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A sejtosztédas szabalyozasa

Az eukaridta sejtek osztddasa, amely lehet szamtartd (mitdzis) és szamfelezd
(meidzis) alapfeltétele az egyedfejlodésnek, tébbsejtl él6lények kialakulasanak,
szoveti differencidlédasnak és regeneracidénak, valamint a fajfenntartasnak -
maganak az életnek. Az osztddni képes sejt életciklusanak leghosszabb sza-
kaszaban, az un. interfazisban a sejt megduplazza genomjat (és egyéb struk-
turdit), és elvégzi a DNS szintézis soran keletkezett hibak kijavitasat. Ezt
kovetéen a sejt felkészll a fizikai kettéosztdoddsra, amely a sejtciklus
legrovidebb szakaszaban, az Un. mitdzis fazisaban megy végbe. A mitdzis soran
az anyasejt két utédsejtbe rendezi a mar megkett6z6dott és egyenl6é aranyban
szétvalasztott genomjat, igy biztositva a genetikai integritast az organizmus
élete soran. A sejtciklus hibas m(ikédése génmutaciok, kromoszdma szerkezeti
és szambeli eltérések és egyéb anomalidk kialakulasat eredményezheti, melyek
fejlodési rendellenességek, neurodegenerativ elvaltozasok vagy sejtproliferacios
betegségek (pl. a rak) kialakulasahoz vezethetnek. Ezért fontos megismerni és
megérteni, hogy milyen molekularis folyamatok vesznek részt a sejtciklus és

annak kilonféle fazisainak szabalyozasaban.

A sejtosztddasi ciklus szigordan szabalyozott, melynek minden |épését precizen,
magas fidelitdssal kell végrehajtani. E folyamatban kritikus szerepe van tébb
szaz fehérjének (és mas makromolekuldnak), melyek katalitikus aktivitasa,
fizikai jelenléte és megfeleld miikodése meghatarozé a sejtosztdodas szamara.
Némelyek szerkezeti alkotéelemei szupramolekularis képzédményeknek, mint a
kromoszoémak, a centroszéma par, a kinetokdér vagy a centroméra. Masok

katalitikus aktivitassal rendelkez6 enzimek, melyek a szupramolekularis
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képz6dmeények kialakulasat iranyitjak, fehérjemolekuldak mikodését, szubcel-

lularis elhelyezkedését, szallitasat, lebontasat vagy stabilitasat szabalyozzak.

Fehérjék foszforegulacoja
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1. abra. A foszforilacié folyamata és hatasa a célfehérjére. A fehérjék foszforilacidjat
kinadzok katalizaljak, mig defoszforilaciojukért foszfatazok felelések. A foszforilalt célfehérje
térszerkezeti valtozason megy keresztiil, mely a funkcidjat is megvaltoztathatja (pl. ki- vagy
bekapcsolhatja egy enzim aktivitasat).

A sejtciklus és kllonosképpen a mitdzis szabdlyozasaban kiemelked6 szerepe
van az un. fehérje foszforildcidnak, amely az egyik leggyakoribb fehérjéket
érint0 reverzibilis posztszintetikus modositas. A foszforilacié soran a célfehérje
tirozin, szerin vagy treonin aminosavainak oldalldncahoz egy negativ toltésl
foszfat csoport kapcsolddik, melyet fehérje kinazok katalizalnak. Eltavolitasaban
pedig a fehérje foszfatdz enzimek vesznek részt (1. abra). Foszforilacié jelen-
|étében vagy hidnyaban megvaltoznak a szubsztratum fizikokémiai tulajdonsa-
gai, amelyek a célfehérje sejten vagy mitétikus struktirakon beliili
elhelyezkedését, aktivitasat (ki- vagy bekapcsolds) (1. abra), koélcsonhatd
partnereinek Osszetételét vagy féléletidejét is meghatarozhatjak. A fehérje
foszforilaciés mintazata ugyanakkor eltérd is lehet attél fliggben, hogy melyik
kindz moddositja és mely sejtciklus stadiumban, igy egyetlen fehérje tdbb
kilonboz6 funkciot is betdlthet e szabalyozasnak kdszénhetéen. A foszforilacio
tehat mintegy molekularis kapcsold jatszik szerepet a sejtosztddas folyamatai-

nak finomhangolasaban.
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A fehérje foszfatazok - nehézségek
Tudomanytorténeti érdekességnek szamit, hogy mig a sejtosztédasban szerepet
jatszéd mitotikus kinazok miikodésérdl viszonylag nagy ismeretanyaggal ren-
delkezlink, ismerjik specifikus szubsztratumaikat, szabalyozasukat és
m(ikodésliik molekuldris részleteit [1-2] (persze nem minden esetben), alig
tudunk valamit az ellentétes hatasu fehérje foszfatdzok szerepérél. Ennek egyik
f6 oka, hogy a fehérje foszfatazokat latszolag sokkal kevesebb érdeklddés
ovezte az elmult évtizedekben, mint a kinazokat, ami jol lathaté a megjelent
kézlemények szamaban is (2. abra). Mig a kinaz terllet ,exponencialis robbana-
son” ment keresztil, addig a foszfatdzokrdl sz6l6 munkak lassan gyarapodnak,
és joval lemaradnak a kinazok utan. Ez azért is meglepd, mert az els6 foszfatazt
évekkel elobb leirtak mint, az els6 kinazt [3]. Mi lehet ennek a jelenségnek az
oka?
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2. abra. A kinaz és foszfataz teriileten k6zolt kutatomunkak gyakorisaganak osszeha-
sonlitasa.

O

-

sttt

@ i

V76 =

=
ol

1996 T
1956

1901

2011

1961
19¢
197
197
198
19

y
(o)

16¢
200

A torténelmi okok kozott megemlithetd, hogy hosszu évekig az a téves elkép-
zelés élt, hogy a fehérje foszfatazok haztartasi enzimek, melyek mindenféle
specificitast melldzve, az Utjukba kertllt 6sszes foszforilalt fehérjét defoszfo-
rildljak. Ma mar tudjuk, hogy ez képtelenség, hiszen valamennyi foszfataz enzim

szigorlan meghatarozott szubsztratumkorrel rendelkezik, ideértve mas fosz-
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fatdazokat [4-5] és kinazokat is [6-7]. A mitdtikus kinazok tdbbsége
(auto)foszforilacid révén valik katalitikusan aktivva, ezért adja magat a
feltételezés, hogy a foszfatdzok fontos szerepet jatszanak a kinazok
m(ikodésének szabalyozasaban is. Ma mar tudjuk, hogy szamos onkogén hatasu
mitotikus kinaz [8] aktivitasat valdban foszfatazok tartjak kordaban, ezért nem
meglepd, hogy ezek az enzimek nagy érdekl6désre tettek szert az utdbbi
években, s némelyiket potencidlis tumorterapias célpontként tartjak szamon
[9-10].

A fehérje foszfatazok lassu megismerésének valddi oka azonban inkabb tech-
nikai eredetli. A human genom kozel 500 kinaz-aktivitasu fehérjét kédol (szem-
ben a 200 foszfataz-aktivitasu fehérjével [11]), melyek mind nagyon hasonlo
biokémiat alkalmazva m(kddnek. A szubsztratumhoz és foszfatdonorhoz vald
kapcsoldodast kdvetben a kinaz szerkezeti valtozason megy keresztll, amelyet a
fataz-aktivitdssal rendelkez0 fehérjék kulonféleképpen evolvaldodtak, mely
kil6nb6z6 szerkezet(i aktiv centrumok kialakulasahoz vezetett, igy teljesen mas
tipusu katalitikus mechanizmus alkalmazasaval mikddnek. Ez megneheziti a
velik végzett munkat a kutatdsukhoz alkalmazhaté metodikdk (ha egyaltalan
rendelkezésre allnak) sokszinlsége miatt. Tovabba a legtobb foszfataz-akti-
vitasu fehérje (katalitikus fehérje/alegység) szerkezeti komplexitast mutat, azaz
kilonféle regulator alegységekkel két vagy harom (esetleg tobb) alegységes
holoenzim komplexumot alkot. A regulator alegységek feladata a katalitikus
fehérje stabilitdsanak és aktivitasanak szabalyozasa, sejten bellli elhelyez-
kedésének iranyitasa, kdlcsénhatd partnereinek meghatarozasa és szubsztratu-
mainak megkotése. Mig a legtobb (mitdtikus) kinaz kodzvetlenill kapcsolddik a
célfehérjéhez (konszenzus motivumokat felismerve), addig a foszfatazok zéme
regulator alegységeivel keril kapcsolatba a mddositandd fehérjével. Bonyolitja
a képet, hogy egyetlen katalitikus alegység tobb kilénb6z6 regulator fehérjével
alakithat ki tobbalegységes holoenzimet, melyek mind egyedi szereppel birnak

a sejtfolyamatok szabalyozasaban. Egyes kutatasok szerint a human PP2A
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(Protein Phosphatase 2A) foszfataz katalitikus alegységének 2 izoformaja mint-
egy 100 kulonbdz6 heterotrimer holenzimet hozhat létre, mig a PP1 (Protein
Phosphatase 1) foszfataz katalitikus alegységének 4 izoformaja kozel 200
heterodimer holoenzimet alkothat [12]. EbbdI kovetkezik, hogy a tébbalegység-
es foszfatazok esetében nem a katalitikus alegységet, hanem a szubsztratum-
specificitasért felel6s regulator alegységeket kell vizsgalni (pl. a reverz genetika
maodszereit hasznalva). Ez persze tovabb komplikalja a kutatasokat, |évén a

regulator alegység repertodarja csak részben ismert.

A foszfatdzkutatds tovabbi nehézségeit az adja, hogy a foszfataz holoenzimek
alegységei posztszintetikus moddositasokon mehetnek keresztil. A mddositas
fajtaja meghatarozhatja a holoenzim alegység Osszetételét [13-14], szubcel-
luldris lokalizacidjat vagy aktivitasat [15]. Ezek azonositdsa nehéz feladat. A
fentiek terhére réhaté az is, hogy mig a kinazok esetében hatékonyan allithaté
el6é rekombindns enzim in vitro foszforilacios teszthez, a tébbalegységes fehérje
foszfatazok rekonstruadlasa idOigényes és sokszor nagyon nehezen megvaldsit-
hato feladat. Leggyakrabban a foszfatdz enzimet sejtekbdl térténd kozvetlen
immunoprecipitaciéval allitjak eld, amely alkalmas lehet ugyan in vitro tesztek
elvégzéséhez, de mar nem elégséges tisztasagu és mennyiségl szerkezetbiold-
giai kisérletekhez. Tovabba, mig a kindzok esetében a szubsztratum maddositasa
radioaktiv ATP jelenlétében autoradiogafiaval rutinszer(en validalhatd, egy aktiv
fehérje foszfataz holoenzim in vitro alkalmazasanak feltétele az is, hogy ren-
delkezzlink tisztitott foszforilalt szubsztratummal. Ennek hidnyaban csak aspeci-
fikus enzimaktivitasi tesztek végezhetdk el. Végll, de nem utolsé sorban a
szerkezeti komplexitds és diverz katalitikus aktivitds miatt problémat okoz a
holoenzim-specifikus foszfatdz gatloszerek kifejlesztése is. A legtdbb
kereskedelmi forgalomban kaphaté foszfataz inhibitor foszfatdz csaladokat
gatol, egyedi holoenzimek in vivo vizsgalatdra nem alkalmas. Ezzel szemben a
legtobb mitétikus kinaz specifikusan gatolhatd kis molekulasulyd inhibitorokkal

in vivo.
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A technikai Ujitasoknak kdszénhetben a fehérje foszfatazok kutatasa Ujra nyitott
tertletté valt, amely a vallalkozé6 kedvl kutatok szamara izgalmas felfe-
dezéseket rejteget. Az MTA SZBK Biokémiai Intézetében induld Lendilet Sejtcik-
lus Szabalyozas Kutatdcsoport célja csatlakozni ehhez a kihivashoz, hogy rész-

leteiben is megismerhessiik a foszfatdzok mitotikus szerepét.

A fehérje foszfatazok - szerepiik a sejtosztédasban

A fehérje foszfatazoknak alapvetéen két nagy csoportja ismert: a tirozin (Tyr)
[16] és szerin/treonin (Ser/Thr) [17] foszfatazok, melyek tovabbi szerkezetileg
eltéré szupercsalddokra oszthatdék (3A. abra). Habar mindkét fécsoporthoz
tartozd enzimek részt vesznek a tagabb értelembe vett sejtciklus szaba-
lyozasaban, a mitétikus kinazok katalizalta folyamatok reverziéjat foként a
Ser/Thr csoportba tartozd 6si PPP foszfatazok végzik, melyek esszencialisak és
nagymeértékld konzervaltsagot mutatnak a kilonféle fajokban. Tagjai (féként a
PP1, PP2A-szer(i, PP2B, PP5 és PP7 alcsaladba tartozdk) részt vesznek a kromo-
szOma szegregacio, centroméra és kinetokér integritas, mitétikus orsé ki-
alakulas és dinamika, centroszdma duplikacié és érés, mitotikus ellendrzé
mechanizmusok és citokinézis folyamatainak szabalyozasaban [4-5, 18-23].
Fontos azonban megjegyezni, hogy a legtobb idézett esetben csak a folyamat-
ban nélkilézhetetlen szerepiik tisztdzddott, pontos funkcidjuk, szubsztratumaik

vagy miikodeésik molekularis részletei nem teljesen ismertek.

A PPP foszfatazok viszonylag kisszamu katalitikus alegységei altalaban tobb
alegységes holoenzimet alkotnak a hozzajuk tartozd kilonféle regulator fehér-
jékkel (3B. abra). Példaul a PP2A-tipusu foszfatdzok (PP2A, PP4 és PP6)
altaldban heterotrimert alkotnak, melyben az evollucidésan konzervalddott kata-
litikus alegység (PP2Acat, PP4cat és PP6cat) egy szerkezeti fehérjével és a
szubsztratum-specificitasért felelés regulator alegységgel alkot holoenzimet
[13-14, 18-19, 24].
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Attél figgben, hogy pl. a PP2Acat melyik regulator fehérjével (4 tipusu B
alegység és azok kiilonb6zd izoformai) képez holoenzimet, mas és mas funkcidja
lesz a sejtm(ikodés szabdlyozadsaban. igy pl. a PP2A-B55/Twins holoenzim a
centroszoéma duplikaciot beinditd Plk4 [25-26] kindz stabilitdsat szabalyozza [6],
mig a PP2A-B56 holoenzim a mitdtikus orsé 6sszeszerel6dését ellendrzé mecha-

nizmus finomhangoldsaban jatszik szerepet [5].

A. Fehérje foszfatazok
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3. abra. A fehérje foszfatazok osztalyozasa. A) A fehérje foszfatazok Tyr és Ser/Thr
csoportokra oszthatok. A Tyr foszfatazok PTP (protein tyrosine phosphatase), DSP (dual-speci-
ficity phosphatases) és LMW (low molecular weight) szupercsaladba, mig a Ser/Thr foszfatazok
PPP (phosphoprotein phosphatases), PPM (Mg/Mn-dependent phosphatases) és DxDxT szuper-
csaladba osztalyozhatok. A PPP tovabbi alcsaladjai a PP1, PP2A-szer(i, PP2B, PP5 és PP7
foszfatazok. B) A foszfatazok katalitikus alegységei kiilbnb6z6 Gsszetételli holoenzim komplex-

umokat alkothatnak.

A PP4 foszfataz is foként heterotrimerként mikddik, melyben a PP4cat komplex-
et képez egy szerkezeti (R1 vagy R2 alegység) és egy regulator (R3) alegységgel
[18, 24]. A kanonikus PP4 komplex mellett ismertek mas alegységotsszetétell
(di- és trimer) PP4 holoenzimek is, melyek kulonféle cellularis funkciét toltenek
be [24, 27, 28]. Erdekesség, hogy bar a PP2A-tipusl foszfatdzok katalitikus
alegységei rendkivil magas szintli aminosav szekvencia homoldgiat mutatnak

(a human PP2Acat és PP4cat >65% azonossagot mutat aminosav szinten), a
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vellk asszociald regulator alegység repertoar teljesen kiilonb6z6. Ennek okat

ma még nem tudjuk.

Korabbi elképzelések szerint a mitdzis szabdlyozasaban kizardlag két robusztus
fehérje foszfataz, a PP1 és PP2A (azok kiilonb6zd alegység Osszetétell holoen-
zimei) vesznek részt. E két enzimcsaladrdél tudjuk, hogy a legnagyobb meny-
nyiségben el6forduld fehérje foszfatazok a sejtben és a mitdzis (és tagabb
értelemben vett sejtosztddasi ciklus) minden szintjén regulaciés funkciéval
birnak. Mitdtikus kinazokkal 6sszhangban olyan komplex folyamatok iranyitasat
végzik, mint az Un. orsé-0sszeszerelddési ellen6rz6 mechanizmus (SAC, spindle
assembly checkpoint), amely a megkett6zodott genom tul korai szétvalasztasat
azt sugallta, hogy némely mitotikus esemény szabalyozasa fliggetlen a PP1 és
PP2A-t6l, és azok mikodésében mas fehérje foszfatdzok vehetnek részt. A
genom projekteknek koszonhetben lehet6séggé valt teljes genomot lefed6
géncsendesitési kisérletekbdl valdban kiderllt, hogy kevésbé robusztus és
ismert fehérje foszfatazok is sziikségesek (és nélklilozhetetlenek) a mitodzis
levezényléséhez [20, 22, 29-30]. Fontos megjegyezni, hogy sok esetben nem
ismert a foszfataz pontos funkciéja a mitdzisban, szubsztratumainak kore vagy

a modositott aminosavak elhelyezkedése.

A csoportunk munkaja

Ecetmuslica modellben leirtdk, hogy a PP4 foszfatdaz centroszémalis felhal-
mozddast mutat és sziikséges az Un. centroszoma érés folyamatahoz, amely
elofeltétele a mitdtikus orséd kialakuldasanak [22], de a foszfataz szubsztratumait
nem sikerilt azonositani. David Glover csoportjaban (University of Cambridge)
a PP4 Ujfajta mitétikus szerepét fedeztik fel. Kimutattuk, hogy a PP4 kélcsdnhat
a CENP-C-vel, amely a centromérat a kinetokdrral 6sszekotd esszencialis fehérje
[18]. Bizonyitottuk, hogy a PP4 részt vesz a CENP-C foszforegulacidjaban, amely
alapfeltétele a centroméra-kinetokdér stabilitds fenntartdsanak a mitdzis

folyaman. Meghataroztuk a PP4 regulator alegységének (Falafel) és a CENP-C
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kdlcsonhaté doménjeinek térszerkezetét (/asd cimlap abra), amely felfedte,
hogy a PP4 teljesen mas mechanizmussal kéti meg szubsztratumait, mint a PP1

vagy PP2A (és valdszinlileg mas PPP-k).

Hazatérve Szegedre, mar egy OTKA-PD projekt keretein belll, Gjszer(i technikat
alkalmazva [31] tovabbi PPP foszfatdz szubsztratumok és kdlcsdnhatd fehérjék
azonositasat végeztik el. Ezek kozll kiemelend6é a PP4 Falafel alegységével
koélcsdnhaté Anal és Ana2 (Anastral spindle 1 és 2) centroszémalis fehérjék. Az
Anal-rél kordbban kimutattuk, hogy nélkllézhetetlen az Un. centroszéma kon-
verzidhoz [32], amely alapfeltétele a centroszoéma érésnek és ebbdl kifolydlag a
mitdtikus orsé kialakuldasanak, valamint a centroszoma duplikaciénak. Az Ana2-
rél pedig azt mutattuk ki, hogy foszforilalt formajanak jelenléte nélkilézhetetlen
a centroszoma duplikacié beinduldsahoz [25]. Szuperrezollcidés mikroszkopiat
alkalmazva bizonyitottuk, hogy a PP4 Falafel alegysége megtalalhat6 a centro-
szémak (az azt alkotd centridlum par) kézpontjaban az Ana2 tarsasagaban (4.
abra), az Anal altal kozrefogott zénaban [32, 33]. Feltételezésiink szerint a PP4
foszfatdz mitétikus kindzokkal 6sszhangban részt vehet az Ana2 és Anal
fehérjék foszforegulacidéjaban, ezaltal a centroszOma érési és replikacids

folyamatainak iranyitasaban (nem kozolt adat).

A 2017 6sszén induld Lendllet Kutatocsoport célja szisztematikusan megvizsgal-
ni az O6sszes olyan PPP foszfatazt, amely altalanos, illetve szovet és/vagy
fejlodés-stadium specifikus [34] mddon képes befolyasolni a mitdzis folyamatat.
Kutatasainkat eleinte ecetmuslicaban végezziik, amely kivaléd modellje a sejtcik-
lus vizsgalatanak, jol jellemzett és szamtalan mddszerrel vizsgalhaté modellor-
ganizmus. Emellett, a human mitdtikus foszfatazok mindegyikének ismert a
muslica ortoldgja, melyek nagyfoku hasonldésagot mutatnak (a human PP4cat és
muslica PP4cat >90% azonossagot mutat aminosav szinten). Célunk felderiteni
az egyes foszfatdaz holoenzimek alegység Osszetételét, specifikus mitétikus
szubsztratumainak korét, azonositani és feltérképezni a célfehérjéken kialakult

(de)foszforilaciés helyeket és meghatarozni a maddositas jelenlétének vagy
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hidnyanak bioldgiai szerepét. Kutatdsaink soran klasszikus és Ujgeneracids
genetikai, sejtbioldgiai, molekularis bioldgiai, proteomikai és biokémiai meto-

dikakat fogunk alkalmazni.

Egyesitett Falafel Ana2 D-Plp

-
-

Interfazis

Telofazis Metafazis

Citokinezis

4. abra. Szuperrezoliicios mikroszkopos felvétel a Falafel centroszéoman beliili
elhelyezkedéséroél. A sejtcikius kiilbnb6z6 fazisaiban a PP4 foszfataz Falafel regulator al-
egysége a centroszomat alkoté hordé alaku centriolum par k6zepében helyezkedik el. Az abran
az érettebb un. anyai centriolum feliilnézeti képe lathatd. Az Ana2 a centriolum kialakulasahoz
sziikséges fehérje [25], amely a centriélum legbelsé zénajaban helyezkedik el és kolokalizal a
Falafellel (a kils6 gyliriin megjelené Ana2 mar a kevésbé érett, un. leanycentridlumhoz tartozik
- oldalsé nézet). A D-Plp (Drosophila-Pericentrin-like protein) a centridlum kils6 zdéndjaban
elhelyezkedé fehérje. Kép: George Tzolovsky (University of Cambridge).

Génkiltési, géncsendesitési és célzott fehérje degradacios kisérletekkel fosz-
fatdzok reguldtor alegységeit fogjuk eltavolitani, igy lehetdséglink lesz ismert
alegység oOsszetétel(i holoenzimek inaktivalasara és ennek mitotikus figurdkra
gyakorolt hatasanak vizsgalatara. Tavlati terveink kozott szerepel globalis, a
teljes protedmot lefedd foszforilacios térképezés elvégzése holoenzim-inaktivalt
szOvetekben, foszfatdz komplexumok rekonstrualdasa rekombinans fehérjékbdl

in vitro defoszforilacios tesztek létrehozasahoz, gatlészerek kidolgozasahoz és
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szerkezetbioldgiai kisérletekhez, valamint a vizsgalataink kiterjesztése emlds
modellekre is. Ugy véljiikk, hogy a csoport munkdaja hozzajarul majd a mitdzis
iranyitasat végzo folyamatok mélyebb megértéséhez, melyhez kalandvagyo és

a kutatasi irany irant elhivatott munkatarsak jelentkezését varjuk.
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