
2000).

Eml6sokben az ERKS5 valdsziniileg a masik harom MAPK-ndl sziikebb fiziologias szereppel
bir, habar az ERKS éltal kozvetitett folyamatok egyenl6re a legkevésbé feltartak. F6képp az érfal és
neuralis szovetek fejlddési folyamataiban vesz részt, azon beliil is a sejtosztddas, differenciacio és
tilélésben tolt be fontos szerepet (Kato et al. 1998)(Hayashi & Lee 2004)(Roberts et al. 2010). Az
utvonalat kiilonb6z6 névekedési faktorok képesek stimulalni (pl. NGF, VEGF), melyek a MEKK?2/3
MAP3K-okon és az MKK5 MAP2K-on keresztiil aktivaljak az ERK5-6t (Nakamura & Johnson
2003)

A egyes kaszkadok azonos szintjén talalhat6 fehérjék evolicidsan kozeli rokonsagban allnak
egymashoz, mivel az egyes MAPK palyak a korabbiak teljes duplikaciojaval alakulhattak ki, ebbol
eredendden kindz doménjeik szerkezete nagy hasonldésdgot mutat egymadssal (6. abra) (Caffrey et

al. 1999).
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6. Abra MAPK-ok illetve MAP2K-ok rokonsdgi viszonya.

A kladogramok a MAPK-ok illetve az 6ket aktivdlé specifikus humdn MAP2K-ok torzsfejlédési eredetét mutatjdk.

1.4. Fehérje-fehérje kolcsonhatdsi mechanizmusok
Szémos fehérje kindzr6l mar régota ismert, hogy az aktiv helyt6l fiiggetlen mechanizmusokon
keresztiil valasztja ki célfehérjéit; nevezetesen un. dokkol6 motivumokon, modularis doménen vagy

vazfehérjékkel tortén6é asszociaciok révén (7. abra) (Biondi & Nebreda 2003)(Bhattacharyya,
Reményi, Yeh, et al. 2006).

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

7. Abra Fehérje kindzok fehérje-fehérje kolcsénhatds mechanizmusai

A legegyszeriibb esetben a foszforildlandé aminosav koriili régié kotédik a kinaz aktiv helyéhez, és ennek a régionak a

térbeli szerkezete hatdrozza meg a szubsztrat-specificitast. Dokkolé kolcsonhatasok esetében a kinadz aktiv helyétdl
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kiilondllo felszine (az tn. dokkold hasadék) és a szubsztrat fehérjébdl szarmazé rovid régié (in. dokkolé peptid) kozotti
kot6dés biztositja a kindz-szubsztrat funkciondlis kapcsolat szelektivitasat. Tobb esetben azonban a szubsztrat fehérje és
az azt foszforilalé kinadz csak egy harmadik fehérje (tin. vazfehérje) kozremiikodése révén lépnek interakcioba. Ebben
az esetben a kinaz-szubsztrat par specificitasa a vazfehérjével alkotott kdlcsonhatasokban rejlik. Illetve lehetséges, hogy
a fehérje kinaz rendelkezik egy szubsztrat kot6dést el6segité extra modularis doménnel is. Kék/bibor: szubsztrat target

szekvenciaja, Narancs/piros: specificitasért felel6s FFK régiok.

A dokkolé kolcsonhatasok olyan binaris fehérje-fehérje kolcsonhatasok, melyek a tranziens
természetli enzim-szubsztrat kdtédésen feliil, attol eltér6 modon segitik el6 a kindz és a partnere

kozotti interakciot. Eredetileg ilyen kolcsonhatasokat kinaz-szubsztrat parokra irtak le, ahol az

enzimreakcio K, -jének erdsitése révén a szubsztrat foszforilaciojat teszik hatékonyabba (Sharrocks

et al. 2000). Ma mar dokkol6 kodlcsonhatasok egyéb MAPK partnerekre is ismertek (pl. egy masik
kinaz aktivatorhoz, egy deaktival6 foszfatazhoz, vagy akar vazfehérjékhez val6 kot6dés esetében.).
A vazfehérjék viszont valtozatos interakcids doménjeik vagy linearis motivumjaik révén képesek
tobb kindz komponenst egyidejiileg kotni. Erdekes, hogy a humén kinémfa kiilonboz6é agaihoz
tartozo kinazok eltér6 modon hasznalnak dokkoldé vagy modularis (pl. SH2, SH3 vagy egyéb
targetalo) doméneket. A CMGC kinaz csoportban elterjedt a dokkol6 motivumokat fogadni képes
kinaz doménen elhelyezkedd dokkol6 arok, mig a tirozin kinazok (pl. Src, Abl), de akar az AGC
szerin/treonin kindzok is modularis doméneket tartalmaznak a legtébb esetben (pl. Akt/PKB, PKC).
Jelatviteli vazfehérjék hasznalata pedig elterjedt mind a Saccharomyces Cerevisiae (innentdl csak

éleszt8) vagy huméan MAPK jelatviteli kaszkadokban is (8. Abra) (Whitmarsh & Davis 1998).

ELESZTO HUMAN
alacsony magas i
inger tdpanyag a-faktor sokoncentracio citokinek,

f & & Y o

wec @y (G0 e @D,
MAPKK . 2 . S é i d @)
UG ol ok D
1 v v v v

vélasz filamentacié konjugacié ozmoregulacio apoptézis

MAPK modul
vazfehérje

8. Abra Eleszté és humdn vdzfehérjék a MAPK jeldtvitelben
MAP-kinazok aktivitdsa egy haromszintii kindz kaszkadon keresztiil szabalyozott. Ezek az tin. MAPK modulok sokféle

jelpalya véltozatos bemenet-kimenet dsszefiiggéseinek kapcsol6allomasai. Felépitésiik nagymeértékii hasonlésagot mutat
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éleszt6t6]l emberig. Sok esetben MAPK modulok kindz komponenseit (MAPK kinaz kindz, MAPKKK; MAPK kinéz,
MAPKK; és MAPK) vazfehérjék szervezik komplexekbe (pl. Ste5). Vannak olyan modulok is melyek vazfehérjék
nélkiil miikodnek (pl. a filamentképzG palya esetében), vagy az egyik kindz maga tolti be a vazfehérje szerepét (pl.
Pbs2). Ste5-szer(i, analég funkciét betoltd huméan vazfehérjék szintén elterjedtek. Példaul a JIP (JNK interacting

protein) fehérjék.

1.5. Jelatviteli halozatok evolucidja

Regulacids héalézatok az evoliicié soran egyre 6sszetettebbé valnak, mert az informacié feldolgozé
kapacitasra vald igény egyre novekszik. A gének kifejez6déséért és a sejten beliili jelatvitelért
felel6s rendszereket leegyszeriisitve bemutathatjuk mint transzkripciés faktorokbol illetve fehérje
kinazokbol all6 halézatokat, melyeket aztan grafelméleti szempontbol is lehet elemezni. Ha ezeket a
halézatokat mint grafokat rajzoljuk fel egyes organizmusokra, akkor azt tapasztaljuk, hogy a grafok
az evoltcio soran egyre komplexebbé valnak. Komplexitast alapvet6en kétféle modon lehet elérni:
a regulacios elemek (csomopontok) szamanak vagy a regulacios elemek kozotti kapcsolatok (élek)
szémanak novelése révén (9.a Abra). Az eddig rendelkezésre 4116 genom szekvencia és organizmus
szint{i fehérje-fehérje interakcios adatok alapjan azt mondhatjuk, hogy talan az utébbi jelenség az,
ami az evoluciés létra felsé fokain all6 organizmusokat igazan komplexszé teszi. Erre szemléletes
példa jelatviteli halozatok esetében, hogy példaul a muslicat és az embert 6sszehasonlitva nem a
fehérjekinaz gének szama, hanem a kinazok egymas kozotti vagy mas fehérjékkel alkotott
interakcidinak szama n6 (Bhattacharyya, Reményi, Yeh, et al. 2006).

Transzkripciés halézatokban a génaktivitdas szabdlyozdsa transzkripcios faktorok DNS
enhanszer régiokkal (cis elemekkel) valo kdlcsonhatasain keresztiil zajlik (Brent & Ptashne 1985).
Mivel a szabalyozott gének szama sokkal tébb mint egy organizmuson beliill a feladatra
rendelkezésre all6 transzkripcios faktorok (effektorok) szama, ezért a DNS enhanszerek mint
regulacios elemek toltenek be fontos szerepet fehérje-DNS komplexek 1étrehozasaban. Korabban a
doktori munkam soran bemutattam, hogy az effektorok egymassal valé kolcsonhatasait a reguléacios
elemek kombinatorikus mddon szabalyozhatjak az effektorok fehérje-fehérje kolcsénhatasainak
modulédlasan keresztiil (Reményi et al. 2004). Ezeknek a halozatoknak a létrejottére illetve
evolucidjara vonatkoz6 talan legfontosabb felismerés, hogy az effektor és regulaciés funkciék
szétvalasztasa révén az uj kapcsolatok kialakitasa lényegesen egyszeriibbé valik: egy adott gén
aktivitasanak szabalyozasa nem csak egy Uj transzkripcids faktor létrehozasan keresztiil, hanem egy
egyszer(i DNS enhanszer szekvenciajanak a megvaltoztatasa révén is megtorténhet (9.b Abra).

Sejtbiologiai folyamatok egyik rejtélye, hogy kis szubsztratspecificitasi enzimeket hasznalé

jelatviteli hal6zatok hogyan épitenek fel az organizmus szintjén specifikusan miikéd6 jelpalyékat.
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Regulacios és effektor funkciok szétvalasztasa a halozat elemeinek miikddésében itt is
kiemelked6en fontos szerepet jatszik. Ez ugyanis lehet6vé teszi, hogy a kinazok konnyebben
alakitsanak ki 1j kapcsolatokat az effektor (katalitikus) funkcié megvaltoztatasa nélkiil. Erdekes
példaul, hogy jelatvitelben szerepet jatszo fehérje kinazok sokkal tobb moduléris elemet hasznalnak
bemenet-kimenet kapcsolataik létrehozasara mint a klasszikus metabolikus enzimek. Ez példaul
egyértelmiien tiikr6z6dik a kindzokhoz kapcsolédd fehérje-fehérje kodlcsonhatasokra szakosodott
modularis domének valtozatossagaban és szamaban (Pawson & Nash 2003). Masik érdekes
jelenség, hogy sok fehérje kindz esetében az aktiv hely koriili régi6 promiszkus médon ismeri fel és
foszforijalla a szubsztratokat in vitro (Ubersax & Ferrell 2007). Fehérjekinazok szubsztrat-
specificitasat és mas fehérjékkel valé kolcsonhatdasainak szelektivitasat féleg az aktiv helytdl
fiiggetlen mechanizmusok biztositjdk. Ha kinazok kiilonbdz6 interakcios tipusait egy evolticios
plaszticitast jelzd skéalan abrazoljuk, akkor azt figyelhetjik meg, hogy mig az aktiv helyen
keresztiili interakciok integralt megoldasok, addig a vazfehérjék altal kozvetitett kinaz asszociaciok
a modularitas legmagasabb fokat képviselik (9.c Abra). Egy aktiv hely koriili haromdimenzi6s
struktdra nehezen transzferalhatd, ezért nagymértékben integralt megoldas. Ezzel szemben kindzok
kozotti asszociaciok vazfehérjék alkalmazéasa révén egyszerlien, genetikailag modularis médon
valtoztathat6ak. A fenti szempontok alapjan a dokkolo peptideken valamint a modularis doméneken
keresztiil zajlo fehérje interakciok koztes megoldasok. Az el6bbi esetben egy kismértékii
konszenzus szekvenciat igényl6 fehérjeszakasz létrehozasa egyszerlien megtorténhet akar véletlen
mutaciok révén, mig az utobbi esetben a fehérje-fehérje kolcsonhatasra szakosodott moduldris
domének példaul illegitim rekombinaci6 vagy esetleg exon shuffling révén terjedhetnek el a

genomon beliil (Bhattacharyya, Reményi, Yeh, et al. 2006).
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9. dbra Sejten beliili reguldcios hdlézatok modularitdsa és evolticios plaszticitdsa

(a) Uj regulaciés héalézatok evolicibja. Egy egyszerii linearis palya dsszetettebbé alakithaté kétféle médon: 1j elemek

(n6dusok) megjelenése révén melyek 1ij eldgazasi pontokként szolgalnak vagy uj kapcsolatok (élek) kialakitdsa révén

mar létez6 elemek kozott (pl. elére- és visszacsatoldsok esetében). (Uj komponensek és kapcsolatok pirossal vannak

jelolve.) (b) Uj kapcsolatok kialakuldsa transzkripciés halézatokban. Transzkripciés halézatok egy nagymértékben

moduldris halézatra szolgéalnak példat, ahol akar kis mértékii valtozasok is képesek a rendszeren beliili bement-kimenet

kapcsolatokat megvaltoztatni. Egy 1ij DNS cis elem létrehozésa promoterekben, enhanszer régiokban megvaltoztatja

egy adott gén atirdsanak szabalyozasat, mig egy gén kodolod régidjanak beillesztése egy adott cis elem mogé, egy mar

meglévé regulaciés mod atadasat jelenti egy masik gén expresszidjara vonatkozolag. (c) Uj kapcsolatok kialakuldsa
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jelatviteli enzimekre (pl. fehérje kindzokra). A jelatviteli halézat csomopontjai kozotti kapcsolatok négy kiilonbozd
moédon johetnek létre. Ezek az interakcids stratégidk egy modularitas vs. integraltsag skalan abrazolhatok. Nagyobb
mértéki elvalas katalitikus és fehérje-fehérje kolcsonhatasra szakosodott funkciok kozott altalaban halézatok nagyobb

mértékili evolicids plaszticitast teszi lehetGvé.

Osszefoglaléan elmondhat6, hogy organizmus szintli fenotipusos véltozatossag és
komplexitas inkabb rejlik a regulacios halozatok elemei kozotti kapcsolatok sokféleségében,
mintsem az Uj elemek folyamatos generalasaban. Napjaink szamitastechnikai fejlesztéseinek sikere
is ennek a stratégidnak a gyakorlati alkalmazasdhoz koéthetd: fantasztikusan komplex médon
miikddo logikai aramkorok épithetok egyszerii elektronikus elemekbdl azok valtozatos médon
torténé osszekapcsolasa révén. A fentiek miatt véleményem szerint fontos megérteni, hogy uj
bement-kimenet 6sszefiiggések sejten beliili regulaciés halézatok esetében hogyan jonnek létre, s

hogy azok milyen molekularis logika mentén szervezddnek.

Taldn a kovetkezd oldalakon sikeriil meggy6zndm az olvasot, hogy a MAPK-okon
keresztiili jelatviteli folyamatok remek modellrendszerekként hasznalhatok, akar szélesebb korben
is elterjedt molekularis torvényszertiségek feltarasara. Mindenesetre, dokkol6 hasadékon keresztiili
illetve vazfehérjék hasznéalatan alapulé fehérje-fehérje kolcsonhatdsok fontos szerepet jatszanak
funkcionalis MAPK jelatviteli halézatokban. A modularis domének szerepérél nem fog sz6 esni,
mert ez a MAPK modulokon beliili jelatvitelben nem elterjedt, illetve a tirozin kindzokon alapul6
jelatvitelben mar egyébként is régdta intenziven kutatott (Pawson & Nash 2003) (Kaneko et al.
2011). Az itt feltart torvényszeriiségek - példaul az evoliucidsan gyorsan valtozni képes dokkol6
motivumok vagy a jelatviteli enzimek kombinatorikus alkalmazasat lehet6vé tévo
adapterek/allvanyfehérjék hasznalata - wvalosziniileg érvényesek mas fehérje kindz alapu
rendszerekre is. Az értekezésem utolsé tanulmanyaban az utébbira ra is mutatok. Ugyanis
vizsgaltuk a linearis motivumok és a dokkold koélcsonhatasok jelent6ségét egy az AGC kinazok
csaladjaba tartozd éleszt6 NDR/LATS kinaz-koaktivator komplexen (Cbk1-Mob2) keresztiili
jelatviteli folyamatokban is (Gogl et al. 2015).
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2. Célkitiizések

Munkank soran az éleszt6 és human MAPK jelatviteli mechanizmusokat vizsgaltuk. Célul tiiztiik ki,
hogy kutaték tobb évtizedes munkaja alapjan 6sszegylilt funkciondlis tudasnak megteremtsiik a

molekuléris mechanizmus szint{i 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

létrehoz6 rovid linearis (dokkold) motivumok specificitasanak?

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

4) Hogyan jonnek létre 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?

23



dc_1150 15

3. Madszerek

Az alkalmazott kisérletes megkozelitéseinket a jelatviteli fehérje-fehérje kdlcsonhatasok biokémiai,
szerkezeti és funkciondlis analizisére a 10. Abra osszegzi. Rekombinans modon, heterolég
expresszioval eldallitott, tisztitott fehérjék segitségével vizsgaltuk a fehérjék kolcsonhatésait,
egymasra gyakorolt hatasat in vitro, feltartuk a kolcsonhatasért felel6s régiok/komplexek harom-
dimenzi6s atomi felbontasu szerkezetét, majd célzott mutaciok segitségével vizsgaltuk egy-egy
fehérje-fehérje kolcsonhatds jelentGségét sejtes alapi esszékben egy-egy jelatviteli folyamat
kimenetelére. Az alabbiakban roviden ismertetem kisérletes megkdzelitéseink néhany tovabbi
részletet. Természetesen ennél sokkal részletesebb leirasok talalhatok az értekezésem hatterében
allo mar megjelent cikkeinkben. A pontos kisérleti koriilményekre és a technikai kivitelezés
részleteire is kivancsi olvasot ezért ,,Az értekezés alapjaul szolgalé publikaciok listaja” cimi
részben talalhato forrasokhoz iranyitom. A fejezet megfeleld részein pedig hivatkozassal jelzem,

hogy a tovabbi részletek pontosan melyik cikkiinkben talalhat6ak meg.

Interakcio
specifikus
mutaciok

3D szerkezet
meghatarozas

Fehérje
kolcsonhatasok
in vitro

Rekombinans Fehérje
DNS technikak expresszio

10. Abra Jeldtviteli komplexek miikodését vizsgdlo kisérletes megkozelitéseink sémdija.

3.1. Rekombindns DNS technikdk

Az értekezésben szereplé fehérje konstrukciok cDNS-ét PCR segitségével allitottuk eld sajat
készitésli éleszté (Saccharomyces cerevisiae) vagy human HEK293 sejtekbdl szarmazé cDNS
keverékb6l. A PCR primerek tervezésekor az UniProt adatbazison keresztiil elérhet6 cDNS
szekvenciakat hasznaltuk és az egyes teljes szekvenciaji cDNS klonok szekvenciajat DNS
szekvenalassal erdsitettiilk meg. Munkank soran hasznalt teljes szekvencidju fehérjék UniProt
azonositojat a Fiiggelék F1 Tablazat tartalmazza. Rovidebb konstrukcidk elBallitasa a teljes

szekvenciat tartalmazo DNS plazmid klon és PCR segitségével tortént. Rontgen-szerkezetek,
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interakcios felszinek/régidok fontos aminosav pozicidinak feltérképezéséhez sziikséges mutansok
létrehozasa a QuickChange (Stratagene) modszerrel vagy az tn. két lépéses, megaprimerek
hasznalatan alapul6 PCR-rel tortént a vad tipusu konstrukciét tartalmazé expresszids vektorbol
kiindulva. A prokariéta (E. Coli) expressziora szant konstrukciokat parhuzamosan harom sajat
fejlesztésti pET15b (Novagen) alapu vektorokba szub-klonoztuk: pBH4, PETARA és pET-MBP.
Mindegyik vektorban létrehoztuk ugyanazt a multi-klén6zé adapter szekvenciat, ami lehet6vé tette
a megfelel6 helyre val6 gyors szub-klénozast ugyanazokkal a restrikciés enzimparokkal a harom
vektorban. A pBH4 vektor N-termindlis His6-cimkét tartalmazé fehérjék el6allitasat tette lehet6vé,
ami TEV proteazzal késébb levaghatd volt. A PETARA és pET-MBP vektorok pedig GST- illetve
MBP-ftizids, szintén TEV proteazzal eltavolithaté fehérjék expresszojat tette lehetévé. A C-
terminalis hisztidin-cimke azonban a két utébbi vektor segitségével termelt konstrukciok esetében
nem volt eltavolithato.

Ha foszforilacios allapot szempontjabol homogén fehérje kindz minta el6allitasara volt
sziikség, akkor egy olyan bicisztronikus, szintén sajat fejlesztésii pET15b alapui vektorba (MG940)
szub-klénoztuk a fehérje kindz cDNS-ét, ami tartalmazott egy GST-lambda foszfataz vagy egy
GST-aktivator kinaz fizios konstrukciot is (pl. a foszforildlt ERK2 el6allitaisahoz az MKK1
MAP2K konstitutiven aktiv GST fizio6s valtozatat hasznaltuk.)

Fehérje kinazok partnereib6l szarmazé (15-20 aminosav hosszi) révid régidkat tartalmazo
(GST/MBP) konstrukciok el6allitdsdhoz (pl. mesterséges foszforilaciés riporterek vagy D-
motivumot tartalmazo régiok pull down kisérletekhez) kémiailag szintetizalt egyszali DNS
oligonukleotidokat hasznaltunk. A komplementer régiok hibridizalasa utan el6allitott ragadds végi,
kett6s szali DNS darabokat fiizids fehérjék expresszidjara alkalmas vektorokba iiltettiik, s a

konstrukciokat kettOs affinitas tisztitas utan hasznaltuk az in vitro kisérletekben.

3.2. Fehérje expresszio és tisztitds

A legtobb esetben a fehérje kindzokat, kolcsonhaté partnereiket vagy ezekbdl szarmaztatott
rovidebb konstrukcidkat E. Coli Rosetta (pLysS) (Novagen) sejtekben fejeztiik ki. A konstrukciok
kifejeztetése 37, 25 vagy 18 °C-on tortént 3, 5 vagy 12 6raig 0.05-0.5 mM IPTG hozzdadasaval LB
médiumban. Sok esetben a megfeleld, legalabb 1-2 mg tisztitott fehérje / 1L LB médium kihozatal
az expresszios eljaras optimalizaciojat igényelte. Ilyen esetekben a harom fontos paramétert: fizios
cimke, expresszios homeérséklet és IPTG koncentracié szisztematikus modon valtoztattuk kis (50
mL-es) kultirdkban. Ha ezek koziil egyik kondici6 sem bizonyult igéretesnek megfelel6
mennyiségli oldhat6 fehérje elGallitasahoz, akkor az SF9 rovar sejt alapi Bac-to-Bac (Invitrogen)

baculovirusos rendszert hasznaltuk a ,problémas fehérjék” el6allitasara (pl. MKK5 és MEKK3
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konstrukciok).

Mindegyik esetben az expresszids kulttra feltarasa utdn az elsd tisztitasi 1épés a Ni-NTA
oszlop haszndlatan alapul6, hisztidin-cimkére specifikus affinitds kromatografias eljaras volt. Ha a
fehérje tartalmazott egy GST- vagy MBP-cimkét is, akkor a kovetkez6 1épés a megfeleld glutation
vagy maltoz tartalmu gyantat hasznal6 affinitas 1épés volt. Miel6tt a Ni-NTA vagy glutation/malt6z
oszloprél a mintat a kovetkezd ion-csere kromatografias 1épésre vittiik tovabb, az N-terminalis
hisztidin (pBH4) vagy GST (PETARA) vagy MBP (pET-MBP) cimkét TEV proteaz segitségével
tavolitottuk el. Az ioncsere oszloprol (Resource Q vagy S; GE Healthcare) NaCl ségradiens
segitségével elualt mintat aztan betoményitettiik legalabb 10% glicerint tartalmazo tarolé pufferben
altalaban 10 mg/mL koncentraciéra, majd felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A kristalyositasra szant
fehérje komplex mintdkat a kélcsonhatd komponensek egyszerli 6sszekeverése révén allitottuk eld,

melyeket Superdex 75 vagy 200 (GE Healthcare) oszlopokon gélszfirtiik.

3.3. Fehérje szerkezet meghatdrozds
A fehérje kindzok és komplexeik szerkezetét rontgendiffrakcios eljarassal hataroztuk meg, amihez a
legtobb id6t és problémamegoldast a fehérjék kristalyositdsa vette igénybe. A fehérje kinaz
komplexek szerkezetének meghatarozasahoz homolégia modelleket hasznaltunk és a szerkezetek
megoldasa a molekularis helyettesités modszerével tortént.

Kristalyositasi kisérleteinket ~10 mg/ml toménységli fehérje/komplex mintdkkal kezdtiik
egy sajat tervezésli PEG alapu, 48 kristalyosito oldatot tartalmazo6 screen alkalmazasaval. Ebben a
screen-ben a pH és a vizelvond PEG-ek koncentracidja szisztematikus médon volt valtoztatva (grid
screen), hogy felmérjiik a fehérje komplexek oldhatosagat. Az itt kapott, oldhatdésagra vonatkozd
megfigyeléseink szolgaltak aztdn alapul egyedi, mindegyik kristalyositani kivant komplexre
specifikus tovabbi, szintén PEG alapt screen-ek létrehozéaséra (follow-up screen). Kristalyosito
kisérleteink az un. fiiggd cseppes gozdiffuzios (vapour diffusion) mddszerrel torténtek. Kinaz
domént tartalmaz6 mintakhoz a koncentralas utan, a kristalyositas el6tt 2mM koncentraciéban egy
nem-hidrolizalhato ATP nukleotidot (AMPPNP) adtunk. Mivel a vizsgalt komplexek Osszeallasa
altalaban érzékeny volt a kristalyosito oldatok ion-erdsségére, ezért a sokoncentraciot alacsonyan
tartottuk és kicsaposzerként csak PEG-et hasznaltunk; a pufferen feliil adott egyéb s6koncentracio
nem haladta meg a 200 mM-os koncentraciot. Az egykristaly ndvesztéshez sziikséges optimalizaci6
soran hasznaltunk jarulékos (additive) anyagokat (pl. Additive Screen I, II; Hampton Research). A
megfelel6 méretd kristalyokat folyékony nitrogénben, altalaban ~20-30% glicerin hozzaadéasa utan
fagyasztottuk. A végs6 rontgendiffrakciés adatgytijtés az ALS Lawrence Berkeley National

Laboratory-ban (USA) vagy a Swiss Ligh Source (SLS, Svajc) synchroton sugarforrasokon tortént.
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A kristalyok el6zetes tesztelését a University of California — San Francisco (UCSF, USA) illetve az
ELTE Kémiai Intézet kisebb teljesitményli rontgen-forrasain végeztiik.

A  MAPK-t tartalmaz6 fehérje-fehérje komplexeket altaldaban 1:1,5 sztochiometridban
osszekevert keverékbdl (a kisebb méretli fehérje javara) gélsziiréssel allitottuk el6. MAPK-ok
dokkol6 peptidjeit kémiai szintézissel klasszikus Fmoc alapu eljarast hasznalva allitottuk eld.
Human MAPK-ok dokkol6o peptidjeikkel alkotott komplexeinek rontgendiffrakciés szerkezeti
analizise soran tobbszor futottunk abba a problémaba, hogy a viszonylag alacsony (1-10 mikroM-
os) kotddési affinitasd, rovid (10-20 aminosav hosszi) peptidek nem kotddtek a vizsgalt MAPK-
hoz, pedig azokat a Kd feletti sokszoros (akar 100-szoros) koncentraciéban hasznaltuk a MAPK-ra
nézve legalabb haromszoros feleslegben. Ez sajnos legtobbszor csak a kristalyszerkezet megoldasa
utan deriilt ki. Az igy kapott apo-ERK2 szerkezetek alapjan azt talaltuk, hogy ilyen esetben a
MAPK dokkolé éarkéat egy szimmetria ekvivalens masik ERK2 molekuldb6l szarmazé hidroféb
aminosav toltotte ki. Ezért kielemeztiik, hogy ebben a ,,karos” pakol6dasban milyen ERK2 felszini
aminosavak vesznek részt, és ezeket modositva sikeriilt olyan ERK2 fehérjét el6allitani, ami mar
képes volt ugy kristadlyosodni, hogy kototte a vizsgalt peptidet. Mivel a kis affinitasti (mikromélos)
komplexek esetében a szimmetria ekvivalensek kozotti kristalypakolodasbol szarmazé hajtéerdk
osszemérhet6k a gyengén kot6dé kolcsonhatd partnerrel alkotott komplex képzddés energiajaval,
ezért ez a szimmetria molekuldk kozotti ,,karos” pakolodas valésziniileg szélesebb korben is gatja
lehet mas jelatviteli komplexek kristdlyositasanak. A masik megfigyelésiink pedig az volt, hogy a
megoldott MAPK szerkezetek talan azért sem tartalmaztak dokkolé peptidet, mert a dokkold arok
egy kulcspoziciojaban elhelyezked6 cisztein aminosava oxidalodott és ezaltal blokkolta a peptid
kotodést (még redukaldszerek hasznalata mellett is). Itt a megoldast a megfelel6 szerin mutans
fehérje eldallitdsa adta. Természetesen a kristalyositds csak egy eszkoz arra, hogy eljussunk a
vizsgalt atomi felbontasu szerkezetekhez, ezért alapvetden siker orientélt tevékenység, de az ERK2
és rovid dokkolo peptidjei soran felgyilt tapasztalatainkat megkivantuk osztani szélesebb korben is,
amit egy Acta Crystallographica D: Biological Section cikkben tettiink meg (Gogl et al. 2013).

Az értekezésemhez kapcsolédé munka kapcsdn meghataroztuk a rontgendiffrakcios
szerkezetét hét kiilonboz6 fehérje kinaznak (5 MAPK, egy NDR/LATS kinaz és egy CAMK), f6leg
valamilyen peptiddel vagy teljes kdlcsonhaté partnerrel komplexben. Ennek a t6bb mint 20 apo-
fehérje vagy fehérje-peptid illetve fehérje-fehérje komplexnek a listajat a megfelel6 PDB kddokkal

egylitt a Tablazat 3 tartalmazza.
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Fehérje vagy komplex neve PDB ID Referencia
Fus3-pepSte5 2F49 (Bhattacharyya, Reményi, Good, et al.
2006)
SteSms 3FZE (Good et al. 2009)
Fus3-pepSte7 2B9H (Reményi et al. 2005)
Fus3-pepMsg5 2B9I (Reményi et al. 2005)
Fus3-pepFarl 2B9J (Reményi et al. 2005)
apoFus3 2B9F, 2FA2 (Reményi et al. 2005), (Bhattacharyya,
Reményi, Good, et al. 2006)
pY-Fus3 2F9G (Bhattacharyya, Reményi, Good, et al.
2006)
ERK2-pepMKK2 4H3Q (Gogl et al. 2013)
ERK2-pepMNK1 2Y9Q (Garai et al. 2012)
ERK2-pepRSK1 3TEI, 4H3P (Garai et al. 2012), (Gogl et al. 2013)
ERK2-pepSzint_revD 4FMQ (Garai et al. 2012)
ERK2-RSKlc 4ANIF (Alexa et al. 2015)
ERK5-PB1-D 41C7 (Glatz et al. 2013)
apoERK5 41C8 (Glatz et al. 2013)
JNK1-pepNFAT4 2XRW, 2XS0 (Garai et al. 2012)
p38-pepMKK6 2Y80 (Garai et al. 2012)
Cbk1-Mob2 4L.QS, 4LQP, (Gogl et al. 2015)
4LQQ

Tdbldzat 3. A rontgendiffrakcioval meghatdrozott fehérje szerkezetek listdja

3.4. Fehérje kolcsonhatdsi esszék

Fehérjék kozotti kolcsonhatasért felelés régiok térképezésére GST/MBP alapi pull down
kisérleteket hasznaltunk. A teljes hosszusagu fehérjéknél révidebb konstrukcidkat PCR segitségével
allitottuk el6. Fehérje kinazok és teljes szekvencidju kolcsonhato partnereik kozotti kotédési
affinitdsok meghatarozasara néhany esetben feliileti plazmon rezonancia (SPR) kisérleteket is
hasznaltunk. Fehérje kinazok és dokkold peptidjeik kozotti kolcsonhatasi affinitds mérését pedig
egy fluoreszcencia polarizacié (FP) alapi moddszerrel végeztilk. A mérés sordan TAMRA-
(tetrametilrodamin) és CF-(karboxifluoreszcein) jeldlt peptideket hasznaltunk fluoreszcens
riporterként. A mérés elvi alapja, hogy ha egy fluoreszcensen jel6lt molekulat sikban polarizalt
fénnyel vilagitunk meg, akkor azok olyan fluoreszcens fényt bocsajtanak ki, melynek polarizacios
fokat a molekula mérete, azaz a komplex képz6dés mértéke hataroz meg. Minél kisebb méretii egy

molekula, annal gyorsabban képes forogni az oldatban, és a mozgas gyorsasaganak aranyaban a
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fluoreszcens fény polarizaltsaga csokken vagy megszlinik. Azonban, ha a jeldlt peptid egy
nagyméret(i fehérjéhez kotédik, akkor a forgasa jelentsen lelassul (egy D-motivumot tartalmazo
10-15 aminosav hosszu peptidhez val6 MAPK koétodés kb. 20-szoros molekulatdmeg névekedést

okoz), és igy a kibocséjtott fény polarizaltsiga megmarad, azaz a jel n6. A modszer alkalmazhaté
minden olyan kolcsonhaté partner affinitdsanak a meghatarozasara is, ami ugyanazt az interakcios
felszint hasznalja mint a jel6lt peptid. Ilyenkor egy kompetitiv titralasos esszében meghatarozhat6 a

jeloletlen molekula Ki értéke (ami az utébbi kotddési affinitasat jellemzi) (Garai et al. 2012).

3.5. Fehérje kinaz aktivitds esszék

A kiilonb6z6 aktivator kindzokkal — pl. konstitutivan aktiv, az aktivaciés hurkon foszforilaciot
imitalo glutaminsavat vagy aszpartatsavat tartalmazo MAP3 kinazok, MAP2K-ok vagy Cbkl és
MAP kinazok (MAP2K-zal ko-expresszalt vagy utélag in vitro felfoszforilalt MAPK-ok) — végzett
kisérletek sordn radioaktiv **P-yATP segitségével vizsgaltuk a kiilonb6z6 szubsztratok
foszforilaltsagi fokat. A kisérlet soran 0,1-0,5 pM-os aktivator és 1-10 pM-os szubsztrat
koncentraciokkal dolgoztunk. A reakciot az ATP mix hozzdadasaval inditottuk, majd EDTA-t
tartalmazé6 4 x SDS fehérje felvivdo pufferrel Aallitottuk le. Kiilonbozé id6kozonként
reakcidelegyekbdl mintat vettiink, majd SDS-PAGE-re vittiik fel a mintakat. A géleket Coomassie
festékkel festettiik, szaritottuk, majd a foszforilaci6 mértékét foszfor imaging (Storage Phosphor
Screen és Typhoon Scanner, GE Healthcare) segitségével hataroztuk meg.

A kisérletekben vagy legalabb kettds affinitds tisztitdson (pl. PETARA, pET-MBP
kontrukcidk) vagy egy Ni-NTA és ioncsere kromatografias kettOs tisztitasi lépeseken atesett fehérje
mintakat (pBH4 konstrukciok) hasznaltunk. Fehérje kindzok aktivaciés hurkon valo
foszforilaltsagat az adott szekvenciara specifickus anti-foszfo ellenanyagok segitségével Western-
blot eljarassal ellendriztiik.

A MAPK D-motivumok feltérképezésére hasznalt dot-blot membranokat Hamilton Starlet
pipettazd robot segitségével készitettiik, ahol kb 1 mikrogramm GST-fiziés MAPK foszforilacio
szenzor konstrukcidt pipettaztunk nitrocellul6z membranra, amiket aztdn a membréant befedd
mennyiségli kindz pufferbe adott kb ~100 nM-os foszforildlt MAPK-zal foszforildltattunk. A
kotddés kiolvasasa indirekt tortént, a D-motivum altal el8segitett MAPK célszekvencia
foszforilaciéjanak nyomon kovetése révén, anti-foszfo ellenanyaggal és Western-blot eljarassal
(HRP, ECL). A membranokra nyomtatott konstrukciék foszforilaciéjanak mértékét lumineszcencia

detektalasara alkalmas CCD kameréaval végeztiik (11. Abra).
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11. Abra Foszforilacié alapi dot-blot médszer sémaja a MAPK-D-motivumok
koélcsonhatasanak tesztelésére

(a) A GST fuziés mesterséges foszforilacids szenzor konstrukciokat (b) nitrocellul6z membranba pipettaztuk. A c panel
mutatja egy 48 konstrukciot tartalmazé panel JNK éaltali foszforilacidjanak eredményét (harom parhuzamossal, a D-

motivumot tartalmazé fehérjék neveinek feltiintetésével).

3.6. Sejtes alapu vizsgalatok

Az élesztd in vivo kisérleteket, ahol az adott mutaciok hatasat a MAPK vagy Cbk1 alapu jelatviteli
folyamatokban vizsgéltuk a UCSF-en (San Francisco, USA) dolgoz6 egykori kollégaim illetve a
Northwestern University-n (Chicago, USA) dolgoz6 egyiittm{ik6d6 partnereim végezték (Gogl et al.
2015). A MEKK2/3 nem-degradativ tipust ubiktvitinaciojanak jelent6ségét az ERKS5 jelatvitelben
pedig egy német kutatécsoporttal egyiittmiikodésben vizsgaltuk (Goethe University, Frankfurt). A
projekthez kapcsoléd6 human primér mioblasztokon a kisérleteket az egyiittm{ikdd csoport
végezte (Takeda et al. 2014). Az alabbiakban csak a HEK293 sejteken végzett vizsgalatainknak a
részleteit ismertetem réviden.

A bimolekularis fluoreszcencia komplementaci6 (BiFC) médszer fehérje-fehérje
kolcsonhatasok kimutatasat teszi lehetové €16 sejtekben. A kisérletekhez olyan pcDNA3.1
vektorokat (Invitrogen) alkalmaztunk, amelyek tartalmazzédk a YFP (sarga fluoreszcens fehérje)
génjét. A komplementacios kisérletekhez ugy modositottuk a konstrukciot, hogy a YFP fehérjét egy
N- és egy C-terminalis félre bontottuk a (159. aminosavnal), és a két fragmens DNS-t kiilén-kiilén
épitettiik be a vektorokba eltéré konstrukciokat képezve (’F1 és F2 fragmensek’). A MAPK fehérje

C-termindlisara az F1, mig a MAPK partner fehérje konstrukcidk esetében az F2 YFP fragmentum
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lett beékelve. Ha a két vektorbdl atir6do fuizios fehérje képes interakcidba 1épni egymassal, akkor az
F1 és F2 YFP fragmensekbdl osszedll egy fluoreszcens YFP. A YFP megfelel6 hullamhosszu
megyvilagitasra fluoreszcens jelet bocsajt ki, mig a fragmensek 6nmagukban idedlis esetben nem
adnak jelet. A HEK293T sejtek DMEM tapoldatban voltak novesztve 10% FBS standard
koriilmények alatt. A tranziens transzfekciohoz Lipofectamin 2000 (Invitrogen) reagenst
hasznaltunk. A mérést Synergy H4 (BioTek Instruments) lemezleolvaso késziilékkel végeztiik, a
transzgének expressziojat pedig anti-FLAG Western-blottal ellendriztiik, mert az F1 és F2 fizios
konstrukciok a C-termindlison tartalmaztak FLAG cimkét. A sejtek mikroszk6pos megfigyelése
konfokalis 1ézerpasztaz6 mikroszkoppal tortént.

HEK sejtekben az EGF stimulacié (50 nM) hatasat az ERK2 MAPK és RSK1 MAPKAPK
foszforilaciéra vizsgaltuk, miutan a sejteken egy éjszakan 4t szérum mentes tapoldatban tartottuk.
Az endogén ERK2-n keresztiili, pcDNA3.1 vektor segitségével tranziensen kifejezett vad tipusu és
mutans RSK1 konstrukcidk aktivaciojat anti-foszfo RSK1 ellenanyaggal, Westen-blottal kovettiik

nyomon.

3.7. Bioinformatikai analizisek

Kidolgoztunk egy bioinformatika eljarast human MAPK motivumok proteém szintii
azonositasara. A modszer, mas linearis motivum keresé eljarasokkal ellentétben, térszerkezeti
informdcidkat is alkalmaz egy adott konszenzussal rendelkezd szekvencia ,,josaganak” a becslésére

(12. Abra).
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12. Abra MAPK kété D-motivumok proteém szintii keresésére alkalmazott médszer sémdja

Az evoliciés konzervaltsdg analizis, a motivumok nagymértékli evoliciés plaszticitisa miatt, nem volt része a
motivumok rangsorolasanak, hanem az analizist csak a motivumok evolicids megjelenésének vizsgéalatara hasznaltuk.
Az ANCHOR (Dosztanyi et al. 2009) mellett alkalmazott egyéb sziirék magukba foglaltak az extracelluléris,
hozzaférhetetlen intracellularis kompartmentekben (pl. Golgi, ER, mitokondrium, stb) 1évé vagy transzmembran,

szignal peptid illetve coiled-coil régiok kisziirésére alkalmas bioinformatikai algoritmusokat.

Human fehérjék rendezetlen régiojabdl egyszerli szekvencia mintazat keresd algoritmussal
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megkerestiik az 0sszes olyan régiot ami 6sszeférhet6 a szerkezeti és biokémiai vizsgalataink alapjan
felallitott tiz féle MAPK kot6 D-motivum definicidk egyikével (Fuggelék F2 Tablazat). Csak a
MAPKAPK szubsztrat kinazokbol ismert hosszabb revD motivumokat végiil protedm szinten kiilon
nem vizsgaltuk, s ezek nem lettek részei a bioinformatikai analizisnek. D-motivumok konszenzus
szekvenciaival dsszeegyeztethetd rendezetlen régiok nagy szama miatt (~10,000) az ANCHOR
modszerrel illetve egyéb szekvencia alapu (pl. sejten beliili lokalizaciét joslo és transzmembran
fehérjék esetén példaul topoldgiai sziirésre alkalmas) bioinformatikai modszerekkel a talalati listat
tovabb sziirtiik, majd az igy redukélt kb ~2,000 db tizen6t aminosav hosszu fehérje régiot aztan a
FOLDx eljaras segitségévek szerkezeti kompatibilitas analizisnek vetettiik ala a megfelel6 MAPK-
D-peptid szerkezeti modell segitségével (Zeke et al. 2015) (Fuggelék F2 Tablazat).

Egy dot-blot alapi foszforilaciés esszé segitségével meghataroztuk egy adott tesztelt D-
motivum hatasat a D-motivumot nem tartalmazé kontrollhoz képest minden egyes MAPK-ra. Az
igy kapott értékek alapjan egy bizonyos kiiszobérték felett teljesité motivumokat vettiik pozitivnak.
A megfelel6 szami motivumot tartalmazé D-motivum osztalyokra felallitottunk egy-egy pozicié-
specifikus pontozé matrixot (PSSM). Ezzel lehet6vé véalt a human protedmban 1év6é adott
konszenzus szekvenciaval rendelkez6 barmely rendezetlen régi6 MAPK kotoddsének kvantitativ
joslasa. Minél nagyobb szekvencia hasonlésagot mutatott egy adott szekvencia egy nagy szamu,
kisérletesen ellen6rzott D-motivumokbdl &ll6 halmaz alapjan eléallitott PSSM-mel, annal
valoszinlibb, hogy MAPK-hoz jol koétodik. Négy D-motivum osztalyban (JIP1, NFAT4, MEF2A és
DCC) sikertilt annyi evoliciésan fiiggetlen, leellendrzott példat osszegytijteni (21, 15, 15 és 6), a
kiilonbdz6 gerinces ortolog organizmusokban 1évd 0Osszes D-motivum szekvenciakkal valo
kiterjesztés utan, amik alapjan az els6 harom osztalyra megbizhat6an teljesité pontoz6 matrixokat
tudtunk felallitani. A human motivumokkal homol6g D-motivumok bevonasa a PSSM felallitasahoz
beismerten mesterséges modon novelte az ellendrzott D-motivumok alapjan létrehozhat6
szekvencia teret, ezt valamennyire ellensulyoztuk azonban azzal, hogy az egyes organizmusokbol
szarmazd homoldg szekvencidk hozzdjarulasat a PSSM-hez az adott organizmus embert6l mért
filogenetikus tavolsagaval stlyoztuk (Zeke et al. 2015). Az igy felallitott harom PSSM-et (JIP1,
NFAT4, MEF2) mar megbizhatonak itéltiik olyan osztalyozd eljarasok létrehozasara, melyek
megbizhatéan voltak képesek az ismert pozitivok és ,szimulalt” negativok megkiilénboztetésére.
Természetesen a ,training” és teszt csoportokban eltérd ismert pozitivokat hasznaltunk, mig a
»,szimulalt” negativok halmazat az adott D-motivum konszenzussal egyezd, de ismerten strukturalt
doménben elhelyezked6 régiobdl vettilk (ugyanis ezekre feltételezhetGen csupan a domén
integritasaért felelds evoliciés kényszerek hatnak, s MAPK-ok szamara egyébként is

hozzaférhetetlenek.)
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3.8. Molekuldris dinamikai szimuldciok és in silico dokkolds

Molekularis dinamikai (MD) szimulaciok alkalmasak allosztérikus jelenségek vizsgalatara.
Kristalyszerkezetek viszont énmagukban nem alkalmasak a dinamikus viselkedés jellemzésére,
mert egy adott fehérje vagy komplex lehetséges allapotairdl altalaban csak pillanat felvételeket
szolgaltatnak. Ezek a pillanat felvételek azonban remek kiindulési pontjai lehetnek MD szimulécios
vizsgalatoknak. Fehérje kindzok tanulméanyozésa a negyedik (id6, 4D) dimenziéban azért is fontos,
mert molekuldris kapcsoloként miikddnek, ahol kotédési vagy foszforilacios események
allosztérikus médon vaéltoztatjdk meg az enzim miikodését. Tovabba, fehérje kindzok sokszor
tartalmaznak kisebb-hosszabb flexibilis, azaz j6l jellemezhetd szerkezettel nem leirhato régiékat. Ez
az MD soran kihivast jelent. Ennek ellenére Hetényi Csabaval (ELTE Biokémiai Tanszék)
egylittmiikodésben az ERK2-RSK1 és Cbk1-Mob2 komplexekre sikeriilt olyan MD eljarasokat
kidolgozni, melyek segitségével létrehozhattunk a komplexek dinamikus miikodésére vonatkozo
modelleket. A szimuldcié alapti predikcibk a modellek ellen6rzésére felallitott kisérletek
tervezésében voltak fontosak. Utébbiak pedig az MD-s predikciék bizonyitasat hoztdk, s ezzel
olyan ujszerii betekintést kaptunk a fehérje kinaz komplexek miikddésébe, ami klasszikus 3D
szerkezeti analizisek segitségével elérhetetlen lett volna.

A molekularis dinamikai szimulaciok kiindulasi modelljei vagy kristalyszerkezetek (pl.
ERK2-RSK1, Cbk1-Mob2) vagy ezekre illesztett homoldgia modellek voltak (pl. ppERK2-RSK1
vagy pCbkl-Mob2). Ha a kiindulasi szerkezetekbdl régiok hianyoztak, akkor azokat kézi
modellépitéssel pétoltuk és a hidnyzo részeket altalaban nytjtott konforméacioban épitettiik be (pl.
az RSK1 aktivacios hurkanak hianyzé kb 10 aminosavas szakasza, a Cbk1-Mob2 komplexben a
hidroféb motivum (HM) és kindz domént 6sszek6td 35 aminosavas koztes régidja vagy a Cbk1 kb
80 aminosav hosszu aktivaciés hurka), vagy rokon szerkezetekbdl szuperponalas révén a modellre
illesztett homoldg szakaszok konformacidjat kovetve (pl. a. Cbkl domén oC hélixe, kb 20
aminosav). Az MD szimulaciok el6tt minden esetben egy energia minimalizacids algoritmus
segitségével optimaltuk a beépitett szakaszok konformaéciojat, majd egy megfelel6 méretli vizes
kockaban elinditott MD szimulaci6 soran a komplexek dinamikajat legalabb 100 ns-ig kovettiik
nyomon.

A Cbk1-Mob2 komplex szabad, kényszermentes MD szimulacidja soran a mesterségesen
beépitett hosszi flexibilis szakaszok olyan nagy mértéki fluktudciét mutattak, ami lehetetlenné tette
a kinaz domén és HM kozotti régiok allosztérikus kapcsolasanak vizsgalatat. Ezért ezeket a régiokat

vagy kihagytuk az MD modellbél (Cbk1 aktivaciés hurok) vagy egy 100 ns hosszui el6zetes MD
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futtatas soran ,,egyensulyba” hoztuk, és ebbdl a konformaciobdl inditottuk a végsé MD analizist.

A Cbkl dokkolé arok in silico azonositasara az acetyl-DFKFP-methyl Ssd1 pentamer
peptidet hasznaltuk, ahol ,,vak” dokkolast végeztiink a Cbk1-Mob2 kristalyszerkezetbdl szarmazo
aC hélixszel kiegészitett NDR/LATS kinaz doménen (Gogl et al. 2015). Ugyanezzel a peptiddel egy
finomabb fokuszalt dokkolast és elvégeztiink a ,,vak” dokkolasok soran halmozottan el6fordul6
feltételezett dokkold hasadékba. A dokkolas soran a pentamer peptid szabadon rotalé ligandumként
volt kezelve, és a naiv és fokuszalt dokkolasi eljarasok sordn a peptid ligandum konformacidja
hasonlé volt. Az igy azonositott Cbkl dokkol6 arkot illetve a peptid konforméaciojat mutacios

analizissel, kot6dési esszékkel kisérletesen validaltuk (Goégl et al. 2015).
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4. Eredmények

4.1. A Ste5 vdzfehérje szerepe az éleszto konjugdcios MAPK jelpdlydban
Az elsd jelatviteli vazfehérjét (Ste5) mar tobb mint két évtizede leirtdk (Choi et al. 1994). Sokaig
tartotta magat az a nézet, hogy vazfehérjék csupan passziv modon segitik a fehérje kindzok kozotti
informaci6aramlast. Mivel ezek a fehérjék a MAPK modul t6bb komponensének kotésére alkalmas
domént tartalmaznak, igy az egymast aktivalo fehérje kinazok lokalis koncentraciojat novelve
segitik a jelterjedést (Zeke et al. 2009). Az utobbi évek soran azonban sikeriilt bizonyitani, hogy
vazfehérjék ennél sokkal érdekesebb mddon is képesek jelpalyak aktivitdsat modulalni (Alexa et al.
2010). Ennek a munkanak a keretében el6szor arra voltunk kivancsiak, hogy a Ste5 fehérje melyik
része kotddik a Fus3 MAPK-hez. In vitro fehérje-fehérje interakcié detektalasan alapuld
kisérletekben azt talaltuk, hogy egy kb. 30 aminosav hosszuisagi Ste5 peptid (pepSte5) nagy
affinitdssal képes Fus3-t kotni (Bhattacharyya, Reményi, Good, et al. 2006). Erdekes médon a
peptid alloszterikus mddon aktivalja Fus3-t in vitro (13. abra). A Fus3-pepSte5 komplex
kristalyszerkezete fényt deritett ennek a szokatlan jelenségnek a molekularis mechanizmusara is. A
pepSte5 a kinaz mindkét lebenyéhez egyidejlileg kotodik, s valosziniileg a két lebeny kozotti
dinamikus mozgasokat modositja oly mdédon, hogy az a MAPK auto-aktivaciojat eredményezi. A
Fus3-pepSte5 kristalyszerkezet birtokaban lehetové valt ennek a vazfehérje altal generalt
alloszterikus jelenségnek az in vivo vizsgalata. A Ste5 génjének megvaltoztatasa révén olyan éleszt6
torzseket allitottunk el6, amelyek a pepSte5 régioba bevitt mutaciok révén megsziintetik a Fus3-
pepSte5 interakciét. Igy ezekben a torzsekben a Ste5 altal kozvetitett alloszterikus aktivacié
hidanyzik. Meglep6 médon o-faktor stimulacié utdn mégis 1ényegesen nagyobb konjugacios palya-
aktivitast mértiink. Tovabbi kisérletekkel aztdn bebizonyitottuk, hogy a Ste5 vazfehérje altal
kozvetitett allosztérikus MAPK aktivacio egy, a konjugaciés palyan beliili negativ visszacsatolas
(feed-back) generalasaban fontos. Ez a palya aktivitdst negativ modon befolyasolja, s
megsziintetése a mutans térzsekben végso soron a teljes palya aktivitas novekedését eredményezte
(Bhattacharyya, Reményi, Good, et al. 2006). Erdekes, hogy egy ilyen feed-back muténs éleszt6
torzs képtelen volt az alfa-tipusi konjugéaciés partner jelenlétét érzékelni, s annak irdnyaba
nyulvanyt noveszteni, az alfa faktor gradiens érzékelésében mutatott hidnyossaga miatt
(Malleshaiah et al. 2010).

Egy tovabbi munkankban a Ste5 fehérje MAPKK — MAPK informéacioatvitelben jatszott
szerepének felderitését vizsgaltuk. Ez az a teriilet, ahol a dokkol6 és vazfehérjek altal kozvetitett

fehérje-fehérje kolcsonhatasok jelentsége a palyak szelektiv jelterjedésében talan a legjobban
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szemléltethetd. Erdekes, hogy a filament képz& és a konjugéciés MAPK palya ugyanazt a MAPKK-
t (Ste7) tartalmazza (lasd 5. Abra). Kisérletekkel bizonyithat6, hogy Ste7 aktivacié utén a filament
képz6 MAPK (Kssl1) foszforildlasa csupan intakt dokkold kolcsonhatast igényel és vazfehérje
jelenlétére nincs sziikség (Good et al. 2009). Ez élesen kiilonbozik a konjugacios MAPK (Fus3)
példajatdl: a Fus3 foszforilasahoz intakt dokkold koélcsonhatds a Ste7-hez nem elégséges, de
sziikséges feltétel. A Ste7 — Fus3 informadcidatvitel Ste5 jelenlétét is igényli. Ez genetikai alapu in
vivo kisérleteken kiviil szintén bemutathato tisztitott, rekombinans komponensekkel is in vitro. Egy
in vitro MAPK aktivitas detektalasan alapul6 modszer segitségével megallapitottuk, hogy a
Ste7 — Fus3 foszforilacio kozvetitéséhez sziikséges Ste5 régio egy ~200 aminosavat tartalmazo
strukturdlis elem (Ste5_MS: Ste5_MiniScaffold) (13. Abra). Ennek a doménnek a szerkezetét
szintén meghataroztuk és tovabbi kisérletek soran azt talaltuk, hogy a Ste5_MS egyarant képes
Ste7-hez és Fus3-hoz is kotédni. A Ste7/Fus3/Ste5_MS tehat egy olyan fehérje komplex, amelyben
dokkol6 és vazfehérje kolcsonhatasok egymassal egyiittmiikodve hoznak létre egy produktiv

MAPKK-MAPK enzim-szubsztrat komplexet (Good et al. 2009).

Id6 (perc) 1d6 (perc)
©28288§ © 28 88 8
| npl Fus3 | I Fus3 + Ste7EE
Fus3 [ S SSSSSS] Fus3+ Ste7EE+
+ pepSte5 Ste5_MS

13. dbra Ste5 vdzfehérje dsszetett szerepe a Fus3 aktivitdsdnak szabdlyozdsdban

Ste5, a Stell MAPKKK kot6 région kiviil, két jol elkiilonithet6 funkcidval rendelkezd kinadz interakciés domént is
tartalmaz: pepSte5 és Ste5_MS. El6bbi szerkezete Fus3-vel komplexben a bal oldalon, mig az ut6bbi szerkezete a jobb
oldalon lathat6. pepSte5 alloszterikus médon néveli Fus3 autoaktivitasat, ami azonban a jelpalya aktivitasat negativan
befolyésolja in vivo (-) (lasd szoveg). Ugyanakkor intakt Ste5_MS domén sziikséges Ste7 altali hatékony Fus3

foszforilacidhoz, ez a domén tehat a jelpalya aktivitasat noveli (+). (Az abra als6 panelje Fus3 foszforilacié nyomon
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kovetésére alkalmas 32P autoradiogrammokat mutat. Ezekben az in vitro kinaz esszékben tisztitott rekombinans fehérje
komponenseket kevertiink 6ssze majd a MAPK foszforilaciojat id6ben kovettiik nyomon. Az egyes fehérjék 1 mikroM-
os koncentraciéban voltak jelen. Ste7EE: a MAPKK egy konstitutiv aktiv forméja, mely Stell foszforilaci6tél

fiiggetlentiil is aktiv.)

4.2. MAPK kété linedris motivumok specificitdsa

A konjugaciot, filament képzddést és az ozmoregulaciot Saccharomyces cerevisae (tovabbiakban
csak éleszt6) esetében kiilonb6z6 MAP-kinazok (Fus3, Kss1 és Hogl) szabéalyozzak (lasd 5. és 8.
Abra). Bar ezek a pélyéak alapvetSen kiilonbozé sejtes folyamatokat szabalyoznak, a bemenet és
kimenet kozotti jelfeldolgozas tobb esetben ugyanazon a fehérje kindzon keresztiil valdésul meg
(Breitkreutz & Tyers 2002) (Reményi et al. 2005). Példaul a Stell MAPKKK mindharom palya
esetében kozos, mig a konjugacios és filament képz6 palya megfelel6 MAP-kinazanak aktivalasa
mindkét esetben a Ste7 MAPKK altal torténik. Egyik tanulmanyunk keretében a Fus3 és Kssl

MAPK palyak eltér6 aktivacioja mogotti molekuléris folyamatokat vizsgaltuk.

4.2.1. Az éleszt6 Fus3 MAPK kolcsénhatdsai

Mivel MAP-kinazok kozponti jelatviteli enzimek, kolcsonhatasaik mas fehérje partnerekkel
sziikségszerlien sokréti. Aktivitasuk a veliik kdlcsonhatasba 1ép6 egyéb kinazok és foszfatazok
kozremiikodésével valtozik, mig informaciofeldolgozas szempontjabél egyfajta kimenetként
szubsztrat fehérjék (pl. transzkripciés faktoroknak, a citoszkeleton, transzport vagy éppen a
sejtciklus fontos fehérjéinek) foszforilaciojat idézik els (14. Abra). Legel8szor azt vizsgaltuk, hogy
a Fus3 MAPK hogyan koét6dik a konjugaciés palya aktivitdsaban kulcsfontossagu szerepet jatszo

egyéb fehérjékhez. A Ste7 MAPKK a-tipust élesztd sejtekben a Fus3 enzimet aktivalja a-tipusd

konjugécios partner (vagy o-faktor) jelenlétében, az Msg5 foszfataz a jelpalya alapallapotba val6
visszatérésében fontos az inger megsziinte utan, a Farl nevi citoplazmas fehérje foszforilaci6ja
pedig a sejtciklus atmeneti felfiiggesztését eredményezi. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy mind a

harom eltérd funkciéji MAPK partner egy révid peptidszekvencian keresztiil 1ép kolcsonhatasba a

Fus3-mal. Ezek ko6zos vonasa, hogy egy (R/K), ,X, .LXL konszenzus motivumot tartalmaznak,

ahol egy vagy két pozitiv t6ltésli aminosavat és egy hidroféb szakaszt valtozatos szekvenciaju
koztes régié valaszt el. Erdekes médon ezek a rovid peptidmotivumok az éleszt6 MAPK-héalozat
logikajanak megfelel6en 1épnek interakcioba a harom mar kordbban ismertetett enzimmel (Fus3,
Kssl és Hogl). Ste7 és Msg5 fehérjék a Fus3 és Kssl aktivitasat szabalyozzak és ennek

megfelel6en a bel6liik szarmazo peptidek (Ste7_pep és Msg5_pep) egyarant kotik mindkét MAPK-
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t, mig a konjugacios palyara specifikus Farl fehérjéb6l szarmazé peptid (Farl_pep) szelektiv

médon kotddik csak Fus3-hoz (14. Abra).
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14. abra Dokkolo kélcsonhatdsok szelektivitdsa éleszto MAPK jelpdlydkban

MAPK interakci6s partnerei altalaban tartalmaznak egy révid (kb. 10-15 aminosav) hosszt peptidszakaszt, mely a kinaz
dokkolé hasadékaba kotédik. A fenti fehérje-fehérje interakcid detektalasara alkalmas kisérlet bizonyitja, hogy a Fus3
MAPK héarom interakci6s partnerébdl (Ste7, Msg5 és Farl) szarmazé rovid peptidmotivumok szelektiv médon képesek
binaris asszociaciokat létrehozni. A peptideket GST-fuzi6s fehérjékként allitottuk eld, gyantahoz kotottiik és a harom

MAPK - Fus3, Kssl és Hogl — kolcsonhatasait SDS-PAGE segitségével kovettiik nyomon. Az ismert Fus3

foszforilacids célszekvenciakat * jel6li.

A tovabbiakban meghataroztuk a Fus3 MAPK kristalyszerkezetét a fenti peptidekkel
komplexet alkotva (15. Abra) (Reményi et al. 2005). Ez a szerkezeti biokémiai munka a dokkol6
hasadék és a dokkolé peptid komplementaritdsan tdl szintén fényt deritett a Farl peptid
szelektivitasanak hatterére. Ez a peptidszekvencia a koztes régioban két prolin aminosavat tartalmaz
és ezek jelenléte egy polyprolin II tipust hélixet general, ami 6sszeférhetetlen a Kss1 dokkold
hasadékaval. Ste7 és Msg5 peptid koztes régidja viszont -kanyar konformaciot alkot, ami lehet6vé

teszi mindkét MAPK-val val6 interakciot.
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15. abra Fus3 MAPK dokkolo kélcsonhatdsainak szerkezeti analizise

A jobb oldalon a Fus3-pepSte7 komplex kristalyszerkezete, mig a baloldalon feliil a dokkolé hasadék nagyitva lathaté.

(A feliilet az elektrosztatikus potencidljanak megfelel6en van szinezve). Ezen az abran jol megfigyelhet6 a dokkold
peptid konszenzusa, (R/K); ,X, cLXL, és a dokkol6 hasadék szerkezete kozotti komplementaritas. Az also panel a Fus3

MAPK dokkol6 hasadékaba kot6d6 harom kiilonboz6 interakcids partnerbél szarmazé dokkold peptidek konformacioéjat
szemlélteti (Ste7, kék; Msg5, bibor; Farl, zold). A Farl peptidben jelenlévs, a Fus3 és Kss1 MAPK kozotti

specificitasért felel6s prolin aminosavak pirosra vannak szinezve. A Fus3 aktiv helyét * jelzi.

4.2.2. Humdn MAPK-ok kblcsénhatdsainak specificitdsa

Elterjedt nézet, hogy a protein kindzok szubsztrat specificitasat altalaban az aktiv helyet hatarolo
aminosavak hatarozzak meg (Mok et al. 2010). Ez azonban a MAP kinazok esetében nyilvanval6an
masképp van, hiszen egy, a foszforildlandé aminosavat kovet6 prolin aminosav mint konszenzus
szekvencia nem elégséges kdvetelmény a csoport egyes tagjainak — pl. ERK, JNK vagy p38 emlds
MAP kindzok — szubsztrat specificitdsanak jellemzésére. Ma mar ismert, hogy sok fehérje kinaz az
aktiv helyt6l fliggetlen mechanizmusokon keresztiil valasztja ki célfehérjéit; nevezetesen tun.
dokkol6 vagy vazfehérjéken torténd asszociaciok révén (Bhattacharyya, Reményi, Yeh, et al. 2006).
A dokkolé koélcsonhatasok olyan binaris fehérje-fehérje kolcsonhatasok, melyek a tranziens
természetli enzim-szubsztrat kdtédésen feliil, attol eltér6 modon segitik el6 a kinaz és a partnere
kozotti interakciot. Ma mar dokkolo kélcsonhatasok egyéb MAPK partnerekre is ismertek (pl. egy
masik kindz aktivatorhoz, egy deaktivalé foszfatdzhoz, vagy akéar vazfehérjékhez vald kotédés
esetében) (16.a Abra). MAPK kotS linedris motivumok legjobban ismert fajtdja az tin. D-
motivumok (D mint ,,docking” az angolbdl) (16.b Abra) (Tanoue et al. 2000) (Chang et al. 2002)
(Bardwell et al. 2009).
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16. Abra A dokkolé drok kézponti szerepe MAPK jeldtviteli folyamatokban

(a) MAPK jelatvitel sémdja: a kiilvilagbdl érkezé jelek receptorokon keresztiil evoliciésan konzervalt felépitésti, harom
szinti MAPK modulokat aktivilnak (MAP3K - MAP2K - MAPK). A MAPK foszforilaci6 MAPK aktivalt protein
kindzok (MAPKAPK) aktivacidjat vagy transzkripcios faktorok foszforilaciéjat eredményezi. MAPK-ok tovabbi
kolcsonhato partnerei az 6ket aktivalo MAP2K-ok, az 6ket defoszforilal6 foszfatazok és a modul tobb elemét egyszerre
kotni képes vazfehérjék. (b) Minden MAPK tartalmaz egy tn. dokkold arkot, amely egyrészt all egy hidroféb zsebbdl
(narancssarga) illetve egy negativ toltésti in. CD (Common Docking) arokbdl. Az el6bbit a dokkolé arkot kot6 linearis
D-motivumok konszenzus szekvencidjaban felismerhet§ ®x® (ahol @ hidroféb aminosavat jel6l) motivum, mig az
utébbit arginin vagy lizin aminosavak (%) oldallancai koti (és x barmely aminosav lehet a kozbiils6 régidkban). Az abra
egy MAPK-szubsztrat kdlcsonhatas sémajat mutatja, ahol a D-motivum a dokkol6 arokba, mig a foszforildlandé S/TP
célszekvencia az aktiv helyhez kotédik. (¢) Human MAPK-ok (ERK2, p38a, JNK1) ismert fiziolégids kolcsonhatés

mintazata. (Nyilak kozvetlen foszforilaciot jeldlnek.)

4.2.2.1. Humdn MAPK dokkol6 motivumok biokémiai vizsgdlata
Munkankban el6szor arra voltunk kivancsiak, hogy linearis dokkolé motivumok milyen mértékben
hatdrozzak meg human MAP kindzok ismert és fiziologias szempontbdl jol karakterizalt

kapcsolatait (16.c Abra). Az irodalombél kivalasztottunk 15 j6l ismert MAPK kolcsonhaté partnert,
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és a benniik elhelyezked6 MAPK kot6 fehérje szakaszokat kémiai Gton megszintetizaltuk. Harom
human MAPK csalad egy-egy képviselGje és fenti peptidek kozotti kolcsonhatds mintazatok
feltérképezésére kidolgoztunk egy a fehérje-peptid tipusi kolcsonhatasok kotddési affinitdsanak
mérésére alkalmas kvantitativ esszét. Az eredményeket a 17.a Abra mutatja. Kolcsonhatas
mintazatuk alapjan a peptidek harom {6 csoportba oszthatok: (a) promiszkus, mindharom MAPK-t
egyarant jol koti; (b) ERK/p38 szelektiv, ERK2-t és p38a-t kot, de JNK1-t nem; és (c) JNK-
specifikus, csak JNK1-t, de a masik kett6 MAPK-t nem koti. A peptidek kélcsonhatdsi mintazata jo
egyezést mutat a fiziol6gids mintazattal. JNK1 példaul valéban csak a JNK-specifikus NFAT4
szubsztrattal és a JIP1,3 vazfehérjékbdl szarmazo peptidekhez kot. Tovabba érdekes, hogy
pepMKK4, mely egyediilall6 médon egy p38/ERK szelektiv MAP2K dokkolé motivuma, egyarant
jol koti mindkét MAPK-t. Nem vart modon azonban egy adott ERK vagy p38-specifikus fehérjébdl
szarmazo D-peptid a két utobbi MAPK-t egyaltalan nem tudja jol megkiilonboztetni. Erre jo példa
az MKK6 MAP2K-bol szarmazé peptid (pepMKKG6). Bar MKKG6 fiziologiasan p38-specifikus,
pepMKKG6 egyarant jol koti az ERK2-t is, mig az elvarasnak megfelel6en nem koti a JNK1-t.
MKK®6 azonban nem foszforildlja az ERK2 MAPK-t még in vitro sem (nincs bemutatva), mert a
MAP2K-ok aktiv helye nagymértékii specificitast mutat, és ezzel csak a p38 MAPK-ok aktivacios
hurka mint szubsztrat dsszeférhetd (Garai et al. 2012). Erdekes azonban, hogy az ERK2/p38
szelektiv csoportbol viszont két, a klasszikus D-motivumtol eltérd szekvenciaju peptid (pepRSK1
illetve pepMK?2) nagymértékii specificitassal képes kotni az utobbi két MAPK-t.

A tovéabbiakban azt vizsgaltuk meg, hogy dokkolé motivumok biokémiai specificitdsa vajon
képes-e meghatarozni MAPK palyakon beliili foszforilaciés mintazatokat. Ehhez beallitottunk egy
in vitro kindz esszét, melyben két mesterséges dokkolé motivumok altal meghatarozott MAPK cél
szekvencia foszforilacigjat tudtuk vizsgalni, melyek NFAT4 illetve MEF2A transzkripcios
faktorokbdl szarmaztak. A 17.b abran bemutatott kiméra kisérletekkel sikeriilt igazolnunk, hogy
bioldgiailag relevans MAPK célszekvenciak foszforilaciés mintazatat a t6liik N-terminalisan (kb
10-50 aminosav tartomanyon beliil) elhelyezked6 dokkolé motivumok MAPK kolcsénhaté

mintazata hatarozza meg.
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17. Abra MAPK koté peptidek kétédési affinitdsa és specificitdsa

(a) MAPK-dokkol6 peptidek kot6dési affinitasa (baloldali tablazat). A 15 kémiailag szintetizalt peptid a hdrom MAPK-
hez val6é kot6dési er6sségét jellemz6 egyensilyi disszociaciés konstansuk (Kd) alapjan harom csoportba oszthatok:
promiszkus, ERK/p38 szeletiv és JNK specifikus (k6zépsé haromdimenzi6s grafikon). Ha azonban nemcsak a Kd-k
értékét hanem egy adott peptid kot6dési er6sségének aranyat kiilonb6zé MAPK-hoz vizsgéljuk, akkor kitlinik, hogy
pepRSK1 és pepMK2 peptidek nagymértékii ERK2- illetve p38a-specificitast mutatnak, mely 6sszhangban all biol6gia
szerepiikkel: RSK1-t ugyanis mitogén jelek ERK2-n keresztiil, mig az MK2-t stressz jelek p38a-n keresztiil aktivaljak.
PepRSK1 t6bb mint 20-szor jobban kot ERK2-t, mig pepMK2 kb 400 jobban p38a-t. (b) Transzkripcids faktorokbol
szarmaz6 riporter konstrukciok foszforilaciés mintazatat a dokkolé motivumok MAPK ko6t6 mintazata hatarozza meg.
MEF2A és NFAT4 transzkripci6s faktorok transzaktivacios képességét illetve sejtmag és citoplazma kozotti mozgasat
olyan regulator régiok befolyasoljak, melyek MAPK S/TP célszekvenciadkat tartalmaznak. Fenti szekvencidk
foszforilacigjat dokkolé motivumuk hatarozzak meg. (AP konstrukciok: a célszekvencidban 1év6 szerin vagy treonin
aminosavak alanin mutansai; -Dokk konstrukciok: dokkolé motivum mutansok, melyekben a konszenzus aminosavak
alaninre lettek cserélve; illetve kiméra konstrukcidk, melyekben az eredeti NFAT4 illetve MEF2A dokkold
motivumokat mdas dokkol6 szekvencidkra cseréltiik.) A kiméra riporterek GST-s fehérjékként lettek rekombindnsan

el6éllitva, majd foszforilaci6jukat radioaktiv foszfat beépiilésen alapulé in vitro kindz esszével kovettiik nyomon, ahol
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enzimként aktivalt, tisztitott MAPK-okat hasznaltunk. (DKD: DNS ko6t§ domén.)

4.2.2.2. MAPK dokkolo peptidek specificitdsdnak szerkezeti alapja

Dokkol6 motivumok MAPK specificitdsdnak tanulmanyozasa utan célul tiiztiik ki kolcsonhatasuk
szerkezeti alapjainak feltarasat. Megoldottuk harom érdekes MAPK-dokkold peptid komplexének
rontgen diffrakcios szerkezetét: INK1-pepNFAT4, p38a-pepMKKG6 és ERK2-pepMNK1.

Kordbban mar ismert volt a JNK1-pepJIP1 szerkezete, melyet 6sszehasonlitottunk az
tijonnan meghatarozott JINK1-pepNFAT4 szerkezettel (18.a Abra). Ebb6l az 6sszehasonlitasbél jol
latszik, hogy a két eltérd szekvenciadju peptid hasonléan érintkezik a JNK1 dokkol6 felszinnel a
konszenzus szekvenciat alkot6 aminosav oldallancokon keresztiil, azonban a ko6zbiils6 régiok
konformacioja eltér6. Az ERK2-pepMNKI1 szerkezet pedig ravilagit arra, hogy dokkol6 peptidek a
klasszikus D-peptid orientaciohoz képest ellentétes orientaciéban is ktédhetnek a MAPK dokkolo
arokba (revD-motivumok), és hogy a dokkolé arok a CD és az tin. ®x® arkon feliil két tovabbi
szerkezeti jellegzetességgel is bir: alsé (lower) és fels6 (upper) hidroféb zsebek (18.b Abra). Az
ERK2-pepMNK1, ERK2-pepMKKG6 és ERK2-pepHePTP szerkezetek 6sszehasonlitasa jol mutatja
a valtozatos konformaciés lehetdségeket kozbiilsé régiok konformécidjara (18.c Abra). Az ERK2-
pepMNK1 és p38a-pepMK2 szerkezetek egymasra illesztése és revD-motivumok kozbiilsd
régioinak eltérd lefutasa pedig szintén azt sugallja, hogy dokkold peptidek valtozatos konformacios
megoldasokkal kotédnek MAPK-okhoz, bar érdekes mdédon a dokkold arokkal valo koézvetlen van

der Waals, hidrogén kotés és elektrosztatikus kolcsonhatasok hasonléak (18.d Abra).
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18. Abra MAPK-dokkol6 peptid szerkezetek (ERK2, p38, JNK1)

(a) INK1-pepNFAT4 és a JNK1-pepJIP1 (Heo et al. 2004) szerkezetek 0sszehasonlitdsa. A JNK1 felszine és a pepJIP1
molekula sziirke, mig pepNFAT4 pirossal van feltiintetve. (b) ERK2-pepMNK1 szerkezet részleteiben is feltarja a
MAPK dokkol6 arok topografiajat. A fehérje felszinét elektrosztatikus potencidlja szerint szineztiik (piros: negativ, kék:
pozitiv). A bal fels6 kisebb abra mutatja, hogy a peptid az aktiv helytél (nyillal jeldlve) teljesen elkiiloniil6 felszinen, a
dokkol6 arokban, koétédik a MAPK-hez. (¢) ERK2-pepMNK1, ERK2-pepMKK6 és ERK2-pepHePTP (Zhou et al.
2006) szerkezetek egymasra illesztve. (HePTP egy tirozin foszfatdz, ami aktivalt MAPK-okat defoszforilal.) Kiilonos
modon a pepMKKG6 peptid erésen pozitiv toltésii N-termindlis része (zardjelben bemutatva a szekvencidn) nem latszik
az elektronsiirliség térképen. Ez arra utalhat, hogy ennek a peptidnek a kot6dése iranyitatlan elektrosztatikus
kolcsonhatasok révén torténik a CD adrokban. (d) ERK2-pepMNK1 és p38a-pepMK2 (ter Haar et al. 2007) szerkezetek
egymasra illesztve. PepMK2 két aminosavval hosszabb kozbiilsé régiéval rendelkezik a @y és @, horgonyzé pontok
kozott, és a konformacibja ebben a régiéban eltéré a pepMNK1-hez képest. Erdekes azonban, hogy mindkét peptid
konformadciéja 6sszeférhet6 mindkét MAPK dokkol6 arokkal. (A kiilonboz6 szerkezetek egymasra illesztése a MAPK-
ok dsszes Ca atomjai alapjan tortént. Szines nyilak a kiilénb6z6 peptidek N — C termindlis irdnyat jelzik. A konszenzus
motivumokban zaréjelbe tett aminosavak nem feltétleniil sziikségesek, és az alsd indexbe tett zardjelben 1év6 szamok

aminosav hossziisag tartomanyokat jelentenek.)

Fenti szerkezetek és mar ismert dokkolé peptidek szekvencidja alapjan felallithat6 két jol

elkiiléniilé D-motivum és revD-motivum konszenzus szekvencia. Ezekben a hidroféb (®y, 1, D4 és

45



dc_1150 15

@g) és a bazikus (¥) horgonyzo pontok kiilénb6zd D- illetve revD-tipusd mintazatokban biztositjak
a MAPK-okhoz valé kotédést, mig a kozbiils6 régiok aminosav Osszetétele és hossza valtozatos
lehet.

A dokkol6 peptidek MAPK kolcsonhatasi profil analizise soran azt az érdekes eredményt
kaptuk, hogy a peptidek t6bb izben is képesek voltak a JNK1 MAPK-t az ERK/p38 enzimekt6l
megkiilonboztetni, mig a legtobb esetben a két utébbi MAPK megkiilonboztetése csak néhany
esetben fordult el (pl. pepRSK1 vagy pepMK?2), pedig azt a fiziol6giai kdlcsonhatasi mintazat tobb
esetben is megkivanta volna (pl. pepMKK®6). A komplexek szerkezeteinek részletes analizise fényt
deritett a JNK1-specificitas okara. JNK kinazokban a CD arok és a felsd zseb altal hatarolt régio
egy sohid kialakuldsa miatt besziikiilt (19.a Abra). Ezt a dokkolé arok topografidjiban
megnyilvanul6 kiilénbséget a pepJIP1 és a pepNFAT4 peptidek egy rovidebb kozbiilsd (¥ és @,
kozotti) région keresztiil aknazzak ki. A CD arok kornyéken létrejott sohid (Glu329 és Lys83
kozott) valdsziniileg fontos a JNK dokkolé arok specificitdisaban, mert a JNK1 Lys83-nak
megfeleld aminosavak teljes mértékii konzervaltsagot mutatnak minden JNK1 ortolégban, s ennek a
kiilonbségnek a rogziilése fontos esemény lehetett a p38 és INK MAPK-ok evoltcios szétvalasaban

valamikor a korai tobbsejtli eukariota jelatviteli rendszerek kialakuldsa soran (Caffrey et al. 1999).
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19. Abra MAPK specificitds szerkezeti okai

(a) A JNK1 dokkol6 arok osszesziikiilt az ERK dokkol6 arkahoz képest. (Az 6sszes JNK human izoenzim és ortologjaik
hordoznak egy evoliciésan konzervalt toltés fordulast az ERK2 Glu81-nek megfelel6 poziciéban, ami végiil is egy
intramolekularis séhid kialakulasat eredményezte a JNK-ok CD arkaban.) (b) Az ERK2 és p38a dokkol6 arkok eltérd
aminosav Osszetétele az Aljzatnal, Tet6nél és Csuklénal. Hat aminosav kicserélésével az ERK2 revD-motivum
specificitdsa megfordithat6 pepRSK1 és pepMK?2 specifikus peptidek kot6dési affinitdsara nézve (jobb also grafikon: az
értékek a kordbban emlitett fluoreszcencia polarizaci6 alapu kot6dési affinitds esszékkel voltak meghatarozva). (ERK2
m2: cserék az Aljzatban; ERK2 m4: cserék Aljzatban és Tet8ben; Erk2 m6: cserék mindharom régiéban.) A bal alsé
panelen a szekvencia logék nyolc modell organizmus MAPK szekvencidjabol szarmaznak (szivacsoktél emberig). A
hasonléan kalkuldlt pepMNK1 és pepMK2 szekvencia logékban pedig bibor szin jelzi azokat a konzervalt
aminosavakat, amelyek a revD-motivumok kozbiilsé régidiban helyezkednek el (feliil). Az egyszer(iség miatt a
szerkezeti abrak csak a harom Kkitiintetett szereppel biré régiék aminosav oldallancait mutatjadk a MAPK-okban, mig a
peptidekben csak a horgonyzépontok illetve a konzervalt bibor aminosavak oldallancai vannak feltiintetve. Hidrogén

hidakat szaggatott vonalak jelolik.
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ERK?2 és p38a enzimek dokkol6 arkanak topografiai hasonldsaga magyarazatul szolgalhat
arra a megfigyelésiinkre, hogy D-motivumok nem tudnak ezekhez a fehérjékhez specifikus moédon
kotodni: ha egy D-peptid kotddott az egyik MAPK-hez, akkor hasonloan jol k&t6dott a masik
MAPK-hez is. PepRSK1 és pepMK2 peptidek azonban markansan eltér6 specifikussagot mutattak a
két MAPK-hez valé kot6dés szempontjabol. Ennek a kiilonbségnek a szerkezeti okai azonban a
szerkezetek 0sszehasonlitasan keresztiil kozvetleniil nem tarhat6 fel, mert a p38a-pepMK2 komplex
szerkezetben megfigyelhet6 peptid konformacié jol dsszefér az ERK2 dokkold arokkal (és kb 20
HM-os affinitassal kot6dik is hozza). Mivel ERK és p38 enzimek teljesen mas fizioldgiai funkcioval
rendelkeznek, s ez a tulajdonsag konzervalt korai tobbsejtliekt6l emberig, 6sszehasonlitottuk az
MNK1 és MK enzimek revD-motivumainak szekvencia logoit. Mig az MNK1 enzimet mindkét
MAPK fiziolégiailag serkenti a revD-motivuman keresztiil, addig az MK2 csak p38 Altal
aktivalédik (Cargnello & Roux 2011). Erdekes médon pepMNK1 és pepMK2 szekvencia logék azt
jelzik, hogy nemcsak a revD horgonyzopontok konzervaltak, hanem a kozbiilsé régiok bizonyos
pozici6jaban elhelyezkeds aminosavak is (19.b Abra). Ez arra utal, hogy ezek a kozbiils6 poziciok
is fontos szerepet jatszhatnak példaul MAPK-MAPKAPK interakciés profilok kialakitasaban.

Bar a két MAPK dokkolé arkanak topografidja hasonlé a direkt horgonyz6 pontoknal,
néhany aminosav azonban evollcidsan konzervalt eltérést mutat a dokkold arok kozépsdé-also
(Aljzat), kozépso-fels6 (Tetd) és a csuklo kornyékén (az utébbi az N- és C-terminalis kinaz lebenyt
flexibilis modon koti 6ssze) (19.b Abra). Ha ezeket a poziciékat az ERK2-ben a p38a-ban 1év6
aminosavakra cseréljiik, akkor hat aminosav cseréjével egy olyan ERK2 m6 fehérjét kapunk, ami
pepRSK1-vel illetve pepMK2-vel forditott specificitasu profilt mutat.

Egy tovabbi kisérletsorozatban a specifikus peptidek kozbiilsé régidjaban elhelyezkedd,
intra-peptid H-hidak kialakitasara képes aminosavak jelentdségét vizsgaltuk. Mindegyik esetben azt
talaltuk, hogy ezek a valésziniileg a kozbiils6 régiok merevitésére alkalmas oldallancok kitiintetett

szereppel birnak a revD peptidek MAPK specificitasara nézve (Garai et al. 2012).

4.2.2.3. MAPK koto peptidek mesterséges tervezése

A feltart szerkezeti ismeretek birtokaban megprobaltuk racionalis moédon megvaltoztatni dokkold
peptidek specificitasat. PepNFAT4 példaul egy JNK1-specifikus peptid, de ha koztes régidjat W és
@, horgonyzopontok kozott tobb bazikus aminosav beépitésével meghosszabbitjuk, akkor
promiszkussa valik, mert a lehetséges révidebb és hosszabb kozbiils6 régié regiszterek mar
megengedik mindharom MAPK-hez valé kotodést. PepMKK4 eredeti promiszkuitasat pedig

konnyedén korlatozhatjuk, ha a fenti horgonyzopontok kozotti régioba egy merev oldallancu prolin
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aminosavat épitiink be, ami valdszinlileg a specificitas

konformaci6jat médositja (20.a Abra).
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20. Abra MAPK specificitds raciondlis tervezése

szempontjabol fontos kozbiilsé régio
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(a) PepNFAT4 JNK1-pecifikus és pepMKK4 promiszkus peptidek MAPK kolcsonhatési profiljanak médositasa. ,,m”

jeloli az aminosav cserék (lasd als6 sor) hatasat az adott peptidre a kot6dési affinitdsokat abrazolé harom dimenzios

térben. (b) Mesterséges peptidek MAPK kolcsonhatas profiljanak racionalis tervezése. ,,m1” és ,,m2” jeldli a feltiintetett

aminosav cserék illetve egy két aminosavas (AS) kozbiils6 hossz névekedés hatasat az ERK2-hoz illetve p38 a-hoz val

kotédés specifikussaganak mértékére nézve.

A tovabbiakban megkiséreltiink teljesen mesterséges szekvenciaji MAPK kotd peptideket

tervezni. Egy egyszeri D-motivum konszenzust kielégitd szekvencia (pepSzintD) a wvartnak

megfelel6en promiszkus moédon kotddik alacsony mikromélos (1-2 pM) affinitdssal mindharom

MAPK-hez (20.b Abra). Egy minimalis revD-motivumot

kielégitd szekvenciaju peptid (pepSzint-

revD) szintén a varttal 6sszhangban azonban ERK/p38 szelektivnek bizonyult (Kdgrk2=15 pM,

Kdpasy=30 pM és nincs mérhet6 JNK1 kotése). Mivel korabbi vizsgalataink arra hivtak fel a

49



dc_1150 15

figyelmet, hogy specifikussag szempontjabdl a korabban egyébként lényegtelennek hitt
horgonyzopontok kozotti régidk a meghatarozé tényezok, ezért a mesterséges pepSzint-revD peptid
kozbiilsé szekvencidjat az MK2 log6 alapjan valtoztattuk, és igy valéban egy p38a-specifikus
peptidet kaptunk. Ez a moddositott pepSzint-revD m2 peptid ~5 nM-os kotédési affinitassal
rendelkezik p38a-ra, ami kb 6,000-szeres kotddési affinitas novekedést jelent a kiindulasi pepSzint-
revD affinitasahoz képest, mig az aminosav cserék az ERK2-hoz valé kot6dést 1ényegesen nem
valtoztattak. Hipotézisiink szerint a pepSzint-revD m2 peptid p38a-hoz valo kot6dési sikerének
oka, hogy @, és @y kozotti kozbiils6é régidjanak szerkezetét ugyanazok a szekvencia-specifikus
belsé és inter-molekuléris hidrogén-hidak stabilizaljik, melyek a 19.b Abran lathatéak a p38a-
pepMK?2 szerkezetben; ugyanis tgy tlinik, hogy ez a régié képes ,letapogatni” az ERK2 és p38a

dokkol6 arkok Aljzataban, Tetejében és Csukldjaban 1év6 kis szekvencia kiilonbségeket.

4.3. Linedris MAPK két6é motivumok a humdn proteémban

Osszefoglalva elmondhat6, hogy a MAPK-ok partner fehérjéikhez linedris D-motivumok révén
kotnek. Egy olyan modszer kidolgozasa tehat, melynek segitségével megbizhaté médon tudnank
szekvencia alapjan linedris D-motivumokat azonositani kiilonb6z6 organizmusok fehérje
allomanyaban lehet6séget adna MAPK foszforilacio révén szabalyozott jelatviteli rendszerek
halézat szintli evoltci6janak a feltarasara is. Ehhez természetesen a MAPK-dokkolo peptid

kolcsonhatasok fizikai hatterének részletes vizsgalatai sziikségesek.

4.3.1. Szerkezet alapu D-motivum keresé algoritmus
Annak ellenére, hogy a MAPK sejtes jelatviteli ttvonalairél rengeteget tudunk, és szinte nincs
olyan élettani folyamat, melyben ne jatszandnak valamilyen szerepet, meglepéen kevés
szubsztratjukat irtak le eddig. A legtobbet tanulmanyozott ERK2 enzimnek példaul minddssze
néhany tucat célfehérjéjét ismerjiik, s ezen szubsztratok jelent8s része tartalmaz D-motivumot is.
Mindezeket tilnyomoérészt szerencsés véletlenek folytan talaltdk meg, szisztematikus MAPK-
szubsztrat keresésre eddig kevés kisérlet tortént (Whisenant et al. 2010). Mivel azonban a MAPK-
ok a célfehérjék tobbségét a D-motivumok révén talaljak meg, kézenfekvének tlinik az elképzelés,
hogy a D-motivumok jelenléte altal josoljuk meg egy-egy fehérjérél, mégpedig a szekvenciaja
alapjan, hogy lehet-e MAPK szubsztrat vagy nem, illetve hogy kialakit-e kapcsolatokat MAP
kinazokkal vagy sem.

A D-motivumok megkeresése azonban nem egyszeri feladat. Ugyanis ezek a rovid,
rendezetlen szerkezet(i peptidlancok csak ,,laza” konszenzus szekvenciaval birnak, mivel a jelatvitel

szempontjabol relevans mikromélos affinitast fehérje-peptid tipusu kdlcsénhatasok csupan néhany
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kontakt pontot igényelnek a motivum és a kdlcsonhato fehérje felszin kozott. Ezek miatt a pusztan
szekvencia alapu keresési eljarasok mar csak a véletlen egyezések miatt is tilsdgosan sok hamis
pozitiv talalatot adnak. Olyan linearis motivumok azonositasa pedig, melyek egy-egy MAPK-t
specificikus médon kotnek, még nagyobb kihivas. A helyzet sokban hasonlit arra a feladvanyra,
mikor az SH2, SH3 vagy PDZ doménekhez kapcsolodo fehérjéket szeretnénk azonositani (Tonikian
et al. 2008) (Kaneko et al. 2010). Ezek a domének szintén linearis motivumokhoz kot6dnek (az SH3
domének példaul PxxP és rokon motivumokhoz). A probléma nehézsége két fontos tényezdbol
adodik. Egyrészt, viszonylag nagyszamu, egymashoz hasonlé rokon felismer§ domén van az emberi
fehérjeallomanyban. Masrészt pedig egy-egy domén kotdarka altalaban nem csak egyféle
elrendez6désben képes kotni a célfehérjék motivumait. Vagyis a motivumok alosztalyokra
tagolhatok, minden alosztaly csak a kot6 domének egy jol meghatarozott csoportjaval képes
kapcsolatot teremteni, de ugyanekkor a doméneknek is van egy jellemz6 szelektivitasi profilja.
Csoportomban az utébbi években a kiilénb6z6 linearis motivumok MAPK kotddési profiljai
mogott rejld fizikai determinansokat prébaltuk felderiteni szerkezeti biokémiai modszerekkel. A
munka soran megoldottuk tobb mint féltucat dokkolé peptid szerkezetét harom kiilonb6z6 MAP
kinazzal (ERK2, JNK1, p38a) komplexben. Tovabbi korabbrdl ismert, szamos MAPK-dokkol6
peptid komplex bevonasa révén végiil 10 kiilonb6z6 dokkold peptid f6lanc konformacios megoldast
azonositottunk, melyek mindegyike 6sszeférhet6 legalabb egy, a harom vizsgalt MAPK-on 1év6

kiilonboz6 dokkol6 arkok egyikével (21. Abra).
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21. Abra Kiilonb6z6 MAPK dokkol6 peptid féldnc konformdciés osztdlyok az ismert fehérje-
peptid szerkezetek alapjdn

Kékkel jel6ltiik a motivumokban a pozitivan t6ltott aminosavakat (8), pirossal a hidroféb aminosavakat (¢). Az als6
indexek az utébbiaknal a MAPK kot6zsebeit jelolik (U, L, A, illetve B: U: fels6 (upper) zseb; L: als6 (lower) zseb; A és
B: a gx¢ arok két pozicidja). A koztes aminosavak (x) lanca fekete szinfi, és sziirke gyongyok jelolik az alfa
szénatomokat. A szerkezetekben a kevésbé jol definialt régiokat szaggatott vonal jelzi. Az egyes osztalyok az adott
motivumot hordozé fehérjék nevei alapjan lettek elnevezve. JIP1 és NFAT4: JNK kot§ allvanyfehérje, illetve
transzkripciés faktor; HePTP, MKK6 és DCC: p38 és ERK2 kot foszfatdz, MAP2K, illetve membran receptor
fehérjék; RSK és MK2: ERK-hez és p38-hoz specifikusan kot6édé MAPK szubsztrat kinazok. A szerkezeti osztalyok
mindenekel6tt a toltott és hidroféb aminosavak elrendez6désében és az Gsszekotd régiok hosszaban kiilonboznek.

Néhany osztalyban a koztes régiok valtozatossaga miatt tovabbi alosztalyokat is elkiilonithetiink.

A MAPK-dokkold peptid kot6dési ,,megoldasok” szama tehat nem végteleniil nagy, és az
ismert motivumok nagy része beilleszthet6 10 csoportba. Egy-egy ilyen csoporton beliil a peptidek
kozeli rokonsagot mutat. Egy-egy csoporton beliil az ismert példak a rogzitett aminosavak miatt
mar elég jo ,,konszenzus motivummal" rendelkeznek. Ennek alapjan a motivumok bioinformatikai

modszerekkel megtalalhat6ak, s6t josolhatdak is fehérje szekvencia adatbazisok felhasznalasaval.
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A dokkol6 peptidek kereséséhez tovabbi ismereteket is fel lehet hasznalni. Lényeges példaul
hangstlyozni, hogy ezen motivumok szinte kizarélag a fehérjék rendezetlen régioiban fordulnak
el6; vagyis nincs eredendd, rogzitett konformdacidjuk. Ezt csak a kétédési esemény kdzben nyerik
el, igy biztositva a peptid preciz, indukalt illeszkedést a MAPK dokkolé felszinéhez. Szerencsére a
rendezetlen régiokat ma mar egyre pontosabban meg tudjuk josolni a fehérje szekvenciaja
ismeretében. Ezen kiviil arra is képesek vagyunk, hogy a helyi aminosav Osszetétel birtokaban
kiszlirjiik azokat a polipeptidlanc darabokat, amelyek energetikailag ,,nagyot nyerhetnének” akkor,
ha egy masik fehérje arra alkalmas doménjéhez tudnanak kotédni. Ha mindezeket az ismereteket
osszekotjiik, egy egyszerl, szam jellegli paramétert kaphatunk az illet6 fehérjerégi6 mas fehérje
domének iranyaba mutatott viselkedésérdl. Erre a pontozasra képes az ANCHOR program, amely
az ITUPRED nevii rendezetlenség joslo algoritmusra épiil (Dosztanyi et al. 2005) (Mészaros et al.
2009).

Bar az ANCHOR algoritmus képes kisziirni a kétddésre nagyobb valdszinliséggel képes
peptidszakaszokat, de a valodi kotési energiat nem lehet vele pontosan megbecsiilni (mivel
»altalanos" fehérje-felszinekkel szamol). Ehhez szerkezeti modellezésre van sziikség. Korabbi sajat
és masok szerkezeti munkajanak koszonhet6en azonban rendelkeziink legalabb egy-egy atomi
felbontast szerkezettel az eddig ismert motivum osztalyokra. fgy a motivumkeresés, illetve egyéb
sejten beliili lokalizaciora vonatkozé sziirések és az ANCHOR egyiittes alkalmazasa utan a
fennmaradé taldlatok MAPK kot6dését modellezhetjiik a meglévd szerkezetek aminosavainak
modellbeli atépitésével (Sanchez et al. 2008) (London et al. 2011). Ezutan egy becsiilt kotési
energiat kapunk, ami az Ujonnan azonositott linearis motivum adott f6lanc konformaciéban valo
dokkold arokhoz valo illeszkedését/osszeférhetGségét jellemzi. Az egyes motivumosztalyokon

beliili rangsorolas utan aztan kévetkezett a talalatok ,,élesben” torténo tesztelése.

4.3.2. A taldlatok kisérletes tesztelése

A teljes bioinformatikai sz{irést végiil hét D-motivum konszenzus szekvenciara végeztiik el (JIP1,
NFAT4, MEF2A, MKK6, DCC, Ste7 és HePTP). A bioinformatikai sz{irés végére igy létrehoztunk
egy kb. 10,000 potencialis D-motivumot tartalmazo listat, amit kolcsonhatas affinitas becslésnek
vetettiink ala a FOLDx kot6dési energia becslé algoritmus segitségével (Zeke et al. 2015). Az
utobbi eljaras egy az adott szerkezeti templattal valo komplementaritas alapjan pontozza a
konszenzust tartalmazo potencialis motivumokat. Az igy becsiilt energia alapjan rangsorolt listakbol
osszesen 70-et valasztottunk ki az egyes listakbol kisérletes ellendrzésre.

Kézenfekvé modszernek tlinhet a motivumok tesztelésére egy olyan kot6dési esszé, ami
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példaul a kémiai szintézissel elGallitott peptidek kotddését vizsgéalta volna a harom MAPK
egyikével (ERK2, p38a vagy JNK1). A szilard fazisd peptid SPOT array-ek tesztelése azonban nem
jart sikerrel a MAPK-ok nagymértékii aspecificikus tapadasa miatt. Hasonléan alkalmatlannak
talaltuk az 1-20 mikromolos kozotti affinitasi MAPK-D-peptid kolcsonhatasok detektalasra a GST
pull-down esszéket is. Mindezek miatt kifejlesztettiink egy mesterséges foszforilacios riporter
hasznalatan alapu esszét D-motivumok MAPK kotésének indirekt modon valo tesztelésére. A GST-
faziés konstrukciok tartalmaztak egy generikus MAPK célszekvenciat, aminek foszforilaltsagi
allapotat foszfo-specifikus ellenanyaggal tudtuk detektalni (lasd 11. Abra). A célszekvencia
foszforilaciéja csak akkor torténhet meg, ha a konstrukcié tartalmazott egy MAPK kotésére
alkalmas D-motivum szekvenciat. Az ilyen mesterséges foszforilaciés riporterek hasznalatan
alapulé esszé dot-blot formatumban mar alkalmas wvolt a taladlt D-motivumok kozepes
ateresztOképességli vizsgélatara, s ugyanakkor az ilyen foszforilaci6 alapu kiolvasas 6sszhangban is
all MAPK-ok eredeti biologiai szerepével, amikor is a kindzok partner fehérjéi legtobbszor

szubsztratjaik is egyben (22. Abra).
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22. Abra Foszforildcién alapulé dot-blot esszék eredményei (ERK2, p38a és JNK1)

A bioinformatikai sziirés alapjan kivalasztottunk 70 MAPK D-motivumot tartalmazé kb 15 aminosavas fehérje régiot a
jobb oldali panelen mutatott fehérjékbdl, s ezeket foszforilacion alapulé dot-blot alapti esszékben teszteltik MAPK
kotésre (lasd 11. Abra). Az alsé anti-His6 panelen a GST-fliziés konstrukciék egyenletes toltetét His6 antitesttel
ellendriztiik, a tobbi panel kiértékelését pedig MAPK-n keresztiili foszforilaciéra specifikus anti-foszfo ellenanyag
segitségével végeztik. Minden konstrukciobol egyméas mellé harom parhuzamost nyomtattunk. Az &bran
megfigyelhet6, hogy az ERK?2 és p38a sokban hasonld, mig a JNK1 ezekt6l nagyban eltérd foszforilacios (tehat egyben
interakci6s) mintazatot ad. Kontroll: D-motivum nélkiili foszforilaciés szenzor (jobb felsé sarok mindegyik panelben).
Az esszé alkalmas volt annak megallapitdsara, hogy a D-motivumot nem tartalmazé kontrollhoz képest az adott D-

motivum milyen mértékben segitette el6 ugyanazon MAPK célszekvencia foszforilacigjat.

A tesztelt motivumok jelent6s hanyada bizonyult pozitivnak a foszforilacié alapt dot-blot

esszékben, ahol 62 motivum a vizsgalt 70-bdl legalabb egy kindzzal a harom ko6ziil mutatott
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kotddést. Természetesen a harom aktiv MAPK-zal kivitelezett parhuzamos kisérletek alkalmasak
voltak a vizsgalt D-motivumok MAPK specificitasanak feltérképezésére is, ahol a JIP1- és NFAT4-
tipust 4j D-motivumok valéban a vartnak megfeleléen csak a JNK-hoz, mig a tobbi (MEF2A,
MKKS6, DCC, Ste7 és HePTP) vegyesen az ERK2-hoz és/vagy a p38-hoz kotodott. A 62 esetbdl 16
esetben el6allitottuk a D-motivumot tartalmaz6 peptideket kémiai szintézissel és bebizonyitottuk,
hogy az 4j peptidek a MAPK dokkol6 arkaba kotédnek, mivel kompeticiét mutattak ismert, MAPK
dokkold arokba kot6d6 fluoreszcensen jelolt modell peptidekkel (Zeke et al. 2015). Tovabba, 6
esetben vizsgéltuk a D-motivum 4ltal kozvetitett MAPK és partner fehérje kozotti kdlcsonhatasokat
egy sejtes, bimolekularis fluoreszcencia komplementacié alapu esszében is. Mindegyik vizsgalt
esetben a kulcspoziciokban mutélt vagy dokkolé motivum nélkiili konstrukciok kotédése a MAPK-
okhoz jelent6sen csokkent a vad tipushoz képest, ami a D-motivumok fontos szerepére utal MAPK-
ok és partner fehérjéik kozotti binaris kapcsolatok kialakitasaban teljes fehérje kontextusban és

sejtes kornyezetben is (Zeke et al. 2015).

4.3.3. D-motivumot tartalmazo fehérjék analizise

Fenti szerkezet-alapi bioinformatikai sziirés és kisérletes ellendrzés révén négy D-motivum
osztalyban (JIP1, NFAT4, MEF2A és DCC) sikeriilt annyi evolicidsan fiiggetlen, leellendrzott
példat 6sszegylijteni (21, 15, 15 és 6), ami lehet6vé tette tin. pozicio-specifikus hasonlésagi pontozo
matrixok (PSSM) felallitdsat (23. Abra). Ezeknek a matrixoknak a segitségével megéllapithato,
hogy egy 1j szekvencia mennyire hasonlit az ismert motivumok alapjan feléllitott D-motivum

halmazhoz, s igy lehetséges tisztan szekvencia alapjan megitélni egy adott motivum ,,josagat”.
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23. Abra PSSM-ek szekvencia logéi

(a) Anégy kiilonb6z6 D-motivum osztalyra felallitott pozicié-specifikus pontozé matrixok (position-specific scoring
matrix, PSSM) szekvencia logdja. Kulcspoziciéban elhelyezkedd pozitiv és hidroféb aminosavak kékre illetve pirosra
vannak szinezve. Az egyes motivumosztalyok ezek segitségével toltik ki a negativ t6ltési CD arkot illetve a kiilonb6z8
hidroféb zsebeket (L-lower, A és B a ¢-x-¢ zseb két kiilonb6z6 pozicidja). A koztes régidban elhelyezkedd szines
poziciék kitiintetett szerepének t6bb esetben is jol megmagyarazhaté szerkezeti okai vannak az ismert MAPK-D-peptid
komplexek szerkezetének tiikrében. (b) A JIP1-tipusi motivumok esetében példaul egy szerin vagy treonin aminosav a
oL és @A pozicidk kozott optimalisan helyezkedik el egy hidrogén kotés kialakitasara a JNK1 Arg127-es aminosavaval.
(c) Féleg a p38a koté motivumok esetében a ¢B pozicié utani prolin aminosav jol illeszkedik a kinaz lapos hidroféb
zsebébe. Mig az inkabb ERK2-t kedvelé DCC-tipust peptideknél a L kornyéki prolin aminosavak val6szintileg egy

poliprolin II-es tipusu helikélis struktdra kialakitadsaban fontosak.

A JIP1-, NFAT4- és MEF2A-tipusi PSSM-eket a human proteémra alkalmazva egy
0tszoros kereszt-ellendrzott ROC (reciever operation characteristic) tesztben 0.98, 0.94 illetve 0.97

AUC (area under curve) értékeket kaptunk, mig ugyanezt az analizist megbizhatéan a DCC-tipusu
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PSSM-mel nem tudtuk elvégezni (az ismert és ellendrzott alacsony motivum szam miatt). Fenti
magas AUC értékeket ad6 osztalyozo eljarasunk segitségével létrehozott listakon szerepld elsé 100
motivum analizise révén aztan érdekes Osszesité megfigyeléseket tehettiink a human proteémban
lévo JNK (JIP1- és NFAT4-tipusu) illetve az ERK/p38 kotd MEF2-tipusi motivumok
el6fordulasara, eloszlasara - anélkiil, hogy a tobb szaz egyedi motivumot kisérletes ellen6rzésnek
vetettik volna ald. Természetesen a 100 motivum csak egy mesterséges érték, de az ilyen
elemszamu listan tett analizisek is érdekes megfigyeléseket adtak, példaul ha a JNK-k6t6 JIP1-es
tipusi D-motivum listat vizsgaltuk (ugyanis a kisérletesen ellendrzott esetek szama ebben a
motivumosztalyban volt a legtobb, 21, s ezért ebben az osztalyban kapott predikciokat tartottuk a
legmegbizhatébbnak).

Analizisiink el6szor vilagitott ra a JNK koté motivumok magas el6fordulasara a neurondlis
fejlédéshez, axon és szinapszis kialakuldshoz kothet6 funkciéval biré fehérjékben, utalva ezzel a
JNK altali regulacio fenti folyamatokban bet6ltétt fontos szerepére. Tovabbi érdekes megfigyelés
volt, hogy a listan t6bb olyan fehérje is el6fordult (pl. MADD, IRS1, PGC1), melyeknek a szerepe
kordbban az inzulin jelatviteli folyamatokban volt ismert, s melyek fontos antidiabetikus
gyogyszerek célpontjai. Erdekes médon a legtébb JIP1-tipusii motivumot tartalmazé fehérje
citoplazmatikus volt (sok citoszkeletalis fehérjével), mig az ERK/p38 kotésre képes MEF2A-tipust
motivumot tartalmazé fehérjék inkabb nuklearisak voltak (sok transzkripcios faktorral), az NFAT4-

tipusti motivumot tartalmazo fehérjék pedig vegyesen voltak citoplazmatikusak vagy sejtmagiak.

4.4. MAPK alapu magasabb rendii jelatviteli komplexek

Korabbi fejezetekben bemutattam, hogy MAPK kot6 linearis motivumok autoném modon képesek
fehérje kindzokkal wval6 kolcsonhatdsok kialakitdsdra. D-motivumok azonban nagyobb
fehérjeszakaszok, teljes fehérjék kontextusaban fejtik ki hatasukat. Tovabbi két tanulmanyunk
betekintést enged a linearis motivumok magasabb rendii (negyedleges szerkezettel bird) jelatviteli
fehérje-fehérje komplexek dsszeallasaban betoltott szerepébe. Elsé tanulmanyunkban az ERK2 és
egy az altala kozvetitett sejtndvekedési palyaban szerepet jatszé in. MAPK aktivalt protein kinazok
(MAPKAPK) csaladjaba tartozo RSK1 kozotti heterodimerikus kinaz dimer kialakulasat vizsgaltuk
(Alexa et al. 2015), mig masik munkankban az ERK5 MAPK aktivaci6jaban fontos MKK5-ERK5
illetve MEKK3-MKKS5-ERKS5 komplexeket tanulmanyoztuk (Glatz et al. 2013). Mindkét esetben a
jelatviteli komplexek rontgendiffrakciés analizissel nyert harom-dimenzids szerkezetének
meghatdrozasa révén betekintést nyertiink a jelatviteli szempontbdl relevans, magasabb rendi

komplexek 6sszedllasaba, illetve feltartunk olyan rendszerszintli mechanizmusokat is, melyek fenti
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jelatviteli komplexek sejten beliili 6sszeallasara vannak hatassal (Takeda et al. 2014) (Gogl et al.
2016).

4.4.1. Az ERK2-RSK1 jelatviteli komplex

A MAPK aktivalt protein kinazok (MAPKAPK) csoportjaba eml6sokben 11 szerin/treonin kinaz
tartozik (RSK1-4, MSK1-2, MNK1-2, MK2-3 és MKS5). A csoport mindegyik tagja tartalmaz egy
calcium/calmodulin-dependens kinaz (CAMK) domént és egy C-terminalis revD motivumot.
Utobbi a MAPK-okhoz valé kdt6désben fontos, ugyanis a MAPKAPK CAMK doménjét ERK vagy
p38 enzimek foszforildljak és kapcsoljak be. Ez aztan majd kozvetleniil vezet a CAMK
szubsztratjainak foszforilaci6jahoz (pl. MK és MNK) vagy az utébbi N-termindlis AGC kinaz
tipusti domén aktivaciojan keresztiil (pl. RSK, MSK) kozvetve torténik (Cargnello & Roux 2011) .
Az RSK1 esetében konkrétan vizsgaltuk a C-termindlis revD szakasz szerepét az ERK2
kotésben HEK293 sejtekben BiFC esszében. Ez a YFP komplementacié alapu esszé bemutatta,
hogy a kb 20 aminosavas C-terminalis szekvencia elengedhetetlen az ERK2-RSK1
kolcsonhatashoz. A CAMK és revD motivumot tartalmazo konstrukcio (RSK1c) és ERK2 kozott in
vitro fél mikromélos kot6édést mértiink egy FP alapi kvantitativ fehérje-fehérje kolcsonhatas
esszében. Az ERK2 az RSKI1 szubsztratjan az 573-es treonin foszforilaciojaért felelés, ami a
CAMK domén aktivaciés hurkan helyezkedik el. Ennek az aminosavnak a foszforilaciéjat in vitro
aktivalt ERK2 hozzaadasaval vagy HEK293 sejtekben EGF stimulaci6 hatdsara specifikus anti-
foszfo ellenanyaggal Western-blottal lehet nyomon kovetni. Az RSK1c és teljes hosszisagu fehérje
aktivacidjanak vizsgalatara beallitott esszéink a revD motivum elengedhetetlen szerepét
bizonyitottdk (24. Abra). Ezért kivancsiak voltunk, hogy a revD motivum pontosan milyen
mechanisztikus szerepet jatszik a MAPK és CAMK domének kozotti jelatvitelben, nevezetesen
arra, hogy a MAPK dokkolé hasadék és az RSK1c revD-motivuma kozotti kdlcsonhatas miként
segiti el6 a két kindz domén kozotti foszforilaciot. Mivel azt talaltuk, hogy az RSKlc a
defoszforilalt ERK2-hoz szubmikromolos affinitassal kotodott, ezért célul tliztilk ki az ERK2-

RSK1c komplex kristalyositasat és rontgendiffrakciés szerkezetmegoldasat.
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24. Abra Az ERK2-RSK1 kélcsonhatas karakterizalasa

(a) Az RSK1 teljes hosztisagu fehérje (FL) egy N-termindlis AGC tipusu (NTD), egy C-terminalis CAMK tipust (CTD)
fehérje kindz domént illetve egy C-termindlis MAPK kotd linedris motivumot tartalmaz (revD). A revD szakasz
szerepét YFP alapt fragmens komplementacids esszékkel (BiFC) vizsgaltuk HEK293 sejtekben (ahol F1 és F2 a YFP
két komplementaciéra alkalmas darabjait jeloli). A tranziens transzfekciéval bevitt plazmidokrél a transzgének
expressziés szintjét Anti-FLAG Western-blottal ellendriztiik. A BiFC eredmények mutatjdk (n=3, hibakorlat: atlagtél
valé SD), hogy a revD motivum mind a teljes hossziisdgi RSK1 és a révidebb CTD-revD (RSK1c) konstrukcid
esetében is elengedhetetlen az ERK2-vel valé koélcsonhatasban. (b) Az ERK2-RSK1 kolcsénhatds in vitro
karakterizalasa rekombinans, tisztitott fehérjékkel. GST-pull down bal oldalt, mig a kvantitativ FP alapi k6lcsonhatasi
esszé a jobb oldalt 1athat6 (ahol a kiilonbozé konstrukciok kotédését ERK2-hoz egy fluoreszcensen jelolt, a MAPK
arokba kot6dd peptid segitségével monitoroztuk.) (c) In vitro kindz esszék eredményei rekombinéns, tisztitott
fehérjéken, ahol a radiaoktiv *?P izotOp beépiilését ATP-b6l SDS-PAGE és foszforimaging segitségével vizsgaltuk.

(T573A: az RSK1 MAPK célszekvencia mutéansa, ahol az 573-es treonint alaninra cseréltiik).

60



dc_1150 15

Az ERK2-RSK1 kristalyszerkezete egyrészt bemutatta, hogy az RSK1 D-motivuma ebben a
heterodimerikus kinaz komplexben ugyanugy helyezkedik el mint a korabbi munkéank soran
megoldott ERK2-pepRSK1 komplexben (Interfész 1, IF1) (Garai et al. 2012), illetve masrészrél
feltarta a két kindz domén kozotti negyedleges szerkezetet illetve egy olyan kindz domén-domén
kontakt felszint (IF2), amiben az RSK1 tn. APE régiéja vesz részt (25. Abra). A szerkezetet
elemezve vilagossa valt, hogy a kristalyszerkezetben ,,elkapott” negyedleges szerkezetben az ERK?2
szubsztrat kot6 felszine képes lenne fogadni az RSK1 T573-as aminosavat mint MAPK
célszekvenciat az RSK1c aktivacios hurkanak atrendez6dés utan, anélkiil, hogy ez a kinaz domének
kozott megfigyelhetd kontakt felszineket 1ényegesen megvaltoztatna. Természetesen egy Michaelis-
Menten tipusui enzimatikus komplex létrejottéhez sziikséges, hogy az ERK2 szintén aktiv, azaz
aktivacios hurkan duplan foszforilalt allapotban legyen (ppERK?2). Utébbinak a kristalyszerkezete
mar ismert volt (Canagarajah et al. 1997), mi pedig feltartuk az aktiv allapottal 6sszeférhet6
heterodimerikus kindz komplex szerkezetét, s igy lehetdvé valt az aktiv komplex modellezése

molekuléris dinamikai szimulaciok segitségével (26. Abra).
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25. Abra Az ERK2-RSK1c komplex szerkezete
(a) Az ERK2-RSK1c komplex kristalyszerkezete (feliill) és ugyanez hatulrél (alul). Az ERK2 az RSK1 C-terminalis

revD motivumahoz (IF1) illetve a C-terminalis CAMK doménjéhez (IF2) kotédik. (A két kinaz domént Gsszetarté revD-
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linker-aL. RSK1 szakaszra az érintett régi6 kihagyasaval, a végleges szerkezeti modell alapjan szamolt, Fo-Fc oa-val
sulyozott elektrondenzitas térkép van bemutatva.) Az ERK2-n (narancs) a katalitikus aszpartatot (D149) pirosra, az
ATP-t bordéra szineztiik. Az RSK1-n (z6ld+vilagoskék) az aktivaciés hurok pirosra van szinezve, amin a T573-as
aminosavat fekete ponttal jeloltiik. (b) Az IF1 (feliil) és IF2 (alul) kinagyitva. A fels6 panel a MAPK CD és hidrofob
arkaiba kot6d6 revD motivum (vilagoskék) szekvencia specifikus interakciét mutatja. Alul a bibor szinli ERK2
aktivaciés hurok (foszfo-T185, foszfo-Y187) és a nyilak mutatjak, hogy hogyan valtozna az ERK2 szubsztrat koté
zsebének szerkezete, ha az foszforilalt lenne. Az ERK2-RSK1c komplex kristalyszerkezete az ERK2-t defoszforilalt
allapotban tartalmazta. A foszfoERK2-RSK1c komplex modelljét pedig szuperpoziciéval allitottuk el6 az ismert
foszfoERK2 kristalyszerkezet segitségével (Canagarajah et al. 1997). Az aktivator és szubsztrat kindz domének kozotti

kolcsonhatési felszinek az RSK1 APE régidja koriil jonnek létre.

A ppERK2-RSK1 és ERK2-RSK1 komplexen elvégzett parhuzamos, 150 ns hosszu,
megfeleld méretli vizes kockaban elvégzett MD szimulaciok bemutattak, hogy a kiindulasi
kristalyszerkezetben lathaté kinaz domén-domén kontaktok eltér6 modon valtoztak, ugyanakkor a
dokkol6 arok koriili kélcsonhatasok lényegében mindkét esetben stabilak voltak. Az aktivalt
allapoti ERK2-t tartalmaz6 bindris komplexekben az djonnan kialakuld, az APE régio korili
kontaktokat kiegészit6 kinaz domén-domén kontaktok egyrészt kiterjedtebbek voltak, masrészt a
szimulacids id6 alatt kisebb fluktudciét mutattak. A kiterjedt kontaktok gyors ,bedlldsa” utan a
ppERK2-RSK1 komplexben inkabb mar csak a T753-t tartalmazé hosszi RSK1 aktivacios hurok
»csapkodasa” volt jellemz6, és a MAPK célszekvencia tavolsaga az ERK2 aktiv helyétdl, ahol a
kritikus foszfo-transzfer reakcio torténne az ERK2 Asp149-es aminosav segitségével az ATP-r6l az

RSK1 T573-as aminosavra, lényegesen csokkent.

Kiindulasi modell ~Readjusting” komplex Jelatviteli komplex

MD modell (ig modellie <i§

26. Abra Az ERK2-RSK1c szerkezet MD analizise

A foszfoERK2-RSK1c komplex kiinduldsi modelljét szuperpoziciéval Aéllitottuk el az ismert foszfoERK2
kristalyszerkezet segitségével (Canagarajah et al. 1997). MD szimuladciékkal modelleztiik, hogy a két kindz domén
hogyan valtoztatja az egymdshoz valé térbeli viszonyat a revD motivum segitségével osszetartott ,,Readjusting”
komplexben, illetve a szubsztrat kindzon elhelyezked6 flexibilis aktivaciés hurok (piros) hogyan Kkeriilhet olyan

kozelségbe a foszfoERK?2 aktiv helyéhez, ami sziikséges a Michaelis-Menten tipusu katalitikus, vagy funkcionalis
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szempontbol jelatvitelinek nevezhet6 komplexben.

A szimulédciés id6 alatt azonban nem lattuk az RSK1 hurok T573-as aminosavanak
,beugrasat” a ppERK2 nyitott aktiv helyére. A konkrét ppERK2-RSK1 Michaelis-Menten
komplexet mégis megprobaltuk MD-vel modellezni. A MAPK kinazokkal rokonsagban all6 DYRK
nevii kindz szubsztrat peptidjével alkotott komplexének kristalyszerkezete ismert volt
(Soundararajan et al. 2013). Feltételezhetd, hogy a MAPK-ok is a DYRK-hez hasonld
sztereokémiaval kotik a foszforilacios célszekvencidjukat, ugyanis a DYRK és a MAPK-ok
egyarant az un. prolin irdnyitott kindzok csoportjaba tartoznak, ahol a foszforildland6 aminosavat
egy prolin koveti. Ha az MD futasok révén modellezett ppERK2-RSK1 komplexben egy olyan
,puha” kényszert alkalmaztunk az RSK1 flexibilis hurkara, ami el6segitette a T573 és az 6t kovetd
prolin (azaz a MAPK célszekvencia) DYRK szubsztrat peptidhez hasonlo kot6dési sztereokémia
kialakulasat, akkor a szabad MD futasok alatt kapott komplexeknél energetikailag még kedvezdbb
ppERK2-RSK1 komplex szerkezetet kaptunk (Alexa et al. 2015). Az igy létrehozott MD
trajektéridk alapjan kielemeztiik, hogy melyek azok a kindz domén-domén felszinek, melyek
fontosak lehetnek a katalitikus komplex 0sszeéalldsdban, majd ezek mddositasa révén vizsgaltuk

jelent6ségiiket az ERK2-RSK1 jelatvitelben in vitro és sejtes esszékben is (Alexa et al. 2015).

B2 B B )

Szabad kinazok — ,Encounter” komplex —® ,Readjusting” komplex —* Jelatviteli komplex

Fehérje-fehérje MAPK specifikus MAPKAPK csoport Prolin irnyitott kindz
kéles6nhatasok: (IF1) specifikus csoport specifikus
(IF2) (aktiv hely)

27. Abra A jelatviteli ERK2-RSK1c komplex ésszeallasanak sémaja

Fentiek alapjan felallitottunk egy modellt arra nézve, hogy hogyan jon létre a jelatviteli
szempontb6l aktiv ERK2-RSK1 komplex (27. Abra). Tovabba vizsgaltuk kiilonboz6 CAMK
domént és revD motivumot tartalmaz6 MAPKAPK kimérak segitségével, hogy a korabban
ismertetett eltéré revD motivum alapi MAPK kotés specificitasnak milyen jelent6sége van MAPK-

MAPKAPK komplexek jelatviteli specificitasaban. Az ERK2 funkcionalis szubsztratja az RSK1,
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mig a p38 szubsztratja az MK2. RSK1_pepMK?2 kimérat a p38 és az MK2_pepRSK1 kimérat pedig
az ERK2 is jol tudta aktivalni (Alexa et al. 2015). Mindez arra utal, hogy ha a revD motivumon
keresztiili kindz domén-domén rekrutacié megtortént, akkor a jelatviteli szempontbdl fontos kinaz
domén-domén kontaktok és a dokkolassal 6sszetartott tjonnan kialakul6 negyedleges szerkezetek a
domének kozott hasonloak az 6sszes MAPK-MAPKAPK heterodimerikus komplex parban. A
MAPKAPK enzimeknek ugyanis hasonl6 szerkezetiik van a fehérje kinazok APE régionak nevezett
részén, mig ugyanez a MAPKAPK régié miikodését tekintve eltérd lehet mas fehérje kindzokhoz
képest. Mindezek alapjan pedig elmondhato, hogy a MAPK-MAPKAPK jelatviteli komplexek
kozotti jelatviteli specificitas alapja mindjart az eredetileg rendezetlen revD motivumok és a MAPK
dokkol6 arok kozott kialakulo un. talalkozasi (,,Encounter”) komplexben dél el, mig az ennél az
interakcional joval tranziensebb természetii, kisebb specificitdsi kindz domén-domén kontaktok
inkdbb a katalizis szempontjabdl fontos ,Readjusting” és ,Signaling competent” (katalitikus

Michaelis-Menten) komplex 6sszeallasaban fontosak.

4.4.2. A MEKK3-MKK5-ERK5 MAPK modul

Az ERKS5 aktivacioért felel6s jelpalya komponensei néhany érdekes szempontban kiilonboznek a
masik harom klasszikus (ERK1/2, p38 és JNK) MAPK jelpdlya fehérje kinazaitél. A tdbbi
klasszikus MAPK-t0l eltérGen, amelyek 1ényegében csak egy MAPK doménbdl allnak, az ERKS a
MAPK doménjén feliil egy hosszi C-terminalis régiét is tartalmaz, mely a fehérje lokalizaci6janak
szabalyzasaban fontos illetve lehet6vé teszi, hogy az ERK5 a sejtmagban transzkripcids
transzaktivatorként is miikodhet (Buschbeck & Ullrich 2005). Az ERKS5 aktivatora az MKKS5, ami a
klasszikus MAP2K architekttran feliill (MAP2K domén és egy N-termindlis D-motivum) tartalmaz
egy PB1 domént is a fehérje N-terminalisan. Az ERKS jelpalya legismertebb MAP3K aktivator
kinazai a hasonl6 funkci6ji MEKK2 vagy MEKK3 enzimek. Ezek szintén rendelkeznek egy PB1
doménnel, ami az MKK5 PB1 doménjével alkot heterodimerikus komplexet (28. Abra). Korabbrol
ismert volt, hogy a MEKK3-MKK5-ERK5 modul komponensei sejten beliil is képesek egy
haromkomponensii fehérje kindz komplexbe szervezddni, bar ennek szerkezeti alapjai feltaratlanok

maradtak (Nakamura et al. 2006).
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28. Abra A MEKK3-MKK5-ERK5 MAPK modul sémaja

(a) Az ERKS aktivacidjat a tobbi klasszikus MAPK kaszkadtdl architektirdjaban némileg eltéré MAP2K okozza. Az
MKKS5 ugyanis a klasszikus, mind a hét MAP2K-ban el&fordulé D-motivumon feliil (b panel) tartalmaz még egy PB1
domént is (narancs), ami heterodimerikus komplexet képez a MEKK?2/3 enzimekben 1év6 PB1 doménnel (vilagoskék).
A b panel szerkezeti dbraja az MKK5-ERKS5-tel paralog viszonyban all6 MKK2-ERK2 komplex dsszeallasaban fontos
MAPK-D-motivum peptid komplex kristalyszerkezetét mutatja (Gogl et al. 2013).

Kisérleteinkben el6szor az MKK5-ERKS kolcsonhatast tanulmanyoztuk GST-pull down
alapu darabolésos térképezéssel, majd kvantitativ FP alapu fehérje-fehérje kolcsonhatasi esszékben.
Eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy egy nagy affinitasi (< 100 nM) MKK5-
ERKS5 heterodimerikus kinaz komplex 1étrejottéhez az MKK5-bol mind a harom szerkezeti egység
sziikséges: PB1 domén, D-motivum és az MAP2K domén (29. Abra). Az ERK5 szerkezete még
nem volt ismert, ezért célul tztik ki az apo-ERK5 kinaz domén és egy MKKS5 alapu
konstrukcioval (ami a PB1 domént és a D-motivumot tartalmazta; PB1-D) alkotott komplexének

kristalyositasat.
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29. Abra Az MKKS5-ERKS5 kolcsonhatas karakterizalasa

(a) Az MKKS5 és ERKS kolcsonhatas darabolasos térképezése. (b) A kolcsonhatas kvantitativ jellemzése fluoreszcencia
polarizacios esszével jelolt ERKS5 kotd, D-motivumot tartalmazé peptid segitségével. (c) A kolcsonhatasi esszék

eredményei alapjan felallitott harom kotépontos MKK5-ERKS5 modell.

Az ERK5-PB1-D komplex szerkezete feltarta, hogy az MKK5 D-motivuma és PB1 doménja
pontosan hogyan alakit ki kdlcsonhatast az ERK5-tel, s hogy ebben pontosan mi a szerepe a PB1
doménnek és a D-motivumnak (30. Abra). A MEKK3-b6l és MEKK5-b6l szarmazé PB1 domének
heterodimerikus szerkezete korabban mar ismert volt (PDB ID: 202V). A szerkezetek
szuperpozicionalasa révén, ahol a mindkét szerkezetben k6z6s MKK5 PB1 domént vettiik alapul,
létrehoztuk a MEKK3(PB1)-MKK5(PB1)-ERKS5 heterotrimerikus komplex modelljét, ami koré egy
funkcionalis MEKK3-MKK5-ERKS5 modul épiilhet ki (31. Abra).
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30. Abra Az ERK5-PB1-D komplex szerkezete

(a) A komplex kristalyszerkezete. Piros szinezés jelzi a paralég ERK1/2-ben nem létezd, egyedi ERK5 C-terminalis
fehérjeszakaszt, ami a MAPK doménhez jarulékosan csatlakozik. (b,c) A MAPK dokkolé arok koriili (IF1) és az ERK5
MAPK specifikus extenzié és a PB1 domén kozotti kolcsonhatds (IF2) kinagyitott képe. (d) Az IF1 és IF2

kialakitasaban fontos fehérjeszakaszok oa-val stilyozott Fo-Fc elektrondenzitas térképe.

Erdekes, hogy a MEKK3 nem-degradativ (K63) tipust ubikvitinacidja a XIAP ubikvitin
ligdz altal nagy hatassal van az ERKS jelatviteli modul miikodésére (Takeda et al. 2014).
Kisérleteinkben rekonstrualtuk a MEKK3-MKK5-ERKS5 haromszintli kinaz kaszkadot in vitro és
vizsgaltuk a XIAP altal katalizalt MEKK3 ubikvitindci6 mechanisztikai hatasat és jelent6ségét
ERKS5 aktivalasra. A kisérletekben altalunk el6allitott és tisztitott rekombinans MEKK?3, MKKS5,
ERKS5, XIAP és ubikvitin mintakat illetve megvasarolhat6 E1, E2 enzimeket hasznaltunk. Kisérleti
eredményeink arra utaltak, hogy a MEKKS3 ubikvitinaci6 6nmagaban nem valtoztatja meg az enzim
aktivitasat egy generikus fehérje kindz szubsztraton (mielin bazikus fehérje), s6t a
MEKK3 - MKKS5 atmenet is intakt maradt. Ubikvitinaci6 a MEKK3 altal beinditott MKK5-ERKS
atmenetre hatott, mig érdekes mddon a MEKK3-MKK?7-JNK1 modulban a XIAP altal generalt

MEKKS3 ubikvitindciénak nem volt hatdsa a JNK1 aktivaciéra (32. Abra). Eredményeink arra
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utalnak, hogy a MEKK3-n felépiilt ubikvitin lancok specifikus moédon képesek ,,szétkapcsolni” az
MKKS5-ERKS binaris komplexet a trimerikus komplexben.

ERKS5 MKK5 MEKK3

31. Abra MEKK3(PB1)-MKK5(PB1)-ERK5 komplex szerkezeti modellje

A jobb oldali szerkezeti modellt a MEKK3(PB1)-MKK5(PB1) heterodimer (PDB ID: 202V) és az ERK5-PB1-D
komplex kristalyszerkezetek MKK5(PB1) doménen keresztiili szuperpozicidjaval hoztuk létre. Az igy Osszeallitott
harmadlagos komplex nem mutat sztérikus osszeférhetetlenséget, s a MEKK3-MKKS5-ERKS5 funkciondlis komplex
kozponti kdlesonhaté magjanak szerkezeti modelljének tekinthet6, amihez a MAP2K és MAP3K domének valészintileg

flexibilis koztes szakaszokon keresztiil csatlakoznak.
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32. Abra MEKKS3 ubikvitinacié hatasa az ERK5 és JNK MAPK modulra

(a) Rekombindns, tisztitott MBP-MEKK3 a XIAP ubikvitin E3 ligaz hatdsara ubikvitinalédik (balra), de az igy
modositott fehérje kinaz aktivitdsa egy generikus kinaz szubsztraton nem valtozik (MyBP: mielin bazikus fehérje).
(b,c,d) In vitro rekonstitticiés esszék ERK5 MEKK3-MKKS5 komplex altali foszforilacidjara. A panelek kiilonb6z6 anti-
foszfo ellenanyagokkal kivitelezett Western-blottok eredményeit mutatjak. XIAP altali ubikvitinaci6 hatdsara az ERK5
nem foszforilalédik (panel b), de a MEKK3-MKKS5 atmenet intakt (panel c), hasonldan az MKK5-ERK5 4tmenethez
(panel d), ahol az utébbi esetben egy konstitutiven aktiv MKK5 (MKK5DD) konstrukciét hasznaltunk. (e) A XIAP
altali ubikvitindciénak a MEKK3-MKK?7-JNK1 atmenetekben nincs hatasa.

4.5. Linedris motivumok az éleszté6 NDR/LATS kindz alapu jeldtvitelben

A korébbi fejezetekben bemutattam, hogy a linedris kot6 motivumok éltali kolcsénhatasoknak

milyen fontos szerepe van a MAPK alapu jelatvitelben. Klasszikus MAPK-D-motivum szer(i
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fehérje-peptid dokkolé kolcsonhatasok mas fehérje kinazok, s6t foszfatazok esetében is ismertek
(Reményi et al. 2006). Kordabban egy bioinformatikai algoritmus segitségével - amely élesztd
genomok rendezetlen fehérje régidiban keresett rovid, evoliciésan nagymértékben konzervalt
szakaszokat - leirtak olyan motivumokat, amik a szerkezetileg korabban ismeretlen NDR/LATS
kinaz csalad éleszt6bdl szarazé Cbk1 nevil kinazahoz kotédtek ([YF]xFP motivumok) (Nguyen Ba
et al. 2012). Az NDR/LATS kinazok tagabb értelemben az AGC kindzokhoz tartoznak, Mob ko-
aktivator fehérjékkel egyiittmiikodve eml6sokben példaul a Hippo jelatviteli palya kozponti
regulatorai, ahol sejtosztodas és apoptozis szabalyozasan keresztiil szervek méreteit hatarozzak meg
(Meng et al. 2016), mig éleszt6ben a citokinezis utols6 fazisaban a sejtek korrekt szétvalasaban
szerepet jatszo enzimek termel6dését és aktivitasaért felelnek (Brace et al. 2011).

NDR/LATS kinazok k6zos jellemzoje egy helikalis extenzio ami az AGC kinaz doménhez
N-termindlisan csatlakozik. Az AGC kindzokhoz tartozik egy hidroféb motivum (HM) a kinaz
doméntol C-termindlisan, aminek a foszforilaci6ja - az aktivaciés hurok foszforilacigjan tal -
sziikséges a kinaz aktivitasdhoz (pl. Akt/PKB, PKC). Az NDR/LATS kindzok N-terminalisan
elhelyezkedd helikdlis extenzidja (aMOB) pedig Mob ko-aktivator fehérjék kotddését teszi
lehet6vé, s Mob fehérjék nélkiil a kindz nem aktiv. Kézponti funkciondlis jelent6ségiik ellenére az
NDR/LATS kinazok szerkezete korabban nem volt ismert. Az els6é NDR/LATS kinaz szerkezetet mi
hatdroztuk meg (33. Abra) (Gogl et al. 2015). Az élesztébél szarmazé Cbk1-Mob2 kinz-
koaktivator komplex kristalyszerkezetébdl kiindulva MD szimuldcidék segitségével feltartuk a
hidroféb motivum foszforilaciéjanak és a Mob ko-aktivator kot6désének az egyiittes jelent6ségét, s

modelljeinket in vivo kisérletekkel ellenériztiik is (33. Abra) (Gégl et al. 2015).
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33. Abra A Cbk1-Mob2 kindz-koaktivdtor komplex kristdlyszerkezete és aktivdciés modellje

Feliil: A Cbk1-Mob2 komplex kristalyszerkezete (balra) és a téglalappal jel6lt rész kinagyitotva (jobbra). A bal oldali
panelen a kristélyszerkezetben nem lathato, flexibilis régidk szaggatott vonallal vannak jelélve. A jobboldali panel a
PKB aC hélixszét és a PKB hidroféb (HM) régidjat a Cbk1 szerkezetre helyezve mutatja. A Cbkl HM régioja és rajta
az allosztérikusan aktival6 hatasti T743 aminosav j6l lathat6an mashol helyezkedik el a PKB HM-jéhez képest (Yang et
al. 2002). Tovabb4, a Cbk1 aC hélix rendezetlen, pedig ennek a régiénak kitiintetett szerepe van a kinazok nukleotid
kotésében, s ezéltal az aktivacidjukban (Endicott et al. 2012). Alul: A Cbkl NDR/LATS kinaz aktivacios
mechanizmusédnak modellje. A HM régioéban 1évé T743 aminosav egy felsébb szintli kinaz éltal foszforilalodik, ami
révén a Cbk1-Mob2 komplex autoaktiv lesz és aktivaciés hurkanak auto-foszforilacidja utan nyeri el teljes aktivitasat
(ut6bbi nincs bemutatva a modellen). A panelek bemutatjék, hogy a Cbk1-Mob2 komplex két két6zsebbel rendelkezik,
ami a HM szabalyz6 régiot kotheti: N-Linker/aMOB hasadék illetve a PKB-ban megfigyelhet6 un. PIF zseb (Yang et al.
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2002). Molekula dinamikai szimulaciok azt sugalltdk, majd amit késébb kisérletesen valdszinisitettiink is (Gogl et al.
2015), hogy T743 foszforilaci6 hatdsdra az inaktiv komplexben rendezetlen oC rendezddik a foszforilacié hatdsara
Ujonnan kialakul6 séhidak miatt. A foszforilacié hatasara a Mob2 koaktivatorhoz valé kot6désben résztvevé aMOB
régio atrendez6dése miatt igy végiil is a HM a PIF als6 zsebbe kertil és igy a kinaz katalitikus aktivitasaban fontos oC
rendez6dését s megfelel6 orientidcidba valé allitasat segiti el6. (aMOB: NDR/LATS kinaz konzervalt helikalis régio,
amit a kinaz doménnel az N-Linker régié kot ossze; HM: hidroféb motivum, ami az AGC kinazok foszforilalhato,
allosztérikus szabalyz6 régitja; PIF: a PKB-ban el6szor leirt foszfo-HM kot6 zseb, s a modellben a PKB HM

foszforilacigjat az S474D mutaci6 ,,utanozza”.)

Biokémiai kisérletekkel karakterizaltuk a Cbk1-Mob2 komplex kot6dését két kiilonb6zo
szubsztratbol (Ssd1 és Ace2) szarmazo6 dokkolo peptidekkel, melyek a HxRRxxS/T Cbk1 célhelyek
foszforilaciéjat segitik. In vivo kisérletekkel aztan sikeriilt bemutatni, hogy az Ssd1-ben és Ace2-
ben 1év6 [YF]xFP tipusi dokkol6 motivumok a fehérjékben elhelyezked6 AGC kinaz célhelyek
foszforilaciéjat novelik, s ezen keresztiil az adott enzim-szubsztrat jelatviteli kapcsolat
robosztussagat fokozzdk in vivo. Tovabba a finomitott konszenzusok segitségével felallitott
[YF]xFP dokkol6 és Cbk1 célszekvencidk egyiittes el6forduldsa alapjan sikeriilt tobb olyan Cbk1
szubsztratot azonositani, amik a citokinezis utolsd, a sejtek megfeleld szétvalasat biztositd
folyamataiban jatszanak szerepet. Sajnos ezeknek a kis affinitasu (5-20 mikromolos) fehérje-peptid
komplexeknek nem sikeriilt meghatarozni a 3D szerkezetét, de ab initio dokkolassal, majd azt
kovetd kisérletes ellendrzéssel sikeriilt feltérképezni az Ssd1-bdl szarmazé [YF]xFP motivum
dokkol6 arkat a Cbkl kindz doménjén. Meglepé modon az [YF]xFP motivum az AGC kinaznak
abba a hasadékaba kot6dik, ami topologiai értelemben a MAPK-ok D-motivum két6 arkanak felel

meg, bér ez a hasonlésag nyilvan csak konvergens evolicié révén alakulhatott ki (34. Abra).
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34. Abra A Cbkl NDR/LATS és a Fus3 MAP kindz dokkol6 drka

Felill: Cbk1-Mob2-pepSSd1(DFKFP) komplex szerkezeti modellje. Alul: A Cbkl AGC kindz doménjéhez kot6dd
[YF]xFP motivumok és az ERK2 MAPK doménjéhez kot6d6 D-motivumok ugyanahhoz a kindz domén régichoz
kotédnek, bar a két kindz domén eltéré sajatsagai miatt a kotédési médok teljesen eltéréek. CLT: ,,C-lobe tether”, ami
az AGC kinazokra jellemz6 szerkezeti elem; a C-terminalis hidrof6éb motivum (HM) régiét a minden fehérje kindzban
hasonl6 kindz domén ,;maggal” koti dssze. Utdbbinak részei a konzervalt aD és oE hélixek, s a koztiik 1év6 hurok az

abran mindkét esetben a dokkol6 arok része.
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5. Diszkusszio

5.1. MAPK vazfehérjék: Ste5 vs. JIP1

A Ste5 éleszté vazfehérjére vonatkozé mechanisztikus munkankat szerettiik volna kiterjeszteni a
JIP1 humén vazfehérjére is. A kutatds azonban egy sikerkézponti tevékenység, ezért ,negativ”
eredményeket nehéz publikalni. El6fordulhat, hogy sokszor logikusnak t{ind hipotézisek nem alljak
ki a kisérleti tesztelés probajat. Ezek azonban mégis el6rébb visznek, mert legalabb arra
elegenddek, hogy egy nyilvanvalo lehetséges mechanizmust kizarjunk. A kovetkezd sorokban
roviden beszamolok azokrol az eredményeinkrél, amik nem keriiltek ugyan publikalasra, de mégis
ahhoz vezettek, hogy ma mar meggy6z6déssel mondhatom, hogy a JIP1 és Ste5 vazfehérjék
mechanisztikailag teljesen masképp érik el ugyanazt, azaz MAPK-ok specifikus aktivacigjat (lasd 8.
Abra). Elesztén valé munkdnk bemutatta, hogy a Ste5 egy komplex biokémiai vézfehérjeként
miikodik és példaul aktivan segiti a Ste7-Fus3 jelatvitelt (35. Abra) (Good et al. 2009). Sét, késébb
masok még egyéb érdekes biokémiai ,,tritkkdkre” is fény deritettek (Good et al. 2011).

Fus3 "zart" Fus3 "kinyitott" Fus3 aktiv
MAPKK MAPK

Ste5 %  aktivaciés aktivacios )
hurok hurok
T blokkolt szabad

Ujabb szubsztrat kotés

35. Abra A Ste5 jeldtviteli vdzfehérje mint koenzim

A Ste5 vazfehérje tartalmaz egy szerkezeti elemet (Ste5-ms: 593-786; ms: mini scaffold), ami a Ste7 MAP2K Fus3
szubsztratra specifikus ko-aktivatoraként szolgal. A Ste7-Fus3 bindaris komplexet a Ste7 rendezetlen N-terminalisdban
1év6 D-motivum tartja 6ssze, de ebben a komplexben a Ste7 nem képes a Fus3 aktivacids hurkanak foszforilacidjara,
mert utébbi ,,zart” konformaciéban van. A hurok ,fellazitdsa”, s ezaltal a hatékony Ste7 — Fus3 jelatvitel csak a Stes-

ms:Ste7:Fus3 komplexben torténik meg (Coyle et al. 2013).

Csoportomban kidolgoztunk eljarasokat arra, hogy a Fus3 éleszt6 MAPK modulon végzett
munkankhoz hasonléan a human JNK modul komponenseit rekombinans modon, tisztitott

formaban allitsuk el6 (MAP3K: MLK3, MAP2K: MKK?7 és MAPK: JNK1) és JIP1 hatasat in vitro
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esszékben tanulmanyozhassuk. Ez a megkozelités alkalmas lett volna a JIP1 mechanisztikai
szerepének a tisztdzasara. A JIP1 hatdsa sejtes rendszerekben a JNK aktivaciéjaban korabban
ugyanis jol dokumentalt volt (Whitmarsh et al. 1998), de mechanisztikailag a miikbdése nem ismert.
Csalddottan kellett azonban megallapitanunk, hogy a JIP1-nek nincs hatasa a MAP3K-tol a
MAP2K-on keresztiil terjedd0 MAPK aktivaciora in vitro rekonstiticios esszékben, bar valéban
képes mind a harom JNK MAPK modul komponens kétésére in vitro (36. Abra). S6t redukalt in
vitro rendszerekben inkabb gatl6 hatasa van, mert a JIP1-ben 1évé JNK dokkol6 motivum
hatékonyan kompetal az MKK?7-JNK1 aktivaciohoz sziikséges szintén dokkold hasadékot hasznalo
interakcioval (nincs bemutatva). SOt az is lehetséges, hogy az irodalombodl jol ismert JIP1 D-
motivum egy JNK aktivaciora nézve negativ elem, ami valamiféle JIP1 foszforilacién alapuld
negativ visszacsatolds miatt fontos. Ilyen szempontbol viszont talan mégis hasonlit miikodésében

valamelyest a Ste5-h6z (Bhattacharyya, Reményi, Good, et al. 2006).
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36. Abra A JIP1 nem egy ,,biokémiai” vdzfehérje

(@) MBP pull-down kisérletek rekombindns, tisztitott JNK MAPK modul komponensekkel. Az SDS PAGE gél
Coomassie fehérje festékkel volt festve (MLK3_KD: kinase domén konstrukcid; M: fehérje méret marker; alulrél
felfelé: 25, 30, 40, 50, 85, 100, 120, 135, 150, 185, 200 KDa). (b) In vitro kinaz esszékben a JIP1 fehérjének nincs
hatdsa az MLK3-MKK?7-JNK jelatvitelben. (MLK3_EE: konstitutiven aktiv kinaz.) A fels6 panel a foszfor imaging
segitségével készitett SDS-PAGE autoradiogrammjat mutatja, alul pedig ebb&l a JNK1 foszforilaci6 kinetikai profilja
van bemutatva. (Az fehérjék defoszforilalt allapotban keriiltek a reakciéba és 1 mikroM-os koncentraciéban voltak

jelen. ,,+JIP1” kisérletben lathaté massziv fekete sav a JIP1 JNK altali foszforilacigjanak feleltethets meg.)
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Ma gy gondolom, hogy a JIP1 nem egy Ste5-tipusti ,,biokémiai” vazfehérje, hanem inkabb
egy, csak a sejtes kontextusban értelmet nyerd jelatviteli modulator. A JNK aktivaciora kifejtett
pozitiv hatasat annak kdszonheti, hogy a MAPK-t illetve a JNK modul egyéb aktivator kinazait a
sejten beliil olyan térbeli kompartmentekbe széllitja, ahol ezek koncentraci6ja megndhet és igy
kozvetetten noveli az egyes modul komponensek lokélis koncentraciéjat (37. Abra). Sajnos az
utobbira konkrét kisérletes bizonyitékom nincs, de egy korabbi logikusnak t(ind hipotézis ledéntése
révén felallt egy Gjabb, aminek mentén a jovobeli vizsgalatainkat a JIP1 vazfehérje miikodésének

megértésére tervezziik.

a
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37. Abra A JIP1 szerepe a jeldtviteli cargo szdllitdsdban

(a) JIP1 fehérje domén architektiraja. Az N-termindlis régi6 rendezetlen, mig a C-termindlis rész tobb szerkezeti
domént tartalmaz (pl. SH3, PTB) illetve egy rovid kinezin (KLC) k6t6 motivumot. Az N-terminalis régié tartalmaz egy
JNK koét6 D-motivumot, egy ismeretlen funkciéji, negativ toltési (savas) aminosavakban gazdag régiot, illetve
szamtalan JNK foszforilacios célhelyet, melyek koziil kett6r6l (T103, S421) feltételezhets, hogy van szerepe a kinezin-
cargo kotés JNK-n keresztiili regulaciéjaban (Fu & Holzbaur 2013). Az alsé diagramon a kiilénb6z8 gerinces JIP1 és
JIP2 homolégok kozotti szekvencia konzervéltsag mértéke van feltiintetve (piros: erds, kék: gyenge). (b) JIP1
vazfehérje szerepe a mikrotubulus fiigg6, idegsejteken beliili transzport folyamatokban. JIP1 dimerek képesek membran
fehérjék szallitdsdra (pl. B-APP és APoE2-R), melyek szekréciés vezikuldkhoz kot6dnek (Horiuchi et al. 2007). A

szallitasban a kinezin motorfehérje vesz részt, melyekhez a kiilonb6z6 cargo fehérjék a kinezin koénnyii lancan (KLC)
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keresztiil kot6dnek. A KLC képes kotni a JNK modul felsébb szintii kinazait is (MAP2K: MKK?7, MAP3K: MLK3 és
DLK), melyeket aztdn axon terminalok kozelébe szdllit. Ez a JIP1/2 fiiggd transzport folyamat a modell alapjan végiil
lokalis JNK aktivaciot eredményezhet bizonyos sejten beliili régidkban, és a JIP1 kiiitése sejten belill vagy in vivo
valéban JNK paélya aktivitas csokkenéshez vezet (Dajas-Bailador et al. 2008). Ennek azonban csak sejtes folyamatokon
keresztiil megnyilvanulé mechanisztikus okai vannak, ami egy in vitro, csak a MAPK modul komponenseket tartalmazé

redukalt rendszerben nem nyilvanulhat meg.

5.2. Fehérje kinazok dokkolo kélcsénhatdsai: szerkezeti evoluciobiologia

Linearis kot6 motivumok azonositdsa szekvencia alapon nehéz feladat a konszenzus poziciok
csekély szama valamint a kevés ismert példak alapjan felallithatdé konszenzus szekvencidk
bizonytalansaga miatt (Tompa et al. 2014). A probléma sokszor kett6s: egyrészt nagy léptékd,
protedm szintli kereséshez kevés az informacié a csupan par poziciéban konzervalt, révid (10-15
aminosavas) fehérjeszakaszokban, masrészt a nem szisztematikus moédon kivitelezett
tanulmanyokbdl gydjtott példakbol felépitett konszenzusok nem tiikréznek fizikailag egységes
kotédési modokat. MAPK kot6 D-motivumok proteém szintli azonositasahoz sziikséges volt
mindkett6 problémat egyszerre kezelni. A megoldast egy szisztematikus tanulmany hozta, ami
képes volt a korabbi ,laza” konszenzusokat szerkezetileg egységes rendszerben kezelni, s a keresés
soran a szekvencia egyezéseken til szerkezeti kompatibilitas kényszereket is alkalmazott (Zeke et
al. 2015). A MAPK D-motivumok nagy léptékii, proteom szint(i azonositasara tehat a szerkezeti
biologiai megkozelités hozta meg az attorést. Valdszinlinek tartom, hogy hasonld, a kélcsonhatasok
fizikai természetét is megragadni képes szerkezet alapd megkdzelitések mas fehérje kinazok vagy
foszfatazok esetében is sikerrel lesznek hasznalhatok. Persze mindehhez az adott fehérje-peptid
tipusu kolcsonhatas részletes karakterizalasa sziikséges. A kovetkez6 sorokban bemutatom, hogy a
MAPK D-motivumok szisztematikus azonositasanak eredményeképpen létrehozott magas,
kisérletesen validalt elemszamok birtokaban fontos megfigyeléseket tehetiink egy fehérje kinaz
alapu jelatviteli rendszer kdlcsonhatasainak evolucidjara vonatkozolag.

Evoluicios szempontbol példaul érdekes volt megvizsgalni 62 validalt human D-motivum
eléfordulasat a humén fehérjék ortolégjaiban (38. Abra). Az analizis alapjan elmondhat6, hogy a
legtbtbb ma  ismert, human  fehérjékben  el6fordul6  motivum  (54/62) az
el6gerinchirosokban/gerincesekben jelent meg el6szor és csupan néhany motivum vezethetd vissza
az egysejtli eukariotakig (pl. a MAP2K-ok D-motivuma). Ez azért is meglepd, mert a MAPK-ok
evoluciosan konzervalt enzimek: az éleszt6é Fus3 MAPK-a példaul jol kéti a human D-motivumokat
és ez forditva is igaz: human MAPK-ok kotnek éleszt6 D-motivumokat is (Grewal et al. 2006). Ez

azt mutatja, ami egyébként szerkezetekbdl is jél latszik, hogy a MAPK dokkolé arkok éleszt6tél az
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emberig csak a paralogok kozott valtoztak, de az ortologokban dramai moédon konzervaltak
maradtak. A D-motivumok evoltciés analizisébdl azonban az tlinik ki, hogy a MAPK-ok partnerei
az evoluci6 soran gyorsan valtoztak. Példaul léteznek olyan motivumok is, melyek csak

eml6sokben talalhatoak meg, de korabbi ortologokbol hianyoznak.
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38. Abra D-motivumok evoliiciés analizise

Az abra Osszegzi a korabban ismert és a legutébbi tanulmanyunkban wjonnan azonositott human D-motivumok
eloszlasat a kiilonbozé ma é16 organizmusokban (Zeke et al. 2015). A fels6 grafikon mutatja, hogy a 62 validalt human
motivumbdl melyik meddig kovethet6 vissza a homolég fehérjékben. Alul a % értékek azt mutatjak, hogy egy adott
modell organizmusban az ismert human motivumok mekkora része talalhat6 meg. (A grafikon x tengelye a kdzos 6sb6l

val6 elvalas hozzavet6leges idejét tiinteti fel; mya: millié évvel ezel6tt.)

A D-motivumot tartalmazé human fehérjéknek sok esetben vannak paralégjai (1,2 vagy 3),
melyeknek létrejotte valdszinlileg a korai gerinces evoliicié két fiiggetlen genom duplikaciéjara
(illetve a kés6bbi néhany egyedi génvesztésre) vezethet6 vissza (Ohno 1993). A D-motivumok
paralogokban valé megoszlasa azt sugallja, hogy a D-motivum létrejotte lehet6vé tette egy
génduplikacioval djonnan létrejott fehérjének az 6si MAPK jelatviteli rendszeren keresztiili
specifikus regulaciojat (Zeke et al. 2015). Ez felveti, hogy milyen genetikai mechanizmusok révén
johetnek létre D-motivumok fehérjékben? Ennek a kérdésnek a megvalaszoldsat a tanulmanyunk

soran nagy szamban kisérletesen ellen6rzott human D-motivumokat tartalmazo fehérjék
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torzsfejlodési szekvencia analizise tette lehet6vé. Funkcionalis MAPK kotd régiok létrejottének
valdsziniileg leggyakoribb mechanizmusa a véletlen mutacié fehérjék rendezetlen régiéiban. De
szamos mas mechanizmusra is talalhatunk példakat: illegitim rekombinacio gének kozott, intronok

exonizacibja, vagy korabbi strukturalt domének szétesése mutaciok révén (39. Abra).
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39. Abra D-motivumok létrehozdsdt biztosité genetikai mechanizmusok

D-motivumok sokféle moédon keletkezhetnek, amit néhdny D-motivumot tartalmaz6 fehérje példajan keresztiil
szemléltethetiink. Leggyakrabban fehérjék szerkezet nélkiili szakaszait érint6 véletlen pontmutaciék révén (pl. SMTL2).
De keletkezhetnek korabban strukturdlt doménekbdl is azok rendezetlenné valasa révén is (pl. MABP1), vagy teljesen
de novo kordbban at nem ir6édé DNS/RNS szakaszokb6l (pl. KSR2). Tovabb4, linearis motivumok létrejohetnek mas

korabbi motivumokbdl gén fizidk vagy rekombindcios események révén (pl. AAKG2, MKP5) (Zeke et al. 2015).

Fehérje kindzok kot6 partnereiket legtobb esetben modositjdk, foszforildljak, s ezért
utébbiak legtobbszor tartalmaznak kinaz foszforilacids célszekvencidkat. Egy fehérje kinaz
szubsztrattal valo kotddésének a hatdsa funkciondlis értelemben a célhely moddositasaval jaro
mechanisztikai hatdsokon keresztiil vizsgalhaté legkézenfekvébb médon. A fehérje kinaz célhelyek,
melyek maguk is legtobbszor fehérjék rendezetlen szakaszain helyezkednek el, miikodés
szempontjabol foszfo-kapcsoldk, bar szubsztratok olyan helyeken is foszforilaloédhatnak, melyeknek
(még) nincsen kiilondsebb funkcionalis jelent6sége. Funkcionalis célhelyek foszforilacidja viszont

megvaltoztathatja 1) a fehérje kindz szubsztrat aktivitasat allosztérikus modon (allosztérikus
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kapcsolo) vagy 2) a szubsztrat kélcsonhatasait mas fehérjékkel (pl. a foszfat csoport kozvetleniil
gatolja két fehérje kotddését; negativ FFK kapcsolé; vagy létrehoz egy foszfo-aminosav domén
kot6 helyet; pozitiv FFK kapcsold). Az utébbi esetet két specialisabb, funkciondlis szempontbol
nagy jelent6ségli esetre lehet bontani, ahol i) a fehérjék kiilonb6z6 kompartmentekbe wval6
lokalizacigja valtozik (pl. sejtmag-citoplazma transzport valtozas foszfo-fiigg6 NLS-ek vagy NES-
ek révén) vagy ii) a fehérjék stabilitasa valtozik sejten beliil (pl. degradativ E3 ubikvitin ligaz
kot6helyek létrehozasa révén; foszfo-degron). Fehérje kinaz alapd jelatviteli haldzatok
miikodésének és evolucidjanak megértéséhez tehat a fizikai kotGpartnerek feltérképezésén til, a
jelatviteli logika alapjat add poszttranszlaciés modositas, mint elemi esemény hatasanak a
szisztematikus leirasa is sziikséges. Ezért a jovében a MAPK alapt foszfo-kapcsolok szisztematikus
feltérképezését tervezziik.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy fehérje kindz kot6 linedris motivumok létrejéhetnek
véletlen mutaciok révén ex nihilo fehérjék rendezetlen régioiban (Davey et al. 2015), vagy a
fentiekben ismertetett egyéb genetikai atrendezddések révén (Zeke et al. 2015). De hogyan jonnek
létre a lineéris kotémotivumokra specializalodott dokkolé hasadékok a fehérje kindzok felszinén?
Ha kiragadjuk az ismert példakat a human kinom CGMC szuper csaladjabdl - melyeknek tagjai
nem rendelkeznek a kinaz doménjiik mellett ismert egyéb targetal6 doménnel vagy régioval (lasd 4.
Abra), s ezért partnereik kivalasztasaban a kompakt kinaz doménjiikre vannak utalva - akkor
lathatjuk, hogy wvaltozatos megoldasok léteznek a dokkol6 hasadékok elhelyezkedésére,
kialakulaséra (40. Abra).

GSK3p CDK2/CyclinA

40. Abra Dokkolé hasadékok és peptidek a CGMC kindz csalddban

A dokkolé hasadékok elhelyezkedése a kindz doméneken a CMGC kindzok csoportjaban valtozatos lehet. Mindegyik
kristalyszerkezet hasonlé orientaciéban van bemutatva. Piros ovalis mutatja az ATP kot6 zseb helyét, a dokkolé peptid
kékre van szinezve, a CDK2/cyclinA szerkezetben a ciklin alegység narancssarga. ERK2-pepMNK1 (Garai et al. 2012),
SRPK1-pepASF/SE2 (Ngo et al. 2008), GSK3-FRATide (Bax et al. 2001), CDK2/CyclinA-pepCDC6(RxL) (Cheng et
al. 2006).
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A MAPK-ok és ciklin-fiigg6 kinazok (CDK) dokkol6 kdlcsonhatasainak dsszehasonlitasakor
érdekes megfigyeléseket tehetiink. Mindkét kindz csoport tagjai hasonlé foszforilaciés
célszekvenciaval rendelkeznek (mivel a prolin-iranyitott kinazok kozé tartoznak). Funkcionalisan
természetesen teljesen mas szerepiik van. Szubsztrat kotodésiik soran mindketten dokkolo
kolcsonhatasokat hasznalnak: a MAPK-ok D-motivumot ko6t6 arka a kindz doménen helyezkedik el,
ahogy azt korabban bemutattuk, a CDK dokkol6 arka viszont, ami az RxL tipusu linearis
motivumokat kéti, a ciklin alegységen helyezkedik el (Cheng et al. 2006). Erdekes, hogy a CDK-k,
MAPK-okban lathat6 hidroféb dokkolé zsebei a fehérje C-terminalisan elhelyezkedd hidroféb
aminosavak altal intra-molekularis médon ,,t61t6tt”. A MAPK-okban ezek a hidroféb zsebek (@A és
¢B) nyitottak, mert a MAPK-ok C-terminalisa latvanyosan kiilonb6zik CDK-k C-terminalisatol;
el6bbi ugyanis kialakitja a negativ toltési CD arkot, igy hogy nem a hidroféb zsebek felé
kanyarodik vissza, hanem a MAPK domén N-terminalisa felé ahol egy C-terminalis hélix
segitségével stabilizalja a kindz N-terminalis lebenyét, valahol ott ahol a CDK-k esetében
egyébként a ciklinek kotédnek (lasd 16.b Abra). Mivel a MAPK-k evolticiés szempontbél kozeli
rokonai a CDK-knak, adodik a lehet6ség, hogy az evolicié soran egy kozos 6sbol a két kinaz csalad
tagjai ugy valhattak el, hogy a kinaz doménjiik C-terminalisa eltéré delécios illetve addicids utakat
jart be, s ezaltal lehet6vé valt teljesen tijszerli szubsztrat szelektivitastu profilok kialakitasa anélkiil,
hogy a kinaz ,,mag” és annak célhely szekvencia preferenciaja alapjaiban médosult volna.

A dokkold hasadékok evolucidjara vonatkozolag a MAPK és Cbkl NDR/LATS kinaz
dokkol6 peptid kot felszineinek az osszehasonlitasa is érdekes. MAP kinazok teljesen eltér
szubsztrat célhely preferencidval rendelkeznek az AGC kinazokhoz képest: el6bbiek a prolin-
iranyitott kindzok csoportjaba tartoznak, mig az utobbiak esetében a foszforilaldédé aminosavat
pozitiv toltésli aminosavak el6zik meg. Ezek alapjan a két kinaz csalad tagjai eltérd célhely
szekvencia preferenciaval rendelkeznek. Az a korabban targyalt megfigyelés, hogy a két teljesen
eltérd eredetli, mechanisztikus miikodés és funkcionalis tekintetben élesen elkiiloniild kinaz csoport
tagjai a kindz domén ,,mag” ugyanazon felszinét hasznaljdk jarulékos, dokkol6 kélcsonhatasok
kialakitasahoz valosziniisiti, hogy a MAPK-okon korabban leirt és az els6 NDR/LATS kinaz
szerkezeten Ujonnan feltart dokkolé hasadék hasznalata elterjedt lehet mas, még feltaratlan fehérje
kinaz-partner fehérje kapcsolatokban is.

Mindezek alapjan talan elmondhatd, hogy szerin/treonin kinazok valtozatos csoportjai
el6szeretettel haszndlnak a szubsztrat célhely kot6zsebiik mellett mas fehérje-fehérje
kolcsonhatasokra szakosodott kinaz domén felszineket. Legtobbszor ezek a ,jarulékos” felszinek

adjak a fehérje kinaz-szubsztrat jelatviteli kapcsolatok in vivo megfigyelhetd nagymértékii
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specificitasat.

5.3. MAPK alapu jelatviteli komplexek dssze- és szétszerelése

A XIAP ubikvitin ligaz a MEKK3-hoz nem-degradativ tipusu poli-ubikvitin lancokat
kapcsol (Takeda et al. 2014). A XIAP az ERK5 MAPK modul aktivitasat szabalyozhatja igy, s
ennek a mioblasztok izomsejtekké valé differencidlédasaban lehet fontos szerepe (Klein & Cobb
2014). A konkrét molekuldris mechanizmust, ami alapjan a MEKK2/3 enzimeken létrejovo
ubikvitin lancok gatoljak a MEKK2/3-MKK5-ERKS5 modul aktivitasat még nem sikertilt
megfejteniink. Mindenesetre valészinli, hogy az ubikvitin lancok gatl6 hatasukat kdzvetleniil az
MKKS5-ERKS komplex osszeéllasara fejtik ki, hiszen ubikvitinacié nem befolyasolta a MEKKS3,
illetve az MKKS5 enzimek Kkatalitikus aktivitasat sem. S6t a MEKK3-n valé ubikvitinacio
specifikusan csak az ERK5 modult érinti, mig az MKK2/3-MKK?7-JNK1 aktivacio intakt marad. A
konkrét mechanizmust egy olyan modell alapjan értelmezhetjiik, ahol a MEKK?2/3-n névekvé K63-
on kapcsolt ubikvitin lancok a harmadlagos komplexen beliill kompetalhatnak az ERKS5-
MKKS5(PB1-D) interakcioval. Ilyen szempontbol egyébként érdekes, hogy a Phox and Bemlp
(PB1) doméneknek az ubikvitinhez hasonlé tn. ubikvitin tipusu szerkezete (foldja) van.

A MAPK-ok esetében az ERK5 MAPK modulra leirt XIAP altal kozvetitett szabalyzas egy
jo példa arra, hogy ubikvitinalé enzimek is megvaltoztathatjak MAPK jelpalyak miikddését, akar a
fehérjelebonté proteoszémalis rendszertdl fiiggetlen mechanizmusok révén is. A MEKK?2/3-MKK5-
ERK5 modulon végzett munkank eredményei tehat arra utalnak, hogy jelatviteli komplexek
»szétszerelése” aktiv moédon torténhet nem-degradativ tipusu ubikvitinalas segitségével. S6t, kozos
komponenseket hasznal6 komplexek esetében, a jelatviteli modulaci6o szelektiv. modon is
megvaldsulhat; bar kétségtelen, hogy ennek konkrét biologiai jelentoségét a MEKK2/3-MKK5-
ERKS5 és MEKK2/3-MKK?7-JNK1 MAPK modulok esetében még nem ismerjiik.

A MAPK alapu komplexek magasabb rendli szervezédésére vonatkozoan az ERK2-RSK1
MAPK-MAPKAPK komplexen végzett munkank bemutatta, hogy linearis motivumok miképp
jarulnak hozza jelatviteli szempontbol produktiv negyedleges szerkezettel bir6 kinaz-kinaz
complexek létrejottéhez. Igy felmeriilhet a kérdés, hogy vajon a linearis motivumokon keresztiili
kolcsonhatasokat tdimadva lehet-e az ERK2-RSK1 komplex 6sszeallasat, s ezaltal a sejtnovekedést
serkentd komplexen keresztiili jelatvitelt befolyasolni. Legutébbi munkank azt mutatja, hogy
léteznek olyan természetes mechanizmusok, amik éppen ezen alapulnak. A korai gerincesekben
kifejlédtek, majd késébb latvanyos expanzion mentek keresztiil az S100 kalcium ko6t fehérje csalad

tagjai (Heizmann et al. 2002). A human S100B fehérje a metasztatikus melanémak egy
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diagnosztikai markere (Bresnick et al. 2015), mi pedig azt talaltuk, hogy ez a fehérje kalciumtol
fiigg6 mddon képes az ERK2-RSK1 komplex 6sszeallasat specifikusan gatolni (Gogl et al. 2016).
Az S100B az RSK1-nek ugyanis azt a MAPK ko6t6 motivumot tartalmazo régiojat koti, ami az aktiv
ERK2-RSK1 komplex kialakulasahoz nélkiilézhetetlen. Ez miatt varhato, hogy a melanomakban
nagy koncentracioban jelenlévd S100B fehérje az ERK2-RSK1 komplexet hasznalo sejtes
folyamatokra hatassal lesz, mert konnyedén ,,elallithatja” az egészséges sejtekben a proliferacios és
apoptétikus folyamatok kozott fenndlld egyensilyt; bar igaz, hogy tovabbi tanulméanyok
szitkségesek annak tisztazasara, hogy ez milyen szerepet jatszik melanémak kialakulasaban.

Talan a sejtosztddasban jatszott kozponti szerepe miatt az ERK-RSK komplex még a Kaposi
szarkomat okoz6 Human Herpesz Virus 8 (HHV8 vagy masképp Kaposi sarcoma-associated herpes
virus, KSHV) egyik ORF-jének is a kot6partnere (Avey et al. 2015). A KSHV ORF45 fehérje az
ERK1/2-RSK1/2 komplexekhez k&étodve valahogyan eléri, hogy az ERK-RSK komplexek nagyobb
aktivitast mutatnak a virussal fert6zott sejtekben (Kuang et al. 2008). A mechanizmus erre az
S100B kotddéssel éppen ellentétes hatasra, aminek valésziniileg az ERK-RSK-ORF45 harmadlagos
komplex 6sszeallasa lehet a hattérében, még pontosan nem ismert. El6zetes eredményeink ezen a
téren azonban arra utalnak, hogy a KSHV ORF45 fehérje olyan rendezetlen régiokat tartalmaz,
amik révén a fehérje egyszerre képes kotni ERK1/2 és RSK1/2 fehérjéket (nincs bemutatva).
Reményeink szerint ezen a rendszeren Uj, a D-motivumokt6l eltérd linearis MAPK k&t6 motivumot
és Uj MAPK dokkol6 felszint tarhatunk fel, illetve talan lehet6ségiink nyilik majd a Cbkl AGC
kindz doménjén feltart dokkol6 felszin 6sszehasonlitasara az RSK1/2-ORF45 binaris komplexben
kialakulo felszinnel. Kisérletekbdl ugyanis tudjuk, hogy az utébbi kélcsonhatas a MAPKAPK N-
terminalis AGC doménje és az ORF45 egy linearis kétdmotivumot tartalmazo régidja kozott jon
létre.

Fenti példak alapjan lathatjuk, hogy fehérje kindz alapt komplexek 6sszealldsaban a kinaz
doméneken kialakult dedikalt fehérje-fehérje kolcsonhatd felszinek fontos szerepet jatszanak.
Tovabb4, léteznek természetes mechanizmusok a komplexek &sszeallasanak gatlasara vagy épp
annak elGsegitésére. Patologias esetekben az aktiv jelatviteli komplexek 0Osszeallasanak és
szétkapcsolasanak optimalis egyenstlya felborul, s kivanatos lenne a megvaltozott feltételek alatt
egy Uj egyensuly visszaallitasa. Meggy6z6désem, hogy ez a fehérje-fehérje komplexek dsszeallasat
a fokuszba allité stratégia jo alternativdja lehet a fehérje kindzok aktivitasat direktben gatld
farmakologiai megkozelitéseknek (Bogoyevitch & Fairlie 2007). A konkrét megvaldsitashoz
otleteket pedig a fehérje-peptid tipusi MAPK dokkol6 kolcsonhatasok részletes tanulméanyozasa

soran levont torvényszerliségekbdl is merithetiink.

83



dc_1150 15

6. Sajat kutatasi eredmények osszefoglalasa

Munkankban bemutattuk, hogy

84

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

kozvetitett jelatvitelben.

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

kotédni.

MAPK specificitast meglepd modon a konszenzus szekvencidk kozbiils6, a fehérjét gyakran

kozvetleniil nem érintd részei hatarozzak meg.

MAPK-lineéris motivumok kolcsonhatasainak szerkezeti biokémiai feltarasa utan lehetséges

kivant specificitasi profillal rendelkezd szintetikus peptideket tervezni.

MAPK kotd linearis motivumok meglep6en nagy szamban azonosithatoak sejten beliili

fehérjék szerkezet nélkiili régioiban.

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

specifikus, evolicios szempontbol dinamikus szabalyozasat.

magasabb rendii MAPK komplexek osszeszerel6dése linearis motivumok révén ,,passziv”
modon, mig rendszerszintli mechanizmusok (pl. nem-degredativ ubikvitinacié vagy egy

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

a fehérje-peptid tipustu dokkolas az éleszté Cbk1 (AGC) kinaz alapu 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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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 jelent6ségiik van, s vajon ezek miképp valtozhattak az
evolicio soran. Mindehhez sziikséges volt az atomi felbontasu fehérje szerkezeti vizsgalatok, a
sejtes szinti funkciondlis és a rendszer biologiai szint{i integral6 megkozelitések egységes keretbe
foglalasa. Kisérleteinket el6szor ezért konkrétan az éleszt6 és human mitogén-aktivalt protein
kinazokra (MAPK) épiil6 jelatviteli folyamatok mechanisztikajanak a megértésére terveztiik, amik
aztan késébb kiegésziiltek mas szerin/treonin kinaz altal szabalyzott folyamatok vizsgalataival is. A
fékuszban a kinazok fehérje-fehérje kolcsonhatdsainak tanulméanyozasa allt. Itt bemutattuk, hogy
rovid (10-15 aminosavas) linedris kotémotivumok specifikus modon képesek MAPK-okat kotni és
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 vald szervezddését feltard6 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 modositasat tervezziik.
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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” miikodtetése pedig mar jo
par éve Rakacs Marianna odaadé munkéjanak koszonhet6. Patthy Andrasnak rengeteg kémiailag
szintetizalt peptid eldallitasat koszonhetjiik. A laborban az évek soran, kiilonb6z6 projekteken
szamos diak fordult meg. A teljesség igénye nélkiil 6k a kovetkezék: Gogl Gergd, Garai Agnes,
Varga Janos, Zeke Andras, Glatz Gabor, Férdos Ferenc, Radli Martina, Kirsch Klara, Sok Péter és
P6ti Adam Levente. Kisebb vagy nagyobb mértékben ugyan, de osszességében mindannyiuk
munkaja, hozzajarulasa kellett ahhoz, hogy az értekezésemben leirt eredményeink megsziilessenek,

s hogy MTA doktori palyazatomat megirhattam.
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Abrajegyzék

1. Abra Sejtes jeldtviteli folyamatok sémdja

2. Abra Kiilonbozé jelpdlya architektirdk

3. Abra Molekuldris kapcsolék

4. Abra A humdn kiném és foszfatom

5. Abra MAPK jeldtviteli modulok

6. Abra MAPK-ok illetve MAP2K-ok rokonsdgi viszonyai

7. Abra Fehérje kindzok fehérje-fehérje kolcsonhatds mechanizmusai

8. Abra Eleszté és humdn vdzfehérjék a MAPK jeldtvitelben

9. dbra Sejten beliili reguldcios hdlézatok modularitdsa és evolticios plaszticitdsa

10. Abra Jeldtviteli komplexek miikodését vizsqdlo kisérletes megkozelitéseink sémdja

11. Abra Foszforildcié alapii dot-blot médszer sémdja a MAPK-D-motivumok
kolcsonhatdsdnak tesztelésére

12. Abra MAPK koté D-motivumok proteém szintii keresésére alkalmazott médszer sémdja

13. dbra Ste5 vdzfehérje osszetett szerepe Fus3 aktivitdsdnak szabdlyozdsdban
14. dbra Dokkolo kélcsonhatdsok szelektivitdsa éleszt6 MAPK jelpdlydkban

15. abra Fus3 MAPK dokkolo kolcsonhatdsainak szerkezeti analizise

16. Abra A dokkolé drok kézponti szerepe MAPK jeldtviteli folyamatokban
17. Abra MAPK kété peptidek kétédési affinitdsa és specificitdsa

18. Abra MAPK-dokkolé peptid szerkezetek (ERK2, p38a, JNK1)

19. Abra MAPK specificitds szerkezeti okai

20. Abra MAPK specificitds raciondlis tervezése

21. Abra Kiilénbéz6 MAPK dokkol6 peptid féldnc konformdciés osztdlyok az ismert
fehérje-peptid szerkezetek alapjdn

22. Abra Foszforildcion alapulé dot-blot esszék eredményei (ERK2, p38a és JNK1)
23. Abra PSSM-ek szekvencia logéi

24. Abra Az ERK2 és RSK1 kélcsonhatds karakterizdldsa

25. Abra Az ERK2-RSK1 komplex kristdlyszerkezete

26. Abra Az ERK2-RSK1 szerkezet MD analizise
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Fuiggelék

F1 Tablazat. A vizsgalt fehérjék Uniprot azonositéinak listaja

Fehérje Uniprot név Megjegyzés
Fus3 P16892 MAPK (S. cerevisae)
Kss1 P14681 MAPK (S. cerevisae)
Hog1 P32485 MAPK (S. cerevisae)
Ste5 P32917 Vazfehérje (S. cerevisae)
Msg5 P38590 Foszfataz (S. cerevisae)
Ste7 P07784 MAP2K (S. cerevisae)
Cbk1 P53894 NDR/LATS kinase (S. cerevisae)
Mob?2 P43563 Kinase coactivator ( S. cerevisae)
MKK1 Q02750 MAP2K (H. sapiens)
MKK2 P36507 MAP2K (H. sapiens)
MKK4 P45985 MAP2K (H. sapiens)
MKKS5 Q13163 MAP2K (H. sapiens)
MKK6 P52564 MAP2K (H. sapiens)
MKK?7 Q14733 MAP2K (H. sapiens)
MEF2A Q02078 Transzkripciés faktor (H. sapiens)
NFAT4 Q12968 Transzkripcios faktor (H. sapiens)
JIP1 Q9UQF2 Vazfehérje (H. sapiens)
ERK2 P28482 MAPK (H. sapiens)
ERK5 Q13164 MAPK (H. sapiens)
p38a Q16539 MAPK (H. sapiens)
JNK1 P45983 MAPK (H. sapiens)
MNK1 Q9BUBS5 MAPKAPK (H. sapiens)
RSK1 Q15418 MAPKAPK (H. sapiens)
RSK2 P51812 MAPKAPK (H. sapiens)
MK2 P49137 MAPKAPK (H. sapiens)
MLK3 Q16584 MAP3K (H. sapiens)
MEKK3 Q99759 MAP3K (H. sapiens)
XIAP P98170 E3 ubikvitin ligaz (H. sapiens)
S100B P04271 Ca-kot6 fehérje (H. sapiens)
ORF45 Q77UV9 Human herpes virus (HHV8) korai ORF
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F2 Tablazat. MAPK koét6é D-motivum konszenzus szekvenciak és a szerkezeti kompatibilitas

analizis soran hasznalt PDB fajlok, modellek listaja

Motivum osztaly Konszenzus szekvencia* Megjegyzés Szerkezeti
vagy tipus neve # templat
PDB kodja
JIP1 8-(PL-X1-X2-LPA-X3-([)]3 QoL = P 1UKH
on =18 (JNK1)
X1, X2 = [/\P]
NFAT4 9-X1-X2-(|)]_-X3-(PA-X4-(|)B QL = [LIM]$ 2XS0
op =15 (JNK1)
X1, X2 = [/\P]
MEF2A e-e-X1-X2-(pL-X3-(|)/\-X4-([)B - 1LEW
Tagabb MEF2A tipus (p38a)
MKK6  0-x1-0-x{3}-01-X5-0a-X6-05 - 2Y80
tipus (p38a)
mas 0{1-2}-x{2-4}-01-X5-Pa-X6-0p - N/A
tipus
Tagabb DCC DCC 0{1-2}-x{2-4}-0 -X5-Xg-0a-X7-01 o= [PLIV] 3071
tipus =P (ERK2)
Farl 0{1-2}-x{2-4}-0 -X5-Xg-0a-X7-01 o= [PLIV] 3071
tipus =P (ERK2)
Tagabb HePTP Ste7 Ou-X1-0-0-x{4}-01 -Xe-0r-X7-05 x; = [AP] 2B9I
tipus (FUS3)
HePTP  @u-X1-X2-0-0-x3-x{4}-01 -Xg-0s-Xo-0r X1, X2 = [\P] 2GPH
tipus (ERK2)

X3:(}$

* 0: [RK], @u:[LIV], @r: [LIVMP], @a: [LIV], @p: [LIVMF]; x barmely aminosav lehet, kivéve a “Megjegyzések”

oszlopban szerepl6ket. * Az x-ek szdmozdasa balrél jobbra tértént. A barmilyen aminosav kivéve prolin [AP]. * Néhany

poziciéban el6fordulé aminosavak lehetGségeit szerkezeti informaciok alapjan tovabb korlatoztuk. A szerkezeti

modell konkrét MAPK-a zaréjelbe téve.
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