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BEVEZETES

A sejteknek folyamatosan reagalniuk kell az 6ket koriilvevd kornyezet jeleire, melyet a
sejten beliil 1étrejovo jelatvitel (szignal transzdukeid) mechanizmusa tesz lehetdvé.

A mitogén aktivalt protein kinazok (MAPK) olyan Ser/Thr kindzok, melyek a sejten kiviili
térbol érkezd ingerekre kiilonbozé receptorokon keresztiil aktivalédnak. Az emldsokben
tizennégy MAPK-t karakterizaltak (az S. cerevisiae-ban 6t6t), melyeket hét csoportra lehet
osztani. A konvencionalis MAPK-ok csoportjaba tartozik az ERK1/2 (Extracellular signal-
Regulated Kinaz 1/2), a JINK1/2/3 (c-jun N-termindlis Kinaz), a p38 izoformak (a, B, v, d) és
az ERKS. Ezeknek a fehérjéknek a kindz doménjén talalhato aktivacids hurok tartalmaz egy
Thr-X-Tyr motivumot, amely a fels6bb aktivaitor MAPK kinazok (MAPKK) éltali
foszforilaciot teszi lehetové. A legjobban tanulmanyozott csoport az emlés MAPK-ok
korében az ERK1/2, a p38 és a JNK csaladok. A konvencionalis MAPK-okat egy specifikus
modulokba szervezddott, foszforilacios kaszkad szabalyozza, ahol a MAP2 kindz (Ser-/Thr-
¢és Tyr kettds specificitasu kinaz) egy MAPK-t, mig a MAP3 kindz egy MAP2K-t foszforilal a
Ser/Thr oldallancaikon keresztiil. A MAP kinazok prolin vezérelt kinazok, mivel csak ugy
képesek Ser/Thr oldallancokat foszforilalni, ha azokat kozvetleniil egy prolin aminosav
koveti.

A MAPK-ok altal vezérelt sejtes funkcidk szdmos szubsztrat foszforilacidjan keresztiil
valosulnak meg. Ezek kozé tartoznak a MAPKAPK (MAPK aktivalt protein kindz) csalad
tagjai (RSK-k, MSK-k, MNK-k, MAPKAPK-k), kiillonb6z6 transzkripcios faktorok (pl.
MEF2A, NAFT4), allvanyfehérjék (pl. KSR2) vagy foszfatazok (pl. HePTP).

Az MAPK-ok szerkezete a egy foként B-red6kbdl felépiild, kisebb N-termindlis és egy
leginkabb a-helikalis struktiraja, nagyobb C-terminalis lebenybdl all. A két domén kozott
helyezkedik el az ATP, illetve egy vagy két Mg”" iont megkotni képes katalitikus régio.
Minden MAPK C-termindlis lebenyén taladlhatdé egy 20-35 aminosav hosszlsagu, flexibilis
szakasz, ez a kinaz aktivacios hurok. Itt talalhat6 a Thr-X-Tyr (TXY) motivum.

A MAPK szignalizacids palydkban a magas szintli szubsztrat specificitdst a dokkolo
interakciok teszik lehetdvé. Ez a tipusu kdlcsonhatds a MAPK partnerekbdl szarmazd, néhany
aminosavbol 4ll6, linearis szekvencia motivumok ¢€s a kindz komplementer arka kozott jonnek
létre. A MAPK-ok esetében a legjobban karakterizalt linearis motivum a az Un. dokkold

peptid, egy 10-15 aminosav hosszisagu fehérje szakasz, melyet az aktiv hellyel szemkozti



oldalon elhelyezked6 MAPK dokkol6 arok ismer fel. Ezek a motivumok egy vagy tobb, N-
termindlisan elhelyezkedd bazikus oldallancbdl (R/K(i2)), egy linker régiobol (X)) és
né¢hany C-terminalis, konzervalt, hidroféb aminosavbol (X ®) allnak. A kinaz dokkolo arka a
peptidekkel komplementer savas (CD-domén) €s hidrofob karakterti régiobol all. Dokkolod
peptidek szubsztratokon feliil aktivator kindzokon (MAP2K), foszfatdzokon, downstream
kinazokon (MAPKAPK) és egyéb szabdlyoz6é molekulakon, példaul allvanyfehérjéken is
eléfordulhatnak. A D-motivumot elsOként az élesztd6 MAP2K Ste7, MAPK Kssl és Fus3
utvonalban fedezték fel, mely analog az emldsok p38, JNK és ERK halézat dokkold
kolecsonhatésaival.

Atfogé és 6sszehasonlitd tanulmanyok hianyaban, a MAPK-ok dokkold specificitasanak
szerkezeti alapkdvei még mindig feltaratlanok. Munkank soran szerettiik volna feltérképezni,
hogy a dokkol6 motivumok pontosan milyen mértékben jarulnak hozzd a MAP kindzok
fiziologias szempontbol mar karakterizalt kapcsolatainak kialakitdsdhoz. Valamint egy olyan
koherens MAPK — D-motivum specificitas szerkezeti modellt mutatunk be, amely leirja a
dokkolo peptidek specifikus vagy promiszkuus tulajdonsagait, €s a mar korabban felfedezett

peptidek specificitasat.

CELKITUZESEK

Munkdmban a MAPK-ok és kolcsonhatd partnereikben talalhatod linearis kotémotivumok
kozotti kapcsolatok specificitasanak feltérképezését tliztem ki célul.

Az irodalombdl ismeretes volt szamos olyan fehérje, melyekkel a MAPK-ok dokkolo
kolcsonhatasokat alakitanak ki. Azonban nem késziilt még eddig olyan atfogd tanulmany,
mely kvantitativan térképezné fel az egyes peptidek kotddési affinitdsat, és a specificitds
szerkezeti hatterét feltarnd. Ezért célul tiiztem ki, hogy a harom f6 MAPK (ERK2, p38a,
JNKI) ¢és egy sor dokkold peptid kolcsonhatasat megvizsgdlom. Legfobb kérdéseim az
alabbiak voltak:

- A kivalasztott peptidek hogyan csoportosithatok MAPK kotd képességeik szerint?

- Szerkezetileg milyen eltérések fedezhetok fel a MAPK-ok dokkolo arkaban?

- MAPK ¢és dokkoldo peptid komplexek szerkezete adhat-e magyarazatot az egyes

peptidek szelektiv és specifikus kotési tulajdonsagaira?

Fenti kérdések megvalaszolasara az alabbiakat terveztem:



Az irodalombol kivalasztott 15 darab MAPK koté dokkold6 motivum affinitdsanak
kvantitativ meghatarozasa fluoreszcencia polarizaciés mérésekkel, majd néhany
transzkripcids faktor riporter alkalmazasaval a biokémiai specificitds meghatarozasa.
Kiilonb6z6 specificitas profild  peptid-MAPK komplexek kristalyszerkezetének
meghatarozasa, és az egyedi jellegzetességek megismerése mind a peptid konformacio,
mind a dokkol6 arok topografia szemszogébal.

Annak érdekében, hogy a szerkezetek alapjan felallitott hipotéziseinket
finomhangoljuk, a peptidekbe, illetve kindzokba pontmutaciokat épitettiink be.

A peptidekkel végzett kisérletek megerdsitése teljes hosszusagi fehérjékkel veégzett

mérésekkel.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

A fehérjék eldallitasdhoz alapul szolgdldo DNS konstrukciokat cDNS-bdl allitottuk eld
altalanos  biokémiai moddszerek segitségével, melyek pontos bazissorrendjét
szekvenalassal ellendriztiink.

A rekombinans fehérjéket E.coli heterolog expresszios rendszerben hoztuk létre, majd a
kinyert fehérjéket affinitdas (Ni, GST, MBP) ¢és ioncsere (Resource Q ¢és S)
kromatografiaval tisztitottuk meg.

Az in vitro kdlcsonhatés vizsgalatok soran alkalmazott modszerek:

o Pull-down kisérletek: GST-f0zi0s csali fehérjeket GST-gyantdhoz immobilizaltuk,
majd a préda fehérjével torténd inkubalast kovetden, SDS-PAGE-en ellendriztiik az
interakci6 1étrejottét. A HEK293T sejt lizatummal végzett méréseket Western-blot
technikaval detektaltuk.

o Fluoreszcencia Polarizacio (FP): a szintetikus peptidek és a MAPK-ok
kolcsonhatdsainak  kvantitativ.  meghatdrozdsara  szolgalt. A  mérés sordn
tetrametilrodamin- (TAMRA) ¢és karboxifluoreszcein- (CF) jeldlt peptideket
alkalmaztunk fluoreszcens riporterként. A 384-lyuku plate-re osztott reakcioelegyeket
Synergy H4 (BioTek Instruments) berendezéssel mértik meg fluoreszcencia
lemezolvasé bedllitassal (FC jelolés: excitacidos/emisszidos hullamhossz: 515/535 nm;
TAMRA jelolés: 550/590 nm).

o Radioaktiv kinaz essz¢: A kiilonb6zd aktivator kinazokkal — konstitutivan aktiv
MAP2K ¢és foszforilalt MAPK-ok — végzett kisérletek soran 32P-yATP segitségével
vizsgaltuk a kiilonboz6 szubsztratok foszforilaltsagi fokat. Az SDS-PAGE-re felvitt,

4.



majd a gélkazetta fotoérzékeny filmjét Typhoon Trio + szkennerbe (Amersham
Biosciences) olvastuk le, a kapott képeket pedig ImageQuant program segitségével
értékeltiik ki.

o Felszini plazmon rezonancia (SPR): A méréseket Biacore 3000-es miiszeren végeztik
CM5-06s szenzorchipen a Debreceni Egyetemen. A chip felszine immobilizalt anti-
GST-t tartalmazott, ehhez kotottilk a GST-fuzios csali fehérjéket. A préda fehérjéket
novekvé koncentracioban injektaltuk a rendszerbe, €s a Response Unit valtozast
detektaltuk. Az adatokat a BIAevaluation 3.1 szoftver segitségével elemeztiik.

o Western-blot: MAPK-ok foszforilaltsagi allapotanak, illetve HEK293T sejtlizatumbol
készitett pull-down esetében az SDS-PAGE futtatasat kovetden alkalmaztuk. Anti-
foszfo MAPK, anti-GST (Cell Signaling) és anti-FLAG (Sigma) elsédleges, valamint
anti-nyul masodlagos ellenanyagokkal (Cell Signaling) végeztiik el a reakciokat. Az
eléhivas ECL oldattal (GE Healthcare, ECL Plus) tortént. Typhoon Trio + scanner
(Amersham Biosciences) segitségével, fluoreszcencia alapjan (excitacids/emisszids
hullamhossz: 480/530nm) detektaltuk a jeleket.

In vivo kolcsonhatas vizsgalatok soran alkalmazott modszerek:

o Bimolekuléris fluoreszcencia komplementacié (BiFC): A YFP (sarga fluoreszcens
protein) két fragmensét pcDNA3.1 vektorba épitettiik, és a vizsgéalni kivant fehérjék
DNS-¢t fuziosan épitettiik mellé, majd HEK293T sejtekben koexpresszaltattuk a
fehérjéket. A mérést Synergy H4 (BioTek Instruments) berendezéssel végeztik a
fluoreszcencia lemezolvaso bedllitdssal (excitacidos/emisszios hullamhossz: 515/535
nm). A sejtek megfigyelése konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkop (Olympus IX81;
Olympus  FluoView 500 lézerpasztazd  rendszer)  segitségével  tortént
(excitacios/emisszios hullamhossz: 514/535-560 nm).

Kristalyositas: A kristalyositdsok soran ioncserélt, His6-cimkementes (TEV-hasitott),
defoszforilalt MAPK-okat hasznaltunk 10-15 mg/ml ko6zotti koncentracioban. A kristalyokat
fliggdcesepp-modszerrel novesztettiik. Az 6t szerkezet megtalalhatdé a PDB adatbézisban:
INK1-pepNFAT4 (PDB: 2XRW); p38a-pepMKK6 (PDB: 2Y80); ERK2-pepMNK/ (PDB:
2Y90), ERK2-pepRSK1 (PDB: 3TEI), ERK2-pepSzint_revD (PDB: 4FMQ).



EREDMENYEK — TEZISEK

— FEls6ként FP mérésekkel meghataroztuk 11 klasszikus, szintetikusan eldallitott D-peptid
kotddési allandojat a harom MAPK-zal (ERK2, p38a, JNKI1). Majd szelektivitasuk
alapjan 3 csoportba osztottuk Oket: specifikus, szelektiv és promiszkuus.

— Aktivitas kisérletekkel megallapitottuk, hogy a MEF2A, NFAT4 és NFAT1 transzkripcids
faktor fragmensek foszforilalhatésagat a dokkolod peptidek hatarozzak meg.

— Meghataroztuk, hogy a MAPKAP kinazok C-terminalis régiojabol szdrmazd dokkolo
peptidek specificitisa megegyezik a MAPK aktivacios utvonalak mintazataval, de a
peptidek kotédésének iranyultsaga éppen ellentétes, reverz iranyultsagu.

— Megoldottunk négy MAPK-dokkold peptid komplex kristalyszerkezetét, amelyeket
részletesen elemezve feltarult elénk a peptidek szelektivitasanak szerkezeti hattere.

— A hasonlo felépitésii dokkold éarokkal rendelkezd ERK2 ¢és p38a kindzok esetében
pontmutéaciokat épitettiink be ezen régioba. igy megallapitottuk, hogy az eltérd jelatviteli
utvonalakat vezérl6 MAPK-ok dokkold arkanak felépitése finom hangolja a specidlis
kotddést a partnerfehérjék dokkold motivumaival.

— Feltételeztiik, hogy a MAPK-dokkold peptid kotddésben jelentds szerepet jatszanak a
peptiden beliil (intrapeptid) kialakulo H-hidas kapcsolatok. Ezt a hipotézisiinket
pontmutacids vizsgalatokkal ¢és tovabbi kristalyszerkezet (ERK2-pepSzint revD)
megoldasaval timasztottuk ala.

— A feltart szerkezetek alapjan iranyitott szelektivitdsi motivumokat hoztunk létre
mesterséges szekvenciaju peptidekkel, melyekkel igazoltuk a peptidszekvencia kiilonb6z6
régioinak a jelentdségét. Megallapitottuk, hogy néhdny aminosav cseréjével l1étrehozott
mesterséges D és revD motivumok specificitas kotddési profilja koveti a mutaciokkal
bevitt szerkezeti valtozasokat.

— A dokkold peptideket kotddési modjuk szerint 5 csoportba soroltuk: JIP-, NFAT4-,
MKKG6-, HePTP-tipusu klasszikus és MAPKAPK-tipust reverz D motivumok.

— Teljes hosszusagt fehérjéken végzett kdlcsonhatas vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a
dokkol6 peptidek meghatarozzak a specifikus jelatvitelt, azonban néhany esetben egyéb
mechanizmusok is szerepet jatszanak a specifikus interakcid 1étrejottében (ERK2-MKK6
¢és p38a-MKKI).

— Aktivitds kisérletekkel megértettiik a specifikus MAPK—MAPKAPK jelatvitel

meghatdrozo tényezoit.



KOVETKEZTETESEK

Kiilonbozo jelatviteli fehérjékbdl szarmazéd linearis motivumok MAPK-ok (ERK2,
p38a, JNK1) dokkold arkaba torténd specifikus kotddését vizsgaltuk in vitro. Szerettiink
volna Osszehasonlitani ezeknek a fehérje-peptid tipusti kolcsonhatasoknak a biokémiai €s
biologiai specificitasat.

Kotodési iranyultsagukat tekintve a peptideket két f6 csoportba tudtuk sorolni: klasszikus
¢s reverz iranyultsagu (revD) motivumok.

Azt taldltuk, hogy mig a klasszikus D-motivumok csak JNKI-et tudjadk megkiilonboztetni
hatékonyan a p38 és ERK2 kinazoktol, addig csak a reverz irdnyultsdgi peptidek képesek
kiilonbséget tenni az utobbi két kindz kotésében is.

A peptid szekvencidban egyarant eldfordulnak konszenzus aminosavak meghatarozott
pozicidkban, és variabilisabb régiok is. A konszenzus poziciokat elfoglalo aminosavak a CD-
arokkal és a kisméreti hidrofob zsebbel 1épnek kolcsonhatasba, és csak altalanos felszini
motivumokhoz kotddnek, tehat nem diszkriminativ modon jarulnak hozzd a kotddésekhez.
Ezzel szemben a konszenzus oldallancok kozotti szakaszok esetében azt talaltuk, hogy ezek a
variabilis aminosavak a meghatdrozé elemei a dokkold arokba torténd koté mod €s a MAPK
specifitas profil kialakitasanak.

Vagyis az eltérd Osszetételii és hosszusdgi dokkold peptid koztes régidok az egyszerii
fehérje-fehérje interakciok elengedhetetlen eszkozei. Ezekben a variabilis régiokban 1évo
aminosavak intrapeptid H-hidakat hoznak létre vagy korlatozzak a f6lanc flexibilitasat prolin
oldallancok altal. Ezek a tulajdonsagok lehetévé teszik, hogy akar rovid (<15-20 aminosav)
peptidek jelatviteli szempontbdl relevans mikromolos affinitassal, de mégis specifikus modon
kotddhessenek MAPK-okon 1évo sekély fehérje-fehérje interakcios felszinekhez.

Tovabba D-motivumokat tartalmazd peptidek specifikus interferencidt mutatnak a
kiilonboz6 MAPK utvonalak altal szabalyozott fiziologia funkcidkkal.

Mesterségesen tervezett peptidekkel képesek vagyunk finom hangolni a fehérje-peptid
kolcsonhatasokat, €s ez altal a MAPK jelatvitel specifikussagat in vivo, még egy olyan k&to
felszin esetében is, amely altaldnosan fordul el6 a MAPK-ok korében.

Osszességében kijelenthetd, hogy ezek a kisméretii peptid motivumok hatékonyan
képesek megkiilonboztetni az ERK2, p38a ¢és JNK1 dokkold arkokat, és meghatarozzak vagy

nagyban hozzajarulnak az in vivo szignalizacios logikdhoz a MAPK-ok ¢és partnereik kozott.



Ezek az eredmények olyan inhibitor molekuldk fejlesztését vezethetik eld, melyek

segitségével egy hibas utvonal specifikusan gatolhatova vagy aktivalhatova valik a kinazok

aktiv helyétdl eltéré dokkolo arkan keresztiil.
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